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RESUMO

DIAS, Micheline do Amaral. Selecdo de acessos de feijdo-caupi resistentes ao nematoide das
galhas (Meloidogyne spp.). 2020. 59p. Dissertacao (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade
de Brasilia, DF.

O feijdo-caupi membro da familia Fabaceae, pertencente ao género Vigna e espécie Vignha
unguiculata. Seus gréos séo usados principalmente na alimentacdo humana, possuem alto valor
nutritivo, com grande quantidade de proteina (cerca de 23%), vitaminas, fibras e aminoacidos
essenciais. O género Meloidogyne, conhecido como nematoide das galhas, compreende o maior
grupo de fitonematoides, causando grandes perdas anuais mundialmente. O género é composto
por aproximadamente 100 espécies com alto grau de polifagia, parasitando cerca de 2.000
espécies botanicas. O feijdo-caupi é suscetivel ao nematoide das galhas (NG) e a busca por
genotipos promissores em resisténcia genética, se faz necessaria para melhorar as condic¢Ges de
cultivo e de comercializacdo dos graos. Atualmente sdo conhecidos alguns genes envolvidos na
resisténcia genética para algumas espécies do género Meloidogyne, como os genes RK e RK?2,
Tendo em vista essa resisténcia ja conhecida, o objetivo do presente trabalho foi conhecer os
géneros de fitonematoides que ocorrem em campos de cultivo de feijao-caupi nas principais
regies produtoras do Brasil, identificar a nivel de espécie nematoides do género Meloidogyne,
preparar e manter culturas puras das diferentes populacdes de Meloidogyne e selecdo de fontes
de resisténcia de feijdo-caupi as espécies M. enterolobii e M. incognita. Para isso, foram feitas
coletas em diversas regides produtoras de feijdo-caupi no Brasil e a identificacdo dos
nematoides a nivel de género foi feita com base em caracteres morfologicos, ja para nivel de
espécies para o género Meloidogyne, a identificacdo foi feita através do padrdo de esterase
(enzima presente nos nematoides do género Meloidogyne). A selecdo de genotipos
contrastantes em resisténcia para as espécies Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii
foi feita em experimento com delineamento inteiramente causalizado feito em vasos de um litro
cada (27 gendtipos, com 6 plantas para cada genoétipo e 3 repeti¢c@es no tempo). Apos 15 dias
da semeadura, as plantas foram inoculadas separadamente com 12.000 mil ovos e eventuais
juvenis de cada espécie do nematoide por planta. Sessenta dias apds a inoculacdo, foram
estimados o fator de reproducdo (FR), o indice de galhas (1G) e o niUmero de ovos por grama
de raiz (NOGR). Nesta selecdo foi avaliado o Fator de Reproducdo para cada planta
separadamente, com 0 objetivo de determinar a suscetibilidade ou resisténcia dos acessos as

duas espécies de nematoides. Os gendtipos BRS Fradinho e BRS Milénio mostraram-se
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resistentes a M. enterolobii (FR< 1), ja para M. incognita, BRS Caraguacu, BRS Fradinho, BR
17 Gurguéia, BRS Itaim, BRS Imponente, BRS Milénio, BRS Novaera, BRS Pajel e BRS
Potengi se apresentaram como resistentes, as demais cultivares foram consideradas suscetiveis.
Para M. javanica apenas BRS Imponente e BRS Milénio foram resistentes. A identificacédo de
fontes comerciais de resisténcia as espécies prevalentes de NGR no Brasil fornece uma
contribuicdo importante para a expansdo continua do cultivo de feijdo-caupi no pais, que, como
uma cultura nutricionalmente importante, oferece consideravel importancia a seguranca

alimentar no século XXI.

Palavras-chave: Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica,

Vigna unguiculata, genes de resisténcia, galhas radiculares.

Orientador- Robert Neil Gerard Miller — Universidade de Brasilia
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ABSTRACT

DIAS, Micheline do Amaral. Selecdo de acessos de feijdo-caupi resistentes ao nematoide das
galhas (Meloidogyne spp.). 2020. 59p. Dissertacao (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade
de Brasilia, DF.

Cowpea is a member of the Fabaceae, belonging to the genus Vigna and species Vigna
unguiculata. This legume plant represents an important source of protein (about 23%), essential
amino acids, vitamins and fibers, with beans used mainly for human consumption, given the
high nutritional value of the crop. The genus Meloidogyne, known as the root knot nematode
(RKN), comprises the largest group of phytonematodes, causing large annual losses worldwide.
The genus is composed of approximately 100 species with a high degree of polyphagy,
parasitizing around 2,000 botanical species. Commercial cowpea is susceptible to RKN species,
with the identification of sources of genetic resistance necessary to improve cultivation and
commercialization of the crop. A limited number of dominant genes conferring resistance to
certain species of the genus Meloidogyne have been identified in cowpea, such as the genes RK
and RK2, with introgression into commercial materials in breeding programs in other producing
countries. Given such potential resistance in cowpea, the objective of the present work was to
identify sources of resistance to the prevalent Meloidogyne species in Brazil. Phytonematode
genera occurring in cowpea across the main production areas were identified at the genus level
on the basis of morphological characters, whereas for species level identification for the genus
Meloidogyne, identification was made on the basis of standard esterase enzyme profile. Cowpea
germplasm collections were made across several producing regions in Brazil. The selection of
contrasting resistant genotypes to the RKN species Meloidogyne incognita and Meloidogyne
enterolobii, identified as predominant species, was carried out under greenhouse conditions
following a completely randomized design experiment. A total of 27 genotypes were evaluated,
with 6 plants employed for each genotype and 3 repetitions for each evaluated time point.
Fifteen days after planting, each seedling plant was separately inoculated with 12,000 eggs of
each nematode species. Sixty days after inoculation (DAI), the reproduction factor (RF), the
gall index (GI) and the number of eggs per gram of root (NEGR) were estimated. The genotypes
BRS Fradinho and BRS Milénio were identified as resistant to M. enterolobii (FR< 1), whereas
for M. incognita, the genotypes BRS Caraguacu, BRS Fradinho, BR 17 Gurgueia, BRS Itaim,
BRS Imponente, BRS Milénio, BRS Novaera, BRS Pajet and BRS Potengi displayed

resistance, with all other genotypes screened considered susceptible. For M. javanica only BRS
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Imponente and BRS Milénio displayed resistance. The identification of commercial sources of
resistance to prevalent RKN species in Brazil provides an important contribution to the
continued expansion of cowpea cultivation in the country, which, as a nutritionally important

crop, offers considerable importance in food security for the 21% Century.

Key words: Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, Vigna

unguiculata, resistance genes, root knot nematode.

Orientador- Robert Neil Gerard Miller — Universidade de Brasilia
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1. INTRODUCAO

O feijao-caupi, V. unguiculata (L.) Walp., é uma dicotiledonea que pertence a ordem
Rosales, familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinae e
ao género Vigna, o qual foi estabelecido por Savi em 1824. Embora nas primeiras classificacoes
tenha sido alocado em outros géneros, como Phaseolus e Dolichos, atualmente sua classificacao
de género é em Vigna, sendo mundialmente aceita (PHILLIPES, 1951). O feijao-caupi tem
varios nomes populares, alguns dos mais conhecidos sdo: feijdo-macassa e feijdo-de-corda, na
regido Nordeste; feijao-de-praia, feijdo-da-coldnia e feijdo-de-estrada, na regido Norte; e feijdo-
miudo, na regido Sul (EMBRAPA, 2020).

O feijdo-caupi € uma excelente fonte de proteinas (23% a 25%) e apresenta todos 0s
amino&cidos essenciais, vitaminas, minerais, fibras e baixa quantidade de gordura (EMBRAPA
MEIO NORTE, 2016). Dessa forma, tornou-se um dos principais componentes da dieta
alimentar nas regides Nordeste e Norte do Brasil, expandindo-se para as regides Sudeste e
Centro-Oeste, onde tem feito parte dos cultivos de safrinha apds as culturas da soja e do arroz,
e também, como cultura principal em algumas regides. Na regido dos cerrados, principalmente
quando é cultivado em safrinha, o feijao-caupi tem um custo muito competitivo, fator que tem
feito aumentar o interesse dos produtores pela cultura. Além disso, a producdo é de alta
qualidade, o que possibilita a aceitacdo do grdo pelos comerciantes, agroindustrias,
distribuidores e consumidores. A oferta de um produto padronizado, de alta qualidade, em
quantidade e com regularidade vem despertando o interesse de agroindustrias de outras regifes
e tem contribuido para a abertura de novos mercados para a cultura. Com isso, também esta
havendo um aumento de interesse por parte das empresas de exportacdo pelo produto, que ja
vem sendo exportado para cinco paises, sendo eles Canada, Portugal, Israel, Turquia e india
(FILHO, 2011).

Segundo a FAOSTAT (2018), a produgdo mundial do feijdo-caupi chegou, em 2016, a
quase 7 milhdes de toneladas produzidas, em uma area plantada de 12,32 milhdes de hectares.
De acordo com a mesma organizacao, o continente com maior producao desse gréo é a Africa,
sendo Nigéria, Niger e Burkina Faso os trés maiores paises produtores. No Brasil, de acordo
com dados da CONAB (2017), a producado na safra 2016/2017 foi de 713,4 mil toneladas, com
uma produtividade média de 506 kg por hectare.

A producdo de feijdo-caupi concentra-se nas regibes Nordeste, Norte e estd se
expandindo para a regido Centro-Oeste, principalmente para o Estado de Mato Grosso. Na

regido Nordeste, a producdo tradicionalmente concentra-se nas areas semiaridas, nesta regido e



também na regido Norte, o cultivo é feito por empresarios e agricultores familiares que ainda
utilizam préaticas tradicionais. Na regido Centro-Oeste, onde o feijdo-caupi passou a ser
cultivado em larga escala a partir de 2006, a producdo provém principalmente de médios e
grandes empresarios que praticam uma lavoura altamente tecnificada. Apesar da cultura
apresentar ciclo curto, baixa exigéncia hidrica e rusticidade para se desenvolver em solos de
baixa fertilidade e esta se destaca por fixar nitrogénio em associagdo com bactérias do género
Rhizobium (FILHO, 2011).

As doencas do feijdo-caupi tém respondido por perdas expressivas no processo
produtivo, sendo um dos principais fatores limitantes do cultivo racional da cultura. Os agentes
causadores de doencas que ocorrem no feijdo-caupi, tém causado perdas tanto em volume de
producdo quanto em qualidade dos grdos. Entre eles, sobressaem-se o0s virus, os fungos e os
nematoides como 0s mais importantes, tem respondido, em certas situacdes e locais, por danos
significativos. Informacges relacionadas as doengas do feijdo-caupi que possuem abordagem
voltada a realidade regional sdo escassas, fazendo com que, muitas vezes, sejam utilizadas
informacdes e experiéncias pessoais para se fornecer orientacbes acerca das ocorréncias
fitossanitarias da cultura (CARDOSO, 2000).

O feijao-caupi pode ser atacado por diversas espécies de nematoides, destacando-se 0s
nematoides Meloidogyne spp., Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus spp., por ordem de
importancia. Os nematoides podem prejudicar o desenvolvimento das plantas por diminuir a
absorcéo e translocacao de agua e nutrientes, resultante da alteracdo ou destruicdo dos tecidos
das raizes e consequentemente diminuicdo do crescimento radicular (HUSSEY &
WILLIAMSOM, 1998; ROBERTS et al., 2004). No Brasil, M. incognita e M. javanica sao as
mais importantes do género e sua distribuicdo abrange toda a area de cultivo da cultura; ainda
sob o0 aspecto de importancia econémica, P. brachyurus deve ser mencionado, principalmente
por sua distribuicdo geografica e capacidade de associacdo com o feijdo-caupi (PONTE, 1987).
O nematoide das galhas (Meloidogyne spp.) estdo entre 0s que mais causam danos, ocasionando
perdas de bilhGes de doélares ao redor do mundo. Meloidogyne spp. sdo endoparasitas
radiculares sedentarios, atuando no desenvolvimento de estruturas alimentares especializadas
conhecidas como células gigantes. A resisténcia genética das plantas hospedeiras ¢ uma das
estratégias mais atrativas para lidar com esse problema em campos infestados (EHLERS et al.,
2002). Varios tipos de controle sdo aplicados para Meloidogyne spp., como o cultural, o fisico,

o0 bioldgico e a resisténcia genética, ndo existindo nematicidas quimicos registrados para a
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cultura (LIMA, 2017), tornando imprescindivel a incorporacdo de genes de resisténcia em
cultivares ja cultivadas comercialmente, para controle dessa doenca.

Diversos trabalhos mostram que a resisténcia ao nematoide das galhas é controlada por
genes dominantes (FERY & DUKES, 1980; EHLERS et al., 2000). Entre esses genes, um gene
dominante (Rk), efetivo contra isolados avirulentas de nematoides das galhas, foi mapeado no
grupo de ligacdo 11 (HUYNH et al., 2016), e um outro gene também dominante (Rk?) foi
mapeado no grupo de ligacdo 9 de feijdo-caupi com efeito aditivo sobre o gene Rk, conferindo
algum grau de resisténcia a isolados virulentos (SANTOS et al., 2018). O gene Rk tem sido
amplamente utilizado para se produzir variedades resistentes aos nematoides das galhas em
varios paises. Apesar desses dois genes terem sido mapeados, ainda existe grande demanda por
genes mais efetivos as populacdes virulentas do nematoide.

No Brasil, o programa de melhoramento da Embrapa visa aumentar a produtividade, a
adaptabilidade e a estabilidade da producdo; aumentar a resisténcia a pragas e doencas;
aumentar a resisténcia a altas temperaturas e estresses hidricos; aumentar os teores de proteina,
ferro, zinco e fibra alimentar digestivel dos gréos; e desenvolver cultivares adaptadas a todas
as regides do Pais (FILHO, 2011). Atualmente, no entanto, ndo apresentam cultivares
recomendadas para a producéo de feijdo-caupi no pais com resisténcia ao nematoide das galhas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi diagnosticar os problemas nematolégicos com
ocorréncia em campos de cultivo de feijdo-caupi e selecionar fontes de resisténcia a

Meloidogyne incognita, M. javanica e M. enterolobii.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia econémica do feijao-caupi

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) é uma excelente fonte de proteinas (23% a 25% em
média) e apresenta todos 0s aminoécidos essenciais, carboidratos (62% em média), vitaminas,
minerais, fibras dietéticas e baixa quantidade de gordura (2% em média), apresentando
importante papel na seguranca alimentar nutricional de grande parte da populacao brasileira e
mundial, com importante participacdo na geracdo de empregos. Porém, ainda existe caréncia
na disponibilizacdo de conhecimento sobre a cultura e a transferéncia de tecnologia que
aprimore seu cultivo e produtividade (RIBEIRO, 2017). O feijdo-caupi é essencial nos sistemas
de produco nas regides secas dos tropicos, que cobrem parte da Asia, Estados Unidos, Oriente
Médio, Américas Central e do Sul (SINGH et al., 2002). Nessas regides, 0 grdo € uma das
principais fontes de proteina vegetal as popula¢des de menor poder aquisitivo (GRANGEIRO
et al., 2005).

Grande parte da producdo mundial ocorre no continente africano, sendo Nigéria, Niger
e Burkina Faso os maiores produtores. No continente americano, o Brasil & o maior produtor e
no asiatico, Myanmar. No que se refere ao mercado mundial, FREIRE FILHO et al. (2012)
menciona que o feijdo-caupi esta presente em 97 paises, que o produzem e fazem seu consumo.
Desde 2008, com o inicio das exportacdes, o Brasil vem conquistando espaco nesse mercado.
Segundo Sinimbu (2014), nos Gltimos anos os maiores importadores do grio sio India e Egito,
mas também tem havido exportacdes para Emirados Arabes, Aréabia Saudita, Ird e Indonésia.

2.2 Classificacao, origem e distribuicdo do feijao-caupi

O feijdo-caupi (V. unguiculata (L.) Walp.), € uma dicotiledonea que pertence a ordem
Rosales, familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolinae e ao género Vigna, o qual foi estabelecido por Savi em 1824 (PHILLIPES, 1951).
E uma cultura de origem africana, introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses na
segunda metade do século XVI (FILHO, 1988). Segundo GANDAVO (2001) em 1568 ja havia
relato da presenca de muitos feijoes no Brasil e SOUZA (1974) menciona que em 1587 uma
grande variedade de feijOes e favas foi cultivada na Bahia. Embora néo haja confirmag&o sobre
quais feijoes eram cultivados, existem evidéncias de que o feijao-caupi era um deles. Segundo
BARRACLOUG (1995), desde a fundagédo da Bahia como capital administrativa do Brasil em

1549, o comércio com o oeste da Africa, de Guiné a Angola, foi muito intenso. A partir da
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Bahia, o feijdo-caupi foi disseminado por todo o Pais. No Piaui, estado que foi colonizado do
sertdo para o litoral, a comunicacédo e o comércio com o sertdo foram mais dificeis, e encontra-
se a citacdo do cultivo de feijdo em 1697 (DIAS, 2008), fato que sugere que houve intensa
disseminacéo da cultura, principalmente na regido Nordeste e da regido Nordeste para todo o
Pais. O feijdo-caupi, recebe diversos nomes populares de acordo com a regido onde é produzido
como feijdo de corda, feijao-de-praia, feijdo-da-estrada, feijdo-de-rama, feijao-fradinho ou
feijdo macassar, macaca ou macacar. A cultura apresenta ciclo curto, baixa exigéncia hidrica,
rusticidade para se desenvolver em solos de baixa fertilidade e, por meio da simbiose com
bactérias do género Rhizobium, tem a habilidade para fixar nitrogénio do ar.

2.3 Aspectos fitossanitarios associados ao feijao-caupi

No Brasil e em diversos paises, a cultura do feijao-caupi é afetada por varios patdgenos,
como fungos, bactérias, virus e nematoides, podendo levar a morte da planta e
consequentemente causar grandes perdas econémicas. Dentre as varias doencas que ocorrem
na cultura do feijao-caupi, merecem destaque a rizoctoniose (Rhizoctonia solani), que causa a
reducdo do nimero de plantas por area; a murcha de Sclerotium (Sclerotium rolfsii), que leva a
morte da planta; 0 mosaico-severo, que compromete o desenvolvimento da planta e a producao;
e a meloidoginose, que pode levar a morte da planta pela interrupgdo da absorcdo de agua e
nutrientes (LIMA, 2017).

Entre as pragas mais importantes para o feijdo-caupi e que causam maiores danos,
merecem maior aten¢do 0s percevejos, a cigarrinha-verde, a larva minadora-das-folhas, o tripés
e 0 manhoso. Entre as pragas que, além de causarem danos diretos, sdo também vetores de
virus, merecem atencdo a vaquinha e a brasileirinha, vetores do CSMV:; os pulgdes vetores do
CABMV e CMV; e as moscas-brancas transmissoras do CGMV. Entre as pragas de poés-
colheita, o caruncho é a mais importante, sendo responsavel por quase totalidade das perdas
ocorridas nos gréos armazenados (SILVA et al., 1999).

2.4 Nematoides associados ao feijao-caupi

Os nematoides sdo animais considerados aquaticos e pertencentes ao subreino
Eumetazoa, divisdo Bilaterata, subdivisdo Protostomia, superfilo Pseudocelomata, filo
Nematoda existindo duas classes, a Chromadorea e Enoplea. Possuem corpo cilindrico, ndo

segmentado, de cuticula esbranquicada ou translicida. S&o encontrados em diversos habitats
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como em aguas marinhas, aguas doces e filmes de agua no solo. Possuem hébito de vida
parasitaria ou de vida livre, neste caso alimentam-se de microrganismos como algas, bactérias,
fungos, protozoarios, alguns tipos de anelideos e até mesmo outros nematoides. As espécies
parasitas variam quanto ao habito de alimentacéo, sendo classificadas em zooparasitas, afetando
animais e 0 homem, e fitoparasitas, que infectam as plantas. Embora a maioria das espécies de
fitonematoides possua maior preferéncia pelos 6rgdos subterrdneos das plantas, existem
espécies que estdo associadas a parte aérea (GOULART et al., 2009). O que caracteriza e
diferencia as espécies fitoparasitas de outras, é a presenca de uma estrutura na cavidade bucal
chamada estilete, que possibilita a sua penetragéo e injecdo de toxinas que podem modificar as
estruturas dos 6rgdos vegetais, e permitir a sua alimentacdo (FREITAS, 2001).Varias espécies
de nematoides pertencentes ao género Meloidogyne estdo associadas ao feijao-caupi no Brasil
e no mundo, como Meloidogyne incognita, M. javanica, M. arenaria e M. hapla (LIMA, 2017),
causando até 50% de prejuizos para a cultura.

2.5 Género Meloidogyne Goeldi (1887)

O género Meloidogyne Goeldi (1887), pertence a classe Chromadorea, ordem
Rhabditida, subordem Tylenchina e a familia Meloidoginidae, abrangendo mais de 100 espécies
no mundo (BLAXTER et al., 1998; HUNT e HANDOO, 2009). O género Meloidogyne Goeldi
(1887) representa 0s organismos mais evoluidos quanto ao parasitismo de raizes de plantas
sendo considerados como um dos principais limitantes da produtividade agricola. Isso decorre
da grande capacidade de adaptacdo de tais fitoparasitas, em razdo de possuirem uma elevada
gama de hospedeiros (LORDELLO, 1992). No Brasil, foram relatadas 20 espécies
caracterizadas por métodos bioguimicos (esterase) e moleculares (uso de marcadores SCAR)
(CARNEIRO et al., 2016). Entre as espécies que merecem maior destaque estdo M. incognita,
M. javanica, M. arenaria e M. hapla, que representam mais de 95% dos nematoides das galhas
em solos cultivados no mundo (TAYLOR e SASSER, 1978; TIHOHOD, 1993 e CARNEIRO
et al., 2016). Meloidogyne incognita e M. javanica s&o as principais causadoras de perdas
econdmicas em feijdo-caupi, podendo chegar a 31% na producdo (CHARCHAR et al., 1995).
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2.6 Ciclo de vida de Meloidogyne spp.

O ciclo de vida das espécies de Meloidogyne tem inicio com o ovo, depositado pela
fémea. As fémeas tém corpo em forma de pera, globoso. Cada fémea deposita até 500-1000
ovos que sdo envolvidos por uma substancia gelatinosa. O desenvolvimento do ovo comeca
com um juvenil totalmente formado, este é o primeiro estadio juvenil (J1). Depois de uma
ecdise ainda dentro do ovo, o juvenil eclode do ovo (J2) sendo atraido por exsudatos radiculares
das plantas, com posterior penetracdo nas radicelas de plantas suscetiveis, geralmente pelas
extremidades e atravessam o parénquima cortical para posicionar a regido anterior do corpo na
periferia do cilindro central. Ali estabelecem o parasitismo. Através do estilete, injetam
secrecdes em células localizadas ao redor da regido anterior do corpo e, por causa dessas
secrecdes, as células das raizes das plantas tornam-se hipertrofiadas, com citoplasma denso,
granuloso e ndcleos e nucléolos muito evidentes. Devido ao tamanho avantajado, essas células
sdo conhecidas como células gigantes e sdo essenciais a alimentacao e ao desenvolvimento dos
nematoides (PINHEIRO, 2008).

A maioria dos danos causados por Meloidogyne spp. ocorre nas raizes, 0s sintomas
podem também ser observados na parte aérea das plantas. Plantas severamente afetadas
apresentam sintomas de murcha, uma vez que as raizes com galhas apresentam limitada
capacidade de absorcdo, transporte de agua e nutrientes para o resto da planta. As plantas
também podem exibir sintomas de deficiéncia nutricional por causa da reduzida capacidade de
absorver e transportar nutrientes a partir da solu¢do do solo, assim como, nanismo e queda de
producdo (MITKOWSKI, 2003).

2.7 Espécies importantes de Meloidogyne spp.

M. incognita é considerada a espécie de fitonematoides mais importante em todo o
mundo, tendo em vista sua ampla polifagia, sendo mais encontrada em regides tropicais
(CARNEIRO et al., 2016). Sua alta capacidade de infec¢do se deve ao fato da sua grande
variabilidade genética, possuindo quatro racas diferentes (SASSER, 1980). No Brasil ela esta
associada a pelo menos 250 espécies de plantas (MANSO, 1994). Seu ciclo de vida dura em
média quatro semanas, variando de acordo com a temperatura, umidade e hospedeira. Cada

fémea produz em média 400 ovos, o0 que gera rapido aumento da populacdo (FERRAZ &
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MONTEIRO, 2011). Dentre as espécies de nematoides das galhas, M. incognita é a que
apresenta controle mais dificil, pois destroi o sistema radicular, eliminando praticamente todas
as raizes laterais e causando fendas no cértex. A planta entra em declinio, podendo facilmente
sucumbir apds um quadro sintomatoldgico que inclui desfolha, clorose e sintomas de
deficiéncia nutricionais (BRASS et al., 2008). Os sintomas diretos e indiretos provocados por
M. incognita séo: formacao de galhas, reducdo no volume do sistema radicular, raizes digitadas,
rachaduras em tubérculos, formacdo de reboleiras, desencadeamento de deficiéncias

nutricionais, murcha das plantas, desfolhas e reducéo da produtividade (FERRAZ, 2011).

M. enterolobii (YANG e EISENBACK 1983) teve seu primeiro relato em 1981 na
China, infectando uma fabacea conhecida como orelha-de-macaco. No passado, M. enterolobii
e M. mayaguensis eram tratadas como espécies diferentes pertencentes ao género Meloidogyne,
até que em 2004, XU et al. comprovaram que M. enterolobii e M. mayaguensis se tratavam da
mesma espécie, com base em estudos moleculares e de fen6tipos de esterase, atualmente, M.
mayaguensis é sinonimia de M. enterolobii (HUNT & HANDOO, 2009). E uma espécie
altamente prejudicial principalmente por sua alta capacidade reprodutiva. O primeiro relato
oficial no Brasil foi em 2001 na cultura da goiabeira, nos municipios de Petrolina, no estado
Pernambuco, e em Curaga e Manigoba, na Bahia. Na ocasido, as plantas apresentaram galhas e
necroses no sistema radicular, bronzeamento de folhas e ramos, desfolhamento e morte
(CARNEIRO et al., 2001).

M. javanica estd associado ao sistema radicular das plantas, sendo responsavel pela
formacdo de galhas, esta espécie também afeta o desenvolvimento da parte aérea, podendo
causar sérios prejuizos na quantidade e qualidade dos frutos. E uma espécie que também possui
ampla gama de hospedeiras, as principais sdo banana, batata, café, cana-de-acucar, ervilha,
feijdo, tomate, pessegueiro, ameixeira, macieira, etc. No local onde 0 nematoide penetra e a
partir de onde comeca a alimentar-se ocorre a formacéo de células gigantes, ou seja, aumento
de tamanho (hipertrofia) e multiplicacdo de células (hiperplasia), podendo ocorrer o
engrossamento irregular do sistema radicular, tornando-se ineficiente na absorcdo de agua e
nutrientes, afetando o crescimento das plantas. Os sintomas tipicos da parte aérea séo reducao

do crescimento e amarelecimento das folhas (BRIDGE et al., 2005).
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2.8 Manejo de nematoides na cultura do feijdo-caupi

O controle do nematoides pertencentes ao género Meloidogyne em feijdo-caupi, sao
feitos através dos controles genético, fisico, quimico e cultural. No controle fisico, recomenda-
se o0 revolvimento do solo, solo sem cultivo por um determinado periodo, e rotacdo de culturas
(LIMA, 2017). As medidas de manejo cultural sdo amplamente empregadas, destacando-se a
rotagdo de culturas, pousio, aracdo profunda e plantio prévio de plantas armadilhas como a
Crotalaria spp. N&do existem nematicidas registrados para a cultura no Ministério da
Agricultura Pecuéaria e Abastecimento, porém em 2014 foi adotada a instrucdo normativa
conjunta n° 1 de 16 de junho, que permite o uso de produtos quimicos da mesma familia
(Fabaceae) na cultura do feijao-caupi, ainda assim, seu controle ndo é eficiente, pois tais
produtos ndo foram desenvolvidos para a cultura em especifico (Noticias Agricolas, 2017).
Estudos quantitativos de heranca genética indicaram que a resisténcia a Meloidogyne spp. no
feijdo-caupi envolve diferentes genes aditivos (EHLERS et al., 2000), € conhecido que algumas
variedades e cultivares (Frade-preto, Otilia, Pitiuba, 40 Dias, TVy 264-2, TVu 401, TVu 857,
TVu 990, TVu 1560 e TVu 2331), apresentam diferentes graus de resisténcia para tal género

de nematoide, porém, ndo se sabe ao certo quais S0 esses genes.

2.9 Resisténcia genética em feijao-caupi

O feijdo-caupi é um hospedeiro comum de Meloidogyne e € conhecido que diferentes
espécies do género atacam a cultura, dentre as quais M. incognita e M. javanica sdo as mais
difundidas (FERY e DUKES, 1980). Devido as limitagbes de custo e seguran¢a no uso de
nematicidas quimicos, o0 manejo de nematoides no feijao-caupi inclui estratégias alternativas

que envolvem rotacGes das culturas e resisténcia genética (ROBERTS et al. 2005).

O gene Rk, designado por FERY e DUKES em 1980, € eficaz contra diferentes isolados
de Meloidogyne e portanto, foi implantado em cultivares modernas por meio de melhoramento
convencional usando selecdo fenotipica (EHLERS et al. 2002, 2009). Até recentemente, ndo
havia uma definicdo baseada em marcador do locus Rk para facilitar a selecdo indireta da
resisténcia em programas de melhoramento. Embora seja necessaria alguma fenotipagem no
melhoramento por selegéo assistida com marcadores, o desenvolvimento de marcadores para a
selecéo indireta da resisténcia aos nematoides tem muitas vantagens, especialmente quando as

plataformas de genotipagem de alto rendimento estao disponiveis, como sdo agora para o feijao-
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caupi (HUYNH et al. 2015; MUCHERO et al. 2009). Entre esses genes, um Unico gene
dominante (RK), eficaz contra isolados NGR avirulentos, foi associado a uma QTL mapeada no
grupo de ligacdo 11 (LG11) do feijao-caupi usando marcadores de polimorfismo de nucleotideo
Unico (SNP) (HUYNH et al., 2016). Existe um outro gene também dominante chamado Rk? que
confere um maior nivel de resisténcia que o gene Rk (ROBERTS et al., 1997). O gene Rk? foi
determinado ser alélico ao gene Rk, que resulta em um nivel de resisténcia mais elevado do que
aquele mediado apenas por Rk e confere uma resisténcia de base ampla a diferentes populactes
de NGR (ROBERTS et al., 1997). Recentemente, na tentativa de mapear o gene Rk?, outra QTL
foi mapeada no grupo de ligagdo 9 com efeito aditivo sobre o gene Rk, conferindo algum grau
de resisténcia a isolados virulentos (SANTOS et al., 2018). Outras duas QTLs foram associadas
a resisténcia, atraves da avaliacdo do indice de galhas (IG) e massas de ovos (EM), foram
detectadas nos cromossomos Vu01 e Vu04. A QTL Vu01 foi mais eficaz contra M. javanica,
enquanto as duas QTLs foram mais eficazes contra M. incognita avirulenta (NDEVE et al.,
2019).

A resisténcia genética a NGR nas cultivares comerciais de feijdo-caupi mais cultivadas
nos Estados Unidos, incluindo California Blackeya 46 (CB46), € conferida por um importante
gene dominante (Rk) (ROBERTS et al., 1995, 1996, 1997). Estudos demonstram que 0 uso
frequente do gene Rk para controlar NGR pode levar a selecdo de viruléncia para este gene
(PETRILLO e ROBERTS, 2005). Na California, foram relatadas populacGes virulentas e
agressivas de M. incognita e M. javanica (SWANSON & VAN GUNDY, 1984, ROBERTS et
al., 1997). Em geral, 0 manejo ao NGR em sistemas de cultivo de feijdo-caupi depende de uma
estreita base genética de resisténcia (ROBERTS et al., 1997) derivado do pool genético do
feijdo-caupi (HUYN el al., 2013). Em uma extensa pesquisa, poucas fontes adicionais de
resisténcia foram encontradas EHLERS et al., 2002) nesse pool genético do feijdo-caupi. Para
0 manejo de NGR, singular ou como piramides génicas, estdo sendo estudados para futuras
aplicacdes no desenvolvimento de cultivares de feijdo-caupi com ampla resisténcia. Os
resultados das pesquisas em andamento e os esfor¢os de melhoramento demonstraram que a
resisténcia de base ampla baseada em conjuntos complexos de genes por exemplo RKRk/QRK-
vu9.1, RkRk/QRK-vu9.1/gene para galhas e RkRk/rk3rk3 fornecem genes robustos e resisténcia
mais efetiva contra diversas populagdes de NGR (EHLERS et al., 2002; ROBERTS et al., 2014
e SANTOS et al., 2018). No entanto, a funcdo bioldgica desses genes ainda ndo esta totalmente
esclarecida. Além disso, alguns desses genes exibem especificidade de resisténcia que limita
sua eficacia a determinadas espécies de NGR, o gene Rk por exemplo, ndo é eficaz contra
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isolados virulentos de M. incognita e confere apenas resisténcia moderada a isolados agressivos
de M. javanica (ROBERTS et al, 1997). Embora a resisténcia da planta hospedeira seja
considerada estratégia mais eficaz para o0 manejo de NGR no feijdo-caupi, a natureza dinamica
das populacbes de NGR e o surgimentos de patotipos virulentos sugerem a necessidade de
novas fontes adicionais de resisténcia a esses patdgenos (FERY et al., 1994; ROBERTS et al.,
1996; EHLERS et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificagdo de géneros de fitonematoides

Tendo em vista a importancia de se conhecer os nematoides que mais ocorrem nas areas
produtoras ou potencialmente produtoras de feijdo-caupi, um levantamento foi realizado em
cinco regides distribuidas pelo pais. As coletas foram realizadas por agricultores nas localidades
de Jatai/GO, Barreiras/BA, Dom Eliseu/PA, Sorriso/MT, Primavera do Leste/MT e Sinop/MT
e encaminhadas para o laboratério de nematologia da Universidade de Brasilia. Assim que
recebidas, as amostras foram processadas com o objetivo de identificar os géneros de
nematoides presentes, além de possibilitar a identificacdo de espécies de Meloidogyne, quando
ocorriam.

As raizes foram separadas do solo, para cada amostra, sendo que a extracdo dos
nematoides do solo foi realizada pelo Método de Jenkins (método do peneiramento e flutuacéo
em centrifuga) (TIHOHOD, 1993) e das raizes pelo método de HUSSEY & BARKER (1973),
modificado por BONETI & FERRAZ (1981).1

Apés a extracdo, os nematoides foram mortos pelo aquecimento gradual em agua até
55°C e, em seguida, fixados em formalina 2 a 4%, onde foram preservados em frascos de vidro.

A contagem e identificagdo dos géneros de fitonematoides presentes nas amostras foram
realizadas sob microscopio estereoscopico com auxilio de uma cdmara de Petters. Cada género
foi identificado com base em seus caracteres morfoldgicos e quantificados separadamente. A
quantificacéo foi realizada em triplicata e a média calculada por 5 gramas de raiz e 200 cm?® de
solo.

Quando sintomas causados por Meloidogyne spp. foram visiveis, parte do solo e raiz
proveniente das amostras recebidas, eram utilizados para o cultivo de plantas de feijao-caupi e
tomate (suscetivel) para a multiplicacdo do nematoide visando a identificacdo das espécies do

nematoide e a producédo de indculo para estudos subsequentes.

3.1.1 Identificacdo a nivel de espécie para o género Meloidogyne

Padrdes isoenzimaticos sdo geralmente comparados com um padréo j& conhecido, com
a Mobilidade Relativa (Rm) de bandas de cada fémea individual calculada e comparada as
bandas padrdao de M. javanica (ESBENSHADE & TRIANTAPHYLLOU, 1990; CARNEIRO
& ALMEIDA, 2001; COFCEWICZ et al., 2004; CARNEIRO & COFCEWICZ, 2008). Para a
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técnica de isoenzimas, sdo utilizadas principalmente fémeas no estadio adulto (DALMASSO &
BERGE, 1978). As esterases das espécies encontradas foram analisadas por meio de
eletroforese de extratos de fémeas inteiras. Os individuos foram macerados individualmente em
microtubos de 1,5ml contendo 15ul de Tampé&o de Extracao (Tris-HCI 0,1M, pH 8,8), aplicados
em gel de poliacrilamida a 10% de concentragdo, em Tampé&o Tris-HCI 0,2M e pH 8,8. Como
tampdo de corrida foi utilizado o Tampéo Tris-Glicina 0,1M pH 8,3, sendo que a eletroforese
vertical foi conduzida durante 1 hora e 10 minutos em voltagem constante de 80V. Apds a
eletroforese, o gel foi pré-incubado por 60 minutos em Tampao Fosfato 0,1M, pH 6,2 e em
seguida corado, evidenciando-se assim as bandas com atividade esterasica. Como substratos
foram utilizados 40mg de a-naftil acetato previamente diluidos em 1,0ml de acetona. Como
corante foram utilizados 120mg de Fast Blue RR Salt. Estes compostos foram adicionados a
100ml de Tampéo Fosfato 0,1 M pH 6,2 contendo 10ml de n-propanol. O tempo de coloracao
foi de aproximadamente 30 minutos. Apos esse periodo, os géis foram colocados em uma

solucdo descorante (alcool comercial/acido acético/ dgua 3:1:3) por no minimo 24 horas.

3.2 Selegéo de fontes de resisténcia em feijdo-caupi

3.2.1 Local e delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, localizada em Brasilia/DF. A selecdo de fontes de
resisténcia genética de gendtipos de feijao-caupi foi realizada com as espécies de nematoides
M. incognita, M. javanica e M. enterolobii. Com delineamento inteiramente casualizado, o
experimento foi conduzido com 26 gendtipos de feijao-caupi, sendo que desses 19 sdo
cultivares comerciais brasileiras, trés cultivares nigerianas, quatro isolinhas desenvolvidas pela
Universidade da California — Riverside e uma cultivar de tomate suscetivel ao nematoide das
galhas (Tabela 1). As isolinhas sdo derivadas da cultivar CB46, cultivar mais plantada na
California, diferem entre si pela auséncia de resisténcia ou diferentes niveis de resisténcia
(ROBERTS et al., 2014; HUYNH et al., 2016; SANTOS et al., 2018; NDEVE et al., 2018). As
isolinhas CB46-Null, CB3-gg, NIL 2 — genes e NIL 3 — genes, foram incluidas no ensaio como
padrdo de suscetibilidade e resisténcia, assim como a cultivares 1T84S-2049, IT93K-503-1 e
ITBOKD-288 e a cultivar de tomate Santa Clara (Tabela 1). Foram utilizadas seis plantas de

cada genotipo, em vasos de plastico de 1 litro cada, na proporc¢éo de 2:1 solo e areia (Figura 1)
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previamente autoclavado. A semeadura foi realizada com 3 sementes de cada material por vaso,
com posterior desbaste, totalizando seis vasos de cada material com uma planta por vaso. Os
experimentos foram repetidos no tempo tanto para M. incognita, quanto para M. enterolobii e

um Gnico experimento para M. javanica.

Figura 1. Selecdo de gendtipos de feijao-caupi para resisténcia a Meloidogyne incognita, M.
javanica e M. enterolobii, 45 dias ap6s a inoculagao.
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Tabela 1. Gendtipos de feijao-caupi utilizados nos experimentos e a reacao para M. incognita, M. enterolobii e M. javanica.

GENOTIPOS

GENES DE
RESISTENCIA

REACAO

M. incégnita

M. enterolobii

M. javanica

REFERENCIA

BRS ARACE
BRS CAUAME
BRS CARAGUACU
BRS FRADINHO

BRS GUARIBA

BR17 GURGUEIA
BRS IMPONENTE
BRS INHUMA
BRS ITAIM
BRS JURUA
BRS MARATAOA
BRS MILENIO
BRS NOVAERA
BRS PAJEU
BRS PINGO DE OURO
BRS POTENGI
BRS ROUXINOL
BRS TUMUCUMAQUE
BRS XIQUEXIQUE
CB46-Null
CB3-gg
NIL-2 genes
NIL-3 genes
IT84S — 2049

IT93K-503-1

IT89KD-288

RK/rk3

rk /rk?
rkirk?/*
Rk/QRK-vu9.1
Rk/QRk-vu9.1/*
RKRk?2

RESISTENTE

SUSCETIVEL
SUSCETIVEL
RESISTENTE
RESISTENTE
RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

SUSCETIVEL
SUSCETIVEL
RESISTENTE
RESISTENTE
RESISTENTE

RESISTENTE

RESISTENTE

Fery e Dukes, 1980/Roberts et al., 1997
Fery e Dukes, 1980/Roberts et al., 1997
Fery e Dukes, 1980/Santos et al, 2018

Fery e Dukes, 1980/Santos et al, 2018
Fery e Dukes, 1980/Roberts et al., 1997

TOMATE STA. CLARA

SUSCETIVEL

SUSCETIVEL

SUSCETIVEL

* Material permite a multiplicacdo dos nematoides, mas ndo ha formacao de galhas, ou formam poucas galhas.



3.2.2 Inoculacéo e avaliacéo

Apbs 15 dias da semeadura, as plantas foram inoculadas individualmente com uma
suspensdo contendo cerca de 12.000 ovos e eventuais juvenis. Nesse periodo, as plantas
apresentavam o primeiro par de trifélios de folhas. As avalia¢cBes foram conduzidas 60 dias
apos a inoculacdo, com as raizes cuidadosamente retiradas, lavadas em agua e pesadas. Em
seguida, foi dada uma nota correspondente a quantidade de galhas em cada raiz conforme escala
desenvolvida por BRIDGE e PAGE (1980) e adaptada para o feijao-caupi.

A atribuicdo de nota foi realizada levando-se em consideracdo a quantidade de galhas
visiveis nas raizes conforme o indice (IG) modificado de BRIDGE e PAGE 1980, onde: 0 =
sem nematoides, 1 = poucas galhas pequenas, dificeis de serem visualizadas, 2 = galhas
pequenas e visiveis, raiz principal sem galhas, 3 = galhas um pouco maiores, raiz principal sem
galhas, 4 = galhas maiores, mas a raiz principal continua sem galhas, 5 = metade das raizes com
galhas, galhas em partes das raizes principais, apresenta diminui¢do no sistema radicular, 6 =
galhas nas raizes principais, 7 = maioria das raizes principais com galhas, 8 = todas as raizes
principais com galhas, 9 = todas as raizes severamente atacadas, planta morrendo, 10 = todas
as raizes gravemente atacadas, nenhum sistema radicular presente, planta geralmente morta.
Resumidamente, nas notas de 1 a 4 apenas as raizes secundarias apresentam galhas e as notas
de 5 a 10 ha galhas tanto nas raizes secundarias quanto nas principais, com 5 correspondendo a
50% das raizes com galhas e 10 quase que auséncia de sistema radicular.

ApOs esta etapa, as raizes foram processadas individualmente (pelo método de HUSSEY
& BARKER, 1973, modificado por BONETI & FERRAZ, 1981), para a quantificacdo dos ovos
e juvenis de segundo estadio ali presentes. Apds processadas, eles foram mortos e fixados em
solucéo de Golden, com posterior contagem em camera de Peters, no microscopio otico.

Através da estimativa do nimero de ovos e juvenis de segundo estadio utilizando a
contagem na camara de Peters, foi possivel determinar o Fator de Reproducéo (FR) como: FR
= PfIPi para cada planta, em que Pf corresponde a populagéo final e Pi, a populagéo inicial.
Com relacéo a reacao dos acessos aos nematoides, foram considerados imunes os genotipos que
apresentaram FR igual a zero, resistentes, 0s que apresentaram FR menor que 1,0 e suscetiveis
0s que apresentaram FR maior que 1,0 (OOSTENBRINK, 1966). Os gendtipos também foram
classificados para resisténcia e suscetibilidade de acordo com a escala de MOURA & REGIS
(1987).



3.3 Andlise estatistica

Para andlise dos dados foi realizada a analise de variancia (ANOVA). As analises
estatisticas foram realizadas no programa SISVAR e as médias foram comparadas pelo teste de
Scott Knot a 5% de probabilidade. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e para normalizacdo dos dados foram usadas as seguintes transformaces: para
todos os experimentos, houve transformacao nos valores de indice de galhas (IG), Peso fresco
da raiz (PFR), Nematoides por grama de raiz (NGR) e Populacéo final de nematoides (PFR)
foram transformados para log (x+1)) e o Fator de Reproducéo (FR) foi raiz quadrada de (X+1).

Nas tabelas as médias apresentadas séo as originais sem transformacéo.

30



4. Resultados

4.1 Géneros de nematoides identificados em regides produtoras de feijao-caupi

Um total de 11 géneros de fitonematoides (Aphelenchoides, Aphelenchus,
Criconemoide, Helicotylenchus, Heterodera, Meloidogyne, Paratrichodorus, Pratylenchus,
Rotylenchulus, Trichodorus e Trophotylenchus) foram identificados nas sete localizagOes
amostradas, com base em carateristicas morfolégicas de cada género. Os géneros
Aphelenchoides, Pratylenchus e Helicotylenchus foram os que ocorreram com maior
frequéncia, sendo que o primeiro ocorreu em todas as amostras, 0 segundo exceto na amostra 3
(Barreiras — BA) e o terceiro exceto na amostra 4 (Sorriso — MT). Pratylenchus e
Helicotylenchus destacaram-se como os mais abundantes, nas amostras onde ocorreram, com
excecdo na amostra 7 (Sinop - MT) onde o género Meloidogyne foi o mais abundante. O género
Meloidogyne também foi detectado e o foi o mais abundante na amostra 4 (Sorriso — MT). Vale
destacar também a ocorréncia dos géneros Rotylenchulus, encontrado nas duas amostras
provenientes de Primavera do Leste — MT, e Heterodera encontrado na amostra 5, também de

Primavera do Leste (Tabela 2).
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TABELA 2. Identificagdo de géneros de fitonematoides em amostras coletadas de campos de
producéo de feijdo-caupi em diferentes regides do Brasil.

- RAIZ SOLO
AMOSTRA LOCAL I MSEEE,ES?ES NEMA‘Gr(R) l| DES/5 NEMATCO C| ?ES/ZOO
Pratylenchus 289 9
Helicotylenchus 19 387
. Aphelenchoides 16 45
! Jatal - GO Aphelenchus 1 27
Trophotylenchus 20 0
Paratrichodorus 0 36
Pratylenchus 27 0
2 Barreiras — BA Helicotylenchus 1 64
Aphelenchoides 37 0
3 Barreiras — BA Helicotylenchus 0 27
Meloidogyne 2588 1200
Pratylenchus 1668 464
4 Sorriso-MT Aphelenchoides 118 48
Aphelenchus 38 112
Paratrichodorus 0 48
Pratylenchus 529 160
Helicotylenchus 23 800
5 Primavera do Aphelenchoides 19 320
leste — MT Rotylenchulus 12 0
Heterodera 0 80
Aphelenchus 12 320
Pratylenchus 1258 64
Aphelenchoides 15 256
5 Primavera do Helicotylenchus 11 277
leste — MT Heterodera 0 64
Aphelenchus 0 128
Rotylenchulus 0 64
Aphelenchus 124 278
Aphelenchoides 0 8
Criconemoide 18 265
. Helicotylenchus 0 31
! Sinop - MT Meloidogyne 6588 186
Pratylenchus 337 86
Paratrichodorus 0 5514
Trichodorus 59 8

1 5 gramas de raiz.

2 200 centimetros cubicos de solo.
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4.1.1 Identificagdo bioquimica de espécies de Meloidogyne

Os nematoides das galhas detectados nas amostras 4 e 7, provenientes de Sorriso — MT
e Sinop — MT, respectivamente, ndo puderam ser identificadas a nivel de espécie no momento
de recepcdo das amostras no laboratério devido ao estado em que se encontravam as fémeas,
porém amostras de solo e raizes foram utilizadas para a multiplicagdo do nematoides em vasos
com tomate suscetivel. Dessa forma, a determinagéo de espécie desses nematoides pelo teste
bioquimico encontram-se em processo de identificacao.

Por outro lado, a identificacdo bioquimica foi realizada para efeito de identificacdo das
populacdes de nematoides utilizadas como indculo nos ensaios de identificacdo em casa de
vegetacdo. Através das analises isoenzimaticas de esterase, os perfis obtidos em gel de
poliacrilamida corresponderam as espécies M. incognita (Est 12) (Figura 2), originaria de Dom
Eliseu-PA/cultura do feijao-caupi, M. enterolobii (Est M2) (Figura 3), originaria da colecdo da
Embrapa Hortaligas/DF, e a espécie M. javanica (Est J3) (Figura 2 e 3), originaria de areas
plantadas com cafeeiro proveniente do oeste da Bahia. Apesar de M. enterolobii e M. javanica
ndo terem vindo especificamente da cultura do feijdo-caupi, esses nematoides foram mantidos
no feijdo-caupi por aproximadamente 3 geragdes do ciclo de vida do nematoide, com a
finalidade de permitir uma maior adaptabilidade dos nematoides nessa espécie vegetal. A partir
da confirmacdo destas espécies, foi possivel utiliza-las nos experimentos de selecdo de

resisténcia do presente trabalho.
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M. incognita

Figra 2. Perfil isoenzimatico de esterase observado para M. incognita (Est 12).
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M. enterolobii

Figura 3. Perfil isoenzimatico de esterase observado para M. enterolobii (Est M2).

4.2 Selecao para resisténcia a Meloidogyne spp.

A partir das contagens em camara de Peters e microscopio 6tico, foi possivel calcular a
quantidade total de nematoides por planta, com isso, foi determinado o valor do Fator de
Reproducdo (FR) para cada planta. Através do FR, foi possivel determinar se a planta em
questdo € suscetivel ou resistente para cada espécie de nematoide estudada. O FR foi
determinado para as trés espécies, M. enterolobii, M. incognita e M. javanica. Possibilitando
observar genotipos resistentes para as trés espécies de nematoides e também gendtipos
suscetiveis. Nas tabelas 6, 7, 8, 9 e 10, estdo dispostos os dados obtidos para cada espécie de
nematoide e sua repeticdo, as informacdes obtidas foram: indice de galhas (IG), peso da raiz
(PFR), nematoide por grama de raiz (NGR), fator de reproducéo (FR) e populacéo final de
nematoides (PF). A cultivar de tomate Santa Clara, controle suscetivel em todos os ensaios,
apresentou de forma geral valores elevados de I1G e de multiplicagdo dos nematoides (NGR, FR
e PF), demonstrando a viabilidade dos in6culos.

4.2.1 Indice de galhas
4.2.1.1 Meloidogyne enterolobii

As notas atribuidas aos gendétipos nos ensaios com M. enterolobii tiveram como nota
minima o valor 0 e com maxima 8 (Figura 4). As médias obtidas variaram 1 a 7 (Figura 5a e
b). No primeiro experimento, o gendtipo BRS Rouxinol recebeu a maior nota (7) e 0s genotipos
BRS Fradinho, BRS Inhuma, 1T84S-2049 e IT93K-503-1 receberam as menores notas (2). No
segundo experimento, o gen6tipo BRS Imponente foi a que recebeu a menor nota (1) e o
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genotipo BRS Rouxinol recebeu a maior nota (7), assim como no primeiro experimento. Dos
26 genotipos de feijdo-caupi avaliados, sete tiveram 1Gs menores que 4 no primeiro ensaio e
outros sete gendtipos no segundo ensaio. Os gendtipos 1T93K-503-1, BRS Fradinho e BRS
Novaera foram selecionados como resistentes, com base nos 1Gs, por apresentarem indices
menores que 4 nos dois ensaios (Figura 5a e b).

Dos genotipos controle utilizados nos ensaios, por serem conhecidos como resistentes a
M. incognita e/ou M. javanica, apenas o IT93K-503-1 apresentou o IG menores que 4 nos dois
ensaios. O gendtipo padrdo de suscetibilidade CB46-null apresentou IGs maiores que 4 nos dois

ensaios.

Figura 4. Exemplos de notas atribuidas as raizes de feijdo-caupi apds inoculagdo com M.

enterolobii.
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B Indice de galhas para o 2° bioensaio com M. enterolobii

1]

2 O LTS \S‘\\» \‘2 ;cf & ' ‘Q\? vg? PQ-‘?Q« & \?\‘“Q*O«wb \@Q} \‘:\ Oo‘“ &
& O F g, O o Y \ o < g )
FFIF ST IS T CP@ Qt\“ T
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TUMUCUMAQUE

CB3-gg

CARAGUAGU
INHUMA
JURUA
PAJEU
PINGODEOURO —————+——

- ~ w IS w
L e ————— ]
=}
=] - ra w -
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FRADINHO ——————
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MILENIO

NOVA ERA —————
NIL-2 genes ————————

&

CB46-Null
GURGUEIA
GUARIBA
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XIQUEXIQUE
NIL-3 genes

Figura 5. Indice de galhas para os dois bioensaios realizados para M. enterolobii. (A) Primeiro

bioensaio; (B) Segundo bioensaio. As barras representam os desvios padrdo das médias.

4.2.1.2 Meloidogyne incognita

As notas atribuidas aos geno6tipos nos ensaios com M. incognita tiveram como nota
minima o valor zero e como maxima 8 (Figura 6). Por outro lado, as médias obtidas variaram
da nota zero a 7 (Figura 7a e b). No primeiro experimento, os gen6tipos BRS Xiquexique e
BRS Tumucumaque receberam as maiores notas (7) e NIL-2genes, BRS Fradinho e 1T84S-
2049 receberam as menores (0). No segundo experimento 0s genotipos NIL-2genes, 1T84S-
2049 e IT89KD-288 receberam as menores notas (0), sendo 0s que receberam as maiores foram
0s mesmos do primeiro ensaio. Dos 26 genotipos de feijdo-caupi avaliados 20 tiveram 1Gs
menores que 4 no primeiro ensaio e 19 no segundo ensaio, sendo esses 19 (NIL-2genes, BRS
Fradinho, 1T84S-2049, BRS Itaim, BRS Imponente, IT93K-503-1, NIL-3genes, BRS Potengi,
BRS Pajel, BRS Aracé, BRS Milénio, BRS Caraguacu, BRS Novaera, BRS Pingo de ouro,
BRS Rouxinol, BRS Inhuma, BRS Jurua e CB3-gg) foram selecionados como resistentes com
base nos seus IGs por apresentarem indices menores que 4 nos dois ensaios (Figura 7a e b). Os
padroes de resisténcia e suscetibilidade incluidos nos dois ensaios confirmaram o
comportamento esperado, com destaque para o genotipo CB3-gg (IG 3, ambos ensaios),

validando os ensaios.
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Figura 6. Exemplos de notas atribuidas as raizes de feijdo-caupi apds inoculagdo com M.

incognita.
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Figura 7. Indice de galhas para os dois bioensaios realizados para M. incognita. (A) Primeiro

bioensaio; (B) Segundo bioensaio. As barras representam os desvios padrdo das médias.

37



4.2.1.3 Meloidogyne javanica

As notas atribuidas aos gendtipos no ensaio com M. javanica tiveram como nota minima
o valor 1 e como maxima o valor 7. As médias obtidas variaram de 1 a 6 (Figura 8). Os
gendtipos BRS Fradinho, NIL-2 genes apresentaram os menores IGs (1) e os genotipos BRS
Cauamé, BR 17 Gurguéia, BRS Inhuma, BRS Jurua, BRS Novaera, BRS Pajel, BRS
Xiquexique receberam os maiores 1Gs (7). Dos 26 gendtipos de feijado-caupi avaliados, NIL-
2genes, BRS Fradinho, IT93K-503-1, IT89KD-288, 1T84S-2049, NIL-3 genes, CB3-gg, BRS
Caraguacl, BRS Rouxinol tiveram IGs menores que 4, sendo eles selecionados como
resistentes com base em seus I1Gs. Os padrdes de resisténcia e suscetibilidade incluidos nos dois

ensaios confirmaram o comportamento esperado, validando os ensaios (Figura 8).

Indice de galhas para o bioensaio com M. javanica
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Figura 8. Indice de galhas para o bioensaio realizado para M. javanica. As barras representam

0s desvios padrdo das médias.

4.2.2 Resultados obtidos para fator de reproducéo

4.2.2.1 Meloidogyne enterolobii

No primeiro experimento com M. enterolobii, trés grupos de genétipos foram formados
em relacdo ao peso fresco da raiz (PFR), sendo que o gendtipo BRS Xiquexique apresentou o
maior PFR (26,48 gramas), BRS Novaera o0 menor (1,78 gramas). Doze gendtipos tiveram PFR

intermediarios que variaram de 6,07 a 9,33 gramas e 13 gen6tipos com PFR menores que
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variaram de 1,78 a 4,75 gramas (Tabela 3). Os nimeros médios de nematoides por grama de
raiz (NGR) variaram de 638 (IT93K-503-1) a 261.271 (BRS Guariba). Em relacdo ao numero
total de nematoides (Juvenis e Ovos) encontrados ao final do ensaio, BRS Fradinho, 1T-93K-
503-1 e BRS Novaera apresentaram os menores nimeros 5.646, 8.130 e 5.896, respectivamente.
A BRS Aracé foi a que apresentou 0s maiores nimeros de ovos e juvenis (10.347) presentes
em seu sistema radicular. Em relacdo ao fator de reproducdo, apenas os genotipos BRS
Fradinho, BRS Inhuma, IT89KD-288, IT93K-503-1, BRS Milénio e BRS Novaera
apresentaram FR menor do que o valor um (Tabela 3).

No segundo experimento, o maior PFR foi o gendtipo BRS Pingo de ouro (28,59
gramas) e o menor foi NIL-2genes (1,86). O NGR variou de 189 (BRS Imponente) a 28.113
(NIL-3genes). Os gendtipos BRS Caraguacu, BRS Cauamé, BRS Fradinho, BRS Imponente,
BRS Inhuma, BRS Itaim, 1T84S-2049, BRS Marataod, BRS Milénio, BRS Novaera e BRS
Potengi também se destacaram por apresentar baixos NGR. A cultivar BRS Jurué apresentou o
maior numero de nematoides na raiz e consequentemente o maior FR. O genotipo BRS
Imponente apresentou 0 menor PF. Dos 26 gendtipos avaliados, apenas quatro (BRS Fradinho,
BRS Imponente, 1T84S-2049 e BRS Milénio) tiveram os FR menores do que o valor 1 (Tabela
4),

Dos 26 genotipos de feijdo-caupi avaliados, 2 genétipos (BRS Fradinho e BRS Milénio)
foram selecionados como resistentes a M. enterolobii baseado nos dados de multiplicacdo do
nematoide nos dois experimentos. Os 2 genotipos comportaram-se como resistentes nos dois
experimentos com base na classificacdo de Oostenbrink (1966), e como resistentes e
moderadamente resistentes conforme a classificagdo proposta por Moura & Régis (1987)
(Tabela 3 e 4). Nenhum dos controles resistentes incluidos no ensaio foram classificados como
resistentes a M. enterolobii em ambos 0s ensaios, apesar de 1T93K-503-1 e IT89KD-288

estarem entre as classificadas como resistente no primeiro ensaio e 1T84S-2049 no segundo.
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TABELA 3. Reacgdo de acessos de feijdo-caupi inoculado com 12.000 ovos e eventuais juvenis de M. enterolobii, baseada no Peso da raiz (PFR), nematoides por grama de raiz (NGR), Fator de reproducéo (FR), Reducéo
do FR (%RFR) e Populacdo Final (PF) do bioensaio 1 (Periodo de realizagdo 03/2018 a 05/2018).

Gendtipos PF PFR NGR FR Reacdo! %RFR Reacdo?
BRS MILENIO 21384 a3 4,75 al 1564 a2 0,56 al R 94,25 MR
1T93K-503-1 8130 al 7,81 a2 638 al 0,59 al R 93,94 MR
BRS FRADINHO 5646 al 3,52 al 6962 a2 0,77 al R 92,1 MR
BRS INHUMA 12763 a2 2,51 al 3123 a2 0,86 al R 91,16 MR
BRS NOVAERA 5896 al 1,78 al 5806 a3 0,89 al R 90,82 MR
IT89KD-288 10132 a2 2,78 al 4535 a3 0,93 al R 90,39 MR
1T84S-2049 28691 a3 7,24 a2 1965 a2 1,24 al S 87,22 MR
BRS CARAGUACU 9208 al 4,25 al 4074 a3 1,58 al S 83,7 MR
CB3-gg 49012 a3 2,99 al 8472 a3 1,68 al S 82,67 MR
BRS IMPONENTE 28579 a3 4,28 al 5095 a3 1,94 al S 80,03 MR
NIL-3genes 10063 a2 1,89 al 15870 a4 2,5 al S 74,27 PR
BRS ITAIM 38586 a3 3,78 al 7666 a3 2,63 al S 72,9 PR
NIL-2genes 44897 a3 3,17 al 17820 a4 2,67 al S 72,56 PR
BRS PAJEU 18118 a3 8,96 a2 5791 a3 3,65 a2 S 62,44 PR
BRS ROUXINOL 60772 a3 8,79 a2 7070 a3 4 a2 S 58,83 PR
BRS MARATAOA 41697 a3 8,8 a2 5513 a3 4,23 a2 S 56,43 PR
BRS JURUA 27624 a3 7,64 a2 5924 a3 44 a2 S 54,72 PR
BRS CAUAME 45991 a3 6,07 a2 8593 a3 4,48 a2 S 53,85 PR
BRS GUARIBA 58534 a3 2,84 al 26127 a4 5,2 a2 S 46,48 S
BR 17 GURGUEIA 101989 a3 9,33 a2 15368 a3 5,47 a2 S 43,74 S
BRS POTENGI 16903 a2 7,91 a2 7077 a3 5,67 a2 S 41,68 S
BRS XIQUEXIQUE 56537 a3 26,48 a3 4871 a2 6,18 a2 S 36,4 S
BRS TUMUCUMAQUE 90212 a3 7,71 a2 13395 a4 8,5 a3 S 12,52 AS
BRS PINGO DE OURO 92714 a3 747 a2 13646 a4 8,58 a3 S 11,66 AS
CB46-null 66868 a3 4,19 al 24079 a3 9,5 a3 S 2,22 AS
BRS ARACE 105347 a3 7,7 a2 13503 a4 9,72 a3 S 0 AS?
SANTA CLARA 42331 13,96 4666 3,96 S
CV (%) 8,93 27,56 12,07 29,65

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si (Scott Knot, 5% de probabilidade);

1 Classificagdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente;

2 Classificacdo proposta por Moura & Régis (1987), onde AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; PR = pouco resistente; MR = moderadamente resistente; R = resistente; AR = altamente resistente, com base em Pi =
12000 ovos. * Transformagdes realizadas: o indice de galhas, Peso da raiz e Nematoide por grama de raiz, para log (x) e fatores de reproducéo para raiz, médias apresentadas sio as originais sem transformagao.
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TABELA 4. Reagdo de acessos de feijao-caupi inoculado com 12.000 ovos e eventuais juvenis de M. enterolobii, baseada no Peso da raiz (PFR), Nematoides por grama de raiz (NGR), Fator de reproducéo (FR), Reducéo
do FR (%RFR) e Populacdo Final (PF) do bioensaio 2 (Periodo de realizagdo 10/2019 a 12/2019).

Genotipos PF PFR NGR FR Reacdo! %RFR Reacio?
BRS IMPONENTE 1888 al 12,77 a3 189 al 0,15 al R 99,25 R
BRS FRADINHO 8242 a2 5,61 a2 1588 al 0,65 al R 96,67 R
BRS MILENIO 7243 a2 6,94 a2 1188 al 0,58 al R 97,06 R
IT 84S — 2049 8395 a2 3,08 al 2879 al 0,67 al R 96,59 R
IT93K-503-1 14556 a3 3,18 al 4902 a2 1,16 al S 94,07 MR
BRS NOVAERA 19792 a3 17,18 a3 1097 al 1,58 al S 92,04 MR
BRS ITAIM 21990 a3 15,63 a3 1675 al 1,75 al S 91,05 MR
BRS INHUMA 25879 a4 16 a3 1574 al 2,07 a2 S 89,45 MR
BRS CAUAME 29251 a4 17,7 a3 266 al 2,33 a2 S 88,09 MR
NIL-2 genes 33133 a4 1,86 al 18852 a3 2,65 a2 S 86,49 MR
IT89KD-288 35711 a4 5,29 a2 7201 a2 2,85 a2 S 85,45 MR
BRS PAJEU 36809 a4 10,18 a2 3929 a2 2,94 a2 S 85 MR
BRS JURUA 41403 a5 3,38 al 32636 a4 3,31 a2 S 83,1 MR
CB3-gg 43330 a4 3,11 al 3521 a2 3,46 a2 S 82,31 MR
BRS POTENGI 48504 ab 21,1 a3 2662 al 3,87 a2 S 80,21 MR
BRS ROUXINOL 51630 ab 10,33 a2 7638 a2 4,13 a2 S 78,94 MR
NIL-3 genes 53487 ab 2,26 al 28113 a4 4,27 a2 S 78,18 MR
BRS MARATAOA 56868 ab 28,3 a4 2064 al 4,54 a2 S 76,8 MR
BR 17GURGUEIA 69246 ab 13,01 a3 5399 a2 5,53 a3 S 71,74 PR
CB46 — Null 76240 ab 2,53 al 27144 a4 6,09 a3 S 68,88 PR
BRS CARAGUACU 80409 a6 7,3 a2 1590 al 6,43 a3 S 67,17 PR
BRS GUARIBA 101755 ab 10,04 a2 11821 a3 8,14 a4 S 58,45 PR
BRS TUMUCUMAQUE 112623 a6 18,06 a3 6473 a2 9 ad S 54,02 PR
BRS PINGO DE OURO 115753 a6 28,59 a4 8636 a2 9,26 a4 S 52,73 PR
BRS XIQUEXIQUE 84935 a6 19,39 a3 4946 a2 9,89 ad S 49,5 S
BRS ARACE 244864 a’ 8,43 a2 5476 a2 19,58 a5 S 0 AS®
SANTA CLARA 42583 23 1.886 3 S
CV (%) 4,42 25.26 36.86 18.12

Meédias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si (Scott Knot, 5% de probabilidade);

1 Classificacdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente;

2 Classificagao proposta por Moura & Régis (1987), onde AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; PR = pouco resistente; MR = moderadamente resistente; R = resistente; AR = altamente resistente, com base em Pi =
12000 ovos. * Transformagdes realizadas: o indice de galhas, Peso da raiz e Nematoide por grama de raiz, para log (x) e fatores de reproducéo para raiz, médias apresentadas so as originais sem transformagao.

3 Padrdo de reacéo.
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4.2.2.2 Meloidogyne incognita

Analisando individualmente cada um dos experimentos com M. incognita, no primeiro,
quatro grupos de gendtipos foram formados em relagao ao peso fresco da raiz (PFR), sendo que
BRS Rouxinol foi a que apresentou o maior PFR (9,35 gramas) e NIL-2genes o menor (0,82).
Oito gendtipos tiveram o PFR intermediarios que variaram de 3,31 a 4,62 gramas e 11 genétipos
com PFR menores variando de 0,82 — 2,67 (Tabela 5). Os niUmeros médios de nematoides por
grama de raiz (NGR) variaram de 14 (BRS Itaim) a 86.468 (BRS Guariba). Em relacdo ao
numero total de nematoides (Juvenis e Ovos) encontrados ao final do ensaio, BRS Potengi,
NIL-2genes, BRS Imponente, BRS Itaim, BRS Pajel e IT8B9KD-288 apresentaram 0s menores
numeros 29, 36, 81, 147, 177 e 259, respectivamente. A BRS Guariba apresentou 0s maiores
numeros de ovos e juvenis (125.957) presentes em seu sistema radicular. Em relacdo ao fator
de reproducdo, gendtipos com excecdo de BRS Marataod, CB3-gg, BRS Inhuma, BRS Cauamé,
BRS Jurua, BRS Tumucumaque, BRS Xiquexique e BRS Guariba, tiveram o FR menor do que
0 valor um (Tabela 5).

No segundo experimento, o maior PFR foi obtido na cultivar BRS Marataod (9,83
gramas) e assim como no primeiro ensaio o menor foi NIL-2genes (0,59). O NGR variou de 12
(BRS Rouxinol) a 36.897 (BRS Guariba), a qual também teve o maior NGR no primeiro ensaio.
Os genotipos IT8I9KD-288, 1T84S-2049, 1T93K-503-1, NIL-2 genes e BRS Milénio também
se destacaram por apresentar baixos NGR. A cultivar BRS Guariba também foi a que
apresentou 0 maior nimero de nematoides na raiz e consequentemente o maior FR. Os
gendtipos BRS Itaim, NIL-2 genes, 1T93K-503-1, 1T84S-2049, BRS Fradinho, NIL-3genes
apresentaram as menores PF. Dos 26 gen6tipos avaliados, apenas nove (BRS Aracé, BRS Pingo
de ouro, CB46-null, BRS Cauamé, BRS Rouxinol, BRS Jurua, BRS Tumucumaque, BRS
Xiquexique e BRS Guariba ndo apresentaram os FR menores do que o valor 1 (Tabela 6).

Dos 26 gendtipos de feijao-caupi avaliados, 12 gen6tipos (NIL-2genes; 1T84S-2049;
ITB9KD-288, BRS Milénio; IT93K-503-1; NIL-3genes; BRS Imponente; BRS Novaera; BRS
Itaim; BRS Potengi; BRS Caraguagu e BRS Pajet) foram selecionados como resistentes a M.
incognita, baseado nos dados de multiplicacdo do nematoide. Os 12 gen6tipos comportaram-se
como resistentes nos dois experimentos, independentemente do método de classificacdo
adotado. Desses gendtipos, sete (BRS Milénio; BRS Imponente; BRS Novaera; BRS Itaim;
BRS Potengi; BRS Caraguagu e BRS Pajel) das 19 cultivares brasileiras avaliadas, foram
selecionadas como resistentes, levando-se em consideracdo a multiplicacdo dos nematoides,

semelhantemente a cinco dos padrdes de resisténcia incluidos nos ensaios (Tabela 5 e 6).
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Tabela 5. Reagao de acessos de feijdo-caupi inoculado com 12.000 ovos e eventuais juvenis de M. incognita, baseada no Peso da raiz (PFR), Nematoides por grama de raiz (NGR), Fator de reproducéo (FR), Redugéo do
FR (%RFR), Populacéo Final (PF) do bioensaio 1 (Periodo de realizagdo 12/2018 a 02/2019).

Gendtipo PF PRF NGR FR Reagdo! %RFR Reagdo 2
NIL-2genes 36 a2 0,82 al 58 al 0 al R 0 AR
BRS ITAIM 147 a2 3,44 a2 14 al 0 al R 99,97 R

BRS FRADINHO 410 a3 1,21 al 133 al 0,02 al R 99,86 R
1T84S — 2049 875 a3 1,96 al 110 al 0,02 al R 99,84 R
BRS IMPONENTE 81 al 1,21 al 466 a2 0,04 al R 99,61 R
IT89KD-288 259 a2 1,82 al 183 a2 0,03 al R 99,71 R
IT93K-503-1 1926 a3 24 al 201 a2 0,04 al R 99,61 R
NIL-3genes 2878 a3 1,59 al 803 al 0,04 al R 99,61 R
BRS POTENGI 29 a2 4,18 a2 179 al 0,05 al R 99,54 R
BRS MILENIO 573 a2 2,09 al 450 a2 0,07 al R 99,37 R
CB46-null 2368 a3 8,49 a3 155 al 0,15 al R 98,57 R
BRS CARAGUACU 4437 a3 7,09 a3 404 a2 0,19 al R 98,13 R
BRS NOVAERA 13662 a4 3,32 a2 788 a2 0,25 al R 97,65 R
BRS PAJEU 177 a2 388 a2 1367 a3 0,38 al R 96,39 R
BRS PINGO DE OURO 13421 a3 2,67 al 2535 a3 0,43 al R 96 R
BRS ROUXINOL 12295 a3 9,35 a3 363 al 0,44 al R 95,84 R
BR 17 GURGUEIA 7753 a3 1,03 al 10571 a3 0,63 al R 94 MR
BRS ARACE 9319 a3 4,27 a2 1348 a2 0,79 al R 92,51 MR
BRS MARATAOA 4982 a3 8,19 a3 2031 a2 1,07 al S 89,82 MR
CB3-g9 6325 a3 1,54 al 9552 a2 1,12 al S 89,33 MR
BRS INHUMA 18117 a4 3,33 a2 3577 a3 1,12 al S 89,31 MR
BRS CAUAME 5281 a3 3,31 a2 7571 a3 1,51 al S 85,59 MR
BRS JURUA 36478 a4 7,75 a3 5280 a3 3,03 a2 S 71,06 PR
BRS TUMUCUMAQUE 68564 a4 5,14 a3 14681 a3 574 a3 S 45,22 S
BRS XIQUEXIQUE 114194 a4 5,27 a3 15331 a3 5,83 a3 S 44,41 S
BRS GUARIBA 125957 a4 4,62 a2 86468 a3 10,48 a3 S 0 AS®
SANTA CLARA 100506 8 22.149 8 S
CV (%) 24,35 33.04 27.69 36.71

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si (Scott Knot, 5% de probabilidade);

1 Classificagdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente;

2 Classificacdo proposta por Moura & Régis (1987), onde AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; PR = pouco resistente; MR = moderadamente resistente; R = resistente; AR = altamente resistente, com base em Pi =
12.000 ovos. * Transformagdes realizadas: o Indice de galhas, Peso da raiz e Nematoide por grama de raiz, para log (x) e fatores de reproducéo para raiz, médias apresentadas sio as originais sem transformagéo.

3 Padrdo de reacéo.
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TABELA 6. Reacéo de acessos de feijao-caupi inoculado com 12.000 ovos e eventuais juvenis de M. incognita, baseada no Peso da raiz (PFR), Nematoides por grama de raiz (NGR), Fator de reproducéo (FR), Reducéo
do FR (%RFR) e Populacdo Final (PF) do bioensaio 2 (Periodo de realizagdo 10/2019 a 12/2019).

Genotipo PF PFR NGR FR Reacdo! %RFR Reagdo 2
NIL-2genes 32 a2 0,59 al 88 al 0,002 al R 99,98 R
T84S — 2049 147 a2 2,53 a2 41 al 0,01 al R 99,92 R
IT89KD-288 410 a3 3,12 a2 31 al 0,01 al R 99,94 R
BRS MILENIO 875 a3 2,17 a2 173 al 0,02 al R 99,85 R
IT93K-503-1 81 al 221 a2 58 al 0,06 a1l R 99,55 R
NIL-3genes 259 a2 1,82 a2 614 a2 0,07 al R 99,46 R
BRS IMPONENTE 1926 a3 1,05 al 875 a2 0,08 al R 99,42 R
BRS NOVAERA 2878 a3 3,55 a2 1189 a2 0,24 al R 98,17 R
BRS ITAIM 29 a2 2,18 a2 1303 a2 0,22 al R 98,31 R
BRS POTENGI 573 a2 5,37 a3 800 a2 0,29 al R 97,73 R
BRS CARAGUACU 2368 a3 8,91 a4 404 a2 0,3 al R 97,73 R
BRS PAJEU 4437 a3 5,22 a3 799 a2 0,33 al R 97,46 R
BRS INHUMA 13662 a4 3,76 a3 1666 a2 0,53 al R 95,96 MR
BRS FRADINHO 177 a2 1,41 al 4945 a3 0,59 al R 95,44 MR
CB3-g9 13421 a3 2,16 a2 3736 a3 0,63 al R 95,19 MR
BRS MARATAOA 12295 a3 9,83 ad 912 a2 0,74 a2 R 94,31 MR
BR 17 GURGUEIA 7753 a3 1,13 al 8876 a3 0,8 a2 R 93,85 MR
BRS ARACE 9319 a3 4,4 a3 3984 a3 1,05 a2 S 91,92 MR
BRS PINGO DE OURO 4982 a3 2,61 a2 5171 a3 1,14 a2 S 91,23 MR
CB46-null 6325 a3 2,06 a2 5851 a2 1,35 a3 S 89,62 MR
BRS CAUAME 18117 a4 4,07 a3 5023 a3 1,65 a3 S 87,3 MR
BRS ROUXINOL 5281 a3 6,07 a4 12 a2 1,85 a3 S 85,77 MR
BRS JURUA 36478 a4 8,68 a3 20642 a3 5,2 a4 S 60 PR
BRS TUMUCUMAQUE 68564 a4 7,48 a4 9026 a3 5,58 a4 S 57,12 PR
BRS XIQUEXIQUE 114195 a4 4,76 a3 20034 a3 7,97 ab S 38,72 S
BRS GUARIBA 125958 a4 4,39 a3 36897 a3 13 ab S 0 AS®
SANTA CLARA 100506 6 24.058 12 S
CV (%) 24,35 19.97 21.35 12.21

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si (Scott Knot, 5% de probabilidade);

1 Classificacdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente;

2 Classificagao proposta por Moura & Régis (1987), onde AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; PR = pouco resistente; MR = moderadamente resistente; R = resistente; AR = altamente resistente, com base em Pi =
12000 ovos. * Transformagdes realizadas: o indice de galhas, Peso da raiz e Nematoide por grama de raiz, para log (x) e fatores de reproduco para raiz, médias apresentadas sio as originais sem transformagao.

3 Padrdo de reacéo.
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4.2.2.3 Meloidogyne javanica

Analisando o experimento com M. javanica, quatro grupos de genotipos foram
formados em relagdo ao peso fresco da raiz (PFR), sendo que BR 17 Gurguéia foi a que
apresentou 0 maior PFR (41 gramas) e CB46-null o menor (2,55). Os nimeros médios de
nematoides por grama de raiz (NGR) variaram de 198 (BRS Milénio a 1) 14.834 (BRS Aracé).
Em relacdo ao namero total de nematoides (Juvenis e Ovos) encontrados ao final do ensaio,
BRS Imponente, 1T84S-2049, IT89KD-288, 1T93K-503-1, BRS Milénio e NIL-2genes,
apresentaram os menores nimeros 54.400, 9.115, 6.150, 5.437, 2.138 e 6.395, respectivamente.
A BRS Aracé apresentou 0s maiores numeros de ovos e juvenis (120.847) presentes em seu
sistema radicular. Dos 26 gendtipos de feijdo-caupi avaliados, 6 genétipos (BRS Imponente,
IT84S-2049, 1T8IKD-288, IT93K-503-1, BRS Milénio e NIL-2genes) foram selecionados
como resistentes a M. javanica, baseado nos dados de multiplicacdo do nematoide, resultando
em FR menor que o valor um (Tabela 7). Os seis gendtipos comportaram-se como resistentes
de acordo com a classificacdo de Oostenbrink (1966) e apenas dois (BRS Milénio e BRS
Imponente) foram considerados conforme o sistema de classificacdo de Moura & Régis (1987).
Os padrdes resistentes incluidos no ensaio confirmaram a resisténcia, com exceg¢éo de NIL-
3genes.
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TABELA 7. Reacéo de acessos de feijdo-caupi inoculado com 10.000 ovos e eventuais juvenis de M. javanica, baseada no Peso da raiz (PFR), Nematoides por grama de raiz (NGR), Fator de reprodugdo (FR), Redugéo
do FR (%RFR) e Populacdo Final (PF) do bioensaio 1.

Genotipo PF PFR NGR FR Reagdo ! %RFR ReacAo 2
BRS MILENIO 2138 al 989 a2 198 al 021 al R 98,23 R
BRS IMPONENTE 54400 al 10,17 a2 662 al 054 al R 95,5 R
IT93K-503-1 5437 al 16,04 a2 486 al 054 al R 95,5 MR
IT89KD-288 6150 al 2152 a3 327 al 062 al R 94,91 MR
NIL-2 genes 6395 al 35 al 1588 a2 0,64 al R 94,72 MR
IT84S- 2049 9115 al 79  al 1109 a2 091 al R 92,44 MR
NIL-3 genes 135090 a2 4,37 al 4530 a3 1,35 al S 88,82 MR
BRS NOVAERA 16301 a2 11,48 a3 1369 a2 163 al S 86,51 MR
CB3-gg 19007 a2 29 al 7697 a3 1,9 al S 84,27 MR
BRS FRADINHO 20563 a3 501 al 4084 a3 2,06 al S 82,98 MR
CB46 — Null 22833 a2 255 al 6951 a3 228 al S 81,11 MR
BRS PINGO DE OURO 28548 a3 21,69 a3 1947 a2 286 a2 S 76,36 MR
BRS CARAGUAGU 29690 a3 2859 a4 1033 a2 297 a2 S 75,43 PR
BRS PAJEU 30569 a3 20,87 a3 1797 a2 3,06 a2 S 74,71 PR
BRS ROUXINOL 33938 a3 241 a3 2044 a2 339 a2 S 71,92 PR
BRS MARATAOA 36993 a3 2453 a3 1898 a2 369 a2 S 69,4 PR
BRS XIQUEXIQUE 38035 a3 3315 a4 1168 a2 3,8 a2 S 68,53 PR
BR 17GURGUEIA 39509 a3 41 a4 1042 a2 395 a2 S 67,33 PR
BRS CAUAME 39676 a3 16,69 a3 2711 a2 397 a2 S 67,18 PR
BRS POTENGI 42298 a3 21,78 a3 1711 a2 423 a2 S 65 PR
BRS ITAIM 46730 a3 31,89 a4 1518 a2 467 a2 S 61,33 PR
BRS GUARIBA 43001 a3 27,13 a4 1859 a2 4.8 a2 S 60,29 PR
BRS JURUA 49287 a3 2387 a4 2163 a2 493 a2 S 59,21 PR
BRS INHUMA 53697 a3 39,78 a4 1554 a2 537 a2 S 55,57 PR
BRS TUMUCUMAQUE 54242 a3 1454 a3 3976 a3 543 a2 S 55,12 PR
BRS ARACE 120847 a3 14,76 a3 14834 a3 12,09 a3 S 0 AS®
SANTA CLARA 23145 5,98 4.202 2.32 S
CV (%) 8,89 2191 12.93 26.42

Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si (Scott Knot, 5% de probabilidade);

1 Classificagdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente;

2 Classificagéo proposta por Moura & Régis (1987), onde AS = Altamente suscetivel; S = Suscetivel; PR = pouco resistente; MR = moderadamente resistente; R = resistente; AR = altamente resistente, com base em Pi =
10000 ovos. * Transformacdes realizadas: o indice de galhas, Peso da raiz e Nematoide por grama de raiz, para log (x) e fatores de reproducio para raiz, médias apresentadas sdo as originais sem transformagao.

3 Padréo de reacéo.
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4.2.2 Anélise de correlacdo entre os experimentos

Com base nas anélises de correlacdo entre os experimentos 1 e 2, houve uma elevada
correlacdo positiva e significativa com 95% de confiabilidade entre os experimentos para
M. incognita, tanto para o indice de galhas (0,90) quanto para o fator de reproducéao (0,98)
(Figura 9 a e b). Entre os ensaios realizados com M. enterolobii, houve uma interagdo baixa
e positiva (0,36), mas ndo significativa para o indice de galhas. Entretanto, quando
comparados os dados de fator de reproducéo entre os ensaios, foi encontrada uma correlacao
positiva (0,79) e significativa (Figura 9 c e d).

A M. incognita - IG B M. incognita - FR

C M. enterolobii - IG D M. enterolobii - FR

Figura 9. Analise de correlacdo entre os experimentos 1 e 2 para M. enterolobii e M.
incognita, utilizando indices de galhas e os fatores de reproducdo. Correlacdo de Pearson
(r), p< 0,05.
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5. DISCUSSAO

Nas &reas amostradas no presente estudo, o género Meloidogyne se fez presente em duas
delas, porém faz-se necessario futuramente a expansdo do levantamento para outras areas
produtoras da cultura, a fim de se conhecer mais exaustivamente quais espécies de nematoides
prevalecem em tais regides. Pouco se sabe atualmente sobre quais as principais espécies de
Meloidogyne spp. estdo ocorrendo em plantios de feijdo-caupi onde sdo plantadas as principais
cultivares brasileiras, as quais foram utilizadas no presente estudo (ROCHA, 2017). Além
disso, sabe-se que Meloidogyne spp. € um dos géneros mais importantes nos cultivos de feijao-
caupi, por ser um dos géneros limitantes a sua producdo (ROBERTS et al., 1996; EHLERS,
2000).

Além da deteccdo do género Meloidogyne, outros géneros como Pratylenchus e
Rotylenchulus foram detectados nas areas amostradas, validando as informacdes da literatura,
de gue esses nematoides ocorrem nas principais regides do Brasil e do mundo onde se cultiva
o feijdo-caupi (EVANS et al., 1986; PONTE, 1987 e SARRET et al., 1989). Sabe-se que P.
brachyurus, M. javanica e R. renifomis causam perdas econémicas significativas no feijao-
caupi (CANEVESS, 1973; OGUNFOWORA, 1976) e nas culturas com as quais é cultivado em
sucessao, como por exemplo milho e soja, que por serem hospedeiras alternativas desses
nematoides tem tornado o controle dificil (FILHO, 2017). Por essa razao, € tdo importante a
selecdo de gendtipos de feijdo-caupi resistentes ou tolerantes, com a finalidade de controle
desses nematoides nas areas de cultivo.

No presente estudo, apesar de preliminar, foi possivel encontrar cultivares com potencial
resisténcia a M. javanica, um dos principais nematoides do feijdo-caupi e da soja. Levando em
consideracao que atualmente no Brasil o feijao-caupi vem sendo plantado em sucesséo a cultura
da soja (FILHO, 2011). Ap6s estudos mais detalhados, essas cultivares serdo uma excelente
opcao de plantio para areas onde se plantam o feijdo-caupi apés a soja em areas infestadas com
0 nematoide.

Em relacdoa M. incognita e as cultivares brasileiras, essas tiveram basicamente 0 mesmo
grau de resisténcia dos gendétipos conhecidamente resistentes incluidos nos ensaios, como
IT84S-2049, IT89KD-288, NIL-2genes e NIL-3genes. Dessa forma, se considerarmos que
esses genoétipos carregam pelo menos o gene de resisténcia Rk, é muito provavel que as
cultivares brasileiras estejam carregando o mesmo gene, que por sua vez confere resisténcia a
ao nematoide em questdo. De acordo com EHLERS et al. (2002), o gene Rk é efetivo contra

diferentes populac¢des de nematoides das galhas, principalmente para M. incognita, e por essa
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razdo foi introduzido nas cultivares modernas via melhoramento convencional usando selegéo
fenotipica.

O fato de que a maior parte das cultivares comerciais terem resisténcia genética ao
nematoide das galhas conferida pelo gene dominante (Rk), aumenta-se o risco de populacoes
de Meloidogyne spp. evoluirem e ocorrer a quebra da resisténcia. Como 0 manejo desse
nematoide depende de uma estreita base genética de resisténcia (ROBERTS et al., 1997)
derivada do pool genético do feijdo-caupi (HUYNH el al., 2013), a identificacdo de fontes
adicionais de resisténcia no pool genético do feijdo-caupi é fundamental para o
desenvolvimento de resisténcia genética duravel.

Segundo ALMEIDA et al., (2008) e OLIVEIRA (2010) M. enterolobii reproduz-se em
plantas de feijdo-caupi e de soja. Porém, ndo existem dados na literatura que descrevam
resisténcia para M. enterolobii. Deste modo, este trabalho vem contribuir de forma significativa
para estudos posteriores da espécie no feijdo-caupi. Os genes de resisténcia conhecidos e
presentes nos genotipos controles, mesmo conferindo resisténcia para as populacdes brasileiras
de M. incognita e M. javanica, nem sempre conferiram resisténcia para M. enterolobii. Isso
indica que outros genes poderiam estar envolvidos na resisténcia a essa especie. A resisténcia
encontrada para M. enterolobii nas cultivares BRS Milénio e BRS Fradinho ¢é de fundamental
importancia para indicacdo de plantio em areas onde se faz a rotagao de culturas com espécies
de plantas suscetiveis a este nematoide, fazendo com que sua populacdo em campo seja
reduzida.

Dentre todas as cultivares, a cultivar BRS Milénio se comportou como resistente as trés
espécies de nematoides avaliadas, mostrando que esse material pode carregar diferentes genes
de resisténcia conferindo resisténcia multipla a essas espécies. Essa mesma cultivar também ¢
resistente a Mancha Café (doenca bacteriana) e ao Mosaico Dourado do feijdo-caupi (virus)
(FILHO, 2011) o que a torna mais atrativa para areas com alta infestacdo dessas doengas.

Nos bioensaios realizados com M. incognita, a BRS Novaera e a BRS Pajeu se
comportaram como resistentes e segundo ROCHA et al, (2017), assim como a BRS Milénio,
esse genoOtipos também sdo resistentes a Mancha Café (doencga bacteriana) e ao Mosaico
Dourado do feijdo-caupi (virus), respectivamente. Essas duas cultivares sdo excelentes opgdes
de recomendacdes para cultivos em areas infestadas para estas espécies de nematoides e
doencas.

Vale ressaltar que no primeiro experimento com M. incognita, a BRS Guariba

apresentou IG 1 e FR 10,48, mostrando que assim como ocorreu em M. enterolobii, os dois
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fatores ndo s&o controlados pelos mesmos fatores genéticos. Segundo NDEVE (2019), a relagéo
entre 1G e FR pode estar em parte sob controle de fatores genéticos independentes, fazendo
com que a baixa formacao de galhas, ndo seja controlada pelo mesmo gene que possibilita a
alta reproducdo dos nematoides. Apesar da escala de PAGE & BRIDGE (1980), ser
amplamente utilizada em feijdo-caupi e também em outras culturas, como meldo, soja e tomate
(OTIPA, 2003; RITZINGER et al., 2014 e MATINEZ, 2014), o método de fenotipagem pode
ndo ser tao eficiente e resultar em baixos IG, porém altos FR, uma vez que a avalia¢ao visual
da presenca de galhas, acarreta que galhas muito pequenas podem passar despercebidas e
resultar em baixo valor de IG.

Os genotipos suscetiveis como BRS Rouxinol, apresentou alto IG e alto FR nos
bioensaios com M. enterolobii, assim como a BRS Tumucumaque nos dois bioensaios com M.
incognita, e com a BRS Inhuma no bioensaio com M. javanica. Pereira (2013), relata 0 mesmo
comportamento para o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), onde provavelmente, IG e FR
podem estar sendo controlados pelo mesmo fator genético.

Mesmo que os valores de FR muito baixos podem ser explicados pela resisténcia
conferida nos genotipos devido a expressdo de genes de resisténcia na planta, que podem
dificultar a reproducdo do nematoide, a fenotipagem precisa das plantas inoculadas é
fundamental, considerando que os métodos de determinacdo do FR podem subestimar os
numeros, reforcando a necessidade de delineamento experimental com a inclusdo de varias
réplicas biologicas, como foi o caso no estudo atual. Segundo CARNEIRO et al., (2006), o
método utilizado para extracdo de ovos ndo tem 100% de eficiéncia, pois ovos podem ser
perdidos durante o processamento das raizes e passagem pelas peneiras, subestimando-se o
numero de ovos extraidos.

Os valores para FR na cultivar Santa Clara (cultivar de tomate suscetivel ao género
Meloidogyne) foram menores do que em algumas cultivares de feijao-caupi. 1sso pode ser
explicado pelo fato de a quantidade de ovos e eventuais juvenis inoculados, serem superior a
quantidade que a planta consegue suportar sem deteriorar suas raizes.

A identificacdo de fontes comerciais de resisténcia as espécies prevalentes de
nematoides das galhas no Brasil fornece contribuicdo importante para a expansdo continua do
cultivo de feijdo-caupi no pais. Nao existem cultivares brasileiras de feijao-caupi recomendadas
para resisténcia a Meloidogyne spp. No entanto, o programa de melhoramento genético da
Embrapa tem procurado além do aumento da produtividade, melhor adaptabilidade e

estabilidade da producéo; conseguir a resisténcia a pragas e doencas (FILHO, 2011).
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O conhecimento futuro dos genes que atuam na resisténcia ao nematoide das galhas sera
de fundamental importancia para a introgressdo de um unico gene de resisténcia ou a
piramidacdo desses genes em cultivares altamente produtivas, porém suscetiveis (ROBERTS
etal., 1996, 1997; EHLERS et al., 2000, 2002 e SANTOS et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Dada a grande importancia do género Meloidogyne no Brasil e para o feijdo-caupi,
estudos sobre as nematoses que ocorrem na cultura sdo de extrema importancia para se obter
métodos mais eficazes de controle, tornando o cultivo mais rentavel e competitivo. Uma das
formas de controle mais promissoras visadas atualmente ¢ a resisténcia genética, por tanto, esse
estudo contribui para pesquisas futuras nessa area. A caracterizacdo de germoplasma referente
a resisténcia foi Gtil para a identificacdo de fontes de alelos de resisténcia para introgredir em
cultivares, para a recomendacao de genotipos resistentes apropriados para regides produtoras,
levando em consideracédo da prevaléncia de géneros de nematoides das galhas presentes.

Encontrar resisténcia para M. enterolobii, M. javanica e M. incognita é um passo
importante para futuras melhorias nos campos de cultivo com feijdo-caupi e isso foi possivel
com este estudo. A caracterizacdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia, por meio de
analise molecular da presenca potencial dos genes de resisténcia ja conhecidos (RK, RK2, QRk-
vu9.1 e rk3), e analises transcriptdmicas da interacdo entre genotipos resistentes e 0s
nematoides das galhas, possibilitard a identificacdo de genes do hospedeiro diferencialmente
expressos na interacdo e envolvidos em respostas de defesa. O desenvolvimento de marcadores
moleculares para tais genes servira para selecdo assistida, acelerando os programas de

melhoramento de feijdo-caupi.
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