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RESUMO

SILVA, Thais Franca. Selecdo de genotipos de feijao-caupi (Vigna unguiculata) resistentes ao
nematoide-das-galhas. 2021. 67p. (Dissertacdo Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF.

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) € uma leguminosa adaptada a regides de
climas tropicais, baixa necessidade de recursos hidricos e rusticidade que se adaptou bem as
regides Norte, Nordeste e Centro_Oeste do Brasil, se tornando fonte de alimento bésico e
gerador de renda para pequenos e médios produtores, se destacando pelo seu valor nutritivo,
com alto teor proteico. O nematoides-das-galhas, Meloidogyne incognita e M. javanica causam
danos substanciais ao sistema radicular, resultando em graves perdas de rendimento em
cultivares suscetiveis. Um dos métodos mais eficientes e de baixo custo para reduzir perdas
causadas por esses nematoides € a resisténcia genética. A resisténcia conferida pelo gene Rk
presente em algumas cultivares, por anos foi eficaz para suprimir o nematoide-das-galhas,
porém populacdes virulentas ao Rk foram encontradas em areas de producéo, necessitando a
busca de novas fontes de resisténcia. O objetivo deste estudo foi gerar informagdes sobre a
resisténcia genética de materiais brasileiros, como também selecionar fontes de resisténcia a M.
incognita e M. javanica. Raizes de feijao-caupi de trés genotipos foram inoculadas com
suspencdes de 0 (zero); 5x10% 10x10% 15x10% 20x10° ovos de M. javanica para avaliar os
efeitos de niveis crescentes de indculo do nematoide sobre o desenvolvimento vegetativo do
feijdo-caupi para futuras avaliacGes de resisténcia. Para avaliacdo da resisténcia, 18 linhagens
e 6 gendtipos controles de feijdo-caupi foram inoculadas com 15.000 ovos e juvenis em
delineamento experimental inteiramente casualizado com 24 tratamentos x 6 repeticdes x 2
repeticdes no tempo e avaliados 60 dias ap6s a inoculagdo. A avaliacdo foi realizada pelas
seguintes variaveis: indice de galhas (1G), massa fresca da raiz (MFR), total de ovos e J2 (PF),
total de ovos e J2/grama de raiz (NGR) e o fator de reproducdo (FR). Buscando avaliar a
penetracdo e formacdo de galhas da isolinha NIL-CB3-egg portadora de gene que permite a
multiplicacdo do nematoide, mas ndo a formacéo de galhas foi utilizada o genétipo MNC-04-
792F-158 como padréo de suscetibilidade. Foram inoculados 5.000 juvenis, com avaliacdes de
trés em trés dias até o 28, por meio de raizes coradas com fucsina &cida. As concentracdes de
10x10% e 15x10°% ovos por planta conseguiram diferenciar estatisticamente os trés genotipos,
sendo as mais indicadas para a avaliacdo da resisténcia. Nenhum dos 18 genétipos da colegdo
de acessos de feijao-caupi da Embrapa Meio-Norte mostrou resisténcia a M. javanica, porém
seis gendtipos se comportaram com resisténcia a M. incognita, sdo eles: MNCO06-895-1,
MNCO04-901-14, MNCO06-909-68, MNCO4-907-35 e Am60-1. Foi observado que o gene ch3
leva a reducdo no nimero e tamanho das galhas, favorecendo a formacéo de machos, que ndo
é importante para o parasitismo. Diante da importancia e das perspectivas de expansdo da
cultura do feido-caupi os resultados deste estudo contribuem para o conhecimento de novas
fontes de resisténcia que podem ser utilizadas em programas de melhoramento, como também
demonstrou a necessidade de futuras pesquisas para selecdo de materiais com resisténcia a M.
javanica.

Palavras-chave: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resisténcia, triagem.

Orientador — Prof. Juvenil Enrique Cares — Universidade de Brasilia.



ABSTRACT

SILVA, Thais Franca. Selection of cowpea (Vigna unguiculata) genotypes resistant to the root-
knot nematode. 2021. 67p. (Dissertation for Master’s Degree in Plant Pathology) —
Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

Cowpea (Vigna unguiculata L. Walp) is a legume adapted to regions of tropical climates, low
need for water resources and rusticity, which has adapted well to the Northeast region of Brazil,
becoming a source of basic food and income generator for small and medium growers, standing
out for its nutritional value, due to its high protein content. The root-knot nematodes
Meloidogyne incognita and M. javanica cause substantial damage to the root system, leading
to severe yield losses in susceptible cultivars. One of the most efficient and low-cost methods
to reduce losses caused by these nematodes is genetic resistance. The resistance conferred by
the Rk gene present in some cultivars, for years has been effective in suppressing the root-knot
nematode, but virulent populations for Rk gene have been found in several growing areas,
requiring the search for new sources of resistance. The objective of this study was to provide
information on the genetic resistance of Brazilian materials, as well as, to select sources of
resistance to M. incognita and M. javanica. Cowpea roots of three cawpea genotypes were
inoculated with suspensions of 0 (zero); 5 x 10% 10 x 10% 15 x 10% 20 x 10 eggs of M.
javanica to evaluate the effects of increasing levels of nematode inoculum on the vegetative
development of cowpea for future resistance assessments. For resistance evaluation, 18 lines
and 6 cowpea control genotypes were used, which were inoculated with 15,000 eggs and
juveniles in a completely randomized experimental design with 24 treatments x 6 repetitions x
2 repetitions in time and evaluated 60 days after inoculation. The following variables were
evaluated: gall index (1G), fresh root mass (MFR), total eggs and J2 (PF), numbers of eggs and
J2 [ gram of root (NGR) and the reproduction factor (FR). To evaluate root penetration and gall
formation on the NIL-CB3-egg cawpea isoline carrying a gene that allows the nematode to
multiply, but with no gall formation, the MNC-04-792F-158 line was used as a susceptibility
pattern. Five-thousand juveniles were inoculated, with assessments every three days until the
28th, by means of roots stained with acid fuchsin. The concentration of 10 x 10%and 15 x 103
eggs per plant managed to statistically differentiate the three genotypes, being the most suitable
for the evaluation of resistance. None of the 18 genotypes of the cowpea accession collection
of Embrapa Meio Norte showed resistance to M. javanica, but six genotypes behaved with
resistance to M. incognita, they are MNCO06-895-1, MNC04-901-14, MNCO06 -909-68,
MNCO04-907-35, Am60-1. It was observed that the cb3 gene leads to a reduction in the number
and size of galls, favoring male formation, which is not important for parasitism. Given the
importance and expansion of the cowpea culture, the results of this study contribute to the
knowledge on new sources of resistance that can be used in breeding programs, as well as
stressing out the need of future research to select materials with resistance to M. javanica.

Key words: Meloidogyne incognita, Meloidogyne javanica, resistance, screening.

Advisor — Prof. Juvenil Enrique Cares — Universidade de Brasilia.



1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna ungiculata (L.) Walp.), também conhecido como feijdo-de-
corda, feijdo-vigna ou feijdo-de-macassar € uma leguminosa pertencente a classe Dicotiledénea
da ordem Fabales, cultura anual, herbacea, com héabito de crescimento geralmente
indeterminado, de forma ereta, semiereta, semiprostrada ou prostrada (Wang et al., 2017). A
cultura é originaria da Africa e tem seu maior centro de diversidade na Africa Ocidental, tendo
um grande papel na alimentaco bésica, principalmente no Leste e Oeste da Africa e como fonte
de proteina para racao animal (Ng & Padulosi, 1988; Timko et al., 2007; Silva et al., 2016). Foi
introduzido no Brasil no século XVI e por ser uma cultura adaptada a regiGes tropicais com
baixas necessidades de recursos hidricos, foi bem aceita pela regido Nordeste do pais (Freire
Filho, 2011). O feijao-caupi permite que pessoas de baixa renda, com limitado acesso a proteina
animal tenham acesso a essa proteina vegetal, que ocorre em grande quantidade no feijao-caupi
(Rochaet al., 2017).

A producao mundial de feijdo-caupi foi de aproximadamente 8,90 milhdes de toneladas,
com produtividade de 616,26 kg.ha™ em uma érea plantada de 14,5 milhdes de hectares (FAO,
2019). A producdo nacional na ultima safra 2020/2021 foi estimada em 712,6 mil com
produtividade média de 545 kg/ha (CONAB, 2021). Nos ultimos anos pela modernizacéo
aplicada a agricultura, a cultura do feijdo-caupi tem se expandido pelo Cerrado, especialmente,
no periodo de safrinha, alcancando altas produtividades e qualidade (Silva et al., 2016; do Vale
etal., 2017).

A presenca de pragas e doencas em plantacdes de feijao-caupi pode comprometer sua
producéo e rendimento (Cardoso et al., 2017). O nematoide-das-galhas, do género Meloidogyne
é um dos principais nematoides encontrados em cultivos de feijdo-caupi. E um endoparasita
sedentario e seu parasitismo causa sintomas de deficiéncia mineral, mau desenvolvimento,
amarelecimento e queda de folhas que resultam perdas significativas no rendimento da cultura
(Adegbite, 2011). O controle quimico, cultural, bioldgico e resisténcia da planta hospedeira s&o
métodos utilizados para promover redugdes nos niveis populacionais do nematoide e 0 bom
desenvolvimento da cultura (Agrios, 2005).

O meétodo de controle quimico tem mostrado ser eficiente para reducdo da populacao de
nematoides no campo (Tanimola et al., 2017; Osei et al., 2019) e o controle biolégico pode ser
usado como alternativa, sendo considerado ambientalmente inofensivos (EI-Nagdi & Abd-El-
Khair, 2017), embora no Brasil ndo haja registros de produtos quimicos e bioldgicos registrados

para feijao-caupi (AGROFIT, 2021). A utilizacdo de rotacdo de culturas € um método eficiente
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(Lima et al., 2009), mas o devido ao fato desses organismos serem polifagos, compartilhando
varias espécies de plantas hospedeiras, muitas vezes seu uso € limitado (Ritzinger & Fancelli,
2006; Lima-Medina et al., 2013).

Um dos métodos mais eficientes e com menores custos para reduzir perdas causadas por
esses organismos € a resisténcia genética (Starr et al., 2002). Geralmente a resisténcia se baseia
em impedir que sitios funcionais de alimentacéo sejam desenvolvidos pelo nematoide ap6s a
invasdo, impedindo o patégeno de completar o ciclo de vida (Huang, 1985; Mattos et al., 2019).
Por alguns anos, um gene de resisténcia denominado Rk conferiu resisténcia ao nematoide-das-
galhas, principalmente para supressdo de Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)
Chitwood, 1949, M. javanica (Treub, 1885) Chitwood, 1949 e M. hapla Chitwood (1949) (Fery
& Dukes, 1980).

Outros genes associados a resisténcia foram encontrados, como Rk2, mencionado por
Roberts et al. (1996) na cultivar 1T84S-2049, ligado ao locus Rk, e o recessivo rk3 que foi
encontrado no genotipo H8-8R, possibilitando uma resisténcia ampliada quando realizada a
combinacdo genética com 0s genes Rk e o Rk2 (Ehlers et al., 2000). Além dessas fontes de
resisténcia foram encontradas e identificadas como locos de caracteristicas quantitativas (QTL)
no genoma do feijdo-caupi, com potencial para o controle do nematoide-das-galhas, designadas
QRk - vull.1, que tem grande impacto no indice de galhas e producéo de massa de ovos, e QRk-
vu9.1, que mostrou efeito aditivo na resisténcia quando combinada com outras fontes de
resisténcia (Huynh et al., 2015; Santos et al., 2018). O sequenciamento do genoma do feijéo-
caupi possibilitou mapear e estudar melhor os genes até entdo encontrados (Lonardi et al.,
2019).

Embora esses genes sejam efetivos para um controle priméario, populacdes virulentas de
M. incognita e M. javanica ao gene Rk ja foram encontradas (Roberts et al., 1995; Ehlers et al.,
2000), isso porque espécies de Meloidogyne apesar de se reproduzirem por partenogénese, sao
organismos com alta plasticidade genémica, com capacidade de adaptacdo a ambientes diversos
e de superar resisténcias (Blanc-Mathieu et al., 2017). Dessa forma é de suma importancia a
identificacdo de novas fontes de resisténcia, com vistas a ampliacdo da base genética. Para isso,
contamos com a disponibilidade de material genético presente em cole¢des de germoplasma no
Brasil e em outros (Wetzel et al., 2005; I1ITA, 2020).

Neste estudo objetivou-se selecionar genotipos de feijdo-caupi resistentes as espécies
M. incognita e M. javanica, fornecer informacdes sobre a resisténcia genética de materiais

brasileiros de feijdo-caupi; bem como estudar a interacdo de plantas resistentes com o



nematoide-das-galhas, visando melhorar a compreensdo de atuacdo desses genes na defesa

contra o patégeno.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do Feijdo-caupi

O feijdo-caupi, derivado do inglés “cowpea”, também conhecido como feijdo-de-corda,
feijdo-de-praia, feijdo-vigna, feijdo-de-macassar ou feijdo-miudo, é uma leguminosa
pertencente a classe Dicotiledonea da ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae,
tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata, subdividida em quatro cultigrupos,
Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis (Freire Filho et al., 2011a; do Vale et al., 2017).

Trata-se de uma cultura anual, herbacea que tem temperatura ideal de crescimento entre
18 °C a 28 °C. As vagens sdo cilindricas, podendo ser curvadas ou retas. As sementes também
sdo arredondadas e podem ter varias cores, branco, verde, amarela, marrom, preta, entre outras
(Nwokolo & llechukwu, 1996). O habito de crescimento é geralmente indeterminado, porte de
planta ereto, semiereto, semiprostrado ou prostrado (Wang et al., 2017). Dependendo do
fotoperiodo e precocidade, o feijdo-caupi pode florescer e produzir grdos secos de 60 até 150
dias (Timko & Singh, 2008). E uma planta autégama, cleistogamica, ou seja, com abertura
floral apos a fecundacdo e apresenta baixas taxas de cruzamento (Sousa et al., 2006), sendo
necessario maior atencdo no processo de producdo de sementes com fatores que podem
influenciar essa alogamia, como principalmente populacdes de insetos polinizadores
(Blackhurst & Miller, 1980). Mesmo sendo uma planta autdgama, existe uma alta variabilidade
genética que pode ser explicada por segregacGes que podem ter acontecido por varios anos de
producdo, mutacdes e também resultados de melhoramento (Correa et al., 2012; Oliveira et al.,
2015).

A cultura é originaria da Africa e tem seu maior centro de diversidade na Africa
Ocidental, tendo um grande papel para alimentacéo basica, principalmente no Leste e Oeste da
Africa e como fonte de proteina para ragio animal (Ng & Padulosi, 1988; Timko et al., 2007;
Silva et al., 2016). Em comparagdo com outras fontes de proteina que podem diminuir o risco
de fome para milhdes de pessoas em regibes em condi¢Oes criticas de seguranca alimentar, o
feijdo-caupi tem se mostrado a mais promissora, em comparacao a outras culturas, por ser
adaptado a condicg0es de altas temperaturas e secas. Assim, cerca de nove milhdes de hectares
de &rea plantada representa a principal fonte de proteina (Modesto Junior & Alves, 2012) sendo
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uma alternativa viavel para a combinacédo de solos, clima e sistema de producdo no continente
africano (Hall, 2004; Conselho Nacional de Pesquisa, 2006; Timko et al., 2007; Silva et al.,
2016).

A dispersdo da espécie pelo mundo se deu de formas distintas. Sua introducdo ocorreu
na Europa em torno de 300 a.C. e 0 seu cultivo ndo se tornou generalizado naquele continente,
somente em algumas regides ao Sul para producdo de sementes e vagens (Karapanos et al.,
2017). O feijdo-caupi foi introduzido no continente americano no século XVI pelos portugueses
e espanhdis com o comércio de escravos. No Brasil, acredita-se que a introducdo tenha ocorrido
na Bahia, na segunda metade do século XVI acompanhando a colonizacéo e disseminou-se por
todo pais (Freire Filho et al., 2011a).

Segundo registros da FAO (2019) a producdo mundial de feijdo-caupi foi de
aproximadamente 7,23 milhdes de toneladas, com produtividade de 578,84 kg.ha* em uma area
plantada de 12,5 milhGes de hectares. Os trés maiores produtores sdo Nigéria (2,6 milhdes de
toneladas), Niger (1,0 milh&o de toneladas) e Burkina Faso (414,7 mil toneladas). Porém esses
valores sdo subestimados, pois paises como o Brasil e a India nio fazem separacéo da produgio
de feijdo comum e o feijdo-caupi em ambito mundial.

A producdo nacional na safra 2020/2021 foi estimada 712,6 mil toneladas, com area
plantada de 1.307.800 ha. O Ceara ¢é o estado com maior area plantada, chegando a 380,4 mil
hectares, porém com produtividades de 305 kg.ha, inferiores as do Centro-Sul e Regi&o Norte
que chegam a 1376 kg,ha. E segundo feijdo mais cultivado, ficando atras apenas no feijao-
comum, e tem sua safra concentrada no Nordeste brasileiro, com maiores produtividades
principalmente no Piaui e Bahia. O maior produtor da ultima safra foi o estado de Mato Grosso
com producdo de 135,4 mil toneladas (CONAB, 2021).

A aceitacdo do feijao-caupi na regido Nordeste se deve principalmente por ser uma
cultura bem adaptada a regies de climas tropicais e baixa necessidade de recursos hidricos,
apresentando ciclo curto e rusticidade para se desenvolver em solos de baixa fertilidade. Na
regido Nordeste do pais a cultura do feijdo-caupi é geralmente cultivada por pequenos e médios
produtores, com pouco uso de tecnologia e tem grande importancia como alimento basico para
as populacbes mais pobres, como também gera renda e emprego, estimulando a economia e
fornecendo suprimento para uma cadeia produtiva que se desenvolve desde o agricultor familiar
ao empresarial até o consumidor final (Silva et al., 2016; do Vale et al., 2017).

O Brasil passou por grandes mudancas tecnoldgicas, modernizacao e diversificagdo no
setor produtivo e no agronegocio, que refletiram principalmente no aumento do custo de

producdo devido a necessidade de grandes volumes de fertilizantes e defensivos quimicos, o
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que por consequéncia leva os produtores a buscarem novas opc¢des para se adequar aos novos
arranjos produtivos (Freire Filho et al., 2011a). Por esse motivo, atualmente estad ocorrendo a
expansao da cultura do feijdo-caupi em areas agricolas do Cerrado, no periodo de safrinha,
principalmente pelas caracteristicas da cultura de tolerancia a estresses hidricos e precocidade,
permitindo uma producdo em larga escala, com alta qualidade e regularidade que permite o
alcance de mercados em outras regides do pais, chegando também ao exterior (Silva et al.,
2016; do Vale et al., 2017).

O feijdo-caupi também se destaca pelo alto valor nutritivo, com alto contetido proteico
(23% a 25% em média), apresentando a maioria dos aminoacidos essenciais, carboidratos (62%
em média), fibras alimentares, minerais e vitaminas (Rocha et al., 2017). Além da utilizacao do
feijdo na alimentacdo como grao seco, grdo verde e vagem verde, pode ser utilizado como
substituto de farinha de trigo para preparacdo de biscoitos e acarajé (Frota et al., 2008). Os
restos culturais podem ser usados na alimentagdo animal, principalmente quando a proporgéo
de folhas é maior que a de ramos (Cardoso et al., 2017), e como visto na Africa do Sul a
utilizacdo de feno de feijdo-caupi tem mostrado resultados satisfatorios na alimentacdo de

caprinos como suplemento proteico para pastagens de baixa qualidade (Katsande et al., 2016).

2.2. Problemas fitossanitarios na cultura do feijdo-caupi

A presenca de pragas e doencas em plantacdes de feijao-caupi pode comprometer sua
producéo e rendimento (Cardoso et al., 2017). De acordo com Silva (2017), as principais pragas
do feijdo-caupi sdo: paquinha, lagarta-elasmo, vaquinha, cigarrinha-verde, pulgdes, mosca-
branca, tripes e percevejos. Entre as principais doengas flngicas temos o tombamento
(Rhizoctonia solani J.G. Kihn, 1858) ou Pythium spp.; podriddo-cinzenta-da-raiz (Fusarium
solani (Mart.) Sacc., 1881); podridao-cinzenta-do-caule (Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid., 1947); murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum Schltdl. (1824)]; mela (Thanatephorus
cucumeris (A.B. Frank) Donk, 1952); podridao-de-esclerdcio (Sclerotium rolfsii Sacc., 1911)
e; oidio (Erysiphe difusa (Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam., 2000). As doencas bacterianas
mais importantes sdo a mancha-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. vignicola Starr &
Garces 1950) e pustula-bacteriana (Xanthomonas axonopodis pv. glycines Starr & Garces,
1950). Entre as viroses destacam-se 0 mosaico-severo-do-feijdo-caupi (Cowpea severe mosaic
virus) e o virus-do-mosaico-dourado-do-feijdo-caupi (Cowpea golden mosaic virus). Os
principais nematoides que causam problemas no feijdo-caupi sdo: nematoides-das-galhas

(Meloidogyne spp.); Nematoide-das-lesdes-radiculares (Pratylenchus spp.); nematoide-
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reniforme (Rotylenchulus reniformis Linford & Oliveira, 1940) e; nematoide de cisto
(Heterodera spp.) (Athayde Sobrinho, 2016).

Nematoides do género Pratylenchus fazem parte da familia Pratylenchidae e séo
endoparasitas migradores que se movem dentro e entre as raizes e o solo, podendo penetrar e
sair de um Orgdo vegetal repetidas vezes, todos os estadios moveis, identificados como os
estadios infectantes (Castillo & Vovlas, 2007). Causam deficiéncia mineral, sistema radicular
escurecido, lesdes necroéticas nas raizes e amarelecimento das folhas, levando a baixa producéo
(Ferraz & Brown, 2016). A espécie mais comum desse género na cultura é P. brachyurus
(Godfrey, 1929) Filipjev & Schuurmans Stekhoven, 1941 causando perdas de produtividade no
feijdo-caupi por reduzir o crescimento das plantas e no desenvolvimento de vagens (Siqueira &
Inomoto, 2008; Inomoto & Asmus, 2010). O controle mais indicado é a rotacao de culturas com
plantas ndo hospedeiras e resisténcia genética (Dias et al., 2010).

Rotylenchulus reniformis é a espécie mundialmente mais importante do género
Rotylenchulus (Lira et al., 2018). No feijdo-caupi, com ciclo de 2,5 a 4 semanas, causa
amarelecimento das folhas e reducdo do porte das plantas por prejudicar a passagem de agua e
nutrientes das raizes para as folhas, também sdo observadas raizes pouco desenvolvidas e um
reduzido namero de raizes secundéarias (Chandra & Khan, 2010; Ferraz & Brown, 2016). No
Brasil, os métodos de controle que estdo sendo pesquisados e utilizados séo rotacdo de cultura,
tratamento de semente, controle bioldgico (Bernardo & Santos 2004; Asmus & Richetti, 2010;
Kubo et al., 2012). O controle quimico e resisténcia genética também estdo sendo utilizados
para esse patdgeno (Singh & Prasad, 2016).

Nematoides do género Heterodera, principalmente Heterodera glycines Ichinohe
(1952) (Silva et al., 1997) Heterodera cajani Koshy (1967), que se encontra como praga
quarentenaria A1 (MAPA, 2018) se caracterizam por serem endoparasitas sedentarios, com sua
forma de alimentacdo complexa e elaborada, podendo sobreviver por longos periodos no solo
na auséncia de planta hospedeira sob a forma de ovos no interior do cisto (Riggs & Schmitt,
1987; Mizobutsi et al., 2012). Em geral, em uma raiz infectada pode-se observar fémeas na
superficie e a intensa atividade dos nematoides leva a aspectos de deficiéncia mineral, vagens
com tamanhos reduzidos, também pode ser observada redugdo nas concentragdes de nitrogénio,
fésforo, potassio e micronutrientes nas plantas infectadas (Abouleid et al., 2015).

O nematoide-das-galhas, pertencente ao género Meloidogyne é um endoparasita
sedentario que, em geral causa sintomas de deficiéncia mineral, amarelecimento, baixo
crescimento e queda das folhas. Geralmente esses sintomas ocorrem em reboleira. O nematoide

libera secrecdes nos tecidos das plantas resultando em hipertrofia e hiperplasia, respectivamente
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formando os sitios de alimentacdo e as galhas nas raizes (engrossamento da raiz) (Pinheiro et
al., 2019 Ferraz & Brown, 2016). Esta entre os principais nematoides encontrados em cultivo
de feijdo-caupi, e sua presenca pode gerar perdas significativas no rendimento da cultura
(Adegbite, 2011), como mencionado por Charchar et al. (1995) que M. incognita e M. javanica

juntas causam perdas econémicas que podem chegar a 31%.

2.3 Meloidogyne

Os organismos que se encontram no género Meloidogyne, conhecidos como nematoide-
das-galhas, sdo nematoides pertencentes ao reino Animalia, filo Nematoda, classe
Chromadorea, ordem Rhabditida, subordem Tylenchina, Infraordem Tylenchomorpha,
Superfamilia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae (De Ley & Blaxter, 2002, 2004).

Os nematoides desse género sdo endoparasitas sedentarios obrigatdrios e polifagos. Em
relacdo a morfologia, os adultos apresentam dimorfismo sexual, em que as fémeas apresentam
o corpo em formato periforme com regido anterior formando um “pescogo”, sdo esbranquigadas
e brilhantes, com tamanhos de 0,5 a 1,0 mm de comprimento e 0,3 a 0,6 mm de largura, e 0s
machos séo vermiformes e possuem cerca de 1,2 a 1,5 mm de comprimento (Eisenback 1985;
Tihohod, 1997; Ferraz, 2018)

O ciclo de vida desses nematoides comeca quando as fémeas depositam 0s ovos em
massas gelatinosas, os mantendo juntos e protegidos contra fatores ambientais adversos e
predacdo, sendo essas massas de ovos encontradas na superficie ou interior de raizes. Ainda
dentro do ovo o juvenil de primeiro estadio (J1), passa por ecdise se transformando em juvenil
de segundo estadio (J2), que é conhecido como o estadio movel e infeccioso. Apds a eclosdo,
migra no solo, penetra a raiz e estabelecem o sitio de alimentacéo no cilindro central, na zona
de elongacdo da raiz. As células gigantes multinucleadas sdo formadas no parénquima vascular
e 0s nematoides se tornam sedentarios. Quando em condicdes favordveis, o J2 passa pela
segunda ecdise ao terceiro estadio (J3) e apds alguns dias para o quarto estadio (J4), nos estadios
J3 e J4 os nematoides sdo desprovidos de estilete e ndo se alimentam e, finalmente ap0s a quarta
ecdise para o estadio adulto, macho ou fémea (Moens et al., 2009). Apenas a fémea continua
se alimentando, enquanto o0 macho que ndo se alimenta migra para o solo.

A inducdo do sitio de alimentacdo é acompanhada de reac¢Ges de hiperplasia celular no
tecido cortical resultando em um engrossamento das raizes, conhecido como galha. Sintomas
reflexos do parasitismo na raiz aparecem na parte aérea, como crescimento inadequado,

nanismo, enfezamento, murcha, clorose e outros sintomas de deficiéncias nutricionais nas

12


https://www.semanticscholar.org/author/Ayodele-Adesina-Adegbite/41152264

folhas, sintomas geralmente observados em reboleiras (Ferraz & Brown, 2016; Assoumana et
al., 2017; Song et al., 2017).

O género Meloidogyne compreende mais de 100 espécies e pode afetar mais de 5000
plantas hospedeiras, sendo variavel a gravidade dos danos dependentes da espécie do
nematoide, do hospedeiro, tipo de solo e estacdo do ano (Trudgill & Blok, 2001; Khan et al.,
2017). Os nematoides-das-galhas sdo prejudiciais as principais plantas cultivadas, diminuindo
o rendimento e por vezes diretamente no produto final, gerando perdas econémicas no Brasil e
no mundo (Abadiyah et al., 2016). No Brasil, varias culturas sdo afetadas, a exemplo de
fruteiras e hortalicas (Molina & Costa, 2008; Dias-Arieira et al., 2010; Jorge Junior, 2016; Silva
et al., 2016). Em tomateiros o potencial de danos e perdas podem variar de 25 a 100% quando
0 patodgeno esta presente (Seid et al., 2015). Na cultura da alface, podem ser observadas perdas
significativas dependendo da populacdo do nematoide em campo (Rabello, 2010). Em culturas
anuais, perdas significativas podem ser observadas em soja, por exemplo, pode reduzir até 52%
do rendimento de grdos (Carneiro et al., 2019), em cultivares suscetiveis de algoddo quando
plantado em areas infestadas podem ocorrer perdas de 20 a 50% (Asmus & Galbieri, 2013). Na
cultura do feijdo-caupi em areas infestadas foi observado o atraso na floracdo e perda de 33 a
39% de rendimento de graos (Adegbite, 2011). Além dos danos diretos, esses organismos ainda
podem desenvolver complexos dindmicos com bactérias e fungos que podem intensificar a
incidéncia de doencas (Bernard et al., 2017).

A correta diagnose desses nematoides é de bastante importancia para o sucesso de taticas
de manejo apropriadas. Atualmente na nematologia sdo utilizadas abordagens de taxonomia
integrativa de identificacdo taxondmica onde sdo utilizados métodos de identificacdo
morfoldgicos, bioquimicos e moleculares (Oliveira et al., 2011). Na identificacdo morfoldgica,
que leva em consideracdo as caracteristicas descritivas dos nematoides, 0 método de observacao
do padrdo perineal de fémeas ja foi bastante utilizado (Hartman & Sasser, 1985), e para 0s
machos o formato da regido labial, mensuragéo do estilete e a distancia da abertura da glandula
esofagiana dorsal aos nodulos do estilete sdo utilizadas (Eisenback & Triantaphyllou, 1991).
Para 0 método bioquimico, a analise de isoenzimas por eletroforese em gel de poliacrilamida é
simples e de baixo custo, justificando seu uso rotineiro em laboratérios (Ito et al., 2019). O
método molecular utiliza técnicas de PCR e sequenciamento e estdo sendo cada vez mais
implantadas por sua confiabilidade, pois baseiam-se no DNA do individuo (Amorim et al.,
2019).

Produtores que adotam sistema de producdo intensivo geralmente experimentam

problemas causados por Meloidogyne spp., principalmente com relagdo a culturas perenes e
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aquelas altamente suscetiveis a uma determinada espécie do patdgeno, pois apesar das medidas
de controle, é impraticavel a erradicacdo dos fitonematoides de um campo infestado (Ferraz &
Brown, 2016). O controle quimico, cultural, biolégico e resisténcia da planta hospedeira sdo o0s
métodos utilizados para promover redugdes nos niveis populacionais e 0 bom desenvolvimento
da cultura (Agrios, 2005).

Dentre os métodos de controle mais utilizados, o controle quimico se mostra eficiente
para reducdo da populacdo de nematoides no campo, embora 0 uso dos nematicidas tenha
diminuido em algumas regi6es do mundo, devido aos riscos ambientais ligados ao uso e ao
custo de aquisicdo (Tanimola et al., 2017; Osei et al., 2019). Em cultivos de feijao-caupi, o
controle quimico tem mostrado resultados significativos na supressdo e reproducdo de
nematoides, resultando em baixos indices de galhas radiculares e reducdo da populacdo de
nematoides no solo e nas raizes (Babatola & Omotade, 1991; Tanimola et al., 2017). No Brasil
ndo existem nematicidas quimicos registrados especificamente para feijdo-caupi, somente para
feijdo-comum (AGROFIT, 2021)

O wuso de rotacdo de culturas € um método eficiente para o controle do
nematoide-das-galhas, utilizando a resisténcia de ndo hospedeira e o0 antagonismo de plantas,
que além de melhorar as condi¢Bes quimicas, fisicas e biolégicas do solo, evitam a erosdo
(Derpsch & Calegari, 1992; Lima et al., 2009). A rotacdo de culturas pode ser realizada com
culturas ndo hospedeiras, podendo-se citar o sorgo para controle de M. incognita e M. arenaria
Neal (1889) Chitwood, 1949 onde foi relatado que seu uso ocasionou aumento da produtividade
de culturas (Carneiro et al., 1998; Lima et al., 2009). O desafio do manejo desses nematoides
com o uso de rotacdes de culturas deve-se ao fato de serem polifagas, compartilhando varias
espécies de plantas hospedeiras, como também o fato da préatica levar o produtor a abrir méo de
semear a cultura que Ihe d& maior retorno econémico, diminuindo sua aceitabilidade (Ritzinger
& Fancelli, 2006; Lima-Medina et al., 2013).

Agentes de biocontrole como alternativas as substancias quimicas também sdo
promissores e estdo sendo consideravelmente utilizados, pois podem controlar eficientemente
0s patogenos de solo e sdo considerados ambientalmente seguros e inofensivos aos mamiferos
e organismos benéficos do solo (EI-Nagdi & Abd-El-Khair, 2017). Um estudo realizado com
Trichoderma harzianum Rifai, 1969 e Pseudomonas fluorescens Migula, 1895 para controle de
M. incognita reduziu o numero de galha nas raizes, massa de ovos e severidade da doenca
(Nama & Sharma, 2017). Pseudomonas spp. também podem ser utilizadas como promotoras
de crescimento, aprimorando o mecanismo de defesa da planta que leva a resisténcia

(Mukherjee & Sinha Babu, 2012). Entretanto, os agentes de controle bioldgico podem ter
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respostas diferentes dependendo de temperatura, hospedeiras e outros fatores (Lépez et al.,
2018).

A resisténcia de plantas € um dos métodos mais utilizados para controle desses
nematoides (Nyczepir & Thomas, 2009). A identificacdo de genes de resisténcia pode ser um
componente importante para 0 manejo quando se considera a importancia na hibridacao
introgressiva que podem bloquear ou suprimir alguma das etapas do ciclo infeccioso dos
nematoides (Williamson & Roberts, 2009). A pesquisa e a utilizacdo de cultivares resistentes
aos nematoides-das-galhas sdo realizadas no mundo inteiro e tém se mostrado eficaz como
método de redugéo de populagdes e danos (Molinari, 2010; Burelle & Rosskopf, 2011; Mukhtar
et al., 2014; Devran & Baysal, 2018).

2.4 Interacgdo planta - Meloidogyne spp.

Os J2 recém-eclodidos, localizam as raizes das hospedeiras por quimiotaxia, quando
eles detectam os exsudatos vegetais (Reynolds et al., 2011). Os nematoides que parasitam
plantas desenvolveram diferentes estratégias que permitem sua infeccdo e trajetdria bem-
sucedida em suas hospedeiras (Nguyén et al., 2014). A secrecdo de varias proteinas,
denominadas de efetores, levam a degradacdo da parede celular, suprimindo a defesa e
manipulando vias de sinalizacdo das hospedeiras (Haegeman et al., 2012). Estruturas do corpo
do nematoide, como o estilete, glandulas esofagianas e cuticula sdo as grandes responsaveis por
liberacdo das secrecOes para o parasitismo efetivo (Spiegel & Mcclure, 1995; Jauber et al.,
2002). Para penetracdo dos juvenis € necessario a degradacgéo da parede celular das plantas, que
funcionam como barreira composta principalmente por celulose e hemicelulose (Cosgrove,
2005).

A quebra da barreira é feita mecanicamente, pelo estadio infeccioso J2 introduzindo o
estilete, como também utilizando enzimas liberadas pelas glandulas esofagianas (Davis et al.,
2000; Roze et al., 2008; Rosso et al., 2011). Em espécies de Meloidogyne sdo conhecidas
algumas enzimas como a beta-1,4-endoglucanase, a pectato-liase, poligalacturonase, as
xylanases, peptidases, proteinases, entre outras (Adam et al., 2008; Bellafiore et al., 2008;
Souza et al., 2011; Vieira et al., 2011). Foram identificadas 486 proteinas secretadas por M.
incognita que permitem seu parasitismo em plantas, entre elas varias proteinas homdlogas as
proteinas vegetais, que podem estar associadas a regulacdo e crescimento celular, proteinas
responsaveis por desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio, formacao de células gigantes

e modificacdo da parede celular da planta (Bellafiore et al., 2008).

15



As plantas sdo atacadas por uma grande quantidade de patdgenos e para se defenderem,
dependem da imunidade inata das células e de sinais que derivam de locais de infeccdo, que as
tornam resistentes & maioria dos patdgenos (Chisholm et al., 2006). A ativacao do sistema de
defesa das plantas acontece em duas etapas, a primeira delas é desencadeada quando alguma
estrutura do patégeno, conhecida como PAMP’s (do inglés: Pathogen-Associated Molecular
Pattern) é reconhecida pela planta por receptores de reconhecimento padrdo (PRR’s) que
resulta em uma resposta de imunidade desencadeada pelo PAMP (PAMP-triggered immunity -
PTI), que é coordenada por linhas de sinalizacdo que se constituem em fitohormonios (acido
salicilico, etileno e é&cido jasmonico) que inicialmente podem causar interferéncia na
colonizacao (Erb et al., 2012). Quando o patégeno consegue interferir na primeira etapa de
defesa da planta, tendo sucesso, resulta em suscetibilidade desencadeada pelo efetor (Effector-
triggered susceptibility - ETS), que também pode ser reconhecida pelos receptores das plantas
e assim ocorrer a imunidade desencadeada pelo efetor (Effector-triggered immunity - ETI),
sendo a segunda resposta de defesa da planta, geralmente esse processo causa a morte celular
no local de infecgéo, pela reacdo de hipersensibilidade (RH) (Jones & Dangl, 2006). As plantas
utilizam uma variedade de estratégias de defesa, como a producao de fitoalexinas, terpenoides
e isoflavonoides, espécies reativas de oxigénio, que é uma das primeiras respostas de defesa da
planta e que esta ligada ao fortalecimento e espessamento das paredes celulares (Jasmer et al.,
2003; Rosso et al., 2011; Haegeman et al., 2012).

As proteinas de vigilancia das plantas que as protegem de patdgenos sdo produtos de
genes especificos de resisténcia (genes R) (Williamson & Kumar, 2006). De acordo com a
teoria gene-a-gene de Flor (1956), para cada gene de resisténcia existente no hospedeiro ha um
gene de aviruléncia no patégeno (Avr). O gene R reconhece o Avr do parasita ocorrendo uma
interacdo genética, que resulta em uma ativacdo de resposta de defesa que impede o
desenvolvimento do patégeno (Jasmer et al., 2003).

Genes de resisténcia contra Meloidogyne foram clonados e mapeados, como o gene Mi-
1 (Milligan et al., 1998; Vos et al., 1998), Mi-3 (Yaghoobi et al., 2005), Mi-9 (Ammiraju et al.,
2003), Me3 (Djian-Caporalino et al., 2001), Rmc1 (Rouppe van der Voort et al., 1999), Rk e
Rk2 (Petrillo et al., 2006). Geralmente a resisténcia se baseia em impedir que sitios funcionais
de alimentacdo sejam desenvolvidos pelo nematoide apds a invasdo, impedindo a finalizacdo
do ciclo de vida, como observado por Mattos et al. (2019) que encontraram uma nova fonte de
resisténcia em Oryza glumaepatula Steud. a M. graminicola Golden & Birchfield ,1965, onde
foi observada apdés dois dias da inoculacdo com J2 a RH das plantas, acompanhada de poucos

J2 estabelecidos e raras células gigantes. Albuguerque et al. (2010) mostraram que plantas
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resistentes de café (Coffea arabica L.) ndo permitiram a inducdo de células gigantes, o
estabelecimento de sitios de alimentacdo e a maioria dos nematoides que penetraram na raiz
ndo foram capazes de se transformar em estdgios mais avancados de desenvolvimento,
mostrando a eficiéncia dos genes de resisténcia em impedir o desenvolvimento do patégeno.
Das et al. (2008) mostraram que plantas que apresentavam o locus Rk, apresentaram diferencas

na vacuolizacdo de células gigantes, que afetava o desenvolvimento dos nematoides.

2.5 Meloidogyne spp. em feijdo-caupi

Embora mais de 30 espécies de nematoides ja terem sido associadas a essa cultura, 0s
nematoides do género Meloidogyne com destaque para 0s das espécies M. incognita e M.
javanica, é considerado o grupo de nematoides mais importante para a cultura do feijao-caupi
por causar reducdo na produtividade (Fery et al., 1994; Gomez, 2004; Silva & Athayde
Sobrinho, 2017). A colonizagdo desses organismos nas raizes de feijao-caupi causa perda de
eficiéncia na captacdo de 4gua e nutrientes pelo sistema radicular, com sintomas reflexos como
crescimento reduzido, sistema radicular escurecido, deficiéncia nutricional, reducdo de vigor e
reducéo do tamanho das folhas (Villeth et al., 2015). Com base no arsenal génico das plantas
relacionados a mecanismo de defesa, um dos métodos mais eficientes e com menores custos
para a reducdo das perdas causadas por esses microrganismos € a resisténcia genética (Starr et
al., 2002).

No feijdo-caupi, por muitos anos, um unico loco foi considerado para conferir
resisténcia ao nematoide-das-galhas, denominado Rk (Fery & Dukes, 1980). O loco Rk se
mostrou dominante para a supressao eficaz de isolados de M. incognita, M. javanica e M. hapla.
Geralmente a resisténcia pos-infeccéo esta associada a morte celular que € resultante da resposta
de reacdo de hipersensibilidade (Phan et al., 2018). Porém um estudo realizado por Das et al.
(2008) mostrou que os nematoides-das-galhas foram capazes de iniciar e manter células
gigantes aparentemente saudaveis em plantas de feijao-caupi que apresentam o locus Rk, mas
a partir de nove dias apo6s a infeccdo foram observadas diferencas significativas na vacuolizacédo
das células gigantes, onde os autores acreditaram ser preenchidas com hidrolases e toxinas que
privaram o nematoide de receber os nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento, quando
comparadas a raizes de plantas suscetiveis. Também ndo houve diferenca na producdo de
espécies reativas de oxigénio entre plantas suscetiveis e aquelas com o gene Rk concluindo que
a resisténcia mediada por esse gene envolve uma reacdo de resisténcia retardada, onde os

nematoides penetram, porém, ndo se desenvolvem normalmente.
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Outros genes foram encontrados associados a resisténcia do nematoide-das-galhas,
como Rk2 e rk3. O Rk2 foi introduzido por Roberts et al. (1996) quando observaram a alta
resisténcia do acesso 1T84S-2049 que era resistente a populacdo de M. incognita virulenta ao
gene Rk e concluiram que a alta resisténcia era controlada por um Unico gene completamente
dominante e associada ao locus Rk resultando em uma resisténcia dominante adicional. O rk3
é um alelo recessivo que foi estudado no genétipo H8-8R e, através de cruzamentos, mostrou
ser o primeiro gene nao ligado ao locus Rk, ocorrendo uma resisténcia ampliada quando ha
combinagdo do Rk com o rk3, abrindo novas possibilidades de combinagdes génicas que pode
resultar em formas de resisténcia mais eficazes comparadas com aquela conferida apenas pelo
Rk (Ehlers et al., 2000).

Um estudo recente com o objetivo de desenvolver marcadores para selecdo de
resisténcia identificou um importante QTL no genoma do feijdo-caupi, designado QRk - vu11l.1,
com grande impacto sobre o indice de galhas e producdo de massa de ovos (Huynh et al., 2015).
O QRk-vull.1 é um loco multialélico onde se localiza o loco Rk encontrado em 1980 por Fery
& Dukes.

Outra fonte de resisténcia foi encontrada em um novo QTL nomeado QRk-vu9.l,
confirmada por genotipagem e que ndo corresponde ao locus Rk?, conforme era esperado. Esse
novo QTL trata-se de um novo loco que mostrou um efeito aditivo de resisténcia quando
combinado com QRk-vull.l, interferindo no desenvolvimento de M. incognita e M. javanica
em estagios iniciais de infeccdo (Santos et al., 2018). Essas descobertas conjuntamente com o
sequenciamento do genoma do feijdo-caupi possibilitaram mapear os grupos de ligacdo nos
cromossomos, sendo o QRk-vull.l mapeado no cromossomo Vu04 e o QRk-vu9.1 no
cromossomo Vull (Ndeve et al., 2018; Santos et al., 2018; Lonardi et al., 2019). Além desses,
outra fonte de resisténcia foi encontrada no cromossomo Vu0l que teve contribui¢cdo na
variacdo fenotipica com plantas infectadas com populagfes de M. incognita e M. javanica
virulentas ao gene Rk (Ndeve et al., 2018).

Essas fontes de resisténcia foram introduzidas em cultivares nos Estados Unidos e na
zona tropical da Africa (Hall, 2004), e embora esses genes sejam efetivos para um
gerenciamento primario desses nematoides, isolados virulentos de M. incognita para o gene Rk
foram encontrados, como também esses genes mostraram ter baixa ou quase nenhuma
expressao de resisténcia a maioria das populacdes de M. javanica (Roberts et al., 1995; Ehlers
et al., 2000). Estudos realizados com cultivares brasileiras de feijdo-caupi mostraram que
poucos materiais com resisténcia aos principais nematoides causadores de danos nessa cultura

estdo disponiveis, como observado por Torres Junior (2018), que todas as cultivares avaliadas
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apresentaram fator de reproducdo (FR) > 1,0, demonstrando potencial suscetibilidade a M.
incognita. Magalhdes (2018) avaliou cinco cultivares brasileiras ao parasitismo de Meloidogyne
Spp. e observou que somente a cultivar “Sempre Verde” foi resistente a todas as espécies
testadas. Outro trabalho recente que buscou fontes de resisténcia em cultivares comerciais
brasileiras encontrou duas cultivares resistentes a M. incognita e M. javanica, sdo elas BRS
Milénio e BRS Imponente (Dias, 2020).

O conhecimento e utilizacdo da resisténcia baseada em um conjunto de genes é eficaz
para diversas popula¢des do nematoide-das-galhas, porém néo se sabe ao certo a especificidade
para diferentes espécies de Meloidogyne, além do mais 0s nematoides pertencentes a esse
género, apesar de se reproduzirem por partenogénese, sao organismos poliploides, sugerindo
que essa condicao pode apoiar uma diversidade de funcdes e uma melhor aptiddo em diversos
ambientes, inclusive no sucesso parasitario e supressdo de resisténcia (Blanc-Mathieu et al.,
2017). Como também, a presenca consideravel de elementos transponiveis nesses organismos
tem impacto funcional, desempenhando um papel na plasticidade do genoma, também atuando
na superacdo de resisténcia (Kozlowski et al., 2020), apresentando assim, consideravel
variabilidade com diferentes niveis de viruléncia, sendo necessario a constante busca de fontes
adicionais de resisténcia a esses patdgenos (Ndeve et al., 2018).

Para o melhoramento e desenvolvimento de novas populacdes e cultivares de feijao-
caupi contamos com a disponibilidade de material genético presente em colecbes de
germoplasma no Brasil e no mundo, disponiveis em quatro tipos: Colecdo de base de ambito
internacional, que tem como principal objetivo assegurar o material genético para os programas
de melhoramento de todos o0s paises que tiverem interesse. No caso do feijdo-caupi a colecdo
base esta localizada no IITA (International Institute of Tropical Agriculture) na Nigéria,
contendo cerca de 16.650 acessos coletados em 100 paises (Freire Filho et al., 2011b; IITA,
2020). A Colecéo de base de &mbito nacional pertence a Embrapa Cenargen (Centro Nacional
de Recursos Genéticos e Biotecnologia) contendo em torno de 4.000 acessos (Wetzel et al.,
2005). A Colecdo ativa, que se localiza na Embrapa Meio-Norte possui aproximadamente 3.500
acessos e no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara, com cerca de 941
acessos (Freire Filho, 2011b; Tedfilo et al., 2013; Holanda et al., 2019). As colecdes de
trabalho, restritas ao manuseio do melhorista estdo localizadas na Embrapa Meio-Norte, no
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) e na Embrapa Semiarido. Outras instituicdes como
0 USDA, University of California — Riverside, World Vegetable Center e o Institute of Plant
Industry também contam com grandes colec¢des de germoplasma (CGIAR, 2020)
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O melhoramento do feijdo-caupi no Brasil tem como principais objetivos incrementar a
adaptabilidade, produtividade, porte, resisténcia a doencas e pragas como também aumentar
teores nutricionais (Freire Filho et al. 2011a). A existéncia de populagdes virulentas de
Meloidogyne ao gene Rk em &reas de producéo de feijdo-caupi tornaria a resisténcia mediada
por esse gene ineficiente. Além disso, os efeitos da presséo de selecdo levam os nematoides-
das-galhas a superar a resisténcia, 0 que torna necessario identificar e incorporar fontes

adicionais de resisténcia no desenvolvimento de novas cultivares.

20


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0044-59672015000300243#B20

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area experimental e condicdes dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo na Estagdo Experimental de
Biologia (EEB) da Universidade de Brasilia (UnB). As avaliacdes foram realizadas no
Laboratério de Nematologia da EEB e no Laboratério de Nematologia Vegetal do
Departamento de Fitopatologia da UnB. Todos os experimentos foram conduzidos em sacos
plasticos de 4 litros contendo uma mistura de solo, areia esterilizada e substrato comercial
Bioplant® autoclavado na proporcao de 2:1:1. Foram feitas adubac¢Ges com NPK 4-14-8 no
plantio e adubacéo de cobertura 30 dias ap6s o plantio (DAP) com osmocote. A irrigacdo foi

realizada diariamente e o controle de pragas e doencas ocorreu de acordo com a necessidade.

3.2 Eletroforese de isoenzima para identificacdo das espécies de Meloidogyne e

multiplicacdo em tomateiro

O indculo de M. incognita raca 3 foi obtido na regido Oeste da Bahia por Lopes et al.
(2019) e o de M. javanica na Regido Integrada de Desenvolvimento Econdmico do Distrito
Federal e Entorno (RIDE) (Alves, 2015), os quais foram mantidos em plantas de tomate cv.
Santa Clara. Para confirmagdo do inoculo foram extraidas fémeas jovens utilizando um
microscopio estereoscopio com auxilio de pinca e estilete, que em seguida foram colocadas em
tubos com solucdo tampé&o de extracdo (3 a 5 pl de solugéo de sacarose + Triton X 100). Os
tubos permaneceram em recipiente de isopor com gelo durante todo 0 processo.

A eletroforese izoenzimatica foi realizada em aparelho vertical modelo LCV — 10 x 10
NC (Loccus do Brasil), seguindo a metodologia descrita por Esbenshade & Triantaphyllou
(1990), adaptada por Alonso & Alfenas (1998). Para a identificacdo dos nematoides foi
utilizado um diagrama de bandas, com fendtipos de esterase, tendo M. javanica como padrdo
(Carneiro et al., 2016). Apos a identificacdo das espécies de Meloidogyne, os nematoides foram
multiplicados em tomateiros cv. ‘Santa Clara’ (Solanum lycopersicum L.) mantidas em casa de

vegetacao para posterior extracdo de ovos.

3.3 Extracéo de ovos de nematoides a partir de raizes de tomateiro

Apds 90 dias da inoculacdo das plantas de tomate, as raizes foram separadas, lavadas
em agua corrente, fracionadas em pedacos de 1 a 3 cm e trituradas em liquidificador por 30
segundos em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) na concentragdo de 0,5 % para obtengéo

dos ovos de acordo com a técnica desenvolvida por Coolen & D’Herde (1972) onde as raizes
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foram trituradas e transferidas para uma sequéncia de peneiras com diferentes tamanhos: 60,
200 e 500 mesh. Os ovos que ficaram retidos na peneira de 500 mesh, foram lavados com agua
corrente até que o hipoclorito fosse completamente lavado. A suspenséo de ovos foi recolhida
e passada por um processo de centrifugacdo em duas etapas. Na primeira por cinco minutos na
velocidade de 3.500 rpm, e ao final, descartando o sobrenadante e na segunda por um minuto
com velocidade de 1.500 rpm com solucédo de sacarose 50 %. Ap0s a segunda centrifugacdo o
sobrenadante foi passado na peneira 500 mesh e lavados em agua corrente retirando toda
solucdo de sacarose. Ap0s a recuperagdo do material na peneira, foi utilizado uma placa de
contagem de Peter com o auxilio de um microscopio optico, os ovos presentes foram contados
e posteriormente inoculados nas plantas e realizado o teste de eclosdo, onde por quatro semanas

foram contados os juvenis eclodidos dos ovos para a correcdo do fator de reproducéo (FRc).

3.4 Avaliacéo do in6culo de Meloidogyne javanica

Com o objetivo de avaliar a capacidade reprodutiva de M. javanica e os efeitos de niveis
crescentes de indculo do nematoide sobre o desenvolvimento vegetativo do feijdo-caupi para
futuras avaliacOes de resisténcia, foram utilizados trés genotipos, IT93K-503-1 considerado
resistente (Huynh et al., 2015) e dois genédtipos AM36-1 e MNC-06-909-68 em que foi
observada a multiplicacdo do nematoide.

Os experimentos foram realizados em casa de vegetacdo, com tamanho e contetdo dos
vasos e adubagdes como descrito no tépico 3.1 com temperatura média de 22,9 °C com
temperatura maxima e minima de 14,8 e 36,5°C respectivamente. Apds a abertura do trifélio
aos 17 DAP foram inoculadas as seguintes populagdes iniciais (PI) de cada nematoide: O (zero);
5.000; 10.000; 15.000; 20.000 ovos por planta. O delineamento foi inteiramente casualizado
com 15 tratamentos em esquema fatorial 5x3 (in6culo do nematoide x genotipos) com 6
repeticdes. Aos 60 dias ap6s a inoculagdo (DAI) foram avaliados: o didmetro do caule, em
centimetros (DC), altura das plantas em centimetros (ALT), peso da parte aérea em gramas
(PPA), peso das raizes em gramas (PR) populacgéo final de ovos e J2 (PF) e o fator de reproducao
(FR). O diametro foi medido por paquimetro digital e para medicao da altura das plantas foi
utilizada trena. O peso da parte aérea foi mensurado utilizando balanca eletrdnica, marca Even,
modelo BL-1200AS-BI. Para determinacdo da populacdo final, as raizes foram processadas
pelo método de extracdo proposto por Coolen & D’Herde (1972) como mencionado no topico
3.3. O FR foi calculado pela razéo entre a PF/ PI, no qual os gendétipos que apresentam FR <
1,0 s@o considerados resistentes, e 0s que apresentam FR > 1,0 sdo considerados suscetiveis e
FR = 0 sdo considerados imunes (Oostenbrink, 1966).
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3.5 Avaliacao das reacgdes dos genoétipos de feijdo-caupi a M. incognita e M. javanica

Foram avaliados 24 gendtipos de feijao-caupi, sendo 18 gendtipos de feijdo-caupi
cedidos pela Embrapa Meio-Norte, duas cultivares nigerianas consideradas resistentes (IT84S-
2049 e I1T93K-503-1), quatro isolinhas desenvolvidas pela Universidade da Califérnia —
Riverside que se diferem pela auséncia ou presenca de genes de resisténcia e o tomate cv. Santa
Clara, que ndo foi considerado como tratamento, mas apenas para confirmacéo da viabilidade
do in6culo. As cultivares nigerianas e as isolinhas foram utilizadas como controle resistente e

suscetivel nos ensaios (Tabela 1).

Tabela 1. Gendtipos de feijado-caupi avaliados e a reacdo para Meloidogyne incognita e M.,

javanica.
Gendtipos Genes de resisténcia Reacéo Referéncias
M. M.
incognita javanica
Cordeiro 2 - - -
Arcoverde 5 - - -
Juazeiro 2 - - -

Sao benedito 6 - - -

Bico de ouro 1-5- - - -
26
Pingo de ouro 1-5- - - -
26
Taua 9 - - -

Casa amarela 2 - - -
MLB57 - - -
Am60-1 - - -
Am36-1 - - -
Am14-1 - - -
MNC-06-909-68 - - -
MNC-06-909-14 - - -
MNC-06-958-1 - - -
MNC-04-769F-55 - - -
MNC-04-792F-158 - - -
MNC-04-907-35 - - -

IT93K-503-1 QRk-vull.l resistente resistente  Huynh et al., 2015
IT84S-2049 RKkRk/RK2Rk2/QRk-vu9.1  resistente resistente  Roberts et al., 1996;

Santos et al., 2018
NIL-2-genes RkRk/QRKk-vu9.1 resistente resistente  Ndeve et al., 2018
NIL-3-genes RKRk/QRk-vu9.1/ cb3 resistente resistente Ndeve et al., 2018
NIL-CB3-egg ch3 resistente  suscetivel  Roberts et al., 1996
CB46-Null - suscetivel suscetivel  Ndeve et al., 2018
Tomate - suscetivel suscetivel
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Os ensaios foram realizados em delineamento inteiramente casualizado, com 24
tratamentos x 6 repeticbes x 2 repeticdes no tempo (Exp. 1 e 2) Foi realizado um terceiro
experimento apenas com 0s materiais que obtiveram FRs menor ou igual a 1, com a finalidade
de confirmar a resisténcia. A inoculagdo foi realizada 17 DAP com 15.000 ovos de M. incognita
e M. javanica e eventuais juvenis de segundo estadio (J2), com auxilio de uma pipeta de 10 ml
em quatro orificios distantes 2 cm do caule. Para cada experimento, foi realizado o teste de
ecloséo para avaliar o percentual de J2 que eclodiram em 1 ml para assegurar a viabilidade do
indculo e corrigir o fator de reproducdo (FRc). As temperaturas maximas, minimas e médias na

casa-de-vegetacdo durante a realizacdo dos experimentos podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2. Temperaturas (°C) na casa de vegetacdo no periodo de realizacdo dos experimentos
na Estacdo Experimental de Biologia, Brasilia, Distrito Federal, 2020.

Experimento’ Maxima Minima Média
Experimento 1 Mi 34,9 15,7 23,42
Experimento 2 Mi 31,3 15,4 21,95
Experimento 1 Mj 33,4 15,7 22,34
Experimento 2 Mj 36,5 14,8 22,85

IMi = M. incognita; Mj = M. javanica

A avaliacio foi realizada 60 DAI das seguintes variaveis: indice de galhas (IG), massa
fresca da raiz em gramas (MFR), total de ovos e J2 (PF), total de ovos e J2/grama de raiz (NGR)
e o fator de reproducdo (FR). O IG corresponde a quantidade de galhas em cada raiz e foi
avaliado conforme a escala desenvolvida por Bridge e Page (1980) (Figura 1).

A pesagem das raizes para determinacdo da MFR foi realizada em balanca eletronica,
marca Even, modelo BL-1200AS-BI. Apos pesadas, as raizes foram processadas pelo método
de extracdo proposto por Coolen & D’Herde (1972) como mencionado no topico 3.3. Para
conservacao das amostras, foi utilizada solucdo de Golden X (Hooper, 1986). A determinacéo
da PF para cada repeticdo foi realizada a partir de contagem utilizando lamina de Peter em
microscépio optico. O FRc foi calculado pela razdo entre a PF/populacdo de juvenis,
mensurados pelo teste de eclosdo. A classificagdo quanto a resisténcia foi apresentada no item
3.4. A quantidade de ovos e J2/grama de raiz foi calculada pela razéo entre o total de ovos e J2/
MFR.
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Figura 1. Escala de notas de Bridge & Page (1980) dos niveis de infestacdo de nematoide-das-
galhas em raizes. onde: 0 = sem galhas no sistema radicular; 1 = muito poucas, galhas pequenas
nas raizes secundarias e de dificil visualizacdo; 2 = muito poucas e pequenas galhas nas raizes
secundarias podem ser vistas; 3 = galhas podem ser facilmente vistas na maioria das raizes,
exceto na raiz principal, o tamanho varia de muito pequeno a pequeno; 4 = sistema radicular
estd obviamente com galhas, algumas galhas grandes podem ser vistas nas raizes secundarias e
muito poucas saliéncias podem ser vistas na raiz principal; 5 = geralmente grandes galhas
podem ser vistas no sistema radicular e a raiz principal € ligeiramente galhada com galhas de
tamanhos diferentes; 6 = galhas grandes, raiz principal fortemente galhada; 7 = galhas grandes
e galhas grandes coalescidas na raiz principal e secundarias, respectivamente; 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.

3.6 Avaliacéo do ciclo de vida de Meloidogyne incognita em raiz de feijdo-caupi
carregando o gene NIL-CB3-egg

Buscando avaliar a penetracdo de M. incognita em raiz da isolinha NIL-CB3-egg
portadora de gene que permite a multiplicagdo do nematoide, porém sem a formacéo de galhas,
foi utilizada o gen6tipo MNC-04-792F-158 como padrdo de suscetibilidade. Para a avaliagdo
da penetragdo, migracdo e formacdo de galhas, o experimento foi conduzido em casa de

vegetacdo, procedeu-se a semeadura em copos plasticos com capacidade para 550 ml, contendo
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areia e substrato autoclavados na proporcdo 1:1. Foram mantidas 30 plantas de cada genétipo,
uma por copo. Aos 17 DAP cada planta foi inoculada com 5.000 juvenis. As avaliaces foram
realizadas a cada 72 h, até o 24 DAI. Para coloracdo dos nematoides no interior das raizes foi
aplicada a metodologia de Byrd et al. (1983) pela qual as raizes foram lavadas e mergulhadas
em 200 ml de solucdo aquosa de NaOCI a 5,25% por quatro minutos e, apos lavadas foram
mantidas em béquer com agua por 15 minutos para retirar o excesso de NaOCI. Em seguida,
para colorir as raizes, estas foram cortadas e transferidas para um béquer com uma solugédo
preparada com 40 ml de agua destilada e 2 ml de solucdo estoque de fucsina (1,25 g de fucsina
acida, diluida em 125 ml de acido acético glacial e 375 ml de agua destilada). A solucéo
contendo as raizes foi aquecida em micro-ondas por 45 segundos. Apos resfriamento em
temperatura ambiente, as raizes foram descoradas com agua fria e posteriormente observadas
ao microscopio estereoscopico. Partes das raizes que mostraram a presenca do nematoide foram
montadas em laminas com uma gota de glicerol e levadas ao microscopio de luz, onde foram

analisadas.

3.7 Analise estatistica

Para o ensaio de concentracdo de indculo, os resultados foram submetidos & anélise de
variancia e regressao com auxilio do programa SISVAR 5.6 (Ferreira, 2019). Os dados de peso
das raizes (PR), populacao final (PF) e fator de reproducdo (FR) foram transformados para
\x+0,5 e todos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e aplicado o teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade para analise comparativa das médias.

Os dados de avaliacdo de resisténcia foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e para normalizacdo dos dados originais de massa fresca da raiz (MFR), nematoides por
grama de raiz (NGR), Populacéo final de nematoides (PF), e o Fator de reproducéo (FR) foi
utilizado a transformagao para Vx+0,5. Dados transformados foram submetidos & anélise de
variancia e aplicado o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade para analise comparativa das

médias.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo do inéculo de Meloidogyne javanica

N&o foram observadas diferencgas estatisticas (P>0,05) entre as concentracdes de
inoculo para as variaveis ALT, DC e PPA (dados nao apresentados) e ndo houve interacéo entre
as variaveis. Foi significativo o efeito da densidade crescente de indculo de M. javanica no
desenvolvimento das raizes (PR) dos genotipos de feijdo-caupi. Foi observado aumento no peso
das raizes até a concentragio de 14x10° e depois foi observado a reducéo de peso (Figura 2). O
gendtipo 1T93K-503-1, teve os menores valores nas concentragdes de indculo de 5x103
15x102, 20x10% ovos/juvenis e os maiores valores foram encontrados no genétipo MNC-06-
909-68.

Quanto a populacdo final (PF), o genotipo IT93K-503-1 teve valores inferiores aos
demais para todas as concentragdes ndo havendo diferenca entre as concentracdes iniciais de
in6culo, enquanto o gendtipo Am36-1 teve as maiores populacbes encontradas entre os trés
gendtipos. Para Am36-1 e MNC-06-909-68 houve aumento da populagio até 14x10° e entdo
foi observada a diminuicdo da populacdo a partir desse ponto (Figura 3).

3.5 A y=-0.0006x: +0.0094x2 + 0.0882x + 0.4185
R?=0.9394*

W v =-0.002x¢ + 0.0436x2- 0.0515x + 0.4107
3 R?=0.9248* .
@ y=-0.0015x* +0.0353x? - 0.1006x + 0.1827 .
R?=0.9727* - -~.

0 5 10 15 20 25

€ 1T93K-503-1 HEMNC-06-909-68 A Am 36-1

Figura 2. Peso das raizes (PR) dos genotipos de feijado-caupi inoculados com Meloidogyne
javanica, com populacdes iniciais de 0; 5.000; 10.000; 15.000 ou 20.000 ovos e juvenis /planta.
*Significativo a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Populagdo final (PF) dos gendtipos de feijdo-caupi inoculados com Meloidogyne
javanica, com populac¢6es iniciais de 0; 5.000; 10.000; 15.000 ou 20.000 ovos e juvenis/planta.
*Significativo a 5% de probabilidade.

Para a variavel FR, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracoes de indculo,
exceto a 0 para o geno6tipo IT93K-503-1. Os maiores FR para Am36-1 e MNC-06-909-68 foram
os das concentragdes de indculo de 5x10°, 10x10%e 15x10° (Tabela 3). Para 0 gen6tipo Am36-
1 o maior FR foi observado na concentracdo 14x10°, para MNC-06-909-68 na concentracéo
8x10°. Dentro de cada concentracio de indculo houve diferenca estatistica dos trés gendtipos

nas concentragdes 10 x 10%e 15 x 10° (Figura 4).

Tabela 3. Fator de reproducdo (FR) em diferentes gendtipos de feijdo-caupi para diferentes
concentracOes de indculo de Meloidogyne javanica, Brasilia, Distrito Federal, 2020.

tConcentracdo de indculo

Gendtipos 0 5x10° 10 x 103 15x10° 20 x 103
IT93K-503-1 0,00 Ba 0,04 Ab 0,10 Ac 0,09 Ac 0,01 Aa
MNC-06-909-68 0,00 Ba 2,12 Aa 1,52 Ab 1,71 Ab 0,53 Ba
Am36-1 0,00 Da 2,41 Ba 10,72 Aa 9,69 Aa 0,96 Ca

Meédias seguidas com letras mailsculas nas linhas, ndo diferem entre si, com relagdo a concentragdo de indculo
para cada genotipo pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

Meédias seguidas com letras mindsculas nas colunas, ndo se diferem entre si, com relacdo aos gen6tipos para cada
concentragdo de inoculo. pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

"Concentracgdo de indculo medida em ovos/planta.
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Figura 4. Fator de Reproducdo (FR) dos gendtipos de feijdo-caupi inoculados com
Meloidogyne javanica, com popula¢6es iniciais de 0; 5.000; 10.000; 15.000 ou 20.000 ovos e
juvenis/planta. * Significativo a 5% de probabilidade.

4.2 Selecéo para resisténcia a Meloidogyne javanica

Apenas 0 gendtipo controle IT93K-503-1 foi considerado resistente no primeiro
experimento (Exp. 1) com FR < 1, sendo agrupados com os outros controles NIL-3-genes, NIL-
2-genes, 1T84S-2049, porém eles apresentaram FR > 1 (Tabela 4). O gen6tipo Am36-1 foi a
que apresentou o maior valor de FR.  No experimento 2 (Exp.2) os controles de resisténcia
tiveram valores de FR < 1. Os outros genotipos apresentaram valores entre 2,05 <FR <11,98.
Os gendtipos Am14-1, MNC-06-909-68, Bico de ouro 1-5-26, CB46-Null, MNC-06-909-14,
S. Benedito 6 e NIL-CB3-egg compde o segundo grupo estatistico com FRs variando de 2,05 a
3,54. O gendtipo Arcoverde 5 apresentou maior média de FR (Tabela 4).

No Exp. 1 a PF formou cinco grupos estatisticos que variou entre 2.700 < PF < 244.766,
sendo o grupo com menor PF composto pelo gendtipo Juazeiro 2 e os controles de resisténcia
e 0 maior grupo com o genotipo Am36-1. No Exp. 2 a PF teve um intervalo de 2.222 < PF <
280.280, sendo NIL-CB3-egg o gendtipo com a maior média. Os controles apresentaram as
menores médias de PF nos dois experimentos (Tabela 4).

O peso das raizes variou entre 0,44 < MFR < 8,12 no Exp. 1 e 0,37 < MFR < 6,61 no
Exp. 2. Em geral as raizes foram mais pesadas no Exp. 1. Para o pardmetro NGR as médias
foram de 3813,39 < NGR < 104783,45 e 6000,63 < NGR < 44.131,13 no Exp. 1 e 2

respectivamente. Os controles de NIL-2 genes e NIL-3 genes apresentaram valores de média
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maiores no Exp. 1. Os genotipos Juazeiro 2, MNC-04-792F-158 e Pingo de ouro 1-5-26 apesar

de apresentarem valores de FR > 1, foram observados menores valores de NGR (Tabela 4).
As médias do IG (Tabela 4) no Exp.1 variaram de 2 a 6,83 no Exp. Leno Exp.2de 2 a

7 sendo os materiais controles utilizados, considerados resistentes tiverem o 1G < 3, enquanto

0s que eram considerados suscetiveis apresentaram IG > 4 (Figura 2)
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Tabela 4. Reacdo de acessos de feijdo-caupi inoculados com 15.000 ovos e eventuais juvenis de Meloidogyne javanica, baseada na populagao final (PF), massa fresca da raiz (MFR), nematoides
por grama de raiz (NGR), fator de reproducéo (FR), fator de reproducdo corrigido (FRc) e indice de galhas (IG), Brasilia, Distrito Federal, 2020.

PF2 MFR (g) NGR FR FRc? IG Reaco’

Tratamento* Exp.1  Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp. 1 Exp.2 Exp.l Exp.2 Exp.l Exp.2 Exp.l Exp.2 Exp.1 Exp.2
p. XPp. XPp. Xp. Xp. Xp. XPp. XPp. XPp. XPp. Xp. Xp. Xp. XPp.
IT93K-503-1 2.700 a 2222a 133a 0,37a 3.813,39a 6.93937a 0,18a 0,15a 0,26a 0,22a 2,00a 200a R R
NIL-3-genes 13.990a 5898a O044a 074a 50.667,11b 6.00063a (093a 039a 1.33a 058a 240a 200a S R
NIL-2-genes 14.253 a 8.322a 047a 053a 4249875b 14.59938a (0954 055a 1.35a 08la 220a 200a S R
1T84S-2049 16.508 a 7947a 187b 0,85a 6.976,40a 10.528,33a 1,10a 053a 157a 0,78a 200a 200a S R
Juazeiro 2 28.051a 21.163b 250a 211a 16.727,31a 7.26553a 187p 141b 267b 206b 350b 517¢ S S
Aml4-1 30.648 b 52.968c 356b 6,28c¢c 17.350,84a 9.39506a 204b 353b 291b 517c 367b 6,83d S S
MNC-06-895-1 34.828b 23.045b 0,82a 157a 51.24292b 14.330,91a 232b 154b 331 b 225b 350b 280a S S
MNC-06 -909-68 41.368b  49.345c 3,28b 339b 12.32443a 27.440,28b 262p 329b 3,73b 48lc 367b 433c S S
MNC-04-792F-158 42.326b 31.013b 3,81b 3,18b 14.486,22a 14.656,82a 282b 2,07b 402b 303b 440c 7,17d S S
Bico de ouro 1-5-24 42.440b  24.224b 150a 096a 34.449,03b 21.200,70a 283p 161b 403b 2,05b 360b 4,67c S S
CB46 — Null 47.309b 20.971b 0,76a 198a 70.182,85c 16.091,42b 3,15b 1,40b 450 b 236b 4,00c 4,17c S S
MNC-06 -909-14 48.834b 36.246c 2,66a 2,04a 25.227,44a 18.456,09b 326b 242c 4,64b 354b 467c 260a S S
S. Benedito 6 52.373b  42458c 3,72b 162a 16.693,76a 25.416,76b 349p 283c 498b 414c 420c 4,60c S S
MNC-04 -769F-55 63.688c 74.377d 452b 661c 13.911,24a 12930,13a 425b 496c 605b 726c 4,60c 7,00d S S
Casa amarela 2 72959c¢ 71.665d 4,75b 391b 14.01871a 18.88426b 486c 4,78c 694c 699c 400b 4,00b S S
Taud 9 79.688c 116.438d 6,31b 6,35c 16.987,20a 19.15027b s528¢ 7,76c 7.57¢ 11,36d 550d 6,50d S S
MLB-57 79.207c  45939c 1,98a 3,34a 43.77049b 13.79029a 531¢ 306c 7.53c 448c 4,60c 467c S S
MNC-04-907-35 85.604c 43.737c 397b 2,38b 21.629,70a 31.161,21b 57lc 292c¢ 8l4c 427c 550 d 467c S S
Am 60-1 92.778c 57.195¢c 4,99b 2,02a 2253857a 44.131,13b g19¢ 381c 882c 558c 460c 4,00b S S
Cordeiro 2 100.065c¢ 69.831c 352b 3,78b 29.597,06b 16.736,37a 667c 466c 95lc 68lc 430c 583d S S
NIL-CB3-egg 118.942c 280.280e 160a 11la 104.78345c 27.69607b 793¢ 187c 11,3c 273b 650e 440c S S
Arloverde 5 136.117d 122.745d 3,73b 564c 4594785b 24.76495b 907d 8,18d 1294c 1198d 4,83c 6,60d S S
Pingo de ouro 1-5-26  141.224d  73.289d 6,20b 525c¢ 22563,81a 14.39892a 941d 4,89d 1342c 7,15¢c 550d 533¢ S S
Am 36-1 244.766e 83.937d 812b 616c 34.37866b 22.86381b 1632d 560d 2327d 819d 683e 520c S S
Tomate 80.461 33798 4,30 1,04 17.855,10 33.762 5,36 2,25 7,65 3,30 575 6,00 S S
CV (%) 33,44 32,72 30,02 29,74 41,61 34,1 28,84 26,47 30,13 28,02 22,11 19,5

!Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

2Transformagdes realizadas: Populagéo final, massa fresca da raiz, nematoide por grama de raiz e fator de reprodugo foram transformados para Vx+0,5
30 para o calculo do fator de reproducéo corrigido (FRc) foi utilizada a populagéo inicial de 10.520 para o Exp. 1 e 10.250 para 0 Exp. 2.
“Classificacdo proposta por Oostenbrink (1966), onde S = suscetivel; R = resistente.

O experimento 1 foi realizado do dia 03/12/2019 a 17/02/2020; O experimento 2 foi realizado do dia 28/09/2020 a 10/12/2020.
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Figura 5. Exemplos de notas atribuidas de indice de galhas (IG) as raizes de feijdo-
caupi apos inoculacdo com Meloidogyne incognita e M. javanica, segundo Bridge e
Page (1980). A: nota 1; B: nota 2; C: nota 3; D: nota 4; E: nota 5; F: nota 6; G: nota 7,
H: nota 8; I: nota 9
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4.3 Selecdo para resisténcia a Meloidogyne incognita

Nos Exp. 1 e 2 os genétipos MNC-06-895-1, MLB-57, MNC-06 -901-14, MNC-06-
909-68, MNC-04-907-35 e Am60-1 foram consideradas resistentes por apresentar valor de FR
< 1, os controles de resisténcia também tiveram reacdo de resisténcia. Os demais materiais
apresentaram médias que variaram de 2,26 <FR <41,32 no Exp.1 e de 2,83 <FR <15,13. Em
geral os valores de FR foram maiores no Exp. 1. Os gendtipos Am14-1, Bico de ouro 1-5-26,
Cordeiro 2, Pingo de ouro 1-5-26, Arloverde 5, S. Benedito 6, Am36-1, Taud 9 e MNC-04-
792F-158 tiveram FRs maiores que o observado no padrdo de suscetibilidade CB46-Null.

A PF formou cinco grupos estatisticos no Exp. 1, as médias variando de 1.427 < PF <
541.234, no Exp. 2 ficou entre 266 < PF < 152.818. A média de peso das raizes foi de 0,99 <
MFR < 28,13 0s genotipos considerados resistentes tiveram as menores médias de MFR exceto
AmMG60-1 e MLB-57 no Exp. 1. No Exp. 2 o peso das raizes variou entre 0,83 < MFR < 12,35
com dois grupos estatisticos, o primeiro variando de 0,83 a 3,49 e o0 segundo de 4,39 a 12,35.

O NGR teve variagdo de 552,87 < NGR < 31.789,09 e formando quatro grupos
estatisticos, com as médias mais altas apresentadas por MNC-04 -769F-55, S. Benedito 6 e
MNC-04-792F-158. O NGR teve variacdo de 181,32 < NGR < 44.810,85 obtendo quatro
grupos estatisticos, com as medias mais altas apresentadas por NIL-CB3-egg e CB46-Null. Os
indices de galhas tiveram médias de notas de 1,33 < IG < 7,80 no Exp. 1 (Figura 2). Os
genotipos considerados resistentes juntamente com os controles resistentes tiveram 1G < 2,33,
e a isolinha suscetivel CB46-Null teve I1G = 7. As médias das notas dadas ao numero de galhas
no Exp. 2 tiveram o intervalo de 1,00 < IG < 6,33 (Figura 2), sendo o grupo com as menores
notas foram os genotipos considerados resistentes com IG < 1,67. O maior IG foi observado no

gendtipo Taua 9.
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Tabela 5. Reacéo de acessos de feijdo-caupi inoculado com 15.000 ovos e eventuais juvenis de Meloidogyne incognita, baseada na populagao final (PF), massa fresca da raiz (MFR), nematoides
por grama de raiz (NGR), fator de reproducéo (FR), fator de reproducdo corrigido (FRc) e indice de galhas (IG), Brasilia, Distrito Federal, 2020.

Tratamento PF MFR () NGR FR FRc 1G Reacdo!

Exp. 1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp. 1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2 Exp.1 Exp.2
IT93K-503-1 1427 a 1.296a 152a 2,30a 897,29 a 682,63a 0,10a 009a 0,11a 013a 140a 1,20a R R
IT84S-2049 2814 a 538a 254a 145a 897,08 a 496,62a 0,19a 004a 0,2la 005a 133a 167a R R
NIL-2 genes 3.024 a 446a 099a 0,83a 2.656,51a 54249a 0,20a 0,03a 023a 004a 140a 1,00a R R
MNC-06-895-1 3.208 a 818a 1,24a 1,05a 3.02499a 77840a 0,2l1a 005a 0,24a 008a 133a 125a R R
MLB-57 4.184 a 9.203b 6,39b 651b 552,87a 2.246,78a 028a 06la 032a 09l1a 140a 167a R R
MNC-06 -901-14 5.529 a 1.807a 243a 166a 2.446,96a 942,37a 037a 012a 042a 018a 200a 140a R R
MNC-06 -909-68 10.225 a 2615a 3,39a 6,24b 295381la 41333a 068a 017a 0,78a 026a 233b 140a R R
MNC-04-907-35 12.346 a 9513b 351a 458b 399492a 3.021,77a 082a 063a 094a 094a 1,60a 2,00b R R
Am60-1 12.613 a 6.399b 6,34b 389a 1.79167a 1.964,02a 084a 043a 09%a 063a 166a 1,83b R R
NIL-3 genes 12.742 a 266a 146a 150a 8.727,40b 181,32a 0,85a 002a 097a 003a 150a 100a R R
NIL-CB3-egg 29.570a 43.210c 16la 124a 24.07294c 42.786,93d 197a 288b 226a 428b 280b 3,00c S S
Casa amarela 2 55.288b 37.991¢ 848b 6,89b 7.36558b 6.421,90b 3,69b 253b 422b 3,76b 4,00c 4,00e S S
Juazeiro 2 69.605b 28581c 7,26b 9,05b 11.360,96b 3.05994a 464b 191b 531b 283b 420c 200b S S
CB46-Null 71.720b 126.607e 192a 3,49a 57.39896e 44.810,85d 4,78b 844d 547b 1254d 7,00d 580e S S
Am14-1 77.148b  42.102c 894b 764b 8381,28b 538342b 514b 28lb 589b 417b 350b 350c S S
Bico de ouro 1-5-26 89.029b 44.595c¢ 9,61b 6,89b 10.04533b 8.221,98b 594b 297b 680b 442b 483c 360c S S
Cordeiro 2 92936b 31.388c 6,79b 527b 17.04855c 8.42593b 620b 209b 7,09b 3,11b 483c 317c S S
Pingo de ouro 1-5-26 119.669b 85.102d 858b 5/12b 13.119,63c¢ 21.557,09¢ 7,98b 567c 9,14b 843c¢ 500c 5,00d S S
MNC-04 -769F-55 170.917c¢ 30.203c¢ 642b 439b 29.611,09d 859262b 11,39c¢c 2,01b 13,05¢ 299b 6,00d 2,00b S S
Arloverde 5 189.956¢ 69.688d 940b 7,54b 22219,04c 10.84362b 1266c 465c 1450c 690b 6,83d 5,17e S S
Sao benedito 6 246.012d 43921c¢ 7,67b 7,99b 31.789,09d 5547,10b 16,40d 293b 18,78d 4,35b 7,00d 3,00c S S
Am36-1 318.202d 142.697e 16,06c 12,35b 22.20958c 25.003,69c 21,21d 951d 2429d 1413d 6,83d 6,20e S S
Taua 9 489.428 e 152.818e 28,13d 8,28b 18.819,38c 25.97527c 32,63e 10,19d 37,36e 15,13d 7,80d 6,33f S S
MNC-04-792F-158 541.234e 87.563d 19,69c 8,39b 29.21533d 11.903,34b 36,08e 584c 4132e 867c 7,20d 583e S S
Tomate 207.549  65.416,8 3,51 1,835 69.141,97 37.807 13,85 4,36 15,83 6,48 15,84 6,5 S S
CV (%) 29,24 29,59 25,97 28,44 28,85 40,11 2485 22,76 2523 2429 22,10 13,61

!Médias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p <0, 05).

2Transformagces realizadas: Populacéo final, massa fresca da raiz, nematoide por grama de raiz e fator de reprodugéo foram transformados para Vx-+0,5
3Para o calculo fator de reproducéo corrigido (FRc) foi utilizada a populagio inicial de 13.100 para o0 Exp. 1 e 10.100 para o Exp. 2.

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

O experimento 1 foi realizado do dia 21/09/2019 a 11/12/2019; O experimento 2 foi realizado do dia 06/01/2020 a 26/03/2020.
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Na terceira repeticdo com os materiais que tiveram FR < 1 nos experimentos 1 e 2 com
M. incognita (Tabela 6), todos os materiais, exceto MLB-57, tiveram FR < 1 e baixos valores
de 1G confirmando mais uma vez a resisténcia de acordo com Oostenbrink (1966). A linhagem
MNCO06-895-1 teve o menor valor de multiplicagdo de nematoides (FR = 0,17), seguido de
MNCO04-901-14 (FR=0,25). O total de nematoides ficou entre 2.386 < Pf < 15.728 e 0 NGR
variou de 997,63 a 1.767,71.

Tabela 6. Reagéo de acessos de feijdo-caupi inoculado com 15.000 ovos e eventuais juvenis de
Meloidogyne incognita, baseada na populacdo final (PF), massa fresca da raiz em gramas
(MFR), nematoides por grama de raiz (NGR), fator de reproducdo (FR), fator de reproducao
corrigido (FRc) e indice de galhas (IG), Brasilia, Distrito Federal, 2020.

IMédias seguidas da mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p <0, 05).

Tratamento? PF?2 MFR NGR FR FRc®  IG Reac&o*
MNCO06-895-1 2.386 a 2,18a 997,63a 0,16a 017a 12a R
MNCO04-901-14  3412a 3,00a 1.20794a 0,23a 025a 1l4a R
MNCO06-909-68 4.476a 6,21b 638,27a 0,30a 0,33a 1la R
MNCO4-907-35 4.836a 543b 929,01a 0,32a 0,35a 1,17a R

R

S

S

Am60-1 7.566 a 6,10b 1.25503a 050a 055a 1,33a
MLB 57 15.728b 9,31c 1.767,71a 105b 1,02b 1,67a
Tomate 102.130,8 2,67 41.116,70 6,8 7,42 7

CVv 27,48 1583 25,42 1144 1993 32,16

2Transformagcdes realizadas: Populacéo final, massa fresca da raiz, nematoide por grama de raiz e fator de reproducéo foram
transformados para Vx+0,5.

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

O experimento foi realizado do dia 26/08/2020 a 10/11/2020.

4.5 Avaliacéo do ciclo de vida de Meloidogyne incognita em raiz de feijao-caupi

O Ciclo de vida de M. incognita em feijdo-caupi foi de 24 dias (Figura 3). No estudo
histopatoldgico das raizes coradas com fucsina &cida, observa-se que a 6 DAI, 0s juvenis
penetraram as raizes e migraram rumo ao cilindro vascular (Figura 3A e G), acomodando parte
posterior do corpo no cortex e regido anterior no cilindro central da raiz. Aos 9 DAI (Figura 3B
e H) foi possivel perceber um ligeiro aumento no diametro do corpo do nematoide. Aos 12 DAI
(Figura 3C e 1) encontram-se juvenis no estadio J3/J4 estabelecidos no seu sitio de alimentacéo.
Aos 15 DAI (Figura 3D e J) foram observados juvenis de quarto estadio e aos 18 DAI (Figura
3E e K), as fémeas formadas. Na MNC-04-792F-158, foram observadas galhas com tamanhos
maiores (Figura 3B-F) comparadas as galhas na NIL-CB3-egg (Figura 3H-L). Também foi
observada uma quantidade consideravel de machos na NIL-CB3-egg, ndo observada em MNC-
04-792F-158 (Figura 3L). Massas de ovos foram observadas nos dois genotipos completando

o ciclo.
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Figura 6. Raizes de feijao-caupi inoculadas com Meloidogyne incognita coradas com fucsina
acida para avaliacdo da penetracdo e desenvolvimento do nematoide no gendtipo que permite a
multiplicacdo de nematoides com a formacdo de galhas MNC-04-792F (MNC) (A-F) e o
genotipo que permite a multiplicagdo de nematoides mas ndo formar galhas NIL-CB3-egg
(NIL) (G-L). A=MNC 6 DAI; B=MNC 9 DAI; C = MNC 12 DAI; D = MNC 18 DAI; E =
21 DAI; F=MNC 25 DAL.; G = NIL 6 DAI; H=NIL 9 DAI; I =NIL 12 DAI; J=NIL 18 DAI;
K =NIL 21 DAI; L = NIL 24 DAI.
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5. DISCUSSAO

Diante da crescente intensificacdo e expansdo da cultura do feijdo-caupi no Brasil e da
reducdo da produtividade causada pelo nematoide-das-galhas, o uso de resisténcia varietal
desponta como uma alternativa economicamente viavel e segura ao ambiente. Os resultados do
presente estudo ampliam os conhecimentos sobre o patossistema feijdo-caupi / nematoides,
representando uma contribuigcdo a programas de melhoramento do feijao-caupi que buscam
viabilizar a oferta de cultivares com resisténcia a M. incognita e M. javanica, 0s principais
nematoides que afetam essa cultura no Brasil (Dias, 2020). Embora nenhum dos 18 gendtipos
da colecdo de acessos de feijao-caupi da Embrapa Meio-Norte tenha demonstrado resisténcia
ao nematoide M. javanica, seis genotipos se comportaram como resistentes a M. incognita.
Também como subsidio ao entendimento dos mecanismos envolvidos na resisténcia ao
nematoide-das-galhas, observacfes histopatoldgicas mostraram que o gene cb3, além de levar
a redugdo no numero e tamanho das galhas inibe o desenvolvimento das fémeas, favorecendo
a formacdo de machos, sem importancia ao parasitismo e a reproducdo. O estudo confirmou
também que o M. incognita completa seu ciclo de vida em 24 dias, sob condi¢fes de casa de
vegetacao.

O aumento de inoculo de M. javanica em geral contribuiu para aumento do peso das
raizes, aumento este ndo resultante de aumento na abundancia de raizes, mas devido a formacao
de galhas induzidas pelos nematoides e que é diretamente afetado pelo nimero de individuos
inoculados, como foi demonstrado que niveis mais altos de indculo de M. javanica acarretaram
aumento do peso em raizes de pepino (Kankam & Adomako 2014). Siengchin et al. (2020)
também relataram aumento de peso de raizes de feijao-mungo (Vigna radiata (L.) Wilczek)
guando a densidade de M. incognita aumentou no solo. Por outro lado, no presente estudo,
indculos iniciais maiores que 14x10% ovos por planta levaram & reducdo no peso do sistema
radicular, o que pode ter ocorrido pela grande densidade de nematoides ter causado danos
severos ao sistema radicular quando as plantas ainda eram jovens, como ocorreu com raizes de
pepino que tiveram o comprimento e peso das raizes reduzidos quanto inoculadas com maior
densidade de inéculo (Kayani et al., 2017).

Maiores populagdes iniciais a partir de 8x10° resultaram em maiores valores de PF e
FR de M. javanica, resultados coerentes, uma vez que esses patdgenos apresentam alto
potencial de reproducdo (Taylor & Sasser, 1978; Khan & Haider, 1991). Belan et al. (2011)
também registraram aumento na PF de M. javanica em tomateiros, a medida que o0s niveis de

in6culo aumentaram. Mas é evidente pelos resultados que a taxa de multiplicacéo foi reduzida
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com a populacio inicial a partir de 14x10%, isso provavelmente pode ser devido aos danos no
sistema radicular pelo parasitismo do nematoide, como também a alta populacéo pode ocasionar
competicdo por sitios de infeccdo nas raizes (Ogunfowora, 1997; Kankam & Adomako, 2014).
Resultados semelhantes foram encontrados por Haseeb et al. (2002) em feijdo-mungo que
observaram que o FR diminuia com o aumento do in6culo inicial. Outro trabalho que buscou
entender o potencial patogénico de M. arenaria, M. incognita e M. javanica em feijdo-mungo,
concluiu que a taxa de multiplicacdo dos nematoides teve reducédo consideravel com o aumento
da densidade de indculo a partir de 2x10° (Khan et al., 2012).

Apesar da populagio inicial de 5x10° ter mostrado bons resultados de ALT, DC, PPA,
PF e FR diferenciando plantas resistentes das suscetiveis e mantendo a planta em bom estado
para avaliacdo, os resultados de PF e FR mostram que a populacdo inicial para melhor avaliacao
da reacdo de gendtipos de feijdo-caupi a M. javanica seja entre 10x10% e 15x103
especificamente 14x103, pois foi possivel diferenciar estatisticamente os genotipos em trés
grupos, principalmente os geno6tipos MNC-06-909-68 e Am36-1 que em outras concentracdes
permaneceram no mesmo grupo estatistico com valores muito proximos. Esse ensaio foi
importante para a padronizacdo e melhor inferir os genotipos resistentes de feijdo-caupi a M.
javanica podendo ser utilizados em futuros trabalhos de selecdo de novas fontes de resisténcia
sob as mesmas condi¢es, pois condi¢des diferentes como tamanho dos vasos, viruléncia do
nematoide, temperatura, sanidade da planta pode ser alterados.

Nos ensaios de avaliagdo de resisténcia de M. incognita e M. javanica, ndo houve
diferenca consideravel entre o FR e o FRc, pois a porcentagem de eclosdo foi alta, porém é de
suma importancia a realizacao desse teste, pois se houvesse baixa taxa de eclosdo, a reacdo de
resisténcia seria estimada de forma incorreta, podendo julgar gendtipos suscetiveis como
resistentes.

Em relagdo a selecdo de materiais resistentes a M. javanica, a viabilidade do in6culo foi
comprovada pela agressividade identificada nos padres de suscetibilidade CB46 — Null e
tomate cv. ‘Santa Clara’> que obtiveram FRs entre 2,36 a 7,65 nos dois experimentos e
gendtipos que apresentaram valores de FR maiores que 10. Os gendtipos CB46 — Null e tomate
cv. ‘Santa Clara’ foram utilizados em outro experimento com feijdo-caupi e a variagdo de FR
ficou entre 2,32 a 2,86 (Dias, 2020) confirmando a suscetibilidade, o que era esperado pois 0
desenvolvimento desse gendtipo foi realizada por meio do cruzamento de uma cultivar
altamente suscetivel (Chinese Red) e a CB46 resistente, como pai recorrente para obter o
gendtipo CB46 — Null (Santos et al., 2018).

38



Somente a cultivar nigeriana IT93K-503-1 comportou-se como resistente a populacao
de M. javanica. Tal resisténcia foi confirmada por Dias (2020) que obteve FR = 0,54 em 60
DAL. Outro trabalho apresentado por Adegbite et al. (2005) também observou que essa cultivar
teve IG <2 e FR < 1. Essa cultivar também vem sendo utilizada em estudos de mapeamento de
genes de resisténcia, pois além de apresentar resisténcia a nematoides € resistente a Fusarium
e Macrophomina, além de tolerante a seca (Huynh et al., 2016; Huynh et al., 2018). A outra
cultivar nigeriana 1T84S-2049 e as isolinhas NIL-2 genes que possuem 0s genes RkRk/QRKk-
vu9.1 e a NIL-3 genes com os genes RKRk/QRk-vu9.1/ch3 foram consideradas resistentes a M.
javanica por Ndeve et al. (2018), porém, embora tenha apresentado FR = 0,78 na segunda
repeticdo, a reacdo foi de suscetibilidade no primeiro ensaio (FR = 1,57) a M. javanica.

Populacdes de M. javanica virulentas ao gene Rk ja foram encontradas (Roberts et al.,
1995; Ehlers et al., 2000), e mesmo que esses organismos se reproduzam por partenogénese
mitotica, o que limita a adaptabilidade por auséncia de recombinagdo (Castagnone-Sereno &
Danchin, 2014), e ter baixa variabilidade intraespecifica (Ghaderi et al., 2020; Koutsovoulos et
al., 2020) eles sdo altamente adaptativos a condicdes diversas, o que faz com que populacgdes
de Meloidogyne spp. se encontrem distribuidas mundialmente (Castagnone-Sereno et al.,
2013). Estudos para entender de onde parte essa adaptabilidade foram realizados por Kozlowski
et al. (2020), mostrando que elementos transponiveis (ET) contribuem para a plasticidade
gendmica, sendo que as frequéncias de ET dentro de uma populagédo sdo variaveis, mesmo em
isolados oriundos de uma prole Unica.

Assim, uma populagéo avirulenta, se constantemente exposta ao gene de resisténcia,
pode ter respostas a pressao de selecdo para superagdo da resisténcia. 1sso foi evidenciado por
Castagnone-Sereno et al. (2019), que compararam gen6tipos virulentos de M. incognita ao gene
de resisténcia Mi-1 em tomateiro com os genotipos avirulentos que deram origem a elas,
observaram que a populagdo virulenta sofreu alteracdes no nimero de cépia de alguns genes
(principalmente perdas) em regides do genoma, evidenciando que em espécies partenogenéticas
a perda genética pode ser um mecanismo adaptativo.

Nenhum genotipo brasileiro neste estudo apresentou FR < 1 sendo todas consideradas
suscetiveis a M. javanica, porém os genotipos Juazeiro 2, Am-14, MNC-06-895-1 e MNC-06 -
909-68 apresentaram valores de IG < 4, evidenciando de acordo com Bridge & Page (1980)
que o crescimento e desenvolvimento das plantas ndo sejam afetados consideravelmente.
Estudo semelhante buscando resisténcia de cultivares de feijao-caupi a M. javanica, mostrou
que todas as cultivares apresentaram valores de FR > 1, sendo consideradas suscetiveis

(Nascimento, 2008). Resultados diferentes foram encontrados por Dias (2020), ao avaliar
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cultivares brasileiras em um experimento preliminar, encontrou duas cultivares resistentes a M.
javanica, a BRS Milénio e a BRS Imponente, apresentando valor de FR 0,21 e 0,54,
respectivamente. Levando em consideragdo a presenca e distribuicdo de M. javanica em regides
produtoras de feijdo-caupi (Dias, 2020), a dificuldade de encontrar materiais resistentes se torna
um problema, principalmente porque o plantio de cultivares suscetiveis em um campo infestado
aumenta significativamente a populacdo de nematoides (Seid et al., 2015), se tornando um
obstaculo cada vez maior para seu controle.

O gendtipo Juazeiro 2, mesmo parasitada pelo nematoide-das-galhas, apresenta
capacidade de emissdo de raizes, portanto foi agrupada com os menores valores de NGR e,
apesar de ndo ter sido quantificada a producdo, mostrou caracteristicas vegetativas
interessantes, se comportando como planta tolerante, com potencial de uso quando o produtor
ndo dispde de cultivar resistente ou areas de plantio livres de nematoides.

Em se trantando de M. incognita, a viabilidade do in6culo para a selegdo de resisténcia
de feijdo-caupi foi comprovada pelos padrdes de suscetibilidade que resultaram em FR variando
de 2,26 a 15,83, além disso, alguns gendtipos chegaram a um valor de FR > 20. Os padrdes de
resisténcia 1T93K-503-1, 1T84S-2049 e NIL-2 genes tiveram baixos valores de FR, por
apresentar genes de resisténcia a M. incognita. A resisténcia encontrada em feijdo-caupi ao
nemaroide-das-galhas foi uma das pioneiras identificada em plantas (Roberts et al., 1996). O
gene Rk presente nesses materiais foi descoberto por Fery & Dukes (1980), e inicialmente foi
observada resisténcia a M. incognita, M. javanica e M. hapla, sendo que a expressdo dessa
resisténcia ndo estd associada a penetracdo das raizes por esses nematoides, sendo um processo
pos-infeccdo (Das et al. 2008).

Porém, os estudos de Roberts et al. (1995, 1996), ja relatavam populacdes virulentas de
M. incognita gene Rk, mostrando que algumas populacGes ja haviam superado a resisténcia. O
fato da cultivar 1T84S-2049, mostrar-se resistente a populacdo Rk-virulenta, foi um indicativo
de que ela carregasse um gene complementar dominante associado ao locus do gene Rk, sendo
entdo encontrado o gene denominado Rk?, que também esté presente na cultivar 1IT93K-503-1
(Roberts et al., 1996; Adegbite et al., 2005). O locus Rk foi mapeado e esta presente na QTL
QRK-vul1l.1 (Huynh et al., 2015). As isolinhas NIL-2 genes e NIL-3 genes, além do locus Rk,
também contém a QTL QRKk-vu9.1, cuja resisténcia esta associada a inibicdo da producao de
massa de ovos (Santos et al., 2018).

Os gendtipos MNCO06-895-1, MNCO04-901-14, MNC06-909-68, MNCO04-907-35,
Am60-1 mostraram ser resistentes a M. incognita, ndo permitindo altos valores de multiplicacédo

de nematoides, resultando em menores nimeros de nematoides por grama de raiz. Cultivares
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brasileiras resistentes também foram encontrados por Dias (2020), a exemplo da BRS Itaim e
BRS Fradinho com os menores valores de FR. Dos 15 gendtipos de feijdo-caupi avaliados por
Adegbite et al. (2005) na Nigéria, somente um comportou-se como resistente a M. incognita.
Em outro estudo, também desenvolvido na Nigéria, Olowe (2007) avaliou 70 gendtipos de
feijdo-caupi e apenas cinco deles apresentaram resisténcia ao nematoide (Ndeve et al., 2018).

Os genotipos resistentes avaliados no presente estudo tiveram grau de resisténcia
préximos aos gendtipos tomados como padrdes de resisténcia, indicando a possibilidade que
sejam 0s mesmos genes, muito provavelmente o gene Rk. A genotipagem desses materiais
poderdo ajudar a esclarecer essas questdes (Santos et al., 2018). Com vistas as estratégias de
controle, seria mais interessante se fossem novas fontes de resisténcia, pois o uso continuo de
somente uma fonte de resisténcia aumenta o risco de surgir populac@es virulentas do nematoide,
como mostrado por Petrillo & Roberts (2005), que estudaram a variagdo genética em isolados
de M. incognita avirulentos e virulentos ao gene Rk em feijdo-caupi e constataram que apés 25
geracdes da populacdo avirulenta em plantas resistentes, a percentagem de isolados virulentos
era de 7%, indicando que uma progénie de uma tnica fémea avirulenta pode levar a um genétipo
virulento, uma vez que ndo sao fenotipicamente idénticos os individuos provenientes de uma
mesma massa de ovos.

Para manutencdo e aumento da durabilidade da resisténcia, algumas estratégias podem
ser adotadas, como o0 uso de multilinhas, que sdo misturas de linhagens isogénicas, que se
diferenciam por possuirem os genes de resisténcia (Okonya & Maass, 2014; Castro, 2019). A
piramidacao de genes, onde Varios genes de resisténcia sdo incorporados em uma unica cultivar,
reduzindo a probabilidade do surgimento de racas (Kelly & Miklas, 1998; Arruda, 2009). A
rotacdo de genes também é uma alternativa para impedir a selecdo de racas, pois consiste na
rotacdo de cultivares com genes diferentes de resisténcia (Mundt, 2014).

Por isso a identificacdo de novas fontes de resisténcia, contribuird para o manejo do
nematoide-das-galhas para melhor condugdo da cultura do feijdo-caupi, como também sua
expansdo a novas areas de cultivo (Freire Filho, 2011a). Os bancos de germoplasma sdo de
suma importancia para pesquisa, melhoramento e desenvolvimento de novas cultivares, pois
eles mantém um ndmero de acessos que abrange uma rica diversidade, sendo esses acessos
conservados, regenerados, caracterizados e disponibilizados para uso (Veiga et al., 2012;
Holanda et al., 2019).

O ciclo de vida de M. incognita em feijao-caupi foi de 24 dias a temperatura 19,2-23,9
°C, concordando com os resultados encontrados por Nifio-Castarieda et al. (2017) que relataram

o ciclo de M. incognita em banana a 25+5 °C de 24 dias. Hernandez-Ochandia et al. (2012)
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estudando o ciclo de vida de M. incognita em tomateiro relatou que o ciclo foi de 24 dias a 18-
21 °C. O ciclo de vida geralmente é linearmente relacionado com a temperatura, mas esta
relacionada também com a espécie e a suscetibilidade do hospedeiro (Ploeg & Maris, 1999).
Nos dois gendtipos, MNC-04-792F-158, suscetivel, quanto no gendétipo NIL-CB3-egg,
portadora de genes que inibem a formacgéo de galhas (ch3), a duracdo do ciclo de vida foi a
mesma. Das et al. (2008) observou que aos 21 dias as fémeas apresentaram maturidade
reprodutiva e comecgou a produzir ovos nas plantas suscetiveis a 26-28°C.

A isolinha NIL-CB3-egg carrega um gene de resisténcia a formacdo de galhas,
apresentando 1G < 3 quando desafiados com M. incognita (Ndeve et al., 2018), como visto
também no presente estudo. A coloracdo de nematoides em raizes com fucsina acida mostrou
que pequenas galhas sdo formadas na isolinha NIL-CB3-egg, mas em quantidade e tamanhos
menores que no gendtipo MNC-04-792F-158. Porém, analisando os valores de FR e a reacéo
dessa isolinha a M. incognita, observamos que o controle genético da formacdo de galhas
encontra-se independente da resisténcia, como relatado por Roberts et al. (2008), que revelaram
que a resisténcia a nematoides e a formacéo de galhas feijdo-fava estavam sendo regulados por
mecanismos de controle genético independentes. Além disso, constataram que se a planta era
portadora apenas do alelo dominante de ndo formacdo de galhas, a planta tinha resposta
resistente, enquanto se fosse portadora do alelo recessivo a planta tinha resposta suscetivel.
Mesmo sendo independentes, a presenca do gene cb3 diminuiu a multiplicacdo de nematoides
na raiz, e foi também observado menor quantidade de individuos dentro das raizes coradas com
fucsina, comparada a planta suscetivel (dados ndo quantificados), além disso a producdo de
machos foi muito mais acentuada na NIL-CB3-egg. Geralmente sob condi¢fes ambientais
favoraveis, os juvenis se desenvolvem em fémeas, enquanto que a producdo de machos é
acentuada em condi¢des desfavoraveis, como alta densidade de indculo, fatores ambientais que
levam ao estresse da hospedeira e genes de resisténcia (Davide & Triantaphyllou, 1967;
Triantaphyllou, 1973; Moura et al., 1993) e entdo pode inferir-se, que o gene ch3 afetou a
formacdo de fémeas, condicionando um ambiente desfavoravel para a finalizacdo do ciclo do
nematoide.

O conhecimento de novos genes de resisténcia e a sua atuacdo no controle € de
primordial importancia para o desenvolvimento de cultivares de feijdo-caupi altamente
produtivas e resistentes ao nematoide-das-galhas, contribuindo para a intensificacdo e expansdo
da cultura do feijdo-caupi no Brasil. O presente estudo contribui para o conhecimento de fonte
de resisténcias brasileiras que podem ser usadas em programas de melhoramento, tendo em

vista ter como vantagens baixo custo, fécil utilizacdo e menor impacto ao meio ambiente.
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Encontrar novas fontes de resisténcia para M. incognita e principalmente para M. javanica é de
grande importancia para melhorar condi¢cdes de producdo de feijdo-caupi. A variabilidade
genética e a resisténcia encontrada entre os materiais, pode ser um ponto de partida para

perspectiva de futuros estudos de mapeamento genético de resisténcia.
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6. CONCLUSOES

Para testes de avaliacdo de resisténcia a M. javanica conclui-se que a melhor dose foi
de 14x10°,

Nenhum gendtipo brasileiro de feijdo-caupi apresentou resisténcia a M. javanica.

Os gendtipos MNCO06-895-1, MNCO04-901-14, MNC06-909-68, MNC04-907-35,
Am60-1 foram resistentes a M. incognita.

O gene cb3 estimulou a producdo de machos de Meloidogyne incognita.
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