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RESUMO

Os nematoides das galhas, Meloidogyne spp., sdo os fitonematoides mais importantes do
mundo, pois, além de infectarem inimeras plantas cultivadas, possuem elevada adaptabilidade
aos mais diferentes tipos de ambiente, o que contribui para a sua maior dispersdao. No Brasil,
ha relatos de pelo menos 20 espécies, destacando-se M. incognita, M. javanica, M. arenaria,
M. hapla e M. enterolobii. No estado do Ceara, além destas cinco espécies, foi recentemente
constatada a M. konaensis, relato novo para o Brasil. Esses fitoparasitas afetam diversas
culturas, incluindo o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), espécie bem adaptada ao
semiarido nordestino. Além disso, outra condi¢cdo que afeta a produtividade das culturas é a
salinidade, um dos principais fatores abidticos limitantes. Por outro lado, o feijao-caupi
‘Pitillba’ possui uma boa adaptabilidade as condicdes de estresse salino. No entanto, ainda séo
escassas as informacdes sobre o comportamento dos nematoides das galhas em ambiente com
altos niveis de salinidade. Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi: 1) verificar a
hospedabilidade das cultivares de feijdo-caupi Pitilba, Sempre \erde, Jodo Paulo Il e
Setentdo a M. incognita, M. arenaria, M. enterolobii e M. konaensis; 2) avaliar eclodibilidade
de J2 de M. enterolobii em solucdo salina a 100mM de NaCl; 3) avaliar a motilidade e a
sobrevivéncia de J2 de M. enterolobii em solucdo salina nos niveis 0, 25, 50, 75, 100, 125,
150, 175, 200, 300 e 400 mM de NaCl; 4) investigar a infectividade e o desenvolvimento de
M. enterolobii em feijdo-caupi ‘Pititba’ sob irrigacdo com solucéo salina ao nivel de 100mM
de NaCl. Constatou-se que a cultivar Sempre Verde apresentou resisténcia a todas as espécies
de Meloidogyne testadas. Observou-se que a cultivar Pitiuba foi a Unica suscetivel a M.
enterolobii, ao passo que ‘Jodo Paulo II’ apresentou resisténcia somente a esta espécie. As
cultivares Jodo Paulo Il e Setentdo foram suscetiveis ao M. konaensis. \erificou-se que a
eclosdo de J2, a motilidade e a sobrevivéncia de juvenis de M. enterolobii ndo foram afetadas
pelos niveis de salinidade testados in vitro. Em plantas de ‘Pitiuba’ irrigadas com solugédo
salina a 100 mM de NaCl, a infectividade de M. enterolobii néo foi interferida, no entanto, o

desenvolvimento de suas fases nas raizes infectadas foi comprometido.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Osmobiose. Nematoide das galhas. Hospedabilidade a

fitonematoides.



ABSTRACT

The root-knot nematodes, Meloidogyne spp., are the most important phytonematoids in the
world, as they infect cultivated plants and adapt more to different types of environments, what
contributes to their greater dispersion. In Brazil, there are more than 20 species, notably M.
incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla and M. enterolobii. In the state of Ceara, in
addition to the five species, M. konaensis has recently been reported. Such phytoparasites
affect crops, including cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp), a well adapted species of the
Northeast semiarid. In addition, another condition that affects crop productivity is the salinity,
one of the major abiotic limiting factors. On the other hand, “Pititiba” cowpea has a good
ability to adapt to the saline stress. However, instructions on the behavior of gall nematodes in
environments with high levels of salinity are still scarce. Based on the above, the objective of
this work is: 1) to verify the hospedability of the cowpea cultivars Pitilba, Sempre Verde,
Jodo Paulo Il and Setentéo to M. incognita, M. arenaria, M. enterolobii and M. konaensis; 2)
to evaluate the hatchability of J2 fase of M. enterolobii in saline solution at NaCl levels of 100
mM. 3) to evaluate motility and survival of J2 fase of M. enterolobii in saline at NaCl levels
of 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300 and 400 mM; 4) to investigate the infectivity
and the development of M. enterolobii in “Pitiuba” cowpea under irrigation with saline at the
NaCl level of 100mM. It was observed that the Pitiuba cultivar was the only one susceptible
to M. enterolobii, whereas ‘Jodo Paulo II’ presented resistance only to this species. Jodo Paulo
Il and Setent&o cultivars were susceptible to M. konaensis. J2 hatching, motility and juvenile
survival of M. enterolobii were found to be unaffected by salinity levels tested in vitro. In
‘Pitilba’ plants irrigated with saline solution at NaCl levels of 100 mM, the infectivity of M.
enterolobii was not affected; however, the development of its phases in the infected roots was

compromised.

Keywords: Vigna unguiculata. Osmobiosis. Root-knot nematodes. Hospedability to

fitonematodes.
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1 INTRODUCAO

O género Meloidogyne Goeldi (1887), que engloba os chamados nematoides das
galhas, abrange mais de 100 espécies no mundo (BLAXTER et al.,, 1998; HUNT e
HANDOO, 2009). O alto nivel de diversidade genética desse género favorece o seu
parasitismo em numerosas espécies vegetais, nas quais pode causar perdas acentuadas na
producdo. No Brasil, foram relatadas 20 espécies caracterizadas por métodos bioquimicos e
moleculares, destacando-se M. incognita, M. javanica, M. arenaria, M. hapla e M. enterolobii
(CARNEIRO et al., 2001; TAYLOR e SASSER, 1978; TIHOHOD, 1993). A espécie M.
konaensis foi recentemente constatada no Ceara, sendo um relato novo para o Brasil
(MONTEIRO et al., 2016).

O principal sintoma primario da infeccdo por esses nematoides € a formacédo de
galhas nas raizes, que se assemelham com os rizébios em raizes de leguminosas, diferindo
destes por ndo se destacarem do sistema radicular. Os sintomas secundarios em plantas
infectadas podem ser confundidos com aqueles causados por deficiéncia mineral ou por
outros fitopatdgenos, sendo comumente observados em reboleiras (FREITAS, 2001,
TIHOHOD, 1993).

Os nematoides das galhas afetam diversas espécies vegetais, incluindo o feijdo-
caupi, Vigna unguiculata, cultura bem adaptada ao semiarido nordestino, principalmente por
possuir bom desempenho agrondmico em condi¢cdes de baixa disponibilidade hidrica e
nutricional. Em razdo disso, constitui uma fonte de proteina importante na cesta bésica,
particularmente do nordestino. Além disso, o feijdo-caupi pode ser empregado na alimentacdo
animal, como adubo verde e cobertura vegetal. O Ceara possui cultivares bem adaptadas a
regido, tendo a Universidade Federal do Ceard (UFC), por meio do Banco de Germoplasma
do Feijao-Caupi, lancado cultivares que se estabeleceram no estado. Dentre as cultivares de
feijdo-caupi lancadas pela UFC destacam-se a ‘Pitiuba’, ‘Sempre Verde’, ‘Jodo Paulo II’ e
‘Setentdo’ pelas boas caracteristicas agrondmicas (PAIVA et al., 2014).

Além das meloidoginoses, a salinidade é um outro fator que limita a
produtividade das plantas cultivadas, constituindo o principal fator abidtico presente em
algumas regides de clima semiarido, onde a escassez de chuvas acelera o processo de
salinizacdo dos solos (MEDEIROS et al., 2016).

Os nematoides das galhas sdo capazes de se adaptar a varios ambientes com
variacdo de temperatura, de umidade e salinidade (ADRIAN, EVANS e PERRY, 2005).

Contudo, sdo ainda escassas informacdes sobre seu comportamento em ambiente salino no
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Brasil. Por outro lado, cultivares de feijdo-caupi como ‘Pitilba’ possuem uma boa
adaptabilidade a condicdes de estresse salino (ABREU, 2012).

Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi verificar a hospedabilidade de
quatro cultivares de feijdo-caupi a quatro espécies de Meloidogyne e avaliar, in vitro, o efeito
da salinidade na eclosdo, na motilidade e na sobrevivéncia do nematoide como também da
infectividade dos juvenis de M. enterolobii em feijdo-caupi ‘Pitiuba’ em condigdes

controladas de casa de vegetacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Feijao-caupi

2.1.1 Origem e taxonomia

O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., também conhecido como feijao-de-
corda, feijdo-de-praia, feijdo-da-estrada, feijdo-de-rama, feijao-fradinho ou feijdo macassar,
macaga ou macacar, ¢ uma planta dicotiledénea (FREIRE FILHO, 1999; NEVES et al,
2011;).

Pertence a familia Fabaceae, a terceira maior familia das angiospermas, estando
atrds das Familias Asteraceae e Orchidaceae, e a subfamilia Faboideae. Outras fabaceas de
grande importancia econdmica sdo: amendoim (Arachis hypogaea L.); ervilha (Pisum
sativum); feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), tanto no consumo direto do grdo quanto na
forma de vagem; feijdo fava (Phaseolus lunatus); grdo-de-bico (Cicer arietinum); lentilha
(Lens culinaris); e soja (Glycine max L. Merr.) (ARRIEL, 2014; GUNN, 1984).

O oeste da Africa é apontado como a regifo de origem e o centro primario de
diversificacdo da cultura. Estima-se que sua introducéo no Brasil ocorreu por volta da metade
do século XVI, por meio da colonizagdo portuguesa (FREIRE FILHO, 1988).

2.1.2 Importancia econémica

De acordo com a FAO (2017), a producao mundial dessa fabacea no ano de 2014
girou em torno de 5,5 milhdes de toneladas, produzidos em uma &rea aproximada de 12,6
milhdes de hectares, sendo o continente africano responsavel por 95,7% da producéo. De
acordo com o ultimo Censo Agropecuario, a producdo nacional atingiu a marca de 1.122.139
toneladas, rendendo ao pais R$ 936.825,00 (novecentos e trinta e seis mil, oitocentos e vinte e
cinco reais), havendo destaque para a regido Nordeste, responsavel por aproximadamente
84,6% da producdo. O Ceara foi o estado pioneiro, produzindo 343.776 toneladas, o que Ihe
conferiu R$ 275.729,00 (duzentos e setenta e cinco mil, setecentos e vinte e nove reais)
(IBGE, 2006).

O cultivo do feijdo-caupi esta voltado basicamente para a producdo de gréos para

consumo humano, sendo muito importante na dieta de familias nordestinas, principalmente as
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de baixa renda, por ser de preco mais acessivel, excelente fonte de proteinas (em torno de
25%), aminoacidos, carboidratos, minerais, fibras dietéticas vitaminas, como as do complexo
B, e por possuir baixo teor de gordura. A cultura também ¢ utilizada para a alimentagéo
animal nas formas de forragem verde, farinha, feno e ensilagem e também como fonte de
adubo e cobertura vegetal. Possui bom desempenho agrondémico frente ao estresse hidrico e
em solos de baixa fertilidade, ndo possuindo necessidades nutricionais especificas. Além disso
tém a vantagem de fixar o nitrogénio atmosférico através da simbiose com bactérias do
género Rhizobium (ANDRADE JUNIOR et al., 2002; FROTA et al., 2008).

2.1.3 Caracteristicas morfoldgicas

As caracteristicas morfoldgicas da planta como porte, formato, tamanho e cor da
vagem e das sementes, incluindo a producéo, variam com a cultivar. O ciclo é dividido entre a
fase vegetativa, que vai desde a semeadura até a abertura completa das folhas definitivas, ao
passo que a fase reprodutiva abrange o surgimento dos primordios do primeiro botéo floral,
passando pela floracdo completa, até a maturacdo de 90% das vagens (CAMPOS et al., 2000).
A classificacdo quanto ao ciclo é determinada a partir da época de maturacdo das sementes,
variando, em média, de 60 a 90 dias, sendo extraprecoce se inferior a 60 dias; precoce de 61 a
70 dias; médio de 71 a 80 dias; tardio de 81 a 90 dias e extratardio, quando acima de 90 dias
(PAIVA et al., 2014).

Ha cultivares com porte rasteiro, cujos ramos principais ficam em contato direto
com o solo, outras com porte ereto, na qual os ramos secundarios formam um angulo agudo
em relacdo ao ramo principal, e cultivares com portes intermediarios a estes. A floracdo varia
de 30 a 60 dias, em média, podendo as flores assumirem a coloracdo branca ou violeta. As
vagens possuem comprimento médio entre 30 e 60 cm, formato cilindrico, com variacdes de
retilineas a curvadas, e de coloracdo amarelada, rosada, arroxeada ou rajada. As sementes do
feijdo-caupi apresentam grande variacdo de cores podendo ser branca, creme, marrom, roxo,
rajado, mosqueado ou preta, exibindo halos de cores diferentes. Além disso, a textura da casca
pode ser lisa ou rugosa, e o formato pode ser reniforme, globoso, ovoide ou romboide. Uma
caracteristica importante € o peso de 100 sementes, que varia de extrapequena (inferior a 10Q)
a extragrande (superior a 30 g) (ANDRADE JUNIOR et al., 2002; PAIVA et al., 2014).
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2.1.4 Cultivares de importéncia para o Ceara

Dada a importancia do feijdo-caupi para a regido Norte e Nordeste, entre 0s anos
1963 e 1992, na Universidade Federal do Ceara (UFC), sob a supervisdo do entdo professor
José Braga Paiva, concentraram-se 0s estudos voltados ao melhoramento genético e
colecionamento de germoplasma da cultura. Esse trabalho resultou no desenvolvimento de
cultivares bem estabelecidas no estado do Ceara, as quais receberam numeros de registro
desde CE-01 (Seridd), lancada em 1968, até o CE-922 (BR14-Mulato) registrado no Banco
em 1992. Dentre as cultivares de feijdo-caupi destacam-se ‘Pitiuba’ (CE-31), ‘Sempre Verde’
(CE-25), ‘Jodo Paulo II’ (CE-586) e ‘Setentdo’ (CE-596), por suas caracteristicas
agrondmicas. A portaria N° 126, de 7 de agosto de 2017, da Secretaria de Politica Agricola
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), inclusive, recomendou as cultivares
Sempre Verde e Setentdo para o Ceard (ALVES et al., 1982; BRASIL, 2017; PAIVA et al.,
2014).

A cultivar Pitilba, lancada em 1971, € uma excelente referéncia para o
melhoramento genético da cultura, tendo em vista suas boas caracteristicas de producdo e
fenotipicas bem adaptadas a regido. Com ciclo precoce de 62 dias ap6s a semeadura (DAS),
possui um porte semiprostrado, cujos ramos secundarios ficam em contato com o solo. Possui
flores de cor violeta, maturacdo floral aos 45 dias, vagens amarelas ao nivel da copa e
sementes de coloracdo marrom as quais sdo de formato oval com o peso de 100 sementes
atingindo a média de 19,4 g (DIAS et al., 2015; PAIVA, et al., 2014).

A ‘Sempre Verde’ foi introduzida no banco de germoplasma da UFC em 1970.
Seu ciclo atinge a média de 65 dias, sendo considerado precoce. Seu porte é classificado como
semiprostrado, suas flores sdo de cor violeta, atingindo a maturidade aos 48 dias. As suas
vagens, posicionadas ao nivel da folhagem, sdo amarelas e possuem sementes de coloracédo
esverdeada, cujo peso de 100 sementes atinge 12,7 g (PAIVA et al., 2014).

Segundo Paiva et al. (2014), a cultivar Jodo Paulo Il, lancada em 1989, possui
ciclo precoce, em média 68 dias, porte semiprostrado, flores violeta, com maturagdo aos 43
dias. Suas vagens amarelas sdo posicionadas acima da copa, com sementes de coloragdo
creme e peso médio de 100 sementes por volta de 17,7 g.

A ‘Setentdo’, lancada em 1988, possui ciclo com duracdo mediana (71 dias), porte
semiprostrado, flores de cor violeta, com maturidade de floracdo aos 51 dias, vagens
amareladas e desenvolvidas acima do nivel da folhagem. Suas sementes sdo esverdeadas e

possuem o peso medio de 100 sementes em torno de 16,9 g (PAIVA et al., 2014).
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A Tabela 1 reGne as principais informacGes referentes as caracteristicas de
producdo das cultivares de feijdo-caupi Pitilba, Sempre Verde, Jodo Paulo Il e CE-596
Setentdo (PAIVA et al., 2014).

Tabela 1 - Caracteristicas morfoldgicas e de producéo de cultivares de feijdo-caupi.

) Floragdo | Ciclo 100 sementes
Cultivar _ ) Porte Cor da Semente
(dias) (dias) (9)
PitiGba 45 62 semiprostrado marrom 19,4
Sempre Verde 48 65 semiprostrado esverdeada 12,7
Jo&o Paulo 11 43 68 semiprostrado creme 17,7
Setentdo 51 71 semiprostrado esverdeada 16,9

Fonte: Paiva et al. (2014).

2.1.5 Aspectos gerais do cultivo

O feijdo-caupi possui bom desempenho agronémico em clima tropical, podendo
ser cultivado tanto em locais de clima seco, como a regido Nordeste, quanto em locais de
clima umido, como a regido Norte do Brasil (OLIVEIRA et al., 2004). A demanda hidrica da
cultura varia de 300 a 450 mm por ciclo, dependendo da cultivar e das caracteristicas
edafoclimaticas locais (NEVES et al., 2011). O feijdo-caupi é também pouco exigente no que
se refere ao preparo do solo, no entanto, técnicas como a aragdo, podem tornar o solo mais
friavel, aumentando a possibilidade de sucesso no cultivo (MEDEIROS, ARAUJO e COSTA,
2005; NEVES, 2011).

Segundo Neves et al. (2011), o espacamento de plantio do feijdo-caupi, que deve
ser por semeadura direta, varia com o porte da cultivar em questdo. Para plantas de porte
prostrado ou semiprostrado, recomenda-se de 0,8 a 1 m entre fileiras e 0,25 m entre covas; e
para plantas de porte ereto ou semiereto, recomenda-se de 0,5 a 0,6 m entre fileiras e 0,25 m
entre covas. Aconselha-se manter 2 plantas por cova ap06s o desbaste em plantio manual ou
uma média de 7 plantas por fileira para plantios em sulco ou mecanizado.

Logo apds a secagem das vagens na planta deve-se realizar a colheita, a fim de
manter a qualidade da semente, protegendo-as de possiveis intempéries bidticas ou abidticas,
podendo ser manual ou mecanizada (NEVES et al. 2011). A produtividade média da cultura
varia comumente de 300 a 400 kg.ha* (ALCANTARA et al., 2006).
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2.1.6 Aspectos fitossanitarios

Segundo o levantamento fitossanitario feito por Kimati (2005), o feijdo-caupi esta
sujeito a diversos tipos de doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides, o que
pode comprometer significativamente a produtividade da cultura.

Os principais fungos que afetam o feijdo-caupi no Brasil s&o Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii, Rizoctonia solani, associados a
murchas nas plantas, e Entyloma vignae, Uromyces vignae e Erysiphe polygoni causadores de
doencas de parte aérea. A bactéria Xhantomonas axonopodis pv. vignicola é a de maior
destaque para a cultura afetando folhas, caule e vagens (SOBRINHO, 2016).

Os virus sdo importantes patogenos que afetam o feijdo-caupi. Os mais
frequentemente associados a cultura, presentes em todo o Brasil, sdo o Cowpea aphid-borne
mosaic virus (CABMV) e o Cowpea severe mosaic virus (CpSMV), causadores de mosaico e
aparéncia clorotica, geralmente apresentando bolhosidade, distor¢cdo das folhas e reducdo na
producdo (BARROS et al., 2013; LIMA, SITTOLIN e LIMA, 2005; SANTOS, FREIRE
FILHO e CARDOSO, 1982).

Das doencas causadas por fitonematoides em feijdo-caupi, destacam-se as
meloidoginoses (Meloidogyne spp.), sendo consideradas as mais importantes para a cultura,
particularmente as causadas pelas espécies M. incognita (Kofoide e White) Chitwood, M.
javanica (Treub) Chitwood, M. arenaria (Neal) Chitwood e M. hapla Chitwood (KIMATI,
2005; PONTE, 1977). Esses patdgenos, conhecidos como nematoides das galhas, sdo
parasitas obrigatorios que afetam as raizes das plantas, induzindo a proliferacdo e o
crescimento de células, originando as estruturas conhecidas como tumores ou galhas
(TIHOHOD, 1993).

2.2 Nematoides

2.2.1 Caracteristicas gerais

Os nematoides sdo animais considerados aquaticos e pertencentes ao subreino
Eumetazoa, divisdo Bilaterata, subdivisdo Protostomia, superfilo Pseudocelomata, filo
Nematoda existindo duas classes, a Chromadorea e Enoplea. Possuem corpo cilindrico, nao-
segmentado, de cuticula esbranquicada ou translucida. Sdo encontrados em diversos habitats

como nas aguas marinhas, aguas doces e filmes de a4gua no solo. Possuem habito de vida



22

parasitaria ou de vida livre, neste caso alimentam-se de microrganismos como algas,
bactérias, fungos, protozoérios, alguns tipos de anelideos e até mesmo outros nematoides. As
espécies parasitas variam quanto ao habito de alimentacdo, sendo classificadas em
zooparasitas, afetando animais e 0 homem, e fitoparasitas, que infectam as plantas. Embora a
maioria das espécies de fitonematoides possua maior preferéncia pelos drgaos subterraneos
das plantas, existem espécies que estdo associadas a parte aérea (BLAXTER et al., 1998;
GOULART, CARES e FERRAZ, 2009; FERRAZ et al., 2010).

Os fitonematoides possuem tamanho que varia de 0,3 a 3 mm de comprimento por
0,015 a 0,05 mm de diametro, o que facilita seu movimento na pelicula de 4gua do solo e sua
penetracdo nos tecidos vegetais, em busca de alimentacdo e reproducdo (FREITAS, 2001;
TIHOHOD, 1993).

Anatomicamente, 0 que caracteriza as espécies fitoparasitas € a presenca de uma
estrutura na cavidade bucal chamada estilete, que possibilita a sua penetracdo e injecdo de
toxinas que podem modificar as estruturas dos Orgdos vegetais, e a sua alimentagdo
(FREITAS, 2001). Séo classificados, de acordo com o habito alimentar, em: 1) ectoparasitas
migradores; 2) ectoparasitas sedentarios; 3) endoparasitas migradores; ou 4) endoparasitas
sedentérios. Quanto ao modo de acdo, os fitonematoides possuem: 1) a acdo traumatica,
caracterizada por danos fisicos no tecido vegetal em razdo da perfuracdo da parede celular e
movimentacao em seu interior; 2) a acdo espoliadora, resultante do consumo de nutrientes que
seriam destinados ao desenvolvimento da planta; e 3) a acdo toxica, caracterizada pela injecédo
de enzimas nas células para a digestdo do conteudo celular, tornando-o liquido para que sirva
de alimento (MICHEREFF, 2001; TIHOHOD, 1993).

A reproducdo na maioria das espécies de fitonematoides é de forma sexuada. A
deposicdo de ovos pelas fémeas pode ocorrer no solo ou no tecido vegetal. Estes originardo
juvenis, cujas formas iniciais de desenvolvimento assemelham-se a forma adulta, exceto pela
formacdo dos Orgdos reprodutores. Como ocorre com bactérias e fungos, 0s nematoides
podem sobreviver em condi¢des ambientais desfavoraveis com metabolismo reduzido, em
forma de dorméncia, que pode ser por diapausa ou por quiescéncia. Constata-se comumente
em ovos € no juvenil de quarto estadio. Diapausa € uma dorméncia mais demorada, uma
estratégia de sobrevivéncia do nematoide. Estd associada ao seu desenvolvimento e ocorre,
principalmente, na estacdo fria podendo persistir ainda que o ambiente adequado retorne, pois
sendo intrinseca ao desenvolvimento do individuo, cessa apenas quando requerimentos
especificos sdo satisfeitos (ADRIAN, EVANS e PERRY, 2005). A quiescéncia, por outro lado,

ocorre em razdo do surgimento de condigdes ambientais adversas como a falta de agua
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(anidrobiose), de oxigénio (anoxibiose), temperaturas muito baixas (criobiose) e estresse
osmatico (osmobiose), podendo o nematoide se recuperar com 0 reestabelecimento das
condicdes ideais. Com a persisténcia do estresse, contudo, o nematoide pode entrar em
metabolismo ndo mensurdvel, denominado criptobiose (AMORIM, REZENDE e
BERGAMIN FILHO, 2011; GLAZER, 2002; MICHEREFF, 2001)

2.2.2 O género ‘Meloidogyne’

Em 1878, no estado do Rio de Janeiro, C. Jobert se deparou com um problema
sanitario em cafeeiros caracterizado pela presenga de “nds” nas raizes das plantas causados
por vermes presentes no solo. Em 1887, o pesquisador suico Emilio Augusto Goeldi,
analisando o mesmo problema, identificou o organismo causador, nomeando-o de
Meloidogyne exigua, criando, assim, o género de fitonematoides mais importante do mundo
(AMORIM, REZENDE e BERGAMIN FILHO, 2011).

O género Meloidogyne Goeldi (1887), pertence a classe Chromadorea, ordem
Rhabditida, subordem Tylenchina e a familia Meloidoginidae, abrangendo mais de 100
espécies no mundo (BLAXTER et al., 1998; HUNT e HANDOO, 2009). No Brasil, foram
relatadas 20 espécies caracterizadas por métodos bioquimicos e moleculares (CARNEIRO et
al., 2016). Os elevados indices de reproducdo e a excelente adaptabilidade do género ao clima
tropical sdo os principais fatores favoraveis a sua disseminacdo nas diversas regides. O alto
nivel de diversidade genética do nematoide das galhas contribui para o sucesso do seu
parasitismo em numerosas espécies vegetais. Entre as espécies que merecem maior destaque
estdo M. incognita Kofoid e White (1919) e Chitwood (1949), M. javanica Treub (1885) e
Chitwood (1949), M. arenaria Neal (1889) e Chitwood (1949) e M. hapla Chitwood (1949),
que representam mais de 95% dos nematoides das galhas em solos cultivados no mundo
(CARNEIRO et al., 2016; TAYLOR e SASSER, 1978; TIHOHOD, 1993).

Ha& uma diferenciacdo no formato dos corpos dos individuos adultos do género
Meloidogyne chamada dimorfismo sexual, em que as fémeas sdo globosas e 0s machos
fusiformes. Quanto a reproducédo, ha o predominio da partenogénese que pode ser mitotica e
meidtica, podendo ocorrer a anfimixia (CARNEIRO et al., 2016). A fémea possui
comprimento variando de 0,3 mm a 2 mm e didmetro médio de 0,4 mm, formato globoso,
coloracdo esbranquigada, estilete curto e vulva subterminal, proxima ao anus, com vida séssil
(LUC, SIKORA e BRIDGE, 1990; TIHOHOD, 1993).
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A fémea produz, em média, 500 ovos podendo atingir até 3.000 ovos, que se
mantém unidos devido a uma matriz gelatinosa expelida pelas glandulas retais, formando a
chamada massa de ovos encontrada acima ou abaixo da superficie radicular, geralmente sobre
as galhas. No interior do ovo, apés finalizacdo do desenvolvimento embrionario, encontra-se
um individuo juvenil em seu primeiro estadio, chamado J1. ApGs a primeira ecdise, que
ocorre no interior do ovo, surge a segunda forma da fase juvenil, o J2, cujo individuo
fusiforme, de 250 a 600 um é moével, constituindo a tnica fase infectiva, capaz de migrar para
outras regides através da pelicula de dgua do solo, em busca de raizes hospedeiras (FERRAZ
et al., 2010; HUNT e HANDOO, 2009; TIHOHOD, 1993). O J2, atraido por exsudatos
radiculares, atinge a raiz e penetra na ponta da raiz, zona de alongamento celular, regido de
diferenciacéo celular e migra pelo cilindro vascular. Inicia a sua alimentacdo com perfuracdes
exploratdrias e secrecfes esofagianas, iniciando um polo de alimentacdo caracterizado pela
hiperplasia e hipertrofia de células que funcionam como dreno de nutrientes para o patdgeno.
Ao alimentar-se, o J2 expande a regido posterior, assumindo um formato “salsichoide” e perde
parte de sua motilidade. Em seguida, sofre a segunda ecdise, assumindo a fase J3, referente a
terceira etapa do estadio juvenil, na qual é sedentaria. Adiante, ocorre a terceira ecdise
formando um juvenil de 4° estadio (J4). Durante as fases J3 e J4, o individuo esta desprovido
de estilete e encontra-se com o es6fago degradado, o que impossibilita sua alimentacdo. Ao
final da fase J4 ocorre a quarta ecdise, originando um individuo adulto com es6fago e estilete
recuperados. O macho, de formato fusiforme, surge apds uma metamorfose e deixa a raiz. A
fémea sedentaria d& continuidade ao ciclo que dura, em média, 28 dias, podendo variar
conforme a temperatura, umidade e planta hospedeira (AGRIOS, 2005; FERRAZ et al, 2010;
FRAGOSO et al., 2007; TIHOHOD, 1993). O ciclo de vida do nematoide das galhas esta
ilustrado na Figura 1.

O principal sintoma de meloidoginose é a formacdo de galhas nas raizes, que se
assemelham com rizobios em raizes de leguminosas, mas que nao se destacam da raiz como
ocorre com os nodulos. A reducdo do sistema radicular e a presenca de rachaduras em raizes
como batata-doce e cenoura também sdo sintomas aparentes. A planta como um todo pode
apresentar sintomas secundarios semelhantes aos causados por deficiéncia mineral ou por
outros patdgenos como Fusarium spp. e Verticilium spp., podendo ser observadas clorose,
murcha e desfolha. Pelo fato de ocorrerem de maneira desuniforme no solo, muitas vezes
observam-se areas isoladas com plantas sintoméaticas em meio as assintomaticas,
caracterizando a chamada infestacdo em reboleiras (LORDELLO, 1984, FERRAZ et al,
2010).
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Figura 1 - Ciclo de infec¢do causado por nematoide do género Meloidogyne.

J2 se alimentando na raiz e
originando células gigantes

Fonte: Agrios, 2005 (adaptado).

Para a diferenciacdo das espécies de Meloidogyne empregou-se durante muito
tempo a técnica da observacdo da configuracdo perineal em fémeas, que se baseava em
identificar as marcas cuticulares na regido posterior que diferiam entre as espécies. No
entanto, esta técnica ndo é atualmente confiavel, pois depende da percepcao e experiéncia de
quem avalia, além de possiveis variagdes nos padrfes perineais dentro de uma mesma espécie.
Ha alternativas mais confidveis para este fim que envolvem métodos eletroforéticos e
biomoleculares. Para a diferenciacdo de racas intraespecificas de Meloidogyne, tem-se 0s
biotestes que consistem em inocular o nematoide em plantas hospedeiras capazes de
diferencia-las (CARNEIRO et al., 2016; HARTMAN e SASSER, 1985; MOURA, 1996).
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2.2.2.1 Meloidogyne incognita

Trata-se da espécie de fitonematoides mais importante em todo o mundo, tendo
em vista sua ampla magnitude de hospedabilidade, sendo mais encontrada em regides
quentes. Em regiGes de clima temperado esta basicamente restrita a casas de vegetacao
(CARNEIRO et al., 2016; MOURA, 1996; SANTANA et al., 2007). No Ceara, essa espécie
foi a mais comumente encontrada nas microrregides em levantamento conduzido por Silva,
Santos e Silva (2016).

Sua alta capacidade de infeccdo se deve ao fato de sua ampla variabilidade
genética, possuindo quatro ragas diferentes (SASSER, 1980). No Brasil, foi relatada associada
a pelo menos 250 espécies de plantas (MANSO, 1994). No mundo, esta espécie, juntamente
com M. javanica e M. arenaria infectam mais de 3.000 espécies vegetais (CARNEIRO et. al,
2016; TRUDGILL, 2005).

Em sua configuragdo perineal, a espécie possui a particularidade de ter o arco
dorsal alto e trapezoidal, auséncia de campo lateral e estrias grossas em forma de “V” nas
regides laterais (ALMEIDA et al., 2008).

Na identificacdo pela eletroforese de isoenzimas, pode apresentar dois padrdes,
sendo 11 com a visualizacdo de apenas uma banda e 12 com duas bandas bem préximas. Na
identificagdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) sdo utilizados trés amplificadores SCAR
desenvolvidos para M. incognita (CARNEIRO, ALMEIDA e QUENEHERVE, 2000;
CARNEIRO et al., 2016).

2.2.2.2 Meloidogyne arenaria

E a terceira espécie do género mais importante no mundo, estando atras apenas
das espécies M. incognita e M. javanica. Possui uma ampla disseminacdo em diversos tipos
de ambiente e uma variada gama de hospedeiros, prefere ambientes mais quentes e raramente
é encontrada em regides de clima frio. Seu primeiro relato no mundo ocorreu no século XIX,
no estado da Fldrida (EUA), na cultura do amendoim e no Brasil, em 1950, parasitando a
cultura da soja (HUNT e HANDOO, 2009; MOURA, 1996; TENENTE, BETTIOL e
CARVALHO, 2002). No Ceara, a M. arenaria foi a quarta espécie mais frequente encontrada
afetando culturas (SILVA, SANTOS e SILVA, 2016).

Trata-se da espécie de Meloidogyne que possui maior variagdo nos aspectos

morfologicos, isoenzimaticos e citologicos. N&o se aconselha a configuragdo perineal como
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forma de sua identificagdo em razdo da semelhanga com outras espécies. Quanto a
caracterizagdo enzimatica, M. arenaria possui quatro fendtipos enziméaticos (A3N1, A1N1,
A2N1 e A2N3) (CARNEIRO et al., 2016).

2.2.2.3 ‘Meloidogyne enterolobii "Yang e Eisenback (1983)

O primeiro relato foi na China, em 1981, infectando uma fabacea conhecida como
orelha-de-macaco ou tamboril Enterolobium contortisiliguum (\Vell.) Morong, recebendo a
denominacdo de M. enterolobii (YANG e EISENBACK, 1983). Em 2004, Xu et al.
comprovaram que M. enterolobii e M. mayaguensis se tratavam da mesma espécie, com base
em estudos moleculares e de fenotipos de esterase. Atualmente M. mayaguensis é sinonimia
de M. enterolobii (HUNT e HANDOO, 2009).

Sua distribuicdo mundial é ampla. Ataca culturas como abdbora, aipo, batata,
batata doce, berinjela, beterraba, brocolis, café, feijdo, manjericdo, goiaba, melancia,
pimentdo, salsa, soja, tabaco e tomate (HUNT e HANDOO, 2009). No estado do Cear4, foi a
segunda espécie do género frequente nas principais zonas de producdo visitadas (SILVA,
SANTOS e SILVA, 2016).

E uma espécie considerada bastante agressiva, por possuir alta capacidade
reprodutiva e se sobressair em relacdo a M. incognita em ensaio avaliando competicdo entre
espécies (CAFE, 2016). Além do mais, é uma espécie de alta viruléncia, por conta de sua
variada gama de hospedeiros, ficando comprovado que é capaz de infectar cultivares
melhoradas geneticamente, portadoras do gene Mi, por exemplo, que confere resisténcia a M.
incognita e M. arenaria (ROSA, WESTERICH e WILCKEN, 2015).

O primeiro relato oficial de ocorréncia desse nematoide no Brasil foi na cultura da
goiabeira, em 2001, nos municipios de Petrolina, no estado Pernambuco, e em Curaca e
Manicoba, na Bahia. Na ocasido, as plantas apresentaram galhas e necroses no sistema
radicular, bronzeamento de folhas e ramos, desfolhamento e morte (CARNEIRO et al., 2001).
Em 2004, foi feito o primeiro relato da espécie infectando goiabeira ‘Paluma’ no Ceara, no
municipio de Limoeiro do Norte (TORRES et al, 2005).

A identificacdo de M. enterolobii pelo padrdo perineal ndo garante confiabilidade
a respeito da sua identificagdo, visto que ha uma grande variabilidade em sua configuragéo,
podendo ser confundida principalmente com M. incognita (ALMEIDA et al., 2008). A espécie
possui baixa variagdo interespecifica, sendo utilizado o primer SCAR (MK7F) em sua

identificacdo e seu perfil quanto & enzima esterase é o0 EN2 (= m2), com duas bandas
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principais e duas mais fracas (CARNEIRO et al., 2016).

2.2.2.4 ‘Meloidogyne konaensis’Eisenback, Bernard e Schmitt (1995)

O primeiro relato da espécie no mundo ocorreu em 1991, sendo detectada em
plantacbes de café na ilha de Kona, no Havai (EUA), fato que influenciou o nome M.
konaensis, tendo sido, provavelmente, introduzida na regido vinda de outros paises
(EISENBACK, BERNARD e SCHMITT, 1994).

Segundo Monteiro et al. (2016), o primeiro registro da espécie no Brasil ocorreu
no Ceard, sendo observado em materiais coletados de culturas como mamao, noni, repolho e
em canapum, de municipios como Guailba, Guaraciaba do Norte, Fortaleza e Jaguaribara em
microrregifes distantes (SILVA, SANTOS e SILVA, 2016). Aqueles autores ainda afirmaram,
através de testes de hospedabilidade, que o café ‘Mundo Novo’ ndo é suscetivel a espécie M.
konaensis

Seu padrdo perineal pode ser descrito como uma mistura entre os padrbes de M.
incognita e M. arenaria, portanto, ndo se recomenda este método de identificacdo para a
espécie. A caracterizacdo enzimatica mostra que o padrdo de esterase da espécie K3 possui
trés bandas principais e uma secundaria (CARNEIRO et al., 2016). De forma incorreta, tem
sido atribuido a essa espécie mais de um padrdo de esterase, 0 F1 de M. paranaensis
(CARNEIRO et al., 2016) e 0 11 de M. incognita (SIPES et al., 2005).

2.3 Salinidade

Além de patdgenos, fatores abioticos, como a salinidade, podem causar problemas
nas culturas afetando seu desenvolvimento. A salinidade é um problema presente em solos
mal manejados, com mas condi¢Bes de drenagem, uso indiscriminado de adubos quimicos,
agua de baixa qualidade para a irrigagdo, ou por causas naturais devido ao intemperismo das
rochas, que apresentam altos teores de sais sollveis e influenciam diretamente a agricultura
(MEDEIROS et al., 2016). Trata-se do fator abidtico que mais prejudica o desenvolvimento
vegetal, sendo o cloreto de sodio (NaCl) o sal mais comum em ambientes salinos (TURKAN
e DEMIRAL, 2009). Segundo Bernardo, Soares e Mantovani (2006), um solo é considerado
salino quando apresenta condutividade elétrica superior a 4 dS/m (40 mM).

Esta influéncia é observada principalmente no aumento do potencial osmético da

solugdo no solo, diminuindo a taxa de absorcdo pelo sistema radicular, 0 que aumenta a



29

absorcéo de ions como sodio (Na*), resultando em disturbios fisiol6gicos e fisicos nas plantas.
Isso é comum de ser observado em regides de clima semiarido como o Nordeste brasileiro,
onde aproximadamente 6% de seu territorio é atingido por problemas envolvendo a
salinidade. O crescimento populacional contribui diretamente com a maior necessidade de
producdo de alimentos, o que induz a expansao de areas de cultivo em perimetros irrigados,
por exemplo, e culmina na maior possibilidade de utilizacdo de &guas salinas na irrigacao e
consequente salinizacdo do solo (RIBEIRO, 2016). Outras regides como a do Pantanal em
Mato Grosso e no Rio Grande do Sul também sdo atingidas por problemas decorrentes da
salinidade no solo (MEDEIROS et al., 2016).

Os sintomas de toxicidade por sais em plantas variam de acordo com o sal em
questdo. A exemplo, a toxidez causada pelo NaCl confere ao feijdo-caupi um aspecto clorético
seguido de murcha nas folhas, reducdo das areas radicular e foliar, consequentemente da
evapotranspiracdo, o que dificulta a absor¢do de nutrientes do solo e taxas fotossintéticas,
reduzindo drasticamente a producdo da cultura. A agua presente no cristalino cearense, por
exemplo, recebe a denominacdo de cloretada sédica, em virtude dos sais presentes serem
principalmente o cloro e o sédio (BRITO et al., 2015; PRISCO, GOMES FILHO e
MIRANDA, 2016; SILVA e AMORIM, 2009; SILVA JUNIOR, GHEYI e MEDEIROS,
1999).

2.3.1 Salinidade e feijao-caupi ‘Pititba’

Pesquisas que visem o aprimoramento de espécies halotolerantes vém ganhando
cada vez mais notoriedade no mundo. Nesse contexto, encontra-se o feijao-caupi, espécie bem
adaptada ao clima do semiarido brasileiro, que possui produtividade relativamente boa em
condicdes de déficit hidrico e nutricional, ganhando um maior foco a cultivar PitiGba, que
possui certa resisténcia a salinidade, apresentando maiores taxas de desenvolvimento em
condigbes de estresse salino, quando comparada a outras cultivares (ASSIS JUNIOR et al.,
2007; COSTA, 2003; SOUSA et al., 2007).

Dados de Freitas (2006) mostram que o indice de velocidade e o percentual de
germinacdo de ‘Pitiba’ ao nivel de 100 mM NaCl em papel Germitest por 96 horas foram
semelhantes ao tratamento controle, sem o sal. O mesmo autor observou maior
desenvolvimento radicular e de parte aérea em plantulas de ‘Pitilba’ aos oito dias apds
semeadura irrigada com solugdo salina (100mM NaCl) em casa de vegetacdo, quando

comparada a cultivar Pérola na mesma condicdo. Segundo Abreu. (2012), a cultivar Pititba
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apresentou tolerancia a salinidade a 75 mM NaCl, havendo, porém, uma reducéo de 48% na
area foliar em cultivo em solugéo hidrop6nica a 100 mM NaCl, aos 15 dias ap6s o inicio dos

tratamentos, em relacdo ao tratamento controle sem sal.

2.3.2 Salinidade e fitonematoides

A salinidade do solo é considerada como um importante estresse que afeta as
culturas. Elevados niveis de salinidade podem suprimir o crescimento das plantas e afetar o
metabolismo de suas raizes. S&o relatadas alteracGes diversas na eclosdo, infectividade, no
desenvolvimento e na reproducdo de fitonematoides como é o caso da espécie M. incognita
que, na fase J2, apresentou um atraso na penetracdo em raizes de quiabo e pepino. Foi
observado que ocorreu também maior tempo para a formacao dos individuos J3 e J4, fémeas e
producdo de ovos nas duas espécies vegetais (KHAN, KHAN e KHAN, 1997).

H& também indicios de que o estresse salino pode interferir no potencial de
reproducdo de M. javanica em tomate, contudo, pode ocorrer uma osmorregulacdo por parte
da populacdo de juvenis, a fim de suprimir os efeitos da salinidade (MAGGENTI e
HARDAN, 1973). Quiescéncia foi induzida em J2 de M. incognita em niveis de 300 mM de
NaCl (ADRIAN, EVANS e PERRY, 2009).

Foi observado um efeito indireto no nimero de fémeas do nematoide reniforme,
Rotylenchulus reniformis, por grama de raiz de algoddo, relacionado ao menor sistema
radicular da planta devido a salinidade da agua de irrigacdo (HEALD e HEILMAN, 1971).
Juvenis de M. javanica tiveram seu desenvolvimento afetado pela salinidade em estudo com
cultivo de berinjela em ambiente salino (SUMERA et al., 2015).

Por outro lado, Mashela, Duncan e McSorley (1992) observaram que o nematoide
dos citros, Tylenchulus semipenetrans, teve o seu desenvolvimento e sua reproducdo em
porta-enxerto de citros favorecidos pela salinidade, associando as elevadas populacfes do

nematoide com as areas de producéo de citros irrigados com agua salina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo dos ensaios

O trabalho foi conduzido em casa de vegetagdo e no Laboratorio de Fitopatologia
pertencentes ao Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Ceara (UFC), Campus Pici, Fortaleza - CE, entre setembro de 2017 e margo de
2018.

A temperatura da casa de vegetacdo foi registrada diariamente, atingindo a
variacdo de 30 +4°C, em média 32°C.

3.2 Obtencao dos indculos de Meloidogyne spp.

Os indculos de M. incognita raca 2, M. arenaria, M. enterolobii e M. konaensis
foram obtidos de plantas de céleus (Solenostemon scutellarioides L. Codd) cultivadas na
prépria casa de vegetacdo. Cada uma das espécies foi identificada por eletroforese de
isoenzimas (esterase) e tem sido mantidas e multiplicadas em tomateiros e em coéleus.

As raizes infectadas, com cada uma das respectivas espécies do nematoide, foram
trituradas adotando a metodologia de Bonetti e Ferraz (1981), empregando liquidificador com
agua contendo hipoclorito de sodio a 0,5% por 30 segundos. Em seguida, a suspensdo obtida
foi vertida em peneira de 20 mesh (0,840 mm), acoplada a peneiras de 100 mesh (0,149 mm)
sobre outra de 400 mesh (0,037 mm).

O material retido na peneira de 400 mesh foi coletado em um béquer, com auxilio
de jatos de 4gua de uma pisseta. Feita a coleta, 0 material de cada espécie seguiu para camara
de Peters, a fim de determinar, com o auxilio de microscopio estereoscédpio, a quantidade de

ovos. Em seguida, o indculo foi calibrado para 5.000 ovos em 3 mL.

3.3 Ensaio | - Avaliacdo da suscetibilidade de cultivares de feijdo-caupi a Meloidogyne

SPP.

Este ensaio consistiu em verificar a suscetibilidade das cultivares de feijao-caupi
‘Pitilba’ (CE-31), ‘Sempre Verde’ (CE-25), ‘Jodo Paulo II’ (CE-586) e ‘Setentdo’ (CE-596) a
infeccdo pelos nematoides M. incognita, M. arenaria, M. enterolobii e M. konaensis. O ensaio

foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, consistindo em 20 tratamentos (4
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cultivares de caupi associadas a 4 espécies de nematoide, incluindo os tratamentos controle
(plantas nédo inoculadas) de cada cultivar e 8 repeticoes, totalizando 160 plantas avaliadas.

O substrato utilizado, composto por areia e esterco caprino na proporcao 2:1 (v:v),
foi peneirado e autoclavado a 120°C durante 50 minutos. Foram utilizados vasos com
capacidade para 1,5 L, sendo semeada uma semente por vaso a profundidade de 2,5 cm, com
irrigacdo manual diéria. Todas as sementes da respectiva cultivar pertenciam ao mesmo lote,

obtidas junto ao Banco de Germoplasma da UFC (Figura 2).

Figura 2 - Sementes de feijao caupi das cultivares ‘Pitiuba’, ‘Sempre Verde’, ‘Jodo Paulo II’ e
‘Setentdo’, respectivamente, utilizadas no presente trabalho.
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Fonte: Autor, 2018.

Aos 8 dias apo6s a semeadura (DAS), quando as plantas apresentavam as folhas
cotiledonares bem desenvolvidas foram realizadas as inoculacGes na quantidade de 5.000
ovos da referida espécie de Meloidogyne por planta, distribuindo-se a suspensdo em orificios
em torno da planta e a 3 cm de profundidade (Figura 3) Para confirmar a infectividade dos
indculos cada espécie de nematoide foi inoculada em plantas de céleus (controle) na mesma
ocasido que em plantas de feijao-caupi. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo por
45 dias (Figura 4).

Apos os 45 DAS, decorridos 37 dias ap6s a inoculacdo (DAI), cada planta foi
retirada do vaso, tendo as raizes cautelosamente lavadas em agua corrente a fim de remover
vestigios de solo, e levada ao laboratorio para a avaliagdo dos seguintes varidveis: 1)
comprimento da parte aérea (CPA); 2) massa fresca da parte aérea (MFPA); 3) massa seca da
parte aérea (MSPA); 4) comprimento da raiz (CR); 5) massa fresca da raiz (MFR); 6) numero
de galhas (NG); 7) numero de massas de ovos (NMO); 8) indice de massas de ovos (IMO); 9)
namero de ovos (NO); 10) fator de reproducédo (FR).
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Figura 3 - Inoculacdo de ovos de Figura 4 - Inoculacdo de ovos de
Meloidogyne enterolobii em feijdo-caupi Meloidogyne enterolobii em coleus.
‘Pitiuba’.

Fonte: Autor, 2018. J

As variaveis CPA e CR foram determinadas com auxilio de uma régua. Para a
determinacdo de MFPA, MFR e MSPA foi utilizada uma balanca de preciséo, sendo que esta
ultima variavel foi medida apds cada planta ser individualizada em sacos de papel e levada a
estufa com circulagéo forcada de ar, a 60°C, até a obtencdo de massa constante. O NG e o
NMO foram obtidos através de simples contagem, com auxilio de microscopio estereoscopico
e marcador de contagem manual.

Para a melhor visualizacdo das massas ovos, cada raiz foi submetida a uma
solucéo corante a base de fucsina &cida (1 mL de agua destilada, 25 mL de &cido acético
glacial e 350 mg de fucsina &cida). O IMO foi calculado de acordo com a Tabela 2,
empregando-se uma escala proposta por Taylor e Sasser (1978), modificada por
Hadisoeganda e Sasser (1982).
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Tabela 2 - Classificacdo quanto a suscetibilidade das plantas de acordo com o nimero de
massas de ovos e de galhas.

NUmero massas de Escala de IMO Classificacdo das plantas
ovos ou galhas notas
0 0 0,0-1,0 Altamente resistente (AR)
1-2 1 1,1-3,0 Muito resistente (MR)
3-10 2 3,1-3,5 Moderadamente resistente (MOR)
11-30 3 3,6-4,0 Ligeiramente resistente (LR)
31-100 4 4,1-5,0 Suscetivel (S)
>100 5 -

Fonte: Taylor e Sasser (1978), modificado por Hadisoeganda e Sasser (1982).

O NO foi obtido através de procedimento semelhante ao descrito no procedimento
para obtencdo dos inéculos de Meloidogyne spp. O FR, varidvel mais utilizada para
determinar a suscetibilidade de plantas a nematoides, foi obtido por meio da divisdo da
populacdo final pela populacéo inicial inoculada (Pf/Pi; Pi = 5.000 ovos). De acordo com o
valor da variavel, a espécie vegetal pode ser classificada como imune (FR=0), suscetivel
(FR>1) ou resistente (FR<1) (OOSTENBRINK, 1966).

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos & andlise de variancia pelo
software Sisvar, sendo utilizado o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para a

comparacao e diferenciacdo das médias (FERREIRA, 2003).

3.4 Ensaio Il - Avaliacéo da salinidade na eclosdo de M. enterolobii.

Este ensaio consistiu em avaliar in vitro o efeito de salinidade na ecloséo de M.
enterolobii. Para tanto, 50 ovos do nematoide foram colocados em 3 mL de solugdo com 100
mM NaCl em placas de Petri. Cada placa constituiu em uma repeticdo. Para controle do
ensaio foi distribuida a mesma quantidade de ovos em agua destilada. O ensaio foi conduzido
em delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo constituido por 2 tratamentos e 6
repeticdes, totalizando 12 placas e 600 ovos.

Para a obtencéo de ovos, foram utilizadas raizes de coleus infectadas. A extragdo
dos ovos foi realizada de acordo com a metodologia descrita no procedimento para obtencéo
dos indéculos de Meloidogyne spp. Os ovos foram visualizados com auxilio de microscopio
estereoscopico e coletados com auxilio de uma pipeta volumétrica de 20 pL, alocados em
placas de Petri de 3 cm de diametro. A eclosdo de juvenis nos dois tratamentos foi
contabilizada diariamente durante 15 dias. O ensaio foi conduzido em temperatura ambiente
de laboratorio (28°C).
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Os dados quantitativos obtidos foram submetidos & andlise de varidncia pelo
software Sisvar, sendo utilizado o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para a
comparacéo e diferenciacdo das médias (FERREIRA, 2003).

3.5 Ensaio |11 - Motilidade, sobrevivéncia e infectividade de M. enterolobii na fase J2 em

solucéo salina in vitro.

Este ensaio foi dividido em duas etapas. A primeira consistiu na deposicdo de
individuos de M. enterolobii na fase J2 em solucdo salina nos niveis 0 (controle com agua
destilada), 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 300 e 400 mM de NaCl em placas de Petri de
acrilico de 3 cm de didmetro por 48 horas. Este ensaio foi conduzido em DIC, sendo
constituida por 11 tratamentos e 6 repeti¢Oes, totalizando 66 placas. Cada repeticdo (placa)
continha 50 juvenis de segundo estadio de M. enterolobii mantidos a temperatura ambiente de
laboratério (28°C). Para sua obtencdo, massas de ovos presentes em raizes de coleus foram
retiradas e transferidas para placas de Petri contendo agua destilada. No dia seguinte, foram
coletados os juvenis eclodidos com auxilio de uma pipeta volumétrica para posterior

transferéncia para as placas contendo 3 mL das 11 solug6es (Figura 5)

Figura 5 - Placas de Petri contendo J2 de Meloidogyne enterolobii em diferentes
concentragdes de solucéo salina.

Fonte: Autor, 2018.
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Passadas as 48 horas, 0s J2 imdveis foram contabilizados e transferidos para agua
destilada a fim de constatar se ocorreu mortalidade, caso 0S mesmos ndo recuperassem a
motilidade apds 24 horas. Com o intuito de confirmar a infectividade dos juvenis ativos apds
a passagem em solucdo de 100 mM de NaCl, 150 J2 ativos foram coletados e inoculados em
mudas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 25 DAS. O mesmo procedimento foi realizado com
juvenis de placas do tratamento controle (agua). O resultado da inoculacéo foi observado apos
45 DA,

A segunda parte do ensaio consistiu em distribuir J2 de M. enterolobii, em placas
de Petri com solugdo salina somente ao nivel de 100 mM de NaCl, tendo por controle agua
destilada, por um periodo de 15 dias, para verificar sua infectividade apos esse intervalo na
solucdo salina. Esta concentracdo foi selecionada em razdo dos ensaios posteriores, em que
sera avaliado o efeito de solucdo salina a 100mM de NaCL em irrigacdo de feijdo-caupi.
Decorrido esse tempo, 150 individuos moveis de cada tratamento foram retirados para
inoculacdo em mudas de tomateiro ‘Santa Clara’ com 25 DAS irrigadas com agua. O
resultado da inoculacédo foi observado apds 45 DAL. Este ensaio foi conduzido em DIC, sendo
constituido por 2 tratamentos e 6 repeticOes, totalizando 12 placas.

Para o preparo das solugdes salinas foi empregada a equagéo:

m=VXMMxM
Onde m é a massa (g) de NaCl a ser empregada para atingir o nivel molar requerido; V (L) é o
volume da solucdo; MM € a massa molar do sal em questdo, no caso o NaCl (58,4 g/mol); e
M é a molaridade requerida (mol/L).

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo software Sisvar,
sendo utilizado o teste de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para a comparacdo e
diferenciacdo das médias (FERREIRA, 2003).

3.6 Ensaio IV - Infectividade de M. enterolobii em plantas de feijao-caupi ‘Pitiuba’

irrigadas com solugéo salina.

Este ensaio consistiu em avaliar a infectividade de M. enterolobii inoculado em
plantas de feijdo-caupi cv. Pitiuba irrigadas com solucdo salina ao nivel de 100 mM de NaCl
durante 18 dias. A cultivar ‘Pitiuba’ foi escolhida por apresentar consideravel tolerancia a
salinidade enquanto que M. enterolobii foi selecionada no ensaio por ser uma espécie

considerada mais agressiva que as demais.
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Os tratamentos foram: 1) plantas sem inoculo irrigadas com agua dessalinizada
(controle absoluto); 2) plantas sem indculo irrigadas com solugdo 100 mM de NaCl; 3)
plantas com inoculo irrigadas com agua dessalinizada; 4) plantas com inéculo irrigadas com
solucdo 100 mM de NacCl, as quais foram examinadas em dois periodos, 15 e 18 dias. O
ensaio foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, resultando em 8 tratamentos
com 8 repeticoes.

Foram utilizados vasos com capacidade de 1,5 L, contendo areia de rio lavada
cinco vezes, a fim de remover sais e argila presentes, e autoclavada a 120°C durante 50
minutos. As sementes de ‘Pitillba’ pertenciam ao mesmo lote e foram obtidas junto ao Banco
de Germoplasma da UFC. A semeadura seguiu 0s mesmos padrdes empregados no ensaio |.
Os vasos foram dispostos sobre outros como suporte para evitar contato direto com abancada
(Figura 6).

Figura 6 — Feijdo-caupi ‘Pitiba’ cultivado em vasos com areia.

Fonte: Autor, 2018.

A 4gua dessalinizada para a execucdo dos tratamentos controle e para o preparo da
solucdo 100 mM de NaCl foi obtida através do dessalinizador modelo WW2, da marca Ferran
®, pertencente ao Departamento de Bioquimica e Fisiologia Molecular da UFC (Laboratério
de Fisiologia Vegetal). A massa de NaCl para atingir a molaridade da solucdo salina requerida
neste ensaio foi determinada pela mesma equacdo descrita no ensaio Il. A irrigacdo neste
ensaio foi realizada individual e diariamente em cada vaso, mantendo-se a umidade do solo no
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nivel da capacidade de campo (CC), por meio do método de pesagem dos vasos (Figura 7)
repondo-se a respectiva solucdo salina sempre que havia reducdo da agua disponivel (Figura
8). O volume de agua ou de solucéo salina empregado nos 4 tratamentos para manutencdo da

CC variou de 72 a 109 mL por vaso.

Figura 7 - Pesagem de vasos para Figura 8 - Reposi¢do de solugdo salina
determinacéo da capacidade de campo em para atingir a capacidade de campo em
vaso. vaso.

e Ao B SO

oW « . o

N

— T

Fonte: Autor, 2018. onte: 'Autor, 2018.

Aos 10 DAS, as plantas referentes aos tratamentos 2 e 4 passaram a ser irrigadas
com solugdo 100 mM NaCl. Aos 12 DAS realizou-se a inoculagdo de 5.000 ovos/J2 de M.
enterolobii nas plantas referentes aos tratamentos 3 e 4, conforme metodologia descrita no
ensaio I.

Parte das plantas dos 4 tratamentos foi retirada aos 15 DAI (17 dias de irrigacdo
com solucdo salina) e o restante das plantas ap6s 18 DAI (20 dias de irrigacdo com solucdo
salina). A diferenca nas datas de avaliacdo decorreu do aspecto clorético apresentado pelas
plantas que se acentuou aos 18 dias, sendo com isso, encerrado o ensaio com analise da parte

aerea e da raiz de todas as plantas.
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As plantas foram removidas cuidadosamente e levadas ao laboratorio para
determinacdo das mesmas variaveis agrondémicas descritas para o ensaio | (APA, MSFA,
MSPA, CR, MFR). Avaliaram-se também o nimero de galhas (NG) e os estadios de
desenvolvimento do nematoide que se encontravam presentes nas raizes.

Para melhor identificacdo das fases dos nematoides no interior das raizes de cada
planta, foi utilizada o método de coloragdo de nematoides em raiz com fucsina &cida
desenvolvido em 1983 por Byrd, Kikpatrick e Barker (FREITAS, NEVES e OLIVEIRA,
2007).

As raizes previamente lavadas foram imersas em um béquer de 200 mL contendo
80 mL de solucgdo a base hipoclorito de sddio (50 mL de agua e 30 mL de hipoclorito de sddio
comercial). O béquer foi colocado sobre um aquecedor e agitador magnético modelo MAO085,
da Marconi ®, com a constante agitacdo da solucdo com barra magnética durante 6 minutos.
Passada esta etapa, o sistema radicular foi retirado e lavado em agua corrente para a remog¢éo
do hipoclorito de sédio e levado a um béquer de 200 mL contendo agua, onde a raiz
clarificada permaneceu imersa por 15 minutos.

Em seguida, as raizes foram levadas a um béquer de 100 mL contendo uma
solucdo corante a base de fucsina acida (30 mL de &gua e 1 mL de fucsina acida), a mesma
empregada na coloracdo de massa de ovos (ensaio 1), sob aquecimento até fervura (Figura 9).
Cerca de 90 segundos ap06s a fervura, as raizes foram retiradas do corante e alocadas em uma

peneira, a fim de remover o excesso de solucdo corante a temperatura ambiente.

Figura 9 - Raizes de feijdo-caupi ‘Pitilba’ coradas com fucsina acida sob aquecimento.

Fonte: Autor, 2018.
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Apo6s serem lavadas novamente em agua corrente, as raizes foram postas em um
béquer de 100 mL contendo 30 mL de glicerina e 200 pL de acido cloridrico, colocado sobre
0 mesmo aquecedor até atingir entre 70°C e 80°C. Por ultimo, as raizes foram removidas da
glicerina e, apds o total resfriamento das raizes a temperatura ambiente, cortadas em porcoes
de 1 a 2 cm, com auxilio de bisturi. As sec¢des das raizes foram distribuidas entre 11 e 24
ldaminas (Figuras 10 e 11), conforme seu tamanho e considerando as regifes da extremidade,
centro ou base da raiz. Em seguida, as raizes foram pressionadas com laminula, para

observacao e registro das fases do nematoide presentes sob microscépio dptico.

Figura 10 - Conjunto de ldminas de raizes Figura 11 - Conjunto de laminas de raizes
coradas obtidas de plantas inoculadas com coradas obtidas de plantas inoculadas com
Meloidogyne enterolobii e irrigadas com Meloidogyne enterolobii irrigadas em
agua dessalinizada. solucdo salina.

Fonte: Autor, 2018. Fonte: Autor, 2018.

As alteracOes realizadas ao método original de coloragdo de nematoide no sistema
radicular foram: 1) a agitacdo continua da raiz na clarificacdo, e ndo a ocasional; 2) a duracéo
do tempo de fervura no corante, que fora aumentado de 30 para 90 segundos, e finalmente 3)
a retirada das raizes coradas antes da fervura da glicerina, adotado no meétodo original, para
evitar a desintegracdo das raizes. Estas mudancas possibilitaram obter uma boa intensidade de

coloracdo dos nematoides e firmeza das raizes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaio | - Avaliacédo da suscetibilidade de cultivares de feijao-caupi a Meloidogyne

SpP.

As Tabelas 3, 4, 5 e 6 mostram os resultados das variaveis das cultivares de feijdo-
caupi ‘Pititba’, ‘Sempre Verde’, ‘Jodo Paulo II’ e Setentdo, respectivamente, infectadas pelas

quatro espécies de Meloidogyne inoculadas e seus respectivos controles.

Tabela 3. - Valores médios referentes as plantas de ‘Pititba’ infectadas por Meloidogyne spp.,
considerando altura da parte aérea (APA), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da
parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR) e massa fresca da raiz (MFR).

Tratamento APA MFPA MSPA CR MFR
(cm) 9 (@) (cm) (9)
M. incognita 22,45 a 25,48 a 1,73 b 17,04 c 5,54 ab
M. arenaria 23,59 a 23,85 ab 1,77b 16,76 ¢ 4,70 ab
M. enterolobii 24,04 a 20,35 bc 2,42 a 27,49 a 6,35a
M. konaensis 22,82 a 18,54 cd 1,86 ab 24,56 ab 3,95b
Controle 21,62 a 14,45 d 1,63 b 20,55 bc 5,51 ab
C.V. (%) 9,75 16,82 21,70 15,56 25,45

Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.

Tabela 4. - Valores médios referentes as plantas de ‘Sempre Verde’ infectadas por
Meloidogyne spp., considerando altura da parte aérea (APA), massa fresca da parte aérea
(MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR) e massa fresca da raiz
(MFR).

Tratamento APA MFPA MSPA CR MFR
(cm) @) @) (cm) )]
M. incognita 19,06 ab 13,34 a 1,83a 22,29 ab 3,68 ab
M. arenaria 18,01 ab 10,82 a 1,43 a 22,95 ab 4,24 a
M. enterolobii 16,12 b 9,77 a 1,20 a 21,87 ab 157b
M. konaensis 17,24 ab 8,95 a 1,06 a 19,4 ab 2,67 ab
Controle 20,85 a 16,55 a 1,76 a 26,72 a 3,78 ab
C.V. (%) 17,73 46,29 57,68 20,47 52,30

Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.
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Tabela 5 - Valores médios referentes as plantas de ‘Jodo Paulo II” infectadas por Meloidogyne
spp., considerando altura da parte aérea (APA), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa
seca da parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR) e massa fresca da raiz (MFR).

Tratamento APA MFPA MSPA CR MFR
(cm) 9) 9) (cm) (@)
M. incognita 18,90 b 791 c 0,97 b 17,79 ab 3,87 ab
M. arenaria 22,85b 15,21 ab 1,68 a 19,29 a 4,48 a
M. enterolobii 28,06 a 15,60 a 1,90a 24,29 a 58la
M. konaensis 20,70 b 9,96 ¢ 1,17b 14,41 Db 1,69b
Controle 19,42 b 8,40 bc 0,96 b 16,15 b 2,07b
C.V. (%) 13,37 33,66 26,11 13,39 42,41

Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.

Tabela 6 - Valores médios referentes as plantas de ‘Setentdo’ infectadas por Meloidogyne spp.,
considerando altura da parte aérea (APA), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da
parte aérea (MSPA), comprimento da raiz (CR) e massa fresca da raiz (MFR).

Tratamento APA MFPA MSPA CR MFR
(cm) 9 @) (cm) (9)
M. incognita 24,61 a 21,74 a 2,63a 20,87 abc 7,83a
M. arenaria 26,35 a 21,60 a 2,77 a 20,78 bc 5,77 abc
M. enterolobii 22,26 a 10,07 c 1,25b 23,86 a 4,06 bc
M. konaensis 23,67 a 19,41 ab 2,44 a 20,20 ¢ 6,51 ab
Controle 25,22 a 14,66 bc 2,13 a 23,36 ab 3,15¢
C.V. (%) 14,02 24,04 21,27 9,70 36,54

Médias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndao diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.

Com relacdo a altura das plantas (APA), observou-se gque as cultivares Pititba
(Tabela 3) e Setentdo (Tabela 6) ndo apresentaram diferenca significativa com relacdo aos
seus controles, enquanto que ‘Sempre Verde’ teve seu crescimento mais reduzido nas plantas
infectadas com M. enterolobii (Tabela 4). O contrario observado em ‘Jodo Paulo II’, em que
as plantas infectadas com M. enterolobii tiveram a maior média em relacdo aos demais
tratamentos (Tabela 5).

Quanto a massa fresca da parte aerea (MFPA) de ‘Pitilba’, observaram-se 0s
maiores valores para plantas com M. incognita, 0s quais aproximaram-se dos demais
tratamentos e diferiram do controle (Tabela 3). Em ‘Sempre Verde’ essa variavel nao diferiu
significativamente em todos os tratamentos (Tabela 4). Em ‘Joédo Paulo II’, a MFPA foi maior
nas plantas inoculadas com M. enterolobii e M. arenaria, ndo diferindo os valores médios
dessa variavel entre M. incognita, M. konaensis e o controle (Tabela 5). Em “Setentdo’, MFPA

foi semelhante em plantas com M. incognita, M. arenaria e M. konaensis, diferindo de M.
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enterolobii em que a média da massa fresca foi a menor dentre as inoculadas (Tabela 6).

Com relacdo a massa seca da parte aérea (MSPA) no ‘Pitilba’ constatou-se que as
plantas com M. enterolobii obtiveram maior resultado, diferindo dos demais tratamentos
(Tabela 3). Em ‘Sempre Verde’ essa variavel ndo diferiu significativamente (Tabela 4). Na
cultivar Jodo Paulo I, as médias de MSPA foram semelhantes em plantas com M. arenaria e
M. enterolobii, sendo superiores aquelas observadas em plantas com M. incognita, M.
konaensis e o0 controle (Tabela 5). Em ‘Setentdo’ as médias de MSPA de todos os tratamentos
ndo diferiram estatisticamente entre si, com excecdo das plantas infectadas por M. enterolobii,
tratamento com a menor MSPA (Tabela 6).

Considerando o comprimento da raiz (CR), as cultivares Pitilba (Tabela 3) e
Setentdo (Tabela 6) apresentaram maiores médias em plantas com M. enterolobii, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. Para o ‘Sempre Verde’, o tratamento controle
proporcionou média superior aquelas dos demais tratamentos, que ndo diferiram entre si, em
relacdo a esta variavel (Tabela 4). A cultivar Jodo Paulo Il apresentou médias superiores, que
ndo diferiram entre si, para os tratamentos com M. arenaria e M. enterolobii, diferindo
significativamente dos demais tratamentos (Tabela 5).

Referente a varidvel massa fresca da raiz (MFR), para o ‘Pitilba’ observou-se uma
média superior em plantas com M. enterolobii em relacdo aos demais tratamentos (Tabela 3).
Em ‘Sempre Verde’, um maior valor de MFR foi observado no tratamento com M. arenaria,
diferindo significativamente das demais (Tabela 4). As médias de MFR em ‘Jodo Paulo II’
referentes aos tratamentos M. arenaria e M. enterolobii foram superiores as médias das
plantas inoculadas com os outros dois nematoides, ndo diferindo significativamente entre si
(Tabela 5). Na cultivar Setentdo observou-se maior média em plantas com M. incognita e
menor MFR nas plantas ndo inoculadas (Tabela 6).

Os dados mostraram que as plantas de ‘Setentdo’ apresentaram um melhor
desenvolvimento, seguidas de “Pitiuba’, ‘Sempre Verde’ e ‘Jodo Paulo 11’, aos 45 DAS.

As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados das varidveis a respeito da suscetibilidade
das cultivares de feijdo-caupi as espécies M. incognita, M. arenaria, M. enterolobii e M.

konaensis avaliadas no ensaio I.
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Tabela 7 - Avaliagdo quantitativa da infectividade de Meloidogyne spp. sobre cultivares de
feijdo-caupi, considerando nimero de galhas (NG) e niUmero de massas de ovos (NMO).

Tratamento M. incognita M. arenaria M. enterolobii M. konaensis
NG NMO NG NMO NG NMO NG NMO
‘Pitillba’ 732 b 122 b 86 b 22 b 206la 9362a 559 bc 66 b
‘Sempre Verde> 269 b 266 b 199 b 94 b 466 b 210 b 429 ¢ 120b
‘Jodo Paulo II’ 236,2a 2122a 137,1a 937 a 595 b 147 b 1854a 712a
‘Setentdo’ 429 b 386 b 172 b 1525b 172 b 30 b 845 b 774a
C.V. (%) 4054 4791 5431 61,17 46,79 5827 4161 5133

Meédias seguidas pela mesma letra, em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey, ao
nivel de 5% de significancia.

Tabela 8 - Hospedabilidade de cultivares de feijao-caupi a M. incognita, M. arenaria, M.
enterolobii e M. konaensis em fungdo do indice de massas de ovos (IMO) e do fator de
reproducéo.

Cultivar Espécie NG NMO IMO C1 NO FR C2

M. incognita 73,2 12,2 2,3 MR 3.200,0 0,64 R

Pititiba’ M. arenaria 8,6 2,2 1,1 MR 1.866,7 0,37 R

M. enterolobii | 206,1 93,6 4,2 S 37.000,0 7,40 S

M. konaensis 55,9 6,6 2,0 MR 5.600,0 1,65 S

M. incognita 269 266 31 MOR | 17333 0,35 R

Sempre Verde’ M. arenaria ) 19,9 9,4 2,0 MR 666,7 0,13 R

M. enterolobii | 46,6 21,0 3,1 MOR | 4.133,3 0,83 R

M. konaensis 42,9 12,0 2,6 MR 2.666,7 0,53 R

M. incognita 236,2 2122 5,0 S 40.666,7 8,13 S

Joio Paulo II° M. arenaria 137,1 93,7 4.2 S 14.933,3 2,99 S

M. enterolobii | 59,5 14,7 2,9 MR 1.066,7 0,21 R

M. konaensis | 1854 71,2 4,1 S 16.800,0 3,36 S

M. incognita 429 386 3,6 LR 12.666,7 2,53 S

N M. arenaria 17,2 15,2 2,7 MR 5.333,3 1,07 S
‘Setentdo’ .

M. enterolobii | 17,2 3,0 1,6 MR 266,67 0,05 R

M. konaensis 845 774 41 S 15.733,33 3,15 S

Em C1: S = suscetivel; LR = ligeiramente resistente; MOR = moderadamente resistente; MR
= muito resistente (TAYLOR e SASSER, 1978, adaptados por HADISOEGANDA e
SASSER,1982).

Em C2: R =resistente; S = suscetivel. (OOSTENBRINCK, 1966).

Observando-se a Tabela 7, constata-se que as médias referentes ao nimero de
galhas (NG) e ao nimero de massas de ovos (NMO) de M. incognita e M. arenaria mostram
gue a cultivar com maior numero de galhas foi ‘Jodo Paulo II’, a0 passo que as demais
cultivares ndo diferiram significativamente entre si para 0s mesmos nematoides. Para M.
enterolobii, a cultivar com maiores médias de NG e NMO foi ‘Pititba’, ao passo que demais

cultivares, com menor nimero, ndo diferiram entre si estatisticamente. A maior média de NG
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do tratamento referente a infec¢do por M. konaensis foi observada na cultivar Jodo Paulo 1l e,
em relacdo ao NMO, esta cultivar e ‘Setentdo’ apresentaram as maiores medias, diferindo
significativamente das demais. Todas as plantas de c6leus inoculadas com as quatro espécies
de Meloidogyne (controles) apresentaram numerosas galhas e massa de ovos em suas raizes
(dados ndo apresentados).

De acordo com a classificagdo de Taylor e Sasser (Tabela 8), a cultivar Pitilba
apresentou resisténcia moderada a trés das espécies de nematoides avaliadas, com excecédo a
M. enterolobii, para a qual foi suscetivel. ‘Sempre Verde’ foi moderadamente resistente a M.
incognita e a M. enterolobii e muito resistente a M. arenaria e a M. konaensis. A cultivar Jodo
Paulo Il comportou-se como muito resistente contudo somente a M. enterolobii, sendo
suscetivel as demais espécies. ‘Setentdo’, por sua vez, apresentou suscetibilidade a M.
konaensis, foi ligeiramente resistente a M. incognita e muito resistente as espécies M.
arenaria e M. enterolobii.

Quanto a classificacdo de Oostenbrinck (1966), mais empregada, o ‘Pitilba’ foi
resistente a M. incognita e a M. arenaria com FR inferior a 1 e apresentou suscetibilidade as
espécies M. konaensis e M. enterolobii, tendo para esta Gltima alcancado o maior FR (7,4). A
cultivar Sempre Verde foi resistente a todas as espécies de nematoide testadas tendo em vista
o0 FR inferior a 1,0 em todos o0s casos. As cultivares Jodo Paulo Il e Setent&o tiveram 0 mesmo
comportamento apresentando ambos resisténcia a M. enterolobii, sendo suscetiveis as demais
espécies. O maior FR foi observado na cultivar Jodo Paulo 1l (8,13) para o M. incognita.

Com isso, constatou-se que a cultivar Sempre Verde apresentou resisténcia ao
parasitismo por todas as espécies de nematoides testadas, em ambas as classificacGes.
Inclusive, foi a Gnica cultivar que apresentou resisténcia a M. konaensis, espécie nova e
relatada somente no Ceard. Pitillba foi a Unica cultivar que apresentou suscetibilidade a M.
enterolobii para as duas classificagdes. Suscetibilidade de feijdo-caupi a M. enterolobii, entdo
denominada M. mayaguensis, foi também observada por Guimardes et al. (2003) para a
cultivar IPA-206.

Outra observacdo a ser feita nesse ensaio, se refere ao fato de que a cultivar
PitiGba, ainda que tenha apresentado suscetibilidade a M. enterolobii, com numerosas galhas e
elevado FR, ndo teve seu desenvolvimento comprometido comparado aos resultados
observados com espécies as quais foi classificada como resistente (Tabela 3). Contudo, o
maior valor observado no MFR (6,95 g) tem relacgdo com o elevado NG (206,1), de
aproximadamente 3 mm de tamanho (Figura 12). Por outro lado, a maior MFR (5,81Q)

observada em ‘Jo&o Paulo II’ foi também em plantas infectadas com o M. enterolobii, porém
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em razdo de sua resisténcia ao nematoide sua raiz teve maior altura (28,06 cm) e maior CR
(24,29 cm).

Figura 12 - Galhas em sistema radicular de feijao-caupi ‘Pititba’ infectado por Meloidogyne
enterolobii.

Fonte: Autor, 2018.

Ponte (1977) relatou a ocorréncia natural de M. incognita, M. arenaria, M.
javanica e M. hapla em feijao-caupi. Em estudos conduzidos por Oliveira et al. (2012) com
‘Pitiuba” e M. incognita, em campo naturalmente infestado os autores constataram,
empregando da escala Taylor e Sasser (1978) modificada, que a cultivar comportou-se como
altamente resistente ao nematoide e atribuiram essa reacdo de resisténcia a um aumento na
atividade da enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD) e diminuicdo da catalase,
como também aumento das proteinas relacionadas a patogénese, a glicanase, a [-1,3-
glucanase e a peroxidase quando comparada a cultivares menos resistentes. Neste trabalho
‘Pitiuba’ foi inoculado com 5.000 ovos e a investigagcdo de enzimas ndo foi conduzida nos
ensaios.

Silva et al. (2007) avaliaram a reacdo de 40 gendtipos de feijdo-caupi quanto a
infeccdo por Meloidogyne incognita raca 1 e verificaram que 0s genotipos TE97-391G-2,

TE97-367G-3 e TE97-299G-10 comportaram-se como altamente resistentes, baseando-se nos
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IMO menores que 1. Dentre os outros genotipos testados, 40% mostraram-se muito resistente,
25% moderadamente resistente, 20% levemente resistente e apenas 7,5%, ou seja, trés

gendtipos, se mostraram suscetiveis ao patdgeno.
4.2 Ensaio Il - Avalicdo da salinidade na eclosdo de M. enterolobii.

Os gréaficos 1 e 2 mostram, respectivamente, as médias diaria e acumulada (ao

longo de 12 dias) de eclosdo in vitro de M. enterolobii, incluindo os tratamentos controle

(&dgua destilada) e solucdo de NaCl a 100 mM.

Gréfico 1 - Avaliacdo da salinidade na eclosao de J2 de Meloidogyne enterolobii em placas de
Petri.

=0=—Confrole =0=100 mM NaCl

N° de J2 eclodidos

Fonte: Autor, 2018.
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Grafico 2 - Avaliacdo da salinidade na eclosdo acumulada de J2 de Meloidogyne enterolobii
em placas de Petri.

-O—Confrole —0—100 mM NaCl 50

N° de J2 eclodidos

1 2 3 4 5 6 Dia§ 8 o 10 11 12

Fonte: Autor, 2018.

De acordo com os dois graficos, verificou-se que a salinidade (100mM de NaCl)
ndo interferiu na eclosdo de juvenis de M. enterolobii, tendo inclusive, sido finalizada um dia
antes do controle (4gua). Com isso, verifica-se que a salinidade ndo afetou a formacdo de
juvenis do primeiro e segundo estadios nem foi capaz de retardar a eclosao da fase infestante.

De uma forma geral, ha caréncia de pesquisa com salinidade e fitonematoides no
Brasil. Adrian, Evans e Perry (2005) discutem a partir de varios relatos, que 300 mM de NaCl
podem induzir a quiescéncia de J2 de M. javanica, que M. hapla € intolerante a 800mM de
NaCl e que a infectividade, desenvolvimento e eclosdo de M. incognita foram reduzidos em
altos niveis de NaCl e CaCl,. A elevada permeabilidade de nematoides aos ions tem efeito
deletério e isso desequilibra varios processos bioldgicos. A osmorregulagdo é observada em
juvenis, o que possibilita a sobrevivéncia de parte da populacdo em solucéo salina. Por fim,

informa que dados de ensaios in vitro ndo representam o0 mesmo comportamento no campo.
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4.3 Ensaio Il - Motilidade, sobrevivéncia e infectividade de M. enterolobii na fase J2 em

solucéo salina in vitro.

Na Tabela 9 sdo apresentados os resultados referentes ao nimero médio de J2
imoveis apos imersdo em solucdo salina em diferentes niveis e o percentual de J2 que

recuperou a motilidade ap6s passagem em &gua destilada.

Tabela 9 - Dados sobre motilidade de J2 de M. enterolobii apds 24h e 48 h de imersdo em
solucéo salina em concentragdes de NaCl.

[NaCl] J2 imOveisem  J2 imOveis em Recuperados em agua
(mM) 24h 48h destilada (%)
0 0 0 f -
25 0 0 f -
50 0 0 f -
75 0 0 f -
100 0 2,2 ef 100
125 0 3,7 ef 100
150 0 53 e 100
175 0 13,5d 100
200 0 24,7 ¢ 100
300 0 41 b 100
400 0 48,7 a 100
C.V. (%) - 15,74 ;

Conforme mostra a Tabela 9, as 24h de imers&o nos 11 tratamentos, todos os 50 J2
de M. enterolobii, em cada placa, estavam perfeitamente ativos. As 48h constatou-se a
ocorréncia de imotilidade dos juvenis e observou-se que o nimero de J2 inativos aumentou
com a elevacdo dos niveis de salinidade, sendo superior a 97% em 400 mM. No tratamento
controle e nos niveis de 25, 50 e 75 mM, n&o foi observada imotilidade nos individuos as 48h
de exposicdo a solucdo salina, por esta razdao ndo foram transferidos para a agua destilada.
Todos os J2 imoveis (100%) nas solucdes de concentragdo entre 100 e 400 mM de NaCl
recuperaram o movimento logo apds sua transferéncia para a agua destilada (Tabela 9).

As plantas de tomateiro ‘Santa Clara’ inoculadas com 0s juvenis imersos na
solugdo salina de 100 mM e no controle, apos 45 DAI apresentaram galhas nas raizes,
confirmando que a passagem na solugéo salina por 48 h ndo afetou a infectividade dos J2
(dados ndo apresentados).

Na segunda parte do ensaio, em que o0s J2 de M. enterolobii permaneceram por 15

dias em placas com solucéo salina ao nivel de 100 mM de NaCl, e que 150 dentre os J2 ainda
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ativos (Figura 13) foram retirados e inoculados em tomateiro ‘Santa Clara’, constatou-se, apos
45 dias, a presenca de muitas galhas na raiz da Unica inoculada (77) (Figura 14a),
demonstrando que mesmo com o tempo de 15 dias em solugédo salina a sua infectividade nao
foi afetada. NUmero semelhante de galhas (75) foi observado em tomateiro inoculado com J2

que permaneceram em agua (Figura 14b).

Figura 13 - J2 de Meloidogyne enterolobii ativo apds 15 dias imerso em solucdo salina ao
nivel de 100 mM de NaCl.

Fonte: Autor, 2018.

Figura 14 - Galhas (exemplos apontados pelas setas) em raiz de tomateiro ‘Santa Clara’ 45
dias ap6s inoculacdo de Meloidogyne enterolobii com: a) J2 que permaneceram por 15 dias
em solucdo salina; b) J2 que permaneceram em agua (controle).
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4.4 Ensaio IV - Infectividade de M. enterolobii em plantas de feijao-caupi ‘Pitiuba’

irrigadas com solugéo salina.

O exame ao microscopio 6tico das raizes coradas de plantas de ‘Pitiuba’ irrigadas

com solucdo salina e com agua apresentaram resultados diferentes quanto ao nimero e

desenvolvimento dos nematoides (Tabela 10).

Tabela 10 - Numero de juvenis em raizes coradas de ‘Pititba’ com M. enterolobii.

Tipo de irrigagdo | DAI* | Planta | J2 fusiformes ou cilindricos | J3 | J4 | Fémeas
1 55 0| O 0
< . 2 10 0| O 0
Solugéo salina 15 3 15 0 0 0
4 19 0| O 0
1 7 19| 52 0
Agua dessalinizada | 15 2 10 11| 12 0
3 35 98| 56 2
5 6 0| O 0
6 2 0| O 0
< . 7 12 0| O 0
Solucéo salina 18 g ’ 0 0 0
9 1 0 3 0
10 3 4 | 10 0
4 47 75| 60 9
5 30 74 | 127 5
Agua dessalinizada | 18 6 0 31| 44 1
7 17 89 | 115 4
8 2 73| 65 1

DAI: dias ap6s a inoculacdo. J2: juvenis de segundo estadio. J3: juvenis de terceiro estadio.

J4: juvenis de quarto estadio.
Fonte: Autor, 2018.

As alteracOes realizadas na metodologia original de coloracdo de nematoide de

tecido de raiz com fucsina acida permitiram a obtencdo de uma cor rosada mais intensa dos

nematoides no interior das raizes de °Pitilba’ possibilitando a facil visualizacdo dos

individuos, bem como a diferenciacdo dos estadios de desenvolvimento de M. enterolobii.

Em raizes de plantas irrigadas durante 17 dias com solugéo salina, e removidas

aos 15 DAI, o exame revelou a presenca de 10 a 65 J2 fusiformes e alguns cilindricos na

maioria das observacdes (Figura 15a). Nesta ocasido, estas raizes ndo apresentavam galhas.
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As plantas infectadas durante esse mesmo tempo (15 dias), porém irrigadas com
agua dessalinizada, tinham, em suas raizes coradas, a presenca de 7 a 35 juvenis da fase J2, 11
a 98 individuos J3 e 12 a 56 juvenis J4 e algumas fémeas jovens (Figura 15b). Nas raizes

dessas plantas observou-se um nimero médio de 14 galhas pequenas.

Figura 15 - Meloidogyne enterolobii apds 15 dias da inoculacdo em vasos com feijao-caupi
‘Pitilba’ irrigado a) com solucdo salina apresentando juvenis de segundo estadio (mais
comuns) e b) com agua dessalinizada com muitos individuos de terceiro e quarto estadios.

-

Fonte: Autor, 2018.

As plantas retiradas aos 18 DAI, mantidas sob irrigacdo com solugéo salina por 20
dias, mostraram nas suas raizes coradas e com algumas galhas, 1 a 12 J2 (Figura 16a), e,
observou-se a presenca de alguns individuos J3 e J4, porém com auséncia de fémeas.

As plantas infectadas aos 18 DAI, irrigadas com agua dessalinizada,
apresentavam, nas suas raizes coradas, de 0 a 47 individuos J2 cilindricos e de 31 a 89 juvenis
de fases J3 e 44 a 127 J4, numero bem superior ao observado aos 15 dias, sendo constatadas
também a presenca de fémeas em varias ldminas de regido central e da extremidade da raiz e

namero médio de 35,4 galhas pequenas (Figura 16b).
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Figura 16 - Meloidogyne enterolobii apds 18 dias da inoculacdo em vasos com feijao-caupi
‘Pitilba’ irrigado a) com solucéo salina apresentando juvenis de segundo estadio fusiformes e
cilindricos e b) com agua dessalinizada ja com a presenca de fémeas.

x’:‘ ,.-,\\ : ,-._.‘. _ ; .‘?

t!, \

Fonte: Autor, 2018.

A diferenga no nimero e nas fases observadas nas raizes tratadas com solucéo
salina com relacdo as raizes irrigadas com agua, nos dois periodos (15 e 18 dias) deveu-se,
provavelmente, a um atraso na penetracdo e no desenvolvimento dos juvenis nas raizes de
‘Pitilba’ com a irrigacdo de solucéo salina.

Dados semelhantes aos deste ensaio foram obtidos por Sumera et al. (2015) em
experimentos conduzidos em vasos com berinjela, M. javanica e salinidade. Foi observada
reducdo no desenvolvimento de juvenis, devido maior nimero de J2 e menor nimero de J3 e
J4 em raizes de berinjelas tratadas com salinidade comparado ao controle com agua. Segundo
0s autores, a salinidade e a infec¢do por nematoides podem comprometer o crescimento de
plantas, pois as galhas e o elevado potencial osmético devido a salinidade prejudicam a
absorcdo de agua e minerais do solo. Foi relatada redugdo acentuada no crescimento das
berinjelas na combinacgéo salinidade e nematoides, seguida de somente com salinidade, sendo
menos reduzida a biomassa na infeccdo apenas pelo nematoide.

Wallace (1966) cita que o sucesso da infecgdo de juvenis na raiz depende de
fatores como hospedeira adequada e a velocidade de penetragdo do J2, tendo o potencial
osmatico e o pH influéncia menor. Edongali, Duncan e Ferris (1982), porém, verificaram que
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a penetracdo de juvenis de M. incognita em tomateiros foi afetada pela concentracdo de
solugéo salina no solo, 0 que pode ter causado 0 esgotamento das suas reservas corporais,
levando, possivelmente, a uma menor infectividade pela reducdo de atividade metabolica e
movimento no solo, que poderia inibir a busca pelos locais de infec¢do na raiz. Os autores
citam ainda atraso na formacdo de fémeas maduras em condicdes salinas, mas que as mesmas
podem ser capazes de produzir ovos.

Khan, Khan e Khan (1997) em ensaios com M. incognita raca 2 em quiabo e
pepino citaram que ocorreu menor penetracao de juvenis e atraso de seu desenvolvimento nas
raizes das plantas em solos salinos (50 mM). O atraso induzido pela salinidade na
patogenicidade e na producdo de fémeas e de massa de ovos podem levar a uma reducdo da
populacdo do patdgeno. De acordo com os autores, a aparente supressividade da salinidade na
penetracdo e reproducdo do nematoide, resultam em alguma melhoria para o crescimento das
plantas.

Em outros estudos, com o Tylenchulus semipenetrans em citros, Mashela, Ducan e
McSorley (1992) observaram que a salinidade parece ter estimulado a reproducdo do
nematoide em duas a 10 vezes, em porta-enxertos sensiveis e resistentes a salinidade. O
acumulo de sal e os ciclos de lixiviagdo aumentam as populacdes do patdgeno e também
podem explicar as densidades populacionais maiores do nematoide dos citros nas areas com
alta salinidade.

Neste ensaio com a cultivar Pitilba ocorreu atraso no desenvolvimento de juvenis
de M. enterolobii em plantas irrigadas com solu¢do salina, as quais foram também afetadas
pelo tratamento. Porém, novos ensaios seriam necessarios, com uma adequacdo na
metodologia de irrigagdo com solucdo salina, a fim de melhor monitorar os niveis de sais
presentes no solo, compreender o efeito da salinidade e de diferentes niveis do NaCl na
infeccdo e desenvolvimento de M. enterolobii, ou outras espécies, em feijao-caupi para
investigar melhor o comportamento em campo dessa planta a infeccdo por Meloidogyne em

solo com salinidade.
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5 CONCLUSAO

1- A cultivar Sempre Verde foi resistente a todas as espécies de Meloidogyne testadas.

2- ‘Pitiuba’ foi a dnica cultivar suscetivel a M. enterolobii, ao passo que ‘Jodo Paulo II’
apresentou resisténcia somente a esta espécie.

3- As cultivares Jodo Paulo Il e Setentdo foram suscetiveis ao M. konaensis.

4- A eclosdo de J2, a motilidade e a sobrevivéncia de juvenis de M. enterolobii, in vitro, ndo
foram afetadas pela salinidade.

5- A salinidade n&o interferiu na infectividade, mas comprometeu o desenvolvimento de M.

enterolobii em raizes de ‘Pititba’ irrigada com solucéo salina a 100 mM de NaCl.
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APENDICE A - GRAFICOS COM DADOS REFERENTES AOS RESULTADOS
OBTIDOS NO ENSAIO |
Os gréficos 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 apresentam 0s valores médios em relacdo as
varidveis agronémicas avaliadas para as cultivares inoculadas com as quatro espécies de

Meloidogyne e seus respectivos controles, obtidos a partir dos resultados do ensaio I.

Gréfico 3 - Valores médios de altura da parte aérea (APA, cm) referentes as cultivares de
feijdo-caupi infectadas por Meloidogyne spp.
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Fonte: Autor, 2018.
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Gréfico 4 - Valores médios de massa fresca da parte aérea (MFPA, g) referentes as cultivares
de feijao-caupi infectadas por Meloidogyne spp.
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Gréfico 5 - Valores médios de massa seca da parte aérea (MSPA) referentes as cultivares de
feijdo-caupi infectadas por Meloidogyne spp.
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Gréfico 6 - Valores médios de comprimento da raiz (CR) referentes as cultivares de feijao-
caupi infectadas por Meloidogyne spp.
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Gréfico 7 - Valores médios de massa fresca da raiz (MFR, g) referentes as cultivares de feijéo-
caupi infectadas por Meloidogyne spp.
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Gréfico 8 - Avaliacdo quantitativa da infectividade de Meloidogyne spp. sobre cultivares de
feijdo-caupi, considerando numero de galhas (NG).
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Gréafico 9 - Avaliacdo quantitativa da infectividade de Meloidogyne spp. sobre cultivares de
feijdo-caupi, considerando nimero de massas de ovos (NMO).
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APENDICE B - IMAGENS REFERENTES AS LAMINAS PREPARADAS COM
Meloidogyne enterolobii PARA O ENSAIO IV

Figura 17 - Meloidogyne enterolobii apds 15 dias da inoculagcdo em vasos com feijao-caupi
‘Pitidba’ irrigado com solucdo salina. Fases presentes nas raizes coradas com solugdo
contendo fucsina acida, mostrando juvenis de segundo estadio, mais comuns (esquerda), e
juvenis do terceiro e quarto estadios, pouco frequentes (direita).

v . i
Fonte: Autor, 2018.

Figura 18 - Meloidogyne enterolobii apds 15 dias da inoculacdo em vasos com feijao-caupi
‘Pitiiba’ irrigado com agua dessalinizada. Fases presentes nas raizes coradas com solugédo
contendo fucsina &cida, mostrando juvenis de terceiro e quarto estadios (esquerda) e fémeas
(direita).

.'?ﬁ ‘

Fonte: tor,2018.
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Figura 19 - Meloidogyne enterolobii apds 18 dias da inoculagcdo em vasos com feijdo-caupi
‘Pitilba’ irrigado com solucdo salina. Fases presentes nas raizes coradas com solucdo
contendo fucsina &cida, mostrando juvenis de segundo estadio fusiforme e cilindrico, mais
comuns (esquerda), e juvenis de terceiro e quarto estadios, menos frequentes (direita).

Figura 20 - Meloidogyne enterolobii apds 18 dias da inoculacdo em vasos com feijao-caupi
‘Pitilba’ irrigado com agua dessalinizada. Fases presentes nas raizes coradas com solugédo
contendo fucsina acida, mostrando juvenis de terceiro e quarto estadios (esquerda) e fémeas,
mais comuns (direita).
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Fonte: Autor, 2018.






