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Resumo

Das diversas pragas e doengas que afetam o feijoeiro (Phaseolus spp.), encontram-se os
nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., sendo amplamente conhecido o seu efeito
devastador em culturas horticolas. A principal estratégia de controlo assenta na aplicacdo de
nematodicidas, que tém sido progressivamente restringidos. Tém sido consideradas técnicas de
controlo alternativas, como a enxertia de horticolas em porta-enxertos resistentes. Os objetivos do
estudo foram: 1) conhecer a reagdo de cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris e P. coccineus) a
Meloidogyne javanica, considerando o seu grau de suscetibilidade ou resisténcia; 2) avaliar a
severidade dos danos causados nas raizes; e 3) inferir sobre a potencial utilizacdo destas cultivares
como porta-enxerto comercial de feijoeiro.

Foi realizado um ensaio em vaso, com cinco repeticdes de cada uma de nove cultivares
testadas, que decorreu numa sala de culturas com condi¢des controladas. As plantas foram inoculadas
com 5000 ovos e jovens de M. javanica; plantas ndo inoculadas serviram de testemunha negativa,
sendo a testemunha positiva plantas de tomateiro cv. Tiny Tim reconhecidamente suscetivel a M.
javanica. Sessenta dias apds a inoculacdo, procedeu-se a determinacdo do numero de galhas e de
massas de ovos nas raizes. Nenhuma das cultivares testadas foi completamente resistente ao
nematode. No entanto, através de uma analise comparativa, foi detetado um potencial de resisténcia
nas cultivares Bencanta e Oriente, em que foram registados niveis do nimero de galhas, de massas de
ovos e de reproducdo dos nematodes comparaveis aos de cultivares classificadas como resistentes.

As cultivares Bencanta e Oriente revelaram resultados promissores relativamente a sua
utilizacdo como porta-enxertos resistentes a NGR, justificando-se uma investigacdo mais aprofundada
para testar e avaliar a viabilidade da sua utilizagao na enxertia de feijoeiro, em condi¢des controladas e
no campo, e na presenca de outras espécies de NGR.
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cultivares resistentes

ABSTRACT

Evaluation of the resistance of common bean (Phaseolus spp.) to Meloidogyne javanica,
for use as rootstocks

Among the numerous pests and diseases that affect common bean (Phaseolus spp.), root-knot
nematodes (RKN), Meloidogyne spp., are the ones that stand out for their devastating effects on
horticultural crops. The main control strategy is based on the application of nematicides, which have
been progressively restricted. Alternative nematode management methods have been considered, such
as vegetable grafting using resistant cultivars. The objectives of this study were: 1) to know the
reaction of nine cultivars of common bean (Phaseolus vulgaris and P. coccineus) to Meloidogyne
javanica, considering their degree of susceptibility and resistance; 2) to assess the severity of damage
to the roots; and 3) to infer on the potential use of these cultivars as commercial bean rootstocks. A pot
experiment was done under controlled conditions in a culture room, and each treatment consisted of
five replicates. Plants were inoculated with 5 000 eggs and second stage juveniles of M. javanica, with
uninoculated plants serving as negative control and susceptible tomato plants cv. Tiny Tim being used
as positive control. Sixty days after inoculation, roots were observed to determine the number of galls
and egg masses. None of the tested cultivars was completely resistant to the nematode. However,
through a comparative analysis, a potential for resistance was detected in Bencanta and Oriente
cultivars, with levels of nematode-induced galls and egg masses comparable to those of cultivars
classified as resistant. The Bencanta and Oriente cultivars showed promising results regarding their
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use as resistant rootstocks to RKN, justifying further research to test and assess the feasibility of their
use in bean grafting, under controlled conditions and in the field, and in the presence of other species
of RKN.

Keywords: control, phytopathology, resistant cultivars, root-knot nematode, vegetable grafting

Introducio

S3o muitas as pragas que afetam a cultura do feijoeiro. Entre elas destacam-se os nematodes-
-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., considerados desde ha muito, e ainda hoje, os mais
prejudiciais pelos nematologistas (Jones et al., 2013).

A aplicacdo de nematodicidas de sintese é a estratégia de controlo mais eficaz, mas de acdo
temporaria e prejudicial para organismos nao-alvo, constituindo ainda um foco de poluicdo para o
ambiente, pelo que o seu uso estd progressivamente a ser restringido (Piskiewicz et al., 2008; Silva,
2012). Esta restricdo tem motivado a procura de meios alternativos de controlo de nematodes
fitoparasitas, tendo sido consideradas alternativas mais seguras e de facil gestdo, nomeadamente a
enxertia de horticolas com cultivares resistentes (Mourdo & Brito, 2014; Costa, 2015).

A incidéncia de varias doencas inerentes a producdo de horticolas pode ser mitigada pela
enxertia de plantas, uma vez que o porta-enxerto pode potenciar a resisténcia ou tolerdncia da planta a
diversos agentes patogénicos e parasitas do solo (Peil, 2003; Mourao & Brito, 2014). Esta técnica esta
associada a aumentos notaveis na produtividade de plantas enxertadas, o que representa um beneficio
relevante para os produtores (Theodoropoulou et al., 2007; Mourao & Brito, 2014).

A enxertia apresenta resultados promissores no controlo de nematodes, conferindo, em
muitos casos, resisténcia a proliferacdo destes fitoparasitas (Hooks et al., 2010). Contudo, ensaios
realizados com tomateiros enxertados mostraram que uma determinada cultivar usada como porta-
enxerto pode ndo apresentar a mesma tolerancia a varias espécies de NGR (Verdejo-Lucas et al., 2013).

Os objetivos deste trabalho foram: 1) conhecer a reagdo das cultivares de feijoeiro a M.
javanica, avaliando o seu comportamento como hospedeiras deste nematode, considerando o seu grau
de resisténcia, através da determinacdo do fator de reproducdo; 2) avaliar a severidade dos danos
causados no sistema radicular destas cultivares de feijoeiro, com base no nimero de galhas induzidas
na raiz, como indicador do grau de tolerancia; e 3) inferir sobre a potencial utilizacdo das diversas
cultivares ou de material vegetal melhorado a partir destas como porta-enxerto comercial de feijoeiro.

Material e métodos

0 isolado de M. javanica utilizado nos ensaios, obtido originalmente a partir de uma populagido
de batateira (Solanum tuberosum L.) infetada, foi mantido e multiplicado em tomateiro, Solanum
lycopersicum cv. Tiny Tim.

Foram realizados ensaios em vaso numa sala de culturas com condi¢des ambientais
controladas, com temperatura de 25°C (média), humidade relativa variando entre 45 e 80% e
fotoperiodo de 12 horas.

As sementes de feijoeiro foram colocadas a germinar a temperatura ambiente e transferidas
para vasos de plastico esterilizados, contendo uma mistura de solo e areia (1:1), também esterilizada.
As plantas foram colocadas na sala de culturas com condi¢bes controladas anteriormente descritas,
sendo regadas diariamente e fertilizadas, de 3 em 3 semanas, com solugdo nutriente universal. Quando
as plantulas apresentavam dois pares de folhas verdadeiras, estavam prontas para integrar os ensaios.

Para a inoculagdo, foram extraidos ovos e jovens de plantas de tomateiro infetadas com o
nematode, através do método do hipoclorito de sédio (Hussey & Barker, 1973). Foi pipetado o volume
necessario da suspensdo obtida para conter 5000 ovos e jovens de segundo estadio (J2), que foi
distribuido uniformemente por trés furos em torno do caule de cada planta a inocular. O in6culo de
5000 ovos e ]2 constituiu a populacdo inicial. De cada uma das cultivares testadas (quadro 1), cinco
plantas foram inoculadas (tratamento), enquanto outras cinco foram mantidas sem inéculo, servindo
de testemunha negativa. Para garantir a viabilidade do inéculo utilizado, foram ainda usados cinco
tomateiros suscetiveis cv. Tiny Tim, como testemunha positiva.

Sessenta dias apds a inoculagio, as plantas foram desenvasadas, tendo sido separada a parte
aérea da parte radicular. Registou-se o peso fresco das raizes, as quais foram imersas numa solugao de
Floxina B para evidenciar as massas de ovos do nematode (Hartman, 1983). Foram entdo observadas
cuidadosamente, para determinacdo do nimero de galhas e de massas de ovos produzidas; foram
ainda recolhidas até 10 massas de ovos, para determinacdo do nimero total de ovos produzidos por
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grama de raiz. Foi entdo calculado o fator de reproducao (Rf) (Sasser et al., 1984) e o indice de galhas
(GI) (Taylor & Sasser, 1978) de cada planta.

Os resultados foram analisados com o programa SPSS Statistics 17.0. A homogeneidade de
varidncia foi averiguada através do teste de Levene e foram feitas analises fatoriais para avaliar o efeito
do inéculo, comparando as varias cultivares entre si pelo comando Generalized Linear Model,
utilizando a transformacao logistica dos dados e o modelo de regressao de Poisson, a probabilidade de
5%. As diferencas estatisticamente significativas entre tratamentos foram comparadas entre si através
do teste LSD de Fisher, a probabilidade de 5%.

Resultados e discussao

A populacio de M. javanica infetou e reproduziu-se no sistema radicular de todas as cultivares
de feijoeiro inoculadas, o que também se verificou nos tomateiros utilizados como testemunhas
positivas da condicdo do inéculo. Os feijoeiros ndo inoculados ndo apresentaram infe¢do por M.
javanica, o que testemunhou a esterilidade da mistura de solo e areia utilizada nos ensaios.

Verificou-se um maior peso fresco da parte radicular nas plantas testemunhas, em relagio as
plantas infetadas, com a excecdo da cultivar Aintree (fig. 1). As diferencas foram significativas nas
cultivares Snowstorm, White Emergo Snowy e Vagem Rajada (p <0,05). E também de salientar o maior
peso radicular das plantas da espécie P. coccineus (cvs. Aintree, Snowstorm, White Emergo Snowy e
Feijao de 7 Anos) em relacdo as de P. vulgaris (as restantes cultivares).

Relativamente ao numero de galhas produzidas (fig. 2), verificou-se um numero
significativamente maior nas cultivares Snowstorm e Aintree (p <0,05); foram produzidas, em média,
mais de 100 galhas por sistema radicular. A cultivar Bencanta foi a que apresentou menor nimero de
galhas (p <0,05), tendo produzido, em média, 25 galhas por planta. Foi produzido o maior nimero de
massas de ovos (mais de 64) na cultivar Tarrestre (p <0,05). O menor nimero de massas de ovos por
grama de raiz foi observado na cultivar White Emergo Snowy (p <0,05), tendo sido observadas pouco
mais de 7 massas de ovos, em média (fig. 3). Os tomateiros suscetiveis incluidos como testemunha
positiva apresentaram um ntimero médio de 129 galhas por sistema radicular e de 60 massas de ovos
por grama de raiz.

0 nimero de ovos produzidos por grama de raiz (fig. 4) foi mais elevado na cultivar Tarrestre,
existindo diferencas significativas em relagdo as restantes cultivares (p <0,05). O menor nimero de
ovos por grama de raiz, com um valor significativamente inferior, foi registado na cultivar White
Emergo Snowy (p <0,05). Com base no nimero de ovos e de galhas produzidas, foram calculados os
fatores de reproducao (Rf) e os indices de galhas (GI) (quadro 2).

0 Rf mais elevado foi obtido na cultivar Tarrestre (16,2), ndo sendo contudo estatisticamente
diferente dos das cultivares Snowstorm e Aintree. O valor mais baixo foi obtido na cultivar Bencanta,
com um Rf de 0,6, ndo sendo estatisticamente diferente do da cultivar Oriente (0,8), que também
apresentou um Rf muito baixo, em compara¢do com as outras cultivares. O GI foi mais elevado na
cultivar Snowstorm. No entanto, este valor ndo é estatisticamente diferente do das cultivares Aintree,
Tarrestre e Vagem Rajada, que apresentaram um GI de 4,6, segundo a classificagdo de Sasser et al.
(1984). A cultivar que apresentou menos danos foi a Bencanta, com um GI de 3,2.

Estes resultados vém, na sua globalidade, apoiar o que foi ja sugerido anteriormente sobre a
suscetibilidade de varias cultivares de P. vulgaris a uma vasta gama de espécies de Meloidogyne (Mullin
et al, 1991). No entanto, duas das cultivares avaliadas no presente estudo, Bencanta e Oriente,
mostraram niveis de tolerancia significativos a M. javanica. Seria expectavel que as raizes das plantas
inoculadas com M. javanica apresentassem um peso fresco superior ao das plantas testemunhas
(Carneiro et al., 1999). No entanto, verificou-se uma tendéncia para um maior peso radicular das
plantas testemunha, em sete das nove cultivares testadas. Como foram observadas em geral galhas
pequenas, a formagdo de galhas radiculares podera nao ter tido efeito, no peso da raiz, superior ao
resultante da infecdo pelos nematodes. As cultivares Aintree, Snowstorm, Tarrestre e Vagem Rajada
apresentaram raizes muito danificadas pela presenca do nematode, dado o nimero elevado de galhas
observadas. Estes resultados corroboram um estudo conduzido por Veech & Endo (1970), que sugere
que a cultivar Bencanta foi a mais resistente a infe¢do por M. javanica. No entanto, tanto a cultivar
Bencanta como a Oriente foram consideradas hipersuscetiveis a M. javanica, no presente trabalho.

Tendo um maior nimero de galhas, seria de esperar que as raizes das cultivares Aintree e
Snowstorm suportassem maior niimero de massas de ovos. No entanto, o maior nimero de massas de
ovos foi observado nas raizes da cultivar Tarrestre. No caso da cultivar White Emergo Snowy, os
nematodes ndo tiveram tanta facilidade em reproduzir-se, como evidenciado pelo menor nimero de
massas de ovos presentes nas raizes.
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0 ntimero de ovos por grama de raiz reflete melhor a reproducao do nematode no hospedeiro,
ao ter em conta a massa fresca de raiz que estara a suportar o seu desenvolvimento e reproducao.
Embora, no presente trabalho, o menor nimero de ovos por grama de raiz tenha sido produzido na
cultivar White Emergo Snowy, as cultivares Bencanta e Oriente foram as que apresentaram maior grau
de resisténcia ao nematode. Isto podera ser explicado pelo facto de a cultivar White Emergo Snowy ter
tido um peso radicular médio relativamente inferior, em relacdo ao das cultivares Bencanta e Oriente.

As cultivares Aintree, Bragancano, Feijdo de 7 Anos, Snowstorm, Tarrestre, Vagem Rajada e
White Emergo Snowy mostraram ser hospedeiras suscetiveis a M. javanica, resultados semelhantes aos
obtidos por outros autores (Di Vito et al.,, 2007; Juliatti et al.,, 2010; Baida et al., 2011). As cultivares
Bencanta e Oriente apresentaram os valores de Rf mais baixos, sendo classificadas como
hipersuscetiveis (Sasser et al., 1984). No entanto, é de sublinhar que a classificacdo de resisténcia ou
tolerancia diz sempre respeito ao binémio cultivar-nematode. De facto, a cultivar Bencanta ja foi
referida como suscetivel a outra espécie de NGR, M. megadora (Almeida & Santos, 2002). A principal
diferenca entre estas duas cultivares reside no facto de Bencanta apresentar valores de GI e Rf
inferiores, em comparacdo com a cultivar Oriente.

No presente trabalho, as cultivares da espécie P. coccineus apresentaram sistemas radiculares
extensos, embora tenham sido consideradas suscetiveis a M. javanica. Por outro lado, embora uma
combinag¢io bem-sucedida de enxerto e porta-enxerto possa potenciar a tolerancia aos NGR, muitos
porta-enxertos em uso poderdo ser completamente suscetiveis mas, por terem sistemas radiculares
extensos, conseguem mitigar os danos causados as raizes, comportando-se como tolerantes
(Giannakou & Karpouzas, 2003). E de evidenciar que as cultivares da espécie P. coccineus avaliadas,
ndo se comportaram como resistentes ou tolerantes a M. javanica. Ndo se justifica, portanto, enxertar
cultivares comerciais (como Oriente) ou cultivares nacionais melhoradas (como Bencanta) em porta-
enxertos de P. coccineus para cultivo em zonas infestadas com NGR, sem antes se testar a sua
resisténcia ou tolerancia a estes nematodes.

Conclusoes

Pode salientar-se que as cultivares Bencanta e Oriente apresentaram resultados promissores
em relacdo a sua utilizacdo na enxertia de horticolas, uma vez que sofreram menos danos pelo
nematode e limitaram a sua reproducdo, em comparacdo com as outras cultivares suscetiveis
avaliadas. Perante os resultados obtidos, justifica-se uma investigacdo mais aprofundada para testar e
avaliar a viabilidade da sua utilizacdo na enxertia de feijoeiro, em condi¢des controladas e no campo, e
na presenca de outras espécies de NGR.
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Quadro 1 — Cultivares das duas espécies do género Phaseolus, pertencentes a trés categorias (L1, L2 e
L3), utilizadas nos ensaios.

Espécie Cultivar Categoria
Bencanta Nacional Melhorada (L2)
P. vulgaris Bragancano Nacional Melhorada (L2)
' Oriente Comercial (L1)
Tarrestre Tradicional (L3)
Vagem Rajada Nacional Melhorada (L2)
Aintree Comercial (L1)
P coccineus Feijao de 7 Anos Tradicional (L3)
‘ Snowstorm Comercial (L1)
White Emergo Snowy Comercial (L1)
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Quadro 2 — Grau de resisténcia (DR) das cultivares de feijoeiro testadas a Meloidogyne javanica,
segundo Sasser et al. (1984).

Cultivar RE* Eficiénci? do GI* Danos ao DR
hospedeiro hospedeiro

Aintree 12,5+152 >1 4,6 +0,5 >2 Suscetivel
Bencanta 0,6+0,2 <1 3,2+0,8 >2 Hipersuscetivel
Bragancano 1,8+2,7 >1 4,0+0,7 >2 Suscetivel
Feijao de 7 Anos 3,8+0,9 >1 4,2 +0,4 >2 Suscetivel
Oriente 0,8+0,3 <1 4,2 +0,4 >2 Hipersuscetivel
Snowstorm 14,0 + 8,6 >1 500 >2 Suscetivel
Tarrestre 16,2+ 14,4 >1 4,6 +0,5 >2 Suscetivel
Vagem Rajada 7,0+6,2 >1 4,6 +0,5 >2 Suscetivel
White Emergo 2,1+0,8 >1 4,4 +0,5 >2 Suscetivel

*Rf - fator de reproducdo; *GI - indice de galhas; *os dados apresentados sdo a média + desvio-
padrao das repeticoes analisadas.
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Figura 1 — Peso fresco da parte radicular das cultivares testadas, 60 dias apds a inoculagdo com 5 000
ovos e ]2 de Meloidogyne javanica. Os valores apresentados sdo a média de 5 repeti¢cdes + erro padrio.
Os valores assinalados com asterisco indicam diferencas significativas (p <0,05).
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Figura 2 — Numero de galhas produzidas no sistema radicular das cultivares testadas, 60 dias apds a
inoculacdo com 5 000 ovos e J2 de Meloidogyne javanica. Os valores apresentados sdo a média de 5
repeticdes * erro padrdo. Os valores acompanhados da mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes (p <0,05).
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Figura 3 — Massas de ovos produzidas por grama de raiz nas cultivares testadas, 60 dias apés a
inoculagdo com 5 000 ovos e ]2 de Meloidogyne javanica. Os valores apresentados sio a média de 5
repeticdes *+ erro padrdo. Os valores acompanhados da mesma letra nido sdo significativamente
diferentes (p <0,05).
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Figura 4 — Numero de ovos por grama de raiz das cultivares testadas, 60 dias apos a inoculagdo com
5000 ovos e J2 de Meloidogyne javanica. Os valores apresentados sdo a média de 5 repeti¢des * erro
padrido. Os valores acompanhados da mesma letra ndo sao significativamente diferentes (p <0,05).
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