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Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar a reagio de genétipos de grio-de-bico do banco de germoplasma da Embrapa
Hortaligas para resisténcia a Meloidogyne incognita raga 1 e M. enterolobii, com o intuito de tentar identificar fontes de
resisténcia a estes nematoides-das-galhas, e também verificar como esta cultura ¢ afetada pelo M. enterolobii. Avaliou-se
em casa de vegetacdo seis genotipos de grao-de-bico: ‘Jamu -96°, ‘Flipoz-23C’, ‘Flip 03-34C’, ‘Flip06-155C’, ‘Flip03-
109C’ e a cultivar BRS Cicero. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 7x2 (sete gendtipos x duas espécies de nematoides), com seis repetigoes. As duas espécies de nematoides foram
inoculadas nos gendtipos de grao de bico, e 104 dias apos a inoculacdo foi realizada avalia¢do do indice de massa de ovos
(IMO) e de galhas (IG), numero de ovos por grama de raiz (NOGR) e do fator de reproducdo (FR). Os dados foram
submetidos a analise de variancia individual e conjunta para as duas espécies de nematoides, e agrupamento de médias dos
tratamentos por Scott-Knott. Verificou-se que para ambas as espécies de nematoides-das-galhas inoculadas néo foi possivel
identificar genotipos de grao-de-bico resistentes, mas como o controle a campo ¢ dificil, pesquisas que visam a busca por
fontes de resisténcia sdo importantes.

Palavras chave: Cicer arietinum, fator de reproducao, resisténcia genética

Abstract

The objective of this work was to evaluate the reaction of chickpea genotypes to the Embrapa Vegetables germplasm bank
for resistance to Meloidogyne incognita race 1 and M. enterolobii, aiming to identify sources of resistance to these root
knot nematodes, and to verify haw this culture is affected by M. enterolobii. Six genotypes of chickpea were evaluated:
Jamu-96', 'Flipoz-23C', 'Flip 03-34C', 'Flip06-155C', 'FIip03-109C' and the cultivar BRS Cicero. The experiment was
conducted in a completely randomized design in a 7x2 factorial scheme (seven genotypes x two species of nematodes),
with six replications. The two nematodes species were inoculated in the chickpea genotypes, and 104 days after inoculation
were evaluated the egg mass index (IMO) and gall index (IG), number of eggs per gram of root (NOGR) and of the
reproduction factor (FR). The data were submitted to individual and joint analysis of variance for the two species of
nematodes and grouping of means of the treatments by Scott-Knott test. Was verified that for both species root-knot
nematodes were not possible to identify resistant chickpea genotypes, but as field control is difficult, researches such as
these to search for sources of resistance are important.
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Introducao

O grao-de-bico (Cicer arietinum L.) ¢ uma planta do tipo herbacea com vagens que podem ter
de uma a quatro sementes, que sdo utilizadas na alimentagdo humana (VIEIRA et al., 2001). As
cultivares de grao-de-bico sdo classificadas em dois grupos, Desi e Kabuli, cujos centros de origem
sao o sudoeste do continente Asiatico (grupo Desi) e o Mediterraneo (grupo Kabuli) (VAVILOV, 1950).
No grupo Desi os foliolos sao pequenos e geralmente produz trés graos por vagem, enquanto no grupo
Kabuli os foliolos sdo grandes, ¢ sao produzidos no maximo dois graos por vagem (VIEIRA et al.,
2001).

O grupo Desi é 0 mais produzido no mundo todo, sendo que a India é o maior produtor mundial.
As demais regides produtoras do globo sdo alguns paises do continente americano (Estados Unidos,
México, Chile e Brasil), alguns paises do continente Africano (Africa do Sul e Turquia), e Australia
(VIEIRA et al., 2001).

Em relacdo a nutricdo, o grao-de-bico tem grande potencial a ser explorado, uma vez que ¢ boa
fonte de minerais (P, Mg, Fe, K, Co e Mn) (FERREIRA et al., 2006), além de fibras, proteinas,
vitaminas, carboidratos (ULUKAN et al., 2012), 4cidos graxos insaturados e B-caroteno (GAUR et al.,
2012). No entanto, o consumo deste grao ainda ¢ muito limitado no Brasil, quando comparado a outras
leguminosas como o feijao.

Mundialmente, na cultura do grao-de-bico sdo descritos mais de cinquenta patégenos, sendo
que as principais doengas sdo causadas por fungos e nematoides, principalmente os nematoides-das-
galhas, que em muitas vezes inviabilizam a produ¢@o em areas infestadas, com perdas de produgio,
devido a diminui¢do na absor¢do de nutrientes pelas raizes das plantas (MANARA; RIBEIRO, 1992).

De acordo com (VIEIRA et al., 2001) as espécies de nematoides que podem causar danos ao
grao-de-bico sdo Meloidogyne incognita, M. javanica, M. artiellia, Hetedodera ciceri, Pratylenchus
spp. € Rotylenchus reniformis. Ainda de acordo com os autores, nas areas de cerrado, as principais
espécies causadoras de danos ao grao-de-bico sdo M. incognita € M. javanica. Sendo que dentre as
espécies formadoras de galhas, considerando outras espécies cultivadas, o M. incognita se destaca do
ponto de vista de perdas econdmicas, além de possuir ampla gama de hospedeiros sendo de dificil
controle (FERREIRA, 2010).

Além destas espécies de nematoides, o nematoide-das-galhas M. enterolobii tem sido detectado
em diferentes regides geograficas do mundo a partir de uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
culturas portadoras de genes de resisténcia a outras espécies de Meloidogyne (TIGANO et al., 2010).
No Brasil, M. enterolobii foi originalmente detectado em pomares de goiaba em 2001 nos estados de
Pernambuco e Bahia, e tem causado grandes prejuizos em areas densamente infestadas (CARNEIRO
et al., 2001; CARNEIRO et al., 2007; SIQUEIRA et al., 2009), no entanto at¢ o momento ndo ha
estudos sobre a reacao do grao-de-bico a este nematoide.

Entre os métodos de controle mais difundidos para os fitonematoides cita-se a utiliza¢dao de
nematicidas, rotacdo de culturas, utilizagdo de plantas antagonistas, alqueive, ¢ o emprego da
resisténcia genética (ALMEIDA et al., 2012), mas como nenhuma destas praticas sdo totalmente
eficientes isoladamente, a associacdo de mais de uma medida ou método de controle na maioria das
vezes ¢ a melhor op¢do. A utilizacdo de cultivares com resisténcia genética vem crescendo muito na
ultima década, devido ha inimeros fatores, dentre eles a redugdo do risco de contaminac¢ao ambiental
com o uso de agroquimicos, € redu¢@o nos custos € no tempo para implementacao de outras técnicas
de manejo. Para a obteng¢ao de variedades genéticas resistentes, existem inimeros métodos, mas o mais
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utilizado ¢ a busca por acessos que possam conter genes de resisténcia para posterior introgressao, €
como ha na literatura relatos de gendtipos de grao-de-bico com tolerancia aos nematoides-das-galhas
(SHARMA et al., 1995; ANSARI et al., 2004; CHAKRABORTY et al., 2016; SUMITA, 2017),
justifica-se a realizacdo de pesquisas nesta area.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a reagdo de genotipos de grao-de-bico do
banco de germoplasma da Embrapa Hortali¢as para resisténcia a Meloidogyne incognita raga 1 ¢ M.
enterolobii, com o intuito de tentar identificar fontes de resisténcia a estes nematoides-das-galhas, e
também verificar como esta cultura ¢ afetada pelo M. enterolobii.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Embrapa Hortalicas, localizada no Gama-DF em casa de
vegetacdo. Foram avaliados seis acessos de grao-de bico ‘Jamu — 96°, ‘Flipoz — 23C”, ‘Flip 03-34C",
‘Flip 06-155C”, “Flip 03-109C’ e a cultivar ‘BRS Cicero’ para a resisténcia ao M. incognita raga 1 e
M. enterolobii. Utilizou-se a cultivar de tomateiro “Rutgers” como padrdo de suscetibilidade.

Fémeas dos nematoides-das-galhas pertencentes as espécies M. incognita raca 1 coletadas de
raizes de tomateiro na area experimental da Embrapa Hortaligas e fémeas de M. enterolobii coletadas
de raizes de goiabeira provenientes de Petrolina — PE, foram mantidas em casa de vegetacdo. A
identificacdo das espécies foi realizada com cortes perineais, comparadas com padrdes descritos por
EISENBACK; HIRSCHMANN-TRIANTAPHYLLOU (1991), além da analise do padrio da
isoenzima esterase, com metodologia adaptada de CARNEIRO; ALMEIDA (2001).

Para a produgdo de in6culo, as espécies do nematoide-das-galhas foram multiplicadas em
plantas de tomate cv. ‘Rutgers’. Dez dias apds a germina¢do das sementes nas bandejas de isopor, foi
realizado o transplante para vasos com capacidade para 3 litros contendo substrato Plantmax®
esterilizado. Oito dias apds o transplante foi realizada a inoculagdo das raizes das plantulas, com
suspensdo de 5.000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2) de cada espécie isoladamente, em
5 mL de 4gua distribuidas em volta do colo da planta. Aos 60 dias ap6s a inoculacao, ovos e eventuais
J2 das duas espécies de nematoides foram extraidos dos sistemas radiculares das plantas de tomate cv.
‘Rutgers’ segundo metodologia de BONETTI; FERRAZ (1981). Este procedimento foi repetido duas
vezes para a maxima obten¢do de ovos. A suspensdo de ovos e eventuais juvenis foi recolhida com
pipeta para um béquer e a contagem e calibragdo do inoculo foi feita em camara de contagem com
microscopio 6tico.

Para a instalacdo do experimento, realizou-se a semeadura dos gendtipos em vasos plésticos
com capacidade para 1,5 L em 25 de abril de 2014. Quinze dias apos a semeadura foi realizado o
desbaste deixando apenas uma planta por vaso. A inoculagdo com 4000 ovos e eventuais juvenis de 2°
estadio (J2) foi realizada 18 dias apos a semeadura, de acordo com o realizado para manuten¢do das
espécies em plantas de tomateiro cv. ‘Rutgers’. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente causalizado em esquema fatorial 7x2 (sete gen6tipos e duas espécies de nematoide), com
seis repetigoes, sendo a unidade experimental uma planta por vaso.

A avaliagdo das plantas foi realizada 104 dias apds a inoculagdo, para as seguintes variaveis:
indice de massa de ovos (IMO): os sistemas radiculares lavados em 4gua corrente foram coloridos por
imersdo em solucdo de Floxina B na propor¢ao de 0,5 gramas por L de dgua, durante 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a contagem do nimero de massa de ovos dos nematoides sob microscopio
estereoscopio no sistema radicular de cada planta/repeticao (DIKSON; STRUBLE, 1965). O IMO nas
raizes foi obtido de acordo com HUANG et al. (1986), utilizando-se a escala de 1 a 5: 1= raizes sem
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massa de ovos; 2= raizes com 1 a 5 massas de ovos; 3= raizes com 6 a 15 massas de ovos; 4= raizes
com 16 a 30 massas de ovos; e 5= raizes com mais de 30 massas de ovos. Indice de galhas (IG): o
numero de galhas em cada sistema radicular de cada planta/repeti¢ao foi quantificado. O IG nas raizes
foi representado pela escala de 1 a 5, de acordo com CHARCHAR et al. (2003): 1= raiz sem galhas;
2= raiz com até 10 galhas pequenas; 3= raiz com até¢ 50 galhas pequenas; 4= raiz com mais de 50
galhas pequenas e até 10 galhas grandes; e 5= raiz com mais de 50 galhas pequenas e mais de 10 galhas
grandes. Galhas com mais de 3 mm foram consideradas grandes. Fator de reproducdo (FR): obtido
pela divisdo entre as densidades populacionais finais e iniciais (FR=P{/P1), onde valores zero foram
considerados imunes (I), menores que 1 resistentes (R) e maiores que 1 suscetiveis (S)
(OOSTEENBRINK, 1966). Foi considerado como populacao inicial (Pi) o indculo extraido,
quantificado e calibrado para conter 4.000 ovos e eventuais J2 por vaso. Foi calculado ainda o ntimero
de ovos por grama de raiz (NOGR).

Os dados foram submetidos a analise de variancia individual e conjunta para as duas espécies
de nematoides, ¢ agrupamento de médias dos tratamentos por Scott-Knott (1974), utilizando-se o
programa Genes (CRUZ, 2016).

Resultados e Discussao

De acordo com a Tabela 1, para a variavel, indice de galhas (IG) todos os gendtipos
apresentaram nota maxima, 5,00, portanto ndo foi realizada analise de variancia. Foi possivel detectar
diferengas significativas nas andlises de variancia individuais (P<0,05) para as variaveis: indice de
massa de ovos (IMO) para as duas espécies de nematoides, nimero de ovos por grama de raiz (NOGR)
para M. incognita e para fator de reproducao (FR) para M. enterolobii.

Os coeficientes de variagdo obtidos foram maiores para o NOGR (48,58%) em M. incognita e
para M. enterolobii (38,74%), pois houve grande variagdo dos resultados entre as repeti¢des; enquanto
que para as varidaveis IMO e FR, os valores obtidos foram menores, variando de 8,41 a 14,72%,
indicando, portanto, boa precisdo experimental e confiabilidade nas estimativas.

Quanto ao IMO, para ambas as espécies de nematoides nao foi possivel identificar algum
acesso com menor presenca de massa ovos dos nematoides do que a testemunha suscetivel de tomate
Rutgers (Tabela 1).

Quanto ao fator de reproducao (FR) para M. incognita todos os acessos apresentaram valores
equivalentes ao tomate Rutgers e foram considerados suscetiveis, e para o M. enterolobii, apesar dos
acessos Jamu — 96, BRS Cicero e Flip06-155C terem apresentado valores menores de FR, a reagdo, de
acordo com OOSTENBRINK (1966), também foi de suscetibilidade; indicando que em ambos os
genoétipos avaliados os nematoides se multiplicaram a partir da amostra inoculada (Tabela 1).

Pelo valor das médias gerais, verificou-se que M. incognita apresentou maior reproducdo do
que M. enterolobii nos acessos de grao-de-bico avaliados (Tabela 1), no entanto as raizes das plantas
infectadas por M. enterolobii estavam mais deterioradas, indicando grande severidade dos danos as
raizes.

LORDELLO; LORDELLO (1993) avaliaram a cultivar de grao-de-bico ‘IAC-Marrocos’ para
identificar resisténcia aos nematoides M. javanica, M. arenaria raca 2 € M. incognita ragas 1,2, 3 e 4,
e verificaram que esta cultivar foi suscetivel a todas as espécies de nematoides avaliadas. Naquele
trabalho a espécie de nematoide M. incognita raga 2 (que foi a mesma utilizada no presente estudo),
apresentou o FR maior do que todos as outras racas de M. incognita estudadas e também maior do que
as outras espécies do género Meloidogyne spp. (M. javanica e M. arenaria). O que ¢ indicativo que
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esta espécie apresenta grande potencial de causar danos na cultura do grao-de-bico e de aumento de
populacdo em area infectadas, devido a producao de ovos e do fator de reprodugdo nesta cultura.

Tabela 1. Avaliacdo de acessos de grao-de-bico para resisténcia a nematoides-das-galhas.

Cultivares IMO! 1G? NOGR? FR*/Rea¢io’
Meloidogyne incognita
Jamu - 96 3,00b 5,00 2460,00 a 2,37 a(S)
Flipoz-23C 3,67b 5,00 160,50 b 3,85a(S)
BRS Cicero 3,00b 5,00 1324,17 a 3,42 a(S)
Flip03-34C 4,17 a 5,00 160,33 b 4,07 a(S)
Flip06-155C 4,67 a 5,00 169,50 b 3,53a(S)
Flip03-109C 4,33 a 5,00 352,50 b 3,03a(S)
Rutgers 3,67b 5,00 2752,00 a 4,50 a (S)
Média Geral 3,78 5,00 1054,16 3,52
CV (%) 10,49 - 48,58 12,02
Meloidogyne enterolobii
Jamu - 96 3,00b 5,00 376,17 a 1,93 b (S)
Flipoz-23C 4,00 a 5,00 287,17 a 3,67 a(S)
BRS Cicero 4,00 a 5,00 631,67 a 1,63 b (S)
Flip03-34C 4,67 a 5,00 241,33 a 3,15a(S)
Flip06-155C 3,00b 5,00 568,00 a 1,62 b (S)
Flip03-109C 4,50 a 5,00 214,17 a 2,62 a(S)
Rutgers 2,50b 5,00 816,83 a 2,52 a(S)
Média Geral 3,66 5,00 447,82 2,42
CV (%) 8,41 - 38,74 14,72

'IMO e 2IG: indice de massa de ovos e de galhas (Huang et al., 1986); NOGR: numero de ovos por grama de
raiz; *FR: Fator de Reprodug¢do = Populagdo final/Populagio inicial (4000 ovos e J2); I=Imune (FR=0);
R=Resistente (FR < 1); S=Suscetivel (FR > 1) (Oostenbrink, 1966). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
por Scott-Knott (p<0,05).

Em trabalho realizado por SHARMA et al. (1995), cuja finalidade foi identificar acessos de
grao-de-bico pertencentes ao banco de germoplasma do International Crops Research Institute for the
Semi-Arid Tropics (ICRISAT) com resisténcia a nematoides formadores de galhas, os autores
selecionaram e avaliaram quarenta e sete acessos de grdo-de-bico, com utilizagdo do tomateiro
‘Rutgers’ como padrdo de suscetibilidade, e verificaram que todos foram suscetiveis, com variados
sintomas e danos comuns de ataques de Meloidogyne spp. como, por exemplo, nanismo, grande
quantidade de galhas nas raizes, cloroses e redugao da massa seca da parte aérea e das raizes, contudo,
identificaram 4 acessos como mais tolerantes tanto em vasos para M. javanica quanto a campo para
M. incognita raga 1 e M. javanica, destes, 3 possuiam ciclo vegetativo mais precoce, indicando que
este pode ter sido o diferencial destes materiais, proporcionando menor tempo para a multiplicagao
dos nematoides. ANSARI et al. (2004) avaliaram estes quatro acessos para resisténcia em quatro
campos naturalmente infestados com M. javanica, comparados com duas cultivares testemunhas
conhecidamente suscetiveis e bastante produtivas quando cultivadas em condi¢des normais de cultivo,
e verificaram que muito embora ndo tenha sido verificada diferenca no fator multiplicagdo dos
nematoides, estes quatro acessos apresentaram maior rendimento de graos, maior teor de matéria seca
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total da planta, maior peso de 100 sementes e maior altura de plantas do que as duas testemunhas, e
por este motivo classificaram estes quatro acessos como tolerantes a este nematoide.

CHAKRABORTY et al. (2016) avaliaram 60 acessos de grao-de-bico para a reacdo ao M.
incognita raga 2, e classificaram 8 acessos como mais resistentes, com indice de galhas igual ou menor
do que 2, e 16 como moderadamente resistentes, com indice de galhas de até 3.

SUMITA (2017) avaliou 54 acessos de grao-de-bico para a reagdo ao M. incognita, ¢ verificou
que nenhum foi altamente resistente (até 2 galhas no sistema radicular), mas treze acessos foram
resistentes (3 a 10 galhas no sistema radicular), dezenove foram moderadamente resistentes (11 a 30
galhas no sistema radicular) e as demais foram suscetiveis ou altamente suscetiveis (mais de 30 galhas
no sistema radicular).

GAWADE et al. (2017) isolaram a proteina CaPi (Cicer Arietinum proteinase inhibitor) de grao-
de-bico e procederam a inoculagdo in vitro para alimentacdo de juvenis de segunda geracdo de M.
incognita, e verificaram o efeito na mortalidade e no posterior parasitismo destes nematoides em
tomateiro, e verificaram 27,73% de taxa de mortalidade e reducdo de 77,21% no numero de galhas ¢
de 86,88% na producao de massa de ovos no tomateiro, sugerindo que esta proteina existente no grao-
de-bico poderia contribuir para o controle deste nematoide.

Analisando os resultados do presente estudo com M. incognita e de outros estudos semelhantes
na literatura com esta e com outras espécies de nematoides-das-galhas, e no caso deste estudo também
com M. enterolobii, verifica-se que a cultura do grao-de-bico ¢ muito suscetivel a estes nematoides; e
como estes sdo de dificil controle a campo, aliado ao fato de que ha estudos mostrando que existem
fontes de resisténcia aos nematoides das galhas em grao-de-bico, hd necessidade de mais estudos
visando a identificacdo de fontes de resisténcia nos bancos de germoplasma para posterior
desenvolvimento de cultivares resistentes através de cruzamentos.

Conclusao

Todos os acessos de grao-de-bico avaliados (‘Jamu -96°, ‘Flipoz-23C’, ‘Flip 03-34C’, ‘Flip06-
155C, ‘Flip03-109C’ e a cultivar BRS Cicero), foram suscetiveis as espécies de nematoide-das-galhas
Meloidogyne incognita e Meloidogyne enterolobii, porém estudos visando a busca por fontes de
resisténcia nesta espécie sao importantes.
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