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RESUMO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é cultivado ha centenas de anos, e continua a ser em
muitas regides do mundo, a leguminosa mais consumida na dieta humana. No feijao-verde
0 produto final para consumo é a vagem, um alimento rico em fibras, proteinas, ferro,
vitaminas e sais minerais. A producéo de feijao diminuiu nos dltimos anos sendo os fatores
mais importantes da queda de produtividade, as doencgas que infetam esta cultura, que podem
provocar perdas de producdo até 100 %. Entre os agentes patogénicos que contribuem para
a baixa produtividade da cultura salientam-se 0os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR)
Meloidogyne sp. e o fungo Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (Fop) responsavel pela
murchid&o vascular do feijoeiro. A estratégia mais viavel para o controle destes patogénios
do solo é o uso de cultivares resistentes, que podem ser utilizados como porta-enxertos de

cultivares comerciais suscetiveis.

Com este trabalho pretendeu-se avaliar a resisténcia/suscetibilidade de linhagens de feijoeiro
aos agentes patogénicos de origem edafica identificados acima, com testes-padrdo em
condicdes controladas, com o objetivo geral de identificar linhagens com potencial utilizacdo

como porta-enxertos de feijoeiro.

As linhagens X08, X09, X10, X15 e de Phaseolus coccineus foram suscetiveis ao NGR
Meloidogyne javanica, ao permitirem a reproducdo de nematodes e sofrerem danos
significativos nas raizes. No entanto foi possivel detetar um potencial de resisténcia na
linhagem X09, que registou valores mais baixos de galhas, massas de ovos e reproducao dos
nematodes, comparavel a reproducdo de NGR em feijoeiros resistentes. A linhagem X10 foi
considerada a mais suscetivel, com parametros de infecdo e multiplicacdo de nematodes
semelhante aos tomateiros suscetiveis (testemunha positiva). A aplicacdo de diferentes
sistemas de classificacdo com base em indices resultou em conclusdes diferentes quanto a
reacdo a NGR das linhagens avaliadas, sendo importante analisar estatisticamente os valores
nédo-transformados de galhas, massas de ovos, e reproducdo para uma caracterizacdo mais

objetiva, aprofundada e que permita a comparagdo com outros estudos.

As plantas de P. vulgaris (Oriente) e de P. coccineus (Aintree, Emergo, X07, X08, X09, X10
e X15) avaliadas quanto a severidade da doenca causada pela estirpe FA-15 de Fop, ndo
manifestaram sintomas da doenca até 40 dias ap0s inoculacdo das raizes. A aplicacdo da
escala de severidade da doenca resultou na pontuacao 1 (auséncia total da doenca) para todas

as plantas inoculadas e testemunha, sendo portanto resistentes a estirpe FA-15. Estes
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resultados contrariam a suscetibilidade observada em condigdes de producdo comercial de
feijdo-verde da cultivar “Oriente” (testemunha positiva no ensaio em condic¢des controladas)
da qual se isolou a estirpe patogénica. Apesar de ndo se terem observados sintomas de
fusariose foi isolado Fop de plantas da linhagem X09 e do substrato, onde o fungo se
manteve viavel por um periodo de 60 dias. Os resultados obtidos levantam questfes sobre a
necessidade de validacdo das metodologias padrdo de andlise da resisténcia a Fop para feijao
de trepar, nomeadamente sobre a concentracao do inéculo, o tempo de imersao das raizes, e

0 momento ideal para avaliacdo da reacdo das linhagens.

Para que a enxertia possa ser utilizada como uma estratégia eficaz para controlar os NGR e
a fusariose vascular do feijoeiro, é determinante conhecer as espécies e/ou ragas presentes
nas areas de producdo, realizar ensaios com combinacéo de inoculacdo de NGR com Fop e
ainda realizar ensaios em condi¢cdes de campo, para avaliar o desempenho das plantas
enxertadas no seu ciclo produtivo completo, e o efeito da interagdo entre plantas e seus
agentes patogénicos modulada por condic¢des abidticas tipicas da producdo comercial.

Palavras-chave: controlo sustentavel, ensaio de vasos, enxertia, fusariose vascular,

nematodes-das-galhas-radiculares.

Novembro de 2015
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ABSTRACT

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) has been cultivated for hundreds of years, and is the
main human-consumed legume in several regions of the world. In runner beans, the main
product is the pod, a foodstuff rich in fibre, proteins, vitamins and minerals. In the last few
years, there has been a reduction in bean production; the yield drop has been mainly
attributed to infection by plant pathogens that can reduce yield up to 100 %. Among the plant
pathogens that contribute to lower yields, root-knot nematodes (RKN) Meloidogyne spp. and
the vascular wilt fungus Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (Fop) have prominent roles. The
most feasible strategy for the control of these pathogens is the use of resistant cultivars,
which can be used as rootstock for susceptible commercial cultivars.

This work aims to assess the resistance/susceptibility of bean plant lines to the
above-mentioned soil-borne plant pathogens, through standard methods and in controlled
conditions. The main objective is to identify lines that can potentially be used as rootstock
for bean plants.

Runner bean Phaseolus coccineus lines X08, X09, X10 and X15 supported nematode
reproduction whilst suffering significant root damage and were therefore susceptible to the
RKN Meloidogyne javanica. Nevertheless, a potential for resistance was detected in line
X09, which registered the smallest numbers of galls, egg masses and nematode reproduction.
Nematode reproduction in this line was comparable to the values obtained for reported
RKN-resistant common bean plants. Among all tested lines, line X10 was considered the
most susceptible, with parameters on nematode infection and reproduction similar to those
obtained for susceptible tomato plants (positive control). The use of different resistance
classification systems resulted in different conclusions on the reaction of the tested lines to
RKN. It is therefore important to statistically analyse untransformed data on galls, egg
masses and reproduction to provide an objective and in-depth characterisation of resistance,

which permits comparisons with other studies.

Phaseolus vulgaris (Oriente) and P. coccineus (Aintree, Emergo, X07, X08, X09, X10 and
X15) plants assessed in disease-severity trials were symptomless up to 40 days after root
inoculation with Fop strain FA-15. All the inoculated plants (including control plants) scored
1 (complete absence of symptoms) in the standard disease-severity scale, and were therefore
resistant to strain FA-15. These results are not in agreement with the observed susceptibility

of runner bean cultivar ‘Oriente’ (positive control in the controlled conditions trial), from
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which the pathogenic strain was isolated. Although vascular wilt symptoms were not
detected, Fop was successfully isolated from plant roots of line X09 and from the pot
substrate, where the fungus survived for 60 days. The obtained results raise the issue on the
need to validate standard methods for testing resistance of runner beans to Fop, especially
on the inoculum level, time of root immersion, and on the most adequate time to assess the

reaction of the plant lines.

In order to use grafting as an efficient strategy for the control of RKN and vascular wilt of
bean plants, it is of utmost importance to be aware of the species and/or races of the
pathogens in the production areas, to perform assays with the combined inoculation of NGR
and Fop. It is also vital to run field trials to assess the performance of grafted plants along
their full production cycle and to evaluate the outcomes of plant-pathogen interactions under

abiotic conditions typical of a commercial production environment.

Keywords: grafting, pot assays, root-knot nematodes, sustainable control, vascular wilt.

Novembro de 2015
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1- INTRODUCAO

1.1-  Aculturado feijdo-verde

1.1.1- Origem e historia do feijao-verde

O feijoeiro teve origem na América Central, tendo ocorrido a sua especiacao e domesticacao
provavelmente em trés zonas distintas desta regido: centro mesoamericano, sul-andino e
norte-andino (Almeida, 2006).

A domesticacédo e posterior selecdo da espécie levaram ao seu melhoramento, e promocéo
de caracteristicas culturais desejaveis como ramificacao reduzida, maior nimero de flores e
vagens, sementes maiores, vagens indeiscentes e com lenhificacéo e fibrosidade reduzida.

Esta selecéo resultou também em gendtipos indiferentes ao fotoperiodo (Almeida, 2006).

Apbs a descoberta do feijoeiro no continente americano, a introducdo da cultura na Europa
decorreu durante o século XVI, foi realizada pelos espanhdis em Sevilha e depois
disseminado por toda a Europa e restantes continentes (Almeida, 2006). Para tal, muito
contribuiram marinheiros e comerciantes, que trouxeram as coloridas e facilmente

transportaveis sementes de feijao nos séculos XVI e XVII (Debouck, 1993).

Os primeiros exploradores europeus demonstraram um grande interesse no feijdo e
promoveram a sua difusdo. De acordo com Mumba (1999), Gonzalo Fernadndez de Oviedo
que explorou o Panama e Nicaragua em 1530, incluiu nos seus relatérios de viagem
informacgdes detalhadas sobre técnicas de cultivo de feijdo utilizadas pelos nativos

americanos.

Os técnicos holandeses tém desempenhado uma acdo de relevo no melhoramento do
feijoeiro, dirigido sobretudo para a obtencdo de variedades adaptaveis a diversas
caracteristicas do solo e com resisténcias a varias pragas e doencgas. Desde o inicio da sua
introducdo na Europa, o feijao tem sido cultivado para fins alimentares com aproveitamento
da vagem e da semente. Mais tarde, o feijoeiro foi utilizado como cultura arvense, com o
objetivo de enriquecer o solo: sendo uma leguminosa, o feijoeiro forma associacées na raiz
com rizébios, bactérias que fixam azoto atmosférico. O feijoeiro é ainda cultivado como

componente da alimentacdo de gado (Ripado, 1992).



A grande expansdo do feijoeiro dever-se-4 ao seu valor alimentar, complementada pela
grande diversidade de usos, facil conservacao e adaptabilidade a varios tipos de solo (Gardé
e Gardé, 1988).

As espécies do genero Phaseolus mais cultivadas sdo a P. coccineus L. (feijoca), P. vulgaris
L. (feijdo comum); P. lunatus L. (feijao fava ou manteiga); P. multiflorus L. (feijdo escarlate)
e P. mungo L. (feijdo preto).

O cultivo do feijoeiro encontra-se localizado um pouco por todos os continentes, podendo
dizer-se que é cultivado praticamente em todo o mundo (Voyset, 2000). O feijao é
consumido como fonte de proteina por grande parte da populagdo mundial, sendo
especialmente importante onde o consumo de proteina animal é relativamente escasso (Pires
et al., 2005).

1.1.2 - Classificacao Botanica

O feijdo, designado cientificamente como Phaseolus vulgaris L., pertence a familia
Fabaceae (Quadro 1.1) (anteriormente designada por Leguminosae), que compreende
aproximadamente 650 géneros e 18.000 especies, distribuidas nas subfamilias

Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae (Polhill et al., 1981).

Atualmente, o género Phaseolus abrange 55 espécies, no entanto, apenas cinco sdo
cultivadas. A espécie P. vulgaris, designada por feijdo comum, é a mais difundida
mundialmente e consumida em diversos paises (Grisi, 2006).

Quadro 1.1 - Classificacdo botanica do feijdo

Familia Fabaceae

Subfamilia Faboidea (sin. Papilionoideae)

Tribo Phaseoleae
Género Phaseolus
Espécie Phaseolus vulgaris L.

Fonte: Almeida, 2006

1.1.3- Morfologia e estadios fenoldgicos da planta

O feijoeiro € uma planta anual e herbacea, podendo ser trepadeira ou rasteira, levemente
pubescente, cujo ciclo de vida pode variar aproximadamente de 65 a 120 dias, dependendo
da cultivar (ciclo curto ou ciclo longo) e das condic¢des na época do cultivo (Maroto, 1989).
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As cultivares de feijoeiro podem apresentar quatro tipos de hébito de crescimento, sendo um
tipo determinado e os outros trés indeterminados. O determinado caracteriza-se por o caule
e oS ramos laterais cessarem o crescimento e terminarem em flores, enquanto que o
indeterminado apresenta crescimento continuo e as flores séo apenas laterais junto as folhas.
O desenvolvimento do caule determina os principais tipos de planta: arbustivo, prostrado e

trepador.
Os quatro tipos principais de habitos de crescimentos sdo 0s seguintes:

- Tipo | — habito de crescimento determinado, arbustivo e porte ereto.

- Tipo Il — héabito de crescimento indeterminado, arbustivo, porte ereto e caule pouco
ramificado.
- Tipo Il — hébito de crescimento indeterminado, prostrado ou semi-prostrado, com

ramificacdo bem desenvolvida e aberta.

- Tipo IV — habito de crescimento indeterminado, trepador, caule com forte dominancia
apical e nimero reduzido de ramos laterais, pouco desenvolvidos (Vieira et al., 2006).

De acordo com 0s mesmos autores, podem no entanto ocorrer padrbes de crescimento

intermediarios entre os tipos indeterminados Tipo (I1/111) e Tipo (I1I/1V).

As cultivares do tipo | sdo destinadas normalmente para a transformacao industrial, as do
tipo Il e 111 s&o geralmente utilizadas para a producéo de gréo seco e as do tipo IV destina-
se normalmente a producéo de feijao-verde (Almeida, 2006).

O sistema radicular do feijoeiro é aprumado, superficial e pouco extenso, desenvolvendo-se
maioritariamente nos primeiros 30 centimetros do solo. Durante o crescimento existe uma
raiz principal com numerosas raizes secundarias ramificadas, cujo crescimento pode ser

facilmente interrompida por obstaculos existentes no solo.

O caule é levemente pubescente (revestido de leve penugem), delgado e fragil. As folhas, a
excecdo do par de folhas cotiledonares, sdo compostas, trifoliares e pecioladas (Almeida,
2006). Estas tém uma coloracdo verde com dimens@es que variam de acordo com o teor de

azoto presente no solo (Sprent e Minchin, 1985 citado por Campos, 2012).

As flores sdo perfeitas, isto é, hermafroditas, e nascem na axila das folhas, agrupadas em
cachos determinados com 3 a 8 flores, compostas por um céalice com cinco sépalas e uma

corola de cinco petalas, de forma papiliondcea. A pétala superior, maior que as restantes,
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designa-se por estandarte, as duas pétalas laterais sdo as asas, e as duas inferiores soldadas
entre si formam a carena ou quilha, que persiste na extremidade das vagens. O androceu
possuiu dez estames filadelfos, dos quais nove se encontram concrescidos num tubo no
interior do qual se situa o0 ovario monocarpelar e polispérmico com placentacao auxiliar. A

deiscéncia das anteras é longitudinal, diretamente sobre o estigma (Almeida, 2006).

A fecundacéo desta planta é maioritariamente autogdmica, verificando-se menos de 5% de
alogamia, o que faz com que ndo se verifiquem grandes problemas no vingamento de frutos

(Marques et al, s/d).

Os frutos (vagens) sdo, no geral, achatados, desenvolvendo-se longitudinalmente (13 cm a
25 cm na fase adulta), com cores de tonalidades distintas no decorrer da maturagdo. Nas
vagens do género Phaseolus permanece um estilete que forma em apéndice na extremidade
da vagem, o que distingue as vagens deste genero das vagens do género Vigna (Almeida,

2006). A largura das vagens é variavel (> 3cm) e estas contém 3 a 7 sementes (Prolle, 2003).

Os feijoes desenvolvem-se dentro das vagens, em numero e forma variavel, dependo da
variedade, podendo apresentar diversas formas (arredondada, eliptica ou reniforme), com
tamanhos varidveis e uma ampla variabilidade de cores (branca, creme, vermelha, preta,
rosa, roxa, alaranjada entre outras) (Prolle, 2003). A auséncia de pigmentacéo nas sementes
brancas é um carater recessivo (Almeida, 2006).

As caracteristicas agrondmicas da semente sdo listadas no quadro seguinte (Quadro 1.2).

Quadro 1.2 — Caracteristicas agrondémicas da semente.

Numero médio de sementes por grama 1-5
Peso médio de 1000 sementes (g) 200-1000 (média 200-350)
Pureza fisica minima (% em massa) 98

Faculdade germinativa (%)

Minima 75
Cultivares comerciais 95
Duracéo da faculdade germinativa (anos) 3
Localizag@o das reservas Cotilédones
Tipo de germinacéo Epigea

Fonte: Almeida, 2006.

Para uma maior seguranca e precisdo nas acfes de intervencdo na cultura do feijédo, é

recomendado o uso de uma escala (Quadro 1.3) baseada nas mudancas morfoldgicas da
4



planta, que estdo correlacionadas a eventos fisiologicos, que se sucedem no ciclo dessa
cultura, denominada escala fenoldgica (Dourado e Fancelli, 2000).

Quadro 1.3 — Escala fenologica do Feijdo-verde.

Fase Estadio Descricao
\% VO Emergéncia
V V1 Cotilédones ao nivel do solo
\/ V2 Folhas primarias completamente expandidas
\Y/ V3 12 Folha trifoliada completamente expandida
\Y V4 3% Folha trifoliada completamente expandida
R R5 Aparecimento dos primeiros botdes florais
R R6 Abertura da primeira flor
R R7 Aparecimento das primeiras vagens cheias
R R8 Primeiras vagens cheias
R R9 Modificagéo da cor das vagens (ponto de

maturidade fisiol6gica)

Fonte: Adaptado de Dourado e Fancelli (2000).

No processo de senescéncia o feijdo-verde amarelece, fica fibroso e endurece. Igualmente a
exposicao ao etileno acelera estes sintomas de senescéncia e, deste modo, apos a colheita, as
vagens devem ficar separadas de frutos climatéricos, motores de combustdo e outras fontes
de etileno (Chitarra, 2005).

1.1.4- Preferéncias edafoclimaticas

O feijdo é uma planta de climas temperados e, para conseguir a sua germinacdo em boas
condicBes € necessario uma temperatura minima de 14°C. O seu zero vegetativo situa-se
entre 0s 8 e os 10°C, sendo uma planta muito sensivel a geadas. Porém, temperaturas
excessivamente altas também ndo lhe sdo favoraveis, principalmente quando aliadas a baixas
humidades relativas do ar (Marques et al, s/d). Por vezes, temperaturas da ordem dos 30°C,
associadas a teores de humidade baixos podem provocar a queda das flores e das proprias
vagens recém-formadas. As vagens desenvolvidas nestas condi¢fes apresentam uma grande
percentagem de gréos vazios, frutos com pouca turgidez e de pequena dimensdo (Maroto,

1989). E uma planta que ndo aprecia as bruscas variacdes de temperatura, podendo um



arrefecimento brusco provocar enrolamento das vagens em formacdo. Esta situacdo é
facilmente verificavel nas culturas de inverno, normalmente nas plantas que se situam junto

a entrada da estufa, mais sujeitas a variacdes de temperaturas (Marques et al, s/d).

A curvatura do feijao-verde, que diminui a sua qualidade, podera dever-se aos seguintes
fatores: ocorréncia de temperatura baixa 10-13°C; descida rapida da temperatura no outono;
luminosidade reduzida; ou temperaturas superiores a 30°C durante o verdo (Almeida, 2006).

A estimativa de consumo hidrico do feijoeiro é de 300 a 500 mm, bem distribuidos ao longo
do ciclo. A ocorréncia de um défice hidrico no solo pode prejudicar o desenvolvimento do

feijoeiro, especialmente durante a floracdo (Doorenbos e Kassam, 1994).

A humidade relativa ideal situa-se entre 60 % e 75% ao longo do ciclo vegetativo da planta
e, como regra, observa-se uma melhor tolerdncia a humidade nas fases iniciais do

desenvolvimento (Ripado, 1992).

Embora ndo sendo uma planta exigente relativamente ao tipo de solo, o feijoeiro tem
preferéncia por solos ligeiros, bem drenados e arejados. Uma boa drenagem interna é
essencial para o éxito da cultura. O cultivo em solos com uma grande fracdo argilosa deve
ser evitado, uma vez que a planta se adapta melhor aos solos ligeiros ou médios bem

drenados.

Os valores de pH do solo estar compreendidos entre 5,5 e 7,0. Em solos muito alcalinos com
pH superior a 7,5, as plantas tém problemas de enraizamento e podem apresentam cloroses,
muitas das quais causadas por caréncias nutricionais de magnésio, manganés e zinco

(Marques et al, s/d).

1.1.5- Doengas do Feijoeiro

O feijoeiro podera sofrer o ataque de varios inimigos os quais, além de diminuir a

produtividade da cultura, diminuem a qualidade do produto obtido.

Existem cerca de 60 doencas parasitarias do feijdo, das quais cerca de 30 sdo provocadas por
fungos, 18 por virus, 5 por bactérias, 5 por nematodes e 2 por fitoplasmas (Almeida, 2006).
No quadro 1.4, e de acordo com a International seed Federation (ISF, 2114) referem-se 0s
agentes patogénicos responsaveis por doencas no feijoeiro, indicando-se o nome da doenca
e o respetivo cddigo (Recommended codes for Pest Organisms in Cereal and Vegetable

Crops).



Quadro 1.4 — Principais doencas do feijoeiro.

Nome cientifico Nome comum em Inglés Cédigo
Viroses

Bean common mosaic virus Bean common mosaic BCMV
Bean common mosaic necrosis virus Bean common mosaic necrosis | BCMNV
Beet curly top virus Beet curly top BCTV
Bean golden mosaic virus Bean golden mosaic BGMV
Bean golden yellow mosaic virus Bean golden yellow mosaic BGYMV
Beet mild curly top virus Mild curly top BMCTV
Beet severe curly top virus Severe curly top BSCTV
Bean yellow disorder virus Bean yellow disorder virus BNYDV
Bean yellow mosaic virus Bean yellow mosaic BYMV
Southern bean mosaic virus Bean southern virus SBMV
Cucumber mosaic virus Cucumber virus CMV
Bactérias

Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Halo blight Psp
Pseudomonas syringae pv. syringae Bacterial brown spot Pss
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli Common or fuscous blight Xap
Fungos

Aphanomyces euteiches Root rot Ae
Colletotrichum lindemuthianum Anthracnose Cl
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli Fusarium wilt Fop
Fusarium solani f. sp. phaseoli Fusarium root rot Fsp
Sclerotinia sclerotiorum White mold Ss
Uromyces appendiculatus Rust Ua

Fonte: ISF, 2014.

Salienta-se ainda que para além dos patogénios referidos no quadro 1.4, os nematodes-das-

galhas-radiculares Meloidogyne spp. e 0s nematodes-das-lesdes-radiculares Pratylenchus

spp. causam também doencas no feijoeiro.



1.1.6-Valor alimentar e composi¢ao nutricional

O feijao é um alimento de grande valor nutricional, com concentra¢@es significativas de
proteinas e minerais, pelo que o interesse da investigacdo direcionada para esta cultura tem
aumentado a nivel internacional, e desempenha um papel crucial na obtencéo de dietas com
qualidade nutricional. As suas vagens sdo consumidas principalmente em sopas e saladas. A
semente seca do feijdo é também um ingrediente comum em sopas, purés ou guisados,
conservando-se durante bastante mais tempo, desde que adequadamente preparada e
armazenada. Apos secagem, a quantidade de agua presente no feijao reduz-se em cerca de
13%, sendo o restante constituido por matéria seca onde predominam féculas e matérias
azotadas. Para além de proteinas, possui um bom teor em hidratos de carbono, fibras
minerais, vitaminas e um teor reduzido em lipidos (Quadro 1.5). Em contrapartida, possui
diversos compostos anti-nutricionais como taninos, hemaglutininas, filato, inibidores de
tripsina ¢ de a-amilase, amidos ndo digeriveis e oligossacaridos da familia da rafinose
(OFR). Os OFR sao compostos que estdo na origem da flatuléncia causada pelo consumo de

feijdo, o que leva a muitas pessoas a deixarem de consumir este alimento (Almeida, 2006).

No quadro 1.5 sdo apresentados dados relativos a composicdo do feijao-verde (Almeida,

2006), incluindo macronutrientes, vitaminas, sais minerais e valor energético.

Quadro 1.5 — Composicdo média do feijao-verde e de feijdo seco (grdo). Valores expressos
por 100g de parte comestivel.

Nutrientes e Feijdo Vitaminas Feijdo Minerais Feijdo
Energia
Verde | Seco Verde | Seco Verde | Seco
Agua (%) 90 12 | Vitamina A 690 0 Potassio 209 1006
(1V) (mg)
Energia (Kcal) 31 333 | Tiamina (mg) | 0,084 | 0,529 | Calcio 37 143
(mg)
Proteina (%) 1,8 23,6 | Riboflavina 0,105 | 0,219 | Fésforo 38 407
(mg) (mg)
Gordura (%) 0,1 0,83 | Niacina (mg) 0,752 2,06 | Magnésio 25 140
(mg)
Hidratos de 7,1 60 | Acido 16,3 4,5 Sodio 6 24
carbono (%) ascorbico (mg)
(mg)
Fibra (%) 3,4 24,9 | Vitamina B6 | 0,074 | 0,397 | Ferro 1 8,2
(mg) (mg)

Fonte: Almeida, 2006.



Em algumas regides, a rama é aproveitada na alimentacdo dos animais domésticos sendo

considerada, em muitos casos, como um bom substituto do feno de luzerna (Ripado, 1992).

1.1.7- Producéo e comercializacdo do feijao-verde

A nivel mundial séo produzidos trés tipos de feijdo-verde que diferem na forma e na cor da
vagem, nomeadamente as cultivares de vagem achatada ou plana, de cor verde e as cultivares
de vagem redonda verde ou branca. Em Portugal as variedades mais utilizadas séo as de
vagem plana verde, embora seja também produzida em larga escala a cultivar regional de
trepar, de vagem rajada, cujas produtividades sdo cerca de 50 a 75% inferiores as das
cultivares hibridas, mas que em geral apresentam melhor aceitacdo no mercado nacional

(Marques et al, s/d).

Os principais produtores mundiais sdo 0s paises asiaticos, os europeus e os africanos,
representando respetivamente 91,1%, 4,1% e 3,4% da producdo mundial (GPP/MAM,
2014). A china e a Indonésia sdo os principais produtores mundiais, enquanto que a Itélia, a
Espanha, a Bélgica e a Franga sdo os principais produtores Europeus (GPP/MAM, 2014).

A nivel nacional, a producdo de feijdo-verde da-se um pouco por todo o pais, tanto para
autoconsumo quer para comércio. Ribatejo Oeste € a principal zona de producéo, onde esta
¢ a segunda cultura a ser produzida a seguir ao tomate (Almeida, 2006). Produz-se também
no Algarve na Beira Litoral e no Entre Douro e Minho, em estufa e ao ar livre (Almeida,
2006).

De acordo com dados do INE (Quadro 1.6), a producdo de feijao tem vindo a diminuir nos
ultimos anos, apesar de se verificar um aumento de producdo em 2014, de 2012 a 2013 sofreu
uma grande diminuicdo na producdo, refletindo um grande défice de producdo em relacéo a
procura, sendo necessario importar. A Espanha € o nosso principal fornecedor e também o

destino de grande parte da producédo nacional.

Quadro 1.6 - Producéo do Feijdo-verde nos anos 2012 a 2014.

Ano 2012 2013 2014
Superficie (ha) 632 558 825
Producéo (t) 12457 8593 13458

Fonte: INE, 2015.



1.2-A enxertia em horticultura

A enxertia em agricultura € uma pratica centenaria, sendo usada em muitos setores da

agricultura, como viticultura, a fruticultura e em plantas ornamentais (Rodrigues, 2009).

Entende-se por enxertia, a unido de duas partes de tecido vegetal vivo, de plantas diferentes,
com o propdsito de que formem unido vascular, crescam e se desenvolvam numa unica
planta. (Hartmann et al., 1995). A técnica de enxertia herbécea iniciou-se no Japdo, no inicio
do seculo passado, como objetivo de prevenir a fusariose na cultura da melancia, enxertando
a melancia sobre porta-enxerto de abobora (Cucurbita moschata) (Lopes e Mendonca,
2014). Essa técnica espalhou-se de tal forma naquele pais, que na década de 90, 95%, 60%,
62%, 30% e 10% da area ocupada com as culturas da melancia, do pepino, do melédo, da

beringela e do tomateiro, respetivamente, eram enxertadas (Peil, 2003).

Com o desenvolvimento de novas técnicas de enxertia e a utilizacao de porta-enxertos mais
resistentes a doencas, a enxertia em horticultura foi introduzida com sucesso na Europa na
década de 1990, acompanhada de um trabalho eficaz de marketing promovido pela inddstria

de sementes (Lopes e Mendonca, 2014).

A enxertia é uma ferramenta para 0 melhoramento genético do feijoeiro, e varios estudos

tém sido realizados em relacdo a compatibilidade de porta-enxertos (Gurusami et al, 2009).

Atualmente, a enxertia € uma técnica muito divulgada no nosso pais, especialmente em
cultura protegida. Os viveiristas de plantas horticolas, instalados na zona Oeste, adotaram a
técnica de enxertia nos Ultimos anos, com o objetivo de maximizar a producdo e a qualidade

das cultivares utilizadas (Teixeira, 2013).

O principal objetivo que se pretende alcangar com a enxertia de horticolas é obter plantas
resistentes ou tolerantes a doengas do solo e, portanto, possibilitar o cultivo de determinadas
espécies em areas contaminadas por patogénios. Enxerta-se a cultivar comercial sobre um
porta-enxerto resistente, pertencente a outra cultivar, espécie ou género da mesma familia
botanica. Efetivamente ndo existe nenhum método capaz de predizer o resultado de uma
enxertia, porém, sabe-se que quanto maior a afinidade botanica entre as especies, maior a
probabilidade de o enxerto e 0 porta-enxerto serem compativeis e portanto, de sobrevivéncia
da planta enxertada (Peil, 2003). O conceito de compatibilidade é definida como a
capacidade de duas plantas diferentes, unidas pela enxertia, convivem satisfatoriamente,

como uma uUnica planta (Gonzalez, 1999). Na maioria dos casos, a planta resultante do
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processo de enxertia apresenta o sistema radicular do porta-enxerto e a parte aérea da
cultivar. A formacéo da unido do enxerto termina quando o ferimento cicatriza e quando se
estabelece a circulacdo de agua e nutrientes da raiz para a parte aérea e foto-assimilados da

parte aérea para a raiz.

Esta técnica permite a obtencdo de resisténcia a diversas doencas do solo, tais como, a
podriddo da raiz (Pyrenochaeta lycopersici), Fusarium oxysporum f. sp. Pseudomonas

solanacearum, Verticillium albo-atrum e nematodes (Peil, 2003).

A enxertia € uma técnica alternativa a outros métodos de controlo de doengas como
cultivares resistentes, desinfecdo do solo, uso de fungicidas, rotagéo de culturas e que néo
contamina o meio ambiente (Piel, 2003).

A utilizacdo desta técnica no controlo dos patogénios de origem edafica demonstra-se
bastante favoravel quando comparada com outras técnicas, como por exemplo a solarizacao
do solo, a desinfecdo por vapor de agua e até mesmo a pulverizagdo com produtos quimicos
(Brandao et al, 2003).

1.2.1-Propriedades de um Porta-Enxerto

A escolha do porta-enxerto € importante para se conseguir um bom resultado a nivel da
producdo. Em geral, um porta-enxerto deve reunir as seguintes caracteristicas: resisténcia ou
tolerdncia a doenca que se pretende controlar; boa resisténcia a outros patogénios do solo;
vigor e rusticidade; boa afinidade com a cultivar enxertada; condi¢des morfoldgicas 6timas
para a realizacdo da enxertia (tamanho e consisténcia do hipocoétilo) e, ndo afetar
desfavoravelmente a qualidade dos frutos (Peil, 2003). A qualidade do porta-enxerto,
nomeadamente a robustez e vigor, é determinante para que a planta enxertada evidencie

também boas carateristicas produtivas.

Os métodos utilizados para a enxertia de culturas horticolas sdo varios, incluindo métodos
tradicionais, e métodos mais sofisticados que utilizam méaquinas e robos.
1.2.2-Potencialidades e constrangimentos da enxertia

Existem diversas vantagens da utilizacdo da técnica de enxertia na producdo agricola.
Segundo Rodrigues (2009) os beneficios da enxertia devem-se ao fato de simultaneamente
se obter uma producdo segura para o consumidor e para o ambiente, diminuindo a

necessidade de utilizacdo de pesticidas e fertilizantes. Este autor refere que a técnica de
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enxertia aumenta: a capacidade de absorcdo de nutrientes, a resisténcia a doengas do solo
como Fusarium, Verticilium, “Corky-Root”, a resisténcia a neméatodes e a qualidade e
quantidade dos frutos sem afetar a tipologia dos mesmos. Cita também que ha um aumento
da tolerancia a altas e baixas temperaturas, a salinidade, a solos demasiados humidos e que
ocorre um crescimento rapido e vigoroso da planta. O quadro 1.7 apresenta os diferentes

objetivos da enxertia nas culturas de pepino, melancia, meldo, tomate e beringela.

Quadro 1.7 - Objetivos da enxertia nas culturas de pepino, melancia, meldo, tomate e
beringela.

Culturas Obijetivos

Pepino Brilho nos frutos, controle de Fusarium sp., tolerancia a baixas temperaturas, vigor e
controle de Phytophthora melonis.

Melancia Controle de Fusarium oxysporum, tolerdncia a baixas temperaturas, desequilibrios
fisioldgicos, toleréncia a seca.

Meléo Controle de Fusarium oxysporum, tolerdncia a baixas temperaturas, desequilibrios
fisiologicos, controle de Phytophthora spp.

Tomate Controle de Ralstonia Solanacearum, F. oxysporum, Pyrenochaeta lycopersici,
Meloidogyne incognita, Verticillium dahliae.

Beringela Controle de R. solanacearum, F. oxysporum, V. dahliae, tolerancia a baixas temperaturas,
nematodes e vigor.

Fonte: ODA, 1995.

O aumento do vigor da planta pelo porta-enxerto, permite diminuir a aplicagédo de
fertilizantes, visto que pelo seu desenvolvimento radicular, possibilita uma melhor absorcéo
de agua e nutrientes. Como exemplo refere-se o caso da melancia, em que normalmente é
recomendada a diminuicdo de metade a dois tercos de fertilizante a aplicar, em relacdo ao
que se recomenda em plantas ndo enxertadas (Lee et al., 2010). O mesmo acontece com 0s
fungicidas, podendo reduzir-se ou mesmo exclui-se a sua aplicacdo, o que € muito vantajoso
para 0 Modo de Producdo Biologico (MBP). A enxertia em plantas horticolas tem sido
adaptada com seguranca ao MPB, pois caracteriza-se por ser uma técnica que protege o
ambiente, minimizando os residuos toxicos indesejaveis, sendo uma forma de responder a
crescente procura por alimentos saudaveis produzidos de forma sustentavel (Lee et al.,
2010).

Para que a planta enxertada tenha sucesso, sao varios os fatores a ter em conta durante e apos
0 processo de enxertia. Segundo Rodrigues (2009), alguns dos fatores que influenciam o

sucesso deste processo sdo:
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Temperatura - € necessario manter a temperatura entre 24°C e 27°C ap0s 0 enxerto e
durante cerca de 6 a 8 dias. Abaixo dessa temperatura, a ligagdo é muito lenta ou
inexistente, ndo se ocorrendo abaixo de 15°C.

Humidade - apds a realizagdo da enxertia a humidade relativa do ar deve ser mantida
aproximadamente a 100%, de forma a evitar desidratagdes. A planta nunca deve
apresentar murchiddo.

Oxigénio — durante o processo de divisdo e crescimento das células existe um
aumento da respiracdo das plantas, pelo que é necessaria a presenca de oxigénio na
unido do enxerto, de forma a facilitar a formacdao de tecido de calo.

Técnica de enxertia — o tipo de enxertia varia de acordo com a espécie a enxertar,
devendo ser escolhido a técnica e o porta enxerto adequado. A superficie de contato
entre o porta-enxerto e a cultivar a enxertar deve ser a maior possivel, de forma a
suportar a maior troca possivel de agua e seiva entre elas.

Contaminagdo — um dos principais problemas que pode levar ao insucesso da
enxertia é a contaminacdo por bactérias ou fungos durante o processo de corte das
plantas, devendo, por isso, haver um cuidado muito elevado nas condicbes de
limpeza, higiene e desinfecdo dos locais, ferramentas e das pessoas intervenientes
em todo o processo de enxertia.

Condicbes ambientais — apds a enxertia as condicdes ambientais devem ser as
adequadas para suportar a vida das plantas, durante um processo que € critico, apds
0 corte das plantas, devendo ser mantidas condi¢Ges de humidade, temperatura e

iluminacdo devidamente controladas (Rodrigues, 2009).

Uma das grandes limitacGes desta técnica € o baixo nivel de compatibilidade entre as plantas

a enxertar (Santos, 2005), que além de poder estar relacionada com a biologia e fisiologia

do enxerto e porta-enxerto, pode resultar de varios fatores como: condi¢cbes ambientais,

ataque de pragas e doencas e altera¢6es nutricionais (Andrews e Marques, 1994).

A baixa compatibilidade entre as plantas tem como consequéncia a rutura no local da

enxertia e 0 insucesso da técnica. Alguns indicadores da baixa compatibilidade referidos por

varios autores (Fachinello et al., 1995) sdo:

- Falta de uni&o entre o enxerto e 0 porta-enxerto como resultando da diferenga entre os

didmetros das duas plantas;

- Desenvolvimento excessivo abaixo, acima ou no ponto de uniéo;
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- Amarelecimento das folhas e queda precoce;

- Crescimento vegetativo reduzido do porta-enxerto ou da cultivar a enxertar;
- Producéo de frutos pequenos ou de méa qualidade;

- Morte prematura da planta.

A incompatibilidade entre plantas constitui portanto, o insucesso desta técnica. Para diminuir
0 risco de incompatibilidade é importante realizarem-se estudos de compatibilidade,
considerando as caracteristicas das plantas, os objetivos da enxertia e as condicGes

ambientais e geograficas do local onde as plantas vao ser utilizadas para producao.

Para concluir, refere-se que apesar de existirem custos adicionais desta técnica no prego final
das plantas enxertadas, a enxertia utilizada em culturas horticolas apresenta vantagens, sendo
estes custos compensados ou mesmo anulados pela diminuicéo da utilizacdo de fertilizantes

e pesticidas e aumento de producéo, devido a menor incidéncia de doencas.

1.2.3- Enxertia de culturas horticolas em Portugal

Em Portugal, as empresas de producéo de plantas realizaram os primeiros ensaios de enxertia
em 1999 com a cultura do tomateiro, e mais tarde em 2002 com a melancia e pepino. Desde
2007, data em que se iniciou a producédo de tomate utilizando plantas enxertadas, a procura
de plantas enxertadas para producdo em estufa tem aumentado significativamente (Mouréo,
2014). Em 2009 a empresa Aromas e Flores comercializou em Portugal e Espanha cerca de
700 mil plantas enxertadas de melancia, equivalente a 280 hectares de producéo (FLF, 2010).
A utilizacdo desta técnica noutras espécies como o pepino, pimento, meldo e feijao-verde,

tem aumentado significativamente em Portugal (Mourdo, 2014).

A investigacdo no desenvolvimento de porta-enxertos tem incidido principalmente na
procura de resisténcia a doencas tais como a suberose radicular (Pyrenochaeta licopersici),
fusariose (Fusarium oxysporum) e ainda a nematodes Meloidogyne spp. (Mourdo, 2014).
Neste momento, a técnica de enxertia em feijao-verde ainda é recente e pouco conhecida em
relacdo a enxertia do tomate e da melancia, sendo Portugal, e especificamente a empresa
Aromas & Flores, pioneiro europeu em enxertia de feijoeiro. De forma a melhorar esta
técnica tém sido realizados diversos estudos, tendo-se concentrado em porta enxertos
resistentes a pragas e doengas que afetam a cultura do feijdo-verde, como o Fusarium solani
f. sp. phaseoli (Cichy et al., 2007).
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1.3- Nematodes-das-galhas-radiculares Meloidogyne spp.

Os nematodes sdo animais tipicamente vermiformes, ndo segmentados e presentes em todos
0s sistemas em que ocorra decomposi¢do, sendo um grupo muito diverso, quer em riqueza
de espécies, quer funcionalmente. No solo, ndo s6 s@o os animais mais abundantes, como
também se encontram em todos os niveis troficos consumidores, intervindo em
processos-chave de decomposicao e mineralizagdo de nutrientes (Costa et al., 2011). Embora
a maioria dos nematodes do solo sejam organismos de vida livre, alimentando-se de algas,
bactérias, fungos, outros nematodes e protozoarios, outros sao parasitas de animais ou de
plantas (Yeates et al., 1993). Sdo organismos microscépicos, ndo ultrapassando geralmente
1 mm de comprimento, e de corpo transparente, ndo sendo visiveis a olho nu. O seu
deslocamento no solo é limitado, geralmente ndo ultrapassando alguns centimetros. A sua
distribuicdo é entdo fortemente agregada e a sua disseminacdo, portanto, é altamente
dependente do Homem, por meio da introducdo de plantulas infetadas, deslocamento de
equipamentos de &reas contaminadas para areas ndo contaminadas e pelos sistemas de

irrigacao (Santin, 2008).

Os nematodes fitoparasitas podem ser ectoparasitas, vivendo fora do hospedeiro e
alimentando-se a partir do exterior da raiz, ou endoparasitas, vivendo parte do seu ciclo de
vida dentro das raizes da planta hospedeira. Os nematodes endoparasitas podem, além disso,
manter a mobilidade dentro da raiz, sendo designados por migratérios (por exemplo
Pratylenchus spp.) ou estabelecer locais de alimentacdo em que se fixam e desenvolvem,

sendo designados por sedentarios (Williamson e Hussey, 1996).

Os nematodes-das-galhas-radiculares (NGR), Meloidogyne spp., sdo nematodes
endoparasitas sedentarios de grande importancia econdémica, parasitando praticamente todas
as plantas vasculares, estando amplamente distribuidos tanto em regides de clima quente e
tropical como em regides de clima temperado. Estes nematodes fitoparasitas causam
anualmente um prejuizo de milhares de milhdes de euros, ndo sé pela reducéo da quantidade
mas também da qualidade de produtos agricolas, e por predisporem as plantas ao ataque de
outros agentes patogénicos, como fungos e bactérias, que atacam a planta como agentes
patogénicos secundarios. Em paises em desenvolvimento, com poucos recursos para
despender em pesticidas sinteticos e com baixa capacidade de analise laboratorial, o cultivo
chega a ser abandonado em campos altamente infestados por NGR (Nicol et al., 2011). Entre

0s nematodes fitoparasitas, 0s NGR sdo 0s que mais danos econémicos causam, tendo
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recentemente sido classificados como nimero um na lista dos dez nematodes fitoparasitas
mais importantes para a comunidade de nematologistas mundial (Jones et al., 2013). Uma
pesquisa a nivel mundial de NGR em solos agricolas (realizado nos anos 1980 no ambito do
Projeto Internacional de Meloidogyne) demonstrou a existéncia generalizada de quatro
espécies de Meloidogyne: M. arenaria, M. hapla, M. incognita e M. javanica (Hadisoeganda,
1982), sendo estas entdo consideradas as principais espécies do género que atacam as
culturas. No entanto, o género tem atualmente cerca de 100 espécies descritas (Castagnone-
Sereno e Danchin, 2014). Em sistemas agricolas, os NGR tém elevado impacto, reduzindo a
producdo, especialmente de horticolas, através da alteracdo da conformagdo e da fisiologia

da raiz, interferindo com a absor¢do de agua e nutrientes.

1.3.1-Ciclo de Vida

As espécies do género Meloidogyne caracterizam-se por um acentuado dimorfismo sexual:
a fémea apresenta forma globosa, piriforme ou em forma de saco, e é imével, alimentando-
se em locais de alimentacdo fixos na raiz; o macho tem corpo vermiforme e ndo se alimenta,
abandonando a raiz quando atinge o estadio adulto. Cada fémea pode por até 500 a 1000
ovos numa massa gelatinosa exposta na superficie da raiz (Marques et al, s/d, Costa et al,
2000). Apds os estadios de desenvolvimento pré-embrionario, o jovem de primeiro estadio
(J1) sofre uma muda ainda dentro do ovo, tornando-se o jovem de segundo estadio (J2),
sendo esta a forma que eclode do ovo e corresponde ao estadio infectivo do neméatode (Figura
1.1).

Figura 1.1 - Jovens de segundo estadio de nematodes das galhas radiculares Meloidogyne
javanica (ampliagéo de 40 x) (Costa, 2014).
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Apos a eclosdo, 0 J2 move-se no solo até encontrar a raiz de uma planta suscetivel. A
penetracdo da-se na zona meristematica, perto da ponta da raiz. O nematode move-se
intercelularmente até estabelecer um local de alimentacao no cilindro vascular da raiz, com
correspondente inducéo da formacéo de células gigantes. A multiplicacédo e expanséo celular
na zona do local de alimentacdo forma a estrutura de galha radicular, tipica da infecéo por
estes nematodes, e cujas células gigantes atuam como sumidouro de nutrientes da planta,
alimentando o nematode. Estabelecido o local de alimentacdo, o J2, sexualmente
indiferenciado, continua o seu desenvolvimento, sofrendo mais trés mudas até atingir a fase
adulta de macho ou fémea (Ferraz, 2001) (Figura 1.2). Posteriormente, os machos adultos
abandonam o sistema radicular e as fémeas permanecem no interior das raizes, como

endoparasitas sedentarios até ao final do ciclo de vida (Tihohod, 2000).

Massa de ovos

Tréz acdizes da fémea
sem alimentagio

Cilindro vazeular Células gigantes

multinucleadas

Figura 1.2- Representacdo do ciclo de vida Meloidogyne spp (Adaptado de Jung e Wyss,
1999 citado por Bruinsma, 2013).

Para que ocorra o parasitismo pelos nematodes, sdo entdo consideradas diversas etapas de
iniciais de interacdo planta-nematode: i) atracdo do J2 pela planta pelo reconhecimento de
fitoquimicos nos exsudatos radiculares, ii) penetracdo do J2 pela regido meristematica da
raiz, sem ser reconhecido ou ter o seu movimento restringido pela planta; iii) movimentacao
dentro do hospedeiro para identificacdo do local de alimentacdo, iv) injecdo da saliva do
nematode nas células da planta, contendo elicitors da glandula esofégica dorsal; V)
reconhecimento dos elicitors pela planta, que responde com a formacéo das células gigantes.
Portanto, o sucesso do parasitismo do J2 em plantas envolve o cumprimento de todas estas
etapas, 0 que requer uma interacdo parasita-hospedeiro perfeita (Rocha, 2007). Qualquer
falha numa destas etapas podera comprometer o sucesso desta interacao, sendo entéo a planta

considerada ndo-hospedeira, ou resistente (Taylor e Sasser, 1978).
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As diferentes espécies de NGR podem reproduzir-se por fertilizagdo cruzada ou por
partenogénese meidtica (facultativa) ou mitética (obrigatdria). As espécies tropicais, de
distribuicdo mundial e grande sucesso evolutivo, reproduzem-se frequentemente por
partenogénese mitdtica, gerando populacdes clonais de elevada densidade em curtos
periodos de tempo, num hospedeiro suscetivel e em condi¢des favoraveis (Trudgill e Blok,
2001, Castagone-Sereno e Danchin, 2014).

Além de serem parasitas obrigatorios, o ciclo de vida dos NGR depende de alguns fatores
abioticos, sendo o mais importante a temperatura. O ciclo e vida de M. javanica dura
aproximadamente quatro semanas a uma temperatura média de 25°C, mas podendo
prolongar-se sob condicfes de temperatura desfavordveis. Temperaturas inferiores a 20°C
ou superiores a 35°C afetam o desenvolvimento tornado o ciclo mais longo e podendo por

em causa a sobrevivéncia do nematode (Costa et al., 2000).

1.3.2- Sintomas

As plantas infetadas por NGR nédo desenvolvem sintomas especificos na parte aérea, o que
dificulta a correta identificacdo do problema por parte dos produtores. Alguns dos sintomas
das plantas infetadas com nematodes sdo: zonas sem plantas ou com plantas pouco
desenvolvidas no meio de plantas vigorosas numa plantacdo; murchidao de plantas que se
mantém mesmo depois de serem regadas a noite; cloroses nas folhas; galhas radiculares, em
nameros e tamanhos variados, dependendo da suscetibilidade, da cultivar e da densidade
populacional do nematode (Embrapa, 2010; Marques et al s/d). A excecdo deste Gltimo
sintoma, apenas facilmente diagnosticavel apds a infecdo e quando as plantas sdo muito
suscetiveis, formando galhas claramente visiveis, 0s sintomas sdo gerais e indicativos da
faléncia radicular, uma vez que os NGR interferem com a capacidade de absorcao de agua e
nutrientes. A formacdo de células gigantes, como resultado da infecdo por NGR, provoca
uma interrupcdo e desorganizacdo do sistema vascular. Consequentemente hd uma
diminuicdo na absorcéo e no transporte de agua e nutrientes, influenciando diretamente a
produtividade (Cofcewicz et al., 2001) por consequéncia da infestacdo severa de nematodes,
o0 sistema radicular pode ser ainda facilmente colonizado por bactérias e fungos, o que
provoca o seu apodrecimento, fazendo com que as plantas ndo absorvam agua e nutrientes

do solo de forma adequada (Santin, 2008).
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1.3.3-Meios de protecdo

Embora ndo possuam mecanismos de resisténcia como a criptobiose, os NGR passam quase
todo o seu ciclo de vida dentro da raiz da planta hospedeira, e 0 seu estadio infectivo, que se
encontra no solo, € uma forma de resisténcia (Bird e Opperman, 1998), capaz de sobreviver
a condicdes adversas e por longos periodos. Em varias espécies de NGR, a rapida
multiplicacdo por partenogénese, aliada a polifagia (Castagnone-Sereno e Danchin, 2014)
que lhes permite manterem as populagdes em plantas espontaneas na auséncia de uma cultura
suscetivel, vem dificultar ainda mais a sua erradicacdo. Assim, varias medidas de controlo

devem ser utilizadas de modo integrado, visando manter as popula¢des em nivel minimo.

Para uma gestdo planeada e sistematizada de nematodes, propbe-se a protecdo integrada,
considerando-se os principios fitopatoldgicos de Whetzel: a) Exclusdo: evitar a infestagdo
de areas sds por NGR, na propriedade ou numa regido geografica maior, ou seja, evitar a
introducdo e a disseminacdo; b) Erradicacdo: rotacdo de culturas com espécies de verdo de
inverno ndo hospedeiras e/ou antagonistas, tendo como objetivo a reducdo da densidade
populacional do nematode; ¢) Regulacdo: modificacdo do ambiente de nutricdo das plantas;
d) Imunizacdo: utilizacdo de cultivares resistentes aos nematodes; e) Terapia) visa
restabelecer a sanidade de uma planta apds infecdo pelo neméatode (Torres et al, 2009 citado

por Bruinsma, 2013).

A aplicacdo destas medidas deve-se iniciar durante a producdo das plantas nos viveiros, isto
porque as espécies de NGR podem ser disseminadas através do material vegetal, como
bolbos, cormos ou raizes, sendo necessario recorrer a material vegetal com certificacdo
fitossanitéaria, produzido em solo sem existéncia de neméatodes. A disseminagdo dos NGR
entre diferentes parcelas pode ocorrer através da circulagdo de maquinaria e veiculos
agricolas que tenham estado em contacto com o solo e material infetado, pelo que deve ser
realizada a sua limpeza ap0s a utilizacdo (Moens, 2006). A destrui¢do de raizes e plantas

infetadas podem também reduzir a densidade populacional dos NGR (Widmer, 2002).

A gestdo e controlo do NGR podem ser realizados através de medidas de controlo quimico,

bioldgico ou cultural.

No seéculo passado, 0 método mais eficaz de eliminacdo dos neméatodes fitoparasitas em
sistemas agricolas era a aplicacdo de brometo de metilo, que pela sua elevada toxicidade
funcionava como biocida, matando ndo s6 os nematodes fitoparasitas, mas também os

nematodes de vida livre, que pelo seu envolvimento nas cadeias de decomposic¢do tém um
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papel benéfico no sistema-solo, e ainda outros organismos edéaficos. Pelos perigos inerentes
a sua aplicagdo e efeitos nocivos sobre o ambiente, foi banido na Europa, o que tem
estimulado a investigacdo sobre meios alternativos de controlo de nematodes fitoparasitas.
Embora ainda sejam correntemente aplicados outros nematodicidas fumigantes ou em
granulado, estes tém também elevada toxicidade a organismos ndo-alvo, prevendo-se que

sejam também eles banidos num futuro préximo (Nicol et al., 2011; Costa, 2014).

Em termos de controlo bioldgico, tém sido desenvolvidos agentes de controlo constituidos
por fungos ou bactérias contra NGR, mas com sucesso moderado. Os agentes de controlo
bioldgico j& em desenvolvimento e sob investigacdo, como a bactéria Pasteuria penetrans
ou o fungo Pochonia chlamydosporia, tém sido apontados como responsaveis pela redugéo
das populacdes de NGR em solos naturalmente supressivos ou mesmo em sistemas naturais
(Costa et al., 2012).

A rotacdo ou consociagdo de culturas fazendo uso de cultivares resistentes a NGR,
acompanhada por solarizacdo e biofumigacdo, é ainda uma pratica cultural com algum
sucesso. A utilizacdo de cultivares resistentes ou tolerantes ¢ uma ferramenta muito
importante no controlo deste nematodes (Ferraz, 2001), mas dificilmente estardo disponiveis
cultivares que aliem uma producdo desejavel em termos de qualidade e de quantidade com
aresisténcia a NGR. O desenvolvimento de porta enxertos com resisténcia/tolerancia a NGR
assume-se como uma estratégia de interesse para a prote¢do das culturas que podera permitir
ultrapassar os danos causados por estes agentes patogénicos de forma sustentavel (Costa,
2015).

1.4- Fusariose vascular do feijoeiro

Fusarium oxysporum ¢ a espécie mais importante do género Fusarium (Neergard, 1979). E
uma espécie com consideravel variacdo morfoldgica e fisioldgica, sendo capaz de crescer
saprofiticamente ou infetar mais de 100 hospedeiros diferentes, que incluem culturas
importantes em todo o0 mundo, como o algodoeiro, a bananeira e varias horticolas (Michielse
e Rep, 2009), causando doencas caracterizadas pela murchiddao e morte das plantas. No
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris), a murchiddo vascular é causada por Fusarium

oxysporum Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrick and Syndney (Fop).

Fop infeta algumas espécies do género Phaseolus, principalmente Phaseolus vulgaris e P.
coccineus (de Vega-Bartol et al., 2011). Uma vez introduzido no campo é dificil de controlar,
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e pode persistir no solo durante muitos anos sob a forma de estruturas de resisténcia,
clamiddsporos, ou saprofiticamente (Mohan et al., 1983). Apesar de muitas espécies de
Fusarium apresentarem a capacidade de penetrar no tecido cortical das raizes, apenas as
formae speciales do fungo tém capacidade de invadir os tecidos vasculares através do
crescimento do micélio ou da formacdo de microconidios, transportados na seiva do
hospedeiro (Di Pietro et al., 2003). Sendo um fungo habitante do solo infeta as plantas
hospedeiras através das raizes, sendo muito dificil de controlar, e por esta razéo, a procura e
utilizacdo de cultivares resistentes, que possam também ser usadas como porta enxertos, é

apontada como uma das estratégias de prote¢do mais eficazes contra esta doenca.

1.4.2- Sintomas

O fungo, descrito pela primeira vez no Vale do Sacramento, Califérnia (EUA) em 1929, por
Harter (Pereira, 2007), limita a producéo de feijao seco em todo o mundo (Nifio-Sanchez et
al., 2015), originando perdas econdémicas por vezes superiores a 30% (Abawi e Pastor,
1990). Os sintomas tipicos da doenca caraterizam-se pelo amarelecimento longitudinal dos
caules, paragem do crescimento, murchiddo da planta, amarelecimento e senescéncia
prematura das folhas e severa desfoliacdo. A presenca do fungo nos vasos xilémicos leva a
murchiddo da planta, sintoma tipico da doenca. Frequentemente a maturacdo das vagens
ocorre mais rapidamente, as sementes ficam com menor tamanho, ha diminuicdo da

producdo e a planta acaba por morrer (Ronquillo-Lopez et al., 2010).

Quando a doenca infeta plantas jovens, assiste-se a reducdo do desenvolvimento e nanismo
das plantas, podendo levar a seca e posteriormente a morte da planta. O interior dos tecidos
vasculares adquire coloracdo avermelhada ou violeta caracteristica e, com humidade
elevada, desenvolvem-se externamente nos caules da planta, estruturas do fungo (micélio e

conidios) com coloracdo rosada (Bianchini et al., 1997).

Os sintomas causados por Fusarium sdo agravados pela presenca de nematodes dos géneros
Meloidogyne, Pratylenchus e Rotylenchulus, que aumentam a severidade da doenca por
enfraquecerem a planta e provocarem feridas nas raizes, facilitando a penetragdo do

patogénio no seu sistema radicular (Coutinho e Suassuna, 2007 citado por Santin, 2008).
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1.4.3- Carateristicas culturais e morfoldgicas

As coldnias apresentam-se pouco coloridas inicialmente, mas que com a idade adquirem um
tom de aspeto palido e, sob determinadas condicGes, adquire coloragéo purpurea. O micélio
aéreo branco é septado. Nesta espécie sdo produzidos trés tipos de esporos: microconidios,
macroconidios e clamiddsporos. Os microconidios sdo abundantes, nunca em cadeias e
maioritariamente ndo septados apresentam formas variaveis, como ovais ou cilindrico-
elipsoidais, retos ou curvos (Figura 1.3), e medem de 5 a 12u de comprimento e 2,2 a 3,5
de largura (Booth, 1971). Os conidioforos sdo curtos, posteriormente organizados em
clusters densamente ramificados. Os macroconidios sdo fusiformes, ligeiramente curvados
e pontiagudos nas duas extremidades (Figura 1.4). Os macroconidios com trés septos sdo 0s
mais comuns e tém de 27 a 46 de comprimento e de 3,0 a 4,5 de largura (Booth, 1971).

Os clamidosporos com paredes lisas ou rugosas sdo terminais ou intercalares, geralmente

solitarios mas, ocasionalmente, em pares ou cadeias (Booth, 1971).

Figura 1.4- Macroconidios de F. oxysporum (Ellis, 2015).
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1.4.3- Epidemiologia

Fusarium oxysporum é um fungo cosmopolita com mdaltiplas formas especializadas, cujo
ciclo de vida inclui uma etapa de crescimento saprofito e uma de crescimento parasitario,

com fases diferentes em cada uma.

O in6culo primario de Fusarium oxysporum, normalmente encontra-se no solo ou na
semente em forma de clamiddsporos, que germinam por acéo dos exsudados liberados pelas
raizes das plantas. Ao germinar, os clamidosporos podem penetrar na zona de emergéncia
das raizes secundarias ou através de feridas provocadas pelo crescimento (inicio da fase
parasitaria) (Lugo, 2008). No entanto, 0 que determina o sucesso ou ndo da penetracéo do
hospedeiro e o desenvolvimento do fungo € o balanco entre os mecanismos de resisténcia do
hospedeiro e os mecanismos de infecdo do fungo (Toyoda et al, 1988). Apds penetracdo no
tecido saudavel, o fungo comeca a invadir o hospedeiro, desenvolvendo-se pelo cortex e
dirigindo-se para o sistema vascular. J& estabelecido nesta area, o fungo produz
microconidios, que invadem o xilema usando o fluxo ascendente da 4gua para a parte apical
da planta, formando novos pontos de infecdo (Beckman, 1987). Com a evolucdo da
colonizacdo, ocorre o bloqueio dos vasos infetados, limitando parcial ou totalmente a
passagem de agua e de elementos minerais para a parte aérea da planta (Silva, 2012). O
progresso da doenca é paralisado em cultivares resistentes, provavelmente devido a
alteracfes quimicas ou estruturais do tecido do hospedeiro (Mace et al., 1981). Entre estas,
incluem-se a obstrucdo vascular por tiloses, deposicdo de camadas adicionais nas paredes
dos vasos e infusdo com compostos fendlicos e outros metabdlicos (Mace et al., 1981). Nos
estadios finais de desenvolvimento da doenca, 0 patogénio cresce para as células do tecido
cortical produzindo um grande nimero de clamiddsporos. O fungo pode, também, emergir
na superficie do tecido infetado, produzindo, além dos conidios, um abundante micélio de
cor rosada (Abawi, 1989).

Quando a humidade é elevada, este fungo comeca a multiplicar-se formando uma grande
quantidade de conidios sobre as lesdes das hastes infetadas, além do micélio, que € espalhado
por todo o tecido infetado formando-se clamiddsporos, e dando inicio a fase saprofita (Lugo,
2008).

Este fungo, sobrevive nos restos das culturas no solo na forma de micélio ou na forma de
clamiddsporos durante varios anos (Alexopoulos et al, 1996). A disseminacgédo pode ocorrer
por meio de sementes contaminadas, fragmentos infetados do tecido do hospedeiro, pelo
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vento, agua de rega e maquinaria, que transportam particulas de solo infetados e ainda pela
acao do homem (Pereira, 2007).

1.4.4- Meios de protecao

O controlo da fusariose vascular pode ser efetuado através de praticas culturais, utilizacao
de fungicidas e resisténcia genética do hospedeiro. Uma das praticas culturais mais
importantes no controlo da doenca consiste em impedir a introducéo do patogénio em areas
ndo infetadas. Esta prevencdo pode ser obtida evitando a introducdo de residuos de cultura
infetados, sementes infetadas, agua de irrigacdo contaminada e equipamentos com particulas
do solo infetadas (Abawi, 1989).

Outra forma de controlo, em &reas isentas de contaminaces, € 0 uso de sementes sas e ou/
tratadas quimicamente (Ito, 2004). O controlo quimico deve ser direcionado para 0
tratamento da semente, o qual pode ser til, também, para o controlo de outros patogénios.
Este tratamento tem a funcdo de desinfetar a semente e de proteger a plantula no seu estadio

inicial de desenvolvimento.

Nos solos acidos, a correcdo do solo através da calagem e uma adubacdo equilibrada tem
reduzido os danos causados por este patogenio. A calagem eleva o pH do solo e otimiza a
utilizacdo de nutrientes pelas plantas, além de estimular o desenvolvimento de
microrganismos antagonistas do fungo (Bianchini et al., 1997). A utilizagdo de solos bem
drenados e uma boa fertilizagdo promovem um bom desenvolvimento das plantas,
contribuindo para que estas sofram menos com a doenca. A rotacdo de culturas,

principalmente com gramineas é recomendavel por longos periodos (Abawi, 1989).

A solarizacdo do solo € uma técnica com efeitos positivos na reducdo de populacdes de
fusarium no solo (Moura, 1993) sendo referida como um meio de luta com sucesso no
controlo de Fop (Ghini et al., 2003). Em conjunto com a biofumigacao e combinada com a
rotacdo de culturas e praticas culturais adequadas a manutencdo de baixos niveis
populacionais de Fop no solo, esta técnica pode ser de grande interesse quando combinada
ainda com a utilizacéo de cultivares ou porta enxertos que apresentem baixa ou moderada

resisténcia a este patogénio.

O controlo bioldgico utilizando isolados de Trichoderma spp. (T. viridae e T. aureoviridae),
que séo referidos na bibliografia com resultados favoraveis no controle desta doenca do
feijoeiro (Reis, 1995) apresentam-se como mais uma alternativa no controlo de Fop.

24



A erradicacdo de um patogénio estabelecido na &rea e que sobrevive no solo € praticamente
impossivel, além de ndo ser economicamente vidvel (Abawi, 1989). Apesar da fusariose
vascular do feijoeiro poder em certa medida ser controlada pelos métodos referidos
anteriormente, nas areas contaminadas, 0 uso de variedades resistentes ou tolerantes é a

forma mais eficaz de controlar a doenca (Bianchini et al., 1997).

1.5-Objetivos do trabalho

Este trabalho, inserido no mestrado de Agricultura Bioldgica, realizado na Escola Superior
Agréria de Ponte de Lima, teve como principal objetivo avaliar a resisténcia/tolerancia de
linhagens de Feijoeiro ao nematode Meloidogyne javanica e ao fungo Fusarium oxysporum
f.sp. phaseoli, pretendendo identificar algum potencial de resisténcia a estes organismos
fitopatogénicos que pode ser explorado no desenvolvimento de porta-enxertos de feijoeiro.
Foram entéo considerados os seguintes objetivos especificos: avaliar a reproducéo e os danos
causados a linhagens de feijoeiro por Meloidogyne javanica em ensaios em condigdes
controladas; avaliar o desenvolvimento de sintomas e a colonizagéo interna de caules de
linhagens de feijoeiro infetados com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli; validacdo de
metodologias padrdo de analise da resisténcia a F. o. f.sp. phaseoli, em condi¢bes

controladas.

Este estudo enquadra-se, ainda, no ambito do projeto COST Action FA 1204 — Vegetable
Grafting to Improve Yield and Fruit Quality under Biotic and Abiotic Stress Conditions,
com a parceria da Escola Superior Agraria de Ponte de Lima (ESAPL) - IPVC.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 -Localizagéo e preparacéo dos ensaios

Os ensaios foram realizados em vasos numa camara de crescimento da Escola Superior
Agréria de Ponte de Lima do Instituto Politécnico de Viana do Castelo. Os ensaios decorram
numa camara de crescimento em condigdes controladas de temperatura (20-25°C) e
iluminacdo (fotoperiodo 16/8h). O ensaio de avaliagdo da resisténcia de linhagens de
feijoeiro a0 nematode Meloidogyne javanica decorreu no periodo de 18 de margo
(inoculagdo do nematode) a 18 de maio de 2015. O ensaio de avaliacdo da resisténcia de
linhagens de feijoeiro a Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli decorreu no periodo 3 de julho
(inoculagédo do Fop) a 12 de agosto de 2015. Antes de se proceder ao ensaio, todo o material

utilizado (vasos e camara de crescimento) foram limpos e desinfetados.

2.2- Ensaio de avaliacdo de resisténcia de linhagens de feijoeiro ao nematode

Meloidogyne javanica

2.2.1- Obtencao do material vegetal

As linhagens X08, X09, X10 e X15 (Figura 2.1) de Phaseolus coccineus, foram fornecidas
pela empresa Aromas & Flores, estando a ser alvo de melhoramento e experimentacao para
0 desenvolvimento de porta-enxertos de feijoeiro. As sementes foram esterilizadas
superficialmente com lixivia ndo diluida (cerca de 5% de hipoclorito de sddio) durante 1
minuto, sendo depois lavadas com agua abundante e colocaram-se a germinar em papel
absorvente humedecido com agua destilada a temperatura ambiente. Quando as sementes
germinaram e alcancaram uma radicula maxima de 2cm foram transferidas para vasos de
cerca de 1 L de capacidade, tendo estes sido previamente preparados conforme descrito

seguidamente.
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Figura 2.1 — Sementes das linhagens de feijoeiro Phaseolus coccineus utilizadas no ensaio
de resisténcia a Meloidogyne javanica.

2.2.2 — Desenho experimental

Para a avaliacdo da resisténcia das quatro linhagens de feijoeiro a Meloidogyne javanica, foi
realizado um ensaio em vasos com plantas inoculadas com nematodes e plantas-testemunha
que ndo receberam qualquer in6culo (testemunha negativa), de cada uma das linhagens de
feijoeiro. Foram ainda utilizadas, como testemunha positiva da condi¢cdo do indculo de
nematodes plantas de tomateiro Solanum lycopersicum suscetiveis, das cultivares

‘Moneymaker’ ou ‘Tiny Tim’, sujeitas as mesmas condi¢des de ensaio.

O desenho experimental utilizado neste ensaio foi completamente casualizado, tendo o0s
vasos com os varios tratamentos sido colocados aleatoriamente na cdmara de crescimento,

conforme representado na figura 2.2. O esquema de tratamentos foi o seguinte:

e XO08N — cultivar 08 inoculada com nemétodes
e XO08T - cultivar 08 ndo inoculada
e XO09N - cultivar 09 inoculada com nematodes
e XO09T — cultivar 09 n&o inoculada
e X10N — cultivar 10 inoculada com nemétodes
e X10T - cultivar 10 ndo inoculada
e X15N — cultivar 15 inoculada com nemétodes

e XI15T - cultivar 15 ndo inoculada
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Cada tratamento teve 10 repeticOes.

09NS
09N3 | 09T9 09NG6 | 09T10 09N9
09N3 09N7 | 09T4 | 09N1 09T1 09N10

09T8

Linhagens de Feijoeiro:

B [ ] T S

Figura 2.2 - Disposicéo dos vasos na camara de crescimento.

2.2.3 - Préticas culturais

2.2.3.1 - Preparacao dos vasos

Para a realizacdo do ensaio foi necessario esterilizar uma mistura de solo: areia (1:1) na
autoclave, um aparelho utilizado para esterilizar materiais através do calor himido sob
pressdo. Os sacos de solo foram colocados fechados na autoclave e autoclavados a uma
temperatura de 122 °C durante uma hora. Apos a esterilizacdo, deixou-se arejar a mistura
alguns dias para eliminar possiveis compostos fitotoxicos volateis. A esterilizagdo foi feita
para evitar contaminacfes por parte de infestantes, nematodes ou doengas eventualmente
presentes no solo, e ainda para eliminar rizébios, de modo a avaliar apenas o efeito da

inoculacdo dos neméatodes sobre os feijoeiros.

Antes de se colocar o solo esterilizado nos vasos de plastico foi realizada uma lavagem e
desinfecdo dos vasos com lixivia diluida. Foi colocado um saco de plastico em cada vaso
para que a 4gua da rega ndo entrasse em contacto com 0s outros vasos para evitar qualquer

deslocacdo dos nematodes entre vasos.

Para fornecer as necessidades nutritivas das plantas ao longo dos dois meses de ensaio, foi
realizada uma fertilizacdo na qual foi aplicado um fertilizante mineral NPK (Foskamaénio
10:10:10), aplicando-se 1,8g por vaso.
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2.2.3.2- Transplantacéo

A transplantacdo é um procedimento que requer alguns cuidados para que ndo haja estragos
nas plantas. As sementes germinadas foram transferidas para o solo, colocando-se apenas
uma semente por vaso. A transplantacdo foi realizada pela manhd juntamente com a
identificacdo dos vasos, utilizando uma etiqueta nos sacos de plastico. Apds a transplantacdo
e identificacdo foi realizada uma rega a todos 0s vasos para evitar que ocorresse crise de

transplantacdo. De seguida, os vasos foram colocados aleatoriamente na camara (Figura 2.3)

Figura 2.3 — Vasos colocados aleatoriamente na camara.

2.2.3.3- Tutoragem

A tutoragem é fundamental para a cultura do feijdo-verde. Esta operacdo foi realizada com
estacas de metal de apoio (desinfetadas previamente) (Figura 2.4). Colocou-se também uma

rede para as estacas nao ficarem inclinadas, a uma altura de 93cm (Figura 2.5).

29



Figura 2.4 e 2.5 — Vasos do ensaio na camara de crescimento com estacas de metal e rede.

2.2.3.4- Rega

As plantas foram regadas conforme necessario, sendo regadas com pouca quantidade de agua
mas frequentemente, de modo a manter a humidade do solo, e regando-se sempre com agua

destilada, para evitar a contaminacdo do ensaio. Usou-se para o efeito um goblé desinfetado.

2.2.3.5- Desponta

Durante o ensaio foram realizadas trés despontas (8/4, 17/4 e 29/4). As despontas dos
feijoeiros foram realizadas com cerca de 93cm de altura, ou seja, a altura das estacas de

metal.

2.2.4- Avaliacdo das plantas — parte aérea e raizes

Para a avaliagcdo das plantas (n&o inoculadas e inoculadas) durante o ensaio foram registados

0S seguintes parametros:

e Comprimento do caule;
e Desponta;
e Numero de folhas e flores;

e Cordaflor.
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No fim do ensaio, a avaliacdo das plantas (ndo inoculadas e inoculadas), da parte aérea e

raizes foram avaliados 0s seguintes parametros:

e NuUmero de folhas;
e NuUmero de vagens;
e Peso fresco;

e Peso seco;

Para cada planta do ensaio, foi determinado o peso fresco e o peso seco (ap0s secagem
numa estufa a 50°C) da parte aérea e da parte radicular. Com estes dados pretendeu-se
avaliar o efeito da infecdo por M. javanica no desempenho das linhagens.

2.2.5- Inoculacdo do neméatode Meloidogyne javanica

2.2.5.1- Obtencao e preparacéo do inéculo

Desenvasaram-se tomateiros previamente infetados e com bastantes massas de ovos visiveis
de Meloidogyne javanica de culturas mantidas em laboratdrio na Escola Superior Agraria de
Ponte de Lima e originalmente cedidas pela Professora Doutora Isabel Abrantes, do
Laboratorio de Nematologia da Universidade de Coimbra. As raizes foram lavadas para as
libertar das particulas do solo aderentes e posteriormente cortadas em pedacos de cerca de

2-3cm, cortando-se a meio galhas grandes que podiam ter massas de 0vos no seu interior.

Preparou-se uma solucéo de hipoclorito de sodio a 0.5%, diluindo-se lixivia tradicional (sem

detergente) 10 x (20ml de lixivia em 180ml de agua).

Colocaram-se as raizes cortadas num frasco schott de 500ml de capacidade e adicionaram-se
200ml da solucdo de hipoclorito de sodio a 0.5%. Rolhou-se o frasco e agitou-se
vigorosamente durante dois minutos. Depois disto, transferiu-se o conteido de frasco para
um conjunto de crivos metalicos, o superior de 75um (recolhe detritos e pedacos de raiz) e
o inferior de 20 um (onde foi retida a suspensdo de ovos). Para eliminar a lixivia passou-se
bem por &gua o contetdo dos crivos e recolheu-se a suspensdo de ovos com um esguicho de
agua destilada para um copo graduado de 250ml de capacidade. Ajustou-se o volume da
suspensdo com &gua destilada a um volume conhecido e manteve-se em agitacdo num
agitador magnético. Desta suspensao foram contabilizados os ovos e J2 de NGR a lupa em
trés amostras de 1ml da suspensdo obtida, estimando-se entdo o inoculo total e 0 volume da

suspensado a inocular para obter 5000 ovos e jovens por vaso.
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2.2.5.2- Inoculagéo das plantas

Ao atingirem o estado de desenvolvimento de dois pares de folhas verdadeiras, os feijoeiros
dos tratamentos “N” e os tomateiros foram inoculados com cerca de 5000 ovos e J2 de
Meloidogyne javanica. Para a inoculacédo das plantas, primeiramente fez-se trés furos no solo
de cada vaso a inocular até a zona da raiz (cerca de 3cm de profundidade) com uma vareta
de vidro. De seguida pipetou-se a suspenséo distribuindo o volume necessario por vaso pelos

trés furos. Taparam-se os furos com o solo e por fim regaram-se 0s vasos.

2.2.6 - Avaliacéo da resisténcia ao nematode Meloidogyne javanica

A avaliacdo da resisténcia/ tolerancia das plantas foi realizada sessenta dias ap6s a
inoculacdo, sendo desenvasados todos 0s vasos para analisar a parte aérea e a parte radicular
separadamente, com os parametros referidos anteriormente. Para avaliar a reproducdo dos
nematodes e os danos a raiz, foram registados o nimero de galhas e de massas de ovos

produzidas em cada sistema radicular, como a seguir se apresenta.

2.2.6.1- Determinacdo do indice de galhas e massas de ovos e do fator de reproducéo

A determinacdo do indice de galhas e massas de ovos realizou-se sessenta dias apds a
inoculacdo. As plantas foram desenvasadas e as raizes lavadas com agua da torneira de modo
a eliminar o solo aderente. De seguida, as raizes foram coradas numa solugdo de Floxina B
(Hartman, K. 1983) para evidenciar as massas de ovos dos mematode. Para tal, colocaram-
se as raizes lavadas num copo de 500 ml de capacidade e adicionou-se a solugdo de Floxina
B 0,0015% de modo a cobrir as raizes por completo, deixando atuar por cerca de 20 minutos.
Depois disto, retiraram-se as raizes da solucdo corante passando-as por agua de modo a
eliminar o excesso de corante. Por fim, foram entdo observadas cuidadosamente para

determinacdo do nimero de galhas e massas de ovos produzidos por planta.

Para determinar o nimero de ovos produzidos (populacdo final - Pf) do nematode, foram
separadas de cada planta até 10 massas de ovos para um microtubo contendo agua destilada,
sendo os microtubos guardados no frigorifico até ao seu processamento. No laboratorio,
adicionou-se cerca de 200 pl de lixivia pura a cada tubo, que foi entdo agitado no vortex
durante 30 segundos, para desfazer as massas gelatinosas. A suspensdo de ovos resultante
foi entdo transferida para um goblé de 20 ml de capacidade com o auxilio de um esguicho,

sendo o volume total ajustado a 10 ml. Foram de seguida contabilizados os ovos e J2 em
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subamostras de 0.5 ml a lupa, 0 que permitiu estimar o nimero total de ovos produzidos por
planta (Pf).

Para calcular o Factor de Reproducao (Rf), foi dividido o valor de Pf pelo da populacéo

inicial (Pi), que corresponde ao nimero de ovos e J2 inoculados, ou seja, 5000.

Para cada planta, foi calculado o indice de massas de Ovos (El) e o Indice de Galhas (GI)
(Taylor e Sasser, 1978) (Quadro 2.1). Foi também calculado o indice de Reproducao relativo
(R1) utilizando para o efeito os resultados de Rf padrdo referentes a linhagem de feijoeiro
mais suscetivel, e calculando os RI para cada linhagem como uma percentagem de Rf em
relagdo ao Rf padrdo (Hadisoeganda e Sasser, 1982) (Quadro 2.2). Os dados sobre a
reproducdo dos nematodes (El, Rl e Rf) permitem avaliar a eficiéncia como hospedeiro de
cada cultivar (indicativo de resisténcia), enquanto o Gl fornece uma indicacdo dos danos a

planta causados pelos nematodes (indicativo de tolerancia).

Quadro 2.1 — indice de Massas de Ovos (El) e indice de Galhas (Gl) de Taylor e Sasser
(1978).

N° de massas de ovos / N° de El/GI

galhas

0 0

1-2 1

3-10 2

11-30 3

31-100 4

>100 5

Fonte: Taylor e Sasser, 1978.

Quadro 2.2 — indice de Reproducio Relativa (RI) de Taylor e Sasser (1978).
RI= Rf teste*100% / Rf padréo

Rf test — fator de reproducéo da cultivar testada
Rf padrdo — fator de reproducéo da cultivar suscetivel da mesma espécie de referéncia

Rf — fator de reproducéo: populacéo final / populacéo inicial

Fonte: Taylor e Sasser, 1978.
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2.2.6.2- Avaliagéo da resisténcia

Os indices de galhas, massas de ovos, reproducdo e o fator de reproducdo foram comparados
com os valores de referéncia para avaliar a resisténcia ou tolerancia das linhagens de feijoeiro
testadas em relacdo aos NGR M. javanica. Assim, com base nos resultados obtidos para o
El e para o RI, foram categorizadas as linhagens segundo as classifica¢Ges de resisténcia de
Hadisoeganda e Sasser (1982) (Quadro 2.3) e de Taylor e Sasser (1978), respetivamente
(Quadro 2.4). Os resultados referentes a Gl e Rf, foram utilizados para a classificacdo em
graus de resisténcia DR, informativos sobre a resisténcia ou tolerancia das linhagens de
feijoeiro (Sasser et al., 1984) (Quadro 2.5).

Quadro 2.3 — Classificacdo de resisténcia pelo El.

El médio Resisténcia
0-1 HR — altamente resistente
1.1-3.0 VR — muito resistente
3.1-35 MR — moderadamente resistente
3.6-4.0 SR — pouco resistente
4.1-55 S - suscetivel

Fonte: Hadisoeganda e Sasser, 1982.

Quadro 2.4 — Classificacdo de resisténcia pelo RI.

RI (%) Resisténcia
0 Imune
1-10 VR — muito resistente
10-25 MR — moderadamente resistente
26-50 SR — pouco resistente
>50 Suscetivel

Fonte: Taylor e Sasser, 1978.

Quadro 2.5 — Avaliacdo da resisténcia e tolerancia por Sasser et al. (1984).

Gl Rf DR

<2 <1 Resistente

<2 >1 Tolerante

>2 <1 Hipersuscetivel
>2 >1 Suscetivel

Fonte: Sasser et al.,1984.
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2.3 — Ensaio de avaliagdo da resisténcia de linhagens de feijoeiro ao Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli

2.3.1- Material vegetal

Para a avaliacdo da resisténcia de linhagens de feijao a Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
utilizaram-se as cultivares “Aintree” ¢ “White Emergo-Snowy” (Phaseolus coccineus), a
cultivar Oriente (Phaseolus vulgaris) e cinco linhagens de feijoeiro X07, X08 , X09, X10 e
X15.

2.3.2 — Desenho experimental

O desenho experimental utilizado neste ensaio foi completamente casualizado, com 16
tratamentos e 6 repeticbes, tendo 0s vasos com o0s varios tratamentos sido colocados
aleatoriamente na cdmara de crescimento, conforme representado na figura 2.6. O esquema

de tratamentos foi o seguinte:

e XO7F — cultivar 07 inoculada com Fop
e XO7T — cultivar 07 n&o inoculada
e XO8F — cultivar 08 inoculada com Fop
e XO08T — cultivar 08 nédo inoculada
e XO09F — cultivar 09 inoculada com Fop
e XO09T — cultivar 09 ndo inoculada
e X10F — cultivar 10 inoculada com Fop
e X10T - cultivar 10 ndo inoculada
e X15F — cultivar 15 inoculada com Fop
e X15T - cultivar 15 ndo inoculada
e Oriente F — cultivar Oriente inoculada com Fop
e Oriente T — cultivar Oriente ndo inoculada
e Aintree F — cultivar Aintree inoculada com Fop
e Aintree T — cultivar Aintree ndo inoculada
e White Emergo F — cultivar White Emergo C inoculada com Fop
e White Emergo T — cultivar White Emergo C néo inoculada
A cultivar comercial de feijdo-verde “Oriente”, suscetivel a Fop, foi utilizada como

testemunha da suscetibilidade a este agente patogénico.
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Figura 2.6 - Disposicdo dos vasos na camara de crescimento.

2.3.3- Inoculacdo das plantas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

2.3.3.1- Pré-germinagéo de sementes

Sementes de cultivares de feijdo-verde (Phaseolus vulgaris), feijoca (P. coccineus) e
linhagens feijoeiro selecionadas, foram desinfetadas com hipoclorito de sodio a 5% durante
um minuto e lavadas cinco vezes em agua. As sementes foram pré-germinadas em papel de
filtro humedecido e mantidas a temperatura ambiente durante dois dias. Seguidamente
procedeu-se a sua transplantacdo para tabuleiros de polietileno, contendo areia esterilizada
e mantidas em camara com temperatura de 28°C. Sete dias apds a germinacdo procedeu-se
ainoculacdo das raizes, utilizando a metodologia descrita por varios autores (Pastor-Corrales
e Abawi (1987), Abawi e Pastor-Corrales, (1990)), descrita seguidamente.

2.3.3.2- Isolamento de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

A estirpe utilizada neste ensaio foi isolado a partir de plantas da cultivar “Oriente” recolhidas
numa estufa comercial de feijao-verde, localizada em Arazede. Os feijoeiros em plena
floracdo e com frutos ja vingados (abril de 2015) evidenciavam sintomas graves e tipicos da
fusariose vascular. Apesar dos meios de luta quimicos utilizados para controlar o fungo, as
plantas acabaram por morrer, conduzindo a perda total da producdo. As plantas selecionadas
foram transportadas para o laboratério da ESA/IPVC e conservadas a 4°C até posterior
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manipulagédo. Para o isolamento do fungo seguiu-se a metodologia descrita por Leslie e
Summerell (2006). Fragmentos do caule com sintomas da doenca foram desinfetados
externamente com alcool a 70% e cortados longitudinalmente. Destacaram-se por¢des do
tecido interno localizado na area de transicdo entre uma zona sd e uma zona com tecidos
necrosados, que foram transferidos para placas de Petri com meio PDA (potato dextrose
agar, Difco: 39 g, 1 | de 4gua). As placas foram incubadas a 25°C durante 7 dias, na auséncia
de luz. Os isolamentos obtidos foram repicados até se obterem culturas puras, que foram
preservados em meio PDA a 4°C. Dos isolados obtidos, utilizou-se neste estudo a estirpe
FA-15.

2.3.3.3- Preparacdo de indculo e inoculagdo de plantas

Para a preparacdo de inoculo, discos de miceélio (0,4 cm) retirados de uma cultura ativa da
estirpe FA-15 foram repicados para meio PDA e incubados durante sete dias a 25°C na
auséncia de luz. A massa de esporos foi removida, adicionando-se 10 ml de &4gua destilada
esterilizada em cada placa. A suspensdo obtida foi filtrada através de 4 camadas de gase
esterilizada para remogéo de fragmentos de micélio, e a concentracio final ajustada a 10°

conidios mL* utilizando a camara de contagem de Neubauer (Alves-Santos et al., 2002).

2.3.3.4- Inoculacdo das raizes e transplantagdo para vasos

Para a inoculacéo das plantas seguiu-se a metodologia descrita por Abawi e Pastor-Corrales,
(1990). Apds germinacdo das sementes, e no estado de desenvolvimento de dois pares de
folhas verdadeiras, os feijoeiros foram removidas dos tabuleiros e as raizes cuidadosamente
lavadas em agua para remocao da areia aderente. Procedeu-se ao corte de aproximadamente
1 cm da sua extremidade sendo as raizes remanescentes dos feijoeiros dos tratamentos F
mergulhadas numa suspensdo de macro e microconidios de Fop (10° esporos ml) durante 5
minutos. As raizes de igual nimero de feijoeiros dos tratamentos T (testemunha), foram

mergulhadas durante 5 minutos em agua destilada esterilizada.

As plantas inoculadas, e as plantas testemunha néo inoculadas, foram transplantadas para
vasos de polietileno previamente identificados com os diferentes tratamentos, contendo
substrato esterilizado, constituido por uma mistura de turfa e vermiculite (3:1). Procedeu-se
a uma rega com Aagua destilada esterilizada, e seguidamente a colocagdo de tutores
individuais em cada vaso. As plantas foram mantidas numa cadmara de crescimento com

ambiente controlado j& descrito no ponto 2.1.
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2.3.4- Préticas culturais

A conducdo da cultura na camara de crescimento, nomeadamente a tutoragem, rega e
desponta dos feijoeiros realizou-se de acordo com a metodologia ja descrita anteriormente

no ponto 2.2.3.3, 2.2.3.4, 2.2.3.5, respetivamente.

2.3.5 - Avaliacéo da resisténcia ao Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

A avaliacdo da resisténcia/suscetibilidade das cultivares em estudo foi avaliada durante 5
semanas apos inoculacdo, através de testes-padrdo descritos por varios autores (Pastor-
Corrales e Abawi, 1987; Alves-Santos et al., 2002), tendo-se realizado observacdes aos 21,
30 e 40 dias ap6s a inoculacdo das plantas. Utilizou-se a escala CIAT (Centro Internacional
de Agricultura Tropical) descrita por Pastor-Corrales e Abawi (1987) utilizada para
avaliacdo de resisténcia de cultivares de feijdo rasteiro (Quadro 2.6 e Figura 2.7). O ensaio
foi dado por terminado com as observac@es realizadas 5 semanas ap06s a inoculacdo das

raizes.

Quadro 2.6 - Escala CIAT para avaliacdo da severidade de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli em feijoeiro.

indice Sintomas
1 Planta sem sintomas externos
3 1-10% de folhas com sintomas: leve murchid&o (3 folhas), clorose e descoloracao vascular
do hipocétilo
5 11-25% de folhas com sintomas: murchiddo moderada e clorose das folhas/planta, e

descoloracéo vascular extensa até ao primeiro né

7 26-50% de folhas com sintomas: murchidao severa e clorose das folhas/planta, e
descoloracdo vascular por toda a haste e peciolo;

9 Planta morta ou gravemente doente, com 100% da folhagem exibindo murchidéo e clorose,
necroses e/ou desfoliacdo prematura.

Fonte: Pastor-Corrales e Abawi (1987).
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S— |

Figura 2.7 — Escala de severidade de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em feijoeiro
(Pereira, 2007).

De acordo com a escala referida, as linhagens avaliadas de 1-3 serdo classificadas como
resistentes, 3,1-6 como intermédias, e de 6,1-9 como suscetiveis (Pastor-Corrales e Abawi,
1987; Salgado e Schwartz, 1993; Elena e Papas, 2002; Pereira et al. 2008, 2013).

2.3.6- Avaliacgao da colonizacgéo dos tecidos internos do caule de feijao

Vinte e um dias ap0s a inoculacdo das raizes, e ap0s registo dos sintomas externos, procedeu-
se a uma amostragem das plantas inoculadas com Fop e ndo inoculadas, que foram analisadas
em laboratdrio para observacao de sintomas internos da doenca. Para pesquisa da presenca
de Fop nos tecidos do caule e para o re-isolamento da estirpe inoculada procedeu-se como
ja referido no ponto 2.3.3.2.

2.3.7- Identificacdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli

A identificada da estirpe FT.15 foi efetuada a partir das caracteristicas morfoldgicas do
micélio e dos esporos, e através de métodos moleculares baseados na amplificacdo da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer).

A extracdo de DNA total de Fop foi realizada utilizando o kit comercial DNeasy® Plant
Mini kit da Qiagen (Califérnia, Estados Unidos).

A amplificacao da regido ITS foi efetuada utilizando o par de primers especificos ITS 1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG- 3°) e ITS4 (5°- TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) de
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acordo com a metodologia descrita por White et al. (1990). As reacdes de amplificagéo
decorreram num amplificador modelo T100 Thermal Cycler (BioRad) com as seguintes
condicdes de amplificacdo: desnaturacdo inicial a 94°C durante 4 minutos, seguida de 40
ciclos que consistem na desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos, emparelhamento de
primers a 50°C durante 1 minuto, e extensdo dos primers a 72°C durante 1 minuto. Por fim

a Ultima etapa consistiu numa extenséo final a 72°C durante 10 minutos

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1% em
tampdo TAE 1X. Para identificacdo de Fop, os produtos obtidos na reacdo PCR foram
enviados a STAB VIDA para sequenciagdo. Posteriormente, e com o objetivo de estabelecer
a identidade da amostra, realizou-se a comparacgdo das sequéncias obtidas com as existentes
no GenBank. Para tal utilizou-se o programa BLAST (“Basic Local Aligment Search Tool”)
com sequéncias depositadas na base de dados do NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

2.4 - Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o programa SPSS for Windows 15.0. Foi
inicialmente verificada a homogeneidade de variancias pelo teste de Levene. Foram depois
realizadas andlises fatoriais para avaliar o efeito do tratamento (N ou T) e/ou da cultivar,
através de anélise de variancia, a probabilidade de 5%. Os resultados significativos foram
ainda comparados pela andlise de LSD a 5%.
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3-RESULTADOS

3.1- Avaliagdo da resisténcia/tolerancia de linhagens de feijoeiro a nematode

Meloidogyne javanica.

O tratamento de inoculagcdo com nematodes Meloidogyne javanica resultou num peso fresco
da parte aérea significativamente menor em relagéo as testemunhas néo inoculadas (p <0.05),
um efeito independente da linhagem analisada (X08, X09, X10 e X15). Onde se verificou
menor diferenca de peso fresco da parte aérea entre plantas inoculadas e plantas nao

inoculadas foi na linhagem X10 (Figura 3.1).
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Figura 3.1- Pesos frescos (g) da parte aérea das plantas das linhagens X08, X09, X10 e X15,
60 dias apos a inoculacdo com 5000 ovos jovens de segundo estadio de Meloidogyne
javanica. N — plantas inoculadas; T- plantas ndo-inoculadas (testemunha). Os valores sdo
média + erro padréo.

Em relacéo ao peso fresco da parte radicular, as plantas ndo inoculadas obtiveram em média
um peso maior que as plantas inoculadas, com exce¢do da cultivar X10 em que as plantas
inoculadas obtiveram maior peso fresco da parte radicular do que as plantas ndo inoculadas

(Figura 3.2). No entanto, ndo houve diferengas significativas para estes resultados.
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Figura 3.2 — Pesos frescos da parte radicular das plantas das linhagens X08, X09, X10 e
X15, 60 dias apds a inoculacdo com 5000 ovos e jovens de segundo estadio de Meloidogyne
javanica. N- plantas inoculadas; T- plantas ndo-inoculadas (testemunha). Os valores sao

média * erro padrao.

Entre as linhagens analisadas, parece haver um investimento de cerca de 30% na parte

radicular e 70% na parte aérea, um valor que se apresenta aproximadamente constante nos

varios tratamentos (Figura 3.3).
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Figura 3.3- Proporcao percentual de peso seco da parte aérea e da parte radicular das plantas
das linhagens X08, X09, X10 e X15, 60 dias ap6s a inocula¢do com 5000 avos e jovens de
segundo estadio de Meloidogyne javanica. N- plantas inoculadas; T- plantas ndo-inoculadas

(testemunha).
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Os nematodes infetaram com sucesso os tomateiros utilizados como testemunha positiva da
condigdo do in6culo: foram produzidas em média mais de 100 galhas e massas de ovos por
sistema radicular, tendo a populacdo de nematodes aumentado mais de 17 vezes em relagédo

ao indculo (5000 ovos e jovens de segundo estadio).

Em todas as linhagens de feijoeiro testadas houve formacdo de galhas, induzidas pelo

nematode nas raizes inoculadas (N), ausentes em plantas ndo-inoculadas (T).

As plantas da linhagem X09 sofreram significativamente menos danos que as da linhagem
X10 quando infetadas com os NGR (Figura 3.4A), pois continha um menor nimero de
galhas nas raizes. As raizes das plantas da cultivar X10, tendo um maior numero de galhas,
suportaram também um maior nimero de massas de ovos que as outras linhagens (3.4B).
Esta linhagem obteve também uma maior reproducao do nematode (Figura 3.4C), cujo nivel

populacional aumentou em média 16.8 vezes em relacao ao inicial.

Estes resultados s6 foram estatisticamente significativos com comparacgdo com a linhagem
X09, que apresentou significativamente menos galhas, menos massas de ovos e
correspondentemente menos ovos produzidos pelos nematodes. Embora significativamente
menor, o fator de reproducéo (Rf) dos nematodes nas plantas da linhagem X09 foi, em média,
cerca de 2.75, o que se traduz numa mais que duplicacdo do nimero inicial de nematodes

(5000 ovos e jovens).
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Figura 3.4- Numero de galhas (A) e de massas de ovos (B) produzidas no sistema radicular
das plantas das linhagens X08, X09, X10 e X15 resultantes da infegdo por Meloidogyne
javanica, e fator de reproducdo do neméatode (C) em relagdo a populagéo inicial (5000 avos
e jovens de segundo estadio), 60 dias apds a inoculacdo. Os valores sdo média + erro padréo.
Valores acompanhados da mesma letra ndo sao significativamente diferentes de acordo com
analise de LSD (p <0.05).

Os resultados descritos acima correspondem as classificacGes constantes no quadro seguinte,
que permite obter uma comparacdo da reacdo das varias linhagens testadas a infecéo pelo
nematode (Quadro 3.1).
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Quadro 3.1- indice de massas de ovos, de galhas e de reproducio relativa de Meloidogyne
javanica nas linhagens avaliadas. n- nimero de repeti¢des; EI — indice de massas de ovos;
Gl — indice de galhas; RI (%) — indice de reproducédo relativa, tomando como referéncia a
cultivar X10.

Cultivar n El Gl RI (%)
X08 9 4.0 4.2 73
X09 8 3.3 35 16
X10 9 4.7 4.6 100
X15 6 3.9 4.3 69

Das linhagens testadas, a X10 foi a que apresentou um indice de massas de ovos (El) e de
galhas (GI) mais elevado, sendo estes valores superiores a 4.1, classificando-se como
suscetivel (S) (Quadro 3.1). A linhagem X09, pelo contrério, foi a que apresentou os indices
El e Gl mais baixos, 3.3 e 3.5 respetivamente (Quadro 3.1). De acordo com a classificagéo
de Hadisoeganda e Sasser, esta linhagem teria sido classificada como moderadamente
resistente (MR).

A linhagem X10 demonstrou a mais elevada eficiéncia hospedeira de todas as linhagens
testadas, sendo o valor de Rf obtido para esta linhagem comparavel ao obtido para os
tomateiros (testemunha positiva). Assim, a linhagem X10 foi escolhida como referéncia da
espécie Phaseolus coccineus para o célculo do indice de reproducéo (RI). De acordo com a
classificacdo de Taylor e Sasser (1978), dos valores de RI constantes da tabela, conclui-se
que, comparativamente a cultivar X10, as linhagens X08 e X15 seriam suscetiveis (S) e a
cultivar X09 moderadamente resistente (MR).

Dos resultados analisados, tém especial relevancia o indice de galhas (GI) e o fator de
reproducdo (Rf), que sdo utilizados para a avaliacdo objetiva da resisténcia e tolerancia das
plantas a neméatodes-das-galhas-radiculares, de acordo com a classificacdo de Sasser et al.,
1984 (Quadro 3.2).

Todas as linhagens testadas foram hospedeiras eficientes, permitindo o aumento da
populacdo de nemétodes em relacdo ao nimero inicial e portanto, um Rf superior a 1.
(Quadro 3.2). Também todas as linhagens sofreram danos nas raizes resultante da infecao
por nematodes, ilustrado pelo Gl, superior a 2 (Quadro 3.2). Segundo Sasser et al. (1984),
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da conjugacédo destes dois parametros conclui-se que todas as linhagens testadas foram
suscetiveis a Meloidogyne javanica (Quadro 3.2).

Quadro 3.2 — Fator de reproducdo, eficiéncia do hospedeiro, indice de galhas, danos no
hospedeiro e grau de resisténcia a Meloidogyne javanica nas linhagens analisadas. n- nimero
de repeticOes; Rf — fator de reproducdo; Gl - indice de galhas; DR - Grau de Resisténcia; *os
dados apresentados sédo a media + desvio-padrao das repeticdes analisadas.

Cultivar n Rf* Eficiéncia do GI* Danos  ao DR
hospedeiro hospedeiro

X08 9 123+55 >1 42+02 >2 Suscetivel

X09 8 28+1.0 >1 35£03 >2 Suscetivel

X10 9 16.8+4.7 >1 46+02 >2 Suscetivel

X15 6 11.7+3.6 >1 43102 >2 Suscetivel

3.2- Avaliacdo da resisténcia/tolerancia de linhagens de feijoeiro a Fusarium oxysporum

f.sp. phaseoli

3.2.1. Sintomas de fusariose vascular do feijoeiro

As plantas de feijdo-verde da cultivar “Oriente” com sintomas de fusariose estavam a ser
produzidas em estufa na época da primavera. Encontravam-se em plena floracéo, existindo

grande namero de frutos vingados (Figura 3.5 A, B).

Elevado numero de plantas apresentavam os sintomas tipicos da fusariose do feijoeiro,
nomeadamente murchiddo da planta, amarelecimento, senescéncia prematura e queda das

folhas, e paragem do crescimento (Figura 3.5. A a E).
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Figura 3.5 — Sintomas de fusariose vascular do feijoeiro em plantas da cultivar “Oriente”, a
partir das quais se obtiveram varios isolados de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli em
laboratério : A, B e C — murchiddo de plantas na fase de floragdo e vingamento do fruto. D
e E- pormenor de necroses externos no caule onde € evidente a progressdo da doenca, e
murchiddo seguida de amarelecimento das folhas. F-Pormenor de corte longitudinal do
caule, com sintomas de acastanhamento dos vasos (Imagens por Luisa Moura, abril 2015).

O amarelecimento do caule e necroses longitudinais eram evidentes, observando-se a
progressdo dos sintomas no sentido ascendente, o que indicava a presenca e progressao do
fungo nos tecidos vasculares das plantas (Figura 3.5 D e E). A descoloracdo e necrose dos
tecidos vasculares, visivel ap6s o corte longitudinal dos caules (Figura 3.5 F) completou o

quadro sintomatolégico desta doenca na cultura de feijdo-verde em estufa.
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3.2.2. Isolamento e identificagdo de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli

O isolamento do fungo a partir de caules de feijdo-verde da cultivar “Oriente” com sintomas
tipicos da doenca em estufa comercial, originou colénias de cor branca que com o tempo
adquiriram a cor rosa (Figura 3.6 A). Apos inoculacdo de plantas de feijoeiro com a estirpe
FA-15 para os ensaios de resisténcia/tolerancia em condic¢des controladas, fez-se o seu re-
isolamento a partir de plantas assintoméaticas 21 DAI (Figura 3.6 B). As colonias
apresentavam coloracéo rosa-arroxeada com micelio branco abundante ao fim de 7 dias de
incubacdo a 25°C, na auséncia de luz (Figura 3.6 B). A observacao de micélio ao microscopio
revelou a presenca de macro e micro conidios caracteristicos de Fusarium. A anélise do
substrato utilizado nos vasos das plantas inoculadas, analisado 60 dias apds inoculagdo
permitiu isolar coldnias de cor rosada, idénticas as isoladas do caule de feijdo-verde e

linhagens de feijoeiro (Figura 3.6 C).

A identificacdo de Fusarium oxysporum foi realizada através de métodos moleculares
baseados na amplificacdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) e posterior
sequenciacdo desta regido. As sequéncias de DNA obtidas (Figura 3.6), foram comparadas
com as depositadas no GenBank. Para tal utilizou-se o programa BLAST (“Basic Local
Aligment Search Tool”) com sequéncias depositadas na base de dados do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) e foi possivel identificar o fungo como sendo

Fusarium oxysporum, obtendo-se uma similaridade de 99%.
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Figura 3.6 - Carateristicas das coldnias e micélio de isolados de Fusarium oxysporum f. sp
phaseoli. Al e A2- Colédnias purificadas obtidas no primeiro isolamento a partir de plantas
da cv. “Oriente” em estufa comercial (frente e verso da placa). Bl e B2- Carateristicas de
coloénias e micélio de isolados de Fusarium oxysporum f. sp phaseoli re-isolado a partir de
planta da linhagem X09, 21 dias apds inoculagdo das raizes com a estirpe FA-15 (frente e
verso da placa). C1 e C2- Aspeto de crescimentos microbianos obtidos em meio PDA, ap6s
isolamento a partir do substrato dos vasos com plantas inoculadas com a estirpe FA-15, 65
dias apo6s inoculacdo das raizes. C1- pormenor de colénias de Fop isolada do substrato da
linhagem X10; C2- Pormenor de col6nias de Fop isolada do substrato da linhagem X80.
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gggggaacccgaatttcactcccaaccectgtgacataccacttgttgecteggeggatcageecgcetec
cggtaaaacgggacggeccgecagaggacccctaaactctgtttctatatgtaacttctgagtaaaacca
taaataaatcaaaactttcaacaacggatctcttggttctggcatcgatgaagaacgcagcaaaatgega
taagtaatgtgaattgcagaattcagtgaatcatcgaatctttgaacgcacattgegeccgecagtattc
tggcgggcatgectgttcgagegtcatttcaaccctcaagcacagettggtgttgggactcegegttaatt
cgcgttcctcaaattgattggeggtcacgtegagcettecatagegtagtagtaaaaccctegttactggt
aatcgtcgcggecacgecgttaaaccccaacttctgaatgttgacctcggatcaggtaggaatacceget

gaacttaagcatatcaaaagccggaggaagattccgcaggttcacctacggaaccgegtttteccttttg

tc

Figura 3.7 - Sequéncia de nucledtidos do DNA amplificado da regido ITS
do fungo.

3.2.3. Reacdo de linhagens de feijoeiro a Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli.

Ainoculacdo de cultivares e linhagens de feijoeiro com a estirpe FA-15 foi realizada segundo
a metodologia de corte e imersao de raizes numa suspensao de esporos do fungo, descrita na
bibliografia para avaliagdo da resisténcia de linhagens de feijdo rasteiro. A avaliagdo da
reacdo das plantas testadas em condi¢cdes controladas, efetuada 21, 30, e 40 dias apos a
inoculacdo (Figura 3.8 e 3.9) mostrou que ndo houve formacdo de sintomas tipicos de
doenca, induzidas pelo fungo nas raizes inoculadas (F). Como seria de esperar, as plantas
ndo-inoculadas (T), ndo apresentaram sintomas (Figura 3.8 e 3.9).

~ || WF2 TF2 AF2 | WT6 | 9F5 8T6

AT6 | AF4 OF4 | OF3

. 10T4 | 8F5 | OT3 712

9F6 9T6 ATS | AT4 TF3 OF1 | 10F3

10F6 . OT6 | 8F2 | WF1 9T4

Cultivares e linhagens de feijoeiro

X08 X09 X10

‘White

Oriente § Aintree
Fmergo

Figura 3.8 - Plantas observadas 15 dias ap0s inoculacdo das raizes de plantas da cv.
“Oriente”, “Aintree”, “White Emergo” e linhagens X07, X09, X10, X15 e X08 e plantas
Testemunha ndo inoculadas. Pormenor da distribuicdo aleatdria dos tratamentos, na camara
de crescimento.
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Figura 3.9 - Pormenor do desenvolvimento de plantas da cv. “Oriente”, “Aintree”, “White
Emergo” e linhagens X07, X09, X10 e X15 X08 inoculadas com Fop e plantas Testemunha,
observadas 21 dias ap6s inoculagdo das raizes.

3.10 — Comparagdo do crescimento de feijdo rasteiro e feijdo de trepar, 21 dias apds
inoculacdo das raizes utilizando a metodologia descrita por Pastor-Corrales e Abawi (1987),
onde ¢ evidente a diferenca de crescimento das plantas.

A aplicacdo da escala de severidade da doenga (1- plantas sem sintomas a 9- plantas mortas)
mostrou que todas as plantas inoculadas, bem como as testemunhas, foram classificadas com
pontuacdo 1 (auséncia total da doenga). Assim, e de acordo com 0 proposto por varios
autores (Pastor-Corrales e Abawi, 1987; Salgado e Schwartz, 1993; Elena e Papas, 2002;

Pereira et al. 2008, 2013) todas as linhagens seriam resistentes a estirpe FA-15 inoculada.

As plantas de todas as cultivares e linhagens de feijoeiro (F e T) analisadas em laboratério

21 DAI, ndo revelaram qualquer sintoma interno, nomeadamente, necroses nos vasos.
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Contudo, apds isolamento a partir de material assintomatico, obtiveram-se culturas tipicas
de Fop nas placas da linhagem X09 (Figura 3.6.B). Estes resultados indicam que o fungo
colonizou as raizes e progrediu internamente no caule, sem contudo ter levado a

manifestacdo de sintomas internos e externos.

Apesar do ensaio ter sido dado como terminado aos 40 DAL, as plantas foram deixadas na
camara de crescimento até ao inicio de setembro (60 DAI). A grande massa vegetal
produzida pelo crescimento dos feijoeiros associada a temperatura e humidade favoravel,
favoreceu o ataque de &caros e tripes, acabando as plantas por ficar muito debilitadas e
algumas acabaram por morrer. N&o sendo objetivo deste trabalho, procedeu-se ao isolamento
do fungo a partir de algumas plantas que evidenciavam ligeiros sintomas da doenca. Na
mesma data, procedeu-se igualmente ao isolamento do fungo a partir do substrato de todas

as linhagens inoculadas.

Os resultados obtidos mostraram que foi possivel isolar o fungo de caules de feijoeiros das
linhagens X08 e X15, o vem confirmar o ja registado 21 DAI em plantas sem sintomas da

linhagem X09. Ficou assim confirmada a patogenicidade da Estirpe FA-15 em feijoeiro.

O isolamento efetuado a partir do substrato onde cresceram plantas das cultivares “Oriente”,
“White Emergo” e “Aintree”, e das linhagens de feijoeiro X07, X08, X09, X10 e X15,
analisado 60 DAI, permitiu re-isolar o patogénio a partir do substrato (Figura 3.6 C),
resultados que mostram que o fungo inoculado nas raizes colonizou o substrato, onde o fungo

sobreviveu durante 60 dias.
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4 — DISCUSSAO E CONCLUSAO

Todas as linhagens de Phaseolus coccineus avaliadas quanto ao seu grau de resisténcia (DR)
a Meloidogyne javanica foram consideradas hospedeiras suscetiveis de acordo com a
classificacdo de Sasser et al. (1984), sofrendo danos nas suas raizes provocados pela infecdo
(Gl superior a 2, Quadro 3.2), e permitindo a multiplicacdo da populagdo de neméatodes (Rf
superior a 1, Quadro 3.2).

No entanto, considerando a classificagdo proposta com base apenas nos valores do Gl
(Taylor e Sasser, 1978), a linhagem XO09 destacou-se das restantes, suscetiveis,
apresentando-se como moderadamente resistente. O Gl é exclusivamente um indicador de
danos a raiz, ou seja, é informativo apenas sobre a capacidade de penetracdo dos J2 e da sua
capacidade de iniciacdo de locais de alimentacdo. Numa s6 galha podem, além disso,
coexistir varias fémeas de NGR, produzindo, cada uma, uma massa de ovos. Para avaliar a
reacdo das plantas a NGR levando em conta ndo sé a penetracdo da raiz mas também o
desenvolvimento do nematode e a sua capacidade de completar o seu ciclo de vida, serd mais
indicada a classificacdo de resisténcia através do El (Hadisoeganda e Sasser, 1982). A
analise dos valores médios de EIl obtidos para as varias linhagens permite uma maior
diferenciacéo da sua capacidade hospedeira: a linhagem X09 foi moderadamente resistente,
a X15 pouco resistente, a X08 e a X10 foram suscetiveis.

Tanto o Gl como o El séo indices que denotam a quantidade de galhas e de massas de ovos
(respetivamente) de uma forma ndo-regular e com um valor de corte de 100 (veja-se o
Quadro 2.1). Assim, independentemente da extensao ou volume do sistema radicular ou do
namero de galhas ou massas de ovos, para qualquer planta com mais de 100 obtém-se o valor
de Gl ou EIl de 5. Esta escala é pratica, rapida e facil de utilizar para ensaios de resisténcia
de plantas horticolas em condi¢Ges controladas, seguindo o protocolo-padrdo de Taylor e
Sasser (1978). No entanto, para uma andlise mais aprofundada e comparativa de varias
linhagens, acompanhada de uma andlise estatistica robusta, sera preferivel analisar os valores
quantitativos de galhas e massas de ovos (Fig. 3.4 A e B). Desta se depreende que a linhagem
X09, moderadamente resistente de acordo com a classificacdo de resisténcia do Gl, ndo
formou um numero de galhas significativamente menor do que as linhagens X08 e X15.
Além disso, a linhagem X15, pouco resistente de acordo com a classificacao de resisténcia
do El, n&o produziu significativamente menos massas de ovos que as linhagens X08 e X10.
Em termos quantitativos, a linhagem X09 sé se destaca pelos dados de reprodugdo do
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nematode (nUmero de massas de ovos e fator de reproducéo), e ndo dos danos causados na

raiz.

Embora haja estudos da reacdo de numerosas cultivares e/ou linhagens de feijoeiro
Phaseolus vulgaris a varias espécies de Meloidogyne, ndo foram encontrados quaisquer
estudos em relagdo a P. coccineus. No entanto, o Rf de M. javanica obtido para esta linhagem
é comparavel com o Rf obtido para M. incognita na cultivar resistente Aporé (Rf = 1.83,
Alves et al., 2011). Esta cultivar de P. vulgaris tem uma resisténcia de base genética
relativamente bem caracterizada, conferida por um s6 gene, mas possivelmente modulada

por varios outros (Ferreira et al. 2012).

Da analise do Rf percebe-se que a linhagem X10 foi a que permitiu uma maior aumento
populacional do neméatode (cerca de 17 vezes, Quadro 3.2), que no entanto ndo foi
significativamente diferente do valor obtido para as linhagens X08 e X15 (Figura 3.4 C).
Este valor médio para a linhagem X10 aproximou-se bastante do valor obtido para a mesma
populacdo de nemaétodes infectando tomateiros de cultivares manifestamente suscetiveis
(testemunhas positivas). No entanto, foi escolhido o valor de Rf padrdo da linhagem X10
para o calculo do RI (e ndo do tomateiro), uma vez que serd sempre aconselhavel escolher o
Rf padrdo de uma planta da mesma espécie das analisadas (Taylor e Sasser, 1978). Nos
estudos de reacdo hospedeira de plantas a NGR devera ser sempre incluida uma cultivar
suscetivel de referéncia para a espécie. Embora seja ja conhecida a reacdo de varias
cultivares de Phaseolus vulgaris a Meloidogyne spp., ndo se conhecia na altura do estudo a

reacao da espécie P. coccineus.

O efeito da inoculacdo de 5000 ovos e J2 do nematode por planta foi evidenciado pela
reducdo estatisticamente significativa do peso fresco da parte aérea para o conjunto das
plantas inoculadas. Esta reducdo no peso fresco, ndo observada para 0 peso Seco
correspondente podera revelar um sintoma da infecdo por NGR, que se sabe afeta a eficiéncia
do uso da agua pelas plantas hospedeiras, através da alteracdo da fisiologia da raiz. Houve
ainda uma tendéncia para um menor peso fresco na parte radicular nas plantas inoculadas,
que néo se verificou, no entanto para a linhagem X10. De facto, a formagdo de numerosas
galhas radiculares com correspondente translocacdo de fotoassimilados para as células
gigantes podera ter sido responsavel pelo aumento relativo do peso fresco radicular para a

linhagem X10, que registou o0 niumero medio de galhas nas raizes mais elevado de todas as
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linhagens (Fig. 3.4.A). Este aumento do peso radicular para niveis elevados de infegdo por
NGR foi j& reportado para P. vulgaris, entre outras plantas (Santo e Ponti, 1985).

As condicbes controladas e o periodo de duracdo do ensaio de vasos (60 dias) sdo aferidos
em funcdo do ciclo de vida M. javanica e, sendo suficiente para a o desenvolvimento e
producdo de ovos pelas fémeas adultas, ndo devera permitir o inicio de um segundo ciclo do
nematode. Assim, este tipo de ensaio ndo fornece qualquer informacao sobre a producdo das
plantas. No entanto, uma revisdo recente da bibliografia para varias espécies de NGR na
Europa aponta para um elevado potencial de danos desta espécie de NGR em feijoeiro P.
vulgaris (Wesemael et al., 2011). A duracéo fixa do ensaio também néo permite avaliar o
mecanismo de resisténcia de feijoeiro aos NGR, mas é conhecido que linhagens resistentes
de feijoeiro P. vulgaris podem atuar ndo so pela inibicdo da infecdo, mas também atrasando
0 desenvolvimento de NGR: este efeito foi observado para o desenvolvimento de M.
incognita na cultivar resistente Nemasnap por comparacao a uma cultivar suscetivel Black

valentine (Sydenham et al. 1996).

Do ensaio de reacdo de P. coccineus a M. javanica conclui-se que, entre as linhagens
avaliadas, a X09 sera a mais promissora na busca de porta-enxertos de feijoeiro. Embora ndo
seja uma linhagem completamente resistente, podera ter potencial genético util para a
resisténcia a NGR, que podera ser mais bem explorado por melhoramento.

Sendo a defesa das plantas um mecanismo complexo que envolve comunicagéo entre a parte
aérea e a parte radicular, seria expectavel que uma planta enxertada pudesse ter fenétipos de
resisténcia variaveis em funcdo nédo sé do porta-enxerto mas também do enxerto. No entanto,
a resisténcia numa planta enxertada sera conferida pela parte radicular, conforme
demonstrado num estudo com varias combinacgdes de P. vulgaris suscetivel a M incognita
(cultivar Canario Divex), uma linhagem resistente (A211) e uma cultivar resistente
(Nemasnap) (Mullin et al., 1991). Este facto, juntamente com o conhecimento empirico que
a proximidade botanica é um factor importante na compatibilidade entre o enxerto e o porta-
enxerto, vem reforgar a possivel aplicagdo da linhagem X09 ou de uma linhagem melhorada

a partir desta como porta-enxerto de feijoeiro.

Este trabalho foi desenvolvido utilizando uma populacdo bem caracterizada e estudada de
M. javanica, uma das quatro especies mais importantes do género pelos danos que provoca
e pela sua distribuicdo, e uma das mais prevalentes no sul da Europa. Sendo polifaga e
reproduzindo-se por partenogénese mitotica, € uma espécie que se multiplica rapidamente
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numa vasta gama de hospedeiros. No entanto, havera pelo menos 23 espécies do género na
Europa, sendo M. arenaria e M. incognita prevalentes também no sul da Europa (Wesemael
etal., 2011). Antes de serem efectuados estudos de campo com qualquer linhagem, importa
conhecer a sua reacdo a varias espécies de Meloidogyne, uma vez que uma dada cultivar de
feijoeiro poderd ter uma reacdo distinta a diferentes espécies de NGR. Por exemplo,
M. chitwoodi teve um aumento populacional nas cultivares de P. vulgaris Pinto Ul-114 e
Viva Pink, enquanto que M. hapla ndo se reproduziu nestas plantas (Santo e Ponti, 1985).
De modo semelhante, em 10 cultivares de P. vulgaris testadas, 0 nUmero de massas de ovos
produzidas por sistema radicular variou significativamente consoante a espécie de NGR
inoculada: M. chitwoodi, M. fallax ou M. hapla (Wesemael et al 2012). No entanto, sabe-se
gue um mesmo gene pode conferir resisténcia em P. vulgaris a pelo menos trés espécies

diferentes de NGR: M. javanica, M. incognita e M. arenaria (Omwega et al 1990).

Em condicBes de campo, alem das varidveis e por vezes adversas condi¢Bes abioticas, as
plantas estdo frequentemente expostas a mais que um agente patogénico. Embora ndo se
conhecam estudos realizados para P. coccineus, a interacio de NGR com
Fusarium oxysporum f sp. phaseoli (Fop) tem sido investigada para P. vulgaris. Através de
ensaios de vasos com todas as combinagdes de linhagens de feijoeiro suscetiveis ou
resistentes a Fop e a NGR e inoculadas com estes agentes patogénicos isoladamente ou em
combinacdo, concluiu-se que a pré-inoculacdo de M. incognita pode aumentar a
suscetibilidade a Fop, podendo inclusive acelerar o processo de colonizacdo das plantas
suscetiveis a Fop. Uma infecdo severa por M. incognita teve a capacidade, alias, de alterar a
resisténcia de uma dada cultivar a Fop (France and Abawi, 1994). Embora empiricamente
se sugira que plantas suscetiveis a Fop serdo também suscetiveis a NGR, surgindo os dois
agentes patogénicos frequentemente associados em complexos de doenga, tal ndo foi ainda
comprovado. Por outro lado, da anélise de ensaios de vasos com 18 linhagens de P. vulgaris
ndo foi encontrada uma correlacéo significativa entre a resisténcia a Fop e a resisténcia a
NGR (Carneiro et al., 2010).

S80 necessarios mais estudos para avaliar e caracterizar a resisténcia de potenciais
porta-enxertos de feijoeiro em ensaios laboratoriais, de vasos e em condic¢des de campo, com

plantas porta-enxerto e com plantas enxertadas.
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Todas as linhagens de Phaseolus vulgaris e Phaseolus coccineus avaliadas quanto a
severidade da doenca, utilizando a escala padrdo proposta por Pastor-Corrales e Abawi
(1987), ndo manifestaram sintomas da doenca durante 40 dias ap6s inoculacdo das raizes.
De acordo com a classificacdo utilizada por Salgado e Schwartz (1993), Elena e Papas
(2002), Pereira et al., (2013) e Sasser et al. (1984) as linhagens em estudo foram
consideradas resistentes a Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli. Esta escala é pratica, rapida
e facil de utilizar para ensaios de resisténcia de feijoeiro a Fop em condicGes controladas,

mas foi desenvolvida para cultivares de feijoeiro rasteiro, para producgéo de gréo.

Uma boa metodologia de avaliacdo da reacdo de linhagens a agentes patogénicos € aquela
que possibilita discriminar bem todos os gen6tipos em avaliacdo. Isso ndo ocorreu neste
trabalho, pois a aplicacdo da escala de severidade da doenca (1- plantas sem sintomas a 9-
plantas mortas) mostrou que todas as plantas inoculadas e as plantas testemunhas, foram
classificadas com pontuacdo 1 (auséncia total da doenca), e portanto todas resistentes a
estirpe de Fusarium inoculada. Estes resultados, contrariam o que foi observado em
condicBes de producdo comercial de feijdo-verde, nomeadamente na cultivar “Oriente”
(testemunha de suscetibilidade a Fop), que apresentou graves sintomas da doenca (Figura

3.5), e a partir da qual se isolou a estirpe FA-15 usada neste estudo.

O fato de ndo existir neste ensaio uma cultivar testemunha com conhecida resisténcia a Fop,
evidencia a necessidade de se incluir neste tipo de avaliagdes, duas cultivares testemunha,
com suscetibilidade e resisténcia conhecidas as estirpes do patogénio em estudo, tal como €
referido por Pereira et al. (2008). Estes autores referem que a incluséo da cultivar resistente,
‘Carioca MG’ e suscetivel, ‘Carioca’, permitiu validar as respostas de grande ntimero de
linhagens de feijdo rasteiro, avaliadas em ensaios diferentes, uma vez que estas cultivares

mostraram comportamento consistente nos diferentes ensaios.

Para a avaliacdo de cultivares e linhagens quanto a resisténcia a Fop, é importante ter um
método de inoculacdo preciso e funcional. Pastor-Corrales e Abawi (1987) referem que a
concentracédo de inoculo tem importante influéncia na doenca causada por Fusarium, uma
vez que h& relacdo direta entre a concentracdo do inoculo e a severidade da doenca.
Buruchara e Camacho (2000) determinaram a concentracdo de indculo considerando o
habito de crescimento das cultivares, tendo verificado que a concentragdo de inoculo
influenciou o aparecimento de sintomas, a severidade e a incidéncia da doenga. Os autores

concluiram que concentragdes de 10%-107 conidios ml?, para feijoeiros trepadores e
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concentragbes de 10°-107 conidios ml?, para feijoeiros arbustivos, nio apresentaram
diferengas estatisticas entre os resultados obtidos, indicando que concentragdes dentro
desses intervalos sdo eficientes para descriminar a reacdo das cultivares. De acordo com
estes dados, concluimos gque a concentracdo da suspensdo de conidios utilizada no presente
ensaio (10° conidios ml?) foi adequada, e deveria ter originado sintomas da doenga, pelo

menos na cultivar suscetivel “Oriente”.

Os mesmos autores avaliaram métodos de inoculagéo e datas de observacao dos sintomas
(15, 20, 25 e 30 dias apo6s inoculacdo). As metodologias incluiram a perfuracédo do solo a
volta da planta e deposicdo de 20 ml de suspensdo de conidios, e imersdo de raizes numa
suspensdo de 10° conidios ml™* durante 5 minutos. Este Gltimo método apresentou maior
eficacia na avaliacdo da resisténcia, e o melhor periodo para realizacdo das observacoes foi
30 DAI. Estudos idénticos conduzidos por Pereira (2007), em 20 linhagens de feijoeiro
mostraram que a metodologia de inoculagdo que melhor discriminou as linhagens foi a
imersdo de raizes na suspensao de esporos, com ou sem o corte do sistema radicular, a idade
ideal das plantas no momento da inoculacéo € até os 10 dias ap0s a sementeira; a avaliacdo
da reacdo ao fungo deve, segundo este autor, deve ser realizada, pelo menos, 21 dias apés a
inoculacdo. Outros autores (Piza, 1993; Cavalcanti et al., 2002) referem a ocorréncia de
sintomas mais cedo, nomeadamente 15 DAI. Os resultados dos diferentes autores ndo séo
concordantes quanto a data de observacao dos sintomas, o que vem reforcar os dados do
presente estudo quanto a este parametro da metodologia. Efetivamente, 40 DAI ndo foi
suficiente para que as popula¢6es do fungo atingissem concentra¢des no caule para colonizar
e bloguear os vasos xilémicos, ndo originando assim o aparecimento de sintomas. No
entanto, a inoculacéo das raizes com uma suspensdo de 10° conidios mI™ permitiu que se
isolasse 0 fungo de plantas assintomaticas da linhagem X09, e mostrou que Fop tem

capacidade de colonizar o substrato, mantendo-se viavel por um periodo de 60 dias.

O crescimento de plantas de feijdo rasteiro (Pastor-Corrales e Abawi (1987) e de feijéo de
trepar, 21 dias ap6s inoculacdo das raizes, € evidenciada na figura 3.10, sendo observavel
uma grande diferenca de crescimento vegetativo das plantas das duas espécies. Esta
diferenga, e a auséncia de sintomas registadas no presente estudo leva-nos a questionar sobre
a data mais adequada para observacao de sintomas nas cultivares de trepar. Considerando as
condicdes em que se observou a doenga no campo (producdo comercial da cultivar

“Oriente”), podemos concluir que os sintomas da fusariose em feijao de trepar sdo evidentes
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na fase de plena floracdo e vingamento dos frutos, o que ocorre naturalmente quando as
plantas tém mais de que 21 ou mesmo 30 dias. Os testes padréo utilizados pela maioria dos
autores que avaliam a resisténcia de linhagens de feijdo rasteiro ao Fusarium em condicdes
controladas, € de 21 DAI. Pelo exposto, somos levados a concluir que as observacdes dos
sintomas em feijdo de trepar, sob condi¢Ges controladas, deveriam ocorrer mais tarde,

quando as plantas estdo em plena floragéo.

O numero de repeticbes adotado pelos investigadores que trabalham na identificacdo de
linhagens resistentes a Fusarium, tem sido muito variado. A maioria utiliza mais de 16
plantas para avaliagdo (Nascimento et al., 1995b; Buruchara e Camacho, 2000; Alves-Santos
et al.,2002). Pereira et al. (2008) estudando diferentes nimeros de repeti¢des, variando entre
5 e 15, concluiram que se podem utilizar 5 repeticdes (plantas), sem prejuizo na precisdo e
na classificacdo das linhagens. Também este ponto da metodologia é concordante com o

presente estudo, em que se utilizaram 6 repeti¢des por tratamento.

Por fim, questionamos se no nosso estudo o tempo de imersdo das raizes durante 5 minutos
foi adequado as linhagens de feijoeiro de trepar, que tém sistemas radiculares mais vigorosos
do que os de feijdo rasteiro, para a mesma idade das plantas. Sobre este assunto, ha varias
opiniBes, sendo referidos para feijdo rasteiro, tempos de imersdo de 5 minutos (Pastor-
Corrales e Abawi, 1987, Pereira et al., 2008), 10 minutos (Henrique et al., 2015) e 30
minutos (Elena e Pappas, 2002), o que ndo nos permite concluir sobre este ponto da

metodologia.

As estirpes patogénicas de F. oxysporum, apresentam um elevado grau de especificidade no
hospedeiro que infetam, estando subdivididas em mais de 100 formas patogénicas
especializadas (formae speciales) que ndo se distinguem morfologicamente. As formae
speciales pode ainda ser subdividida em racas com base no padrdo de viruléncia nas
cultivares do hospedeiro infetados (Armstrong et al., 1981). Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli infeta algumas espécies do género Phaseolus, principalmente Phaseolus vulgaris e
P. coccineus (de Vega-Bartol et al., 2011estando descritas sete racas, que traduzem a

variabilidade genética do patogénio.

Este aspeto é da maxima relevancia pois a principal medida de controlo de Fop é a utilizacéo
de cultivares resistentes cuja obtencéo e dificultada pela existéncia de sete ragas patogénicas
de Fop, as quais estdo geograficamente distribuidas entre os continentes.
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Atualmente ndo estdo disponiveis cultivares comerciais de feijao com resisténcia a Fop, que
possam ser utilizados como porta enxertos. Para que a enxertia possa ser utilizada como uma
estratégia eficaz para controlar a fusariose vascular do feijoeiro, e dado que as racas de Fop
sdo geograficamente bem definidas, € determinante conhecer a (s) raga (s) de Fop presentes
em Portugal, de modo a estabelecer um programa de selecéo de linhagens de porta-enxertos
com resisténcia as racas mais importantes identificadas em Portugal. O grande objetivo €
reduzir os prejuizos causados por Fop na cultura do feijoeiro utilizando porta-enxertos

resistentes.

Conclui-se da necessidade de realizar novos ensaios para adaptar as metodologias utilizadas
em feijdo rasteiro a avaliacdo de resisténcia de feijdo de trepar, nomeadamente a
concentracdo do indculo, o tempo de inoculacdo, 0 momento ideal para avaliacdo da reacao
das linhagens e o conhecimento das racas de Fusarium mais importantes em Portugal.
Pretende-se determinar a maior eficacia do procedimento de screening de linhagens de
feijoeiro em programas de selecdo visando a resisténcia de porta enxertos a F. o. f.sp.

phaseoli.
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