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IDENTIFICACAO DE FONTES DE RESISTENCIA DO ALGODOEIRO
(Gossypium hirsutum L. ) A Meloidogyne incognita RACA 3.

RESUMO - A cultura do algodoeiro Gossypium hirsutum L. no Mato Grosso
€ responsavel por 60% da area plantada no Brasil, sendo 566,4 mil hectares
na safra 2007/08 com esta malvacea. No sistema de cultivo do cerrado, a
pratica de utilizacdo de monocultura e o uso intensivo de agrotoéxicos
contribuem para o aumento da incidéncia de varias doengas e nematoides.
O nematoide das galhas (Meloidogyne incognita) € o mais importante
interferindo na produtividade do algodoeiro, e consequentemente, causando
maiores perdas econbmicas. O objetivo do trabalho foi de testar diversas
metodologias de campo e de casa de vegetacdo para avaliar a resisténcia a
M. incognita de variedades e linhagens promissoras do programa de
melhoramento da COODETEC. Foi estudada também a possibilidade do uso
de marcadores moleculares microssatélites SSR para identificar alguns
genes de resisténcia. Este trabalho foi realizado na COODETEC de
Primavera do Leste — MT para os experimentos de campo, e em Cascavel —
PR, para os experimentos de casa de vegetacdo e de biologia molecular,
nas safras 2005/06 e 2006/7. As metodologias tanto de campo quanto de
casa de vegetacdo foram capazes de discriminar os genoétipos avaliados em
relacdo a resisténcia a M. incognita, sendo que nem sempre existem
correlacdes entre os diversos tipos de avaliagdo, provavelmente porque as
diversas classificacdes envolvem mecanismos bioldgicos diferentes, e que
existem interracdes entre organismos. Tampouco foi possivel usar os
marcadores moleculares previamente identificados por equipes
internacionais como sendo ligados a genes de resisténcia a nematoéides das
galhas para identificar os genétipos do germoplasma local que apresentam
resisténcia. Finalmente, pode-se constatar que ainda se faz necessario
estudos basicos sobre os nematdides, estudos de metodologias de
fenotipagem e estudos moleculares, capazes de identificar rapidamente a

resisténcia ao nematoide das galhas em gendétipos do algodoeiro.



Palavras-chave: Algodoeiro — Nematdide das galhas — Resisténcia -

Marcadores moleculares.



IDENTIFICATION OF COTTON SOURCES OF RESISTANCE TO
Meloidogyne incognita RACE 3.

ABSTRACT - The cotton culture of Gossypium hirsutum L. in Mato Grosso is
responsible for 60% of the planted area in Brazil, holding 567 thousand
hectares during the 2007/2008 crop with this malvaceous plant. On the
woodsy pasture cultivation system, the practice of the use of monoculture
and the intensive use of agrotoxics contribute to the raise of the incidency of
several diseases and nematodes. The root-knot nematode (Meloidogyne
incognita) is the most important interfering on the productivity of cotton and
consequently, causing greater economic losses. The aim of this proceeding
was to test several field and greenhouse methodologies to evaluate the
resistance to M. incognita of varieties and promising lineages from
Coodetec’s breeding program. The possibility of the use of microssatellites
molecular markers SSR to identify some genes of resistance were also
studied. This research has been done at Coodetec in Primavera do Leste —
MT to the field trials and in Cascavel — PR to the greenhouse and molecular
biology trials on the 2005/2006 and 2006/2007 crop. The field as well as the
greenhouse methodologies were able to describe the genotypes tested
related to M. incognita resistance, and good correlations among several
types of evaluation are not always found, probably because the several
classifications involve different biological mechanisms and there are
interactions among organisms. The use of molecular markers identified
previously by international staffs was not possible either, as being connected
to genes of resistance to root-knot nematodes to identify the genotypes of
local germplasm which shows resistance. At last, it may be verified that basic
studies about nematodes, studies of phenotyping methodologies and
molecular studies are still needed, and they are able to identify quickly, the

resistance to root-knot nematodes in genotypes of cotton.

Keywords: cotton — root-knot nematode — resistance — molecular markers
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1. INTRODUCAO

A cultura do algodoeiro Gossypium hirsutum L. vem sofrendo
transformacdes, tanto na area comercial quanto tecnolégica. O algodoeiro
gue antes era cultivado em grande escala nos estados do Parana e Sao
Paulo, migrou para a regido Centro-Oeste e teve mudancas intensas no
sistema de producdo, passando a ser um cultivo altamente tecnificado e
totalmente mecanizado.

Na safra 2005/06, foram plantados 857,10 mil hectares e produzidas
605,50 mil toneladas de pluma, colocando o Brasil em posicédo de destaque
na exportagdo mundial de fibras de algodao. Na ultima safra de 2006/07, a
area plantada ultrapassou um milh&o de hectares e a producéo de fibra, 1,4
milhdes de toneladas (CONAB, 2007).

A cotonicultura desenvolvida no cerrado passou a ser uma alternativa
ao plantio de soja, tornando-se uma cultura de destaque no agronegécio
brasileiro. Nesta regido, o Mato Grosso foi responsavel em 2007/08 por
566,4 mil hectares (49% da area plantada) com producdo de 2.078,7 mil
toneladas de algoddo em caroco, correspondendo a 50% da producédo
nacional, classificando o Estado como o primeiro produtor e exportador
nacional de fibra (ALGODAO BRASILEIRO, 2008).

A cotonicultura brasileira corre o risco de perder estabilidade produtiva
e competitividade econdmica, devido ao agravamento do problema de
doencas em decorréncia do aumento da area cultivada em condi¢cdes de
elevada umidade e de préaticas de monocultivo. O problema de doencas foi

subestimado até agora, e a medida que altas produtividades tém sido
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obtidas, isto se agrava, a custa do emprego macico de defensivos, quer
visando ao controle direto dos patdgenos, quer aos seus vetores. O
inevitdvel aumento dos custos de producdo serve para mostrar 0 equivoco
da persisténcia dessa pratica cultural, considerar o provavel surgimento de
variantes de pragas e patdgenos resistentes aos defensivos, o fatal
desequilibrio biolégico e a concomitante agressao ao meio ambiente, e as
possiveis restricbes na comercializacdo, sobretudo externa, do algodao
brasileiro.

Dessa forma é imperioso introduzir e manter na regido apenas
cultivares resistentes ou pelo menos tolerantes aos patdégenos que nela
ocorrem. Isso exige, obviamente, conhecer o comportamento, em face de
doencas, do material genético colocado a disposicdo dos produtores.

Nos ultimos anos tém-se observado uma maior incidéncia de doencas
de importancia econémica na cultura do algodoeiro, dentre essas se destaca
aguelas provocadas por nematoides. Segundo Cia et al. (2003) dentre os
nematdides que atacam o algodoeiro, destacam-se Pratylenchus
brachyurus, Rotylenchulus reniformis e Meloidogyne incognita.

Os nematéides formadores de galhas radiculares, pertencentes ao
género Meloidogyne, constituem o grupo de fitonematdides com maior
importancia econémica na agricultura. Sua ampla distribuicdo mundial, o
grande numero de hospedeiros existentes e a interacdo com outros
organismos patogénicos o0s colocam entre 0s primeiros patdégenos
responsaveis pela limitagdo da produtividade agricola mundial.

Como os nematodides tém sido um sério problema na cultura do
algodoeiro, ha grande interesse em melhorar geneticamente as cultivares,
tornando-as mais tolerantes & infec¢@o por esses patdgenos.

No Brasil, trabalhos foram realizados objetivando a selecdo de
genotipos resistentes ou tolerantes aos fitonematdides (GALBIERI, 2007).
Diferentes metodologias de campo ou em casa de vegetagdo foram
testadas, usando parametros como produtividade, indice de galha, notas de
folha carijo, entre outros. Porém, nem sempre estes trabalhos sé&o

conclusivos, e os resultados, as vezes sao contraditorios.
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Padronizar metodologias confiaveis para realizar testes de resisténcia
aos nematoides de gendtipos ou linhas, é uma etapa indispensavel antes de
se envolver na identificacdo de marcadores moleculares ligados a
resisténcia. Alguns marcadores moleculares microsatélites ja foram
identificados por diversas equipes de pesquisa internacional e a informagéao
esta disponivel em diversas publicagdes (NIU et al., 2007)

Devido a crescente importancia do algodoeiro em todo o mundo e do
papel relevante que as doencas exercem na produtividade desta cultura,
especialmente aquelas causadas por nematéides, o presente trabalho, teve
como objetivos

e Avaliar em condic6es de campo e em casa de vegetacdo o nivel de
resisténcia de gendtipos de algodoeiro ao nematdide Meloidogyne
incognita.

e Avaliar a eficiéncia dos marcadores moleculares publicados na
literatura, em identificar genétipos resistentes a Meloidogyne

incognita.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do algodoeiro no Brasil

O algodoeiro € uma dicotileddnea da familia das Malvaceas. O género
Gossypium € constituido de 52 espécies distribuidas nos diversos
continentes: Asia, Africa, Austrdlia e América, sendo que destas apenas
guatro sdo cultivadas.

O Gossypium arboreum L. é cultivado na india, e o Gossypium
herbaceum L. que j& teve maior importancia no passado, atualmente é
plantado apenas em algumas regides secas da Africa e Asia. Ambas
espécies sao dipléides e representam menos de 2% da producdo mundial de
fibora de algodoeiro. Atualmente, cerca de 90% da produgdo mundial de
algodoeiro é obtida de Gossypium hirsutum L. e 8% de Gossypium
barbadense L, ambas tetrapldides (LEE, 1984).

Segundo Phillips (1963) e Fryxell (1965) o género Gossypium é muito
antigo, tendo os tetrapldides, provavelmente, se originado ha
aproximadamente 1,5 milhdo de anos. Saunders (1961) propde que o centro
de origem do género Gossypium seja a Africa Central, pois quatro dos sete
grupos genémicos dipldides ocorrem neste continente.

Na india, em 1500 A.C., o algodoeiro ja era cultivado visando a
fabricacédo de tecidos. Mil anos depois foram os chineses que ampliaram o

cultivo, que s6 chegou a Europa no século IV. Na América, o algodoeiro ja
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era utilizado e cultivado pelos indios quando o Brasil foi descoberto pelos
europeus. Até o final do século XVIII e inicio do século XIX, a cultura do
algodoeiro no Brasil era basicamente do tipo perene (Gossypium
barbadense e Gossypium hirsutum raga Marie Galante), concentrando-se,
principalmente, na regido Nordeste.

A partir de 1860 a Inglaterra introduziu a variedade herbacea
(Gossypium hirsutum L. r. Latifolium, tipo upland anual) no nordeste do Brasil
com o0 objetivo de incentivar a producdo brasileira e diminuir sua
dependéncia com relagdo aos Estados Unidos. Em 1870/71, a cultura do
algodoeiro no Brasil enfrentou decadéncia profunda, recuperando-se apenas
em 1880/81. Em 1940, a cotonicultura brasileira viveu a fase aurea de
expanséao de area cultivada no nordeste, com sistemas de cultivo extensivos
(FREIRE, 2007).

Nos anos 80 o cultivo migrou para o sul, como uma opc¢ao de renda
aos agricultores dos estados do Parana e Sao Paulo, que se tornaram 0s
maiores produtores do pais. A decada de 90 foi marcada por uma forte crise
da cotonicultura brasileira. A partir de 1998, com a sua expansao para a
regido Centro-Oeste, principalmente Mato Grosso, a situagdo se modificou,
pois a cotonicultura se tornou totalmente mecanizada nesta regido, apesar
do elevado uso de insumos agricolas e o pais voltou a ter elevados ganhos
de produtividade e qualidade de fibra (CONAB, 2007).

Desde a safra de 2003/04 e, exceto a safra 2005/06, a area
algodoeira tem superado 1.100 mil hectares e podera alcancgar rapidamente
1,5 milhdes de hectares nos proximos anos (CONAB, 2007).

Os sistemas de cultivo no Mato Grosso, onde predominam o
monocultivo, favorecem pragas, doencas e nematdides devido as condi¢bes
edafocliméticas. Na regido sul do Mato Grosso, utiliza-se o algodoeiro e a
soja como cultivos principais. Estas culturas sdo implantadas muitas vezes
sobre a palhada de milheto, semeado apds a destruicdo da soqueira do

algodao.
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No norte do MT onde as chuvas sdo mais prolongadas, é praticado
um sistema diferenciado, onde a principal técnica de cultivo é a “safrinha”. A
soja € semeada no inicio das primeiras chuvas, final de setembro, e apos a
colheita no més de janeiro, a cultura do algodoeiro € implantada em plantio
direto.

A soja, o milheto e o algodoeiro sdo hospedeiros de algumas
espécies de nematdides. Algumas plantas sdo recomendadas para utilizacao
em sistema de plantio direto, como por exemplo, a Brachiaria (SEGUY et al.,
2004) que também podem ser hospedeiras de nematoides.

Pode-se observar, no entanto que os sistemas de monocultivo, e
sucessao soja e algoddo, podem favorecer o estabelecimento, a
multiplicacdo e a infeccdo dos nematdides. Devido a estes diferentes
sistemas de cultivo, vérias técnicas de controle, isoladamente ou em sistema
integrado, sdo recomendadas para 0 manejo de areas infestadas com
fitonematoides. No entanto, 0 sucesso dessas técnicas em areas
especificas, depende do conhecimento e da distribuicdo dos referidos
patégenos no campo (WYSE-PESTER et al., 2002), e da capacidade das

cultivares e espécies de multiplicar os nematéides.

2.2 Os nematdides na cultura do algodoeiro

As espécies mais comumente consideradas patogénicas ao
algodoeiro sdo: Meloidogyne incognita e M. acronea (nematdides das galhas
radiculares), Rotylenchulus reniformis (nematoide reniforme), Pratylenchus
brachyurus (nematéide das lesdes radiculares), Hoplolaimus spp.,
Belonolaimus longicaudatus e Paratrichorus minor (BRIDGE, 1992).

No Brasil, os nematdides mais comuns sao Meloidogyne incognita,
Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus brachyurus (GOULART et al., 1997;
INOMOTO, 2001; MONTEIRO & FERRAZ, 1987), que atacam o algodoeiro,
sendo o género Meloidogyne o mais agressivo para o sistema radicular e

causador de danos econbmicos.
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No oeste do Parand e S&do Paulo, em solos arenosos, muitos
trabalhos relatam a presenca e danos de Meloidogyne sp. (GRIDII PAPP et
al., 1994). Ja no norte do Parana, em solos argilosos, anteriormente
cultivados com café, Rotylenchulus reniformis € comumente encontrado
(INOMOQOTO, 2001).

Foi possivel constatar a presenca de Meloidogyne incognita,
Rotylenchulus reniformis e Pratylenchus brachyurus, em 5,3 %, 2 % e 94 %
das amostras coletadas no Mato Grosso, respectivamente (SILVA et al.,
2003). No Mato Grosso do Sul, o nematéide das lesGes ocorreu em 59% das
104 amostras coletadas, (COMUNELLO & ASMUS, 2003).

Meloidogyne incognita, nematdide das galhas, ocorre na cultura do
algodoeiro em praticamente todas as regides do mundo, principalmente nas
regibes de solos arenosos. Os nematéides das galhas sdo endoparasitas
sedentéarios, permanecendo no interior da raiz até o final do seu ciclo de
vida. Inicialmente os juvenis de segundo estadio (J2) eclodem e infectam as
raizes do algodoeiro, movimentam-se no solo e penetram nas raizes novas,
incitando a formacgéo das células nutridoras onde permanecem até o estadio
adulto. Os machos migram das raizes e as fémeas, sedentarias, tornam-se
globosas, produzindo cerca de 500 ovos, que sdo depositados numa matriz
gelatinosa externamente as raizes, de onde eclodem os J2, que reinfestam o
sistema radicular (LORDELLO, 1976).

No periodo de verdo, Meloidogyne incognita completa seu ciclo em 28
dias. No inverno, nas regifes Sul e Sudeste, o ciclo de vida pode completar-
se em até 70 dias. O ciclo varia com a temperatura e umidade do solo. Sua
disseminacgdo ocorre por meio de solo infestado e implementos agricolas,
animais, vento e, principalmente pela agua. (LORDELLO, et al., 1982).

Apo6s o cultivo, os nematoides permanecem no solo parasitando as
raizes de outras plantas hospedeiras. Esse nematoide reproduz-se por
partenogénese, mas o macho vermiforme, embora ndo seja necessario para

a reproducao, pode ocasionalmente ser encontrado no solo (BRIDGE, 1992).
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Segundo Abrdo & Mazzafera (1998), as galhas sdo mais freqlientes
nas raizes secundarias do algodoeiro, porém, podem ser encontradas, em
menor quantidade, na raiz principal. Esse € um aspecto importante para a
diagnose do problema no campo, pois, arrancando uma planta atacada sem
auxilio de ferramentas adequadas, as raizes finas rompem-se e ficam no
solo, ndo permitindo a observacdo desse importante sintoma.

Segundo Bridge (1992), as plantas infestadas por M. incognita ficam
raquiticas, atrofiadas e de tamanho reduzido. Nas folhas, é possivel
observar as mudancas de coloracdo, variando desde o amarelo até o
vermelho intenso, chamado de sintoma de “folha carij6”. Em quadros mais
graves, o0s sintomas podem evoluir para um crestamento generalizado, com
desfolha muito intensa. Um sintoma bastante tipico € o mosqueamento
amarelo, distribuido pelo limbo foliar, em contraste com o verde normal
levemente claro. Essas areas amareladas passam posteriormente a uma
tonalidade castanha, tornando-se, finalmente, necrosadas.

Taylor et al. (1982) estimaram em 3,1% as perdas causadas por esse
nematoéide a cotonicultura mundial, variando conforme o tipo do solo. Nos
Estados Unidos, este nematbéide causa prejuizos em muitas areas
produtoras de algodoeiro, mas a intensidade desses danos varia muito
(STARR & PAGE, 1993).

Algumas espécies de Meloidogyne apresentam ampla distribuicéo
geografica, podendo ser separadas umas das outras por suas preferéncias
de hospedeiro. Essas preferéncias sdo denominadas ragas biologicas ou
fisiolégicas.

Eisenback (1983) relata que, segundo os hospedeiros diferenciadores
padrées, estabelecidos na Carolina do Norte, Meloidogyne incognita
apresenta quatro racas fisiolégicas. Todas as racas reproduzem em tomate
(Rugter), melancia (Florunner) e pimenta (C. Wonder), porém sua reposta ao
fumo (NC. 95) e ao algodoeiro (Deltapine 16), varia com a raca presente
(Tabela 1).
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TABELA 1. Hospedeiros diferenciais usados na identificacéo de racas
de Meloidogyne incognita, sendo (+) hospedeiro favoravel e (-) hospedeiro

desfavoravel (Taylor & Sasser, 1978).

M.incognita Fumo Algodoeiro Pimenta  Melancia Amendoim Tomate

Raca 1 - - + + - +
Raca 2 + - + + - +
Raca 3 - + + + - +
Raca 4 + + + + - +

Taylor et al. (1982) informam que, de 662 popula¢gdes de Meloidogyne
coletadas em todo o mundo, predominantes nas regides tropicais e
subtropicais, 46,7% foram identificadas como M. incognita, sendo que 10,3%
e 1,9% pertencendo as racas 3 e 4, respectivamente.

No Brasil, Ruano et al. (1985) verificaram a predominéncia da raca 3
de M. incognita em oito areas algodoeiras dos estados do Parana e Goias.
Foi constatada a presenca de duas populagBes da raca 1 de M. incognita
nas areas algodoeiras, porém, essa raca € considerada avirulenta ao
algodoeiro (KIRKPATRICK & SASSER, 1983; RUANO et al., 1997). Lordello
(1976) efetuou um levantamento parcial, em &areas algodoeiras do estado de
Sao Paulo, com o objetivo de verificar a distribuicdo dos nematoides do
género Meloidogyne, verificando que M. incognita raca 3 € a mais
disseminada, ocorrendo em 56% das 52 amostras coletadas.

O nematoide M. incognita pode sofrer uma interagdo com a murcha
fusariana, e de acordo com Ruano et al. (1984), ha necessidade de
utilizacéo de cultivares com resisténcia multipla para nematoéide e Fusarium,
visto que um determinado material genético pode apresentar resisténcia
isoladamente para as duas doencas, porém, suscetibilidade ao complexo.
Lordello (1976) relata que a taxa de incidéncia da murcha fusariana, uma
das mais importantes doencas da cultura, cresce proporcionalmente ao
indice de infestagdo de Meloidogyne, uma vez que 0s traumatismos
radiculares (perfuracbes e rupturas de epiderme) causadas pelo nematoéide

facilitam a penetragéo do fungo.
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2.3 Resisténcia varietal do algodoeiro aos nematdides de galhas

O uso de cultivares resistentes € o método mais pratico, econémico e
eficiente para o controle dos nematdides. A maioria dos programas de
melhoramento genético do algodoeiro visa obtencdo de cultivares
resistentes, possuidoras também, de alta produtividade e boas
caracteristicas tecnoldgicas de fibra que atende aos trés setores da
cotonicultura atual, produtores, empresas de beneficiamento e industrias de
fiacdo e tecelagem (GALBIERI, 2007).

O controle genético dos nematdéides, assim que outras medidas de
controle incluindo as praticas culturais (rotacdo de culturas, eliminagédo de
hospedeiros secundarios) e o controle quimico devem fazer parte de um
programa de controle integrado com o intuito de se obter sucesso com a
lavoura (RITZINGER & FANCELLI, 2006).

A metodologia para obtengcdo de cultivares resistentes envolve
hibridacdes, selec¢des individuais com teste de progénies, selecdo massal,
estabilizacdo dos gendtipos e testes finais sob alta pressdo do nematoide.
Mas a base de todos estes trabalhos é a disponibilidade e identificacdo de
fontes de resisténcia, seja dentro do banco de germoplasma ou dentro das
cultivares atualmente utilizadas.

Tanto no Brasil como nos Estados Unidos, a raca 3 de M. incognita é
a mais importante para a cotonicultura (LORDELLO et al., 1984; RUANO et
al., 1985; CARNEIRO et al., 1990; STARR & SMITH, 1993). E com essa
raca que a maioria dos trabalhos foram realizados.

Trabalhos de campo foram realizados nos Estados Unidos, utilizando
o indice de galhas para classificar as variedades em relacdo a resisténcia ao
nematoide das galhas (Caldwell et al., 2004 e Hayes et al., 2005). Mas
Shepherd (1979) demonstrou que os resultados obtidos em relacdo ao
namero de galhas sdo muito varidveis e que o indice de galhas é
independente da reproducdo do nematoide. Para este Ultimo autor, a
resisténcia deve ser avaliada em base ao fator de reproducdo e ndo ao

indice de galhas porque alguns genétipos apresentam elevada quantidade
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de galhas e baixo numero de ovos, outros, baixo niumero de galhas e alto
namero de ovos. Baseado nesses resultados, Shepherd (1979) desenvolveu
uma técnica para selecionar cultivares resistentes ao nematéide das galhas
em casa de vegetagdo, na qual as condi¢cdes experimentais poderiam ser
melhor controladas do que no campo. Com essa técnica, a quantidade de
ovos produzidos foi escolhida como o principal critério de resisténcia em
substituicdo ao indice de galhas.

No Brasil, a selecdo de cultivares resistentes utilizou diferentes
parametros: produtividade, indice de galhas, indice de folhas carijo e
resisténcia multipla (FERRAZ & LORDELLO, 1961; FUZATTO et al., 1982,
LORDELLO et al., 1982; ALMEIDA et al., 1986; GRIDDI PAPP et al., 1994;
RUANO & ALMEIDA, 1999 e CIA et al., 2003;), entre outros. Alguns ensaios
foram realizados utilizando-se os parametros de Shepherd (1979), ou seja, o
namero total de ovos e fatores de reproducdo (LORDELLO et al.,, 1986;
RUANO & ALMEIDA, 1986; RUANO et al., 1992 e LORDELLO et al., 1993).
Comparando os resultados obtidos por esses diferentes autores, observa-se
gue muitas vezes sdo contraditorios.

Entretanto, os trabalhos mais recentes baseados em resisténcia
multipla ndo avaliaram especificamente os fatores de reproducdo do
nematoide e ndo recomendaram especificamente cultivares que possam ser
utilizadas em areas infestadas por M. incognita raca 3 (GRIDDI PAPP et al.,
1994; CIA et al., 2003; RUANO & ALMEIDA, 1999).

Nos Estados Unidos, trés cultivares de algodoeiro foram lancadas
(Acala NemX, Stoneville LA887 and Paymaster 1560) com nivel de
resisténcia a M. incognita considerado moderado a alto. Apesar do aumento
de produtividade e reducédo do numero de nematbides em areas infestadas
(OGALLO et al., 1997, ZHOU et al., 1998), esses cultivares representam
apenas 1% de todo o algodoeiro plantado neste pais em 1999 (STARR et
al., 2002).

McPherson (1993) e McPherson et al. (2004) relataram que no
minimo dois genes controlam o alto nivel de resisténcia ao nematoide das

galhas em M-315 RNR e um gene é responsavel pela resisténcia moderada
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em M-78 RNR. McPherson em 1995 relata que dois genes, um dominante e
um gene aditivo controlam a resisténcia ao nematoide das galhas em Auburn
623 RNR e nomeou o gene dominante de Mil e o gene aditivo de Mi2.
Bezawada et al. (2003) mostraram que um simples gene recessivo controla
a resisténcia ao nematoide na cultivar moderadamente resistente Clevewilt
6-1.

Wang et al.,, (2006) relataram que um simples gene recessivo
chamado de rknl no grupo de ligacdo A03 foi responsavel pela resisténcia

em Acala NemX.

2.4 Marcadores moleculares para Meloidogyne incognita

Tradicionalmente, melhoristas tém contado com a avaliagdo de
caracteres visiveis, mensuraveis (tamanho, forma da planta e rendimento)
para selecionar gendtipos de plantas melhoradas. Esse tipo de selecéo
fenotipica pode, algumas vezes, tornar-se dificil, pouco confidvel, onerosa e
ainda demorada. Em oposicdo aos caracteres visiveis, marcadores
moleculares sdo baseados na sequéncia de DNA, ou seja, no patrimonio
genético da planta. Sendo assim, a sele¢do usando estes marcadores
poderd ser feita antes que 0s caracteres visiveis tenham se manifestado e
mesmo sem que ele se manifeste (WANG et al., 2006).

Pesquisas sobre a identificacdo de marcadores moleculares ligados a
resisténcia a algumas das principais doencas do algodoeiro tém sido
realizadas em varias partes do mundo. Resultados preliminares incluem a
identificacdo de marcadores genéticos ligados a mancha angular
(Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum), ou a murcha de Verticillium.
Marcadores associados a resisténcia ao nematdide das galhas tém sido
igualmente identificados (WANG et al., 2006).

Bezawada et al., (2003) mostram a associacao do gene recessivo de
resisténcia aos nematoides em Clevewilt 6-1 com o marcador microsatelite
BNL 1421; contudo, este marcador apresenta distor¢des de segregagao o

qual pode indicar uma falsa ligacgéo.
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Wang et al., (2006) comprovaram que o marcador microsatelite CIR
316 fica apenas a 2.6 centimorgans do gene recessivo rknl, e o marcador
BNL 1231 fica a 18.4 centimorgans. Em adicdo, tem-se identificado e
confirmado dois novos marcadores RAPD que s&o ligados ao gene Mi2
identificado por McPherson (1993).

Os marcadores UBC 693-420 e UBC 781-964STS foram identificados
com certa ligacdo com o0 gene Mi2, e diversos marcadores com previsdo de
serem encontrados para resisténcia do nematdide das galhas no gene rknl
em Acala NemX (WANG et al., 2006). O sucesso do uso do marcador UBC
781-964STS é facilmente visualizado em gel de agarose e pode ser usado
em ambas as espécies, Gossypium hirsutum e Gossypium barbadense.

Em um estudo independente, Shen et al. (2006) confirmaram a
ligacdo de CIR 316 para resisténcia de nematdide em G. hirsutum, usando a
cultivar M-120 fonte derivada de Auburn 623 RNR.

Comparado com a avaliacdo fenotipica, a perspectiva de trabalhar
com marcadores moleculares para identificar a presenca de resisténcia a
nematoéides de galhas em algodoeiro é animadora. Caso obtenha sucesso,
estas técnicas poderiam minimizar as infrastruturas pesadas requeridas
atualmente para conduzir programas de melhoramento genético para

resisténcia a nematoides (SHEN et al., 2006).
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AVALIACAO DA RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE ALGODOEIRO
(Gossypium hirsutum L.) A Meloidogyne incognita RACA 3.

RESUMO - O nematdide Meloidogyne incognita € um dos principais
parasitas da cultura do algodoeiro. Atualmente ndo existem genotipos
resistentes ao patégeno e ainda faltam informacdes precisas sobre os
genotipos que estdo no mercado. Este trabalho teve como objetivos avaliar a
resisténcia de gendtipos de algoddo em condicbes de campo e em casa de
vegetacdo em relacdo a este nematoide e analisar a confiabilidade dos
resultados. Os ensaios de campo foram realizados em Primavera do Leste —
MT nas safras 2005/06 e 2006/07, com 5 e 4 ensaios respectivamente, e 0s
ensaios em casa de vegetacao fora realizados em Cascavel — PR na safra
2006/07. Os materiais IAC 24 e FiberMax 966 foram utilizados como padrao
de resisténcia e suscetibilidade. As avaliacdes foram realizadas atribuindo-
se notas de 1 a 5 nos ensaios de campo conforme 0s sintomas visuais de
cada parcela. Os ensaios em casa de vegetacdo, com inoculacdo de 5.000
ovos de M. incognita por tubete, foram avaliados com base em notas
atribuidas ao numero de galhas e ao fator de reprodugéo. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos ao acaso, com 4 repeticdes nos ensaios
de campo e 10 a 15 nos ensaios de casa de vegetacdo. A campo, ha uma
grande variacao na populacdo de nematoides ao longo dos 2 anos, e dentro
dos ensaios existem varios critérios que podem ser levados em
consideracdo para discriminar os materiais como a Nota Relativa, o indice
Relativo e a Nota do numero de Galhas. Evidenciou-se diferenca significativa
entre 0s genotipos nas duas safras. Experimentos preliminares permitiram
definir melhor o momento da inoculagdo (10 dias de emergéncia) e da
avaliacdo (45 dias ap0s inoculacao). Estes testes em condi¢Bes controladas,
com inoculacdo de populacdo pura de Meloidogyne, permitem também
distinguir os gendétipos. Porém, ndo h& correlagdo entre os resultados
obtidos com ambas metodologias, porque em campo existem provavelmente

interacdes com outros microrganismos. Finalmente, comparando-se as duas



metodologias, pode-se concluir que a avaliagdo em casa de vegetacdo é
mais precisa, mas nao permite testar grande quantidade de gendétipos; as
avaliacdes de campo ndo podem ser descartadas pela grande quantidade de
genaotipos que pode ser testado e o tipo de informacéo gerada, que leva em

consideracdo uma populacao de diversas espécies de nematéides.

Palavras-chave: Resisténcia - Nematoides de Galhas - Algodoeiro



RESISTANCE EVALUATION THE COTTON (Gossypium hirsutum L.)
TO Meloidogyne incognita RACE 3.

ABSTRACT - The Meloidogyne incognita nematode is one of the principal
parasites on the cotton culture. There are no news of resistant genotypes so
far, and it is still lacking accurate information about those ones in the market.
This research aims to test the persistence of cotton genotypes on field and
greenhouse conditions, related to this nematode, as well as analyze the
trustworthiness of the results. The field trials were done in Primavera do
Leste — MT, which lasted for the 2005/2006 and 2006/2007 crops, with 5 and
4 trials respectivally and the ones from the greenhouse, in Cascavel — PR, on
the 2006/07 crop. The IAC 24 and Fibermax 966 materials were used as a
standard of resistance and susceptibility. Grades from 01 up to 5 were
attributed on the field trials, according to the visual symptoms of each
fragment. The greenhouse trials, with inoculation of 5000 eggs of M.
incognita per tube were evaluated based on the grades attributed to root-knot
and reproduction factor. Experimental delimitation of blocks at random were
used, with 4 repetitions on the field trials and 10 to 15 on the greenhouse
trials. On the field, there is a large variety on the population of nematodes
along 2 years, and into the trials, there are a lot of criterions which could be
taken for granted to discriminate the materials as the Relative Note, Relative
Index and Root-knot Note. A significant difference was proved among the
genotypes in both crops. Preliminary experiments managed to define clearly
the moment of inoculation (10 emergency days) and the evaluation (45 days
after the inoculation). These tests on controlled conditions, with pure
population inoculation of Meloidogyne incognita allow also to distinguish the
genotypes. Therefore, there is no correlation between the results obtained
from both methodologies, because there are probably more interactions with
other Microorganisms. At last, comparing both methodologies, it may be
concluded that the ones from the greenhouse are more accurate, but do not
permit testing a large amount of genotypes, and the field ones can’t be

rejected for the great amount of genotypes which can be tested and the type



of information generated, considering a population of several species of

nematodes.

Keywords: resistance, root-knot nematode, cotton plant.
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3.1 INTRODUCAO

No estado do Mato Grosso, o cultivo do algodoeiro apresenta
problemas fitopatologicos crescentes, devido ao aumento significativo da
area em um periodo de tempo relativamente curto. Esses problemas sdo
ainda mais marcantes no que diz respeito ao nematdide das galhas, M.
incognita.

O uso de variedades resistentes representa uma das ferramentas
para 0 manejo integrado dos nematéides, sendo que o uso de produtos
guimicos, como nematicidas, aumentaria ainda mais o custo de producao.
Além do uso de variedades resistentes podem-se citar algumas alternativas
de controle como: rotagéo de culturas, utilizacdo de gramineas para diminuir
a populacdo deste parasita, utilizacdo de gradagens para revolvimento do
solo, inundacéo, solarizagéo, entre outras.

E muito importante conhecer o nivel de resisténcia de cada variedade
comercial a fim de posicionar melhor o material no campo. Um material
suscetivel, jamais podera ser indicado para uma area com alta infestacao de
M. incognita.

Para uma empresa de melhoramento genético, o conhecimento das
metodologias de avaliacdo tanto dos materiais comerciais como das
linhagens, é uma ferramenta indispensavel a fim selecionar materiais
resistentes.

Diversas metodologias de campo ou de casa de vegetagdo sao

utilizadas para avaliar o nivel de resisténcia dos genétipos aos nematdides.
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Vérios critérios podem ser utilizados como: notas de parcelas, notas de
galhas ou fator de reproducdo.
Com base em alguns ensaios realizados em campo e em casa de
vegetacdao, este trabalho teve como objetivo:
e Avaliar o nivel de resisténcia de diversos genétipos de algodoeiro aos

nematoides de galhas Meloidogyne incognita.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Ensaios de campo

Os experimentos foram implantados nas safras 2005/06 e 2006/07 na
Fazenda Buriti, no municipio de Primavera do Leste — MT, localizada a 720
metros de altitude. A textura do solo é argilosa, de acordo com classificacao
de analise de solo. Os niveis de matéria organica, Fosforo e Potassio
presentes na area do ensaio sdo de 2,5%, 25,43 ppm e 93,84 ppm
respectivamente. Nao foi constata a presenca de aluminio téxico na area.

Os ensaios foram semeados na segunda quinzena de dezembro de
cada ano. Utilizou-se 500 Kg de adubac&o de base. Quinze dias apdés o
plantio, foi realizado o desbaste permanencendo 10 -12 plantas por metro
linear.

Na safra 2005/06 foram avaliados 5 ensaios, cada ensaio com 20
tratamentos e 4 repeticdes, com uma area Util de 5400 metros quadrados.

Na safra 2006/07, foram avaliados 4 ensaios com 20 tratamentos e 4
repeticdes, com uma area Util de 4320 metros quadrados.

Cada um dos ensaios foram compostos de 20 gendtipos, 18 materiais
a avaliar e duas testemunhas CD 401 ou FM 966 como padrdo de
suscetibilidade, e IAC 24 como padrao de resisténcia. Os 18 gend6tipos foram
compostos de materiais comerciais e linhagens, ainda em fase de teste,

desenvolvidas pela Cooperativa Central de Pesquisa Agricola - COODETEC.
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Todas as sementes foram deslintadas quimicamente e tratadas com
fungicida e inseticida.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso sendo cada
parcela de 2 linhas de 5 m de comprimento, espacadas de 0,90 m,
intercaladas por uma linha de material suscetivel FM 966 visando verificar a
presenca ou auséncia do nematéide no local.

As avaliacdes foram realizadas com base na escala de notas de Cia

et al, (1979) demostrada na tabela 2.

TABELA 2. Escala de severidade para nematoides do algodoeiro.

Nota Descricao
1 - planta sem sintoma,;
2 - planta com uma ou duas folhas tendo manchas cloroticas

(carij6), em qualquer posi¢ao na planta, menos no ponteiro.

3 - planta com mais de duas folhas com manchas cloréticas,

em qualquer posicdo menos no ponteiro.

4 - planta com folhas de ponteiro apresentando manchas

clordticas, sem reducéo acentuada do porte.

5 - plantas com folhas de ponteiro com manchas cloréticas e

com reducéo acentuada de porte e da producéo.

Fonte: Cia et al. (1979)

Na safra 2005/06, no ensaio 1, foram realizadas contagem de galhas
apenas na primeira repeticdo, para verificar se existe alguma relacdo entre
galhas, nota e produtividade. Foram coletadas 4 plantas de cada parcela nas
2 linhas centrais, levadas ao laboratério, e quantificado o nimero de galhas
e 0 peso das nas raizes.

Para célculo do indice Relativo foi empregado o método proposto por
Gridii Papp et al. (1982), que estabelece escala de 0 a 1, em que O
corresponde a suscetibilidade maxima e 1 a resisténcia maxima, segundo o
critério de avaliacdo adotado. No presente caso, os indices foram assim

calculados:



IR=1- (nota parcela) - 1
N-1

Onde, IR = indice Relativo e N = nota maxima do ensaio.
Uma nota foi também atribuida as linhas intercaladas de FM 966 entre
as parcelas. Nova variavel foi calculada, chamada de “Nota relativa”, assim

calculada:

Nota relativa = 100* Nota parcela

Nota média das duas linhas FM 966 da parcela

Além da avaliacdo para nematoéides, efetuou-se a colheita do algodéo
em caroco. Os dados obtidos foram submetidos as mesmas analises e
testes estatisticos aplicados as notas. Para verificar possiveis associacdes
entre a producdo dos gendtipos e a incidéncia de doencas, foram feitas
analises de correlagdo entre as variaveis que expressavam essa
caracteristica. Cada parcela foi colhida e pesada separadamente, sendo que

a produtividade apresentada esta em kg de algodao em caroco por parcela.

3.2.2 Ensaios em casa de vegetacao

Os experimentos foram conduzidos na sede da COODETEC de
Cascavel — PR durante o ano de 2006 e 2007, em casa de vegetacao, com
temperatura controlada.

As plantas foram semeadas em tubetes de 100 mm x 200 mm e em
vasos com capacidade para 2 litros de solo. O substrato usado foi uma
mistura de solo com areia na propor¢ao de 2:1 previamente esterilizado com
brometo de metila.

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, para evitar a
interferéncia das heterogeneidades dentro da casa de vegetagdo, sendo que

cada planta constituia uma repeticéo.



35

Ovos de M. incognita ragca 3 foram extraidos de raizes de tomate ou
de soja previamente infestadas com raca 3 pura. Para a extragao foi utilizada
a método de Jenkins (1964).

Cada planta em tubete ou vaso recebeu 5.000 ovos de M. incognita
raca 3, 10 dias apds a emergéncia ou ao estagio de duas folhas verdadeiras.
Decorridos 30, 45 ou 60 dias apos a inoculacao, as plantas foram retiradas
dos vasos ou tubetes, suas raizes lavadas e em seguida atribuiu-se notas de
galhas e realizada a contagem de ovos para calcular o fator de reproducéo.
Foi utilizada a metodologia de Coolen & D’Herde e Jenkins, 1964 para a
extragcao e avaliagéo do fator de reproducéo.

As notas de galhas foram estabelecidas conforme a tabela 3:

TABELA 3. Escala de avaliacdo de severidade de galhas de Meloidogyne
incognita em cultivo de algodoeiro, utilizado nos ensaios em casa de

vegetacdo. Cascavel — PR. Safra 2006.

Nota Descricao
1 < 10% do sistema radicular com pequenas galhas
2 10-25% do sistema radicular com galhas, e a maioria sendo

galhas pequenas

3 26-50% do sistema radicular com galhas, tendo muitas

galhas grandes

4 51-90% do sistema radicular com galhas, e a maioria sendo

galhas grandes

5 91-100% do sistema radicular com galhas grandes e

algumas raizes apodrecidas e o fator de reproducao

Fonte: Uniform Soybean Tests — USDA, 2004

O Ensaio 1 foi realizado para verificar a melhor época de avaliacéo,
tipo e forma de inoculacdo de M. incognita em tubetes. Foram testados
guatro genotipos (FM 966, IAC 24, CD 408 e CD 401) com 12 repeticdes e
as avaliacbes foram realizadas aos 30, 45 e 60 dias ap0s a inoculacao.

Neste ensaio, 50% das plantulas foram inoculadas com M. incognita quando



36

apresentavam um par de folhas verdadeiras e 50% com dez dias de
emergéncia. Foram realizadas duas avaliagbes baseando-se no numero de
galhas e nota de severidade conforme a tabela 3.

O Ensaio 2 foi realizado em vasos, com 12 repeticOes, diferindo
apenas na data de avaliagcéo, sendo realizada aos 30 dias da inoculacdo. Os
materiais utilizados foram os mesmos do ensaio 1.

Dez gendtipos desenvolvidos pela COODETEC e duas testemunhas
de suscetibilidade e resisténcia foram também avaliados em casa de
vegetacdo sendo este o ensaio 3. Foi realizado em tubetes com 16
repeticbes. Os materiais avaliados foram: CD 00-5234, CD 02-801, CD 02-
1637, CD 03-5192, CD 03-5276, CD 04-2893, CD 04-3361, CD 04-3497, CD
04-4134, CD 04-4939, CD 406 e FM 966. Foi avaliado numero de galhas e
peso de raiz. Este ensaio foi repetido trés vezes a fim de avaliar a

repetibilidade das avaliagfes.

TABELA 4. Genotipos utilizados nos ensaios 4 e 5 para ajuste de

metodologia em casa de vegetacdo em Cascavel — PR, safra 2006.

ENSAIO 4 ENSAIO 5
IAC 24 IAC 24
CD 02-621 CD 409
CD 02-749 CD 02-1600
CD 03-1902 CD 02-684
CD 03-1932 CD 405
CD 03-1546 CD 02-818
CD 02-804 CD 03-1908
CD 02-920 CD 02-801
CD 03-1435 CD 00-942
CD 408 CD 03-1499
CD 410 CD 03-1853
FM 966 FM 966
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Os ensaios 4 e 5 foram realizados com o0s genoétipos da Tabela 4,
com 10 repeticbes. Para estes dois ensaios foram utilizados IAC 24 como
testemunha de resisténcia e FM 966 como testemunha de suscetibilidade.
Foi atribuida nota de galha e realizada a contagem de ovos para Fator de

Reproducéo.

3.2.3 Analise estatistica

Em ambos o0s casos o programa estatistico GENES (CRUZ, 2001) foi
utilizado tanto para a analise de variancia como analises de comparacédo de
médias ou de correlacbes. Quando os dados ndo apresentavam distribui¢cao
normal as notas foram transformadas em raiz quadrada de (x + 1). A

comparacao de médias foi realizada pelo teste Tukey a 5% de significancia.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Resultados de campo

Nas Tabelas 5 a 13, encontram-se o0s resultados dos 5 ensaios da
safra de 2005/06 e dos 4 ensaios da safra 2006/07.

Nestes ensaios, realizando o teste de normalidade de distribuicdo dos
dados, pode-se observar que em alguns casos se faz necessario a
transformagdo. Na variavel Nota Relativa, por exemplo, utilizou-se a
transformacgéo dos dados, sendo realizada raiz quadrada de x + 1.

Na Figura 1, podemos observar uma foto do ensaio 1 conduzido na
Fazenda Buriti, na safra 2005/06. Neste ensaio, com uma linha intercalada
de material suscetivel ao nematoide das galhas, fica nitida a presenca de

nematoéides na area.

FIGURA 1. Ensaio 1 de avaliagdo de resisténcia a nematdides
de 20 gendtipos. Primavera do Leste — MT. Safra 2005/06.
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TABELA 5. Avaliagdo da resisténcia ao nematoide de galha (Meloidogyne incognita)
e da produtividade de 20 gendétipos de algodao em Primavera do Leste — MT. Ensaio
1 da safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA® NR® NR transf. IR PRODUT®
IAC 24 130  bc®  41.98 6.43% c 095 5483.34 ac
ACALA 90 1.00 c 4773 6.71 c 1.00 5264.42  ac
AGUSA 1 1.55 bc  50.09 7.12 c 088 4783.34 ac
BRS CEDRO 1.43 bc  51.32 7.12 c 090 647820 a
BRS JATOBA 1.10 bc  58.00 7.52 ac  1.00 5661.11 ac
BRS PEROBA 1.38 bc 4451 6.72 c 0093 5386.11 ac
CD 401 413 a 14757 12.09 a 020 3575.00 ce
CD 405 2.20 b 62.14 7.82 ac  0.73 5205.56  ac
CD 406 1.05 bc  60.93 7.74 ac  1.00 5861.11 ab
CD 408 1.90 bc 58.71 7.49 ac  0.78 4277.78 ac
CD 409 1.25 bc  36.51 6.11 c 0095 5291.67 ac
CD 410 1.35 bc  44.32 6.72 c 095 4311.39 ac
DELTAOPAL 1.63 bc  52.63 7.26 bc  0.85 4458.33  ac
DELTAPENTA 2.23 b  61.47 7.65 ac  0.70 4697.22  ac
DESTAKE 2.00 bc 104.35 10.00 ac  0.78 5100.00 ac
IAN 424 2.15 bc  77.92 8.70 ac  0.73 3633.33 bc
IAN 425 1.40 bc  83.59 8.99 ac  0.90 5350.00 ac
IPR 120 1.13 bc  34.15 5.85 c 0098 4847.22 ac
SG 821 1.48 bc 58.71 7.62 ac  0.88 5769.45 ac
FM 966 4.20 a 15175 11.94 ab 020 4402.99 ac
Média 1.64 66.42 7.88 0.81 4991.88
C.V (%) 11.79 22.73 20.66 17.30
Slg *% *% ns *

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; ® Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 6. Avaliagédo da resisténcia ao nematoide de galha (Meloidogyne incognita)
e da produtividade de 20 gendétipos de algodao em Primavera do Leste — MT. Ensaio
1 da safra 2006/07.

GENOTIPO NOTA® NR® NR transf. IR PRODUT®

IAC 24 125 cd®  28.05 5.35% c 095 a 4102.08 ac
CD 00-5234 1.43 bd  34.08 5.84 ac  0.90 a 3975.00 ac
CD 02-1621 1.50 ad 3271 5.76 bc  0.90 a 3725.00 ad
CD 02-1637 1.75 ad 37.22 6.12 ac 0.85 ab 4056.25 ac
CD 02-621 1.63 ad 35.49 5.90 ac 0.85 ab 4120.14 ac
CD 02-801 1.83 ad  40.25 6.36 ac  0.80 ab 4033.34 ac
CD 03-1448 2.25 ad 53.65 7.35 ac  0.73 ab 327017 ad
CD 03-1546 1.95 ad 44.72 6.73 ac  0.78 ab 3856.25 ac
CD 03-1932 1.80 ad 39.88 6.36 ac  0.83 ab 351042 ad
CD 03-4905 2.68 ad  53.50 7.30 ac 0.8 ab 366111 ad
CD 03-4925 3.28 ac  73.65 8.58 ab  0.45 ab 285822 cd
CD 03-4928 3.75 ab  79.89 8.70 ab  0.33 b 2933.33 bd
CD 03-4967 1.75 ad  36.67 6.09 ac  0.85 ab 3927.97 ac
CD 03-4970 2.38 ad 51.59 7.10 ac  0.70 ab 379861 ac
CD 03-5060 1.75 ad  40.20 6.36 ac  0.85 ab 3905.63 ac
CD 03-5198 2.25 ad  48.56 6.98 ac  0.70 ab 349375 ad
CD 03-5246 1.25 cd  25.00 5.08 c 095 a 4208.34 ab
CD 03-5253 1.75 ad  40.23 6.29 ac  0.80 ab 403225 ac
CD 03-5276 1.13 d 30.78 5.62 bc  0.98 a 4563.89 a

FM 966 3.68 a 8167 9.00 a 035 b 239710 d

Média 1.72 45.39 6.64 0.76 3721.44

C.V (%) 13.16 18.27 27.39 13.66

Slg *% *% * *%

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; ® Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 7. Avaliagédo da resisténcia ao nematoide de galha (Meloidogyne incognita)
e da produtividade de 20 gendétipos de algodao em Primavera do Leste — MT. Ensaio
2 da safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA® NR®  NRtransf. IR® PRODUT®
IAC 24 1.13 bc® 5536 7.44% 0.98 4747.64
CD 00-5234 1.00 c 6818 8.08 1.00 4852.78
CD 00-942 1.45 ac  82.26 9.11 0.90 4608.34
CD 02-1600 1.05 c 7197 8.38 1.00 6575.00
CD 02-1618 1.45 ac 8222 9.09 0.90 5997.22
CD 02-1621 1.13 bc  83.06 9.07 0.98 5258.33
CD 02-1623 1.00 c 6945 8.33 1.00 4866.67
CD 02-1637 1.00 c 8125 9.01 1.00 5050.00
CD 02-1675 1.18 ac  63.31 7.99 0.98 4775.00
CD 02-621 1.20 ac  67.78 8.19 0.95 4736.11
CD 02-684 1.00 c  90.00 9.53 1.00 4363.89
CD 02-749 1.00 c 8334 9.14 1.00 4777.78
CD 02-801 1.25 ac  73.21 8.53 0.95 5650.21
CD 02-804 1.08 c 54.82 7.26 0.98 4205.56
CD 02-809 1.08 c 7556 8.63 0.98 4688.54
CD 02-811 1.00 ¢ 100.00 10.05 1.00 4648.38
CD 02-818 1.83 a 78.32 8.69 0.80 4569.45
CD 02-920 1.75 ab  109.08 10.29 0.80 4663.89
CD 99-1163 1.00 c 100.00 10.05 1.00 4905.56
FM 966 1.08 c  90.00 9.48 1.00 5897.22
Média 1.47 78.96 8.82 0.96 4991.88
C.V (%) 8.19 16.73 10.27 20.02
Sig. *x n.s n.s n.s

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; ® Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 8. Avaliagédo da resisténcia ao nematoide de galha (Meloidogyne incognita)
e da produtividade de 20 gendétipos de algodao em Primavera do Leste — MT. Ensaio
2 da safra 2006/07.

GENOTIPO NOTA® NR® NR transf. IR® PRODUT®

IAC 24 1.30 b®  30.24 552¢  ab  0.93 a 3678.47 bd
CD 04-2883 1.13 b  26.08 5.17 b  0.98 a 4499.07 ac
CD 04-2893 1.38 b 29.71 5.47 ab  0.93 a 355347 cd
CD 04-2918 2.00 ab  45.25 6.80 ab  0.80 ab 3536.11 cd
CD 04-3033 2.00 ab  42.98 6.48 ab  0.78 ab 423056 ad
CD 04-3040 1.55 ab  33.92 5.86 ab  0.88 a 440625 ac
CD 04-3095 1.13 b 2462 5.04 b  0.98 a 427778 ad
CD 04-3138 1.50 ab  31.02 5.62 ab  0.90 a 3997.23 ad
CD 04-3181 1.00 b  22.03 4.80 b  1.00 a 4436.81 ac
CD 04-3239 2.25 ab  47.33 6.83 ab  0.70 ab 3661.81 bd
CD 04-3278 1.25 b  27.79 5.31 b 095 a 4550.00 ac
CD 04-3361 1.70 ab  36.96 6.11 ab  0.85 ab 484514 ab
CD 04-3497 2.50 ab  51.77 7.16 ab  0.65 ab 394514 ad
CD 04-3639 1.88 ab  40.93 6.45 ab  0.80 ab 384723 ad
CD 04-3915 2.25 ab  48.62 6.85 ab  0.70 ab 4019.45 ad
CD 04-4008 1.68 ab  36.49 5.93 ab  0.85 ab 4477.08 ac
CD 04-4134 1.63 ab  33.06 5.80 ab  0.88 a 412153 ad
CD 04-4222 1.63 ab  36.02 6.04 ab  0.88 a 425417 ad
CD 04-4480 1.50 ab  36.14 6.00 ab  0.88 a 4929.17 a

FM 966 3.13 a  65.84 8.18 a 048 b 310278 d

Média 1.63 37.34 6.07 0.84 4118.46

C.V (%) 11.38 17.04 18.04 11.12

Slg * *% * *%

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 9. Avaliagdo da resisténcia ao nematoide de galha (Meloidogyne incognita)
e da produtividade de 20 gendétipos de algodao em Primavera do Leste — MT. Ensaio
3 da safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA® NR® NR transf. IR® PRODUT®

IAC 24 1.00 c®  56.95 7.46%® pc  1.00 6298.48  ac
CD 02-1722 1.00 c 100.00 1005 ab  1.00 6525.00 ab
CD 02-1750 1.00 c 88.46 9.44 ac  1.00 7475.00 a
CD 02-1831 1.08 c 107.50 1040 ab  0.98 6494.45  ac
CD 03-1435 1.58 ab  80.27 8.86 ac  0.88 5564.86  bc
CD 03-1439 1.00 c 67.86 8.22 ac  1.00 7070.24 ab
CD 03-1499 1.00 c  90.00 9.53 ac  1.00 6127.78  ac
CD 03-1504 1.00 c 7361 8.50 ac  1.00 6458.34  ac
CD 03-1546 1.08 c 107.50 1040 ab 0098 6447.22  ac
CD 03-1853 1.13 c 97.61 9.86 ab  0.98 6022.23  ac
CD 03-1874 1.00 c  41.07 6.48 c  1.00 4945.18 c
CD 03-1902 1.63 a 8117 8.98 ac  0.85 5569.45  bc
CD 03-1908 1.38 ac 107.73 1033 ab 0093 6880.56  ab
CD 03-1932 1.00 c 75.87 8.73 ac  1.00 6568.19 ab
CD 03-2011 1.13 c 53.29 7.34 bc  0.98 5638.62  bc
CD 03-2026 1.00 c 68.96 8.36 ac  1.00 5814.49  bc
CD 03-4925 1.00 c 100.00 1005 ab  1.00 7419.45  a
CD 03-4925 1.00 c 83.28 9.12 ac  1.00 750556  a
CD 03-4928 1.25 ac  125.00 11.17 a 095 6966.67 ab

FM 966 1.20 bc  96.67 9.83 ab  0.95 5536.11  bc

Média 1.45 85.14 9.15 0.97 6366.39

C.V (%) 5.97 12.88 6.31 9.32

Slg *% *% ns *%

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.



TABELA 10. Avaliacdo da resisténcia ao nematdide de galha (Meloidogyne
incognita) e da produtividade de 20 gendtipos de algoddo em Primavera do Leste —
MT. Ensaio 3 da safra 2006/07.

GENOTIPO NOTA® NR®  NRtransf. IR PRODUT®
IAC 24 1.65 36.99 6.12% 0.88 4319.45 ac®
CD 04- 4481 2.75 61.21 7.82 0.58 421250  ac
CD 04-4557 1.53 34.04 5.88 0.90 436528  ac
CD 04-4769 1.38 35.89 5.98 0.93 3791.67  ac
CD 04-4781 2.00 45.03 6.54 0.78 4359.72  ac
CD 04-4939 1.38 33.19 5.78 0.93 477153  ab
CD 04-5189 1.25 27.82 5.30 0.95 4879.86  ab
CD 04-5265 1.50 35.00 5.89 0.88 4819.45  ab
CD 04-5268 1.00 24.51 5.05 1.00 5040.55 a
CD 04-5281 1.45 34.96 5.92 0.90 446528  ac
CD 04-5293 1.25 29.17 5.44 0.95 4830.56  ab
CD 05-1333 2.08 47.46 6.87 0.75 414375  ac
CD 05-374 2.00 42.62 6.58 0.78 4586.24  ac
CD 05-472 2.25 55.32 7.45 0.70 3566.67  bc
CD 05-536 3.25 70.28 8.28 0.48 402570  ac
CD 05-657 3.00 67.08 7.82 0.50 3639.59  ac
CD 05-729 2.18 49.48 7.00 0.70 4652.09  ac
CD 05-7962 1.13 26.39 5.22 0.98 4825.00  ab
CD 05-7988 2.33 51.18 7.10 0.65 3884.58  ac
FM 966 3.40 72.05 8.32 0.40 3298.42 c
Média 1.69 43.98 6.52 0.78 4323.89
C.V (%) 15.26 20.84 30.28 12.81
Sig. n.s n.s n.s *x

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 11. Avaliacdo da resisténcia ao nematdide de galha (Meloidogyne
incognita) e da produtividade de 20 gendtipos de algoddo em Primavera do Leste —
MT. Ensaio 4 da safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA® NR®  NRtransf. IR PRODUT®

IAC 24 1.13 91.13 9.56% 0.98 6730.56 ab®
CD 03-4934 1.70 91.83 9.50 0.83 5713.89  ab
CD 03-4948 1.00 71.75 8.36 1.00 6955.56  ab
CD 03-4967 1.00 78.46 8.92 1.00 6800.00  ab
CD 03-4970 1.20 78.73 8.77 0.95 6785.80  ab
CD 03-4977 1.25 71.67 8.44 0.95 5869.45  ab
CD 03-4983 1.28 76.00 8.67 0.93 6760.35  ab
CD 03-4991 1.18 89.47 9.51 0.98 6516.34  ab
CD 03-5011 1.13 70.83 8.28 0.98 6701.39  ab
CD 03-5018 1.03 73.22 8.55 1.00 6070.05  ab
CD 03-5060 1.00 75.36 8.68 1.00 6936.11  ab
CD 03-5097 1.00 56.93 7.59 1.00 6533.34  ab
CD 03-5144 1.18 50.76 6.97 0.95 702487  ab
CD 03-5164 1.73 82.53 8.90 0.83 5638.80  ab
CD 03-5196 1.53 107.86 10.32 0.88 5750.00 ab
CD 03-5198 1.50 74.27 8.53 0.90 6901.64 ab
CD 03-5234 1.00 90.00 9.53 1.00 6927.78  ab
CD 03-5236 1.00 80.36 8.99 1.00 7586.11 a
CD 03-5245 1.00 82.04 9.09 1.00 7286.11  ab

FM 966 1.00 93.81 9.73 1.00 5427.78 b

Média 1.47 79.35 8.84 0.96 6545.80

C.V (%) 8.87 16.31 10.76 11.50

Sig. n.s n.s n.s *

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 12. Avaliacdo da resisténcia ao nematdide de galha (Meloidogyne
incognita) e da produtividade de 20 gendtipos de algoddo em Primavera do Leste —
MT. Ensaio 4 da safra 2006/07.

GENOTIPO NOTA® NR®  NRtransf. IR PRODUT®

IAC 24 3.20 72.75 8.32% 0.48 4330.56 ab®
CD 05-8097 2.78 61.89 7.61 0.58 4857.64  ab
CD 05-8082 2.38 48.95 6.72 0.65 4500.69 ab
CD 05-8220 3.00 60.00 7.32 0.50 5427.78 a
CD 05-8221 2.80 68.11 7.90 0.55 5071.53 a
CD 05-8276 3.25 74.31 8.40 0.45 4854.17  ab
CD 05-8286 3.20 71.11 8.21 0.48 4294.44  ab
CD 05-8530 2.75 57.76 7.03 0.55 5011.11  ab
CD 05-8585 3.13 69.68 8.23 0.50 5102.09 a
CD 05-8656 3.00 61.87 7.44 0.50 4784.03  ab
CD 05-8693 2.88 63.30 751 0.53 5296.63 a
CD 05-8726 3.25 70.26 8.16 0.43 4629.17  ab
CD 05-8828 3.60 75.78 8.69 0.38 463333  ab
CD 05-8885 3.03 68.76 8.13 0.50 441111  ab
CD 05-8998 3.33 80.37 8.91 0.43 453750 ab
CD 05-9002 3.63 79.17 8.86 0.35 4279.86  ab
CD 05-9115 2.75 60.12 7.40 0.55 443472  ab
CD 05-9169 2.75 62.13 753 0.58 447500 ab
CD 05-9209 2.75 60.34 7.43 0.58 4769.44  ab

FM 966 4.50 97.22 9.91 0.13 3122.22 b

Média 1.98 68.19 7.98 0.48 4578.65

C.V (%) 13.33 18.42 50.55 15.98

Sig. n.s n.s n.s *

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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TABELA 13. Avaliacdo da resisténcia ao nematdide de galha (Meloidogyne
incognita) e da produtividade de 20 gendtipos de algoddo em Primavera do Leste —
MT. Ensaio 5 da safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA® NR®  NRtransf. IR PRODUT®
IAC 24 128 b® 12750 11.25% 0.93 6840.83
CD 03- 5276 1.00 b 5995 7.75 1.00 7383.06
CD 03-5253 1.15 b  81.09 8.87 0.98 6629.94
CD 03-5516 1.00 b 7272 8.54 1.00 6930.56
CD 04-2893 2.98 a 96.85 9.86 0.50 5469.53
CD 04-2936 1.00 b 86.67 9.33 1.00 7022.22
CD 04-3033 1.00 b 83.16 9.11 1.00 7530.76
CD 04-3061 1.00 b 7387 8.60 1.00 7513.89
CD 04-3168 1.00 b  80.70 9.02 1.00 6280.56
CD 04-3262 1.18 b 9021 9.19 0.95 6656.25
CD 04-3361 1.00 b 8291 9.13 1.00 6525.00
CD 04-3432 1.20 b  81.47 8.85 0.95 6997.22
CD 04-3497 1.55 b 7623 8.61 0.88 6577.78
CD 04-3652 1.13 b  80.66 8.87 0.98 6188.89
CD 04-3836 1.00 b 71.74 8.43 1.00 6585.18
CD 04-3892 1.05 b  89.05 9.48 1.00 6811.91
CD 04-4134 1.00 b 57.21 7.46 1.00 5777.78
CD 04-4287 1.25 b  83.04 9.01 0.93 6677.78
CD 04-4586 1.00 b 8264 9.12 1.00 6996.15
FM 966 1.08 b 8182 9.07 1.00 5586.11
Média 1.47 81.97 8.98 0.95 6649.07
C.V (%) 8.80 17.86 11.55 12.58
Sig. * n.s n.s n.s

@' Notas de 1 a 5 com sintomas crescentes de nematdides; @ Nota Relativa a testemunha da parcela FM 966; © Nota Relativa
transformada raiz quadrada de x + 1; ® indice Relativo de cada parcela; ® Produtividade de algoddo em caroco (Kg/ha); ©
Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.

A tabela 14 foi estabelecida com base as notas das testemunhas de
resisténcia e de sensibilidade, IAC 24 e FM 966. Notou-se que a incidéncia
de nematdides era maior no inicio do local de plantio, tendo um gradiente de
diminuicdo ao longo dos ensaios que foral plantados em sequéncia. Por isso
0s primeiros ensaios plantados ficaram com notas mais elevadas
principalmente para FM 966, e com poder de discriminacdo melhor entre os
genotipos (analise de variancia significativa). A heterogeneidade da
distribuicao espacial das popula¢gbes de nematdides também € muito grande

dentro de cada ensaio.
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TABELA 14. Notas de avaliacdo de severidade das testemunhas suscetiveis
(FM 966) e resistentes (IAC 24) para o nematoéide das galhas. Ensaios das
safras 2005/06 e 2006/07. Primavera do Leste - MT.

Safra Testemunha Ensaiol Ensaio2 Ensaio3 Ensaio4 Ensaio5

2005/06 IAC24 1.30 b* 1.13 1.00 1.13 1.08
FM966 420 a 1.08 1.20 1.00 1.28

2006/07 IAC24 1.25b 1.30Db 1.65 3.20 -
FM966 3.68 a 3.13a 3.40 4.50 -

* Letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey 5%.

Os dados da testemunha suscetivel apresentados na Tabela 14
mostraram também que a incidéncia de nematdides aumenta de um ano
para outro. Este fato provavelmente deve-se ao poder de multiplicacdo dos
nematoides na cultivar FM 966, favorecendo a disseminag¢do do patdégeno
por toda a area. Isso evidencia a importancia de repetir estes ensaios varios
anos nas mesmas parcelas, com presenca de gendtipos suscetiveis, a fim
de aumentar a quantidade de in6culo e a homogeneidade de sua
distribuicao.

Os resultados dos ensaios 4 e 5 de 2005/06, mostraram a baixa
incidéncia de nematdides nestas areas. No ensaio 4, a testemunha de
resisténcia (IAC 24) apresentou nota mais elevada que a testemunha de
sensibilidade (FM 966), respectivamente 1.13 e 1.00. A explicacdo vém
provavelmente da presenca de alguma reboleira de nematdides dentro das
parcelas do IAC 24, enquanto nas parcelas de FM 966 ndo havia presenca
de nematdides.

Nestes resultados de campo, é importante observar que no caso de
nao existir diferengas significativas entre as duas testemunhas de resisténcia
e suscetibilidade, estes devem ser considerados pouco confiaveis e os
resultados analisados com muita cautela. Isso ocorreu nos resultados dos
ensaios 2 a 5 de 2005/06 e no ensaio 4 de 2006/07. Nestes ensaios, a
presenca e a avaliacdo das linhas intercaladas de FM 966 foram muito

importantes para o aproveitamento dos ensaios. Por exemplo, no ensaio 3
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de 2005/06, ndo existia diferenca entre testemunha de resisténcia e
testemunha de suscetibildade tanto para a nota de parcela como para o
indice Relativo. Porém, a nota relativa (NR), que leva em consideracéo a
incidéncia dos nematbéides em cada parcela, foi capaz de fazer uma
discriminagéo estatisticamente significativa entre as variedades testadas.

Comparando os resultados de analises de varidncia e das
classificacbes dos genétipos em fungdo das varidveis Notas e Indice
Relativo, notou-se que o indice Relativo ndo foi capaz de discriminar os
genodtipos em teste. Entdo, aparentemente a elaboracdo deste IR nao
acrescenta maiores informacdes em relacéo a analise da Nota.

Analisando os resultados dos ensaios de 2005/06 apresentados nas
Tabelas 5 a 9, confirmou-se que a classificacdo dos genotipos segundo o
critério de Nota e de indice Relativo ndo difere muito. A nota relativa (NR)
permite, neste caso, acertar algumas anomalias encontradas com Notas e
IR. Por exemplo, no ensaio 1, os gendtipos CD 406 e Acala 90 foram
classificados como dos resistentes aos nematodides com critério de notas.
Sabemos que isso ndo € verdade, em base a dados de pesquisa e de
comportamento destas variedades em condicdo de cultivo comercial.
Usando o critério de NR, a classificacdo destes dois materiais € mais
compativel com a informacéao que temos deles.

O IR usado neste trabalho é um indice elaborado pelo Instituto
Agrondmico de Campinas — IAC, que seleciona areas com alta infestagéo de
nematoides, inclusive favorecendo o aumento da popula¢do com plantio de
culturas hospedeiras. As avaliagbes do IAC sdo realizadas ao nivel de
plantas ou de parcelas, atribuindo-se notas de 1 a 5, crescentes com 0s
sintomas morfoldgicos das plantas. Tendo como referéncia os gendtipos de
melhor comportamento ou testemunhas tradicionais, as notas médias séao
transformadas em indices relativos especificos para cada doencga. A partir
dos indices especificos, e tomando-se a média geométrica deles, calcula-se
para cada gendtipo o Indice de Resisténcia Miltipla, e mediante
multiplicacdo deste pelo menor indice especifico, obtem-se o indice de

Seguranca. Finalmente, para ajudar a classificar os genotipos, sao
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estabelecidas classes conceituais de  resisténcia  (Resistente/
Moderadamente Resistente, Moderadamente Suscetivel e Suscetivel/
Altamente Suscetivel) nas quais foram enquadrados os genétipos (CIA et al.,
2008). O IR é um indice que permite relativizar os dados de ensaios de
campo com niveis de infestacdo muito diferente, possibilitando o
agrupamento dos mesmos.

Segue na Tabela 15, uma comparacdo dos resultados obtidos neste
trabalho com aqueles obtidos pelo IAC (LUDERS & CIA, 2007).

TABELA 15. Comparacao de resultados obtidos no Instituto Agronémico de
Campinas e na Cooperativa Central de Pesquisa Agricola- Coodetec para

variedades comerciais. Primavera do Leste — MT. Safra 2005/6.

LUDERS & CIA, 2007 Ensaiol 2005/06
Variedade IRY Variedade NR®
IAC 24 1.00 IAC24 41.98
DELTAOPAL 0.86 DELTAOPAL 52.63
DELTAPENTA 0.76 CD 408 58.71
CD 408 0.68 DELTAPENTA 61.47
CD 401 0.68 CD 401 147.57

LUDERS & CIA, 2007 Ensaiol 2005/06
Variedade IR® Variedade NR®
IAC 24 1.00 CD 409 36.51
CD 409 0.80 IAC 24 41.98
CD 410 0.70 CD 410 44.32
DELTAOPAL 0.68 DELTAOPAL 52.63
DELTAPENTA 0.56 DELTAPENTA 61.47
DESTAK 0.38 DESTAK 104.35
FM 966 0.34 FM 966 151.75

(1) IR = Indice Relativo (2) NR = Nota Realtiva

Na comparacdo dos resultados obtidos neste ensaio 1 de 2005/06
com os resultados obtidos por Luders e Cia em 2007, observou-se que a
classificagdo obtida com NR em um sé ensaio, foi semelhante a
classificagéo obtida num conjunto de ensaios conduzidos em diversos locais
do Brasil, em condicdo de campo. Nos trabalhos multilocais de campo,
sempre séo evidenciadas grandes interacfes entre genétipos e nematéides,
de um ano para outro, e em locais diferentes. Eles apresentam, as vezes

materiais com notas altas em ensaios com baixo nivel de infestacdo, fato
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gue pode nao ter a sua origem na susceptibilidade do material, mas sim na
alta populagédo do nematdide nas parcelas do ensaios.

Galbieri (2007) em estudos realizados no Instituto Agronémico de
Campinas, também observou variagbes de notas e de indices relativos,
sendo que o local, a infestacdo, a distribuicdo espacial, as condi¢bes
climaticas e os hospedeiros sdo variaveis importantes que condicionam as
avaliagcdes dos nematoides.

Assim, a relacéo entre os resultados de Nota Relativa neste trabalho e
o indice Relativo estabelecido sobre varios ensaios da rede de avaliagdo do
IAC confirma mais uma vez o interesse deste critério de Nota Relativa para a
avaliacdo dos ensaios de nematdides em campo.

Na Tabela 16 séo apresentados os resultados da avaliagdo do ensaio
1 de 2005/06 utilizando-se outro critério, o0 nimero de galhas por raizes.

Nos Estados Unidos, alguns estados como a Louisiana conduzem
ensaios regionais em campo para determinar o nivel de resisténcia dos
genotipos. Neste caso, Hayes et al. 2005, realizaram avaliagdes de quinze
plantas por parcela, e utilizaram uma escala de nota para galhas, que varia
de 0 (sem galhas) a 5 (ataque severo de galhas). As plantas s&o arrancadas
cuidadosamente e, no mesmo momento sdo atribuidas estas notas. Outro
trabalho de Caldwell et al. 2004 conduzido no Agricultural Center também
relata avaliagbes utilizando esta escala, aparentemente os resultados séo
compativeis com aqueles em que se utilizam as metodologias habituais,
discriminando significativamente os diversos genétipos

Em nosso caso, também este critério de numero de galhas é
discriminante, com genétipos nao apresentando galha (IPR 120) até
genodtipos com numero elevado de galhas (FM 966). A classificacdo dos
gendtipos é alterada significativamente quando comparado com Nota
Relativa. E o caso da Acala 90, que apesar de ter nota baixa (1) e NR média
(47.73), apresenta muitas galhas nas raizes (41.25). Os dois genétipos mais
sensiveis, FM 966 e CD 401, apresentam namero de galhas muito diferente
(79 e 13.5).
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TABELA 16. Notas, Nota Relativa, NUmero de Galhas, Peso de raiz, e

Produtividade no ensaio 1 de avaliacdo de gendtipos para Meloidogyne

incognita. Primavera do Leste — MT, safra 2005/06.

GENOTIPO NOTA NR NGALHAS PESO RAIZ PRODUT.
IAC 24 1.30 b® 41.98 b 2.50 33.40 5483.34 ac
ACALA 90 1.00 b 47.73 b 41.25 35.95 5264.42 ac
AGUSA 1 155 b 50.09 b 25.25 38.18 4783.34 ac
BRS CEDRO 1.43 b 51.32 b 12.00 59.87 6478.20 a
BRS JATOBA 1.10 b 58.00 b 12.00 42.00 5661.11 ac
BRS PEROBA 1.38 b 44,51 b 21.75 41.92 5386.11 ac
CD 401 4.13 a 14757 b 13.50 15.89 3575.00 ce
CD 405 2.20 ab 62.14 b 7.25 33.17 5205.56 ac
CD 406 1.05 b 60.93 b 39.25 26.65 5861.11 ab
CD 408 1.90 b 58.71 b 22.75 31.13 4277.78 ac
CD 409 1.25 b 36.51 b 4.00 44.18 5291.67 ac
CD 410 1.35 b 44.32 b 10.25 19.43 4311.39 ac
DELTAOPAL 1.63 b 52.63 b 33.75 20.63 4458.33 ac
DELTAPENTA 2.23 ab 61.47 b 28.75 41.36 4697.22 ac
DESTAKE 2.00 b 104.35 ab 14.50 32.66 5100.00 ac
IAN 424 2.15 ab 77.92 ab 29.75 23.51 3633.33 bc
IAN 425 1.40 b 83.59 ab 31.75 22.09 5350.00 ac
IPR 120 1.13 b 34.15 b 0.00 51.22 4847.22 ac
SG 821 1.48 b 58.71 b 22.00 49.20 5769.45 ac
FM 966 4.20 a 151.75 a 79.00 36.69 4402.99 ac
Média 1.64 66.42 22.56 34.95 4991.88
C.V (%) 11.79 48.97 - - 17.30
Slg * * - **

@ etras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.

Embora discriminante, o nimero de galhas nas raizes foi um critério

contestado por Shepherd (1979) porque néo refletia a multiplicagcdo dos

nematdéides pela planta. Ele mostrou que alguns gendtipos, apesar de formar

namero significativamente mais elevado de galhas nas raizes, tem fatores de

reproducéo inferior a 1. E possivel que neste caso, as fémeas, além de se

introduzir e se alimentar nas raizes, ndo consiguam produzir muitos ovos

viaveis.

Finalmente, para Shepherd, o nimero de galhas nas raizes nao seria

um critério confiavel para avaliar a resisténcia de genétipos a Meloidogyne

incognita.
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A produtividade do algodoeiro deve ser considerada um critério
secundario na andlise destes ensaios de campo, porqgue 0s gendtipos
avaliados apresentam inicialmente potenciais produtivos muito diferentes. A
produtividade pode ser avaliada para confirmar uma eventual tolerancia aos
nematoides. No ensaio 1 de 2005/06, as cultivares CD 401 e FM 966
apresentam notas de severidade elevadas em decorréncia da presenca do
nematoide, mas a produtividade de algoddo em caroco da CD 401 parece
mais afetada por este patdgeno, do que o material FM 966. A priori
poderia-se supor que o material FM 966 é mais tolerante que a CD 401 aos
nematoéides, no entanto sabemos que a FM 966 apresenta um potencial
produtivo muito superior a CD 401 nos cerrados, o que invalida esta
conclusdo. Portanto, exige-se conhecimento e cautela nas conclusées, pois
podem ser errdneas com andlises simplificadas.

Uma das maneiras de avaliar as perdas de producéo de cada material
devido a presenca de nematdides seria trabalhar com uma parte das
repeticbes com protecdo em relacdo aos nematodides, utilizando-se
nematicidas. Assim, o diferencial de produgdo com e sem 0s nematdides
seria realmente um critério confiavel de tolerancia.

Neste mesmo ensaio 1 de 2005/06, foram realizadas andlises de
correlacdes entre todas as variaveis. Esta analise foi realizada com os dados
obtidos da primeira repeticdo e a matriz de correlacdo é apresentada na
Tabela 17.

TABELA 17. Matriz de correlacédo de Pearson para as variaveis Altura, Nota,
Nota Relativa, Nimero de Galhas, Peso de Raiz, NiUmero de Galhas/ Peso

Raiz e Produtividade no ensaio 1. Primavera do Leste — MT. Safra 2005/06.

Alt Prod Nota NR Galha Raiz G/R
Altura - 0.686** -0.664** -0.539* -0.420 0.451* -0.453*
Produt - -0.367 -0.215 -0.116 0.480* -0.215
Nota - 0.808** 0.285 -0.306 0.258
NR - 0.637** -0.284 0.564*
Galha - -0.112 0.839**
Raiz - -0.489*

G/R -

** *: Significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste t.



N&o existem correlacdes significativas entre a nota da parcela e o
namero de galhas nas raizes. Mas a correlagdo é positiva entre a Nota
Relativa e o Numero de galhas (altamente significativo) e entre a Nota
Relativa e o Numero de galhas por grama de raizes (significativo),
demostrando mais uma vez o interesse de usar esta varidvel “Nota Relativa”.

Por outro lado, ndo existe nenhuma correlacdo significativa entre a
produtividade e as variaveis: Nota, Nota Relativa, Galhas e Galhas por
grama de raiz, confirmando o comportamento de tolerancia de alguns
materiais que permitem a formacdo de galhas nas raizes (e
conseqguentemente o aparecimento de sintomas foliares), sem interferir na
produtividade.

Porém, em condicdes de solos infestados por nematdides, as
variedades produtivas tém tendéncia a crescer mais e produzir uma
guantidade maior de raizes, sendo que nem sempre 0S materiais que
apresentam Notas Relativas elevadas e sintomas foliares de nematoides
agressivos, perdem em produtividade.

A Figura 2 apresenta os resultados do numero de galhas e
produtividade de algodao em caroco de 20 gendtipos de algoddo na 12
repeticdo do ensaio 1 de 2005/06. Os gendtipos FM 966, CD 406, Acala 90
apresentaram um numero de galhas elevado, com produtividades médias.
Ao contrario, IAN 424, Agusa 1 e CD 401 apresentam numero de galhas
menor, mais baixissimas produtividades. Nao foram identificadas relagfes
significativas entre niamero de galhas e a produtividade, o que tende a
confirmar a posi¢ao do Shepherd (1979).

Existem varios fatores que interferem no niumero de galhas e também
no peso de raiz. Uma linhagem de porte mais elevado, na maioria dos casos
terd um peso de raiz maior, proporcionalmente ao seu tamanho. Com base
nestes dados, pode-se confirmar que existem genoétipos que mesmo
apresentando um namero elevado de galhas, conseguiram produzir mais do
gue aqueles que tém um numero de galha menor, demostrando tolerancia.
Nem sempre o material que apresenta a maior quantidade de galhas é o

mais sensivel.
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FIGURA 2. Numero de galhas de M. incognita e produtividade de algodé&o
em caroco (Kg/ha) de 20 gendtipos de algodoeiro. Primavera do Leste — MT,
safra 2005/06.

Com base nos resultados obtidos através das Notas Relativas das
Tabelas 5 a 13, as linhagens da Coodetec que se destacam s&o as
seguintes:

Nos ensaios “discriminantes” (ensaio 3 de 2005/06 e ensaios 1 e 2 de
2006/07), se destacam as linhas:

“Tolerantes™ CD 03-5246, CD 04-3181; CD 03-1874 e em menor
grau, as linhas CD 03-5276, CD 02-1621; CD 04-2883; CD 04-3095; CD 04-
3278 e CD 03-2011.

“Sensiveis”: CD 03-4925; CD 04-3497; CD 03-4928 e em menor grau
CD 03-4928; CD 04-3239; CD 04-3915; CD 03-1908; CD 03-1546 e CD 02-
1831.

Nos ensaios pouco discriminantes (ensaios 2, 4 e 5 de 2005/06, e
ensaios 3, 4 de 2006/07), se destacam as linhas seguintes, sabendo que

estes resultados sdo de menor confiabilidade que os anteriores:
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“Tolerantes™. CD 00-5234; CD 04-5268; CD 03-5144; CD 05-8082;
CD 04-4134 e em menor grau CD 02-1675; CD 02- 621; CD 02-804; CD 04-
5189; CD 04-5293; CD 04-7962; CD 05-8530 e CD 03- 5276.

“Sensiveis”: CD 02-920; CD 05-536; CD 03-5196; CD 05-8998; CD
04-2893 e em menor grau CD 99-1163 e CD 02-811.

Globalmente, em dois anos foram testadas em campo 144 linhas da
Coodetec, podendo caracterizar 38 linhas, representando aproximadamente
25% delas, como sensiveis ou “tolerantes”.

Apesar das limitagbes encontradas na condugdo desses
experimentos e na interpretacdo dos resultados, estes ensaios sao
importantes, primeiro porque permitiram avaliar um grande numero de
genotipos e segundo por verificarem a interecdo destes genoétipos com
outras formas de vida que habitam o solo, sejam outros nematéides, além do

género Meloidogyne, ou sejam outros microrganismos do solo.

3.3.2 Resultados em casa de vegetacao

Os primeiros ensaios foram conduzidos para ajustar as metodologias
de trabalho em casa de vegetacdo, com inoculacao artificial do nematdide.

O ensaio 1 foi realizado para determinar a idade ideal da planta para
a inoculacdo com M. incognita (10 dias apds a emergéncia, ou 1 par de
folhas verdadeiras), e também para determinar as melhores épocas de
avaliacdo do sistema radicular, ou seja aos 30, 45 ou 60 dias apés a
inoculagéo. Os resultados sdo apresentados nas 3 tabelas 18, 19 e 20, cada
uma sendo o resultado de uma data de avaliag&o.

Foram utilizados genotipos comerciais cujo comportamento em
relacdo a Meloidogyne incognita raca 3 é conhecido, sendo IAC 24

resistente, CD 401 e FM 966 muito sensiveis e CD 408 intermediario.
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TABELA 18. Resultados do ensaio 1 em casa de vegetacdo. Algodoeiro
semeado em tubetes e avaliado aos 30 dias apdés a inoculacdo com

Meloidogyne incognita. Cascavel — PR. 2006.

Data da inoculacao

10 dias 1 par folhas
Material Galhas Nota® Galhas Nota
FM 966 3.40 a® 187 a 2.49 a 1.68 a
IAC 24 1.73 b 141 b 1.28 b 1.16 b
CD 408 3.18 a 182 a 1.64 b 141 ab
CD 401 2.86 a 184 a 1.57 b 143 ab
Média 2.79 1.73 1.74 1.42
CV (5%) 23.37 12.43 29.02 21.43
Slg *%* * * *

® Nota atribuida ao sistema radicular, de 1 a 5; ® Letras distintas indicam grupos estatisticamente

diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
TABELA 19. Resultados do ensaio 1 em casa de vegetacdo. Algodoeiro
semeado em tubetes e avaliado aos 45 dias apdés a inoculacdo com

Meloidogyne incognita. Cascavel — PR. 2006.

Data da inoculac&o

10 dias 1 par folhas
Material Galhas Nota® Galhas Nota
FM 966 4.34 a® 2,00 a 2.73 a 172 a
IAC 24 1.76 c 151 c 1.34 b 1.27 b
CD 408 2.99 b 177 b 2.47 a 1.68 a
CD 401 3.13 b 182 b 1.47 b 1.32 b
Média 3.06 1.77 2.00 1.50
CV (5%) 22.55 7.44 24.40 14.36
Sig. *k * * *

“Nota atribuida ao sistema radicular, de 1 a 5;  Letras distintas indicam grupos estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.

Os resultados mostram que as inoculagdes realizadas aos 10 dias de
emergéncia do algodoeiro foram mais eficientes do que aquelas feitas
guando as plantas estavam com o primeiro par de folhas verdadeiras:
namero e notas de galhas discriminam melhor as variedades quando a

inoculacao foi realizada aos 10 dias.
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TABELA 20. Resultados do ensaio 1 em casa de vegetacdo. Algodoeiro
semeado em tubetes e avaliado aos 60 dias apdés a inoculacdo com

Meloidogyne incognita. Cascavel — PR. 2006.

Data da inoculacao

10 dias 1 par folhas
Material Galhas Nota™ Galhas Nota
FM 966 3.13 1.79 3.26 1.84
IAC 24 2.40 1.67 3.11 1.76
CD 408 2.76 1.74 2.75 1.75
CD 401 3.13 1.82 2.47 1.70
Média 2.85 1.76 2.90 1.76
CV (5%) 31.90 10.59 33.53 11.83
Sig. n.s n.s n.s n.s

% Nota atribuida ao sistema radicular, de 1 a 5; ® Letras distintas indicam grupos estatisticamente
diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.

Os testes em casa de vegetacdo para serem usados como
“screening” numa grande quantidade de variedades, precisam dispor de
avaliacOes rapidas e confiaveis. Por estes motivos foram testadas as duas
avaliacdes seguintes: contagem de galhas e nota de galhas. Foi dada uma
nota visual na raiz, levando em consideragdo o numero e o tamanho de
galhas.

Dos experimentos realizados, a contagem de galhas comparando-se
com o método de notas € o método mais eficiente e preciso para se avaliar
as plantulas de algodoeiro inoculadas. Porém, a variavel “Nota”, apesar de
menos precisa, ainda permite discriminar as variedades com diferencgas
estatisticamente significativas, 0 que mostra que no caso de ter que realizar
screening de um grande numero de materiais, o sistema de Nota pode ser
usado.

As avaliagbes realizadas aos 30, 45 ou 60 dias conseguiram
discriminar os gendétipos de algodoeiro quanto ao numero de galhas de M.
incognita, sendo que aos 60 dias os gendtipos apresentaram um numero
mais elevado de galhas. Na Figura 3, a disposi¢cdo dos vasos em casa de
vegetacao.

A disposicdo dos vasos ha casa de vegetacdo esta apresentada na
Figura 3.
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FIGURA 3. Disposi¢cédo dos vasos no ensaio de variedades de algodoeiro

inoculadas artificialmente com Meloidogyne incognita raca 3 em casa de

vegetagcdo. Cascavel — PR. Safra 2006.

No ensaio 2, realizado em vasos, a avaliacdo do numero de galhas foi

feita apenas aos 30 dias apds a inoculagéo (Tabela 21).

TABELA 21. Ensaio 2: avaliagdo do algodoeiro semeado em vasos, 30 dias

apos a inoculacdo com Meloidogyne incognita em casa de vegetacao.

Cascavel — PR. 2006.

Data de inoculacéo

10 dias 1 par folhas

Material Galhas Nota® Galhas Nota

FM 966 3.7 bc® 189 ab 449 a 196 a
IAC 24 2.43 c 163 b 211 b 158 b
CD 408 5.32 ab 200 ab 430 a 202 a
CD 401 5.90 a 210 ab 422 a 202 a
Média 4.34 1.91 3.78 1.89
CV (5%) 36.60 12.91 26.40 10.60

Slg * * * *

% Nota atribuida ao sistema radicular, de 1 a 5; © Letras distintas
estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.

indicam grupos
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Comparando estes resultados com aqueles da Tabela 18, a
guantidade de galhas encontradas nos sistemas radiculares das plantas em
vasos € superior as plantas em tubetes, o que pode ser explidado pelo maior
desenvolvimento das raizes nos vasos. Os resultados obtidos com
inoculagcdo das plantas aos 10 dias de emergidas parecem levemente
discrepantes, com coeficiente de variagcdo muito elevado (36,6%). Neste
sistema com vaso, a inoculacéo das plantas com 1 par de folhas verdadeiras
foi melhor que aos 10 dias de emergidas.

Assim, o sistema de teste em casa de vegetacado com vaso, apresenta
resultados tdo bons ou melhores do que aqueles com tubetes, mas
comparando os dois sistemas de mesma duracao do plantio até a avaliacao,
o0 sistema de tubete permite testar um nimero maior de materiais no mesmo
espaco fisico. Na Tabela 22 estdo apresentados os resultados do ensaio 3,

onde foi utilizado 12 materiais de algodoeiro.

TABELA 22. Ensaio 3: avaliagdo do numero de galhas, peso de raiz e
galhas/peso raiz de variedades de algodoeiro inoculadas com M. incognita

em tubetes, em casa de vegetacdo. Cascavel — PR. Safra 2006/07.

1° ensaio 2° Ensaio 3° Ensaio

Genédtipos  Galhas Galhas Galhas Peso Raiz Galhas/Raiz
CD00-5234 2292 ab 17.75 ac 29.83 ac®  1.38 28.55
CD 02-801 21.08 ac 2292 ab 40.67 ab 1.78 22.31
CD 02-1637 27.42 a 22.25 ab 18.08 bc 1.89 9.70
CD03-5192 2433 ab 19.33 ab 28.58 ac 1.86 22.28
CD03-5276 2550 ab 14.25 ac 33.75 ac 1.41 25.50
CD 04-2893 2425 ab 15.75 ac 33.08 ac 1.73 20.30
CD04-3361 1742 ac 1492 ac 19.17 ac 1.46 14.55
CD 04-3497 25.75 a 16.00 ac 29.08 ac 1.45 21.76
CD 04-4134 14.33 bc 8.92 c 46.08 a 2.08 19.27
CD 04-4939 12.50 ¢ 13.25 bc 18.08 C 2.21 8.56
CD 406 19.50 ac 24.25 a 26.50 ac 2.19 11.92
FM 966 23.17 ab 2283 ab 37.92 ac 1.67 20.50
Média 21.51 17.70 30.07 1.76 18.77
CV (%) 20.41 24.57 29.29 11.77 30.68
Sig. * * *x n.s *

@7 Letras distintas indicam grupos estatisticamente diferentes pelo Teste de Tukey a 5%.
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O experimento em casa de vegetacao foi inoculado em tubetes com
M. incognita, sendo repetido trés vezes a fim de verificar a repetibilidade do
teste, sendo que na ultima vez foram acrescentadas duas variaveis, peso de
raiz e numero de galhas dividido pelo peso do sistema radicular.

A terceira repeticdo do ensaio foi a que obteve o maior nimero de
galhas e a segunda repeticdo, o menor numero de galhas. Existem
diferencas significativas entre os tratamentos para cada avaliagdo. Mas
comparando em detalhes as 3 repeti¢Bes, alguns materiais como CD 04-
4939 aprentam comportamento idéntico. Outros ndo, como é o caso da CD
02-1637 com muitas galhas nas duas primeiras repeticdes, e poucas galhas
na terceira, ou ao contrario, a CD 04-4134 com poucas galhas nas duas
primeiras e muitas galhas na terceira. Esta falta de repetibilidade dos
resultados € problemética e chama a atencédo sobre a necessidade de definir
estritamente as condi¢des de realizagcdo destes ensaios, tanto para a pureza
do ind6culo utilizado, como das condicdes fisicas de realizacdo dos testes,
em particular a temperatura, que podera ter efeito sobre o desenvolvimento
das raizes e as interrracdes entre as raizes e 0s nematoides.

Tentamos relativizar o numero de galhas nas raizes com o peso do
sistema radicular. Esta nova variavel tera que ser mais testada para avaliar a
sua utilidade.

Os resultados dos ensaios 4 e 5 sdo apresentados na Tabela 23.
Referem-se a classificacdo de gendtipos de algodoeiro, em ensaio
conduzido em casa de vegetacdo em tubetes, avaliando nota de galhas e
fator de reproducéo.

As testemunhas sdo as mesmas nos dois ensaios, IAC 24 para
resisténcia e FM 966 para suscetibilidade a M. incognita. Existem diferencas
entre a classificacdo dos materias segundo a capacidade de formar galhas e
a capacidade de reproducdo dos nematdides nas raizes, mas em nenhum
dos casos estas diferencas foram estatisticamente significativas. Pode-se
dizer que a Nota de numero de galha traduziu a capacidade da raiz de ser
infestada, e a planta ser prejudicada pelos nematodides. O fator de

reproducéo traduz a capacidade da planta em limitar ou ndo a multiplicacéo
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dos nematoides, o que € uma informacéo importante para a dindmica futura

da populacéo.

TABELA 23. Resultados dos ensaios 4 e 5: Classificacdo de gendtipos de
algodoeiro avaliados em casa de vegetacdo em tubetes, inoculados com M.

incognita raga 3. Cascavel — PR. Safra 2005/06.

Ensaio 4 Ensaio 5
GENOTIPOS NOTA FR GENOTIPOS NOTA FR
IAC 24 1.22 0.53 IAC 24 1.35 0.77
CD 02-621 165 1.39 CD 409 1.90 0.67
CD 02-749 1.72 0.86 CD 02-1600 1.94 0.58
CD 03-1902 1.75 1.63 CD 02-684 195 0.19
CD 410 205 2.88 CD 405 2.00 0.38
CD03-1932 2.10 2.28 CD 02-818 205 0.21
CD03-1546 211 2.03 CD03-1908 2.20 0.29
CD 02-804 219 192 CD 02-801 222 043
CD 02-920 222 1.07 CD 00-942 225 024
CD03-1435 256 2.40 CD03-1499 225 0.58
CD 408 261 211 CD 03-1853 2.65 0.86
FM 966 294 1.68 FM 966 2.65 2.30

Os resultados apresentados na Tabela 23 mostraram a variabilidade
do fator de reproducéo entre os genétipos, sendo o material IAC 24 de 0.53
e 0.77, e 0 FM 966 de 1.68 e 2.30. Como esperado, o material resistente I1AC
24 apresenta fator de reproducgéo claramente inferior a 1, enquanto o fator
de reproducao do material sensivel é superior a 1,5.

Dos materiais comerciais testados, se confirma que CD 405 e CD 409
sdo resistentes, principalmente CD 405, mas com formagdo de galhas
superior ao que acontece no material IAC 24. As variedaddes CD 408 e CD
410 mostram- se sensiveis. No caso de CD 410 € interessante detalhar,
sendo um material com fator de multiplicacdo muito elevado (2,88) mas com
pouca formacao de galhas nas raizes. Sendo as raizes pouco atingidas, este
material apresenta indices mais baixos de visualizagdo dos sintomas
foliares, o que é confirmado em campo (Tabelas 15 e 16) onde ele foi
classificado como material relativamente “resistente”.

Nas linhas testadas, encontram-se os diversos casos:
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Linhas resistentes (fator de reproducdo significativamente inferior a 1)
com pouca formacéo de galhas: CD 02-749; CD 02-1600; CD 02-684.

Linhas resistentes (fator de reproducéo significativamente inferior a 1)
formando galhas nas raizes: CD 02-818; CD 03-1908; CD 02-801; CD 00-
942; CD 03-1499 e CD 03-1853.

Linhas sensiveis (fator de reprodugcdo superior a 1,5) formando
poucas galhas: CD 03-1902.

Linhas sensiveis (fator de reproducgéo superior a 1,5) formando muitas
galhas: CD 03-1932; CD 03-1546; CD 02-804; CD 03-1435.

O caso das duas linhas CD 02-920 e CD03-1908 merece atencédo
especial, porque nos ensaios de campo do Mato Grosso (Tabelas 7 e 9),
ambos materiais apresentaram Notas Relativas muito elevadas, entdo
comportamento de gendtipos “sensiveis”, enquanto na realidade estes
materiais, apesar de ser muito danificados em presenca de nematoides e

formando muitas galhas, ndo multiplicam as populagfes de nematoides.



3.4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados dos ensaios obtidos em campo e casa
de vegetacédo conclui-se que:

As avaliacbes de genotipos a campo, em solos naturalmente
infestatos de nematdéides, podem discriminar significativamente os materais.
O uso do critério de Nota Relativa, estabelecido em relacdo a avaliacédo de
linhas de materiais sensiveis intercaladas entre cada parcela do ensaio
permite melhorar significativamente a “poténcia” destes ensaios de campo,
quer dizer, a capacidade de discriminacdo dos tratamentos. Porém, as
caracterizagbes a campo dos gendtipos sao de “tolerancia”, quer dizer da
capacidade da variedade de ser pouco atacada e nao apresentar formacao
de galhas e sintomas morfolégicos na parte aérea. As linhagens mais
“tolerantes” identificados foram CD 03-5246, CD 04-3181; CD 03-1874; CD
00-5234; CD 04-5268; CD 03-5144; CD 05-8082 e CD 04-4134.

Em casa de vegetacdo, o sistema com tubete mostrou-se interessante
para discriminar grande numero de genotipos, apesar de requerer condigdes
de casa de vegetacdo muito estaveis para que o0s resultados sejam
reprodutiveis. A determinacdo do fator de Reproducdo é o Unico critério
permitindo de determinar a “resisténcia” dos materiais, seja a capacidade
dele de ndo multiplicar os nematoéides. O critério de formagéo de galhas nas
raizes permite ter a informacao sobre a “tolerancia” do material, informacéo
gerada em ensaios a campo. Linhas com alta “resisténcia” foram
identificadas como CD 02-684, CD 02-818 e CD 00-942, sendo que o
material resitente CD 00-942, que ndo multiplica os nematdides, pode

parecer sensivel a campo porque permite a formacao de galhas nas raizes.
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A informacdo sobre a “tolerdncia” gerada a campo e em casa de
vegetacdo ndo € estritamente a mesma, sendo que a campo, trata-se de
populacdes de nematdides complexas, com diversas espécies e ragas, em

interac&o com outros organismos.



CAPITULO 2:CARACTERIZACAO DE GENOTIPOS DE ALGODOEIRO
COM MARCADOR MOLECULAR ASSOCIADO A RESISTENCIA AO
NEMATOIDE DAS GALHAS (Meloidogyne incognita) RACA 3.



CARACTERIZACAO DE GENOTIPOS DE ALGODOEIRO COM
MARCADOR MOLECULAR ASSOCIADO A RESISTENCIA AO
NEMATOIDE DAS GALHAS (Meloidogyne incognita) RACA 3.

RESUMO - A selecdo assistida por marcadores moleculares (MAS) tem
fornecido potencial para o desenvolvimento eficiente de plantas resistentes a
doencas, sendo que 0 sucesso para o programa de resisténcia a nematoéides
depende amplamente da identificacdo efetiva dos genes de resisténcia. O
objetivo do trabalho foi verificar a possibilidade da utilizagcdo dos marcadores
moleculares previamente identificados como ligados a resisténcia
Meloidogyne incognita em 8m gendtipos de algodoeiro do Brasil. Foram
utilizados sete primers BNL 3644, CIR 316, CIR 196, BNL 3661, CIR 069,
CIR 320 e BNL 3545. A andlise dos dados consistiu na observacédo dos
alelos obtidos com cada primer e seus respectivos tamanhos para cada
genotipo avaliado. Estes resultados foram comparados com dados de
fenotipagem. Dos sete primers testados, os primers CIR 069, CIR 320 e BNL
3545 ndo apresentaram diferenca, ou seja, ndo apresentaram polimorfismo e
nao podem ser usados para eventual identificacdo de genes de resisténcia.
Quatro marcadores apresentaram polimorfismo entre 0s genétipos
analisados, sendo eles BNL 3644, CIR 316, CIR 196 e BNL 3661. Porém,
nenhum deles apresenta correlacdo com comportamento de resisténcia ao
nematoide que permite sua utilizacdo em rotina para identificar gendétipos
resistentes. Isto indica que ha grandes probabilidades de que a resisténcia
do algodoeiro ao nematdide das galhas depende de varios genes e que no
germoplasma brasileiro, outros genes ou alelos estdo envolvidos na

resisténcia a este nematodide que aqueles marcados por estes primers.

Palavras-chave: marcador molecular — algodoeiro - resisténcia -

Meloidogyne incognita



MOLECULAR CHARACTERIZATION OF COTTON GENOTYPES TO THE
ROOT-KNOT NEMATODE RESISTANCE (Meloidogyne incognita).

ABSTRACT - The selection observed by molecular markers (MAS) has
supplied potential to the efficient development of plants resistant to diseases,
so that, the success to the program of resistance to nematodes depends
broadly of the effective identification of genes of resistance. The aim of this
research was to verify the possibility of the use of molecular markers
previously identified as connected to Meloidogyne incognita resistance in 8m
genotypes of cotton from Brazil. It were used seven primers BNL 3644, CIR
316, CIR 196, BNL 3661, CIR 069, CIR 320 and BNL 3545. The analyses of
the data consisted on the observation of the alleles obtained with each primer
and its respectives sizes to each genotype evaluated. These results were
compared to the data of phenotyping The CIR 069, CIR 320 and BNL 3545
primers, out of seven tested primers, haven't shown any difference, so, they
haven’t shown polymorphism and can’t be used for eventual identification of
genes of resistance. Four markers have showed polymorphism among the
genotypes analysed, being them, BNL 3644, CIR 316, CIR 196 and BNL
3661. However, unfortunately, none of them demonstrate correlation in
behaviour of resistance to nematodes which permits its use in routine to
identify resistant genotypes. It points out great probabilities that the cotton
resistance to nematode from root-knot depend on several genes and that in
the brazilian germplasm, other genes or alleles are involved on the

resistance to this nematode to those marked by these primers.

Keywords: molecular markers, cotton plant, resistance — Meloidogyne

incognita.
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4.1 INTRODUCAO

A identificagdo de marcadores moleculares ligados a genes de
resisténcia € um passo essencial para desenvolver estratégias de selecéo
assistida por marcadores (SAM) em programas de melhoramento genético.
Uma vez identificados os marcadores, o0s mesmos precisam ser validados
em diferentes “backgrounds” genéticos, antes de serem efetivamente
utilizados nas rotinas dos programas de melhoramento genético. A SAM tem
fornecido potencial para desenvolvimento eficiente de plantas resistentes a
doencas para diversas espécies. O sucesso para o programa de resisténcia
a nematdéides no algodoeiro depende amplamente da identificacdo efetiva
dos genes de resisténcia e de marcadores ligados a eles. Diversos trabalhos
tém sido publicados nesta area.

McPherson (1993) e Zhou (1998) trabalhando com duas linhas
diferentes derivadas de Auburn 623, algodao de tipo “Upland”, sugeriram
gue o alto nivel de tolerancia a Meloidogyne incognita foi controlado por
somente dois genes principais, identificados como Mi; e Mi, (MCPHERSON,
et al., 2004). Em outro estudo, Bezawada et al. (2003), trabalhando numa
populacdo derivada de um cruzamento entre Clevewilt 6-1 e Stoneville 213,
concluiram que a resisténcia é governada por apenas um gene recessivo.

No algoddo de tipo “Acala”, Acala NemX foi o primeiro gendétipo

comercial com resisténcia ao nematoide das galhas M. incognita, liberado
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para uso comercial na Califérnia em 1995 (OGALLO et al. 1997).
Zhou et al. (1998) identificaram que um simples gene controla a resisténcia
ao nematodide das galhas em Acala NemX e dependendo como a classe de
resisténcia é definida, os dados ndo se enquadram em nenhum modelo de
gene recessivo ou aditivo. Estes resultados evidenciam a premissa de um
simples gene comprovar a hereditariedade da resisténcia ao namatoide das
galhas.

O principal gene (rknl) em Acala NemX foi identificado primeiramente
como determinante para resisténcia, baseado na andlise genética do
cruzamento intraespecifico entre Acala NemX x Acala SJ-2, (WANG et al.,
2006; WANG e ROBERTS, 2006), embora as relacdes genéticas da
resisténcia ao nematdide das galhas sejam diferentes nas linhas de
germoplasma do algodéo.

Bezawada et al. (2003) relataram dois marcadores microssatélites
gue poderiam explicar menos que 10% de variagdo para resisténcia ao
nematoéide das galhas de uma populacdo F2, vinda de um cruzamento entre
Clevewilt 6 e ST 213, mas o relacionamento entre os marcadores
microssatélites e os tracos da resisténcia nao foram confirmados (ZHANG et
al., 2004). Estes mesmos autores apresentaram dados sobre o marcador
BNL1421 que mostra distor¢cbes de segregacdo indicando que pode ter
causado uma falsa ligagéo.

Dois marcadores microssatélites, BNL1231 e CIR316, e um marcador
CAPS (GHACC1) convertido em marcador AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism ou Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos
Amplificados) foram encontrados fortemente ligados ao gene de resisténcia
rknl em Acala NemX (WANG et al., 2006; WANG e ROBERTS, 2006). O
marcador ligado a este gene fornece a oportunidade de investigar o
relacionamento de rknl em Auburn e outras fontes de resisténcia para este
nematoide.

O principal gene (rknl) em Acala NemX foi identificado primeiramente
como determinante para resisténcia, e foi mapeado com o marcador

microssatélite pertencendo ao grupo de ligagdo A03. O marcador
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microssatélite CIR 316 foi encontrado ligado fortemente a rknl (WANG et al.
2006).

A associacdo entre os marcadores BNL1231 e CIR316 no braco do
Cromossomo 11 e a resisténcia ao nematbide das galhas em populagbes
segregantes envolvendo linhas resistentes derivadas de Auburn 623 tem
sido confirmada recentemente por Shen et al. (2006) e Ynturi et al. (2006). O
marcador CIR 316 se encontra mais préximo do gene rknl, a uma distancia
de 2.6 cM, seguido por BNL1231, a 18.4 cM. Ynturi et al. (2006)
demonstraram também, utilizando os marcadores BNL3661-186 e BNL545-
118, que uma regido do cromossomo 14 é significativamente associada com
a resisténcia a este parasita. Shen et al. (2006) detectaram um marcador de
um QTL de resisténcia no cromossomo 7 afetando a resisténcia ao
nematéide de galhas em algodoeiro.

Portanto, parece haver varios genes envolvidos na resisténcia ao
nematoide de galha, localizados em varios cromossomos.

O objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizagdo molecular de 80
genotipos de algodao do Brasil com alguns marcadores ligados a resisténcia
aos nematoides de galha em germoplasmas especificos, a fim de saber se

podem ser usados em rotina nos programas de melhoramento locais.
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4.2.1 Material vegetal
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Foram utilizados 80 gendétipos de algodoeiro para a caracterizacao

molecular da resisténcia ao nematéide da galha raca 3. Os gendtipos, a

genealogia e o fendtipo relacionado a resisténcia de cada um, estdo

apresentados nas Tabelas 24.

Tabela 24. Genotipos e genealogia de linhagens/variedades de algodoeiro

utilizadas para a caracterizagdo molecular com marcadores ligados a genes

de resisténcia ao nematoide de galhas. Cascavel — PR. Safra 2007.

AM. | GENOTIPO GENEALOGIA COMENTARIO COMPLEMENTAR
1 |AS 190 Texas Colheita IBPGR/ IPGRI “Moco” da Guadalupe
2 | AUBURN 56-1 Res AUBURNS6
3 | AUBURN 56-24 Res AUBURNS6
4 | AUBURN 56 Res AUBURNS6
5 | AUBURN 566 RNR
6 | AUBURN 612 RNR
7 | AUBURN BR-2
8 | BRS Araca Recorrente SRI5SM Base ampla Programa EMBRAPA
9 | BRS Peroba ITA90 x DeltaOpal Programa EMBRAPA
10 | CD02-1637 0C92-165 x Sicala 3-2 (P288/ DP41) / desconhecido
11 | CD02-621 0C92-165 x SP 8324 (P288/ DP41)/ Fundo US
12 | CD03-5198 SP8334 x Ston BR110 Fundo Argentino
13 | CD04-2990 CD98-578 x CD98-378 (Yuc/TniHoa/Au56)/ HR102/ DPAc90/Au56
14 | CD04-3040 CD98-578 x CD98-378 (Yuc/TniHoa/Au56)/ HR102/ DPAc90/Au56
15 | CD04-3278 CD98-39 x CD98-578 P288/DP41/(Yuc/TniHoa/Au56)/ HR102
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Am. | GENOTIPO GENEALOGIA COMENTARIO COMPLEMENTAR
16 | CD04-3361 CD98-213 x CD98-420 92-165xSicala32/ HAR/ IAC20
17 | CD04-3816 CD98-991 x CD97-122 SP8334xDPAc90/ IRCT223 x P288
18 | CD04-4721 CD98-218 x CD405 92-165xSicalaV1 / (CNPA86-387 x P288)xPR3060/87
19 | CD04-4939 CD98-218 x 0OC94-434 92-165xSicalaV1l/ HAR/IAC20
20 | CD04-5081 CD98-361 x CD 401 Sealand542xIAC20Reba/ CD401
21 | CD04-5281 CD98-450 x OC94-434 Sealand542xIAC20Reba / HAR/IAC20
22 | CD05-1039 M315 RNK x OC96-276(CD404) Auburn634/DetaPine61/ SP8334/DPAc90
23 | CD05-1087 M155 RKN x CD 401 Auburn634/ Coker310 / CD 401
24 | CD05-1170 M155 RKN x CD 401 Auburn634/ Coker310 / CD 401
25 | CD05-1222 M155 RKN x CD 405 Au634/ Coker310/ N'Kourala/ (Allenx HAR)/ Au56
26 | CD05-1323 M155 RKN x OC94-434 Auburn634/ Coker310/ HAR/ IAC20
27 | CD05-206 CD98-39 x CD98-378 92-165xSicala32/DPAc90/Au56
28 | CD05-243 CD98-39 x CD98-378 92-165xSicala32/DPAc90/Au56
29 | CD05-419 CD991 x CD97-545 SP8334xDPAc90/Sealand542xIAC20
30 | CD05-485 CD97-122 x CD96-252 (IRCT223xP288)2
31 | CD05-700 N320-2-9 x CD405
32 | CD05-862 N419-1-191 x CD401
33 | CD05-945 N315 RNR x CD401
34 | CD401 SP86 x ISA205 (Ston 2 e Ston 5= Lone Star65) x (Allen e HAR)
35 | CD405 (CNPAB86-387 x P288)xPR3060/87 | N'Kourala/ (Allenx HAR)/ Auburn56
36 | CD406 OC165 x Sicala V1 (P288/ DP41) / desconhecido
37 | CD408 OC165 x Sicala V1 (P288/ DP41) / desconhecido
38 | CD409 0C92-165 x Sicala 3-2 (P288/ DP41) / desconhecido
39 | CD410 DPACc90 x P288 desconhecido/ (Allenx HAR)
40 | CNPA BA 2033 Programa EMBRAPA
41 | CNPA GO 02-9278 Programa EMBRAPA
42 | CNPA GO 2043 Programa EMBRAPA
43 | DeltaOpal Material Monsanto / DeltaPine
44 | ELS 28 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Extra Larga
45 |ELS 34 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Extra Larga
46 | ELS 59 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Extra Larga
47 |ELS9 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Extra Larga
48 | Epamig 99-364 Programa EPAMIG
49 | FM966 (=Sicala 40) Fundo genetico Australiano
50 | FM993 Fundo genetico Australiano
51 | FMT501 Programa Fundacdo Mato Grosso
52 | FMT701 Opal x IAC22 Programa Fundacgdo Mato Grosso
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Am. | GENOTIPO GENEALOGIA COMENTARIO COMPLEMENTAR
53 | FMT702 Programa Fundacdo Mato Grosso
54 | Hazeral952 Hibrido Hirs x barbadense Material Israelense
55 | IAC 03-2281/ IAC25 | Cruzamento com Auburn 56
56 | IAC 17 IAC-RM3 Auburn56/obtido por selecdo massal
57 |[IACRM 4 Auburn 56 Auburn56/obtido por sele¢cdo massal
58 | IAC RM2 -21-60 Rex Cotton Empire/Ston2B
59 |IAC RM3 Auburn 56 Auburn56/obtido por selecdo massal
60 | IAC RM4 SM5 Auburn 56 (selecao masal)
61 | IAC22 IAC20 x GH-11-9-75
62 | IAC24 Res IAC20-RR-740
63 | IAPAR 01-36 Programa IAPAR
64 | IAPAR 02-307 Programa IAPAR
65 | IPR120 Fonte "IAC20"?
66 |LDCV2 Fundo genetico Australiano
67 | LD Frego Fundo genetico Australiano
68 | LS 17 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Larga Tipo tanguis
69 |LS57 Tanguis x PIMA USA- Barbadense | Origem Peru- Fibra Larga Tipo tanguis
70 | M 120 RNR** Auburn634 x BC(Coker201)
71 | M 125 RNR** Auburn634 x BC( ?)
72 | M 240 RNR** Auburn634 x BC(DP61)
73 | M 272 RNR Auburn634 x BC(Ston213)
74 | M 331 RNR Auburn634 x BC(Auburn56)
75 | M 92 RNR** Auburn634 x BC(Ston 213)
76 | M 155 RNR Auburn634 x BC(Coker310)
77 | M 249 RNR Auburn634 x BC(Ston213)
78 | M 315 RNR Auburn634 x BC(DetaPine61)
79 | Ston 8M
80 | Sucupira Programa EMBRAPA

Parte da fenotipagem em casa de vegetacao destes 80 genotipos foi

realizada por PIRES et al. (2007), e os resultados encontram-se nas tabelas

em anexo. Estas informacdes foram completadas por resultados de

avaliacdo em campo, da Fazenda Mourdo no municipio de Campo Verde e

resultados publicados na literatura.
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4.2.2 Extracéo e quantificagdo do DNA

O DNA foi extraido das sementes de cada gendtipo. O protocolo
utilizado foi o proposto por McDonald et al. (1994), com algumas
modificagcdes. Foram utilizadas 50 mg de sementes cortadas finas, e em
cada amostra foi adicionado 300 puL de tampé&o de extragdo (200 mM de
Tris-HCI pH 7,5; 288 mM de NaCl; 25 mM de EDTA e 0,5% de SDS) (Figura
4). As amostras foram agitadas vigorosamente em um agitador de tubos tipo
vortex por um minuto. Em seguida mais 500 pL de tamp&o de extragéo
foram adicionados nas amostras e as mesmas agitadas em vortex
novamente por um minuto. As amostras foram centrifugadas por dez minutos
a 13.200 rpm em centrifuga modelo 5810R marca Eppendorf. O
sobrenadante de cada amostra foi recolhido em outro tubo, sendo
adicionados 10 puL de proteinase K (10 mg/mL). As amostras foram
colocadas em banho-maria a 37° C por 30 minutos. Apds este periodo,
foram adicionados 500 pL de isopropanol gelado em cada amostra, as quais
foram deixadas em repouso por dois minutos. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 13.200 rpm. O sobrenadante foi descartado e
o pellet secado por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a secagem, 0S
pellets foram ressuspendidos em 300 pL de TE (Tris HCI 1M e EDTA 0,5 M)
contendo 40 pg/pL de RNAse.

FIGURA 4. Sementes de algodoeiro sendo cortadas para o processo de
extracdo de DNA e adicdo de solugcdo para o preparo das amostras no
Laboratério de Biotecnologia da COODETEC. Cascavel — PR. 2008.
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As amostras foram colocadas em banho-maria a 37° C por 30
minutos. Foram adicionados 500uL de isopropanol gelado em cada amostra
e estas deixadas em repouso por dois minutos.

A quantificacdo da concentracdo de DNA obtido de cada amostra foi
realizada em gel de agarose 0,8%. O DNA concentrado foi diluido com TE

para uma concentracao final de 6 ng/uL.

4.2.3 Reacédo de PCR e eletroforese

As reacdes de PCR foram preparadas para um volume final de 20 pL,
sendo constituida por 2 mM de MgCI2; 20 mM de Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de
KCI; 0,25 mM de dNTP; 0,2 uM dos primers “Foward” (F) e “Reverse” (R);
2,5 unidades de Taq DNA polimerase e 30 ng de DNA. Foram utilizados os
primers BNL3644, BNL3661, BNL3545, CIR069, CIR316, CIR320 e CIR196
(Tabela 25).

TABELA 25. Sequéncias dos primers de microssatélite utilizados na
avaliacdo de 80 gendtipos de algodoeiro caracterizados quanto a resisténcia

ao nematéide das galhas. Cascavel - PR, 2008.

PRIMER SEQUENCIAS
BNL 3644 F GTGCTGTTTGGGCCTTACAT
BNL 3644 R TAAGCGCATTGACACACACA
BNL 3661 F AGGACAGCGATGTGTTGTTG
BNL 3661 R ATGGAATGAATAAAATAAGAACAACG
BNL 3545 F AGTCAGTTTTTTGTTAGCAATATGC
BNL 3545 R AACCATTAATTCCCTATTTAACCG
CIR 069 F GTCACTGCTATACACTTTCCAT
CIR 069 R AGTATTGGGCTTTGATTTGA
CIR316 F CCGTCCTTACAGGCACTACCACC
CDI 316 R TTCTGGCGACTTCACCACATT
CIR320F CCTCCATAAACCCTCTT
CIR320R TCACATACGAAGACAACC
CIR 196 F CGATTGGTGAAGGGAGGAAAG

CIR196 R GACAGAGGGAATGCTCAAA
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As condicGes de amplificacdo foram: 94° C por trés minutos; 35 ciclos
de 94° C por 30 segundos, 55° C por 30 segundos, 72° C por 45 segundos, e
uma extensdo final de 72° C por 20 minutos. As amplificagées foram
realizadas em termociclador MJ96, Marca Biocycler (Figura 5). Apds a
amplificagcdo os fragmentos foram separados em geis desnaturantes de
poliacrilamida 6%, os quais foram fixados em solu¢cdo aquosa de &cido
acético 10%, corados em solucdo aquosa de nitrato de prata 1% e
formaldeido 1,5% e revelados em solugcdo aquosa de carbonato de sodio
3%, (Promega, 2002).

FIGURA 5. Termociclador utilizado para realizacdo da reagédo de PCR para
os 80 genodtipos de algodoeiro. Laboratério de Biotecnologia da
COODETEC. Cascavel — PR. 2008.

4.2.4 Analise dos dados

A analise dos dados consistiu na observacédo dos alelos obtidos com
cada primer e seus respectivos tamanhos para cada genaétipo avaliado. Esta
informacdo foi comparada com os dados de resisténcia ao nematéide de
galha raga 3 com o intuito de estabelecer uma relacéo entre a presenga de

alelos e o fenétipo de resisténcia.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos sete primers testados, quatro apresentaram polimorfismo entre
0s genodtipos analisados, sendo eles BNL 3644, CIR 316, CIR 196 e BNL
3661. Os primers CIR 069, CIR 320 e BNL 3545 ndo apresentaram
diferenca, ou seja, ndo apresentaram polimorfismo e ndo podem ser usados
para eventual identificacéo de genes de resisténcia.

No Quadro 1 estdo apresentados os perfis alélicos obtidos com os

sete primers utilizados.



QUADRO 1. Perfis alélicos dos 80 gendtipos de algodoeiro avaliados, obtidos com sete primers microssatélites ligados a

genes de resisténcia ao nematdide de galhas em algodoeiro.

Fenotipagem cl4 cll cll C14
Pires, 2007 BNL 3644 CIR 316 CIR 196 BNL 3661 CIR069 | CIR320 | BNL3545
Nome Literatura Mzﬁféo FR | Galhas | 190pb | 200pb | 190pb | 195pb | 200pb | 290pb | 300pb | 180pb | 200pb | 205pb | 260pb | 240pb 90pb
AS 190 R * * * * * * * *
AUBURN 56-1 * * * * * * *
AUBURN 56-24 * * * * * * *
AUBURN 56 * * * * * * *
AUBURN566RNR * * * * * * *
AUBURNG612RNR R * * * * * * * *
AUBURN BR-2 * * * * * * * *
BRS Araca MS * * * * * * *
BRS Peroba MS * * * * * * *
CD02-1637 MS| MS * * * * * * *
CD02-621 MR| MR * * * * * * *
CD03-5198 S S S * * * * * * *
CD04-2990 MR * * * * * * *
CDO04-3040 MR S MR * * * * * * *
CD04-3278 MR S MR * * * * * * *
CD04-3361 S MR * * * * * * *

Continua...




QUADRO 1. Continuagéo...

Fenotipagem cl4 cll cll Cl14
Pires, 2007 BNL 3644 CIR 316 CIR 196 BNL 3661 CIR069 | CIR320 | BNL3545
Nome Literatura Mzﬁféo FR | Galhas | 190pb | 200pb | 190pb | 195pb | 200pb | 290pb | 300pb | 180pb | 200pb | 205pb | 260pb | 240pb 90pb
CD04-3816 MR MR| MR * * * * * * *
CD04-4721 MR S MR * * * * * * *
CD04-4939 S MR * * * * * * *
CD04-5081 MR MR| MR * * * * * * *
CD04-5281 MR MR| MR * * * * * * *
CD05-1039 MS| MS * * * * * *
CD05-1087 R R * * * * * * *
CDO05-1170 R R * * * * * * %
CD05-1222 R MR * * * * * * *
CD05-1323 R MR * * * * * * * *
CDO05-206 MS S * * * * * * * *
CDO05-243 S R * * * * * * %
CD05-419 R * * * * * * *
CDO05-485 R MR * * * * * * * *
CDO05-700 MS| MR * * * * * * *
CDO05-862 MS S * * * * * * *
CDO05-945 R R * * * * * * %

Continua...




QUADRO 1. Continuagéo...

Fenotipagem cla cll cll Cl14
Pires, 2007 BNL 3644 CIR 316 CIR 196 BNL 3661 CIR069 | CIR320 | BNL3545
Nome Literatura Mgﬁféo FR | Galhas | 190pb | 200pb | 190pb | 195pb | 200pb | 290pb | 300pb | 180pb | 200pb | 205pb | 260pb | 240pb 90pb
CD401 S * * * * * * *
CD405 R * * * * * * *
CD406 MR MS S * * * * * * *
CD408 S S MS * * * * * * *
CD409 MR * * * * * * *
CD410 S S MS * * * * * * *
CNPA BA 2033 * * * * * * *
CNPAGO02-9278 * * * * * * *
CNPA GO 2043 * * * * * * *
DeltaOpal MR * * * * * * *
ELS 28 * * * * * * * *
ELS 34 * * * * * * * *
ELS 59 * * * * * * *
ELS 9 * * * * * * *
Epamig 99-364 * * * * * * *
FM966 S S S * * * * * * *
FM993 MR * * * * * * *

Continua...




QUADRO 1. Continuacéo...

Fenotipagem cl4g cll cll cl4
Pires, 2007 BNL 3644 CIR 316 CIR 196 BNL 3661 CIR069 | CIR320 | BNL3545
Faz.
Nome Literatura| Mourdo | FR | Galhas | 190pb | 200pb | 190pb | 195pb | 200pb | 290pb | 300pb | 180pb | 200pb | 205pb | 260pb | 240pb | 90pb
FMTS501 * * * * * * *
FMT701 MR MR| MS * * * * * * *
FMT702 * * * * * * * *
Hazeral952 * * * * * * * *
IAC 03-
2281/IAC25 R * * * * * * *
IAC 17 MR * * * * * * * *
IACRM 4 MR * * * * * * * *
IAC RM2 -21-60 * * * * * * *
IAC RM3 MR * * * * * * *
IAC RM4 SM5 MR * * * * * * *
IAC22 R * * * * * * *
IAC24 R R| MR
IAPAR 01-36 MR * * * * * * *
IAPAR 02-307 MR * * * * * * *
IPR120 R * * * * * * *
LD CV2 * * * * * * *
LD Frego * * * * * * *

Continua...
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Os sete primer utilizados estéo localizados em trés diferentes cromossos
do algodoeiro, sendo que o esquema abaixo indica em que cromossomo esta

localizado cada primer.

CIR 316, CIR069 e CIR 196 estéo ligados - Cr 11
BNL3644, BNL3661 e BNL3545 estéo ligados - Cr 14
CIR320-Cr7

Os primers CIR 316, CIR 069 e CIR 196 estdo ligados ao gene de
resisténcia RKN1 proveniente de Auburn 623 e Auburn 634. Os autores
acreditam que provavelmente ambos receberam o gene de Clevewilt 6 (Figura

6) e que Acala Nem X também tem o mesmo gene.

Clevewilt 6-3-5 x Wild Mexican Jack Jones

Auburn 623 RNR x  Auburn 56 (RC)

Auburn 634 RNE X Coker 201 (RC)

M-120 RNR

FIGURA 6. Diagrama de pedigree do germoplasma de resisténcia ao
nematoide, M-120 RNR. (ROBINSON et al. 2001).

No entanto, no estudo de Robinson et al. (2001) ndo foi avaliada a
variedade Auburn 56, tanto para resisténcia aos nematdides de galhas quanto
para a presenca do marcador CIR 316. No Brasil, varias variedades e
linhagens de algoddo com resisténcia a nematoides de galhas derivam
diretamente da Auburn 56 (CIA, 2008 comunicagdo pessoal), como IAC-RMS3,
IAC-RM4, IAC-RM4-SM5, IAC-RM5, IAC 17, IAC 20, IAC 23 e IAC 24, ou
através de cruzamentos com ela, como IAC 22 e |IAC 25.

Calhoun et al. (1994) acreditam que a Auburn 56 deriva do fundo
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genético deCook 307-6, obtida do cruzamento das variedades Coker
100 e Coker 100 Wilt, e, provavelmente, Coker 100 Wilt seja derivada de Coker
100 e da Cleveuwilt.

Se o gene rknl provém do fundo genético da Clevewilt 6-3-5, é possivel
gue a Auburn 56 tenha herdado também este gene ou outro alelo deste fundo
genético antigo Clevewilt.

Geralmente, os trabalhos realizados com marcadores moleculares, para
verificar a heranca de resisténcia em genotipos de algodoeiro, ndo sao
conduzidos de forma padronizada no que diz respeito as avaliacdes de
fenotipagem. Alguns autores utilizam numero de ovos para inoculacdo em
condicdes controladas maiores ou menores que 5000; outros possuem escalas
de avaliacdo diferenciadas, com base o numero de galhas ou o fator de
reproducdo; tempo de permanéncia dos materiais em vaso e ou tubete.
Portanto, a interpretagcdo dos dados torna-se dificil, pois os parametros de
comparacdo sao diferentes. Os mecanismos biolégicos envolvidos na
formacédo de galhas sé@o provavelmente diferentes do fator de reproducéo, com
determinismos genéticos diferentes.

Neste estudo, das 80 amostras que foram avaliadas com marcadores,
63 tem informacao sobre a resisténcia aos nematodides. Destas, apenas 7 sdo
suscetiveis. Todas elas apresentam o alelo de 200pb no BNL 3644, o alelo de
195pb no CIR 316, o alelo de 300pb no CIR 196 e o alelo de 205pb no BNL
3661.

Entre as linhagens/variedades resistentes, observa-se o seguinte, para
cada primer avaliado:

Primer BNL 3644

Dentre os materiais testados, 20 possuem alelo de 190pb e 19 tem alelo

de 200pb. Mesmo entre as amostras que possuem Auburn 634 ou Auburn 56

na genealogia e sao tolerantes (resistentes), 11 tem alelo de 190pb e 15 tem

alelo de 200pb. Pode-se concluir que este primer ndo discrimina os materiais.
Os resultados sao diferentes do esperado. Por exemplo, a variedade

Auburn 56 possui o alelo de 190pb neste loco, e a variedade IAC RM3 que é
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descendente de Auburn e também é resistente ao nematoéide de galhas, possui
um alelo diferente (200pb). Caso o marcador fosse eficiente na selecdo do
gene de resisténcia, ambos deveriam ter o mesmo alelo, a ndo ser que heranga
nao seja devida a um gene somente, e sim mais de um.

Primer CIR 316

Este primer, muito citado na literatura por estar proximamente ligado ao

gene rknl, é aquele que discrimina melhor os materiais, mas mesmo assim a
eficiéncia de selecdo é baixa. Quatorze amostras apresentam alelo de 195pb,
24 amostras tém o alelo de 200pb. Das amostras que possuem Auburn 634 ou
Auburn 56 na genealogia e séo tolerantes (resistentes), 15 tem alelo de 195 ou
200pb.

O primer CIR 316, segundo Wang et al., 2006 é aquele que fica mais
préximo do gene de resisténcia rknl que foi encontrado em Acala NemX,
apenas 2.6 cM de distancia. O segundo mais préximo seria BNL 1231 a 18.4
cM, mas este primer ndo foi utilizado em nosso trabalho.

Deste modo, a presenca de um ou outro dos alelos deste marcador ndo
aparece ligado, no germoplasma avaliado, a qualquer fator de resisténcia ao
nematoide de galha.

Primer CIR 196

Apenas uma amostra tem alelo de 290pb e 37 amostras tem alelo de

300pb. Mas as sete amostras suscetiveis também tém o alelo de 300pb. Seria
necessario avaliar mais plantas suscetiveis para uma melhor concluséo.
Primer BNL 3661

Quatro amostras resistentes apresentaram o alelo de 180 ou 200pb, e

34 tem o alelo de 205pb. Mas toda a amostra suscetivel também tem o alelo
de 205pb. E 0 mesmo caso de CIR196.
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4.4 CONCLUSAO

Com base nestes resultados pode-se concluir que provavelmente a
resisténcia ao nematoéide de galha no germoplasma brasileiro nédo esta ligada a
apenas um gene de resisténcia. A maioria dos materiais que possuem em sua
genealogia Aurburn 56, que conferem resisténcia a Meloidogyne incognita do
algodoeiro, nao foi discriminada através dos alelos dos primers utilizados.

Entdo ndo é possivel ainda usar estes marcadores moleculares para
fazer screening em rotina no germoplasma brasileiro, antes de realizar estudos
mais aprofundados, primeiro de metodologias e depois de heranca genética.

Esta falta de associacdo entre os marcadores e a resisténcia no
germoplasma avaliado pode ser devido a padronizacdo das metodologias de
avaliacdo em casa de vegetacdo, uma vez que cada autor trabalha com a que
mais lhe parece correta. Certas caracteristicas avaliadas, como o numero de
galhas, podem estar ligadas a mecanismos biolégicos diferentes daqueles

envolvidos no fator de reproducéo.
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5. CONCLUSOES GERAIS

No Capitulo I, observou-se que as avalia¢cdes de genotipos a campo, em
solos naturalmente infestatos de nematdides, podem discriminar
significativamente os materais. O uso do critério de Nota Relativa, estabelecido
em relacdo & avaliacdo de linhas de materiais sensiveis intercaladas entre cada
parcela do ensaio permite melhorar significativamente os resultados. Porém, as
caracterizacbes a campo dos genotipos sdo de “tolerancia”, quer dizer da
capacidade da variedade de ser pouco atacada e ndo apresentar formacao de
galhas e sintomas morfologicos na parte aérea. As linhagens mais “tolerantes”
identificadas foram CD 03-5246, CD 04-3181; CD 03-1874; CD 00-5234; CD
04-5268; CD 03-5144; CD 05-8082 e CD 04-4134. Estes ensaios sao
necessarios porque permitem testar uma grande quantidade de gendtipos, e
ainda, verificar as possiveis interagcbes com outros microrganismos que nao
estdo presentes nos ensaios controlados, mas as condicfes de uniformidade
de ino6culo devem ser observadas.

Em casa de vegetagdo, o sistema com tubete mostrou-se interessante
para discriminar grande namero de genétipos, apesar de requerer condi¢des de
casa de vegetacao muito estaveis para que os resultados sejam reprodutiveis.
Os testes em tubetes permitem maximizar o espaco fisico, diminuir custos com
esterilizacdo de solo e concentrar os nematoides nas raizes, o que facilita as
avaliacdes. A determinacdo do fator de Reproducdo € o Unico critério que
permite determinar a “resisténcia” dos materiais, ou seja, a capacidade do

material de ndo multiplicar os nematoides. O critério de formacao de galhas nas
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raizes permite ter a informacdo sobre a “tolerancia” do material, informacéo
gerada em ensaios de campo. Linhas com alta “resisténcia” foram identificadas
como CD 02-684, CD 02-818 e CD 00-942. A informacao sobre a “tolerancia”
gerada a campo e em casa de vegetagcdo ndo é a mesma, sendo que a campo,
trata-se de populacdes de nematdides complexas, com diversas espécies e

racas, em interacdo com outros organismos.

No Capitulo 1l, sobre a caracterizacdo molecular, observou-se que
provavelmente a resisténcia ao nematéide de galha no germoplasma brasileiro
nao esta ligada a apenas um gene de resisténcia. A maioria dos materiais que
possuem em sua genealogia Aurburn 56, que conferem resisténcia deste
nematoéide ao algodoeiro, ndo foi discriminada através dos alelos dos primers
utilizados;

Entdo ndo é possivel ainda usar estes marcadores moleculares para
fazer screening em rotina no germoplasma brasileiro, antes de realizar estudos
mais aprofundados, primeiro de metodologias e depois de heranca genética.

Esta falta de associacdo entre os marcadores e a resisténcia no
germoplasma avaliado pode ser devido a padronizagdo das metodologias de
avaliacdo em casa de vegetagcao, uma vez que cada autor trabalha com a que
mais lhe parece correta. Certas caracteristicas avaliadas, como o nimero de
galhas, podem estar ligadas a mecanismos biolégicos diferentes daqueles

envolvidos no fator de reproducéo.
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TABELA 26. Média do numero de galhas e fator de reproducédo de genotipos
de algodoeiro a M. incognita raca 3, isolado de Moreira Sales, avaliado aos 70

e 120 dai.
NuUmeros de galhas* Fator de reproducgéo* Classificagédo
Genotipos 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai)
FMT 701 224 171 0.43 0.48 R R
CD 406 383 386 2.45 1.87 MS MR
CD 408 637 500 ,2.45 1.63 MS MR
CD 409 290 310 1.15 0.96 MR R
CD 410 186 180 1.73 1.48 MR MR
CD02-621 261 302 1.15 1.05 MR MR
CDO02-1637 187 182 1.49 1.34 MR MR
CD03-5198 310 266 2.98 2.54 MS MS
CDO04-4939 260 376 1.58 1.15 MR MR
CD04-3361 270 268 2.98 2.30 MS MS
CD04-3040 145 95 0.91 0.67 R R
CD04-3278 357 325 2.78 1.20 MS MR
CD04-3816 428 213 1.15 1.0 MR R
CD04-4721 346 303 0.77 0.81 R R
CD045081 301 104 0.96 0.24 R R
CD04-5281 467 397 2.11 1.15 MS MR
CDO04-2990 427 395 1.20 2.10 MR MS
CDO05-206 372 368 3.07 2.0 S MS
CD05-243 503 836 6.22 3.81 S S
CD05-419 204 282 0.38 0.33 R R
CDO05-485 220 138 1.44 0.96 MR R
CD05-700 549 426 2.40 2.25 MS MS
CDO05-865 345 681 3.31 1.05 S MR
CD05-945 71 238 0.24 0.19 A R
CD05-1039 318 314 3.26 1.29 S MR
CDO05-1087 62 33 0.10 0.14 A R
CD05-1170 83 58 0.19 0.0 R R
CDO05-1222 262 226 0.10 0.28 R R
CD05-1323 268 367 0.5 0.19 R R
Test (S) 310 834 1.68 9.60 MR S
Tes (R) 329 206 0.91 0.43 R R
Média 302.4 302.8 1.68 1.41 - -

Dados nao transformados;



TABELA 27. Média do numero de galhas e fator de reproducédo de genotipos
de algodoeiro a M. incognita raca 3, isolado de Ipord, avaliado aos 70 e 120

dai.

NUmeros de galhas*

Fator de reproducéo*

Classificagéo

Genotipos 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai)
FMT 701 459 449 0.33 0.04 R R
CD 406 465 650 1.48 1.63 MR MR
CD 408 425 771 0.91 1.39 R MR
CD 409 222 235 1.10 1.24 MR MR
CD 410 583 436 0.76 1.44 R MR
CD02-621 243 621 1.15 0.96 MR R
CDO02-1637 250 205 1.39 1.20 MR MR
CDO03-5198 191 248 6.48 4.60 S S
CD04-4939 106 553 1.0 1.92 R MR
CD04-3361 205 334 3.93 1.05 S MR
CDO04-3040 285 325 0.86 0.91 R R
CD04-3278 222 225 0.33 0.90 R R
CDO04-3816 161 265 0.48 0.09 R R
CD04-4721 169 304 0.43 0.86 R R
CD045081 145 508 1.10 1.30 MR MR
CD04-5281 344 284 0.86 0.67 R R
CD04-2990 420 427 1.15 1.70 MR MR
CDO05-206 252 248 1.70 1.20 MR MR
CDO05-243 399 375 2.0 1.89 MS MR
CDO05-419 112 324 0.91 0.19 R R
CDO05-485 136 264 0.48 0.24 R R
CDO05-700 241 576 0.67 0.76 R R
CDO05-862 214 269 0.19 0.67 R R
CDO05-945 79 397 0.52 0.67 R R
CDO05-1039 392 327 1.39 1.68 MR MR
CDO05-1087 123 81 0.04 0.04 R R
CDO05-1170 272 78 0.67 0.04 R R
CDO05-1222 232 170 0.09 0.24 R R
CDO05-1323 441 248 0.33 0.28 R R
Test (S) 451 556 3.21 1.82 S MR
Tes (R) 236 125 0.67 0.09 R R
Médias 273.4 350.9 1.18 1.02 - -

*Dados nao transformados



TABELA 28. Média do Numero de Galhas e Fator de Reproducéo de genotipos
de algodoeiro a M. incognita raca 3, isolado de Umuarama, avaliado aos 70 e

120 dai.
Galhas* FR* Classificagao
Genotipos 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai) 70 (dai) 120 (dai)
FMT 701 356 333 2.35 1.82 MS MR
CD 406 292 187 3.07 2.30 S MS
CD 408 497 478 5.66 6.38 S S
CD 409 471 407 3.79 3.50 S S
CD 410 536 517 3.79 4.70 S S
CD02-621 330 326 1.20 1.34 MR MR
CDO02-1637 388 318 1.48 2.06 MR MS
CD03-5198 425 362 4.46 3.64 S S
CD04-4939 289 277 6.0 7.72 S S
CD04-3361 388 400 1.92 3.50 MR S
CD04-3040 289 205 3.40 4.75 S S
CD04-3278 291 228 2.92 4.65 MS S
CD04-3816 356 388 1.58 1.87 MR MR
CD04-4721 345 273 3.12 5.52 S S
CD045081 199 171 0.95 0.54 R R
CD04-5281 217 199 1.58 1.77 MR MR
CDO04-2990 457 482 2.00 2.2 MS MS
CDO05-206 492 500 2.73 2.30 MS MS
CD05-243 471 386 4.17 5.28 S S
CDO05-419 137 100 0.33 0.76 R R
CD05-485 180 132 0.38 0.43 R R
CDO05-700 200 281 0.48 0.76 R R
CDO05-865 286 235 1.63 2.25 MR MS
CD05-945 183 119 1.15 1.63 MR MR
CDO05-1039 299 334 3.55 2.16 S MS
CD05-1087 223 213 0.67 0.72 R R
CDO05-1170 270 114 0.72 0.67 R R
CDO05-1222 156 120 0.86 0.28 R R
CDO05-1323 149 343 0.19 0.76 R R
Test (S) 415 475 2.44 5.14 MS S
Tes (R) 541 156 2.30 1.2 MS MR
Médias 326.7 292.2 2.28 2.66 - -

*Dados nao transformados;



TABELA 29. Avaliagdo de genotipos de algodoeiro com relacao a média do

namero de galhas por planta aos 120 dai

Genobtipos M. Sales Genétipos Iporéd Genétipos Umn:J:ra
CD05-1087 (R)* 1.46 a** CD05-1170 (R) 1.85a CDO05- 945 (MR) 1.96 a
CD05-1170 (R) 1.69 b CD051087 (R) 1.88a CD05-419 (R) 1.99a
CD04-3040 (R) 192 c TES (R) (R) 207 b CD05-1222 (R) 2.01la
CD045081 (R) 201 c CD05-1222 (R) 218 c CDO05-1170 (R) 2.03a
CD05-485 (R) 2.10 ¢ CD02-1637 (MR) 2.27 ¢ CD05-485 (R) 2.07a
FMT 701 (R) 218 d CD04-3278 (R) 230 c TES(R) (MR) 212a
CD 410 (MR) 222 d CD05-1323 (R) 2.33 ¢ CD04-5081 (R) 2.19 b
CD02-1637 (MR) 2.24 d CD409 (MR) 234 c CD 406 (MS) 225 b
TEST (R) (R) 2.27 d CDO03-5198 (S) 237 c CD04-5281 (MR) 2.27 b
CD04-3816 (R) 2.30 d CDO05-485 (R) 237 c CDO04-3040 (S) 228 b
CDO05-1222 (R) 2.32 d CD05-206 (MR) 2.38 c CDO05-1087 (R) 230 b
CD05-945 (R) 2.36 d CD04-4939 (MR) 241 c CDO04-3278 (S) 232 b
CDO03-5198 (MS) 2.41 e CDO05-865 (R) 241 c CD04-4721 (S) 233 b
CDO04-3361 (MS) 2.42 e CD05-1039 (MR) 2.41 c CD05-865 (MS) 233 b
CD05-419 (R) 2.44 e CD04-3816 (R) 241 c CD05-700 (R) 2.39 c
CDO05-1039 (MR) 2.45 e CD04-4721 (R) 242 ¢ CDO04-4939 (S) 241 ¢
CD04-4721 (R) 2.45 e CD04-5281 (R) 242 c CD02-1637 (MS) 2.48 c
CD 409 (R) 2.46 e CD05-945 (R) 243 c CD02-621 (MR) 250 c
CD02-621 (MR) 2.47 e CD05419 (R) 244 c CD05-1323 (R) 251 c
CD04-3278 (MR) 2.47 e CDO04-3040 (R) 246 c CD 409 (S) 251 c
CD 406 (MR) 2.52 e CD04-3361 (MR) 251 d CDO05-1039 (MS) 251 c
CD05-1323 (R) 2.52 e CD05-243 (MR) 254 d FMT701 (MR) 251 c
CD04-4939 (MR) 2.53 e CD 410 (MR) 263 d CDO03-5198 (S) 254 ¢
CD05-865 (MR) 2.53 e CD04-5081 (MR) 2.65 d CDO05-243 (S) 255 ¢
CD05-206 (MS) 2.54 e FMT 701 (R) 265 d CD04-3816 (MR) 2.56 ¢
CD04-5281 (MR) 2.56 e CDO05-700 (R) 2.70 e CDO04-3361 (S) 256 c
CD05-700 (MS) 2.61 e FM 966 (MR) 272 e FM 9666 (S) 265 d
CD 408 (MR) 2.66 e CD02-621 (R) 274 e CDA408 (S) 267 d
CD05-243 (S) 2.79 f CD406 (MR) 2.78 e CD05-206 (MS) 2.68 d
FM 966 (S) 291 f CD408 (MR) 2.82 e CD 410 (S) 267 d

* Classificacdo de resisténcia baseada no FR.
** Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade; Dados convertidos para log X+1.
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