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RESUMO

SILVA NETO, Jorge Alves. Identificacdo de QTLs associados a resisténcia do meloeiro
a Liriomyza sativae e estudo de potenciais indutores de resisténcia. 2023. 65f. Tese
(Doutorado em Agronomia: Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, 2023.

Um dos principais métodos de combate & mosca-minadora é o controle quimico. No entanto,
uma alternativa viavel desse controle no combate a essa praga € a identificacdo e obtencdo de
genes de resisténcia em plantas de meloeiro, por meio de analises moleculares. Além disso, a
busca por substancias capazes de induzir essa resisténcia pode ser uma alternativa promissora
no controle dessa praga. Este estudo teve como objetivo utilizar marcadores moleculares
microssatélites para identificar QTLs (Quantitative Trait Loci) associados a resisténcia e
avaliar o efeito de substancias capazes de ativar mecanismos de resisténcia do meloeiro contra
a mosca-minadora. Para isso, uma geracdo F2 foi produzida a partir dos genitores resistentes
(Ruténio) e suscetiveis (Vedrantais), sendo avaliada com 100 marcadores microssatélites para
a identificacdo de locos de resisténcia. Além disso, oito potenciais indutores de resisténcia —
quatro biologicos (extrato de produto a base de Trichoderma, extrato de produto a base de
bactérias acido-laticas, extrato de produtos a base de Saccharomyces e extrato de Liriomyza) e
quatro quimicos (peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de sédio, fosfito de potassio e
acibenzolar-S-metilico) —, foram testados para avaliar a indugédo de resisténcia do meloeiro
contra a mosca-minadora, utilizando trés concentracdes e dois métodos de inducdo (via
semente e foliar). Dos 100 marcadores SSR, 19 apresentaram 6timo padrdo de amplificacéo e
polimorfismo, dos quais 13 foram considerados sem distor¢des de segregacao. Os resultados
identificaram trés marcadores principais (CMTA166, CMCT170B e CMTA134A), que
explicam respectivamente 5,73%, 4,46% e 3,32% das varia¢Oes fenotipicas relacionadas a
resisténcia. A regressdo mdltipla identificou que os marcadores CMTA166 e CMCT170B
juntos explicam 9,42% da variacdo fenotipica da resisténcia. Quanto aos indutores, o
tratamento mais eficiente para inibicdo da preferéncia da mosca-minadora no meloeiro foi o
Acibenzolar-S-metilico, tanto na aplicacdo em sementes (81% de inibicdo) quanto na
aplicacdo foliar (69,2% de inibicdo). Entretanto, foi identificada taxa de inibicdo tanto na
aplicacdo em sementes (65,8%) quanto na aplicacdo foliar (34,9%) com o uso de extrato
bioldgico do produto a base de Trichoderma, demonstrando alternativa viavel ao uso de
substancias quimicas indutoras de resisténcia na agricultura. Os resultados obtidos neste
estudo podem ser utilizados em futuras selecbes de gendtipos, bem como em andlises de
QTLs associados ao melhoramento do meloeiro contra a mosca-minadora, assim como na
utilizacdo de substancias indutoras para a ativacao de resisténcia contra essa praga.

Palavras-chave: SSR, Cucumis melo L., indutores de resisténcia.



ABSTRACT

SILVA NETO, Jorge Alves. Identification of QTLs associated with melon resistance to
Liriomyza sativae and study of potential resistance inducers. 2023. 65p. Thesis (Doctorate
in Agronomy: Plant Science) — Federal Rural University of the Semi-Arid (UFERSA),
Mossord-RN, 2023.

One of the main methods of combating leaf miner flies is chemical control. However, a viable
alternative of this control in the fight against this pest is the identification and obtaining of
resistance genes in melon plants, through molecular analysis. In addition, the search for
substances capable of inducing this resistance can be a promising alternative in controlling
this pest. This study aimed to use microsatellite molecular markers to identify QTLs
(Quantitative Trait Loci) associated with resistance and to evaluate the effect of substances
capable of activating melon resistance mechanisms against leaf miner flies. For this, an F2
generation was produced from resistant (Ruthenium) and susceptible (\VVedrantais) parents and
evaluated with 100 microsatellite markers to identify resistance loci. In addition, eight
potential resistance inducers — four biological (product extract based on Trichoderma, product
extract based on lactic acid bacteria, product extract based on Saccharomyces and Liriomyza
extract) and four chemicals (hydrogen peroxide, sodium nitroprusside, potassium phosphite
and acibenzolar-S-methyl) —, were tested to evaluate the induction of melon resistance against
leaf miner fly, using three concentrations and two methods of induction (seed and leaf).
Among the 100 SSR markers, 19 showed an excellent amplification pattern and
polymorphism, of which 13 were considered without segregation distortions. The results
identified three main markers (CMTA166, CMCT170B and CMTA134A), which respectively
explain 5.73%, 4.46% and 3.32% of the resistance-related phenotypic variations. Multiple
regression identified that CMTAL166 and CMCT170B together explain 9.42% of the
phenotypic resistance variation. As for the inducers, the most efficient treatment to inhibit the
leaf miner preference in melon was Acibenzolar-S-methyl, both in seed application (81%
inhibition) and in foliar application (69.2% inhibition). However, an inhibition rate was
identified both in seed application (65.8%) and in foliar application (34,9%) with the use of
the biological extract of the product based on Trichoderma, demonstrating a viable alternative
to the use of chemical substances resistance inducers in agriculture. The results obtained in
this study can be used in future selections of genotypes, as well as in analyzes of QTLs
associated with the improvement of melon against the leaf miner fly, as well as in the use of
inducing substances for the activation of resistance against this pest.

Keywords: SSR, Cucumis melo L., resistance inductors.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil destaca-se como um dos principais produtores de frutas e hortalicas com
areas irrigadas no mundo, sendo o Nordeste a sua principal regido de producdo e exportacao.
O cultivo do meloeiro é especialmente relevante, pois gera emprego e renda para estados
como o Rio Grande do Norte e Cear, dentre outros (IBGE, 2021).

Devido ao sucesso na producdo, essa regido frequentemente ocupa 0S primeiros
lugares no ranking nacional, destacando-se os estados do Rio Grande do Norte, sequido do
Cearé e da Bahia (IBGE, 2021). Em 2017, os principais paises importadores dessa hortalica
foram a Holanda (41%), o Reino Unido (27%) e a Espanha (23%), movimentando US$ 162
milhdes de dolares no mercado brasileiro (SECEX, 2018). No entanto, fatores favoraveis ao
cultivo e préticas culturais fitossanitarias inadequadas tém contribuido para a disseminacéao de
pragas que afetam negativamente essa producdo. Dentre as diversas pragas, destaca-se a
mosca-minadora (Liriomyza spp.) como um importante limitante para a producdo de melao
(ARAUJO, 2004; SOMBRA, 2011).

As moscas minadoras sdo dipteros pertencentes a familia Agromyzidae, com ampla
distribuicdo geografica, contando com aproximadamente 3.000 espécies distribuidas em 43
géneros (THOMPSON, 2008). No Neotropico, ha 460 espéecies em 16 géneros (MARTINEZ;
ETIENNE, 2002), sendo que no Brasil existem 90 espécies em 13 géneros (SOUSA; COURI,
2015). Em cultivos de meldo, as populacbes de moscas minadoras sao amplamente relatadas
em todo 0 mundo (DOGIMONT; BOISSOT, 2016). As espécies Liriomyza. sativae, L. trifolii
e L. huidobrensis ocorrem em quase todos os estados brasileiros, atacando diversos
hospedeiros, como tomate, batata, alface, melancia e meldo (GUIMARAES et al., 2009a). Um
estudo molecular revelou que as populacdes de moscas minadoras presentes nas regides
Nordeste e Sudeste do Brasil sdo da espécie L. sativae (COSTA-LIMA et al., 2009;
FERREIRA, 2014). Embora ataquem varias familias de plantas, essa espécie possui
preferéncia por plantas das familias Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae (CAPINERA,
2001).

No meldo, as fémeas adultas de Liriomyza spp. se alimentam e depositam seus ovos na
face adaxial da folha, mas sdo as larvas que causam o0s principais danos aos cultivos

(ARAUJO et al., 2013). Ao eclodirem, as larvas penetram no mesdfilo foliar, alimentando-se



14

e formando galerias (minas). Essas minas reduzem significativamente o rendimento e a
qualidade dos frutos devido a perdas na taxa fotossintética (ARAUJO et al., 2007), podendo
até inviabilizar a producdo da planta hospedeira. Além dos danos diretos causados pelas
galerias, elas podem servir como entrada para microrganismos oportunistas, resultando em
maiores perdas de produtividade (DURAIRAJ et al., 2010).

O controle da mosca-minadora em meloeiros é realizado principalmente por meio do
uso de inseticidas (AGROFIT, 2016). Os produtos de acdo translaminar ou sistémica sao
amplamente utilizados devido & permanéncia da larva dentro da folha (PARRELLA, 1987).
No entanto, devido as desvantagens do uso de agrotoxicos, é de grande importancia a busca
por alternativas que evitem ou minimizem sua utilizacdo, mas que também sejam altamente
eficientes (ARAUJO, 2004; SOMBRA, 2011).

Dentre essas alternativas, destaca-se a resisténcia genética, que é ecologicamente
correta e de facil adocdo, proporcionando beneficios tanto para o produtor quanto para o
consumidor € 0 meio ambiente, podendo ainda ser utilizada em associagdo com outras
técnicas de manejo (BASIJ et al., 2011).

Essa resisténcia consiste na hereditariedade de caracteristicas genéticas das plantas que
possibilitam interagir negativamente com a praga, diminuindo ou eliminando sua incidéncia
em plantas que possuem essa resisténcia (ROSSETTO, 1973). Esta pode ser associada a
mecanismos utilizados pelas plantas para eliminar ou diminuir a preferéncia da praga pelo
hospedeiro. Pode ser classificada como antibiose, quando a planta produz substancias nocivas
ao inseto, ou como antixenose, quando a planta consegue alterar o comportamento do inseto
(DOGIMONT et al., 2010).

As plantas com caracteristicas de resisténcia sdo amplamente utilizadas em Programas
de Manejo Integrado de Pragas, podendo ser eficientes contra a mosca-minadora. Dogimont et
al. (1999) relataram pela primeira vez a resisténcia do meldo a L. trifolii, identificando a
presenca de um gene dominante. Antes dessa descoberta, a resisténcia a espécie L. sativae ja
havia sido descrita em dois acessos de meldo (KENNEDY et al., 1978). Basii et al. (2011),
avaliando a resisténcia de 70 cultivares de pepino contra L. sativae, observaram caracteristicas
de suscetibilidade, semi-suscetibilidade, semi-resisténcia e resisténcia, identificando essa
resisténcia como antibiose.

A identificacdo de fontes de resisténcia comeca com a busca em bancos de
germoplasmas. No entanto, foram identificadas poucas fontes promissoras de resisténcia para
Liriomyza spp. em meloeiro, sendo a natureza genética da resisténcia identificada em apenas
trés fontes (NUNES et al., 2013; DOGIMONT; BOISSOT, 2016). Essa identificacdo pode ser
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realizada por meio de ensaios comparativos entre genétipos em condigdes semelhantes. Os
genotipos sdo expostos aos insetos em um mesmo espaco fisico, e posteriormente ¢é avaliado o
nivel de dano causado pelo inseto nos genotipos. Portanto, essa identificacdo depende da
interacdo inseto-planta para a avaliagdo (MORAIS; PINHEIRO, 2012).

Os avancos na identificacdo dessas fontes, a compreensdo dos mecanismos genéticos
de resisténcia, juntamente com a identificacdo de marcadores moleculares e I6cus ou loco de
caracteristicas quantitativas (QTLs) associados a resisténcia, sdo de grande importancia nos
programas de melhoramento atuais para combater Liriomyza spp.

Nos ultimos anos, diversos estudos foram realizados para descobrir QTLs. Esses QTLS
sdo importantes para entender a interacdo praga-hospedeiro, bem como as respostas a doencas
e seus mecanismos de resisténcia. Esses mapeamentos sao amplamente utilizados para a
identificacdo de marcadores moleculares associados a resisténcia a doencas, além de
caracteristicas de importancia agronémica (TONG et al., 2012; VONTIMITTA; LEWIS,
2012a, b) e para insetos praga.

O processo de identificacdo de marcadores moleculares para QTLs envolve cinco
etapas (SERAFINI; BARROS; AZEVEDO, 2001): 1. Escolha de genitores contrastantes para
a caracteristica desejada; 2. Obtencdo da populacdo segregante para calcular a frequéncia de
recombinacdo do loco; 3. Identificacdo do polimorfismo na populagédo segregante; 4. Analise
fenotipica dos individuos para a caracteristica desejada; 5. Estimativa da frequéncia de
recombinacéo entre o loco da caracteristica e cada loco obtido do marcador molecular.

Marcadores moleculares sdo segmentos especificos de DNA ligados a locos de
caracteristicas de interesse (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Esses marcadores
permitem a diferenciacdo de individuos com base em polimorfismos genéticos hereditarios.
Eles podem ser identificados por meio de técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction)
(MILACH, 1999), que amplificam regiBes especificas do DNA em milhdes de copias para
analise das sequéncias-alvo em estudo (TOPPA; JADOSKI, 2013). O processo de
amplificacdo da PCR envolve trés etapas: deshaturacdo, anelamento e extensdo. Na
desnaturacéo, ocorre a separacdo da dupla fita em duas fitas simples a uma temperatura de 92-
95 °C (CAIXETA et al., 2016). No anelamento, os primers especificos se ligam a regides
especificas nas fitas simples, iniciando a etapa de duplicacdo das fitas. A temperatura dessa
etapa varia com cada primer utilizado (CAMARGO; SILVA, 2011). Na ultima etapa, a
enzima Taq DNA Polimerase adiciona bases complementares nas fitas, estendendo-as e
formando novas fitas duplas (CAIXETA et al., 2016). Os marcadores baseados em PCR
incluem RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), STS (Sequence Tagged Sites),
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SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism), dentre outros (CAIXETA et al.,
2016). A informacdo gerada por cada tipo de marcador é diversificada. Portanto, antes de
iniciar os estudos, é necessario identificar o marcador que melhor fornece a informacédo
desejada (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre os diversos marcadores, os marcadores SSR, também conhecidos como
microssatélites, destacam-se na identificacdo de regiGes de interesse para 0 melhoramento
genético. Esses marcadores sdo amplamente utilizados em programas de melhoramento de
plantas, auxiliando na selecdo de genotipos superiores. Essa eficacia esta associada a alta
especificidade e codominancia dos marcadores SSR, que possibilitam ampla cobertura do
genoma e alto grau de polimorfismo (BOREM; CAIXETA, 2006). Os microssatélites
compreendem regides gendomicas com sequéncias repetitivas de um a sete nucleotideos
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Eles sdo marcadores especificos de uma espécie, ou
seja, sdo projetados com base em sequéncias repetidas de um genoma especifico. Além disso,
essas regides sdo conservadas ao longo do genoma da espécie, permitindo o desenvolvimento
de varios microssatélites (CAIXETA et al., 2016). Os iniciadores desses marcadores séo
projetados contendo entre 20 e 30 bases. Sua base molecular € identificada pela diferenca no
numero de nucleotideos repetidos nesse loco (BUSO, 2003). Dentre as vantagens desses
marcadores, destacam-se a facil reprodutibilidade, o custo acessivel e a facilidade na
interpretacdo dos resultados (SCHLOTTERER, 2000). A aplicacdo desses marcadores de
DNA é de grande importancia no mapeamento genético de caracteristicas desejaveis,
identificando, por exemplo, QTLs envolvidos na resisténcia genética as pragas (YUAN et al.,
2002).

Apesar de a introducdo de individuos resistentes ainda ser a melhor alternativa contra
pragas, a identificacdo e producdo desses individuos demandam tempo e custos elevados.
Uma alternativa viavel e altamente eficiente é a utilizacdo de indutores de resisténcia
(COSTA, 2010).

A resisténcia induzida pode ser definida como um aumento do inicio de expressdo da
capacidade de resisténcia por meio de agentes estimuladores bioldgicos, quimicos ou fisicos,
sem qualquer alteracdo no genoma da planta (STADNIK, 2000). Essa forma de indugdo de
resisténcia ja foi descrita para uma ampla variedade de pragas, como ervas daninhas, fungos,
virus, bactérias, nematoides e insetos (VAN LOON et al., 1998; WALLING, 2000).
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Apos o ataque da praga, a defesa da planta comeca a se desenvolver, resultando na
formac&o de uma ou mais estruturas para combaté-la, podendo apresentar atividade relevante
de defesa (SIQUEIRA, 2015). Apds a ativacdo pela praga, proteinas relacionadas a defesa —
como enzimas peroxidase, fenilalanina amonio liase, polifenoloxidase e catalase, séo ativadas
em maior ou menor grau, dependendo das caracteristicas da planta e da intensidade da
infestacéo.

Esses mecanismos de defesa podem ser classificados como estruturais e bioquimicos.
Os mecanismos estruturais sdo caracterizados anatomicamente por estruturas fisicas das
plantas que atrasam ou impedem a atuacao da praga. Por sua vez, os mecanismos bioquimicos
baseiam-se em compostos bioldgicos ativos presentes no organismo das plantas, que possuem
a capacidade de inibir o crescimento da praga, criando um ambiente desfavoravel para o seu
desenvolvimento (SHEWRY; LUCAS, 1997; AGNELLI, 2011).

Essas defesas podem ser desencadeadas ndo apenas pela acdo de uma praga, como
também por compostos presentes em metabolitos extraidos de plantas (STANGARLIN et al.,
1999; BETTIOL; STADNIK, 2001), partes ou metabolitos de leveduras e bactérias
(STADNIK; BETTIOL, 2000; CASTRO; BACH, 2004), rizobactérias e fungos promotores de
crescimento (MADI; KATAN, 1998; VIDHYASEKARAN et al., 2001; VISWANATHAN;
SAMIYAPPAN, 2002), alem do préprio patdgeno inativado (BACH; BARROS; KIMATI,
2003). Essa resposta ao patdogeno também pode ser desencadeada por elicitores quimicos,
como silicio (Si) (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994) e acibenzolar-S-metil (ASM)
(COOLS; ISHII, 2002; BOKSHI; DEVERALL, 2003; IRITI, 20033, b).

Essa resisténcia estd relacionada a expressao de diversas respostas de defesa, como
hipersensibilidade (ZIMMERLI et al., 2000), acimulo de proteinas-RP (peroxidase, quitinase,
dentre outros) (BUZI et al., 2004; DIETRICH; PLOSS; HEIL, 2004), inibidores de protease
(ZAVALA et al., 2004), acimulo de compostos fendlicos (CHERIF; ASSELIN;
BELANGER, 1994; HAMMERSCHMIDT, 2005a, b), dentre diversas outras respostas a

inducao.
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CAPITULO Il

IDENTIFICAGAO DE QTLs ASSOCIADOS A RESISTENCIA DO MELOEIRO A Liriomyza

sativae
RESUMO

O meldo é uma hortalica de grande expressdo econdémica em todo o mundo. Entretanto, ha
grandes dificuldades no aumento de produtividade devido a elevada adaptacdo de pragas aos
cultivos agricolas. Dentre essas pragas, a mosca-minadora (Liriomyza spp.) se destaca, sendo
um importante inseto limitador da producdo em meloeiro. Nesse sentindo, uma das
alternativas visando ao controle eficaz desse artrépode tem sido a busca por genétipos
geneticamente superiores e que acumulem alelos de resisténcia. Portanto, o objetivo desse
estudo foi utilizar os marcadores moleculares SSR visando a identificacdo de locos de
caracteristicas quantitativas (QTL’s) associados a resisténcia do meloeiro a mosca-minadora.
Para isso, foram realizados cruzamentos entre o hibrido Ruténio e o acesso Vedrantais,
resistente e suscetivel, respectivamente, ao inseto. As plantas oriundas dos cruzamentos foram
caracterizadas quanto a sua fenotipagem de resisténcia, sendo posteriormente produzida uma
matriz de dados polimorficos pelo uso de marcadores SSR. Esses dados foram avaliados para
possiveis distor¢bes de segregacdo pelo teste de qui-quadrado. Os dados foram utilizados em
analise de regressdo simples e multipla para avaliar a porcentagem de variacdo fenotipica
explicada pelos marcadores moleculares utilizados. Na variacdo fenotipica para a resisténcia
de 192 plantas de uma populacdo F2, foi obtida uma segregacdo na proporcdo 3:1,
demostrando uma caracteristica genética de dominancia. Dos 100 marcadores SSR utilizados
inicialmente, 19 detectaram polimorfismos e foram usados na anélise de segregacdo das 192
plantas F2. Dos 19 marcadores de DNA polimérficos, 13 foram selecionados por serem
considerados sem distorcGes de segregacdo avaliados pelo teste qui-quadrado. O coeficiente
de determinacdo identificou trés principais marcadores (CMTA166, CMCT170B e
CMTA134A), explicando 5,73, 4,46 e 3,32%, respectivamente, das variacdes fenotipicas
observadas para resisténcia a praga. A regressdo multipla identificou que os marcadores
CMTA166 e CMCT170B explicaram, juntos, 9,42% da variacao fenotipica da resisténcia. Os
resultados podem ser utilizados em futuras analises de QTLs associados ao melhoramento do
meloeiro contra a mosca-minadora, bem como na selecdo assistida por marcadores associada
ao carater resisténcia avaliado no presente estudo.

Palavras-Chave: Cucumis melo, SSR, variacdo fenotipica, microssatélites.
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CHAPTER I

IDENTIFICATION OF QTLs ASSOCIATED WITH MELON RESISTANCE TO
Liriomyza sativae

ABSTRACT

Melon is a vegetable of great economic importance worldwide. However, there are great
difficulties in increasing productivity due to the high adaptation of pests to agricultural crops.
Among these pests, leaf miner fly (Liriomyza spp.) stands out, being an important insect
limiting melon production. In this sense, one of the alternatives aimed at the effective control
of this arthropod is the search for genetically superior genotypes that accumulate resistance
alleles. Thus, the aim of this study was to use SSR molecular markers to identify quantitative
trait loci (QTL's) associated with melon resistance to leaf miner flies. For this, crosses were
made between the Ruthenium hybrid and the Vedrantais accession, resistant and susceptible,
respectively, to the insect. The plants derived from the crosses were characterized in terms of
their resistance phenotyping, and a matrix of polymorphic data was subsequently produced
using SSR markers. These data were evaluated for possible segregation distortions by the chi-
square test. Data were used in simple and multiple regression analysis to assess the percentage
of phenotypic variation explained by the molecular markers used. In the phenotypic variation
for the resistance of 192 plants of an F2 population, a segregation in the ratio 3:1 was
obtained, showing a genetic trait of dominance. Among the 100 SSR markers used initially,
19 detected polymorphisms and were used in the segregation analysis of the 192 F2 plants.
Among the 19 polymorphic DNA markers, 13 were selected because they were considered
without segregation distortions evaluated by the chi-square test. The coefficient of
determination identified three main markers (CMTA166, CMCT170B and CMTA134A),
explaining 5.73, 4.46 and 3.32%, respectively, of the phenotypic variations observed for pest
resistance. Multiple regression identified that CMTA166 and CMCT170B together explained
9.42% of the phenotypic resistance variation. The results can be used in future analyzes of
QTLs associated with melon breeding against leaf miner flies, as well as in marker-assisted
selection associated with the resistance character evaluated in the present study.

Keywords: Cucumis melo, SSR, phenotypic variation, microsatellites.
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1 INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma cultura de destaque na familia Cucurbitaceae, com
grande valor econémico devido a sua popularidade global. Amplamente cultivado em varias
regibes brasileiras devido a sua adaptacdo a diversos solos e climas tendo com sua origem nos
vales do Ird e noroeste da India (MEDEIROS et al., 2020). Em 2022, o Brasil alcangou uma
producdo de 85 mil toneladas de meldo, gerando uma receita de 64 milhdes de dolares
(HortFruit Brasil, 2023). No entanto, praticas culturais inadequadas facilitam a propagacéo de
pragas, resultando em perdas consideraveis e afetando a economia. Desde os anos 2000, a
mosca-minadora (Liriomyza spp.) assumiu um papel crucial, evoluindo de praga secundaria
para uma ameaca econdmica para os cultivos de meldo (GUIMARAES et al., 2005),
tornando-se um fator limitante progressivo (ARAUJO, 2004; SOMBRA, 2011,
ALCANTARA et al., 2019; SILVA et al., 2020; LEMOS et al., 2021).

A mosca-minadora, um diptero da familia Agromyzidae, possui relevancia global
devido a seu ataque a culturas variadas (COSTA-LIMA et al., 2015). Estudos moleculares
evidenciaram que as populacBes de moscas-minadoras nas regides Nordeste e Sudeste do
Brasil sdo predominantemente L. sativae (FERREIRA et al., 2017; CELIN et al., 2017). Suas
larvas, ao penetrar nas folhas e formar minas, ocasionam danos severos, reduzindo o
rendimento e a qualidade dos frutos devido s perdas na taxa fotossintética (ARAUJO et al.,
2007; ARAUJO et al., 2013; COSTA et al., 2017).

Para mitigar essas perdas, obter fontes de resisténcia a praga para incorporacao nos
cultivos é crucial, beneficiando melhoristas (BASIJ et al., 2011) e agricultores. Tais fontes sdo
obtidas via heranca genética, reduzindo ou eliminando o ataque das pragas a planta
(ROSSETTO, 1973). Essa resisténcia pode ser denominada antibiose, liberando substancias
prejudiciais, ou antixenose, alterando o comportamento do inseto (DOGIMONT et al., 2010).
O uso de marcadores moleculares para identificar QTLs (Quantitative Trait Loci) associados
a resisténcia é uma ferramenta vital nos programas de melhoramento.

QTLs desempenham papel crucial na compreensao da interacdo praga-hospedeiro e na
identificacdo de mecanismos de resisténcia (TONG et al., 2012; VONTIMITTA; LEWIS,
2012a, b). Eles identificam regides cromossdmicas associadas a caracteristicas de interesse
através de marcadores moleculares (GUO et al., 2014).

Essas marcas fazem a diferenciagdo de individuos a partir dos polimorfismos
existentes nos genes (MILACH, 1999). Diversos marcadores sdo utilizados em estudos

genéticos para a obtencdo de informacGes desejadas, como RAPD (Random Amplified
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Polymorphic DNA), STS (Sequence Tagged Sites), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), microssatélites ou
SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), dentre outros (CAIXETA et al., 2016). Essas informagdes sao
especificas a depender do tipo de marcador, sendo necessario identificar aquele que produza
as informacdes desejadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores moleculares, como microssatélites, tém o poder de diferenciar individuos
devido a polimorfismos genéticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Esses marcadores
associados a QTLs de resisténcia sdo aplicaveis a programas de melhoramento via selecéo
assistida por marcadores (SAM). No entanto, um desafio persiste: encontrar QTLs que
expliqguem uma parte significativa da variagdo fenotipica para uso efetivo na SAM (SOSA-
GOMEZ et al., 2012).

Nesse contexto, o presente estudo busca identificar QTLs de resisténcia do meloeiro a
mosca-minadora usando marcadores moleculares do tipo microssatélites, visando aprimorar a
estratégia de manejo dessa praga-chave. Embora progressos significativos ja tenham sido
alcancados na identificacéo e uso de fontes de resisténcia, a busca por marcadores que possam
robustamente explicar a variacdo fenotipica é de extrema importancia para otimizar a selecédo
assistida por marcadores, impulsionando o desenvolvimento de variedades mais resistentes e

sustentaveis.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producéo e Preparo das Mudas de Meloeiro

As sementes dos genotipos parentais, Ruténio e Vedrantais, foram submetidas a pré-
germinacdo em placas de Petri em condicdes de temperatura (37 °C) e fotoperiodo (12 horas)
controladas por 24 horas. Ap6s o desenvolvimento da radicula, as plantulas foram
transplantadas para vasos de 10 litros contendo uma mistura de solo e substrato comercial
Plantmax® na proporcdo de 3:1 v/v. O solo utilizado foi previamente autoclavado a 120 °C
por uma hora, seguindo as orientacdes de Nunes (2014). O cultivo foi conduzido em casa de

vegetacdo, com rega duas vezes ao dia.

2.2 Criacdo da Populagéo F2

Na casa de vegetacdo da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), uma

populacdo F2 foi desenvolvida através do cruzamento entre 0 meldo hibrido Ruténio (tipo
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amarelo) e o acesso Vedrantais (cantaloupe), que sdo resistentes e suscetiveis,
respectivamente, a Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae) (COSTA, 2017).
Devido ao genotipo Ruténio ser heterozigoto para a resisténcia, apenas plantas F1 resistentes
foram selecionadas ap6s avaliacdo. Uma planta F1 foi autofecundada, gerando frutos para a
obtencdo das sementes que formaram a populacdo F2. Além disso, retrocruzamentos foram
realizados envolvendo ambos os genitores com individuos F1. Sementes das geragdes
produzidas e dos pais foram germinadas em bandejas de 200 células com substrato de fibra de
coco. Apds o desenvolvimento da primeira folha verdadeira, as plantulas foram transplantadas
para vasos de 300 mL contendo fibra de coco e composto orgéanico na proporgédo de 3:1. As
plantas foram mantidas até a fase de infestacdo pela mosca-minadora.

2.3 Infestacdo Controlada por Liriomyza sativae

Quando as plantas atingiram o estagio de trés folhas definitivas, cerca de 25 dias ap0s
a emergéncia, foram transferidas para o Laboratorio de Entomologia Aplicada da UFERSA.
As infestacGes foram realizadas conforme Ferreira et al. (2022). As plantas foram colocadas
em gaiolas revestidas com tela antiafidica (50 x 50 x 50 cm), cada uma contendo
aproximadamente 100 moscas-minadoras, provenientes da criagdo mantida no laboratorio. As
plantas, incluindo a populacédo F2 e outras (retrocruzamentos, geracdo F1 e genitores), foram
infestadas por uma hora, com dez plantas por gaiola, colocando um alimentador contendo
solucdo de mel a 10%. Apds esse procedimento, as plantas retornaram a casa de vegetacao

para um periodo de 48 horas antes das avaliagdes.

2.4 Avaliagdo da Mortalidade Larval e Pupal de Liriomyza sativae

O método de Costa et al. (2016) foi empregado para avaliar as porcentagens de
mortalidade larval e pupal das moscas-minadoras. As plantas foram transportadas entre a casa
de vegetacdo e o laboratério para as avaliacdes. AvaliacBGes visuais das folhas infestadas
foram realizadas nas duas primeiras folhas de cada planta, 48, 72 e 96 horas ap0s a infestacdo,
a fim de acompanhar o desenvolvimento das larvas e os danos causados. As plantas foram,
entdo, dispostas horizontalmente em bandejas de isopor para que as larvas, ao sairem das
folhas, pudessem pupar controladamente em condicGes de temperatura (25 £ 5 °C) e umidade

relativa (60 £ 10%), identificando com isso a porcentagem de larvas mortas. Apés cinco dias,
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as pupas foram coletadas, identificadas e mantidas por 14 dias para determinar a porcentagem
de insetos adultos.

2.5 Avaliacao Fenotipica da Resisténcia na Populagdo F2

Apos a infestacdo controlada, as folhas da populacdo F2 foram avaliadas quanto a
resisténcia, classificando-as como Resistentes ou Suscetiveis, conforme Ferreira et al. (2022).
A segregacdo fenotipica foi analisada através do teste estatistico qui-quadrado (¥?) no
programa PAST 3.26, comparando as frequéncias observadas com as esperadas segundo as
leis de segregacdo mendeliana.

2.6 Analise Molecular
2.6.1 Extracdo do DNA

O DNA dos genitores, do individuo F1 e de todos os individuos da populagdo F2 foi
extraido seguindo o protocolo de Doyle; Doyle (1990). A quantificacdo do DNA foi realizada
em géis de agarose a 1%, comparando as bandas com um padrdo de peso molecular
conhecido. As concentracdes das amostras foram padronizadas para cerca de 10 ng/uL para

uso nas reacoes de PCR.

2.6.2 Analise de Marcadores Microssatélites

Iniciou-se com a amplificacdo de 100 marcadores microssatélites na geracao F1 para
obter marcadores segregantes. Os marcadores selecionados foram usados em todos os
individuos da geracdo F2. As reagdes de PCR foram realizadas utilizando volumes finais de
12 uL contendo 10 ng do DNA; 5 uM de cada um dos marcadores (forward e reverse) do
marcador; 2 mM de cada ANTP; solug¢ao tampao 1X (50 mM de KCI; 200 mM de Tris-HCl,
pH 8,4); 1,5 mM de MgCl,; 5 pg de BSA e 1 U de Taqg DNA polimerase. As reacdes de
amplificagdo para os marcadores microssatélites consistiram em uma etapa inicial de
desnaturagdo a 96 °C durante um minuto, seguida de 40 ciclos a 94 °C por um minuto para a
desnatura¢do, um minuto para o anelamento em temperatura especifica para cada marcador e
dois minutos a 72 °C para a extensdo e uma etapa final de extensdo de 72 °C por cinco
minutos.

Os produtos de PCR foram separados em gel de agarose a 3%, corados com brometo de
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etidio (0,5 pg.mL ') em tampdo TBE 1X a 120 V por 2-3 h e, posteriormente, visualizados
sob luz UV, usando o sistema de fotodocumenta¢do em gel (Proteinsimple). O tamanho dos
fragmentos amplificados foi comparado com o padrdao de peso molecular de 100 pb “DNA

Ladder Plus” (cellco).
2.6.3 Teste de Frequéncia Genotipica

Os marcadores segregantes foram usados para testar as frequéncias genotipicas,
comparando os fragmentos de DNA dos genitores resistentes (“A'”) e suscetiveis (“A2”).
Apoés a obtengdo da matriz contendo os dados polimérficos, o teste qui-quadrado (y?) foi
usado para verificar a ocorréncia de distorcdo na segregacdo em relacdo a segregagdo
esperada e para o controle de falsa descoberta (FDR) sendo aplicado pelo método de
Benjamini e Hochberg (1995). A frequéncia alelica foi calculada de acordo com o Equilibrio
de Hardy-Weinberg. As avaliagdes foram realizadas utilizando o programa PAST 3.26.

2.6.4 QTL e Analise de Regressao Linear

Analises de regressdo linear foram realizadas usando dados de marcadores
moleculares e resisténcia. A associacdo entre QTLs e marcadores foi identificada por
regressdo linear simples e multipla. A proporcdo da variagdo fenotipica explicada pelos
marcadores foi estimada através dos coeficientes de determinacdo (R? e R2aj) (EDWARDS et

al., 1987). As andlises estatisticas foram conduzidas no software SAS (SAS Institute, 1989).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ambito deste estudo, evidenciou-se uma significativa variacao fenotipica por meio
da ampla diversidade morfol6gica dos frutos na geracdo F2 (Figura 1). Essa diversidade
morfoldgica reflete uma variabilidade genética subjacente, um pré-requisito fundamental para
investigacOes ligadas ao controle genético. Esta variabilidade genética propiciou a analise dos

parametros genéticos entre os parentais e os individuos da populacdo em estudo.
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Figura 1. Diversidade morfolédgica dos frutos de meldo em populacdo segregante (F2) dos
genitores Ruténio e Vedrantais, resistente e suscetivel, respectivamente, a Liriomyza sativae.
Fonte: O autor (2023).

A manifestacdo da resisténcia surgiu ao observar a interrupcdo da alimentacdo das
larvas da mosca-minadora nas folhas do meloeiro (Figura 2). A resisténcia por antibiose é
caracterizada por desencadear efeitos prejudiciais na biologia dos insetos, inclusive no seu
desenvolvimento (DOGIMONT et al.,, 2010), podendo ser subletal ou letal (MORAIS;
PINHEIRO, 2012). Os resultados deste estudo emergiram da minuciosa observacdo do
desenvolvimento poés-infestacdo, destacando-se a interrupcdo da alimentacdo nas folhas de

meloeiro e, por conseguinte, a interrup¢cdo da formacdo das minas (CELIN et al., 2017).

Figura 2. Caracteristicas do dano das larvas de Liriomyza sativae no meloeiro. A. Folha de
meloeiro de uma planta da geragdo F2 suscetivel ao ataque das larvas. B. Folha de meloeiro
de uma planta da geracéo F2 resistente ao ataque das larvas. Fonte: O autor (2023).

A mortalidade larval revelou uma nitida polarizacdo: 100% de antibiose no genitor
resistente e 0% no genitor suscetivel. Essas mesmas caracteristicas persistiram nas geragdes
posteriores (F1, F2 e Retrocruzamentos), ratificando, desse modo, a manifestacdo efetiva da
segregacdo da resisténcia. Todos os cruzamentos efetuados confirmaram & segregacao
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mendeliana prevista, conforme exposto na Tabela 1. Os genitores manifestaram segregacéao
em proporgdes de 1:0 (Ruténio) e 0:1 (Vedrantais) para resisténcia e suscetibilidade,
respectivamente. A geracdo F1 apresentou uma proporcao esperada de individuos resistentes e
suscetiveis (1:1), haja vista que o Ruténio se comporta como um hibrido. Apenas 0s
individuos F1 resistentes foram eleitos para dar continuidade aos cruzamentos subsequentes.
A relagdo fenotipica dos retrocruzamentos firmou-se em 1:1 (F1 x Genitor suscetivel) e 3:1
(F1 x Genitor resistente). Na geracdo F2, confirmou-se a segregacdo mendeliana com uma
proporc¢do de trés resistentes para um suscetivel.

Tabela 1. Segregacdo fenotipica da resisténcia a mosca-minadora no cruzamento entre 0s
genitores Ruténio (resistente) e Vedrantais (suscetivel).

N° de plantas Proporgéo Proporgéo Probabilidade
Populagéo observada esperada v (%)
R S R:S R:S

Ruténio 25 0 1.0 1.0 e e
Vedrantais 0 25 0:1 0:1 e e
F1 14 11 1,1:0,9 1:1 0,36 54,851
F2 141 51 2,911 31 0,25 61,708
RCr 18 7 2,911 31 0,12 72,903
RCs 13 12 1:1 1:1 0,04 84,148

Fonte: O autor. Ruténio — genitor resistente; Vedrantais — genitor suscetivel; F1 - - primeira geracao filial; F2 -
segunda geracdo filial; RCr - retrocruzamento entre Ruténio e F1; RCs - retrocruzamento entre Vedrantais e F1.
R — Individuos fenotipicamente resistentes. S — Individuos fenotipicamente suscetiveis. - teste de qui-
quadrado.

Estes achados corroboram o surgimento de um fenétipo gerado por um alelo
dominante, alinhado com a observacdo de Celin et al. (2017) de que o controle desta
resisténcia a L. sativae demostra um padrdo de dominancia completa. Ferreira et al. (2022), na
busca por genes de resisténcia a mosca-minadora em variantes de meloeiro amarelo, também
afirmam a prevaléncia de um Unico gene de dominancia completa no comando desta heranca.
O trabalho de Dogimont (2011) exaltou a linhagem de meloeiro Nantais Oblong (Franca),
enfatizando sua resisténcia por antibiose as larvas de L. trifolli, controlada por um gene de
dominéancia completa. Entretanto, relatos de resisténcias a L. sativae evidenciam uma heranca
recessiva e dominancia incompleta (KENNEDY et al., 1987). Compreender o modo de
hereditariedade desta resisténcia assume relevancia impar, contribuindo para selecionar o
método de aperfeicoamento mais apropriado para incorporar essa caracteristica em variedades
comerciais (MORAIS; PINHEIRO, 2012). A elucidacdo do controle genético subjacente a

caracteristica de interesse pode ser efetivada por meio de testes estatisticos, como o qui-
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quadrado (y2) ou a andlise de geragdes (genitores, descendentes e retrocruzamentos)
(RAMALHO et al., 2012).

Na andlise de 100 marcadores microssatélites, 19 (19%) demonstraram ser
polimorficos entre os genitores Ruténio e Vedrantais (Tabela 2). Embora o indice de
polimorfismo seja modesto, é valido destacar que o meloeiro figura como uma planta
detentora de uma rica diversidade genética, assumindo a dianteira como a espécie mais
polimorfica no &mbito do género Cucumis. Pesquisas anteriores reforcam essa variabilidade
molecular substancial através de marcadores dominantes e codominantes (STAUB et al.,
2000; LUAN, DELANNAY; STAUB et al., 2008; NIMMAKAYALA et al., 2016). A escassa
quantidade de marcadores microssatélites polimérficos identificados neste estudo podem

decorrer da proximidade genética entre os genitores empregados.

Tabela 2. Sequéncias dos marcadores de microssatélite (SSR) polimdrficos entre os genitores

contrastantes para resisténcia do meloeiro (Cucumis melo L.) a Liriomyza sativae.

Nome do Sequéncia forward 5°-3’ Sequéncia reversa 5’-3’ TA. TE
marcador (pb)
CMAGNS52 CCACCAACATAACACACAAC CTCTCACACTGTTGGGAAGA 50 135
CMGANS0 TATATTGATTGCTGGGAAAGG CTTTTTTGGCTTTATTGGGTC 53 159
CMBR120 CTGGCCCCCTCCTAAACTAA CAAAAAGCATCAAAATGGTTG 55 167
CMBR25 TGGGGTTGTCAATACAGCAA GGAGTGCGTGGAATGTACG 50 168
CMTCNG62 AAGATCGCCTCTATCACAG ATTTGTACTCCCAACGCATC 50 145
CMAGNT79 CTTCACTAAAACTACAAGAG TTCCAACTTATTCATCCCAC 50 153
CMTAAL66 GGAACAGACACCTCTTCTGAG TCCGTCTACAAGCGTGACTGT 55 167
CMMS004 GCCCAACGGACACACTCACTCACA GAGGGAGTAAGAATAAGAAGAAGAA 60 190
CMGAN12 TTTTTGTCGTTATATGAGGG GTTGCATAATGCTAATTTGG 58 179
CMCTN38 TAAAACACTCTCGTGACTCC GATCTGAGGTTGAAGCAAAG 58 141
CMAGNS33 CTGTCTGCTATTCTCCACTTGG TGTATGCCACGTAGCGAAAC 55 122
CMBR64 ATACAGCAGATCCACAGGGG ATGGGAGTGTGTGGGATGTA 55 160
CMTAL34A ACGTGCTTCAGTAAACATG CCCGACATTGAAAACCAACTTC 55 159
CMCT134B GCTCCTCCTTAACTCTATAC GCATTATTACCCATGTACGAG 50 125
CMCTT144 CAAAAGGTTTCGATTGGTGGG AAATGGTGGGGGTTGAATAGG 50 192
CMTAL70B ATTGCCCAACTAAACTAAACC CACAACACAATATCATCCTTG 55 160
CMTAL70A TTAAATCCCAAAGACATGGCG AGACGAAGGACGGTTAGCTTT 55 125
SSR2733 TTGTTAGGTAAGCCATGCCC TTTGCCTGAGGAAGAATCTGA 50 160
CMBR143 ACAAACCGCATCTTCCATTC TCCAAAAAGGCTAAATCACAAA 53 229

Fonte: O autor (2023). T.A. — temperatura de anelamento; T.E. — tamanho esperado dos fragmentos.
pb — pares de base.

Estes 19 marcadores polimdrficos foram adotados para analises detalhadas dos loci

dos individuos F2, aléem de andlises isoladas das bandas para avaliar a segregacdo dos

marcadores de resisténcia genética (Figura 3).
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Figura 3. Gel de agarose a 3% contendo uma genotipagem das amostras de DNA dos 192
individuos de meloeiro da populacdo F2 obtidos dos cruzamentos de Ruténio (resistente) e
Vedrantais (suscetivel) com o marcador microssatélite CMBR 143. R — hibrido Ruténio. V —
Vedrantais. F1 — individuo obtido a partir dos genitores utilizados. Fonte: O autor (2023).

Os marcadores foram empregados para genotipagem dos 192 individuos da geracéo F2
segregada e, posteriormente, utilizados para conduzir analises de Loci de Caracteristicas
Quantitativas (QTLs). Ao examinar os individuos através dos marcadores, foi possivel
detectar plantas com bandas alélicas divergentes de suas fenotipagens de resisténcia,
previamente avaliadas pelos genitores, sugerindo a ocorréncia de falsos positivos. Essas
observacOes podem ser atribuidas, em grande parte, a ocorréncia de crossing over entre o
alelo de interesse e o marcador utilizado, ocasionando resultados distorcidos e
comprometendo a eficacia da selecdo baseada em marcadores (LANDE; THOMPSON, 1990;
KNAPP, 1998).

Mediante a aplicag@o de testes de y* e da taxa de FDR (Tabela 3), ficou evidente que
os marcadores CMBR 25, CMTCN 62, CMMS 004, CMGAN 12, CMBR 64 e CMBR 143
exibiram segregacao distorcida, destoando do padrdo mendeliano e, consequentemente, foram
excluidos das analises de QTLs. Incorreces na segregacdo de marcadores codominantes ja
foram relatados em multiplas culturas, como meldo (RITSCHEL et al.,, 2004), videira
(MORA, 2014), alfafa (DIWAN et al., 2000), entre outras. Um possivel esclarecimento para
essas discrepancias verificadas nas analises dos marcadores microssatélites repousa nas
distorcdes em loci de natureza zigdtica, uma vez que as frequéncias alélicas "AA" diferiram
das frequéncias de "A2A?", e as frequéncias na geracdo F2 ndo espelharam a distribuicéo
prevista pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg para esses marcadores (LORIEUX et al., 1995).
Essas incoeréncias podem mitigar o emprego dos marcadores em programas de

aprimoramento. Ao se examinar as frequéncias alélicas, uma predominancia dos alelos do
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genitor resistente foi observada em nove loci. Em contraste, cinco loci evidenciaram uma
preponderéncia dos alelos do genitor suscetivel. Em relacdo aos demais loci (quatro), as

frequéncias alélicas ndo exibiram variagdo significativa.

Tabela 3. Teste y2 para as frequéncias genotipicas, probabilidade FDR (%) e frequéncias
alélicas da geracdo F2 do cruzamento entre os genitores Ruténio e Vedrantais com base em
marcadores SSR.

Distorc¢do de segregacéo
Frequéncia alélica

Marcador Frequéncia Genotipica
AAL AIAZ AZA2 x2 FDR(%) f(AY) f(A?)
CMAGNS52 57 102 33 6,75 3,42m 0,56 0,44
CMGANS0 47 99 46 0,19 90,58™ 0,50 0,50
CMBR120 43 105 44 1,69 42,79 0,50 0,50
CMBR25 86 77 29 41,37 0* 0,65 0,35
CMTCNG62 33 81 78 25,78 0* 0,38 0,62
CMAGNT79 28 103 61 12,37 0,27 0,41 0,59
CMTAAL66 56 111 25 14,69 0,06™ 0,58 0,42
CMMS004 76 100 16 37,8 0* 0,66 0,34
CMGAN12 59 66 67 19,42 0* 0,48 0,52
CMCTN38 67 96 29 15,04 0,04 0,60 0,40
CMAGN33 34 115 43 8,36 1,52 0,48 0,52
CMBR64 76 87 29 24,7 0* 0,62 0,38
CMTA134A 54 92 46 1 60,65™ 0,52 0,48
CMCT134B 45 101 46 0,53 76,67 0,50 0,50
CMCTT144 64 93 35 8,94 1,14 0,58 0,42
CMTA170B 57 89 46 2,28 31,96™ 0,53 0,47
CMTA170A 38 88 66 9,5 0,87™ 0,43 0,57
SSR2733 42 108 42 3 22,31™ 0,50 0,50
CMBR143 31 39 122 153,95 0* 0,26 0,74

Fonte: O autor (2023). A'A! - homozigoto semelhante ao genitor Ruténio; A*A? - heterozigotos com
alelos do genitor Ruténio e Védrantais; A2A? - homozigoto semelhante ao genitor Védrantais. 2 - Qui-
quadrado das frequéncias genotipicas, Critério FDR (controle de falsa descoberta), * Valor abaixo do
nivel critico especificado a 1%, para segregagdo esperada de 1:2:1; ns= ndo significativo (marcadores
que ndo apresentaram distorcoes).

Apesar de 13 marcadores ndo apresentarem distor¢fes de segregacao, seu
numero foi insuficiente para construir grupos de ligacdo, ja que ndo foi possivel saturar o
cromossomo com um mapa fisico que permitisse determinar a localizacdo desses marcadores

no cromossomo. Portanto, a conexao entre 0os marcadores e o locus subjacente a resisténcia a
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mosca-minadora foi validada por meio de uma andlise de regressdo. Entretanto, os valores

obtidos na populacéo foram relativamente baixos (Tabela 4).

Tabela 4. Resumo das analises de regressao linear simples, considerando os marcadores
separadamente, e de regressdo linear mdaltipla, com selecdo de modelo pelo método
Backward, para resisténcia do meloeiro a mosca-minadora, grupos de ligacéo e estimativa dos
coeficientes de determinacéo (R?) e de determinacéo ajustado (R2aj).

Tipo de Anélise Marcador Pr>F R%% R%aj%
CMAGN52 0,0647 1,78 1,26
CMGANS0 0,3832 0,4 0,1
CMBR120 0,1031 1,39 0,87
CMAGNT79 0,5817 0 0
CMTAL66 0,0008 5,73 5,22
CMCTN38 0,2222 0,78 0,26
Simples CMAGNS33 0,7207 0 0
CMTAL34A 0,0114 3,32 2,81
CMCT134B 0,0207 2,78 2,27
CMCTT144 0,4454 0 0
CMCT170B 0,0032 4,46 3,96
CMTAL70A 0,2201 0,79 0,26
SSR2733 0,0261 2,57 2,07
CMTAL66
Maltipla + 0,0002 9,42 8,47
CMCT170B

Fonte: O autor (2023).

Dentre os 13 marcadores sem distorcdes de segregacdo, os marcadores CMTAL66,
CMCT170B e CMTA134A exibiram os maiores coeficientes de determinacéo (R?), atingindo
valores de 5,73%, 4,46% e 3,32%, respectivamente. A conducdo de uma analise de regressdo
multipla com os marcadores possibilitou o esclarecimento de 9,42% da variacao fenotipica
observada através da interacdo entre CMTAL166 e CMCT170B. Os marcadores CMAGN52,
CMGAN80, CMBR120, CMAGN79, CMCTN38, CMAGN33, CMCTT144 e CMTAL70A
ndo exibiram associacdo com a caracteristica de resisténcia. As demais variacbes foram
baixas: CMCT134B (2,78%) e SSR2733 (2,57%).

Bibiano (2016), ao analisar uma fonte de resisténcia em uma variedade comercial de

meloeiro contra 0 mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (Zucchini yellow mosaic virus -
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ZYMV), por meio da avaliagdo da ligagdo entre os genes e 0s microssatélites, observou que
0s marcadores microssatélites MU6549 e CMBR55 explicaram 16% e 19%, respectivamente,
da variagdo fenotipica dessa resisténcia. Albuquerque (2014), ao identificar uma fonte de
resisténcia do meloeiro contra o oidio (Pseudoperonospora cubensis), constatou que dois
marcadores microssatélites (CMBR139 e CMMS 22-2) explicaram 16,40% e 10,18%,
respectivamente, da variacdo fenotipica dessa resisténcia. Poucos estudos relatam a
identificacdo de QTLs associados a regibes de resisténcia a mosca-minadora em meloeiro. No
entanto, para essa praga, Leitdo (2018) obteve explicacdo da variacdo fenotipica de 30% e
15% utilizando os marcadores CM321 e CM333, respectivamente.

Os resultados deste estudo podem ser interpretados devido da capacidade limitada dos
marcadores empregados em identificar as regides gendmicas correlacionadas a resisténcia e,
consequentemente, explicar a variacdo fenotipica atribuivel a variacdo genética. No estudo de
Albuquerque (2014), constatou-se um indice de polimorfismo de 29,88% nos marcadores
utilizados, traduzindo-se em uma explicacdo de 29,52% da variacdo fenotipica. Ja Leitdo
(2018), para atingir taxas de variacdo de 30% e 15%, demandou a utilizacdo de 328
marcadores microssatélites. No entanto, Nie (2015), ao abordar a identificacdo de genes de
resisténcia ao oidio em pepino, mobilizou 780 marcadores microssatélites, todavia, apenas
7,3% e 1,2% da variagéo fenotipica puderam ser esclarecidos pelos marcadores.

Esses achados destacam a complexidade inerente a identificacdo da resisténcia
associada a agentes lesivos as culturas agricolas, como a mosca-minadora, mesmo mediante a
empregabilidade de um conjunto expressivo de marcadores nas analises. Torna-se, portanto,
premente a exploracdo de outras categorias de marcadores genéticos capazes de abranger
outras areas do genoma possivelmente correlacionadas aos genes de resisténcia sob
investigacao.

Concluindo, os marcadores identificados neste estudo surgem como ferramentas
viaveis para prosseguir com investigacGes na espécie, com o intuito de identificar fontes de
resisténcia a mosca-minadora e, concomitantemente, facilitar a selecdo assistida por

marcadores e futuras estratégias de melhoramento dessa espécie.
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CAPITULO 11l
INDUCAO DE RESISTENCIA A MOSCA-MINADORA EM
MELOEIRO

RESUMO

O Brasil se destaca na produgédo e exportacdo de frutas em todo o mundo, sendo o0 meldo
(Cucumis melo L.) uma das frutas mais apreciadas devido ao seu sabor e qualidades
nutricionais. No entanto, as praticas de cultivo inadequadas e a alta adaptabilidade tornam as
pragas um fator limitante a essa producdo. A mosca-minadora (Liriomyza spp.) € uma praga
de interesse agrondémico devido aos danos e reducdo da producdo que causa em Vvarias
culturas, em especial no meloeiro. Portanto, € necessario buscar substancias capazes de
induzir resisténcia ao meloeiro contra essa praga. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
potencial de oito possiveis indutores de resisténcia no meloeiro contra a mosca-minadora.
Para isso, foram utilizados quatro potenciais indutores bioldgicos (extratos de produtos a base
de Trichoderma harzianum, de bactérias &cido-laticas — Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium bifidum), de
Saccharomyces (S. cerevisiae e S. boulardii), extrato de Liriomyza sativae e quatro quimicos
(peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de sodio, fosfito de potéssio e acibenzolar-S-metilico)
em trés concentracdes e dois métodos de inducdo, por sementes e por aplicacdo foliar. Foram
avaliadas a porcentagem de larvas mortas e viabilidade pupal apds a infestacdo e as taxas de
preferéncia dos insetos pelas plantas tratadas. Amostras de folhas (0,5g) foram maceradas em
nitrogénio liquido em um almofariz para avaliar as atividades de trés marcadores de inducéo
de resisténcia (peroxidase, fenilalanina amonio-liase e perdxido) e identificar as respostas
fisiolégicas produzidas pelos indutores. O tratamento mais eficiente para a taxa de nao
preferéncia da mosca-minadora no meloeiro foi o acibenzolar-S-metilico, tanto na aplicacéo
em sementes (81% de inibicdo) quanto na aplicagéo foliar (69,2% de inibicdo). Entretanto, foi
identificada taxa de inibicdo tanto na aplicacdo em sementes (65,8%) quanto na aplicacdo
foliar (34,9%) com o0 uso de extrato bioldgico do produto a base de Trichoderma,
demonstrando alternativa viavel ao uso de substancias quimicas indutoras de resisténcia na
agricultura. Nenhum dos tratamentos foi eficiente na taxa de mortalidade larval e pupal. Nas
analises dos marcadores de resisténcia, houve aumento significativo da expressao em todos 0s
tratamentos em relacdo ao tratamento controle, porém néo houve relagdo com a reducéo das
taxas de preferéncia. No entanto, é de grande importancia identificar marcadores
correlacionados ao tratamento com acibenzolar-S-metilico para observar o mecanismo ativado
pela planta na geracao da ndo preferéncia obtida.

Palavras-chave: Liriomyza, indutores bioldgicos, indutores quimicos, Cucumis melo L.
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CHAPTER 11
INDUCTION OF RESISTANCE TO MIDER FLY IN
MELON TREE

ABSTRACT

Brazil stands out in the production and export of fruits all over the world, with melon
(Cucumis melo L.) being one of the most appreciated fruits due to its flavor and nutritional
qualities. However, inadequate cultivation practices and high adaptability make pests a
limiting factor in this production. Leaf miner fly (Liriomyza spp.) is a pest of agronomic
interest due to the damage and reduction in production it causes in several crops, especially
melon. Therefore, it is necessary to look for substances capable of inducing resistance to
melon against this pest. The objective of this research was to evaluate the potential of eight
possible resistance inducers in melon against leaf miner fly. For this, four potential biological
inducers were used (extracts of products based on Trichoderma harzianum, lactic acid
bacteria (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium lactis and
Bifidobacterium bifidum), Saccharomyces (S. cerevisiae and S. boulardii), Liriomyza sativae
extract and four chemicals (hydrogen peroxide, sodium nitroprusside, potassium phosphite
and acibenzolar-S-methyl) at three concentrations and two methods of induction, by seeds and
by foliar application. The percentage of dead larvae and pupal viability after infestation and
the preference rates of insects for treated plants were evaluated. Leaf samples (0.5g) were
macerated in liquid nitrogen in a mortar to evaluate the activities of three resistance induction
markers (peroxidase, phenylalanine ammonium lyase and peroxide) and to identify the
physiological responses produced by the inducers. The most efficient treatment for the leaf
miner non-preference rate in melon was acibenzolar-S-methyl, both in seed application (81%
inhibition) and foliar application (69.2% inhibition). However, an inhibition rate was
identified both in seed application (65.8%) and in foliar application (34.9%) with the use of
the biological extract of the product based on Trichoderma, demonstrating a viable alternative
to the use of substances resistance-inducing chemicals in agriculture. None of the treatments
was efficient in terms of larval and pupal mortality. In the analyzes of resistance markers,
there was a significant increase in expression in all treatments compared to the control
treatment, but there was no relationship with the reduction in preference rates. However, it is
of great importance to identify markers correlated to the treatment with acibenzolar-S-methyl
to observe the mechanism activated by the plant in the generation of the obtained non-
preference.

Keywords: Liriomyza, biological inducers, chemical inducers, Cucumis melo L.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenario internacional como produtor e exportador de hortalicas,
com o meldo figurando entre os produtos mais exportados (PENHA; ALVES, 2018). As
regides do Ceara e do Rio Grande do Norte se sobressaem como os principais exportadores
globais de meldo (IBGE, 2022). Apesar dos consideraveis investimentos financeiros e
técnicos na produgdo de meldo, essa atividade enfrenta diversos desafios, incluindo a presenga
de um grande nimero de pragas e doengas, resultando em perdas significativas para 0s
produtores e aumento dos custos de producdo (ALVES, 2000; SANTOS, 2000;
ALCANTARA et al., 2019; SILVA et al., 2020; LEMOS et al., 2021).

De acordo com Fernandes (2015), as principais pragas que afetam o meloeiro incluem
a mosca branca (Bemisia argentifolii Bellows e Perring, Hemiptera: Aleyrodidae), o pulgéo
(Aphis gossypii Glover, Hemiptera: Aphididae), tripes (Thrips tabaci Lindeman,
Thysanoptera: Thripidae), acaros (Tetranychus urticae Koch e Tetranychus turkestani Ugarov
e Nikolski), a broca das cucurbitaceas (Diaphania nitidalis Cramer, Lepidoptera: Pyralidae) e
a mosca-minadora (Liriomyza sativae Blanchard, Diptera: Agromyzidae).

A mosca-minadora € um inseto de consideravel importancia agricola e é classificada
como uma praga primaria em diversas culturas (DAS et al., 2022). Com o passar do tempo,
essa praga tornou-se cada vez mais prevalente e um desafio significativo para os produtores
de meldo em todo o mundo. Os danos causados ao meloeiro decorrem da alimentacdo das
larvas no mesofilo foliar. Durante esse processo, as larvas formam galerias nas folhas, o que
resulta em reducdo acentuada na taxa fotossintética e, consequentemente, na quantidade de
solidos soluveis totais (°Brix) (MINKENBERG; LENTEREN, 1986). Embora os métodos de
controle quimico sejam amplamente utilizados, eles estdo sendo gradualmente abandonados
devido a preocupacGes ambientais, exigéncias dos mercados importadores quanto a residuos
quimicos em produtos e ao desenvolvimento de resisténcia por parte das moscas a esses
produtos (ARAUJO et al.,, 2012), além do impacto negativo sobre 0s inimigos naturais
(HOSSAIN; POEHLING, 2006).

A busca por resisténcia genética nas plantas é altamente relevante e é considerada uma
das estratégias mais eficazes. Essa resisténcia resulta da liberacdo natural de metabdlitos ou
da formacdo de barreiras fisicas que impedem ou minimizam os danos causados pela
herbivoria (MITCHELL et al., 2016). No entanto, a identificacdo de genotipos resistentes €
um processo demorado e dispendioso. Uma abordagem alternativa e mais rapida para

identificar genotipos resistentes é o uso de indutores de resisténcia, que tém o potencial de
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ativar os mecanismos de defesa das plantas contra pragas e que ndo podem ser expressos
geneticamente.

De acordo com Howe; Jander (2008), a inducéo de resisténcia e vantajosa pois requer
menos recursos da planta em comparacdo com a resisténcia genética. 1sso significa que a
planta ndo precisa alocar muita energia na producdo continua de compostos de defesa, mas
sim sintetiza-los quando necessario em resposta ao ataque do inseto (CAO et al., 2019).

A inducdo de mecanismos de resisténcia envolve a ativacdo de vias metabdlicas por
agentes externos, que podem ser bioldgicos, quimicos ou fisicos, sem alteracbes no genoma
da planta (STADNIK, 2000). Indutores quimicos conhecidos, como o acibenzolar-S-metilico
(ASM) e produtos a base de fosfito, tém a capacidade de ativar as defesas da planta, levando a
producdo de compostos relacionados a patogénese (KESSMANN et al., 1995; DALLAGNOL
et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

O uso de indutores a base de microrganismos tem sido amplamente explorado em
varias culturas, incluindo meldo, melancia, trigo, batata, tomate e pepino. Esses indutores
podem ser aplicados vivos, como fungos, bactérias, virus, nematoides e insetos, ou por meio
de seus metabolitos (DI PIERO et al., 2005). Esses metabdlitos podem ser obtidos das paredes
celulares ou secrecdes secundarias desses microrganismos e pertencem a diferentes classes
quimicas, como carboidratos, peptideos, proteinas, lipidios, glicoproteinas, glicopeptideos,
acidos graxos, entre outros (WALTERS et al., 2005). Varios estudos relataram o potencial
indutor de resisténcia de extratos de varios microrganismos contra pragas (SIMOES et al.,
2005; THUERIG et al., 2006; DILDEY, 2017).

Quando esses indutores sdo reconhecidos pelas plantas, ocorre uma série de reacfes
enzimaticas e de compostos que ativam mecanismos de defesa, conhecidos como marcadores
de resisténcia. A alteracdo desses marcadores sugere uma resposta de resisténcia nas plantas.
Marcadores de resisténcia amplamente estudados na literatura incluem a fenilalanina aménio-
liase, a catalase, a peroxidase e o perdxido (ZHAO et al., 2009; SCOTT et al., 2010).

Com isso, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo de substancias
quimicas e biologicas no meloeiro, tanto via semente quanto foliar, a fim de induzir
resisténcia contra a mosca-minadora, tendo o presente estudo um papel fundamental na
investigacdo de estratégias de controle eficazes contra a infestacdo da mosca-minadora em
culturas de meloeiro. Os resultados obtidos ndo apenas expandirdo nosso conhecimento sobre
técnicas de manejo, mas também ressaltardo a aplicabilidade pratica dessas abordagens em

ambientes agricolas reais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1  Local e Design Experimental

Este estudo foi conduzido em uma casa de vegetacdo e nos Laboratérios de
Biotecnologia Vegetal e Entomologia Aplicada do Departamento de Ciéncias Agronémicas e
Florestais da Universidade Federal Rural do Semiarido, Mossoro, Brasil. A pesquisa
empregou um delineamento experimental completamente casualizado em um arranjo fatorial
8x2x3. Foram testadas oito substancias, dois métodos de aplicacdo (via sementes e via foliar)
em trés concentracOes distintas, além de um grupo controle para cada método de aplicacéo,
totalizando 50 tratamentos. Cada tratamento foi repetido dez vezes, com uma unidade
experimental representando uma muda de meloeiro. Os detalhes sobre os indutores e suas

concentragdes estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1. Substancias avaliadas na indugédo de resisténcia do meloeiro a mosca-minadora e
suas concentracdes aplicadas.

Tipo do Indutor Tratamento Método de Concentracédo
Aplicacdo
Sementes  Foliar
Extrato de produto a base Ticl T9C1 10° Cé:IuIas/mL
de Trichoderma T1C2 T9C2 108 Células/mL
T1C3 TI9C3 107 Células/mL
Extrato de produto a base Tecl T1oc1 10° C(?Iulas/mL
14qi de bactérias acido-laticas T2c2 Tioc2 10° Células/mL
Bioldgico T2C3  T10C3 107 Células/mL
Extrato de produtos a base TsCl Tiic1 10° C(?Iulas/mL
de Saccharomyces T3C2 T11C2 108 Células/mL
T3C3 T11C3 107 Células/mL
Extrato T4C1 T12C1 10 mg/mL
de T4C2 T12C2 5 mg/mL
Liriomyza T4C3 T12C3 2,5 mg/mL
Perdxido de Hidrogénio T5Cl T13Cl 1 mM
T5C2 T13C2 0,5mM
T5C3 T13C3 0,25 mM
Nitroprussiato T6C1 T14C1 1,5mM
Quimico de T6C2  Ti14C2 1 mM
Sédio T6C3 T14C3 0,5mM
Fosfito T7C1 T15C1 5uL/mL
de T7C2 T15C2 2,5 uL/mL
potéssio T7C3 T15C3 1,25 uL/mL
. - T8C1 T16C1 0,1 mg/mL
Acibenzolar-S-metilico T8C2 T1602 0,05 mg/mL

(ASM) T8C3 T16C3 0,025 mg/mL
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2.2 Obtencdo dos Indutores
2.2.1 Indutores Biologicos

O primeiro indutor bioldgico foi derivado do produto Trichodermil SC 1306, contendo
Trichoderma harzianum. O segundo indutor foi gerado por meio de produtos a base de
Saccharomyces, sendo S. cerevisiae proveniente do fermento biolégico Fleischmann®, usado
na panificacdo, e S. boulardii obtido do probidtico comercial Florent®. O terceiro indutor
consistiu na formulacdo comercial do probidtico 20 bi, composto por bactérias acido-laticas,
incluindo Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei, Bifidobacterium lactis e
Bifidobacterium bifidum.

Os produtos foram diluidos em &gua destilada autoclavada. Trés concentracfes
celulares foram utilizadas para cada um dos indutores mencionados: 10° 108 e 10’
celulas/mL, determinadas com uma camara de Neubauer. Em seguida, as concentragdes foram
autoclavadas conforme procedimento descrito por Bonaldo (2005), considerando o
sobrenadante como extrato bruto aquoso autoclavado.

Para o quarto indutor bioldgico, foi produzido um extrato de Liriomyza sativae.
Moscas adultas foram maceradas em nitrogénio liquido. Trés concentragdes (10 mg/mL, 5
mg/mL e 2,5 mg/mL) foram utilizadas para avaliacao, obtidas por diluicdo em &gua ultrapura.

A seguir, o procedimento descrito por Bonaldo (2005) foi seguido.

2.2.2 Indutores Quimicos

O perdxido de hidrogénio (CRQ Quimica) foi utilizado nas concentracfes de 1 mM,
0,5 mM e 0,25 mM. O nitroprussiato de sddio (NITROPRUS - Cristalia) foi empregado em
concentracdes de 1,5 mM, 1 mM e 0,5 mM. O fosfito de potassio (FORTH fosfito Fosway)
foi usado nas concentracdes de 5 uL/mL, 2,5 uL/mL e 1,25 uL/mL. O acibenzolar-S-metilico
(BION 500 WG - Syngenta) foi empregado nas concentracdes de 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL e

0,025 mg/mL. Todos os tratamentos de avaliacao receberam a adi¢do de Tween 80 a 0,05%.

2.3 Aplicacdo dos Indutores

Foram realizados dois métodos de aplicacdo: inducdo nas sementes e inducédo foliar.
No método de inducdo nas sementes, as sementes da variedade comercial Goldex foram

expostas aos tratamentos e suas concentracdes em potes, mantidos a 37 °C por 12 horas em
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uma camara de BOD. Posteriormente, as sementes foram transferidas para bandejas de 200
células com substrato de fibra de coco. Apos o desenvolvimento da primeira folha verdadeira,
as pléntulas foram transplantadas para vasos de 300 mL contendo fibra de coco e composto
organico na proporcédo de 3:1. As plantas foram mantidas até a fase de infestacdo pela mosca-
minadora. No método de inducdo foliar, sementes da variedade Goldex foram cultivadas em
bandejas de 200 células com substrato de fibra de coco. Apos a formacdo da terceira folha
verdadeira, as plantulas foram transplantadas para vasos de 300 mL contendo fibra de coco e
composto organico na propor¢do de 3:1. Quando a terceira folha verdadeira estava
completamente desenvolvida, cada tratamento foi aplicado nas folhas usando borrifadores até

que houvesse o ponto de escorrimento.

2.4 Infestacdo por Liriomyza sativae

Apos as plantas tratadas nas sementes atingirem o estagio de trés folhas definitivas e
as tratadas por aplicacdo foliar, trés dias ap0s o tratamento, as plantas foram transferidas para
0 Laboratdrio de Entomologia Aplicada para a infestagdo por L. sativae, seguindo Ferreira et
al. (2022). As plantas foram acomodadas em gaiolas (50 x 50 x 50 cm), contendo nove plantas
por gaiola, com armacdes de madeira cobertas por tela antiafidica. Cerca de 100 moscas
foram introduzidas em cada gaiola por aproximadamente uma hora. Apos esse periodo, as
mudas foram devolvidas a casa de vegetacdo e mantidas por dois dias até o inicio das

avaliacOes.

2.5 Avaliacgdes

2.5.1 Taxa de Mortalidade

As plantas foram levadas da casa de vegetacdo para o laboratorio para avaliagdo. A
mortalidade larval e pupal foi avaliada conforme Costa et al. (2016). O desenvolvimento das
larvas foi acompanhado visualmente nas primeiras e terceiras folhas verdadeiras de cada
planta, com avaliagdes feitas 48, 72 e 96 horas apds a infestacdo. As plantas foram
posicionadas horizontalmente em bandejas em sala climatizada, com temperatura de 25 £ 5
°C e umidade relativa de 60 + 10%, permitindo que as larvas pupassem dentro das bandejas.

A taxa de mortalidade larval foi determinada observando as larvas que ndo atingiram o
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estagio pupal. As pupas foram coletadas ap6s cinco dias e mantidas por 14 dias para
determinar a mortalidade pupal.

2.5.2 Taxa de Preferéncia

Os tratamentos foram organizados por método (semente ou foliar) e concentragao (Cl,
C2 e C3). As infestagdes foram conduzidas conforme descrito, com cada gaiola contendo um

método e uma das trés concentragdes para todos os tratamentos.

2.6 Analise dos Marcadores de Resisténcia

Amostras da segunda folha verdadeira foram coletadas antes das infestacOes para
analise dos marcadores de resisténcia, conforme Bezerra Neto e Barretos (2011). As folhas
obtidas (0,5g) foram maceradas em nitrogénio liquido em almofariz contendo 25 mg de
polivinilpirrolidona (PVP). Apds a maceragdo, 2,5 mL de solugdo tampao de acetato (0,1 M,
pH 5,0) e 0,5mL de Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (1 mM) foram acrescentados e
em seguida homogeneizados, inseridos em tubos de 2 ul e centrifugados a 10.000g por 10
min a 4 °C. Apos a centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante para outro Eppendorf
armazenando em ultra freezer (-80 °C) at¢ o momento da avaliacdo da atividade enzimatica.
Essas analises foram realizadas de acordo com a metodologia de cada autor que a descreveu:
peroxidase (BEZERRA NETO; BARRETOS, 2011); fenilalanina amdnio-liase (UMESHA,
2006) e peroxido (QUADROS et al., 2019).

2.7 Analises Estatisticas

Os dados normalmente distribuidos foram analisados usando o teste Scott-Knott a 5%
de significancia por meio do programa Sisvar (Versdo 5.6). Para os dados ndo normalmente
distribuidos, foi empregado o teste Kruskal-Wallis a 5% de significancia, utilizando o

programa Jamov 2.3.26.

3 RESULTADOS

As andlises das taxas de mortalidade larval e pupal revelaram que ndo houve
diferencas significativas em relagdo aos tratamentos, tanto na indugdo por semente quanto na

inducdo foliar. Contudo, observaram-se resultados positivos na taxa de preferéncia dos
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tratamentos. No contexto dos tratamentos aplicados nas sementes (Figura 1), nas
concentragdes mais elevadas dos indutores (C1), o Acibenzolar (T8) exibiu uma notavel
inibicdo de 81% na taxa de infestacdo, seguido pelo extrato do produto a base de Trichoderma
(T1) com 65,8%, extrato de Liriomyza (T4) com 60,3% e Nitroprussiato de Sodio (T6) com
41,3%. Na concentracdo subsequente (C2), observou-se uma inibigdo significativa nos
tratamentos com Peroxido de Hidrogénio (T5) em 52,8%, Acibenzolar (T8) em 28,8%,
extrato do produto a base de Trichoderma (T1) em 24,2% e extrato de Liriomyza (T4) em
22,8%. Na concentracdo mais baixa (C3), nenhum tratamento apresentou significancia na
inibicdo da infestagdo, exceto pelo aumento de 24,7% na taxa de infestacdo decorrente da

aplicacdo do extrato de Liriomyza (T4) em relagéo ao grupo controle.
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Figura 1. Numero médio de minas produzidas por L. sativae em plantas de meloeiro tratadas
com os indutores avaliados por aplicacdo via semente em trés concentracdes de cada um dos
indutores. Barras indicam a média e o erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste de Scott-Knott. CN — Grupo
controle. T1 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T2 — extratos de produtos a base
de bactérias acido-laticas. T3 — extratos de produtos a base de Saccharomyces. T4 — extrato de
Liriomyza sativae. T5 — perdxido de hidrogénio. T6 — nitroprussiato de sodio. T7 — fosfito de
potassio. T8 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3 — concentracfes utilizadas. Fonte: O autor
(2023).

No que tange aos tratamentos aplicados via foliar (Figura 2), todas as trés
concentracdes de Acibenzolar (T16) provocaram uma reducdo significativa na taxa de
preferéncia das moscas-minadoras, alcancando 57% (C1), 62% (C2) e 69,2% (C3). Na
concentragdo mais alta, observou-se também uma inibicdo significativa da preferéncia nos
tratamentos com Nitroprussiato de Sédio (T14) em 55,1% e com o extrato do produto a base
de Trichoderma (T9) em 34,9%. A utilizagdo de fosfito de potassio (T15) na segunda

concentragéo aplicada resultou em uma inibicao de 53,7%.
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Figura 2. Namero médio de minas produzidas por L. sativae em plantas de meloeiro tratadas
com os indutores avaliados por aplicacdo via foliar em trés concentraces de cada um dos
indutores. Barras indicam a média e o erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste Scott-Knott. CN — Grupo
controle. CN — Grupo controle. T9 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T10 —
extratos de produtos a base de bactérias acido-laticas. T11 — extratos de produtos a base de
Saccharomyces. T12 — extrato de Liriomyza sativae. T13 — peroxido de hidrogénio. T14 —
nitroprussiato de sodio. T15 — fosfito de potassio. T16 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3
— concentracdes utilizadas. Fonte: O autor (2023).

Em relacdo a atividade da enzima peroxidase nos tratamentos em sementes (Figura 3),
o0s indutores e suas concentracdes que se mostram estatisticamente diferentes das do grupo
controle foram: o extrato do produto a base de Trichoderma (T1) exibiu um aumento de 150%
na terceira concentracdo (C3); o Perdxido (T5) apresentou aumentos de 131% (C1), 120%
(C2) e 109% (C3); o Nitroprussiato de Sédio (T6) mostrou aumentos de 224% (C2) e 142%
(C3); e 0 Acibenzolar-S-Metilico (T8) revelou aumentos de 169% (C2) e 362% (C3).
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Figura 3. Atividades da peroxidase em plantas de meloeiro tratadas com os indutores
avaliados por aplicacdo via semente em trés concentra¢Ges de cada um dos indutores. Barras
indicam a média expressa em U.Emin de amostra. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste Scott-Knott. CN — Grupo
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controle. T1 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T2 — extratos de produtos a base
de bactérias acido-laticas. T3 — extratos de produtos & base de Saccharomyces. T4 — extrato de
Liriomyza sativae. T5 — peroxido de hidrogénio. T6 — nitroprussiato de sddio. T7 — fosfito de
potéssio. T8 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3 — concentracfes utilizadas. Fonte: O autor
(2023).

Foi notavel a maior atividade da peroxidase alcangada com o uso do Acibenzolar-S-
metilico (ASM) na concentracdo mais baixa nas sementes. Na aplicacdo via foliar (Figura 4),
Todos os tratamentos aplicados via foliar resultaram em aumentos nos niveis de peroxidase
em relacdo ao controle: extrato do produto a base de Trichoderma (T9), com uma aumento de
128% (C1), 139% (C2) e 202% (C3); extrato do produto & base de bactérias &cido-laticas
(T10) com um aumento de 154% (C1), 217% (C2) e 139% (C3); extrato de produtos a base de
Saccharomyces (T11) com um aumento de 184% (C1), 135% (C2) e 281% (C3); extrato de
Liriomyza (T12) com um aumento de 303% (C1), 180% (C2) e 195% (C3); Peroxido (T13)
com um aumento de 210% (C1), 318% (C2) e 90% (C3); Nitroprussiato de Sédio (T14) com
um aumento de 176% (C1), 165% (C2) e 154% (C3); Fosfito de Potassio (T15) com um
aumento de 325% (C1), 187% (C2) e 109% (C3) e Acibenzolar (T16) com um aumento de
225% (C1), 217% (C2) e 105% (C3).
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Figura 4. Atividades da peroxidase em plantas de meloeiro tratadas com os indutores
avaliados por aplicacdo via foliar em trés concentraces de cada um dos indutores. Barras
indicam a média expressa em U.E'mint de Amostra. Letras diferentes indicam diferencas
estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste Scott-Knott. CN — Grupo
controle. T9 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T10 — extratos de produtos a base
de bactérias acido-laticas. T11 — extratos de produtos a base de Saccharomyces. T12 — extrato
de Liriomyza sativae. T13 — perdxido de hidrogénio. T14 — nitroprussiato de sédio. T15 —
fosfito de potéssio. T16 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3 — concentracBes utilizadas.
Fonte: O autor (2023).
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Quanto a atividade da enzima Fenilalanina Amonio-liase nos tratamentos em sementes
(Figura 5), os indutores e suas concentragdes que exibiram diferencas estatisticas em relacdo
ao grupo controle incluiram o extrato do produto a base de Trichoderma (T1) com aumentos
de 682% (C2) e 333% (C3); o extrato de produto a base de bactérias &cido-laticas (T2) com
aumento de 235% (C2); o extrato de Liriomyza (T4) com aumento de 236% (C2); o Perdxido
(T5) com aumento de 245% (C2); o Nitroprussiato de Sodio (T6) com aumento de 150%
(C3); e o Fosfito de Potassio (T7) com aumentos de 248% (C1) e 221% (C2).
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Figura 5. Atividades da Fenilalanina Amonio-liase em plantas de meloeiro tratadas com os
indutores avaliados por aplicacdo via semente em trés concentracbes de cada um dos
indutores. Barras indicam a média expressa em U.Abs/min./Mg.proteina. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste Scott-Knott.
CN — Grupo controle. T1 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T2 — extratos de
produtos a base de bactérias acido-laticas. T3 — extratos de produtos a base de
Saccharomyces. T4 — extrato de Liriomyza sativae. T5 — peroxido de hidrogénio. T6 —
nitroprussiato de sodio. T7 — fosfito de potéssio. T8 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3 —
concentragdes utilizadas. Fonte: O autor (2023).

Nas aplicacBes via foliar (Figura 6), os tratamentos significativos em relacdo ao
controle incluiram o extrato do produto a base de Trichoderma (T9) com aumentos de 53%
(C1) e 34% (C2); o extrato de produto a base de bactérias acido-laticas (T10) com aumento de
285% (C2); o extrato de produtos a base de Saccharomyces (T11) com aumento de 95% (C3);
0 extrato de Liriomyza (T12) com aumentos de 234% (C1) e 162% (C2); o Perdxido (T13)
com aumento de 127% (C1); o Nitroprussiato de Sodio (T14) com um aumento de 24% (C1),
aumento de 174% (C2) e 21% (C3); o Fosfito de Potassio (T15) com aumento de 312% (C2) e
55% (C3). O tratamento mais eficaz para a Fenilalanina Aménio-liase em sementes foi o

extrato do produto a base de Trichoderma, enquanto na aplicacdo foliar, o sucesso foi obtido
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com os tratamentos de fosfito de potéssio, extrato de Liriomyza e extrato do produto a base de

bactérias acido-laticas.
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Figura 6. Atividades da Fenilalanina Amonio-liase em plantas de meloeiro tratadas com os
indutores avaliados por aplicacdo via foliar em trés concentracfes de cada um dos indutores.
Barras indicam a média expressa em U.Abs/min./Mg.proteina. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste de Scott-Knott. CN
— Grupo controle. T9 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T10 — extratos de
produtos a base de bactérias acido-laticas. T1l — extratos de produtos a base de
Saccharomyces. T12 — extrato de Liriomyza sativae. T13 — perdxido de hidrogénio. T14 —
nitroprussiato de sodio. T15 — fosfito de potassio. T16 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3
— concentracdes utilizadas. Fonte: O autor (2023).

Na avaliacdo da resposta das plantas ao peroxido nos tratamentos em sementes (Figura
7), os indutores e suas concentracfes que diferiram significativamente do grupo controle
foram: o extrato do produto a base de Trichoderma (T1) com reducGes de -32% (C1), -41%
(C2) e -41% (C3); o extrato de produto a base de bactérias acido-laticas (T2) com aumento de
30% (C3); os extratos do produto a base de Saccharomyces (T3) com aumentos de 16% (C2)
e 50% (C3); o extrato de Liriomyza (T4) com reducdo de -47% (C1) e aumento de 28% (C2);
0 Perdxido (T5) com aumentos de 141% (C1), 95% (C2) e 188% (C3); o Nitroprussiato de
Sodio (T6) com aumentos de 62% (C1), 134% (C2) e 120% (C3); o Fosfito de Potassio (T7)
com aumentos de 82% (C1), 48% (C2) e 58% (C3); e o Acibenzolar (T8) com aumentos de
161% (C1), 8% (C2) e 68% (C3).
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Figura 7. Quantificacdo de peroxido em plantas de meloeiro tratadas com os indutores
avaliados por aplicacdo via semente em trés concentragdes de cada um dos indutores. Barras
indicam a média expressa em quantidade de perdxido por grama de amostra. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significancia avaliada pelo teste de Scott-
Knott. CN — Grupo controle. T1 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T2 — extratos
de produtos a base de bactérias &cido-laticas. T3 — extratos de produtos a base de
Saccharomyces. T4 — extrato de Liriomyza sativae. T5 — peroxido de hidrogénio. T6 —
nitroprussiato de sodio. T7 — fosfito de potéssio. T8 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3 —
concentragdes utilizadas.

Para os tratamentos aplicados via foliar (Figura 8), os que se destacaram em relacdo ao
controle foram: o extrato do produto a base de Trichoderma (T9) com aumentos de 68% (C1),
93% (C2) e 73% (C3); o extrato de produto a base de bactérias acido-laticas (T10) com
aumentos de 41% (C1), 73% (C2) e 29% (C3); os extratos do produto a base de
Saccharomyces (T11) com aumentos de 103% (C1), 100% (C2) e 90% (C3); o extrato de
Liriomyza (T12) com aumento de 43% (C1) e 37% (C2); o Peroxido (T13) com aumentos de
52% (C1), 65% (C2) e 47% (C3); o Nitroprussiato de Sodio (T14) com aumentos de 63%
(C1) e 54% (C3); o Fosfito de Potassio (T15) com aumentos de 37% (C1) e 62% (C2); e 0
Acibenzolar (T16) com reducéo de -11% (C2) e aumento de 18% (C3).
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Figura 8. Quantificacdo de peroxido em plantas de meloeiro tratadas com os indutores
avaliados por aplicagdo via foliar em trés concentragdes de cada um dos indutores. Barras
indicam a média expressa em quantidade de perdxido por grama de amostra. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas ao nivel de 5% de significAncia avaliada teste de Scott-Knott.
CN — Grupo controle. T9 — extratos de produtos a base de Trichoderma. T10 — extratos de
produtos & base de bactérias &cido-laticas. T11l — extratos de produtos & base de
Saccharomyces. T12 — extrato de Liriomyza sativae. T13 — perdxido de hidrogénio. T14 —
nitroprussiato de sddio. T15 — fosfito de potassio. T16 — acibenzolar-S-metilico). C1, C2, C3
— concentragdes utilizadas.

4 DISCUSSAO

A eficicia dos compostos indutores em ativar mecanismos de resisténcia ja foi
documentada contra uma variedade de pragas em diversas culturas (DURNER et al., 1998;
BONALDO, 2005; CAVALCANTI et al., 2006; SANTOS et al., 2011; SUN et al., 2018;
MOUTASSEM et al., 2020; MACEDO et al., 2021). Entretanto, neste estudo, os efeitos sobre
a taxa de mortalidade de larvas e pupas de L. sativae ndo foram estatisticamente significativos
para os indutores avaliados. Este resultado pode estar relacionado com a biologia do inseto,
uma vez que seu metabolismo pode possuir vias de resisténcia proprias mais complexas
contra as substancias liberadas pela planta, conferindo-lhe uma maior adaptabilidade a esses
mecanismos induzidos.

Nombela et al. (2005), ao investigarem a aplicacdo do Acibenzolar-S-Metilico em
plantas de tomate, relataram uma inducdo de resisténcia contra a mosca branca (B. tabaci).
Segundo esses pesquisadores, a eficacia do indutor estava relacionada com a concentracédo do
produto aplicado. Eles observaram resisténcia quando o produto foi aplicado a concentragdes
de 0,2 ou 0,4 g L%, enquanto que ndo houve resisténcia significativa quando aplicado a 0,1 g
Lt com os tratamentos feitos cinco dias antes das infestagdes. Portanto, o tempo de exposicio
do indutor e sua concentracdo sdo fatores importantes (AGNELLI, 2011) que podem
influenciar o tipo de organismo ao qual o indutor pode conferir resisténcia. Provavelmente,
aumentar o tempo de exposicdo, o tempo de aplicacdo do indutor antes da infestacdo ou
aumentar a concentracdo dos produtos poderiam ser chaves para alcancar resisténcia contra a
mosca-minadora utilizando os indutores avaliados.

Diversos fatores podem desencadear uma resposta de antixenose, incluindo fatores
biofisicos, visuais e bioquimicos, que resultam na preferéncia ou ndo de um hospedeiro
(PANDA; KHUSH, 1995). Portanto, informacGes sobre o uso de substancias que



56

desencadeiam a expressdo de antixenose sdo cruciais para compreender as vias e unidades que
promovem essa resisténcia.

Com base nos resultados obtidos, fica evidente que a maior indugdo de respostas de
inibicdo de preferéncia foi observada com o tratamento em sementes em comparagédo com o
tratamento foliar. Santos et al. (2022) identificaram uma abordagem combinada de tratamento
de sementes e aplicacdo foliar como a mais eficaz ao avaliarem os efeitos da aplicacdo de
Acibenzolar-S-Metilico contra a podriddo da raiz do meloeiro causada por Macrophomina
spp. Essa capacidade de inducdo encontrada em sementes pode estar relacionada a
durabilidade dessa resposta. Células em estagios iniciais de desenvolvimento nas sementes
tém uma resposta rapida ao ambiente, determinando a capacidade de desenvolvimento
planejada inicialmente, com expressdo de vias e funcionalidades fisiologicas que néao
ocorreriam sem essas interacdes. Assim, essa resposta se mantém durante todo o crescimento
da planta, sendo mais eficaz do que a inducdo foliar, que € uma resposta mais efémera e
muitas vezes dependente das concentracdes e do tempo de exposi¢do ao indutor.

Em relacdo aos tipos de indutores, todos os indutores quimicos resultaram em uma
resposta de antixenose. Entretanto, entre os indutores bioldgicos, somente os extratos a base
de Trichoderma e Liriomyza tiveram esse efeito. Esses resultados evidenciam os efeitos de
resisténcia resultantes da interacdo entre as substancias produzidas pela propria praga
causadora do dano.

O tratamento que mais impactou na reducdo da preferéncia foi o uso de Acibenzolar-
S-Metilico, com a taxa de inibicdo mais alta (81%) quando aplicado na concentracdo de 0,1
mg/mL no tratamento em sementes. No entanto, somente a concentracdo de 0,025 mg/mL em
sementes ndo teve efeito de inibicdo. No estudo conduzido por Locateli (2017), que
investigou os efeitos da oviposicdo da mosca branca em plantas de soja utilizando o
Acibenzolar-S-Metilico aplicado nas folhas na mesma concentracdo empregada neste estudo,
foi constatada uma taxa de inibicdo semelhante (60%) aquela observada com a mosca-
minadora. Por outro lado, em pesquisa realizada por Michereff Filho et al. (2021), que
utilizou essa mesma substancia como indutor de antixenose em plantas de tomateiro em
relacdo a mosca branca, ndo foram obtidos resultados de inibicdo. Essas variacfes de efeito
podem ser atribuidas a dosagem adequada do indutor, que deve estar dentro da faixa
recomendada para cada cultura, uma vez que dosagens muito altas podem prejudicar o
desenvolvimento da resisténcia, afetando a producao de frutos (PONTES et al., 2016).

Macagnan (2007) relatou que a atividade do Acibenzolar-S-Metilico esta ligada ao

aumento das atividades e expressdes génicas de enzimas como a fenilalanina amdnia-liase,
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peroxidase, cinamato 4-hidroxilase, dentre outros, levando ao acumulo de substancias
fendlicas e lignina via fenilpropanoide (XU et al., 2019; ZHANG et al., 2021). Esse acimulo
ja foi observado no uso de acibenzolar-S-Metilico em culturas de frutas, como péssego (LIU
et al., 2005), manga (ZHU et al., 2008), banana (ZHU et al., 2007) e meldo (ZHANG et al.,
2011).

O Nitroprussiato de Sodio reduziu significativamente a taxa de preferéncia tanto no
tratamento em sementes (41,3%) quanto no tratamento foliar (55,1%), mas apenas na
concentracdo mais elevada (1,5 mM). Esse composto libera 6xido nitrico, uma espécie reativa
fundamental nas respostas de defesa das plantas. O dxido nitrico ativa a expressdo de varios
genes de defesa da planta (ROMERO-PUERTAS et al.,, 2004; HUANG et al., 2004;
BOSTOCK, 1999; PEDROSO et al., 2000). Wang et al. (2021) também constataram que 0
Nitroprussiato de Sodio ativa respostas de defesa em meloeiros a inducéo de resisténcia contra
a podriddo rosa causada por Trichothecium reseum, aumentando a producdo de peroxido de
hidrogénio e a atividade de enzimas como a catalase, peroxidase e fenilalanina amoénia-liase
dentre outros.

Para o perdxido de hidrogénio, houve inibicdo apenas na aplicacdo em sementes na
segunda concentracdo testada (0,5 mM). Embora seu uso possa ser prejudicial para as células,
concentragdes adequadas podem desencadear respostas de estresse e defesa nas plantas
(MITTLER, 2011; NEILL et al., 2002). Niveis baixos de H20? podem induzir sinais sutis de
estresse que ajudam a atenuar estresses mais intensos. No entanto, concentracdes mais
elevadas podem causar estresse extremo e levar a morte celular (RUTSCHOW, BASKIN e
KRAMER, 2011).

Quanto ao fosfito de potassio, somente um tratamento foliar (2,5 uL/mL) foi eficaz na
inibicdo da preferéncia (53,7%). Efeitos positivos também foram observados em outras
pesquisas com esse composto. Venter et al. (2014) observaram uma diminuicdo do pulgdo do
trigo (Diuraphis noxia) em plantas de trigo tratadas com fosfito de potassio. Patterson e
Alyokhin (2014) relataram efeitos em besouros (Leptinotarsa decemlineata) em batatas.

O extrato a base de Trichoderma, quando aplicado as sementes, apresentou taxas de
inibicio da preferéncia de 65,8% e 24,2% nas concentracdes de 10° e 10 esporos,
respectivamente. Dildey (2017) demonstrou que a purificacdo de moléculas por cromatografia
do extrato de Trichoderma longibrachiatum induziu resisténcia a antracnose em feijoeiros.
Metabolitos de Trichoderma também demonstraram atividade inseticida contra pulgdes
(SHAKERI; FOSTER, 2007; EVIDENTE et al., 2009) e foram relacionados a efeitos
entomopatogénicos (VARGAS et al., 2014). Segundo Sabatini et al. (2012), € de grande
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destaque o poder dissuasivo de alguns metabdlitos de Trichoderma contra insetos praga e a
possibilidade de criar pesquisas que explorem efeitos dos metabdlitos para atracdo de
predadores e parasitoides dessas pragas (CONTRERAS-CORNEJO et al., 2018). Essa
atividade dos metabdlitos de Trichoderma contribuird para a producdo de novas geracdes de
bioestimulantes e bioprotetores mais efetivos e ecologicamente mais adequados do que 0s
existentes atualmente (MARRA et al., 2019).

Um resultado peculiar surgiu ao usar o proprio extrato da mosca-minadora. Na
concentragdo mais alta (10 mg/mL) no tratamento de sementes, houve uma inibicdo da
infestacdo em 64%. No entanto, a concentracdo mais baixa mostrou niveis superiores de
infestacdo (24,7%) em relacdo ao controle. Esse resultado pode ser atribuido ao baixo
conteudo de metabdlitos no extrato menos concentrado. Esses metabolitos provavelmente néo
possuem a capacidade de inibir, e a baixa concentragdo pode desencadear uma cascata de
reacOes que nao resultam em inibicdo, mas sim atracdo para 0s insetos apos 0 crescimento da
planta. 1sso sugere a possibilidade de uma sinalizacdo das moscas causada pelo préprio
mecanismo das plantas, levando a uma maior predisposicdo ao ataque inicial e a respostas
sutis detectaveis pela mosca-minadora.

Embora todos os indutores tenham ativado marcadores como a peroxidase e a
fenilalanina amonio-liase, e aumentado o peroxido, esses marcadores ndo foram relacionados
com a taxa de mortalidade das larvas e pupas. Da mesma forma, ndo houve relacédo entre o
aumento desses marcadores e a inibicdo da preferéncia da mosca-minadora. Rani e Pratyusha
(2013) observaram um aumento nas enzimas oxidativas em plantas de algodao infestadas por
Spodoptera litura. Varios outros estudos também relataram altos niveis dessas enzimas
durante ataques de pragas (CAVALCANTI et al., 2006; GOLAN et al., 2013; SIGH et al.,
2013).

Diante disso, embora a literatura contenha poucos relatos sobre a inducdo de
resisténcia de plantas contra insetos-praga, os resultados deste estudo com 0s compostos
utilizados sugerem uma taxa positiva de inibicao de preferéncia. Além disso, houve uma taxa
positiva dessa inibicdo utilizando extratos de produtos a base de Trichoderma, demostrando a
capacidade de substancias biolégicas em produzir efeitos semelhantes aos quimicos,
sugerindo assim uma alternativa viavel as substancias quimicas na agricultura.

Em resumo, este estudo proporciona um insight esclarecedor sobre o potencial das
estratégias de inducdo na protecdo das culturas de meloeiro contra a mosca-minadora. As
descobertas aqui apresentadas tém implicacOes préaticas significativas para a agricultura,

especialmente no contexto da busca por alternativas sustentaveis aos métodos tradicionais de
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controle de pragas. Os resultados positivos nas taxas de preferéncia ressaltam o valor dessas
abordagens como parte integrante de um manejo integrado de pragas, promovendo a

produtividade e a saide das culturas de forma mais eficaz e ecologicamente viavel.
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