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RESUMO

MELO, Dalila Regina Mota de. Métodos de inoculacdo, reacdo de acessos e
heranca da resisténcia do meloeiro a Rhizoctonia solani. 2014. 99p. il. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014,

Muitos problemas ocorrem na lavoura meloeira, entre eles as enfermidades
causadas pelos fungos habitantes do solo, como a Rhizoctonia solani. A utilizagdo
de cultivares resistentes constitui uma medida estratégica no manejo integrado de
doencas. Para se obter essas cultivares, é preciso ter métodos de inoculacdo
eficiente, identificar as fontes de resisténcia no germoplasma disponivel e conhecer
a heranca genética dessa caracteristica. Os objetivos deste trabalho foram avaliar
dois métodos de inoculacdo, a reacdo de acessos e a heranca da resisténcia do
meloeiro a R. solani. Os experimentos foram conduzidos em estufa agricola, horta
didatica e laboratorio de microbiologia e fitopatologiana da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido. No primeiro experimento, foram avaliados dois métodos
(areno-orgénico e palito de dente) de inoculagcdo de R. solani em meloeiro. O
método do palito de dente foi 0 mais eficiente em discriminar acessos de meloeiro
resistentes e suscetiveis e 0s isolados de R. solani quanto a viruléncia. No segundo
experimento, foi avaliada a reacdo de 45 acessos de meldo a trés isolados de R.
solani. Os acessos C-AC-03 e ‘Olimpic’ foram identificados como medianamente
resistentes. No terceiro experimento, investigou-se a heranca da resisténcia de
‘Olimpic’ em cruzamentos com os genitores suscetiveis ‘Mabel” e C-AC-11. A
resisténcia do meloeiro ao fungo R. solani foi controlada por um gene maior de

efeito aditivo e dominante e poligenes de efeitos aditivos.

Palavras-chave: Cucumis melo, patdgenos de solo, germoplasma, controle

genético, poligenes.



ABSTRACT
Métodos de inoculagéo, reacdo de acessos e herancga da resisténcia do meloeiro a
MELO, Dalila Regina Mota de. Inoculation methods, reaction of accessions and
inheritance of resistance of melon plant to Rhizoctonia solani. 2014. 99p. Thesis
(Doctorate em Agronomy/Crop Science) — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014,

Many problems occur in melon, among them the diseases caused by soil born fungi
such as Rhizoctonia solani. The use of resistant cultivars is a strategic measure in
the integrated management of diseases. In order to obtain cultivars with resistance,
it is necessary to identify sources of resistance in germplasm available and know
the genetic control of resistance. Objectives of this study were to evaluate two
methods of inoculation, the reaction of melon accessions to R. solani and to study
the inheritance of resistance of melon to Rhizoctonia canker. The experiments were
conducted at the Rural Federal University of the Semi-arid. In the first experiment,
two methods of inoculation (sandy-organic and toothpick) of R. solani in melon
were evaluated. The method toothpick was the most efficient in discriminating the
reaction of melon accessions and virulence of isolates of R. solani. In the second
experiment, the reaction of 42 hits and 3 melon hybrids to three isolates of R.
solani was evaluated. The C-AC-03 and 'Olympic' accessions were identified as
moderately resistant. In the third experiment, we investigated the inheritance of
resistance of 'Olympic' in crosses with the susceptible parents 'Mabel' and C-AC-
11. A major gene with both additive and dominant effects and polygenes with

additive effects controlled the resistance to Rhizoctonia canker melon.

Key Words: Cucumis melo, soil borne pathogens, germoplasm, inheritance,

polygenes.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) tem grande expressdo econdmica
no Brasil. As exportagdes de melbes frescos sdo responsaveis por grandes
incrementos na economia brasileira, sendo as condi¢des climaticas de temperaturas
elevadas, altos niveis de insolacdo, reduzida precipitacdo na maior parte do ano,
além do alto nivel tecnoldgico da lavoura meloeira as principais razdes do destaque
nacional do estado potiguar.

Apesar de 0 meloeiro apresentar excelente adaptacdo as condicdes edafo-
climéticas predominantes na regido Nordeste, alguns fatores tém contribuido para a
gueda da produtividade e da qualidade dos frutos, entre 0s quais se destaca a
ocorréncia de doencas. Dentre as enfermidades, a Rizoctoniose, causada por
Rhizoctonia solani Kuhn (ANDRADE et al., 2005b), vem se destacando com o
aumento da incidéncia e severidade. As plantas infectadas por R. solani apresentam
sintomas de morte de plantulas, cancro nos talos, podridao de raizes e sementes,
tombamento ou damping-off, tendo como consequéncia a morte prematura da
planta e/ou a reducgéo da produtividade (BRUTON, 1998; GARCIA-JIMENEZ et
al., 2000).

Considerando que o fungo R. solani é habitante do solo, apresenta estrutura
de resisténcia e ampla gama de hospedeiros, é extremamente dificil realizar seu
controle (BRUTON, 1998). Desta forma, a utilizacdo de cultivares resistentes
constitui uma medida estratégica no manejo integrado de doencas. O uso da
resisténcia genética é de facil adocédo pelo produtor e ndo agride o meio ambiente e
0 proprio homem, sendo, portanto, uma alternativa extremamente interessante no
controle de diversas enfermidades.

Assim, a primeira acdo é identificar fontes de resisténcia no germoplasma
existente, sendo 0 método de inoculagdo o primeiro aspecto a ser considerado na
avaliagdo da resisténcia. O método de inoculagdo precisa ser eficiente na
discriminacéo de gendtipos resistentes e suscetiveis, de facil execugdo, baixo custo

e facil avaliacdo em curto periodo de tempo.
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No caso especifico do patossistema R. solani - meloeiro, 0 método de
inoculacdo utilizando o substrato areno-orgénico foi utilizado com sucesso por
Michereff et al. (2008). Todavia, existem métodos mais simples, como o método
do palito, que tem sido muito utilizado com patégenos habitantes do solo, como R.
solani e Macrophomina phaseolina em beterraba (MAHMOUDI; GHASHGHAIE,
2012). Em estudos preliminares, o método do palito foi utilizado com sucesso para
avaliar a reacdo a Dydmella bryoniae de diversas cucurbitaceas candidatas a porta-
enxertos de meldo rendilhado (ITO et al., 2009). No entanto, ndo foram
identificados relatos da aplicacdo do método do palito para inocular R. solani em
meloeiro.

Com relagdo as fontes de resisténcia, existem poucos estudos sobre o tema.
Michereff et al. (2008) avaliaram 20 hibridos comerciais inoculados com dois
isolados e encontraram fontes promissoras de resisténcia a R. Solani, devendo ser
preferidos para plantio em areas infestadas pelo patégeno. Salari et al. (2012), ao
avaliar a reacdo de 18 cultivares a um isolado de Rhizoctonia solani, identificaram
as cultivares ‘Sfidak khatdar’ e ‘Sfidak bekhat” como moderadamente resistentes.
Considerando que nédo ha registro de fontes de resisténcia ao referido fungo dentro
dos materiais empregados pelos pequenos produtores do Nordeste e em relacdo aos
acessos contidos no Banco de Germoplasma de Cucurbitaceas da UFERSA, sao
salutares acdes de pesquisa para a identificacdo de materiais com este fendtipo.

Outro aspecto importante em um programa de melhoramento genético que
busca a resisténcia a determinado patégeno é a heranca genética. Com relagéo a
rizoctoniose, ndo ha relatos na literatura de estudo envolvendo o tema. Assim, para
auxiliar na escolha do método de melhoramento e na estratégia de selegdo de
genotipos resistentes, sdo importantes informacdes sobre o controle genético dessa
enfermidade.

Diante do exposto, considerando as hipéteses de que haja diferenca na
eficiéncia dos métodos de inoculagdo com palito de dente e substrato areno-
orgénico, de que existem acessos resistentes nas landraces utilizadas pelos
pequenos agricultores nordestinos e de que a heranca da resisténcia a rizoctoniose é

simples, o presente trabalho teve os seguintes objetivos: a) avaliar dois métodos de
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inoculagéo; b) avaliar a reacdo de acessos de meloeiro a R. solani e c) estudar a
heranca da resisténcia de plantas de meloeiro a rizoctoniose.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 IMPORTANCIA DO MELOEIRO

O meldo (Cucumis melo L.) é uma espécie comercialmente importante no
mundo inteiro, sendo os frutos consumidos in natura, como ingrediente de saladas
e na forma de suco (ROCHA et al., 2010). No ano de 2013, foram produzidas
191.412,6 t, rendendo 147.579.929 milhGes de dodlares, e no ano de 2014, de
janeiro a julho, foram produzidas 47.001,12 t, gerando 36.065.199 milhdes de
dblares (ALICE WEB/MDIC, 2014). A cultura ndo é importante apenas para o
agronegécio, mas para o fator socioecondmico da regido e pais no qual esta
inserida, gerando emprego e renda, resultando na melhoria de vida das pessoas.

A regido nordeste tem se destacado nas ultimas trés décadas como a maior
produtora de meldo do Brasil em razdo das condigbes propicias ao
desenvolvimento da cultura, como: alta temperatura e baixa precipitacdo
pluviométrica, aliadas aos altos investimentos do setor produtivo. Os estados do
Cearé e do Rio Grande do Norte sdo os principais produtores, totalizando mais de
95% da producéo nacional nos dltimos dez anos (BUENO; BACCARIN, 2012).

2.2 ORIGEM E VARIABILIDADE GENETICA DO MELOIRO

Cucumis melo L. (2n = 2x = 24) é uma espécie dipldide que pertence a
familia Cucurbitaceae. Em relagdo a sua origem, hé discordancia entre os autores;
a maioria relata que a forma selvagem ancestral do meloeiro é originaria da Africa,
de vez que seu nimero basico de cromossomos (X = 12) é o mesmo das demais
espécies de cucurbitaceas deste género de origem africana (KERJE; GRUM, 2000;
AKASHI et al., 2001).

Segundo Pitrat et al. (2000), a partir do estudo conduzido por mais de 25
anos pelo Instituto de Indlstria Vegetal da antiga Unido Soviética, com 4500
acessos de meldes coletados em diferentes partes do mundo, o mel&o € originario

de diferentes regides, como o Ird, Asia menor e india. Mais recentemente, a india
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tem sido apontada como local de origem do meloeiro a partir da espécie Cucumis
callosus (Rottle) Cogn. et Harms (SEBASTIAN et al., 2010; JOHN et al., 2012).

A variabilidade genética vegetal é um requisito essencial em um programa
de melhoramento de plantas, viabilizando o emprego de técnicas que possibilitam a
identificacdo de gendtipos superiores (PEREIRA et al., 2010). O meloeiro é uma
espécie altamente polimoérfica (KARCHI, 2000), sendo a mais varidvel do género
Cucumis e, mesmo entre 0s vegetais, a grande diversidade de forma e tamanho de
frutos, proporciona possibilidades infinitas para o melhoramento genético
(BURGER et al, 2006). Este esta distribuido em todo 0 mundo, sendo que a maior
parte da variagdo é observada nos frutos (LUAN et al., 2010). A grande variagdo
fenotipica observada no meloeiro levou os botanicos a propor uma classificacdo
intraespecifica.

A classificacdo sugerida por Robinson; Decker-Walters (1997) divide a
espécie Cucumis melo em seis variedades ou grupos botanicos: cantaloupensis,
inodorus, conomon, dudaim, flexuosus e momordica.

No entanto, existe uma classificagdo mais atual, que foi feita por Pitrat
(2008). Neste caso, as variedades ou grupos boténicos sdo subdivididos nas
subespécies melo e agrestis. Compdem a subespécie melo as seguintes variedades
boténicas: adana, ameri, cantalupensis, chandalak, reticulatus, inodorus, dudaim,
chate, flexuosus e tibish; e as variedades acidulus, conomon, momordica, makuwa
e chinensis compfem a subespécie agrestis.

No Brasil os melGes mais comercializados sdo do tipo: Amarelo, Honey
Dew, Pele de sapo, Cantaloupe, Gélia e Charentais. Os trés primeiros tipos
pertencem & variedade boténica inodorus e se caracterizam por frutos sem aroma,
boa resisténcia ao transporte e elevada conservacao pds-colheita. Os melGes do tipo
Cantaloupe (americano) e Charentais (europeu) sdo aromaticos, tém elevados
valores de sélidos solUveis e baixa conservagdo pos-colheita (NUNES et al., 2006).
As diferentes caracteristicas fenotipicas dos tipos de meldo podem ser combinadas
e exploradas nos programas de melhoramento dessa cultura, possibilitando a

producdo de genotipos superiores (PITRAT et al., 2000).
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2.3 RIZOCTONIOSE DO MELOEIRO

O cultivo intenso do meldo no Nordeste brasileiro, sem 0 manejo adequado
para renovacdo dos recursos naturais, tem contribuido para o aumento na
incidéncia e severidade de diversas doencas, entre elas as causadas por patdgenos
habitantes do solo, resultando em perdas econémicas devido a queda da
produtividade e qualidade dos frutos (MAIA et al., 2013). Entre as causas que
contribuem para o incremento dessas doengas estdo as mudancas nas préaticas
culturais, tais como: introducdo de cultivares suscetiveis, uso de cobertura plastica,
transplantio, irrigagdo em alta frequéncia, aumento de densidades populacionais e
auséncia de rotagdes de cultura apropriadas (BRUTON, 1998).

Dentre as doengas causadas por fungos habitantes do solo, a Rizoctoniose
do meloeiro, causada por Rhizoctonia solani Kuhn, vem se destacando com o
aumento de incidéncia e severidade (SANTOS et al., 2000; ANDRADE et al.,
2005a). A associacdo da habilidade de competicdo saprofitica com uma ampla
gama de hospedeiros torna o fungo R. solani uma espécie fitopatogénica relevante
para a cultura do meloeiro (BLANCARD et al., 1991).

O género Rhizoctonia foi descrito pela primeira vez pelo micologista
francés De Candolle, em 1815, como um fungo ndo esporulante que ataca,
preferencialmente, raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerddios
(SNEH et al., 1991). Classificado como Agonomicetos, por ndao produzir conidios,
também conhecido como Mycelia sterilia; Filo Basidiomycota, porque possui hifas
regularmente septadas e Ordem Cantharellales (AMORIM et al.,, 2011,
ZAMBOLIM et al., 2012). Este fungo ocorre exclusivamente na forma micelial,
ndo produzindo esporos durante seu ciclo de vida e sobrevivendo no solo por meio
de microesclerddios, sua estrutura de resisténcia (AMORIM et al., 2011).

Seu micélio é caracterizado pela ramificacdo em angulo reto com septacéo
imediatamente ap6s o ramo, constricdo na base da ramificagdo e septo doliporo. A
fase sexuada deste fungo € Thanatephorus cucumeris, classificado no reino Fungi,
filo Basidiomycota, ordem Ceratobasidiales, Ceratobasidiaceae (BUTLER;
BOLKAN, 1973, ANDERSON, 1982; ADAMS, 1988).
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O microrganismo R. solani sobrevive tanto saprofiticamente no solo como
infectando plantas de forma ativa ou em estadio de dorméncia, por meio de micélio
e esclerddios, respectivamente. Esses propagulos sdo detectados no solo com
relativa facilidade, sendo, porém, de dificil quantificacdo. Geralmente, encontram-
se nas camadas superficiais do perfil do solo, principalmente nos primeiros 10
centimetros, devido a dependéncia de oxigénio (CARDOSO, 1994).

O critério de classificagdo de Rhizoctonia spp. estd baseado na
citomorfologia da hifa, morfologia da cultura, morfologia do teleomorfo, e o
padrdo de anastomose ou ndo de hifas (SNEH et al., 1991). Embora R. solani seja
um organismo muito importante, no Brasil informacdes sobre caracteristicas dos
isolados desse fitopatdgeno, associado a varias culturas, sdo escassas.
Caracterizado por ser extremamente polifago e apresentar grande capacidade
saprofitica no solo, pode penetrar as raizes das plantas, causando podriddo e
levando até a morte. Os esclerddios sdo abundantemente produzidos na natureza,
quando ha uma fase de alta umidade seguida de um periodo seco (NEWMAN
LUZ, 1978). O micélio do fungo constitui o indculo primario, disseminado
localmente pelo vento, chuva, homem, animais e implementos agricolas
(GALINDO et al., 1983).

A penetracdo desse fungo nas plantas ocorre por meio das paredes celulares
da epiderme da raiz ou hipocétilo, com a subsequente invasdo e colonizagdo dos
tecidos da planta, que acabam degradados pela acdo de enzimas ou toxinas
sintetizadas pelo patégeno (KRUGNERT, 1980).

As plantas infectadas por R. solani apresentam sintomas de podridao de
raizes, frutos e sementes, tombamento de plantulas ou damping-off, cancro nos
talos e ainda a queima de folhagem, tendo como consequéncia a morte prematura
da planta ou a reducdo da produtividade (BRUTON, 1998; GARCIA-JIMENEZ et
al., 2000; AMORIM et al., 2011).

Ha& na populacéo do patdgeno variabilidade quanto a severidade, conforme
comprovado por Andrade et al. (2005a), os quais observaram que a severidade da
doenca no cultivar Frevo de meldo amarelo variou de 12,8 a 57,8%, revelando

heterogeneidade no grupo dos dez isolados considerados. Os isolados RS-02, RS-
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06, RS-09 e RS-10 foram os mais virulentos, pois induziram severidade em niveis
superiores a 45%.

Outro aspecto importante é a influéncia da densidade de in6culo sobre a
severidade da doenca. Andrade et al. (2005b) estudaram a influéncia da densidade
de in6culo de dois isolados (RS-09 e RS-10) de R. solani sobre a severidade da
doenca no hibrido Frevo de meldo amarelo. Os autores verificaram que,
considerando conjuntamente os dois isolados, densidades de indculo de 5, 10 e 25
mg.kg™ produziram niveis moderados de severidade, variando de 12,2 a 47,2%, a0
passo que elevadas densidades (50 a 200 mg.kg™) produziram niveis de severidade
variando de 58,3 a 81,7%.

Com relagéo ao controle do fungo, em razdo da complexidade dos fatores
envolvidos no ciclo das relages patdgeno - hospedeiro, o controle da Rizoctoniose
do meloeiro é extremamente dificil (BRUTON, 1998). Desta forma, a abordagem
mais apropriada é aquela baseada no manejo integrado da doenca, caracterizada
pela adocdo de principios e medidas visando ao patdgeno, hospedeiro e ambiente,
pela reducdo ou eliminagdo do indculo inicial, reducdo da taxa de progresso da
doenca e manipulacdo do periodo de tempo em que a cultura permanece exposta ao
patégeno em condic¢des de campo (MICHEREFF et al., 2005). Em se tratando de
patdgeno habitante do solo, as medidas mais recomendadas sdo: evitar plantio em
areas infectadas pelas informacGes do seu histérico, tratamento de sementes,
cuidado no manejo da cultura para evitar injdrias, manejo adequado da irrigacéo,
controle quimico e uso de cultivares resistentes. Ressalta-se que o uso de quimicos
para controle é dificil em razdo da dificuldade que o fungicida tem de alcancar a
superficie desejada (BRUTON, 1996).

Outros métodos de controle, como a associagdo da incorporacdo dos
materiais vegetais (mandioca, brocolos, eucalipto e mamona) com a solariza¢éo do
solo, demonstraram inativacdo da acdo dos patdgenos habitantes do solo, como
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, Macrophomina phaseolina e
Rhizoctonia solani. No entanto, cada material vegetal comporta-se diferentemente

em relagdo aos patdgenos estudados, necessitando de pesquisas para determinar os


http://en.wikipedia.org/wiki/Fusarium_oxysporum
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compostos letais gerados por esses materiais organicos em cada fitopatdégeno
(AMBROSIO et al., 2008).

Portanto, a utilizacdo de cultivares resistentes constitui uma medida
estratégica no manejo integrado de doencas; porém, apesar de sua relevancia,
existem poucos estudos sobre a avaliagdo da resisténcia de meloeiro ao

fitopatégeno em questao.

2.4 RECURSOS GENETICOS

Os recursos genéticos vegetais constituem a base para o estabelecimento de
um programa de melhoramento genético, sendo, portanto, matéria prima do
melhorista. Estes definem o grau de sucesso nos procedimentos de melhoramento.
Quanto maior a disponibilidade de material genético, maiores as possibilidades de
sucesso neste procedimento (PEREIRA et al., 2010).

Uma das fontes de germoplasma sdo as variedades tradicionais mantidas
por pequenos produtores. As variedades tradicionais, também denominadas
landraces ou variedades crioulas, sdo definidas como variedades tradicionais de
plantas cultivadas, adaptadas aos locais e culturas onde se desenvolveram, estando
presentes nos bancos de sementes de muitos agricultores, principalmente em paises
em desenvolvimento, justamente por se constituirem como garantia de plantio no
ano seguinte (DOMINGUEZ et al., 2000).

Apesar de 0 meloeiro ter seus centros de origem, domesticacdo primaria e
secundaria em regibes distantes do Brasil, a cultura possui variedades tradicionais
adaptadas as diferentes condi¢fes edafocliméticas. As variedades tradicionais de
meloeiro, introduzidas desde o seculo XVI pela imigragdo, ainda existem devido
aos trabalhos de selecéo realizados por varios ciclos por pequenos agricultores. Os
referidos acessos tém sido coletados na agricultura de subsisténcia de varios
estados do Nordeste brasileiro (TAVARES, 2002), bem como em outros estados
(DELWING et al., 2007).

O uso de recursos genéticos e as atividades de rotina em bancos de

germoplasma sdo de importancia incontestavel (VALLS, 1998); todavia, a
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utilizacdo de acessos dos bancos de germoplasma ainda € restrita no Brasil. A
alternativa mais promissora para conectar recursos genéticos vegetais e 0s
programas de melhoramento é a intensificacdo das atividades relacionadas ao pre-
melhoramento, conjunto de atividades visando a identificacdo de caracteres e/ou
genes de interesse, presentes em materiais ndo adaptados ou que ndo foram
submetidos a qualquer processo de melhoramento, e sua posterior incorporagao nos
materiais adaptados de elevado valor produtivo (NASS; PATERNIANI, 2000).

Segundo Nass e Nishkawa (2001), as principais contribuicdes dos
programas de pré-melhoramento séo: sintese de populagdes base, identificacdo de
genes potencialmente Uteis, identificacio de padrbes heteroticos, melhor
conhecimento dos acessos e em cruzamentos (dialelos) e formagdo de colegdes
nucleares.

Com relacdo ao melhoramento visando & resisténcia a doencas, 0 primeiro
passo € identificar fontes de resisténcia. No entanto, é necesséria a avaliacdo dentro
do grupo de materiais utilizados pelo pequeno agricultor, a qual pode servir como
importante fonte de alelos de resisténcia a enfermidade tratada no presente
trabalho.

Apos a coleta do germoplasma, a caracterizacdo e a avaliacdo sdo tarefas
importantes a ser realizadas em um banco de germoplasma, permitindo conhecer
qualidades e potencialidades do germoplasma.

No caso especifico do Banco de Germoplasma de Cucurbitidceas da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, a caracterizacdo morfoldgica e
molecular de acessos de meldo coletados no Nordeste brasileiro foi realizada por
Dantas (2011a).

Em relagcdo aos programas de melhoramento genético, as informacGes
geradas na caracterizagdo de acessos podem auxiliar o melhorista na identificagéo
de genitores com fendtipos desejaveis, como resisténcia ao patdgeno, alto teor de
solidos soluveis e longa vida pos-colheita. Em meloeiro, um exemplo de sucesso
no melhoramento genético € a utilizacdo de acessos de meldo indiano, snapmelo,

pertencentes ao grupo momordica (Roxb.) Duthie et Fuller, como fonte de
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resisténcia ao fungo Podosphaera xanthii, agente causal do oidio (DHILLON et al.,
2007).

A avaliacdo de acessos do Banco de Germoplasma de Cucurbitaceas da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido foi realizada para a reaco de acessos
de meloeiro a Myrothecium roridum (DANTAS, 2011b) e reacdo de acessos de
meloeiro coletados no Nordeste a Macrophomina phaseolina utilizando diferentes
métodos de inoculacdo (MEDEIROS, 2013).

2.5 METODOS DE INOCULACAO

O desenvolvimento de metodologias de inoculagéo visando a uma precoce
avaliacdo da resisténcia de materiais vegetais a patdgenos consiste numa
importante etapa na selecdo de genétipos superiores em programas de
melhoramento (SIVIERO et al., 2002). Neste sentido, a inoculacdo eficiente de um
patdgeno é fundamental para avaliar métodos de manejo e cultivares resistentes.

Alguns métodos sdo utilizados na tentativa de multiplicar R. solani
artificialmente. O indculo é cultivado em substratos com arroz (MICHEREFF et
al., 2008), substrato com aveia (GOULART, 2002), substrato areno-organico
(FENILLE; SOUZA, 1999), palito de dente (VERZIGNASSI, 2004). Os estudos
também apresentaram modificagcdes na forma como o solo foi infestado, diferindo
nas densidades e na distancia do in6culo a semente (MICHEREFF FILHO et al.,
1996).

Em meloeiro, 0 método usando substrato areno-organico foi utilizado com
sucesso por Michereff et al. (2008) e Salari et al. (2012) na avaliacdo da reagéo de
cultivares a R. solani, além de outros fungos habitantes do solo, como
Myrothecium roridum (NORONHA et al., 2006).

O método do palito foi utilizado com sucesso para avaliar a reagdo a
Dydmella bryoniae de diversas cucurbitaceas candidatas a porta-enxertos de meldo
rendilhado (ITO et al., 2009). O método também foi eficiente para identificar
gendtipos resistentes a Macrophomina phaseolina em acessos de meloeiro
(MEDEIROS, 2013).
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2.6 REACAO DE MELOEIRO AR. solani

S&o poucos os trabalhos realizados visando a identificacdo de fontes de
resisténcia de meloeiro a R. solani. Um dos primeiros trabalhos foi realizado por
Michereff et al. (2008). Os autores avaliaram 20 hibridos comerciais inoculados
com dois isolados de R. solani. Observou-se grande variagdo entre os cultivares
dentro de cada um dos isolados. Quando considerados os dois isolados do patégeno
simultaneamente, 0s genotipos Sancho, AF-1805, Athenas, AF-682, Torreon e
Galileo comportaram-se como altamente resistentes. Os genétipos Sancho e AF-
1805 apresentaram os menores indices de severidade da rizoctoniose em relacéo ao
isolado RS-9 e o gendtipo Gold Pride, em relacdo a RS-10. Esses gendétipos
diferiram significativamente dos demais, considerando cada isolado do pat6geno e,
portanto, segundo os autores, constituem fontes promissoras de resisténcia a R.
solani, devendo ser preferidos para plantio em areas infestadas pelo patdgeno.
Esses resultados evidenciam que h& variabilidade no germoplasma do meloeiro.
Um fato positivo é que foram identificados materiais resistentes dentro de
cultivares comerciais.

No Ird, Salari et al. (2012), ao avaliar a reacdo de 18 cultivares de meloeiro
a um isolado de R. solani, identificaram as cultivares ‘Sfidak khatdar’ e ‘Sfidak

bekhat’ como moderadamente resistentes.

2.7 HERANCA DA RESITENCIA DO MELOEIRO A R. solani

A resisténcia em plantas pode ser considerada de dois tipos: resisténcia
vertical ou especifica, também chamada de resisténcia total (heranga monogénica)
e a resisténcia horizontal ou inespecifica, também chamada de parcial (heranca
poligénica). Uma das dificuldades encontradas na aquisi¢do da resisténcia vertical
é o surgimento de novas racas fisioldgicas que apresentam diferentes niveis de
viruléncia, as quais frequentemente “quebram” a resisténcia. Essas ragas se

originam de uma intensa pressdo de selecdo devido a exploracdo da monocultura
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(SILVA; BISOGNIN, 2004), assim como 0 uso repetido e exclusivo de fungicidas
cOm 0 Mesmo grupo quimico, dentre outros.

Desta forma, pode-se afirmar que a resisténcia vertical ndo é duravel.
Algumas estratégias usadas para aumentar o tempo de “quebra” desta resisténcia
podem ser realizadas por meio de: melhoramento baseado numa selecdo
estabilizadora e direcional, piramidacdo de genes, rotacdo de genes,
desenvolvimento de multilinhas e distribuicdo geografica de genes (DESTRO;
MOLTOVAN, 1999).

A resisténcia horizontal apresenta variagdo continua de graus de resisténcia,
indo desde extrema suscetibilidade até a extrema resisténcia. A resisténcia pode ser
controlada tanto por genes nucleares como por genes extranucleares ou
citoplasmaticos, sendo eles dominantes ou recessivos, podendo ser expressos
isoladamente ou por meio de interacdo. O conhecimento destas interacdes € de
fundamental importéncia para os programas de melhoramento (DESTRO;
MOLTOVAN, 1999).

O controle genético da resisténcia de plantas € um aspecto importante em
um programa de melhoramento genético a determinado patégeno. Com relacdo a R.
solani, ndo ha relatos na literatura. Assim sendo, para auxiliar na escolha do
método de melhoramento e na estratégia de selecdo de genotipos resistentes, sdo

importantes informacgdes sobre o controle genético desse patdgeno.
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CAPITULO 2
METODOS DE INOCULAGAO DE Rhizoctonia solani EM MELOEIRO

RESUMO

MELO, Dalila Regina Mota de. Métodos de inoculacéo de Rhizoctonia solani em
meloeiro. 2014. 99p. il. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2014.

A utilizagdo de meétodos de inoculagdo constitui uma medida estratégica no estudo
de resisténcia genética em cucurbitaceas. O objetivo deste trabalho foi avaliar dois
métodos de inoculagdo de Rhizoctonia solani em meloeiro, visando ao estudo de
resisténcia genética. O experimento foi conduzido em estufa agricola e no
laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal Rural do
Semiéarido, em Mossor6-RN. Foram avaliados cinco acessos de meldo (C-AC-09,
C-AC-16, C-AC-18, C-AC-22 e C-AC-33) e dois metodos de inoculagao (substrato
areno-organico e palito de dente). Os isolados utilizados foram: Me-242, Me-243 e
Me-244 de R. Solani. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado
com cinco repeticdes. Os acessos de meloeiro foram avaliados quanto a severidade
da doenga por meio de uma escala de nota de 0 a 4. O método do palito de dente foi
0 mais eficiente em discriminar a reacdo dos acessos de meldo e a viruléncia dos

isolados de R. solani.

Palavras-chave: Cucumis melo, patogenos de solo, resisténcia, germoplasma.
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ABSTRACT

MELO, Dalila Regina Mota de. Methods of inoculation of Rhizoctonia solani
in melon plant. 2014. 99p. il. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, Brazil, 2014.

The use of methods of inoculation is a strategic measure in the study of genetic
resistance in cucurbits. The objective of this study was to evaluate two methods of
inoculation of Rhizoctonia solani in melon, for the study of genetic resistance The
experiment was led in in agricultural greenhouse and in the laboratory of
Microbiology and Phytopathology of the Rural Federal University of the Semi-
arid, in Mossor6 - RN. Five melon accessions (CA-09, CA-16, CA-18, CA-22 and
CA-33) and two methods of inoculation (sandy-organic and toothpick) were
evaluated. The isolates of R. Solani used were Me-242, Me-243 and Me-244. We
used a completely randomized design with five replications. Melon accessions
were evaluated for disease severity by a scale from O to 4. The method using
toothpick was the most efficient in discriminating the reaction of melon accessions

and virulence of isolates of R. solani.

Keywords: Cucumis melo, soil borne pathogens, resistance, germplasm.



35

1 INTRODUCAO

A cultura do meloeiro tem grande expressdo econémica no Brasil, onde as
condicBes geograficas, edaficas e climaticas sdo favordveis a exploragéo
tecnoldgica intensa, visando aos mercados interno e externo. No ano de 2013,
foram produzidas 191.412,6 t, rendendo 147.579.929 milhdes de ddlares e no ano
de 2014, de janeiro a julho, foram produzidas 47.001,12 t, gerando 36.065.199
milhdes de ddlares (ALICE WEB/MDIC, 2014). Esses dados comprovam a
importancia socioecondmica para a regido nordeste, principalmente porque esta é
responsavel pela maior parte da producao do pais.

O cultivo intenso, inadequadas praticas culturais, dentre outras, do meloeiro
no Nordeste brasileiro tem contribuido para 0 aumento na incidéncia e severidade
de diversas doencas, dentre elas as causadas por patdgenos habitantes do solo,
causando, portanto, perdas econdmicas devido a queda da produtividade e
gualidade dos frutos.

Dentre os problemas fitossanitarios, destaca-se a Rizoctoniose do meloeiro,
causada por Rhizoctonia solani Kuhn (ANDRADE et al., 2005),
a qual vem se destacando com o aumento de incidéncia e severidade. As plantas
infectadas com esse patdgeno apresentam sintomas de morte de plantulas, cancro
nos talos, podriddo de raizes e sementes, tombamento ou damping-off, tendo como
consequéncia a morte prematura da planta ou a reducdo da produtividade
(BRUTON, 1998; GARCIA-JIMENEZ et al., 2000).

A utilizacdo de cultivares resistentes constitui uma medida estratégica no
manejo integrado de doencas, porém, apesar de sua relevancia, existem poucos
estudos sobre a avaliagdo da resisténcia de meloeiro ao fungo em questdo. Algumas
pesquisas buscam a obtencdo de fontes de resisténcia a R. solani em acessos e
cultivares comerciais de meldo (MICHEREFF et al., 2008, SALARI et al., 2012) e,
segundo os autores, fontes promissoras de resisténcia para futuros programas de
melhoramento tém sido encontradas nessas pesquisas.

Ao se avaliar germoplasma em busca de fontes de resisténcia a patdgeno,

métodos uniformes e eficientes de inoculagdo das plantulas com isolados
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patogénicos e virulentos do patdgeno sdo requisitos essenciais. Alguns métodos de
inoculacdo, em condic¢Bes controladas, tém sido empregados com sucesso em
diversas culturas (TOLEDO-SOUZA; COSTA, 2003), tais como a multiplicacdo
de R. solani artificialmente, em substratos com arroz (MICHEREFF et al., 2008),
aveia (GOULART, 2002), areno-organico (FENILLE; SOUZA, 1999) e o método
do palito de dente (VERZIGNASSI, 2004).

Neste processo, sdo fundamentais o desenvolvimento e a padronizacdo de
metodologias que permitam a selecdo segura dessas fontes de resisténcia e a
determinag&o da reacgdo, de resisténcia ou suscetibilidade dos gen6tipos avaliados.

Em face da importancia da cultura do meloeiro para o Nordeste brasileiro e
das perdas de producéo inerentes ao ataque deste fungo radicular e com a hipdtese
de que haja diferenca na eficiéncia entre os métodos de inoculagdo com palito de
dente e substrato areno-organico na discriminagdo dos acessos, este trabalho teve
como objetivo avaliar dois métodos de inoculacdo de Rhizoctonia solani em

meloeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em estufa agricola e no laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), no municipio de Mossor6-RN, no periodo de agosto a novembro de
2012. As condicBes experimentais na estufa agricola foram: temperatura média do
ar de 34,5°C, com umidade média do ar de 38,4%.

O trabalho consistiu de dois experimentos, com duas metodologias de
inoculacéo, todos realizados no mesmo local. Os métodos de inoculagéo utilizados

foram substrato areno-organico e palito de dente.

2.2 GERMOPLASMA

Foram utilizados cinco acessos de meldo do Banco de Germoplasma de
Cucurbitaceas da UFERSA: C-AC-09, C-AC -16, C-AC-18, C-AC-22 e C-AC-33.
As sementes foram submetidas a um processo de selecdo, onde as que
apresentaram algum dano (rachaduras, furos, entre outras.) foram descartadas.
Posteriormente, foram desinfestadas com NaClO a 1,5% por dois minutos
(MICHEREFF et al., 2008), lavadas em agua corrente e postas para secar sobre
papel absorvente por 24 horas em temperatura ambiente (x 28 °C). Esse processo

foi realizado para cada acesso separadamente.

2.3 ISOLADOS DE Rhizoctonia solani

Foram utilizados trés isolados de R. solani, Me-242, Me-243 e Me-244
(Figura 1), todos isolados de meloeiro amarelo infectados com sintomas de
podriddo de raiz e colo, além de teste de patogenicidade comprovado (+). O Me-
242 foi proveniente de uma area produtora de meldo da empresa Agricola Famosa

e os isolados Me-243 e Me-244 foram coletados em épocas e locais diferentes na
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horta didatica da UFERSA. Estes isolados apresentaram micélios com coloragdes
distintas.
Os isolados foram armazenados na colecdo de culturas de fungos do

laboratério de Fitopatologia do setor de Fitossanidade da UFERSA.

Figura 1. Isolados Me-242 (A), Me-243 (B) e Me-244 (C) de R. solani. UFERSA,
Mossor6-RN, 2014.

2.4 METODO DE INOCULACAO COM SUBSTRATO ARENO-ORGANICO

A multiplicacdo dos isolados foi realizada repicando-se separadamente 0s
para placas de Petri contendo meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) +
tetraciclina (0,05g/L) e incubados por cinco dias a 28 £+ 2°C, em estufa tipo B.O.D.
(Biochemistry Oxigen Demand).
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O indculo de cada isolado foi cultivado em frascos contendo substrato
areno-organico (LEFEVRE; SOUZA, 1993), composto de trés partes de esterco
curtido, uma parte de areia lavada e 2% de aveia (v/p), ao que foram adicionados
20 mL de &gua destilada para cada 100 mL de substrato. Esse substrato foi
autoclavado duas vezes, em intervalos de 24 horas, durante uma hora a 120°C.

Em camara asséptica, foram transferidos trés discos de 5 mm de didmetro
retirados das bordas das coldnias dos isolados de R. solani para os frascos contendo
0 substrato areno-organico devidamente esterilizado. Esses foram mantidos em
estufa tipo B.0O.D. a 28 + 2°C, no escuro, por quinze dias, sendo periodicamente
agitados com o objetivo de homogeneizar a infestacdo; também foi mantido um
frasco sem o fungo, nas mesmas condi¢des dos frascos contendo as estruturas do
patdgeno, servindo como testemunha de possiveis contaminagées.

A infestacdo do solo ocorreu no dia da semeadura, pela distribuicdo
homogénea do indculo do fungo até 10 cm de profundidade, na proporcdo de 3%
da capacidade do vaso (0,4 kg) (FENILLE; SOUZA, 1999). Para termos de

comparacdo, foi deixada a testemunha sem o indculo.

2.5 METODO DE INOCULACAO USANDO PALITO DE DENTE

Os isolados foram previamente repicados, separadamente, para meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) + tetraciclina (0,05 g/L) e mantidos em estufa
tipo B.O.D. a 28 £ 2°C por 7 dias até serem usados no preparo do inéculo.

No preparo do inoculo, foram utilizadas pontas de palitos de dente (1,5
cm), inseridas verticalmente em um disco de papel filtro com 0 mesmo didmetro
interno da placa de Petri. Depois de colocados dentro das placas, com a parte
afilada dos palitos voltada para cima, estes foram esterilizados a 121 °C em
autoclave, por 30 minutos (YORINORI, 1996). Posteriormente, verteu-se meio de
cultura BDA, deixando expostos cerca de 2 mm da extremidade dos palitos. Apds a
solidificacdo do meio de cultura, foram repicados trés discos de 0,5 mm de
didmetro com estruturas do fungo (micélio), distribuidos equidistantes e incubados

por cerca de oito dias, em estufa tipo B.O.D. a 28 + 2°C para a completa
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colonizagdo dos palitos. Por ocasido da inoculagéo, os palitos estavam com suas
extremidades totalmente colonizadas pelo fungo (Figura 2A) e esta ocorreu aos 15
dias ap06s a semeadura, onde as pontas do palito de dente foram inseridas no colo
da planta, na altura de £0,05mm do solo (Figura 2B). Os palitos sem o inéculo,

também esterilizados em autoclave, foram inoculados nas plantas testemunhas.

Figura 2. Palitos de dente com suas extremidades totalmente colonizadas (A) e
palitos colonizados inseridos no colo da planta (B).

2.6 TIPO DE SOLO E SEMEADURA

Foram semeadas trés sementes em vaso plastico com 0,4 kg de capacidade,
sendo mantida uma planta ap6s o desbaste, este contendo uma mistura de solo e
substrato comercial. O solo utilizado foi um areno-argiloso, coletado de &rea nativa
da UFERSA, comum nas fazendas produtoras de meloeiro. O substrato utilizado
foi o Tropstrato® HT Hortalicas nos experimentos, numa proporgao de 2:1 (Duas de
solo e uma de substrato). A mistura solo + substrato foi devidamente esterilizada.
Posteriormente, foram infestados, de acordo com as metodologias descritas no itens

2.4 e 2.5, com os trés isolados, conforme citado anteriormente.
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2.7 AVALIACAO DO EXPERIMENTO

Em ambos os experimentos, os acessos foram avaliados quanto a incidéncia
e severidade da doencga, que ocorreu aos trinta dias apos a inocula¢do, no método
do substrato areno-organico, devido ao periodo de que o patdgeno precisa para se
estabelecer no solo, coloniza-lo e infectar a planta; e ap6s cinco dias no método do
palito de dente, no qual o in6culo teve contato imediato com a planta, os sintomas
surgiram a partir do segundo dia de inoculag&o.

A escala de notas adotada foi a de Noronha et al. (1995), adaptada, onde O:
auséncia de sintomas; 1: hipocétilo com pequenas lesdes; 2: hipocétilo com
grandes lesdes sem constricdo; 3: hipocotilo totalmente constrito, mostrando
tombamento e 4: sementes ndo germinadas e/ou plantulas ndo emergidas (Figura
3).

Escala de notas

Figura 3. Escala de notas utilizada para a avaliacdo da reacdo de acessos de
meloeiro ao fungo R. solani. UFERSA, Mossor6-RN, 2014. Adaptada de Noronha
et al. (1995).

A severidade média da doenca foi utilizada para agrupar os acessos em
classes de resisténcia. A associacdo da classe de resisténcia com a nota da escala
diagramatica é feita da seguinte forma, O: imune; 0,1 a 1,0: altamente resistente;
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1,1 a 2,0: moderadamente resistente; 2,1 a 3,0: suscetivel e 3,1 a 4,0: altamente
suscetivel (NORONHA et al., 1995).

Depois de realizada a avaliacdo, em ambos 0s experimentos, as plantas que
obtiveram notas diferentes de zero foram levadas para o Laboratério a fim de
confirmar a presenca do fungo nas lesdes. Para isso, foram efetuados pequenos
cortes na regido de transi¢do da leséo e procedeu-se a desinfestacdo superficial em
alcool 70% durante 30 segundos e em hipoclorito de sédio a 2,0% por um minuto,
sendo em seguida lavados em agua destilada esterilizada (ADE) e enxugados em
papel filtro esterilizados. Os fragmentos desinfestados foram plaqueados em meio
de cultura BDA + tetraciclina (0,05¢/L). Assim, foi confirmada a identidade do

fungo pela sua caracteriza¢do morfoldgica por meio de microscopia éptica.

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento utilizado em cada um dos experimentos foi o inteiramente
casualizado, com cinco repeti¢des. A unidade experimental foi constituida de um
vaso plastico com 0,4 kg de capacidade, com uma planta. Os vasos foram mantidos
em estufa agricola com temperatura média de 33 °C e irrigacdo diaria por aspersao
com trés turnos de rega, com 10 minutos cada.

As andlises estatisticas foram realizadas pela macro SAS F1_LD_F1 para
realizar a analise de variancia (ATS), que testou o efeito de métodos de inoculag&o,
acessos e a interacdo entre esses fatores. As estimativas do efeito relativo de
tratamentos e ordenamento médio (Rank médio) foram obtidas pelas macro
LD_CI. As macros foram obtidas no website do Professor Edgard Brunner, da
Universidade de Gotting. A descricdo das analises realizadas no presente trabalho
estd detalhada no artigo de Shan e Madden (2004). Em todas as analises, foram

utilizadas o nivel nominal de significincia de 5% de probabilidade (o = 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo aos métodos de inoculacdo, ficou evidente a diferenca entre as
duas formas de inocular o fungo em meloeiro com relacéo a severidade da doenga.
O método do palito de dente proporcionou maior severidade do patégeno quando
comparado ao do substrato areno-organico, independentemente do isolado utilizado
na inoculacdo (Tabelas 1 e 2). Uma provavel explicacdo estd no fato de a
metodologia de infestar o solo com o patégeno ser menos severa e exigir maior
periodo de tempo para o surgimento de sintomas, de vez que 0 patdgeno precisa se

estabelecer no solo para poder colonizar e efetuar a infecgéo.

Tabela 1. Valores de F obtidos conforme anélise de variancia (ATS) ndo
paramétrica para severidade avaliada em acessos de meloeiro inoculados com

diferentes isolados de R. solani. Mossor6-RN, 2014.

Anova — (ATS)!

FV Isolados - R. solani
Me-242 Me-243 Me-244
Métodos (M) 18,12” 30,78 26,67
Acessos (A) 0,97™ 1,46™ 1,76™
AxXM 2,91 2,87 2,757

™" F Significativo a 0,01 e 0,05 por Anova — (ATS)*
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Tabela 2. Nota média e reagdo de acessos de meloeiro a trés isolados de R. solani
inoculados pelo método do substrato areno-organico e do palito de dente. Mossoro-
RN, UFERSA, 2014.

Método do substrato areno-organico

Acesso , -Me-242 _ , _Me-243 ] , _Me-244 ]
Média Reacéo Média Reacéo Média Reacéo

C-AC-09 0,6 MR 0 I 0 I

C-AC-16 0 | 0,25 MR 0 |

C-AC-18 0,4 MR 0 | 0,4 MR

C-AC-22 0 | 0 | 0 |

C-AC-33 0,6 MR 0 I 0,4 MR

Método do palito

C-AC-09 14 MR 3,0 S 2,4 S

C-AC-16 2,6 S 18 MR 18 MR

C-AC-18 2,2 S 3,0 S 3,0

C-AC-22 1,6 MR 2,0 MR 3.0

C-AC-33 3.0 S 3,0 S 3,0

Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis a 1% de probabilidade. I: Imune [0,0]; AR:
altamente resistente [0,1-1,0]; MR: medianamente resistente [1,1-2,0]; S: suscetivel [2,1-
3,0]; AS: altamente suscetivel [3,1-4,0].

Observou-se também interacdo entre os fatores métodos e acessos, para
todos os isolados (Tabela 1). A interacdo é caracterizada pelo comportamento
diferencial dos acessos em fungéo dos métodos de inoculagdo. Em outras palavras,
hé& acessos que se comportam de maneira diferente em funcdo do método de
inoculacdo empregado, ou seja, a reacdo do acesso depende do método, o que é
muito importante para o melhorista no momento da escolha do método de
inoculacéo a ser empregado para identificar materiais resistentes.

Bruton; Wann (2004) comentam que em cucurbiticeas trepadoras, a
podriddo das raizes causadas por R. solani coincide com a senescéncia da planta.
Como consequéncia, a aplicacdo do substrato areno-organico para avaliar grande
nimero de acessos teria como principais desvantagens o maior tempo para

avaliacdo e a maior quantidade de solo, de vez que recipientes maiores seriam
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necessarios para que a planta atingisse a senescéncia. No método do palito, o
patdgeno é introduzido no tecido vegetal, facilitando a infeccéo e a colonizagéo dos
tecidos.

A severidade causada pelos isolados inoculados por meio do método do
palito permitiu a discriminacdo de materiais em varias classes de reacdo, fato ndo
observado no método utilizando o substrato areno-organico, que nao permitiu a
identificacdo de materiais suscetiveis (Tabelas 2). Tomando-se a perspectiva do
melhorista de plantas, pode-se afirmar que o método do palito foi eficiente para que
0 objetivo fundamental de qualquer trabalho de pré-melhoramento buscando a
identificacdo de fontes de resisténcia fosse alcancado, considerando que permitiu
diferenciar genotipos resistentes e suscetiveis em funcdo da viruléncia do isolado
do patdgeno.

Além de discriminar a reacdo dos gendtipos do hospedeiro, um método de
inoculacdo deve diferenciar os isolados dos patégenos quanto a viruléncia
(TOLEDO-SOUZA; COSTA, 2003). Nesse aspecto, apenas 0 método do palito foi
capaz de evidenciar a heterogeneidade fitopatogénica dos isolados utilizados no
presente estudo (Tabelas 2). O conhecimento da variabilidade fitopatogénica é
fundamental porque permite o estudo da estabilidade da resisténcia de genétipos do
hospedeiro frente aos isolados do patégeno. Por outro lado, a falta de informacGes
sobre a estrutura populacional do patégeno é um dos fatores limitantes para o
sucesso de um programa de melhoramento genético, de vez que ndo permite o
estudo de uma possivel interacdo entre genotipos e isolados (MAHMOUDI,;
GHASHGHAIE, 2012).

De uma forma mais prética, o conhecimento da variabilidade do patégeno
interfere na identificacdo de fontes de resisténcia no hospedeiro. Pelos resultados
observados, constata-se variabilidade entre os isolados quando se considera o
método do palito. A variabilidade fitopatdgenica em R. solani foi relatada no Brasil
por Almeida et al. (2003) em isolados originarios de diferentes hospedeiros, como
soja, sorgo, girassol, caupi, milho, trigo e de duas amostras de solo de areas
virgens. Os resultados mostraram que isolados mais divergentes (ou seja, mais

virulentos) sdo oriundos de areas com monocultura e demonstraram a existéncia de
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variabilidade genética entre os isolados brasileiros. Todavia, ndo existem
informacGes entre os isolados coletados em meloeiro. Com relacdo a R. solani,
também é de conhecimento na literatura que se trata de um fungo de populacédo
extremamente variavel, inclusive com grupos de anastomose.

As principais vantagens do método do palito sdo as seguintes: a) uma
guantidade relativamente constante de in6culo é colocada em contato direto com o
tecido hospedeiro, reduzindo a possibilidade de contaminacdo com outro patogeno;
b) conhecimento do tempo de inoculacdo, ou seja, contato do hospedeiro com o
patdgeno, permitindo o acompanhamento do progresso da doenga e c) menor
possibilidade de escape.

A principal critica feita ao método do palito de dente, bem como a outros
métodos que introduzem o in6culo no caule da planta, é quanto a sua
agressividade. Os pesquisadores argumentam que a aplicacdo do palito causa
ruptura da parede celular, que pode ser um componente de resisténcia estrutural da
planta, acarretando a ndo selecdo de gendtipos com um nivel mediano de
resisténcia (EDMUNDS et al., 1964).

Entretanto, covém ressaltar que o método do palito tem sido amplamente
utilizado em programas de melhoramento para avaliar a reacdo de gendtipos a
diversos patégenos, inclusive R. solani. O referido método foi usado com sucesso
em culturas como a beterraba (MAHMOUDI; GHASHGHAIE, 2012), sorgo
(KAVITHA, 2007), citros (SIVIERO et al., 2002) e a cenoura (PRYOR et al.,
2000). No caso do meloeiro, 0 método foi utilizado com sucesso para avaliar a
reacdo a Didymella bryoniae de diversas cucurbitaceas, candidatas a porta-enxertos
de mel&o rendilhado (ITO et al., 2009).

Embora o método da inoculagdo com substrato areno-orgénico no solo ndo
tenha sido eficiente em discriminar plantas resistentes e suscetiveis no presente
estudo, ha relatos da aplicagdo dessa metodologia para inocular patdgenos
radiculares (R. solani) (LEFEVRE; SOUZA, 1993; AMBROSIO et al., 2008). Em
meloeiro, Michereff et al. (2008) verificaram que a inoculagdo de R. solani com
substrato areno-organico foi eficiente para selecionar cultivares comerciais

resistentes. No entanto, 0 método apresenta a desvantagem do ndo conhecimento
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do periodo de incubacdo, o que exige maior periodo para o aparecimento dos
sintomas e trata-se de uma avaliagdo mais trabalhosa, considerando a necessidade
da retirada do solo das raizes (MAHMOUDI; GHASHGHAIE, 2012), bem como a
lavagem cuidadosa para observacdo dos sintomas.

Os dois métodos utilizados foram discordantes com relacdo aos resultados
de severidade e, por consequéncia, na classificagdo das reagGes dos acessos
avaliados. Enquanto no método do palito foi possivel discriminar os genétipos em
varias classes de reacdo dos acessos dependendo do isolado, no método utilizando
substrato areno-organico praticamente todos os acessos foram moderadamente
resistentes (Tabelas 2) em razdo do baixo nivel de severidade da doenga. A
discordancia dos métodos pode ser verificada ao se observarem os valores

reduzidos ndo significativos da correlacdo de Spearman (Tabela 3).

Tabela 3. Severidade, classes de reacdo e estimativas do coeficiente de correlagédo
de Spearman entre os métodos do palito de dente e substrato areno-organico para a
inoculacdo de trés isolados de R. solani em acessos de meloeiro. Mossoré-RN,
2014.

Isolado Severidade Classes de reagdo Estimativa
Palito Areno-organico  Palito  Areno-organico (ry)
Me-242 2,2 0,3 MR, S MR, | 0,08 (p > 0,05)
Me-243 2,6 0,1 MR, S MR, | -0,39 (p > 0,05)
Me-244 2,6 0,2 MR, S MR, | -0,34 (p > 0,05)

AR: altamente resistente; R: resistente; MR: medianamente resistente; S: suscetivel; AS:
altamente suscetivel. rs: Coeficiente de correlagdo de Spearman.

Considerando a baixa severidade observada no método do substrato areno-
organico e a pouca discrimina¢do dos acessos, serdo discutidos os resultados das
reacdes dos acessos ao fungo, produzidas pelo método do palito. Considerando a
variabilidade fitopatogénica, é atil a identificacdo de genétipos com resisténcia
genética estavel. No entanto, no presente trabalho ndo foi possivel identificar

acessos resistentes a todos os isolados. Os resultados indicam que € dificil a
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identificacdo de genotipos com estabilidade na resisténcia. Esse fato foi verificado
por Salari et al. (2012) ao avaliar 18 cultivares a um isolado de Macrophomina
phaseolina (Tassi), Monosporascus cannonballus (Pollack e Uecker) e Rhizoctonia
solani. Foram identificadas as cultivares ‘Sfidak khatdar’ e ‘Sfidak bekhat’ como
moderadamente resistentes. Assim, estas cultivares de meldo sdo promissoras
fontes de resisténcia a estes patdgenos estudados.

Portanto, diante dos resultados do presente trabalho, aceita-se a hip6tese de
que ha diferenca na eficiéncia entre os métodos de inoculagdo com palito de dente
e substrato areno-orgénico na discriminagdo dos acessos.

Deve-se ressaltar que o trabalho € continuo e devem ser feitas futuras
avaliagBes com outros acessos presentes no banco de germoplasma para avaliar a
reacao aos diversos isolados do fungo estudado. Em caso de identificacéo de fontes
de resisténcia, esses acessos podem ser utilizados em programas de melhoramento

do meloeiro.
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4 CONCLUSOES

O método do palito de dente € mais eficiente em discriminar acessos de
meloeiro em resistentes e suscetiveis e quanto a viruléncia dos isolados de R.
solani.

O método de inoculagdo do substrato areno-organico ndo mostrou
eficiéncia na discriminacdo dos acessos de meldo em resistentes ou suscetiveis e
guanto a viruléncia dos isolados R. solani, apesar de representativo de como a

infeccdo ocorre em campo.
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CAPITULO 3

REACAO DE ACESSOS DE MELOEIRO A Rhizoctonia solani
RESUMO

MELO, Dalila Regina Mota de. Reac¢do de acessos de meloeiro a Rhizoctonia
solani. 2014. 99p. il. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2014,

Com o cultivo sucessivo do meloeiro no semi-arido, muitos problemas
fitossanitarios relacionados a patdgenos habitantes do solo tém se intensificado nos
altimos anos, dentre eles a rizoctoniose do meloeiro, causada por Rhizoctonia
solani. A utilizagdo de cultivares resistentes constitui uma medida estratégica no
manejo integrado de doencgas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de
acessos de meloeiro coletados no Nordeste brasileiro a diferentes isolados do fungo
R. solani. Os experimentos foram conduzidos em estufa agricola e no laboratério
de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Semiéarido, em
Mossor6-RN. Foram avaliados 45 acessos de meloeiro em delineamento
inteiramente ao acaso com cinco repeti¢des. A unidade experimental foi constituida
por um vaso com uma planta. O método de inoculagdo utilizado foi o palito de
dente. Utilizaram-se trés isolados de R. solani, identificados como Me-242, Me-
243 e Me-244. Na reacdo aos trés isolados de R. solani, pode-se identificar o
acesso C-AC-03 e ‘Olimpic’ como medianamente resistentes, sendo 0s demais
(95,55%) acessos suscetiveis a no minimo um dos isolados. O hibrido ‘Olimpic’ é

ideal fonte de resisténcia a R. solani e possui qualidade comercial desejavel.

Palavras-chave: Cucumis melo, patégenos de solo, germoplasma, resisténcia.
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ABSTRACT

MELO, Dalila Regina Mota de. Reaction of accesses of melon to the Rhizoctonia
solani. 2014. 99p. il. Thesis (Doctorate in Agronomy/Phytotechny) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN-Brazil, 2014.

The Rhizoctonia canker of melon caused by Rhizoctonia solani has increased in
incidence and severity in the production fields of melon. The use of resistant
cultivars is a strategic measure in the integrated management of diseases. The
objective of this work was to evaluate the reaction of melon plant accesses
collected in the Brazilian Northeast the different ones isolated of the mushroom R.
solani. The experiments were led in agricultural greenhouse and in the laboratory
of Microbiology and Phytopathology of the Rural Federal University of the Semi-
arid, in Mossor6-RN. They were entirely appraised 45 melon plant accesses in
randomized design with five repetitions. The experimental unit was constituted by
a vase with a plant. The inoculation method used it was the toothpick. We used
three isolated of R. solani, identified as Me-242, Me-243 and Me-244. In the
reaction to the three solated of R. solani, it can be identified the accessions C-AC-
03 and 'Olimpic' as middling resistant, being the others (95,55%) susceptible
accesses at least to one of the isolated. The hybrid 'Olimpic' is an ideal resistance

source to R. solani and it possesses desirable commercial quality.

Keywords: Cucumis melo, soil borne pathogens, germoplasm, resistance.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do meloeiro se destaca entre as principais do pais,
gerando emprego e renda. No ano de 2013, foram produzidas 191.412,6 t de melao,
rendendo 147.579.929 milhdes de doblares, e no ano de 2014, de janeiro a julho,
foram produzidas 47.001,12 t, gerando 36.065.199 milhGes de délares (ALICE
WEB/MDIC, 2014).

A regido Nordeste tem se destacado nas ultimas trés décadas como a maior
produtora de meldo do Brasil em razdo das condi¢gbes propicias para o
desenvolvimento da cultura, como alta temperatura e baixa precipitacdo
pluviométrica, aliadas aos altos investimentos do setor produtivo. A producédo
nordestina estd concentrada em uma é&rea de clima semiarido do Agropolo
Mossor6-Assu, no Rio Grande do Norte, e Baixo Jaguaribe, no Ceara (NUNES et
al., 2011).

Em razdo do cultivo sucessivo do meloeiro no semiarido, praticamente
durante quase todo o ano, muitos problemas fitossanitarios relacionados a
patdgenos habitantes do solo tém se intensificado nos Gltimos anos, acarretando
reducdo na producdo e qualidade dos frutos. Dentre eles, cita-se a rizoctoniose do
meloeiro, causada por Rhizoctonia solani Kuhn (ANDRADE et al., 2005), que vem
se destacando com o aumento de incidéncia e severidade. As plantas infectadas por
R. solani apresentam sintomas de morte de plantulas, cancro nos talos, podridao de
raizes e sementes, tombamento ou damping-off, tendo como consequéncia a morte
prematura da planta ou a redugdo da produtividade (BRUTON, 1998; GARCIA-
JIMENEZ et al., 2000).

Como este patdgeno apresenta ampla gama de hospedeiros e estruturas de
resisténcia (microesclerddios) que garantem sua sobrevivéncia no solo por varios
anos, seu controle torna-se dificil (BLANCARD et al., 1991; CARDOSO, 1994).
Dentre as medidas de controle para patdgenos de solo, citam-se rotagdo de cultura e
aracdo profunda para diminuir o inéculo perto da superficie do solo e a promocéo
da rapida decomposicdo dos residuos infestados. No entanto, essas medidas sdo

ineficientes no controle destes patdgenos. Uma das alternativas viaveis de controle



56

destes patdgenos é o uso de cultivares resistentes, que apresenta a vantagem de ser
seguro ao meio ambiente e de facil adogdo. Nesse sentido, uma das primeiras acoes
é identificar fontes de resisténcia no germoplasma disponivel.

O Brasil possui variedades tradicionais adaptadas as diferentes condicGes
edafocliméaticas nacionais, embora esteja distante dos centros de origem, de
domesticacdo primaria e secundaria do meloeiro. As variedades tradicionais de
meloeiro, introduzidos provavelmente por imigrantes e escravos, ainda existem
devido aos trabalhos de selecdo realizados durante vérios ciclos por pequenos
agricultores. As referidas variedades tém sido coletadas na agricultura de
subsisténcia de varios estados do Nordeste brasileiro, bem como em outros estados
(DELWING et al., 2007).

O referido germoplasma pode ser util para programas de melhoramento
como fontes de resisténcia a diversos patdgenos. Todavia, ainda sdo poucas as
acOes de pesquisa com o intuito de caracterizar o germoplasma nacional
considerando aspectos morfoldgicos, agronémicos, moleculares e de reacdo aos
principais patdgenos. No caso especifico da reacdo a R. solani, ha poucos relatos na
literatura sobre possiveis fontes de resisténcia (MICHEREFF et al., 2008). Com
relacdo ao germoplasma cultivado por pequenos produtores brasileiros, ndo foram
identificados relatos sobre a reacao ao referido patdgeno, sendo, portanto, relevante
a identificacdo de materiais promissores para futuros programas de melhoramento e
para 0 manejo dessa doenca. Salari et al. (2012), ao avaliar 18 cultivares iranianas a
um isolado de R. solani, identificaram as cultivares ‘Sfidak khatdar’ e ‘Sfidak
bekhat” como moderadamente resistentes.

Com a hipotese de que ha fontes resistente ao patdgeno habitante do solo
citado anteriormente, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a reacdo de
acessos de meloeiro coletados no Nordeste brasileiro a diferentes isolados do fungo

R. solani.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos em estufa agricola e no laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA) no municipio de Mossor6-RN. As condicdes experimentais em estufa

agricola foram: temperatura média do ar de 33,6 °C e umidade média do ar 39,8%.

2.2 GERMOPLASMA

Para avaliacdo da reacdo a R. solani, foram utilizados e avaliados 45
materiais de meloeiro: C-AC-01, C-AC-02, C-AC-03, C-AC-04, C-AC-05, C-AC-
06, C-AC-07, C-AC-08, C-AC-09, C-AC-11, C-AC-12, C-AC-13, C-AC-14, AC-
15, C-AC-16, C-AC-17, C-AC-18, C-AC-19, C-AC-22, C-AC-23, C-AC-24, C-
AC-25, C-AC-26, C-AC-27, C-AC-28, C-AC-29, C-AC-30, C-AC-31, C-AC-32,
C-AC-33, C-AC-34, C-AC-35, C-AC-36, C-AC-37, C-AC-39, C-AC-41, C-AC-
42, C-AC-43, C-AC-44, C-AC-45; ‘Vereda’; ‘Mabel’; ‘Olimpic’; MR1 e PI
414723.

2.3 ISOLADOS E PREPARACAO DO INOCULO

Foram utilizados os isolados patogénicos Me-242, Me-243 e 0 Me-244 de
R. solani (Figura 1 do item 2.3 no Capitulo I, p. 38), coletados de raizes de mel&do
amarelo com podridédo de raiz e colo da planta. O Me-242 foi oriundo de uma area
produtora de meldo da empresa Agricola Famosa e os isolados Me-243 e Me-244
foram coletados em épocas e locais diferentes na horta didatica da UFERSA, sendo
que estes isolados apresentam coloracdo do micélio diferente.

Os isolados foram previamente repicados, separadamente, para meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) + antibi6tico (tetraciclina - 0,05 g L™) e

mantidos em estufa tipo B.O.D. a 28 °C + 2 por cinco dias.
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O indculo foi preparado da mesma forma que foi citado no capitulo I, onde
foram utilizadas pontas de palitos de dente (1,5 cm), inseridas verticalmente em um
disco de papel de filtro com 0 mesmo didmetro interno da placa de Petri. Depois de
colocados dentro das placas, com a parte afilada dos palitos voltada para cima,
estes foram esterilizados a 121°C em autoclave por 30 minutos (YORINORI,
1996). Posteriormente, verteu-se meio de cultura BDA + antibidtico deixando
expostos cerca de 2 mm da extremidade dos palitos. Em seguida, foram repicados
trés discos de 0,5 mm de didmetro do meio de cultura contendo estruturas do fungo
(miceélio), distribuidos equidistantemente e incubados por oito dias, em estufa tipo
B.O.D. a 28 + 2°C para a completa colonizagdo dos palitos. Por ocasido da
inoculagdo, os palitos estavam com suas extremidades totalmente colonizadas
(Figura 2A do item 2.5 no Capitulo Il, p. 40). Isto ocorreu aos 20 dias apds a
semeadura, onde os palitos colonizados foram inseridos no colo da planta, na altura
de +0,05mm do solo (Figura 2B do item 2.5 do Capitulo I, p. 40). Os palitos sem o
indculo, também esterilizado em autoclave, foram utilizados nas plantas

testemunhas.

2.4 CONDUCAO DO EXPERIMENTO E AVALIACAO

O experimento foi realizado no periodo de abril a julho de 2012 em estufa
agricola. As sementes foram selecionadas, eliminando-se aquelas que
apresentavam algum dano (rachaduras, furos, entre outros). Em seguida,
desinfestadas submergindo-as em uma solucdo de NaClO a 1,5% por dois minutos
e lavadas em agua corrente (MICHEREFF et al., 2008) e postas para secar sobre
papel absorvente por 24 horas em temperatura ambiente (+ 28 °C).

O semeio foi realizado diretamente em vaso plastico de 0,4 kg de
capacidade contendo uma mistura de solo e substrato comercial (Tropstrato® HT
Hortaligas), numa propor¢do de 2:1. O solo utilizado foi um areno-argiloso,
coletado de area nativa da UFERSA, comum nas fazendas produtoras de meloeiro.
A mistura solo + substrato comercial foi previamente esterilizado em autoclave a

121°C, por dois dias consecutivos, sendo uma hora por dia. Foram semeadas trés
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sementes de cada acesso por vaso, sendo mantida apenas uma planta ap6s o
desbaste.

A inoculacdo foi realizada 20 dias apds a semeadura, com a inser¢do no
colo das plantas, de uma ponta do palito de dente devidamente colonizado. Para
testemunha, foi inserido o palito de dente esterilizado sem a presenca de inéculo
(YORINORI, 1996).

Os acessos foram avaliados quanto a severidade da doenca, cinco dias ap6s
a inoculagdo, utilizando a seguinte escala de notas, adaptada de Noronha et al.
(1995): 0: auséncia de sintomas; 1: hipocétilo com pequenas lesbes; 2: hipocétilo
com grandes leses sem constri¢do; 3: hipocdtilo totalmente constrito, mostrando
tombamento e 4: sementes ndo germinadas e/ou plantulas ndo emergidas (Figura 3
do item 2.7 no Capitulo Il, p. 41). A severidade média da doenga foi utilizada para
agrupar os acessos em classes de resisténcia. A associacdo da classe de resisténcia
com o intervalo de notas da escala diagramatica foi a seguinte: imune [0],
altamente resistente [0,1 a 1,0], moderadamente resistente [1,1 a 2,0], suscetivel
[2,1 a 3,0] e altamente suscetivel [3,1 a 4].

Depois de realizada a avaliacdo, as plantas que obtiveram notas diferentes
de zero foram levadas ao Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
UFERSA para confirmacdo da presenca do fungo nas lesdes. Para isso, foram
efetuados pequenos cortes na regido de transicdo da lesdo e procedeu-se a
desinfestagdo superficial em alcool 70% durante 30 segundos e em hipoclorito de
sodio a 2,0% por um minuto, sendo, em seguida, lavados em &gua destilada
esterilizada (ADE) e secados em papel de filtro esterilizado. Os fragmentos
desinfestados foram plaqueados em meio de cultura BDA + antibi6tico tetraciclina
(0,05 g L) de forma asséptica em camara de fluxo laminar. Desta forma, foi
confirmada a identidade do fungo pela sua caracterizagcdo morfoldgica por meio da

observacao das estruturas em microscépio optico.
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes. A unidade experimental foi constituida por um
vaso com uma planta.

A andlise de varidncia (ATS) testou o efeito de isolados, acessos e a
interacdo entre esses fatores foi realizada pela macro SAS F1_LD F1. As
estimativas do efeito relativo de tratamentos e ordenamento médio (Rank médio)
foram obtidas pelas macro LD_CI. As macros foram obtidas no website do
Professor Edgard Brunner, da Universidade de Gotting. A descricdo das analises
realizadas no presente trabalho esta detalhada no artigo de Shan e Madden (2004).
Em todas as analises, foi utilizado o nivel nominal de significancia de 5% de
probabilidade (o = 0,05).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se efeito significativo para reacdo de acessos e isolados de R.
solani, indicando heterogeneidade entre 0s acessos avaliados, bem como entre os
isolados inoculados (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de F e probabilidade associada obtidos conforme andlise de
variancia (ATS) ndo paramétrica para a reacdo (nota) de acessos de meloeiro

inoculados com isolados de R. solani. Mossor6-RN, 2014.

FV Gl Anova — (ATS)
F P
Isolado (1) 2 33,24 0,0001
Acesso (A) 44 2,31 0,0001
Axl 88 1,60" 0,0003

™" F Significativo a 0,01 e 0,05 por Anova — (ATS)".

A variabilidade entre os isolados corrobora com outros trabalhos realizados
que apontam grande variabilidade morfoldgica e molecular na populacdo de R.
solani (LIU et al., 1993; SARTORATO et al., 2006; CASTRO et al., 2009).

Também se verificou interacdo significativa entre acessos e isolados de R.
solani (Tabela 4). A interacdo no presente estudo pode ser enfocada com os valores
das notas e a partir da classificacdo da reacdo dos acessos. No primeiro enfoque, 0
aspecto € meramente estatistico e evidencia a inconsisténcia de ordenamento dos
acessos em funcdo dos isolados ou vice-versa. Em outras palavras, a interagdo é
caracterizada pelo comportamento diferencial dos acessos em fungdo do isolado
inoculado, ou seja, a severidade da enfermidade avaliada no acesso depende do
isolado inoculado.

O segundo enfoque, associado & biologia do patossistema considerado,
pode ser interpretado a partir da classificacdo da reacdo dos acessos (Tabela 5). As

diferentes reacdes dos acessos em fungédo dos isolados poderiam indicar, a0 menos
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em principio, a presenca de racas nas populacdes de R. solani. Contudo, sabe-se
que para a identificacdo de ragas em uma populacdo do patdgeno é necesséria a
determinacgdo de um conjunto de cultivares constituintes de genes que permitam a
identificacdo de racas, como tem sido utilizado nas populacdes de Podosphaera
xanthii e Golovinomyces cichoracearum, agentes causais do oidio em todo o
mundo, inclusive no Brasil (KUZUYA et al., 2006), bem como em Fusarium
oxysporum f. sp. melonis (RISSER et al., 1976). Para o caso do patégeno R.
solani, serdo necessarios estudos que comprovem a presenca de genes de
resisténcia em determinadas cultivares.

Tabela 5. Nota média e reagdo de acessos e cultivares de meloeiro a trés isolados
de R. solani inoculados pelo método do palito. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Acesso Me-242 Me-243 Me-244
ERT Nota Reacdo ERT Nota  Reagdo ERT Nota Reagdo

C-AC-01 046 22 S 0,46 2,2 S 0,34 1,6 MR
C-AC-02 044 20 MR 0,46 2,2 S 053 24 S
C-AC-03 036 18 MR 0,44 2,0 MR 0,44 2,0 MR
C-AC-04 049 24 S 0,46 2,2 S 0,46 272 S
C-AC-05 036 18 MR 0,49 2,4 S 049 24 S
C-AC-06 041 18 MR 0,56 2,6 S 056 26 S
C-AC-07 036 18 MR 0,66 3,0 S 0,46 272 S
C-AC-08 056 26 S 0,66 3,0 S 0,66 3,0 S
C-AC-09 031 14 MR 0,66 3,0 S 049 24 S
C-AC-11 046 22 S 0,66 3,0 S 066 3,0 S
C-AC-12 026 14 MR 0,66 3,0 S 066 3,0 S
C-AC-13 066 3,0 S 0,56 2,6 S 066 3,0 S
C-AC-14 036 18 MR 0,66 3,0 S 0,66 3,0 S
C-AC-15 0,17 1,0 AR 0,66 3,0 S 059 28 S
C-AC-16 056 2,6 S 0,36 18 MR 0,36 18 MR
C-AC-17 059 28 S 0,56 2,6 S 0,46 272
C-AC-18 046 22 S 0,66 3,0 S 0,66 3,0
C-AC-19 036 18 MR 0,63 2,8 S 049 24

Tabela 5 - Continuacéo...
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C-AC-22 029 16 MR 0,39 2,0 MR 0,66 3,0 S
C-AC-23 044 20 MR 0,53 2,4 0,66 3,0 S
C-AC-24 024 12 MR 0,56 2,6 0,56 2,6 S
C-AC-25 024 12 MR 0,31 14 MR 056 2,6 S
C-AC-26 0,25 16 MR 044 20 MR 059 28 S
C-AC-27 034 16 MR 066 3,0 S 0,66 3,0 S
C-AC-28 0,17 10 MR 066 30 S 066 3,0 S
C-AC-29 034 16 MR 049 24 S 056 26 S
C-AC-30 0,26 14 MR 046 272 S 059 28 S
C-AC-31 024 12 MR 059 28 S 066 3,0 S
C-AC-32 044 20 MR 066 3,0 S 0,66 3,0 S
C-AC-33 0,66 3,0 S 066 3,0 S 0,66 3,0 S
C-AC-34 021 10 AR 041 18 MR 0,66 3,0 S
C-AC-35 0,36 18 MR 056 2,6 S 053 24 S
C-AC-36 0,66 3,0 S 0,46 2.2 S 056 26 S
C-AC-37 0,29 16 MR 052 26 S 049 24 S
C-AC-39 066 3,0 S 059 28 S 059 28 S
C-AC-41 052 26 MR 0,46 2.2 S 046 22 S
C-AC-42 059 28 MR 044 20 MR 0,66 3,0 S
C-AC-43 046 22 MR 056 2,6 S 052 26 S
C-AC-44 056 2,6 MR 053 24 S 0,14 0,8 AR
C-AC-45 056 2,6 MR 066 3,0 S 059 28 S
‘MR-1° 0,66 3,0 MR 056 26 S 099 40 AS
P1414723 0,36 18 MR 056 26 S 034 16 MR
‘Vereda’ 0,24 1.2 MR 0,46 2.2 S 056 26 S
‘Olimpic’ 0,26 1,4 MR 0,46 2.2 MR 0,17 10 AR
‘Mabel” 0,26 1,4 MR 056 2,6 S 046 2,2 S
Média 040 20 054 25 055 2,6

I: Imune [0,0]; AR: altamente resistente [0,1-1,0]; MR: medianamente resistente [1,1-2,0];
S: suscetivel [2,1-3,0]; AS: altamente suscetivel [3,1-4,0]; ETR: efeito relativo de

tratamento.

Por outro lado, a resposta diferencial dos acessos aos isolados observada no

presente trabalho tem um aspecto pratico fundamental para programas de
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melhoramento visando a obtencdo de cultivares resistentes ao patdgeno
considerado, qual seja a dificuldade em se identificar gen6tipos com resisténcia a
todos os isolados do patdégeno. Assim sendo, considerando a reacdo a R. solani,
verificou-se que a maioria dos acessos (71,11%) com o isolado Me-242
apresentava-se como medianamente resistente, sendo 0s acessos C-AC-15 e C-AC-
34 classificados como altamente resistentes (Tabela 5). Para o isolado Me-243,
apenas oito acessos (17,77%) foram classificados como medianamente resistentes,
sendo os demais suscetiveis.

Observou-se menor discriminagdo entre 0s acessos inoculados com o
isolado Me 243 (Tabela 5). Os acessos C-AC-03, C-AC-16, C-AC-22, C-AC-25, C-
AC-26, C-AC-34, C-AC-42 e ‘Olimpic’ foram classificados como medianamente
resistentes, ao passo que os demais acessos foram suscetiveis, evidenciando maior
viruléncia do referido isolado.

Para o isolado Me-244, destacaram-se 0s acessos C-AC-44 e ‘Olimpic’
como altamente resistentes e os acessos C-AC-01, C-AC-03, C-AC-16 e ‘PI
414723’ (8,89%) como medianamente resistentes, ao passo que o acesso ‘MR-1’
foi altamente suscetivel. Os demais acessos foram suscetiveis. Apenas 0 acesso C-
AC-03 foi medianamente resistente a todos os isolados, ao passo que o hibrido
‘Olimpic’ foi medianamente resistente a Me-242 e Me-243 e altamente resistente
ao isolado Me-244 (Tabela 5).

O acesso C-AC-03 pertence a variedade botdnica momordica, tem
coloracdo do mesocarpo salmdo e apresenta resisténcia de campo ao fungo P.
xanthii. Mesmo sendo um promissor genitor para programas de melhoramento
genético a R. solani, possui como principal desvantagem a baixa qualidade dos
seus frutos, isto é, teor de solidos solUveis reduzido (<5° Brix), reduzida firmeza do
mesocarpo (< 10 N) e pequena espessura do mesocarpo (< 2,0 cm). O hibrido
‘Olimpic’ pertence a variedade cantaloupensis, tipo Cantaloupe, possui mesocarpo
de coloragdo salmdo, elevado teor de sélidos soltveis (>11°Brix) e resisténcia as
ragcas 0 e 1 de Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Portanto, o ‘Olimpic’ ¢ ideal

fonte de resisténcia e possui qualidade comercial desejavel.
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Atendendo a grande variagdo observada no germoplasma do meloeiro, deve
ser ressaltado que o trabalho é continuo e devem ser feitas futuras avaliagdes com
outros acessos presentes no banco de germoplasma para reacdo ao patégeno do
presente estudo. Além disso, estudos das variages nas populagdes do patdgeno e
heranca devem ser realizados com as fontes de resisténcia identificados com o
intuito de iniciar a identificacdo de um grupo de cultivares diferenciadoras e, por
conseguinte, racas do patdgeno.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, aceita-se a hipdtese de

gue ha fontes resistentes ao fungo R. solani no germoplasma avaliado.



66

4 CONCLUSOES

Na reacdo aos trés isolados de R. solani, pode-se identificar os acessos C-
AC-03 e ‘Olimpic’ como medianamente resistentes, sendo os demais (95,55%)
acessos suscetiveis a no minimo um dos isolados.

O hibrido ‘Olimpic’ ¢ ideal fonte de resisténcia a R. solani e possui

qualidade comercial desejavel.
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CAPITULO 4

HERANCA DA RESISTENCIA DO MELOEIRO A Rhizoctonia solani
RESUMO

MELO, Dalila Regina Mota de. Heranga da resisténcia do meloeiro a
Rhizoctonia solani. 2014. 99p. il. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2014.

A rizoctoniose causada por Rhizoctonia solani pode afetar diferentes partes do
meloeiro, causando apodrecimento de sementes, raizes e frutas, tombamento e
cancro da haste. Todas estas doengas conduzem a morte prematura de plantas e / ou
diminuicdo do rendimento. O uso de cultivares resistentes é uma medida de
controle de alternativa e complementar. Neste estudo, investigou-se pela primeira
vez a heranga da resisténcia presente no hibrido ‘Olimpic’ em cruzamentos com os
genitores suscetiveis ‘Mabel” e C-AC-11. A resisténcia do meloeiro ao fungo R.
solani é controlada por um gene maior de efeito aditivo e dominante e poligenes de

efeitos aditivos.

Palavras-chave: Cucumis melo, rizoctoniose, controle genético, poligenes.
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ABSTRACT

MELO, Dalila Regina Mota de. Inheritance of resistance of melon to
Rhizoctonia solani. 2014. 99p. il. Thesis (Doctorate em Agronomy/Crop Science)
— Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

The Rhizoctonia canker caused by Rhizoctonia solani can damage different parts of
the melon plant, causing seed, root and fruit rots, damping-off and stem canker. All
these diseases lead either to premature plant death and/or decreased yield. The use
of resistant cultivars is a control measure alternative and complementary. In this
study, we investigated for the first time the inheritance of this resistance in hybrid
'‘Olympic' in crosses with the susceptible parents ‘Mabel' and C-AC-11. A major
gene with both additive and dominant effects and polygenes with additive effect

control the resistance of the melon to the fungus R. solani.

Key words: Cucumis melo, Rhizoctonia canker, genetic control, polygenes.
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1 INTRODUCAO

Apesar do esforco das empresas produtoras de meldes em melhorar a
qualidade e quantidade dos frutos produzidos, inimeros problemas fitossanitarios
tém dificultado essas iniciativas. Dentre eles, a ocorréncia de pragas e doencas
constitui ainda um dos maiores entraves ao desenvolvimento desta cultura, sendo
capaz de prejudicar investimentos que poderiam gerar capital e trabalho.

Diversos patogenos produzem doengas no meloeiro. Dentre as ocasionadas
por fungos, a rizoctoniose, ocasionada por Rhizoctonia solani Kuhn, é uma das
mais incidentes. O referido fungo afeta todas as partes da planta, porém o sintoma
mais comum observado no Agropolo Mossor6-Assu € o cancro no caule,
ocasionando, em muitas situa¢fes, a morte prematura da planta ou a reducdo da
produtividade (BRUTON, 1998).

As estratégias de controle de R. solani como rotagdo de culturas e
aplicacdo de fungicidas tém se mostrado pouco eficientes, motivo pelo qual a
utilizacdo de cultivares resistentes constitui uma medida estratégica no manejo
integrado da doenca. As principais vantagens do método sdo a facil adocdo por
parte do produtor, a associagdo com outros métodos de controle e a ndo agressao ao
meio ambiente.

Todo programa de melhoramento genético visando a resisténcia a
determinado patégeno é iniciado pela identificacdo de fontes de resisténcia
promissoras no germoplasma disponivel. Todavia, apesar da importancia desta
enfermidade, poucos estudos sobre avaliacdo da resisténcia em meloeiro a esse
patégeno foram realizados. Um dos poucos trabalhos encontrados na literatura
referentes & avaliacdo de cultivares resistentes a esse patégeno foi o de Michereff et
al. (2008). Os autores avaliaram 20 hibridos comerciais inoculados com dois
isolados e encontraram fontes promissoras de resisténcia & R. Solani, devendo ser
preferidos para plantio em areas infestadas pelo patégeno.

Para o aproveitamento das fontes de resisténcia identificadas nos
programas de melhoramento visando obter materiais resistentes a R. solani, é

importante o conhecimento do controle genético envolvido na resisténcia. No
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entanto, ndo foram identificados trabalhos abordando o referido tema na literatura
consultada. A auséncia de informacdes motivou a realizacdo deste trabalho com o

objetivo de estudar heranca da resisténcia do meloeiro a R. solani.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AREA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram conduzidos na Horta Didatica, estufa agricola e
Laboratério de Fitopatologia do Departamento de Ciéncias Vegetais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

Os experimentos foram conduzidos no periodo de novembro de 2012 a
novembro de 2013. Na estufa agricola, o primeiro experimento foi realizado em
12/02/2013 a 17/03/2013, ao passo que o segundo ocorreu entre 24/09/2013 e
06/11/2013. Os dados de temperatura média e umidade relativa do ar foram
26,73°C e 67,12%, respectivamente, no primeiro experimento, a0 passo que no

segundo experimento foram 32,02°C e 27,54%, respectivamente.

2.2 GERMOPLASMA

O hibrido ‘Olimpic’(P,) foi utilizado como genitor resistente, ao passo que
o hibrido ‘Mabel’ (P;) e 0 acesso C-AC-11 (P,) foram utilizados como genitores
suscetiveis (Figura 4). O hibrido ‘Olimpic’ pertence a variedade botanica
cantaloupensis. E comumente cultivada no Agropolo Mossord-Assu e possui frutos
do tipo Cantaloupe de forma arredondada (IF = 1,0), mesocarpo de coloragdo
salmdo e elevado teor de sélidos soltveis (> 11°Brix).

O hibrido ‘Mabel’ ¢ do tipo Pele de Sapo e pertence & variedade boténica
inodorus. O seu fruto tem massa média de 2,5 kg, forma alongada (IF=1,6),
mesocarpo de coloragdo branca e elevado teor de solidos soltveis (> 12°Brix).

O acesso C-A-11 foi coletado em Pernambuco e possui frutos elipticos (IF
= 1,2), exocarpo e mesocarpo de coloragdo branca e baixo teor de sélidos sollveis.

A variedade botanica do referido acesso nao foi definida.
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‘Olimpic’ ‘Mabel’ C-AC-11

Figura 4. Frutos dos genitores utilizados nos estudos da heranca para resisténcia a
R. solani. Mossor6, UFERSA, 2014.

2.3 MANUTENCAO DO ISOLADO

Foi utilizado o isolado patogénico Me-244 (Figura 1C do item 2.3 no
Capitulo 1, p. 38) de R. solani, coletado de meloeiro amarelo com podridao de raiz
e colo na horta didatica da UFERSA, por se mostrar mais virulento em relagdo aos
isolados Me 242 e Me 243, como foi visto no capitulo I11.

Nos dois experimentos, o isolado foi previamente repicado para meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) e mantido em estufa tipo B.O.D. a 28°C + 2
até ser usado no preparo do in6culo.

No preparo do inoculo, foram utilizadas pontas de palitos de dente (1,5
cm), inseridas verticalmente em um disco de papel filtro com o0 mesmo didmetro
interno da placa de Petri. Depois de colocados dentro das placas, com a parte
afilada dos palitos voltada para cima, estes foram esterilizados a 121° C em
autoclave por 30 minutos (YORINORI, 1996). Verteu-se, entdo, o meio de cultura
BDA, deixando expostos cerca de 2 mm da extremidade dos palitos. Em seguida,
foram repicados trés discos de 0,5 mm de didmetro do meio de cultura contendo
estruturas do fungo (micélio), distribuidos de forma equidistante e incubados por
cerca de oito dias, em estufa tipo B.O.D. a 28°C * 2 para a completa colonizagéo
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dos palitos. Por ocasido da inoculacdo, os palitos estavam com suas extremidades
totalmente colonizadas, o que ocorreu aos 20 dias apds a semeadura, quando 0s
palitos colonizados foram inseridos no colo da planta (Figura 2B do item 2.5 do
Capitulo II, p. 40), na altura de +0,05mm do solo. Os palitos sem o indculo,

também esterilizados em autoclave, foram utilizados nas plantas testemunha.

2.4 AVALIACAO DA REACAO NAS POPULACOES

Nos dois experimentos, as sementes dos genitores contrastantes, a geracao
F., F, e os retrocruzamentos foram selecionados, eliminando-se aquelas com algum
dano (rachaduras, furos, etc.). As sementes foram desinfestadas, submergindo-as
em uma solucdo de NaClO a 1,5% por dois minutos e lavadas em agua corrente
(MICHEREFF et al., 2008) e postas para secar sobre papel absorvente por 24 horas
em temperatura ambiente (+ 28°C).

O semeio foi realizado diretamente em vaso plastico de 0,4 kg de
capacidade contendo uma mistura de solo e substrato comercial (Tropstrato® HT
Hortali¢as), numa propor¢do de 2:1. O solo utilizado foi um areno-argiloso,
coletado de area nativa da UFERSA, comum nas fazendas produtoras de meloeiro.
A mistura solo + substrato comercial foi previamente esterilizado em autoclave a
121°C durante dois dias consecutivos, sendo uma hora por dia. Foram semeadas
trés sementes de cada populagéo por vaso, sendo mantida apenas uma planta apds o
desbaste, realizado 10 dias ap6s o plantio.

A inoculagdo foi realizada 20 dias ap6s o plantio, com a inser¢do da ponta
dos palitos de dente colonizados com os isolados no colo das plantas. Para
testemunha, os palitos esterilizados sem a presenca de in6culo foram inseridos na
plantas (YORINORI, 1996).

As populagdes foram avaliadas quanto a severidade da doenca, cinco dias
apos a inoculagdo, utilizando a seguinte escala de notas (Figura 3 do item 2.7 no
Capitulo 11, p. 41), adaptada de Noronha et al. (1995): 0: auséncia de sintomas; 1:
hipocotilo com pequenas lesbes; 2: hipocétilo com grandes lesdes sem constricao;

3: hipocétilo totalmente constrito, mostrando tombamento e 4: sementes ndo
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germinadas e/ou plantulas ndo emergidas. A severidade média da doenga foi
utilizada para agrupar as populacdes em classes de resisténcia. A associacdo da
classe de resisténcia com o intervalo de notas da escala diagramatica foi a seguinte:
imune [0], altamente resistente [0,1 a 1,0], moderadamente resistente [1,1 a 2,0],
suscetivel [2,1 a 3,0] e altamente suscetivel [3,1 a 4].

Depois de realizada a avaliacdo, as plantas que obtiveram notas diferentes
de zero foram conduzidas para o Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da
UFERSA, para confirmagdo da presenga do fungo nas lesBes. Para isso, foram
efetuados pequenos cortes na regido de transicdo da lesdo e procedeu-se a
desinfestagdo superficial em alcool 70% durante 30 segundos e em hipoclorito de
sodio a 2,0% por um minuto, sendo, em seguida, lavados em agua destilada
esterilizada (ADE) e sacados em papel filtro esterilizado. O material foi plagueado
em meio de cultura BDA + antibidtico tetraciclina (0,05 g L™) em condicdes
assépticas em camara de fluxo laminar. Desta forma, foi confirmada a identidade

do fungo pela sua caracterizagdo morfolégica por meio de microscopia éptica.
2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dois experimentos realizados em estufa agricola foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticGes. A unidade

experimental foi constituida por um vaso com uma planta.
2.5.1 Estimacdo de parametros genéticos e fenotipicos

Foram utilizadas as notas da severidade de sintomas apresentados pelas

plantas para obtencdo das varidncias das populagdes Pi, P,, Fi, Fo, RCy € RCy,.

2
N
Com essas variancias, foram obtidas as variancias genéticas (oc), ambiental

2 A2 A2 2

(o), fenotipica (or,), aditiva (oa) e de dominancia (o), bem como as

A 2 A 2
herdabilidades no sentido amplo (hg) e restrito (ha).



As expressdes das estimativas dos parametros genéticos
(MATHER; JINKS, 1984) estdo a seguir:

N N N N
2 _ 2% _2 3% _2171/3
Og _[GPl Op, O-F1]

> 2 2
Og =0~ 0Og

A AN AN
2 _ 2 2
Og —O'A+GD

N A A A

2 2 2 2
0p=20%,—[Cpc11— Orci2l

A A N

2 2 2
Op =05+ 0,

AN A A

2 24 2
hy =ocl oz,

A A A

2 2y 2
h, =o,/ o,

Em que:

A

aﬁl - estimativa da variancia entre plantas dentro de P ;

A

2 . . A -
Op, - estimativa da variancia entre plantas dentro de P;

2 . . N .
O ! estimativa da variancia entre plantas dentro de Fy;

A

2 . . A .
O, . estimativa da variancia entre plantas dentro de F;
Cey,: estimativa da variancia entre plantas dentro de RCy;;

aémz: estimativa da variancia entre plantas dentro de RCyy;

N

hg : herdabilidade no sentido amplo;
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e fenotipicos



A

h? : herdabilidade no sentido restrito.

79

Os efeitos aditivos [a] e ndo aditivos [d] do(s) gene(s) que controla(m) a

caracteristica foram estimados a partir das médias das geracGes, pelo método dos

quadrados minimos ponderados (MATHER; JINKS, 1984).

R =m-[a]
P, = m-+[a]
F, =m+[d]
F, =m+05.[d]

RC,, =m—05.[a]+0,5.[d]
RC,, =m+05.[a]+0,5.[d]
GMD = [d]/[a]

_ R*(1+05GMD?)

n
80

Em que:

R?: amplitude total da gerago F.

El, P, .F,.F, RC,, e RC,, sdo as médias estimadas das geracGes Py, Py, F1, F,

RCy; e RCy,, respectivamente;
m: média dos genitores Py e Py;

[a]: efeito génico aditivo;

[d]: efeito génico de dominéncia.

Foi utilizado o programa GENES (CRUZ, 2013) para o processamento de

todas as analises estatisticas.
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2.5.2 Testes de modelos genéticos utilizando a verossimilhanga

Foram utilizadas as seguintes equagdes para cada populagéo envolvida no

estudo da heranga:

P fi(yn) =

1 _(yil_/u+[a]+A)2
VZMTa@{ 20° }

270

)=t exp{ (Vi — u [a] A)? }

2no

()=t exp{ (Yia — = [a] D)}

1
RC,, : f,(Yis) _E
\/0' +—+V -Sp

_[al_[d]_
(y|4 2 ? A)

exp — v +
2(c? +?A+VD -S5)

+[a]—M+D)2

1 (yi4 - 7 2

exp< — v
o +—+V -S 2(0-2+7A+VD_SAD)

1
2

e
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1

log +—+V +So

Cpp: fs(yis) = 2\/—\/

d
(¥ - —[2]—[2]+A)2
exp{— v +
2(02+7A+VD—SAD)
al] [d
1 1 (yi5_1u [2] [ ]+D)
+= exp{ —
2 V
m\/0'2+v2A+VD—SAD 2(02+7A+VD_SAD)
[d] .2
a8
1 (y|6 /u 2 + )

f _
o(Yie) = 4\/_1/0 +V, +V, 2(02+VA +Vp)

1 1 _(in_:u_[dZ]_D)z

1
exXp
22 o2 +V, +V, 2(0° +V, +Vp)

[d]l L2
1 1 1 (in_:u_T_A)
+= exp —

42r [o? +V, +V, 2(0* +V, +Vp)

Em que:

u: constante de referéncia;

A: efeito aditivo de gene de efeito maior;

D: efeito de dominéncia do gene de efeito maior;

[a]: componente poligénico aditivo;

[d]: componente poligénico de dominancia;

V5 variancia aditiva;

Vp: variancia atribuida aos desvios de dominancia dos efeitos poligénicos;

Sap: componente da variacdo relativa aos produtos dos efeitos poligénicos aditivos

pelos efeitos poligénicos de dominancia;
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&% variancia ambiental.

As funcdes de densidade para RC; e RC, sdo constituidas pela mistura de
duas densidades normais e F,, por uma mistura de trés distribui¢bes normais, de
modo que em cada componente da mistura os componentes de média e de variancia
dos poligenes ndo mudam, mudando apenas os efeitos do gene de efeito maior.

Na constru¢cdo do modelo genético, considerou-se como 0 modelo mais
geral aguele que apresenta a existéncia de gene de efeito maior mais poligenes com
efeitos aditivos e de dominéncia e variancias ambientais iguais em todas as
geracGes (Tabela 6). Admitiram-se ainda genes independentes (tanto poligenes
como de efeito maior).

A partir das funcGes de verossimilhanca para cada modelo, foi possivel
compor testes de interesse, considerando diferentes hipoteses. Os testes de
verossimilhanca foram realizados por meio da estatistica LR. De maneira geral, a

estatistica LR é dada por:

L(M;)

LR=-2In ,
L(M;)

Sendo que L(M;) e L(M;) séo as fungdes de verossimilhanga dos modelos i
e j; em gque o modelo i deve estar hierarquizado ao modelo j.
Os testes foram realizados utilizando o software estatistico Monogen v.0.1,

desenvolvido por Silva (2003).
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Tabela 6. Modelos de heranca utilizados pelo programa Monogen. UFERSA,
Mossord-RN, 2014.

Modelo Parametros

1- gene maior com efeitos aditivo e de u, A, D, [a], [d], Va, Vb, Sap, o’
dominancia + poligenes com efeitos aditivos e

de dominancia

2 - gene maior com efeitos aditivo e de w, A, D, [a], Va, 67
dominancia + poligenes com efeitos aditivos

3 - gene maior com efeito aditivo + poligenes w, A, [a], [d], Va Vb, Sao, 6°

com efeitos aditivos e de dominancia

4 - gene maior com efeito aditivo + poligenes i, A, [a], Va, 6

com efeito aditivo

5 - poligenes com efeitos aditivos e de u, [a], [d], Va, Vb, Sap, 6°
dominancia

6 - poligenes com efeito aditivo i, [a], Va, 6°

7 - gene maior com efeitos aditivo e de u, A, D, c°
dominéncia

8 - gene maior com efeito aditivo u, A c°

9 - apenas efeito do ambiente i, 6°
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3 RESULTADOS

3.1 Cruzamento ‘Mabel’ X ‘Olimpic’

A nota do genitor ‘Mabel’ foi superior aquela observada para o genitor
‘Olimpic’ (Tabela 7). Todavia, os genitores ‘Mabel’ (suscetivel) e ‘Olimpic’
(resistente) foram pouco contrastantes quanto a reacdo ao fungo. A média da
geracdo F; foi proxima da média do genitor resistente, ao passo que as médias dos

dois retrocruzamentos estavam mais préximas da média do genitor suscetivel.

Tabela 7. Notas médias das geragdes Py, P, Fi, F2, RCy; e RCy,, componentes de
média e grau médio de dominancia (GMD) da reagdo de acessos de meloeiro a R.
solani do cruzamento ‘Mabel’ x ‘Olimpic’. UFERSA, Mossor6-RN, 2014.

Geragdes Média
(Py) ‘Mabel’ 1,86
(P2) ‘Olimpic’ 1,00

Fy 0,93
F 1,62
RCy 1,52
RCy, 1,10
m* 1,53
[a]? 0,47
[d]® -0,29"
GMD* 0,91
n’ 3,10

Ym: média dos homozigotos; Z[a]: efeito aditivo dos genes; I[d]: efeito do desvio de
dominancia; “GMD: grau médio de dominancia; ¥n: nimero de genes. *: Significativo pelo
teste t de Student (p<0,05).

Os trés pardmetros ([m], [a] e [d]) que compBem os componentes de méedia
do modelo aditivo-dominante foram significativos (p<0,05), indicando a presenca

de efeitos aditivo e de dominancia no controle genético do caréater (Tabela 7). O
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valor negativo de [d] evidencia dominéncia no sentido de reduzir a reacdo a R.
solani (menores notas).

O grau médio de dominancia, obtido a partir dos componentes de
variancia, foi proximo a unidade (1,0), indicando a presenca de dominancia
completa.

O numero de genes estimados no controle genético da reacdo do meloeiro a
R. solani foi de 3,10, indicando heranga oligogénica.

Com relagdo aos componentes de varidncia, as estimativas estdo de acordo
com o esperado, isto é, maiores variancias das populagdes segregantes (F, e 0s
retrocruzamentos), sendo a varidncia da geracéo F, superior as demais (Tabela 8).

A variancia aditiva foi superior a variancia de dominancia, ao passo gue a
herdabilidade no sentido restrito foi inferior a herdabilidade no sentido amplo, fato
esperado, de vez que a herdabilidade no sentido restrito contém apenas a

contribuicdo da variancia genética aditiva.

Tabela 8. Variancias das geragdes P;, P,, Fi, F;, RCy; e RCy,, estimativas dos
componentes de variancia do modelo aditivo-dominante e herdabilidade no sentido
amplo da reagdo de frutos de meloeiro a R. solani do cruzamento ‘Mabel’ x
‘Olimpic’. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Gerag0es Variancias
(P,) ‘Mabel’ 0,55
(P») ‘Olimpic’ 0,14

F1 0,50

F 0,91
RCyu 0,72
RCy, 0,74
A2 0,40
OE

A2 0,51
oG

Tabela 8 - Continuagéo...
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Tabela 8 - Continuacéo...

~2 0,36
oA
A2 0,15
oD
a2 39,86
hr
A2 56,35
ha

/\2 -A - - /\2 A - e Az -A - -y Az - -
oe. variancia ambiental; : variancia genética; o ,: variancia aditiva; &, : variancia de

A 2 N TR -
dominancia; h, : herdabilidade no sentido restrito; h: : herdabilidade no sentido amplo.

O modelo aditivo superpametrizado (Modelo 1) com todos os efeitos — ou
seja, efeito de gene maior com aditividade e dominancia, efeito de poligenes com
aditividade e domindncia — ndo diferiu dos demais modelos, com excegdo do
modelo 9, que compde apenas efeito ambiental (Tabela 9). Assim sendo, 0 modelo
2, com efeito de gene maior com aditividade e dominancia e poligenes com
aditividade, foi adotado como principal modelo para se verificar a presenca de
efeito de gene maior e poligenes no controle genético do carater. Os testes
significativos entre os modelos 2 e 6 indicaram a presenca de poligenes com efeitos
aditivos, ao passo que o teste dos modelos 2 e 7 evidenciou efeito de gene maior
com aditividade e dominéncia (Tabela 9).
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Tabela 9. Testes de hipoteses de modelos genéticos hierarquicos para resisténcia de

acessos de meldo a R. solani do cruzamento ‘Mabel” x ‘Olimpic’. Mossor6-RN,

UFERSA, 2014.

Teste entre modelos

Graus de liberdade

2

Probabilidade

Xe
1vs.?2 3 1,09 0,779
1vs.3 1 3,13 0,777
1vs. 4 4 3,15 0,533
1vs.5 5 3,13 0,209
1vs. 6 5 3,35 0,650
1vs. 7 5 7,05 0,217
1vs.8 6 7,15 0,307
1vs.9 7 17,99 0,012
2vs. 4 1 7,06 0,041
2vs. 6 2 7,77 0,021
2vs. 7 2 10,01 0,007
2vs. 8 2 12,89 0,005
2vs. 9 4 30,08 0,000
3vs.5 4 6,40 0,011
3vs. 6 4 9,96 0,041
3vs. 8 5 15,08 0,010
3vs. 9 6 32,27 0,000
4vs. 6 1 5,71 0,017
4vs.8 2 10,83 0,004

Tabela 9 - Continuagéo...
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Tabela 9 - Continuagdo...

4vs. 9 3 28,02 0,000
5vs. 6 3 3,56 0,313
5vs. 9 5 25,87 0,000
6vs. 9 2 22,31 0,000
7vs. 8 1 2,87 0,090
7vs. 9 2 20,07 0,000
8vs. 9 1 1,09 0,296

* Valor negativo, talvez devido a problemas de convergéncia.

3.2 Cruzamento C-AC-11 x ‘Olimpic’

Os genitores ‘C-AC-11" (suscetivel) e ‘Olimpic’ (resistente) foram pouco
contrastantes quanto a reacéo ao fungo. A nota do genitor ‘C-AC-11" foi superior
aquela observada para o genitor ‘Olimpic’ (Tabela 10). A média da geragdo F; foi
proxima da média do genitor suscetivel, ao passo que as médias dos dois

retrocruzamentos estavam mais proximas da média do genitor resistente.
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Tabela 10. Notas médias das geracOes P, P,, F1, F,, RCy; e RCy,, componentes de
média e grau médio de dominancia (GMD) da reagdo de acessos de meloeiro a R.
solani do cruzamento C-AC-11 x ‘Olimpic’. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Geracdes Média
(Py) ‘C-AC-1I’ 2,13
(P,) ‘Olimpic’ 1,33
F 1,47

F 1,25
RCy 1,22
RCy, 1,37

m* 1,52

[a]° 0,18"

[d]? -0,36"
GMD* 1,84

n’ 5,84

Ym: média dos homozigotos; Z[a]: efeito aditivo dos genes; Z[d]: efeito do desvio de
dominancia; ¥GMD: grau médio de dominancia; ¥n: nimero de genes. *: Significativo pelo
teste t de Student (p<0,05).

As estimativas dos parametros m, [a] e [d] do modelo aditivo-dominante
foram significativos (p<0,05), indicando a presenca de efeitos aditivo e de
dominancia no controle genético do carater (Tabela 10).

O grau médio de dominancia, obtido a partir dos componentes de
variancia, foi superior a unidade (1,84), indicando a presenca de sobredominéncia
(Tabela 10).

Foram estimados 5,84 locos envolvidos no controle genético da resisténcia,
evidenciando, assim como no cruzamento ‘Mabel’ x ‘Olimpic’, heranca
oligogénica.

Observam-se maiores variancias das populagbes segregantes (F, e 0s

retrocruzamentos), sendo a variancia da geracao F, superior as demais (Tabela 11).
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A herdabilidade no sentido amplo superou a herdabilidade no sentido
restrito mais de duas vezes, tendo em vista que a estimativa da variancia aditiva foi

guase duas vezes inferior a variancia de dominancia (Tabela 11).

Tabela 11. Variancias das geracbes P;, Py, F1, F,, RCy; € RCy,, estimativas dos
componentes de variancia do modelo aditivo-dominante e herdabilidade no sentido
amplo da reagdo de frutos de meloeiro a R. solani do cruzamento C-AC-11 X
‘Olimpic’. Mossord-RN, UFERSA, 2014.

Gerag0es Variancias
(P ‘C-AC-11’ 0,70
(P) ‘Olimpic’ 0,24
= 0,55
F, 1,01
RCy 0,87
RCy, 0,78
A2 0,50
O E
NG 0,52
O G
A2 0,20
O A
A2 0,32
O D
A2 19,03
h:
A2 51,09
ha

A2 - A . . A2 A . yo. A2 - A . . A2 - A .
o . variancia ambiental; &¢: variancia genetica; o ,: variancia aditiva; o,: variancia de

A 2 A 2 ags -
dominéncia; h, : herdabilidade no sentido restrito; h, : herdabilidade no sentido amplo.

Os resultados dos testes de modelos genéticos utilizando a verossimilhanga

foram muito semelhantes aqueles do cruzamento ‘Mabel’ x ‘Olimpic’. O modelo
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2, com presenca de gene maior com efeitos aditivos e de dominancia e poligenes

com efeitos aditivos, diferiu dos modelos 6 e 7, indicando que a heranca da

resisténcia a R. solani envolve efeitos de gene maior e poligenes (Tabela 12).

Tabela 12. Testes de hipdteses de modelos genéticos hierarquicos para resisténcia

de acessos de meldo a R. solani do cruzamento C-AC-11 x ‘Olimpic’. Mossoro-

RN, UFERSA, 2014.

Testes entre modelos Graus de liberdade ve Probabilidade
1vs.2 3 4,12 0,249
1vs.3 1 * *
1vs. 4 4 4,13 0,389
1vs.5 5 4,78 0,092
1vs. 6 5 10,90 0,053
1vs. 7 5 6,81 0,235
1lvs. 8 6 14,00 0,030
1vs. 9 7 15,17 0,034
2vs. 4 1 7,01 0,025
2Vs. 6 2 6,78 0,034
2vs. 7 2 2,69 0,260
2vs. 8 2 9,88 0,020

Tabela 12. Continuacéo ...
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2vs. 9 4 11,06 0,026
3vs. 5 4 6,06 0,014
3vs. 6 4 12,18 0,016
3vs. 8 5 15,28 0,009
3vs. 9 6 16,45 0,012
4vs. 6 1 6,78 0,009
4 vs.8 2 9,88 0,007
4vs.9 3 11,05 0,011
5vs. 6 3 6,12 0,106
5vs. 9 5 10,39 0,065
6vs. 9 2 4,27 0,118
7vs. 8 1 7,19 0,007
7vs. 9 2 8,36 0,015
8vs. 9 1 4,12 0,042

* Valor negativo, talvez devido a problemas de convergéncia.
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4 DISCUSSAO

Em estudos de heranga, é fundamental que a avaliagdo da reagdo dos
individuos seja realizada com um indculo eficiente, a fim de evitar o escape.
Considerando que nos dois ensaios realizados 0s genitores suscetiveis ‘Mabel’
(Tabela 7) e C-AC-11 (Tabela 10) apresentaram reagdo abaixo da esperada,
evidencia-se que o inoculo ndo foi tdo efetivo na producdo dos sintomas
caracteristicos da enfermidade estudada, mesmo com as condigdes ambientais, no
tocante as temperaturas maxima e minima e a umidade relativa, dentro da faixa de
desenvolvimento do fungo, conforme descreve Bruton (1998). Além disso, 0
método de inoculacdo empregado mostrou-se eficiente na avaliagdo dos acessos,
como pode ser verificado no Capitulo 2. Como consequéncia, 0s genitores ndo
foram tdo contrastantes. No entanto, este fato ndo invalida os resultados do
presente trabalho. Ressalta-se ainda que esse é o primeiro relato do controle
genético da reacdo de meloeiro a R. solani causador da rizoctoniose.

Nos dois cruzamentos estudados, o controle genético da heranga a R. solani
envolve efeito aditivo [a] e de dominancia [d] (Tabelas 7 e 10). O parametro [a] é a
medida dos efeitos de todos os genes que controlam o carater, ao passo que [d] é a
medida dos desvios de dominéancias de todos os genes que controlam o carater. O
valor negativo de [d] é explicado pelo fato de a dominancia ocorrer em diregdo a
manifestacdo fenotipica de menor grandeza do carater, ou seja, a ocorréncia de
menor nota.

A presenca de dominancia € corroborada pelas estimativas do grau médio de
dominancia proximo a unidade no cruzamento ‘Mabel” x ‘Olimpic’ (Tabela 7). Por
outro lado, a estimativa do grau médio de dominancia no cruzamento C-AC-11 x
‘Olimpic’ indica sobredominancia (Tabela 10). A diferenga entre os dois resultados
é decorrente, provavelmente, do background genético dos genitores envolvidos no
estudo de heranca. Ressalta-se que, embora esteja presente no modelo aditivo-
dominante, a sobredominéncia ndo é comum em estudos de heranca de caracteres
quantitativos, sendo considerada por alguns como um fendémeno inexistente. De

qualquer maneira, a presenca de dominéncia ou sobredomindncia é um
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complicador para o trabalho do melhorista, pois muitos genétipos podem ser
selecionados erroneamente. Por outro lado, quando a dominancia esta envolvida na
heranca de um carater, a heterose pode ser explorada. No caso do meloeiro, espécie
de predominancia alégama, a maioria das cultivares de meldo no mundo sdo
hibridos simples (GUSMINI; WHENER, 2008). A heterose foi demonstrada em
diversas caracteristicas quantitativas de importancia econémica (MONFORTE et
al., 2005; BARROS et al., 2011), bem como em estudos de heranca genética a
Podosphaera xanthii [Sphaerotheca fuliginea (Schlechtend.:Fr.) Pollacci]
(EPINAT et al., 1993; FLORIS; ALVAREZ, 1995; FUKINO et al., 2004) e
Pseudoperonospora cubensis (Berk. e Curts) (PERCHEPIED et al., 2005). No
caso de estudos com fungos habitantes do solo, Nascimento et al. (2012)
verificaram a presenga de domindncia no controle genético da resisténcia de
meloeiro ao fungo Myrotecim roridum, agente causal da podrid&o de cratera.

Para o referido cruzamento ‘Mabel’ x ‘Olimpic’, a variancia de dominancia
contribuiu com aproximadamente 30% da variancia genotipica. No cruzamento C-
AC-11 x ‘Olimpic’, a varidncia de dominancia correspondeu a mais de 60% da
variancia genotipica (Tabela 11). Portanto, o processo seletivo neste cruzamento é
mais sujeito a equivocos.

As estimativas de herdabilidade no sentido restrito nos dois cruzamentos
foram reduzidas (Tabelas 8 e 11), especialmente no cruzamento C-AC-11 X
‘Olimpic’, devido a menor magnitude da varidncia aditiva deste cruzamento. A
variancia aditiva é um dos fatores determinantes da covariancia entre parentes,
sendo sua grandeza um indicativo do relacionamento entre a unidade de selecéo e a
unidade melhorada. A variéncia aditiva é toda passada para a geracéo filial e esta
diretamente relacionada ao ganho de selecdo. Quanto maior for a estimativa da
variancia aditiva, maior serd a herdabilidade no sentido restrito. Herdabilidade
elevada indica maior confianca de que os valores fenotipicos representem os
valores genéticos (FALCONER; McKAY, 1996). Em outras palavras, sofre-se
menor efeito ambiental. Assim sendo, a melhor condicdo de selecdo é aquela do
cruzamento ‘Mabel’ x ‘Olimpic’, sendo os ganhos com a sele¢do maiores neste

cruzamento.
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A herdabilidade no sentido amplo esta relacionada a variancia genotipica,
que depende tanto da varidncia aditiva como da variancia de dominancia.
Considerando que a variancia de dominancia sé é explorada em espécies em que a
reproducdo assexuada é possivel, seu valor elevado no cruzamento C-AC-11 x
‘Olimpic’ ndo ¢ favoravel, de vez que o meloeiro se reproduz de forma sexuada.
N&o ha registros de estimativas de herdabilidade para o patossistema Cucumis melo
- Rhizoctonia solani. Em outros patossistemas envolvendo meloeiro e fungos
habitantes do solo, como Monosporascus cannonballus (DIAS et al. 2004) e
Myrotecium roridum (NASCIMENTO et al., 2012), as estimativas no sentido
amplo sdo préximas das observadas neste trabalho. Convém ressaltar que as
comparagdes, embora necessarias, devem ser feitas com cautela porque a
herdabilidade ¢ uma propriedade da populagdo e das condigdes ambientais nas
quais foram estimadas.

Para complementar o estudo de heranca classica realizado pelos
componentes de média e variancias, realizou-se estudo com modelos que
consideram efeito de um gene maior e poligenes. No presente estudo, nos dois
cruzamentos, utilizou-se o modelo 2, composto por gene maior com efeito aditivo e
de dominancia (u, A, D) e poligenes com efeito aditivo ([a], V., 6°) para verificar
a presenca dos efeitos de gene maior e poligenes na heranca do carater reagdo do
meloeiro a R. solani.

A significancia do teste entre os modelos 2 e 6 indica a presenca de gene
maior com efeitos aditivo e dominancia. Por outro lado, a significancia do teste
entre os modelos 2 e 7 indica a presenca de poligenes de efeito aditivo (Tabelas 9 e
12). Os resultados confirmam em parte aqueles verificados no estudo de geracdes
por componentes de média e componentes de variancia. Além disso, informa que
um gene maior estd presente na heranca da caracteristica em ambos o0s
cruzamentos.

Outro aspecto concordante entre as duas metodologias é a presenca de mais
de um gene na heranca do carater. Embora as estimativas de 3,01 e 5,84 locos nos
cruzamentos estudados indiquem controle oligogénico, deve ser mencionado que

tais estimativas, em razdo das pressuposicGes assumidas para o seu calculo, séo
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superestimadas, o que evidencia que mais locos devem estar envolvidos no
controle do carater estudado no presente trabalho. Além disso, os genitores ndo
foram contrastantes, principalmente os genitores suscetiveis.

A diferenca no ndmero de locos estimados pode ser explicada pelos
diferentes genitores envolvidos nos cruzamentos. Os genitores podem segregar ou
ndo em diferentes locos, resultando em diferentes gendtipos nas populacdes
segregantes (F, e 0s retrocruzamentos) para o carater em estudo.

Do ponto de vista prético, a presenga de um gene maior na heranca é uma
situacdo favordvel e permite que parte da resisténcia possa ser transferida por
processos simples, como retrocruzamentos. A presenca de poligenes modificadores
é uma situacdo desfavoravel, pois quando a heranca é poligénica geralmente é
muito influenciada pelo ambiente, resultando em herdabilidade reduzida ou
mediana, como ocorreu no presente trabalho.

O genitor ‘Olimpic’ é uma fonte de resisténcia promissora em razao de sua
resisténcia mediana. Outra grande vantagem é sua alta qualidade de frutos, em
razdo do alto teor de sélidos sollveis. Pelo seu tipo de fruto, pode ser utilizada no
melhoramento de qualquer tipo de meldo, mas principalmente nos tipos Cantaloupe

e Charentais, ambos aromaticos e de polpa salméo.
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5 CONCLUSOES

A resisténcia do meloeiro ao fungo R. solani, agente causal da
rizoctoniose, é controlada por um gene maior de efeito aditivo e dominante e

poligenes de efeitos aditivos.
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