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RESUMO

MARTINS, Adriano Ferreira. Heranca da resisténcia do acesso de meloeiro Ag-
15591Ghana a Macrophomina phaseolina. 2021. 37f. Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia)
— Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro-RN, 2021.

A podridao do colo, causada por Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid é uma das principais
doencas radiculares que afetam a cultura no meloeiro (Cucumis melo L.). A doenca é de
dificil controle, pois o patégeno produz estruturas de resisténcia como clamiddsporos,
o0sporos e esclerodios que permanecem no solo e restos vegetais por varios anos. O uso de
cultivares resistentes € umas das melhores alternativas para convivéncia com o referido
patdgeno, dentro de um programa de manejo da cultura. Para condugdo de um programa de
melhoramento visando & obtencdo de cultivares resistentes € necessario o conhecimento da
heranca envolvida na resisténcia do genitor doador. Em estudo de reacdo, o acesso de
meloeiro Ag-15591Ghana foi identificado como resistente & Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid. Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi estudar a heranca da
resisténcia do referido acesso em cruzamento com 0 acesso Con-Pat81Ko. Inicialmente foi
obtida a geracdo F1, proveniente do cruzamento entre os dois genitores, posteriormente foi
obtida a geracdo F2 e retrocruzamento (RC11). As populagdes foram testadas quanto a reacdo
ao patdgeno, seguindo-se a metodologia de inoculacdo do palito de dente. A avaliacdo foi
feita 25 dias apos a inocula¢do, com base numa escala de notas de severidade que varia de 0 a
5, em que 0: Assintomatica e 5: Mais que 50% dos tecidos infectados. Modelos genéticos
foram testados usando a maxima verossimilhanca em misturas de fungBes de densidade
normal. A partir das funcdes de verossimilhanga para cada modelo, foi possivel compor testes
de interesse, considerando diferentes hipdteses. Os resultados mostraram que a heranga da
resisténcia do acesso Ag-15591Ghana € controlada por um gene maior com a presenca de
efeito aditivo e de dominancia.

Palavras-chave: Cucumis melo L.. Manejo. Doencas radiculares. Controle.



ABSTRACT

MARTINS, Adriano Ferreira Inheritance resistance of melon access Ag-15591Ghana to
Macrophomina phaseolina 2021. 37f. Thesis (MS in Crop Science) — Universidade Federal
Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2021.

Neck rot, caused by Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid is one of the main root diseases
that affect the culture in melon (Cucumis melo L.). The disease is difficult to control, as the
pathogen produces resistance structures such as chlamydospores, oospores and sclerotia that
remain in the soil and plant remains for several years. The use of resistant cultivars is one of
the best alternatives for living with that pathogen, within a culture management program. To
conduct a breeding program to obtain resistant cultivars, it is necessary to know the
inheritance involved in the resistance of the donor parent. In a reaction study, the accession of
melon Ag-15591Ghana was identified as resistant to Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.
In this sense, the objective of the present work was to study the inheritance of the resistance
of the referred access in crossing with the Con-Pat81Ko access. Initially, the F1 generation
was obtained, from the crossing between the two parents, then the F2 generation and
backcrossing (RC11) were obtained. The populations were tested for reaction to the pathogen,
following the toothpick inoculation methodology. The evaluation was performed 25 days after
inoculation, based on a scale of severity scores ranging from 0 to 5, where 0: Asymptomatic
and 5: More than 50% of infected tissues. Genetic models were tested using maximum
likelihood in mixtures of normal density functions. Based on the likelihood functions for each
model, it was possible to compose tests of interest, considering different hypotheses. The
results showed that the inheritance of Ag-15591Ghana access resistance is controlled by a
larger gene with the presence of an additive and dominance effect.

Keywords: Cucumis melo L.. Management. Root diseases. Control.
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1. INTRODUCAO

A cultura do meloeiro (Cucumis melo L.) apresenta posicdo de destaque no comércio
nacional e internacional de frutas frescas. Atualmente, as principais areas produtoras de meldo
nacionais se localizam no semidrido da regido Nordeste, com destaque para os polos de
producdo Mossord/Assu-RN, Baixo Jaguaribe-CE e Juazeiro-BA/Petrolina-PE. O Nordeste
respondeu em 2020 por aproximadamente 96% da producdo nacional, sendo que os estados
do Rio Grande do Norte e Ceara sdo lideres em area plantada e producdo, produzindo juntos,
82,5% do total produzido no pais (IBGE, 2020).

A monocultura do meldo, associada ao uso das areas por varios anos seguidos tem
contribuido para o aumento da ocorréncia de doencas radiculares que reduzem a producéo e a
qualidade dos frutos. Dentre as doengas radiculares que afetam a cultura, se destaca a
podriddo do colo, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina. A doenca pode apresentar
uma série de sintomas, tais como tombamento, branqueamento de caules, podriddo de raiz e
caule, queima das folhas, murchamento da planta e até a morte (WATSON; NAPIER 2009).

A doenca apresenta dificil controle, pois o patdgeno produz estruturas de resisténcia
como clamidodsporos, odsporos e esclerddios que permanecem no solo por varios anos, além
isso, apresenta baixa especificidade de hospedeiros, sendo capaz de infectar um grande
numero de espécies vegetais, inclusive muitas plantas daninhas. Condi¢cGes ambientais
favoraveis como altas temperaturas e baixa umidade favorecem a doenca. (SALES JUNIOR
et al.,, 2012; FARR; ROSSMAN, 2021).

O emprego de cultivares ou porta-enxerto resistentes € uma das melhores alternativas
para convivéncia com o patdgeno, dentro de um programa de manejo da cultura, pois
permitem o cultivo em solos com grandes populacfes desse patdgeno, além de reduzir o uso
de defensivos agricolas. O uso de resisténcia genética tem como principais vantagens a
acessibilidade pelo produtor, reducgéo da severidade e incidéncia da doenga, ndo contaminagéo
do meio ambiente e compatibilidade com outros métodos de controle (SILVA et al., 2014).
Nesse sentido, se faz necessario estudar o germoplasma disponivel para identificacdo de
fontes de resisténcia a esse fungo.

Apdbs a identificacdo de fontes de resisténcia no germoplasma, o proximo passo €
entender o controle genético da resisténcia. O controle genético depende de dois fatores: fonte
de resisténcia e background do genitor suscetivel. Os estudos de heranca sdo fundamentais no

processo de melhoramento, pois permite conhecer o nimero de genes envolvidos na heranca
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daquele carater e seu modo de acdo, o que orientard o melhorista na escolha do melhor do
melhor método a ser utilizado para realizar a introgressdo dos alelos que condicionam
resisténcia em cultivares comerciais existentes no mercado (ALBUQUERQUE; NASS,
2008).

Dentre 0s acessos que compdem a colecdo ativa de germoplasma da Universidade
Federal Rural do Semi Arido (UFERSA), que foram avaliados por Linhares (2018) quanto
reacdo a Macrophomina phaseolina, o acesso Ag-15591Ghana destacou-se como uma
promissora fonte de resisténcia. No entanto, as informagdes relacionadas & resisténcia
genetica desse acesso sdo escassas. Assim, 0 presente trabalho teve por objetivo estudar a
heranca da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana a Macrophomina phaseolina,em

cruzamento com o acesso Con-Pat81Ko.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importancia econémica do meloeiro

O meloeiro é cultivado em diversos paises ao redor do mundo, as areas de producao se
localizam principalmente nas regides de clima &rido e semidrido, pois essas regides
apresentam as condigdes edafoclimaticas ideais para o desenvolvimento da cultura. E uma
hortalica muito apreciada por seu sabor e aroma caracteristicos. No Brasil, sdo utilizadas
principalmente as cultivares de meldo do grupo Inodorus tipo Amarelo e Pele de sapo, no
entanto, nota-se um aumento da demanda por meldes do grupo Cantalupensis, que sdo
aromaticos, polpa cor salmdo, com sabor adocicado e alto teor de sélidos sollveis (°Brix).
Para os melbes dos tipos Galia e Charentais, a principal oportunidade de crescimento da
cultura é na exportacdo, com destaque para 0s mercados asiatico e europeu e norte-americano
(COSTA etal., 2017).

O meloeiro apresenta posicdo de destaque no comércio de frutas frescas no Brasil. Em
2019, a area plantada foi de 22.279 ha e area colhida de 22.127 ha, com um volume produzido
de 587.692 toneladas (IBGE, 2020). As principais areas produtoras se localizam no semiarido
nordestino, com destaque para os Agropdlos Mossord/Assu-RN, Baixo Jaguaribe-CE e
Juazeiro-BA/Petrolina-PE. O Nordeste respondeu em 2019 por 96% da producéo nacional,
seguido da regido Sul com 4%. Os estados do Rio Grande do Norte e Ceara mantém a
lideranca na producdo, produzindo juntos 72% do total produzido no pais (IBGE, 2020). Para
0 mercado internacional foram exportados mais de 233.652 kg da fruta in natura, com valor
de US$ 162.916.237 milndes (MAPA/AGROSTAT, 2020).

O cultivo do meloeiro contribui para o desenvolvimento econémico e social das
regides produtoras. O desenvolvimento dessa olericola foi beneficiado pelo limitado indice
pluviométrico anual na regido do semiarido do Nordeste, oferta de trabalho abundante, terra
disponivel, capacidade empresarial e facilidade para escoar a producdo para o mercado
externo, favorecendo a competitividade do meloeiro no estado (OLIVEIRA et al., 2011). Do
ponto de vista socioecondmico, o cultivo do meldo é capaz de gerar empregos e renda para as
regides produtoras, uma vez que requer mao de obra para diversas etapas do sistema de
cultivo, principalmente na época da colheita, que é realizada de forma semimecanizada
(COSTA etal., 2017).
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2.2. Origem, botanica e diversidade

Os estudos apontam que o meldo tem como centro de origem a regido tropical da
Africa, considerado o seu nimero de cromossomos (2n = 2x = 24), pois as demais espécies de
cucurbitaceas do género Cucumis tém 0 mesmo numero basico de cromossomos (x = 12)
(WHITAKER, 1976). Alguns estudos apontam a presenca de meldes em regibes do
continente asiatico, principalmente na india e China, o que pode indicar que essa cucurbitacea
tenha sido domesticada em diferentes regides no mundo. No continente africano e no
subcontinente da india é encontrada a maior variabilidade genética do meloeiro (PITRAT,
2003).

Na atualidade, existem cultivares de meldo em diversas partes do mundo, como na
regido central e leste da Asia, no Continente Americano, na Africa e nos paises banhados pelo
Mar Mediterraneo. A grande variabilidade genética presente no germoplasma do meloeiro
possibilita essa diversidade de regibes de cultivo, ao passo que permite a produgdo de
diferentes tipos de meldo, adaptados a diversas condi¢des edafoclimaticas. Devido a essa
diversidade, sdo encontrados em todos os mercados do mundo frutos com diferentes,
formatos, cores, aromas e sabores, que agradam os mais diversos paladares (DEULOFEU;
ALVAREZ, 1997).

O cultivo no Brasil foi iniciado pelos imigrantes europeus, sendo que o estado do Rio
Grande do Sul foi, possivelmente, o primeiro local de cultivo no pais. A partir da década de
1970, a cultura se expandiu pelo pais, surgindo importantes polos de producgdo nos estados de
Sdo Paulo, Bahia, Pernambuco, Ceara e Rio grande do Norte. O estado do RN se tornou o
maior produtor nacional, tendo surgido posteriormente um novo polo de producéo,
denominado de Agropolo Mossord-Assu (NUNES et al., 2004).

O meloeiro pertence a familia Cucurbitaceae, que é composta principalmente pelas
aboboras (Cucurbita spp.), pepinos (Cucumis sativus L.), melancias (Citrullus lanatus
(Thumb) dentre outros. A espécie Cucumis melo L. compreende duas subespécies,
classificadas de acordo com a pilosidade do ovario: Cucumis melo spp melo, com pélos
longos no ovério, e Cucumis melo spp agrestis, com pélos curtos e adensados no ovario. A
subespécie agrestis contempla os grupos botanicos acidulus, conomon, momordica, makuwa e
chinensis. A subespécie melo, contém os grupos botanicos chate, flexuosus, tibish, adana,
ameri, cantalupensis, chandalak, reticulatus, inodorus e dudaim (PITRAT, 2008; BURGER
et al.; 2010).
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Dentro dos grupos se encontram os tipos, estes, por sua vez, passaram por processo de
melhoramento genético. Os principais tipos comercializados no Brasil sdo: Amarelo, Honey
Dew, Pele de sapo, Cantaloupe, Galia e Charentais. Os trés primeiros tipos pertencem a
variedade botanica inodorus. Os do tipo Cantaloupe e Charentais sdo aromaticos (NUNES et
al., 2016).

2.3. Patogenos habitantes do solo

A ocorréncia de problemas fitossanitarios nas regibes produtoras de meldo no
Nordeste brasileiro estd cada vez maior, devido ao emprego de praticas de monocultivo, o que
favorece 0 aumento das popula¢fes de microrganismos fitopatogénicos. As doengas causadas
por fungos habitantes do solo apresentam bastante incidéncia nas areas produtoras, podendo
ocasionar em casos mais graves o abandono de areas (NASCIMENTO et al., 2018).

Diversas espécies de fungos ou associaces destas podem causar podriddes na raiz do
meloeiro, tais como Fusarium solani (Mart.), Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., Myrothecium roridum Tode, Monosporascus
cannonballus Pollack e Uecker e Rhizoctonia solani Kihn, dentre eles, os mais isolados de
plantas sintomaticas sdo Fusarium solani (Mart.) Sacc. e Macrophomina phaseolina Tassi
(Goid). (DANTAS etal., 2013; AMBROSIO et al., 2015; NASCIMENTO, 2015).

A persisténcia destes microrganismos no solo estd ligada a producdo de estruturas de
resisténcia, como clamiddsporos, odsporos e esclerédios, que tornam possivel sua
sobrevivéncia por longos periodos, mesmo na auséncia de hospedeiros e condi¢cbes ambientais
desfavoraveis (NASCIMENTO et al.,, 2018). Estes patdgenos também apresentam grande
capacidade saprofitica, sobrevivendo a partir do aproveitamento de nutrientes oriundo da
decomposicdo da matéria organica de restos culturais. Além disso, a maioria desses
microrganismos apresentam gama de hospedeiros, que dificulta o manejo utilizando a rotacéo
de culturas (SALES JUNIOR et al., 2012).

O controle desses patdgenos é dificil, sendo necessario o uso de técnicas de manejo
que desfavorecam o seu desenvolvimento, tais como, controle quimico, controle biolégico,
controle cultural, manejo da irrigacéo, solarizagéo do solo e 0 uso de materiais resistentes ou
tolerantes a estes microrganismos (AZEVEDO, 2011; NASCIMENTO et al., 2018).



17

2.4. Macrophomina phaseolina em meloeiro

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid pertence ao filo Ascomycota, familia
Botryosphaeriaceae (MYCOBANK, 2021). Produz micélio uninucleado, picnidios marrom-
escuros, solitarios ou agregados, com 100 a 200 um de didmetro. A principal forma de
infeccdo da planta é por meio dos microesclerddios que persistem por 3 a 15 anos no solo e
em restos de cultura. A penetracdo acontece nas raizes tercidrias e secundarias e vai
progredindo até a raiz principal ou, mais raramente, pelo pedinculo do fruto. Raramente os
sintomas podem ser encontrados nos frutos. No entanto, quando ocorre a penetracdo pelo
pedinculo, em poucos dias o fungo invade todo o fruto (ALMEIDA et al., 2014).

No meloeiro, esse patdgeno causa uma doenca conhecida como podriddo do colo, que
se caracteriza pelo tombamento de pré e pds-emergéncia, podriddes em caules e raizes,
gueima das folhas, murcha e morte da planta (KIMATI et al., 2005; WATSON; NAPIER
2009). Em condi¢des favoraveis, as hifas germinam dos esclerddios e infectam as raizes da
planta hospedeira, penetrando na parede celular da planta por pressdo mecanica e/ou
amolecimento quimico (ISLAM et al., 2012). A doenca progride do amarelecimento da folha
ao murchamento e, por fim, a morte da planta. A incidéncia e a severidade dessa doenca
aumentam quando as plantas estdo estressadas por falta de dgua e por temperaturas elevadas
(WRATHER etal., 2008).

Este patdgeno é capaz de infectar mais de 680 espécies vegetais, sendo varias de
importancia econdmica como feijdo, feijdo caupi, amendoim, milho, girassol, soja, sorgo,
melancia e meldo (ALMEIDA et al., 2014; GUPTA et al, 2012; FARR; ROSSMAN, 2021).
M. phaseolina tem sido isolado de raizes de meloeiro e de plantas daninhas. Além disso,
muitas vezes estd associado a outros patdgenos dos géneros Fusarium, Rhizoctonia e
Monosporacus spp. (SALES JUNIOR et al.,, 2012; MARINHO et al., 2002). No norte de
Israel, M. phaseolina tem sido o fungo mais isolado em &reas produtoras de melancia e melao,
sendo o principal agente causal do colapso do meloeiro na naquela regido (COHEN et al.,
2016). Em anos secos e quentes, na regido Norte do Estado do Parana, as perdas em soja das

cultivares tardias, Vicosa e Santa Rosa, chegaram a atingir 50% (Ferreira et al., 1979).

2.5. Controle do patdgeno

O controle de M. phaseolina é muito dificultado, devido & producdo de estruturas de
resisténcia e ampla gama de hospedeiros (GUPTA et al, 2012; SALES JUNIOR et al., 2012;
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ISLAM et al., 2012). A aplicacdo de produtos quimicos é inviavel do ponto de vista técnico e
econbmico, pois apresenta baixa eficiéncia e € muito agressivo ao meio ambiente. O brometo
de metila era o principal fumigante de solo utilizado para controle desse e de outros patdégenos
habitantes do solo, no entanto, seu uso foi proibido no Brasil no ano de 2007
(NASCIMENTO etal., 2018).

O controle biolégico com uso de Streptomyces spp. e Trichoderma tem sido estudado
no intuito de verificar se apresenta eficiéncia contra Macrophomina phaseolina em meloeiro
(SHAHID; KHAN, 2016; ELAD, 1986). Porto (2015), trabalhando com associacdo dos
fungos F. solani, M. phaseolina e R. solani mostrou que a adubacéo verde reduziu o potencial
de in6culo desses patdgenos, melhorando as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo, além de aumentar a quantidade de matéria organica e induzir a planta a produzir
substancias com acgdo antagonica.

A rotacdo de culturas se mostrou-se pouco eficiente, em funcdo da diversidade de
hospedeiros e capacidade de sobreviver e multiplicar em restos vegetais no solo (ALMEIDA
et al., 2014). No Brasil ndo existem fungicidas registrados para o controle desse patdgeno na
cultura do meloeiro (MAPA, 2021). Assim, uma alternativa vidvel para o controle da
podriddo do colo é a utilizacdo de variedades com resisténcia genética por ser um método
econdmico, ambientalmente correto e de féacil adogdo pelo produtor. O uso de resisténcia
genética tem como principais vantagens a acessibilidade pelo produtor, reducdo da severidade
e incidéncia da doenca, ndo contaminagdo ou poluicdo ao meio ambiente e compatibilidade
com outros métodos de controle, além do uso de porta-enxerto resistente (SILVA et al.,
2014).

2.6. Reacdo e estudos heranca a M. phaseolina em meloeiro

A identificacdo de fontes de resisténcia no gendtipo disponivel é o primeiro passo num
programa de melhoramento visando a obtencdo de cultivares resistentes a patdgenos. Na
sequéncia deve ser feito um estudo de heranca para se conhecer o numero de genes
envolvidos na heranga daquele carater e seu modo de acdo, isso orientara 0 melhorista na
escolha do melhor do melhor método a ser utilizado para realizar a introgressao dos alelos que
condicionam resisténcia em cultivares ja disponiveis no mercado. No entanto, sdo escassos na
literatura trabalhos buscando fontes de resisténcia a M. phaseolina em meloeiro.

Em estudo de reacdo de acessos de meloeiro o M. phaseolina em casa de vegetacéo,
Ambrdsio et al., (2015) verificou que o acessos Ag-15591Ghana, DudCUM?296Georg, Ag-
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C38Nig, Can-NYlsr, Con-Pat81Ko, Dud-QPMAfg e Ac TGR1551Zimb foram altamente
resistentes nas condicdes da Espanha. Isso mostra que esse genotipos sdo promissores em
programas de melhoramento visando a resisténcia a esse patdgeno.

Avaliando a resisténcia de cultivares de meldo oriundas no Iram a M. phaseolina,
Salari et al. (2012) verificou que as cultivares (Sfidak khatdar) e (Sfidak bekhat) foram
moderadamente resistentes, mostrando baixos niveis de danos na planta. Linhares (2018),
avaliando 46 acessos de meloeiro pertencentes a colecdo ativa de germoplasma da UFERSA,
verificou que o acesso Ag-15591Ghana foi moderadamente resistente a M. phaseolina. Nesse
trabalho também foi estudado a heranca da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana em
cruzamento com o acesso In-PsPifiSp, onde foi observado que a heranga era controlada por
um gene de efeito maior aditivo e dominante e poligenes de efeitos aditivos.

O acesso Con-Pat81Ko apresentou baixos niveis de colapso do meloeiro em ensaios de
campo e exibiu lesdes radiculares que foram menos disseminadas e menos graves que
cultivares suscetiveis apds inoculagdes artificiais com M. cannonballus (DIAS, 2004). Além
disso, esse acesso apresenta um sistema radicular altamente ramificado com raizes longas e
uma alta capacidade de regeneracdo, essa caracteristica tem se mostrado crucial para superar a
doenca. A planta apresenta um bom vigor para se empregada como porta-enxerto resistente

em meloeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de execucdo do experimento

O experimento foi conduzido no periodo de outubro a dezembro de 2020, em casa de
vegetacdo pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias — CCA da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido - UFERSA, em Mossor6-RN (Figura 1). As coordenadas geograficas de
Mossord sdo: latitude 5212748 S. longitude 37°19 44” W. e altitude de 37 m acima do nivel
do mar. A classificagdo climatica local é do tipo Bswh’, ou seja, clima seco e quente com
precipitacdo pluviométrica irregular, média anual de 673,9 mm, temperatura média de 27 °C e
umidade relativa do ar média de 68,9% (CARMO FILHO & OLIVEIRA, 1995). Os dados
climaticos registrados durante o periodo do experimento foram fornecidos por um termo-
higrémetro digital situado no interior da estufa (Figura 2).
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Figura 1 — Local de execucdo do experimento. Mossoro, UFERSA, 2021.
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Figura 2 — Temperatura e umidade relativa observada no interior da estufa no periodo de
realizacdo do experimento. Mossord, UFERSA, 2021.
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3.2. Germoplasma utilizado

Foram utilizados como genitores os acessos Ag-15591Ghana e Con-Pat81Ko (Figura
3). O acesso Ag-15591Ghana foi utilizado como genitor resistente e 0 acesso A-32 como
genitor suscetivel. O acesso Ag-15591Ghana é origindrio de Gana e € conhecido
popularmente como meldo silvestre. Pertence a variedade botanica agrestis, possuem frutos
pequenos, ovalados, com listras verdes escuras, possui mesocarpo de coloragdo branca e baixo
teor de sélidos solGveis (< 5,0 °Brix), apresenta resisténcia moderada a Macrophomina
phaseolina (LINHARES, 2018). O acesso Con-Pat81Ko é originario da Coreia do Sul,
pertence a variedade botanica conomon, possui mesocarpo de coloragdo branca e baixo teor
de solidos solaveis (< 5,0 °Brix), este material apresenta resisténcia a M. cannonballus
(PITRAT, 2008).

3.3. Obtencéo das populacdes

No ano de 2019, foram cultivadas em campo plantas dos genitores contrastantes, para
realizacdo de hibridagcbes manuais e obtengdo da primeira geracéo filial (F1). No mesmo ano,
foi realizada a autofecundacdo da geracdo F; para obtencdo da segunda geracéo filial (F») e

retrocruzadas com o genitor Con-Pat81Ko para obtencdo da geracdo RCi;.
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Figura 3 — Genitor suscetivel (Con-Pat81Ko) e resistente (Ag-15591Ghana) utilizados no
estudo. Mossord, UFERSA, 2021.

Os cruzamentos foram realizados no inicio do florescimento, sendo nas primeiras

horas do dia, pois é neste horario que ocorre a antese e 0s grdos de pélen atingem o maximo
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percentual de germinacdo (OLIVEIRA, 2011). Na tarde anterior & antese, as flores aptas a
polinizacdo foram selecionadas e cobertas com copos de polietileno como capacidade de 250
ml, para evitar a polinizacdo natural por agentes naturais como abelhas. As flores
hermafroditas foram emasculadas para evitar autopoliniza¢do. Utilizou-se a relacdo de quatro
flores masculinas para uma feminina, para se obter um bom ndmero de sementes viaveis.

Apobs a polinizacdo manual, as flores foram identificadas com uma placa de plastico,
protegidas novamente com 0s copos, que posteriormente foram retirados com o
desenvolvimento do fruto. Anteriormente a realizagdo de cada polinizagdo era feita a
desinfestacdo das maos da pessoa que iria executar o procedimento polinizacdo para evitar
possiveis contaminagdes e misturas, para isso era utilizado alcool 70%.

A colheita da geracdo F; foi realizada de acordo com o ciclo da cultura.
Posteriormente, as sementes foram extraidas, lavadas em agua corrente e postas para secar em

temperatura ambiente sobre papel.

3.4. Plantio

As sementes passaram por um processo de selecdo, onde foram selecionadas aquelas
qgue estavam cheias e bem formadas, as que apresentaram danos foram descartadas. As
sementes foram desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) a 1,5% por dois
minutos e lavadas em agua corrente. Foram postas para germinar em bandeja de polietileno
de 200 células, preenchidas com substrato (Tropstrato®) previamente esterilizado (Figura 4).
Onze dias apds o plantio foi realizado o transplantio para vasos plasticos com capacidade de
0,5 L, contendo o mesmo substrato esterilizado. O substrato foi esterilizado em autoclave a

121 °C, por dois dias consecutivos, sendo uma hora por dia.

Figura 4 — Germinacdo das populacfes avaliadas no estudo de heranca. Mossord, UFERSA,
2021.
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3.5. Preparacédo do inéculo

Foi utilizado o isolado de Macrophomina phaseolina CMM-1531 que esta depositado
na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Brasil. Foi utilizado devido a sua elevada agressividade em meloeiro, foi
coletado de raizes de meloeiro com sintomas de podriddo radicular, de &rea produtora de
meldo em Mossor6-RN (AMBROSIO et al., 2015). O isolado foi preservado pelo método
Castellani na colecdo de culturas de fungos do laboratorio de Fitopatologia, do setor de
Fitossanidade da UFERSA. Foi realizado teste para comprovar a patogenicidade do fungo. O
isolado foi multiplicado realizando-se a repicagem para meio de cultura Batata Dextrose Agar
(BDA) + antibittico (tetraciclina - 0,05 g/L) e mantido em estufa tipo B.O.D (Biochemistry

Oxigen Demand) a 28 + 2°C por cinco dias.

Foram retirados quatro discos (10 mm de didmetro) contendo estruturas do fungo e,
repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e pontas de palitos de dente (1,5
cm), inseridas verticalmente em um disco de papel de filtro com a parte afilada dos palitos
voltada para cima, os quais foram previamente esterilizados a 121°C em autoclave por 30
minutos. O isolado foi incubado em estufa tipo B.O.D. a 28 + 2°C por sete dias, até a
completa colonizagéo dos palitos (Figura 5).

Figura 5 — Isolados de Macrophomina phaseolina cultivados em meio de cultura BDA mais a
tetraciclina. Mossor6, UFERSA, 2021.
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3.6. Inoculacéo e avaliacdo da doenca

A inoculacdo do patogeno foi realizada 15 dias apds o transplantio (no surgimento da
segunda folha definitiva), por meio da insercdo direta de um palito de dente contendo as
estruturas do fungo no colo da planta, a uma distancia de 0,5 cm do solo, formando um angulo
aproximado de 45° para melhor fixagdo do palito (Figura 6). Na testemunha foram inseridos
palitos esterilizados sem indculo. Foi utilizado o método do palito de dente, pois este foi o
mais eficiente em discriminar acessos de meldo resistentes e suscetiveis e os isolados de R.

solani e M. phaseolina quanto a viruléncia (MEDEIROS et a., 2015).

Figura 6 — Planta de meldo inoculada com M. phaseolina pelo método do palito. Mossoro,
UFERSA, 2020.

Aos 25 dias ap0ds a inoculacéo, os acessos foram avaliados quanto a severidade da
doenca utilizando a escala de notas de 0 a 5 (Figura 7), em que, O: assintomatica, 1: menos de
3% de tecidos infectados, 2: 3-10% dos tecidos infectados, 3: 11-25% de tecidos infectados,
4: 26-50% de tecidos infectados e 5: mais que 50% dos tecidos infectados (AMBROSIO et
al., 2015.

Figura 7 — Escala de notas da severidade da doenca. Mossoro, UFERSA, 2020.
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Apos a avaliacdo, as plantas que apresentaram sintomas foram levadas ao laboratério
para isolamento do fungo e confirmacdo da presenca de M. phaseolina nas lesdes. Para isso,
foram retirados fragmentos da area entre o tecido doente e o sadio, realizado a desinfestacdo
superficial em alcool 70%, por 30 segundos e hipoclorito de sédio a 2,5% por um minuto, e
lavados em &gua destilada esterilizada. Fragmentos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA + antibidtico tetraciclina (0,05 g/L), as placas foram
incubadas em estufa tipo B.O.D. a temperatura de 28 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Apés
cinco dias de incubacdo, as placas foram analisadas por meio de microscopia Optica para

confirmacgdo da presenga do fungo e sua caracterizagdo morfoldgica.

3.7. Arranjo experimental

Foram avaliadas o total de 305 plantas, sendo 10 plantas de cada um dos genitores e
geracdo F1, 75 plantas do retrocruzamento CRj; e 200 plantas da geracdo segregante F,. A
testemunha foi composta por 10 plantas F,, nas quais foram introduzidos os palitos sem

conter as estruturas do fungo (Figura 8).
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Figura 8 — PopulacGes analisadas no estudo de heranca. Mossord, UFERSA, 2021.

3.8. Analises estatisticas

Foram utilizadas duas abordagens estatisticas, quais sejam:
a) Estudo de geracdes: foram utilizadas as notas da severidade de sintomas apresentados pelas

plantas para obtencdo das variancias das populacbes P1, P2, F1, F2 e RC11. Com essas
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variancias, foram obtidas as varidncias genéticas (Vcen), ambiental (V ams), herdabilidade no
sentido amplo (h?ampLo), Heterose (H) e ndmero de genes ().

Os efeitos aditivos [a] e ndo aditivos [d] do(s) gene(s) que controla(m) a caracteristica
foram estimados a partir das médias das geraces, pelo método dos quadrados minimos
ponderados (MATHER; JINKS, 1984).

b) Testes de modelos genéticos utilizando a verossimilhanca.

Modelos genéticos foram testados usando a maxima verossimilhanga em misturas de
funcbes de densidade normal conforme descrito por Silva (2003). As distribuicbes de cada

uma das populacdes foram as seguintes:
P1:N(w-[a]-A, o%;
P,:N(u-la] + A o%);
Fy: N(u-[d]-D, 0%);

Fz:%N(H+%-A,|:FZ +VA+VD}+§N(M+%+ D, o° + Va + VD) +%N(;L+%+AJ o° + Va + VD);

[a] [dl , ., Va ) 1 [al  [d] 2, Va
2 2 2

HCH:%N (bl +—+—-A g%+ ?+ Vo-Sap | + EN{“_T +—+D,a% + ?+ Vi-San)

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 dominéncia;

V a: variéncia aditiva;

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

Sap: componente da variacdo relativa aos produtos dos efeitos poligénicos aditivos
pelos efeitos poligénicos de dominancia;

o2: variancia ambiental.
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As fungdes de densidade para RC1; séo constituidas pela mistura de duas densidades
normais e F, por uma mistura de trés distribuicdes normais, de modo que em cada
componente da mistura 0s componentes de media e de variancia dos poligenes ndo mudam,
mudando apenas os efeitos do gene de efeito maior. A partir das fungdes de verossimilhanca
para cada modelo, foi possivel compor testes de interesse, considerando diferentes hipdteses.

Na construcdo do modelo genético foi considerado como o modelo mais geral aquele
que apresenta a existéncia de gene de efeito maior mais poligenes com efeitos aditivos e de
dominancia e variancias ambientais iguais em todas as geracOes (Tabela 1). Admitiram-se
ainda genes independentes (tanto poligenes como de efeito maior).

A partir das fungdes de verossimilhanca para cada modelo, foi possivel compor testes
de interesse, considerando diferentes hipdteses. Os testes de verossimilhanga foram realizados

por meio da estatistica LR. De maneira geral, a estatistica LR é dada por:
L(M
LR=-2In Q
L(M ;)
Em que L(Mi) e L(Mj) séo as funcGes de verossimilhanca dos modelos i e j; em que o
modelo i deve estar hierarquizado ao modelo j. Os testes foram realizados utilizando o

software estatistico Monogen v.0.1 (SILVA, 2003).

Tabela 1. Modelos de heranca utilizados pelo programa Monogen v.0.1.Mossor6-RN, 2021.

Modelo Parametros

1:Gene maior com efeitos aditivo e de dominéncia + W, A, D, [a], [d], Va,
i i it AN Vb, Sap, 0

poligenes com efeitos aditivos e de dominancia

2:Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia + W, A, D, [a], Va, o2

poligenes com efeitos aditivos

3: Gene maior com efeito aditivo + poligenes com efeitos K, A, [a], [d], VA Vb, Sap, 6>

aditivos e de dominancia

4:Gene maior com efeito aditivo + poligenes com efeito L, A, [a], Va 62

aditivo

5:Poligenes com efeitos aditivos e de dominancia K, [a], [d], VA Vb, Sap, 62
6:Poligenes com efeito aditivo U, [a], Va, 62

7:Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia u, A, D, 62

8:Gene maior com efeito aditivo u, A, o2

9:Apenas efeito do ambiente U, 62
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

O genitor suscetivel (Con-Pat81Ko) apresentou média de severidade da doenca
superior ao genitor resistente (Ag-15591Ghana), evidenciando o contraste entre 0s genitores
(Tabela 2). Esses resultados confirmam a reacdo desses genitores no ensaio de avaliagdo
realizado anteriormente. O genitor Ag-15591Ghana apresentou a menor média para a
severidade da doenga, mostrando sua resisténcia ao patégeno. A média da geracdo F; foi
préxima da média do genitor suscetivel, ao passo que a média da geracdo F, aproximou-se da
média dos dois genitores.

Os parametros [a] e [d] que compdem os componentes de média do modelo aditivo-
dominante foram significativos (p<0,05), indicando a presenca de efeitos aditivos e de
dominancia no controle genético do carater (Tabela 2). 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

dominancias de todos 0s genes que controlam o carater.

Tabela 2. Componentes de médias, variancias e herdabilidade obtidos em estudo de heranca
da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana a M. Phaseolina. Mossor6-RN, 2021.

Gerag0es Componentes
Média Variancia

(P1) Con-Pat81Ko 3,78 0,44
(P2) Ag-15591Ghana 0,80 0,40
F1 3,20 1,73
F2 2,24 1,51

m* 2,20 -

[a]* 1,49" -

[d]® 0,82 -
Vams - 0,86
VGEN - 0,69
h*AmPLO (%) - 44,48
H - 0,91
n - 1,61

“m: média dos homozigotos; “[a]: efeito aditivo dos genes; *[d]: efeito do desvio de dominancia; “n:
numero de genes; Vavg: variancia ambiental; Veen: variancia genética; h?aveLo: herdabilidade no
sentido amplo; H: Heterose; : Significativo pelo teste t de Student (p<0,05).
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Em relacdo aos componentes de variancia, observou-se que a geracdo segregante F;
apresentou a segunda maior variancia, esse resultado corrobora com o que era esperado. A
geracdo F; apresentou a maior variancia, isso pode ser explicado pela discrepancia entre as
notas de severidade e pelo pequeno nimero de plantas avaliadas nessa populacdo (Tabela 2).
A varidncia ambiental foi maior que a variancia genética, isso mostra um maior efeito do
ambiente sobre a severidade da doenca. Essa caracteristica é desfavoravel num programa de
melhoramento visando a resisténcia ao patdgeno, pois dificulta a introgressdo dos genes de
interesse em cultivares com boas caracteristicas agronémicas.

A herdabilidade no sentido amplo foi de 44,48. Essa estimativa pode ser considerada
intermediéria, indicando efeito ambiental intermadiario. Herdabilidade elevada indica maior
confianca de que os valores fenotipicos representem os valores genéticos (FALCONER;
McKAY, 1996). Em outras palavras, sofre menor efeito ambiental. A herdabilidade no
sentido amplo esta relacionada a variancia genotipica, que depende tanto da variancia aditiva
como da variancia de dominancia. Dias et. al (2004), estudando a heranca da resisténcia a M.
cannonballus, observaram estimativas no sentido amplo proximas das observadas neste
trabalho. A heterose foi baixa, ou seja, essa caracteristica ndo pode ser explorada. O nimero
de genes envolvidos foi de 1,61, indicando heranga monogénica ou, mesmo, oligogénica, uma
vez que a estimativa observada é subestimada. As comparacfes devem ser feitas com cautela
porque a herdabilidade é uma propriedade da populacéo e das condi¢des ambientais nas quais
foram estimadas.

Em complemento ao estudo de heranca classico realizado pelos componentes de média
e variancias, realizou-se estudo com modelos que consideram efeito de um gene maior e
poligenes (Tabela 3). No presente estudo, utilizou-se 0 modelo 2, composto por gene maior
com efeito aditivo e de dominancia (p, A, D) e poligenes com efeito aditivo ([a], Va , 02) para
verificar a presenca dos efeitos de gene maior e poligenes na heranca do carater reacdo do
meloeiro a M. phaseolina.

O teste do modelo 2 com os modelos 4, 5, 6, 7 e 8 foram n&o significativos. O
confronto entre os modelos 2 e 9 foi significativo a 5% de probabilidade, no entanto nédo
explica a heranga, pois 0 modelo 9 considera somente o efeito do ambiente.

O confronto do modelo 7 (Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia) e 8 (Gene
maior com efeito aditivo) verifica a presenca de genes com efeitos aditivo e de dominéncia
para o carater em estudo, sendo significativo a 1% de probabilidade. Assim, constatou-se que
a que a heranga da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana é determinada por um gene maior

com a presenca de efeito aditivo e de dominancia (Tabela 3). Os resultados confirmam em
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parte aqueles verificados no estudo de geragdes por componentes de média e componentes de
variancia. Além disso, informa que um gene maior estd presente na heranca da caracteristica.

Essa informacdo sera muito Util nas etapas seguintes do programa de melhoramento genético.

Tabela 3. Testes de hipdteses de modelos genéticos hierarquicos em estudo de heranca da
resisténcia do acesso Ag-15591Ghana a M. phaseolina. Mossor6-RN, 2021.

Teste entre modelos Graus de liberdade v
2vs4 1 3,0738"™
2Vs 6 2 3,0738"
2vs7 2 )
2vs 8 2 4,2817"
2vs 9 4 12,2509
4vs6 4 ()
4vs 8 4 1,2079™
4vs9 5 9,1772"
6Vvs9 6 9,1772"
7vs8 1 8,5770
7vs9 2 16,5463
8vs9 3 16,5463

*Testes de razdo de verossimilhanca, feitos por meio da estatistica LR, com o programa
estatistico Monogenv. 0.1 (Silva, 2003). *Valor negativo, talvez devido a problemas de
convergéncia.

As duas metodologias adotadas neste estudo de heranca também concordam entre si
em relacdo a existéncia de um gene na determinacdo heranca do carater resisténcia. Embora as
estimativas de 1,61 loci indiqguem controle monogénico ou, mesmo, oligogénico, deve-se
mencionar que essas estimativas, em razdo das pressuposicdes assumidas para o seu calculo,
sdo subestimadas, o que evidencia que mais de um loci devem estar envolvidos no controle do
carater estudado no presente trabalho.

Sd0 poucos o0s relatos na literatura com relagdo a heranca da resisténcia a
Macrophomina phaseolina na cultura do meloeiro. Os resultados observados séo discrepantes,
principalmente em fungcdo do germoplasma disponivel, caracteres estudados, metodologia
adotada e condi¢Ges ambientais diversas. Trabalhando com o acesso de meloeiro Ag-
15591Ghana em cruzamento com 0 acesso In-PsPifiSp, Linhares (2018) observou resisténcia

moderada a Macrophomina phaseolina nas condi¢des do municipio de Mossoré-RN e que
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essa resisténcia era controlada por um gene de efeito maior aditivo e dominante e poligenes de
efeitos aditivos. A presenca de um gene de efeito maior aditivo e dominante na heranca é uma
condicdo favoravel uma vez que permite que os alelos responsaveis pela resisténcia possam
ser transferidos para variedades com boas caracteristicas agrondémicas por processos como
retrocruzamentos.

E possivel a obtencdo de linhagens resistentes e com frutos de elevada qualidade e
linhagens para uso com porta-enxerto. Em um programa de melhoramento na Espanha
visando obter genotipos resistentes a M. cannonballus a partir do acesso Con-Pat81Ko, Fita et
al. (2009) obtiveram, por retrocruzamentos, linhagens resistentes com background tipo Pele
de Sapo.
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5. CONCLUSOES

A heranca resisténcia do acesso Ag-15591Ghana é controlada por um gene maior com

a presenca de efeitos aditivo e de dominancia.
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