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RESUMO

O trabalho teve como objetivo a caracterizacao de isolados de Rhizoctonia solani
bem como a busca por fontes de resisténcia e determinagcdo da heranca genética da
resisténcia da melancieira a rizoctoniose utilizando duas metodologias. No primeiro
capitulo foram realizados dois experimentos, no primeiro experimento foi realizada a
caracterizacdo de seis isolados de Rhizoctonia solani quanto a sua agressividade,
velocidade de crescimento micelial, coloracdo da col6nia, formagcdo de esclerédio,
compatibilidade vegetativa e anastomose de hifas. Para a verificagdo da
agressividade, foram utilizados os isolados CMM-1053, CMM-2967, CMM-1052, CMM-
2983, CMM-2971 e CMM-3890. Estes isolados foram inoculados na cultivar Crimson
Sweet (suscetivel a rizoctoniose), sendo: cinco repeticbes em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), em que a unidade amostral foi constituida por uma
planta por vaso. O experimento de velocidade de crescimento micelial foi instalado em
DIC no esquema fatorial (6 isolados x 3 meios de cultura) utilizando os seis isolados
do patdgeno e trés meios de cultura (Agar Nutriente, BDA e BSA) e um total de 5
repeticdes por tratamento. A caracterizacado da coloracédo e formacéo de esclerédios
dos isolados foram realizadas 15 dias ap0s a repicagem. Para a caracterizacdo da
compatibilidade vegetativa e ocorréncia de anastomose foram realizados experimentos
em DIC com trés e duas repeticOes, respectivamente. No segundo capitulo foi
realizada a busca por fontes de resisténcia a rizoctoniose bem como determinar a
heranca de resisténcia a doenca, utilizando duas metodologias. No primeiro
experimento foi realizada a inoculagéo de 72 acessos de melancia com o isolado CMM
1053 de Rhizoctonia solani. No segundo experimento foi realizada a avaliagcdo das
populacdes segregante do cruzamento entre a cultivar suscetivel Crimson Sweet e 0
acesso autofecundado BGH 29, considerado moderadamente resistente. No terceiro
experimento realizou-se uma analise dialélica entre 8 acessos e 6 isolados de
Rhizoctonia solani, utilizando o método IV de Griffing para obter os componentes da
capacidade geral de reacdo, capacidade geral de agressividade e a capacidade
especifica de reacdo e assim determinar o tipo de heranca genética. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GENES e o programa R Core
Team. Para o primeiro capitulo temos que os isolados CMM1053 e CMM1052 foram o
gue tiveram maiores notas, no entanto, eles foram estatisticamente diferentes apenas
do isolado CMM2967. O meio BSA foi o que se mostrou mais promissor para o
crescimento dos isolados, em especial para os isolados CMM-2967 e CMM-2971. Foi
possivel observar que houve variabilidade na cor dos isolados, sendo maior no meio
Agar Nutriente. Baseado nos testes de anastomose de hifas e compatibilidade
vegetativa, os seis isolados devem pertencer ao mesmo grupo de anastomose. No
segundo capitulo temos que os resultados obtidos no primeiro experimento apenas 0s
acessos BGH 29 e BGH 76 foram considerados moderadamente resistentes a doenca.
A resisténcia a rizoctoniose € poligénica controlada por 9 genes com efeito aditivo e
baixa herdabilidade, o que corrobora com a analise dialélica , que indicou que a
resisténcia a rizoctoniose é horizontal devido que 46,1% da soma de quadrados total
da variacdo observada no dialelo ser devida a Capacidade Geral de Reacéo.

Palavras-chave: Citrullus lanatus, resisténcia horizontal, melhoramento vegetal,
analise dialélica, crescimento micelial.



ABSTRACT

The objective of this work was to characterize Rhizoctonia solani isolates as well as
the search for sources of resistance and determination of the genetic inheritance of
melancholy resistance to rhizoctoniosis using two methodologies. In the first chapter
two experiments were carried out. In the first experiment, six isolates of Rhizoctonia
solani were evaluated for their aggressiveness, mycelial growth rate, colony coloration,
scleroderma formation, vegetative compatibility and hyphae anastomosis. For the
aggressiveness check, isolates CMM-1053, CMM-2967, CMM-1052, CMM-2983,
CMM-2971 and CMM-3890 were used. These isolates were inoculated in the Crimson
Sweet cultivar (susceptible to rhizoctoniosis), being: five replicates in a completely
randomized design (DIC), in which the sample unit consisted of one plant per pot. The
mycelial growth rate experiment was installed in the factorial scheme (6 isolates x 3
culture media) using the six pathogen isolates and three culture media (Nutrient Agar,
BDA and BSA) and a total of 5 replicates per treatment . The characterization of the
staining and formation of sclerotia of the isolates were performed 15 days after the
repication. For the characterization of vegetative compatibility and occurrence of
anastomosis, DIC experiments with three and two replicates were performed,
respectively. In the second chapter, the search for sources of resistance to
rhizoctoniosis was carried out, as well as determining the inheritance of resistance to
the disease, using two methodologies. In the first experiment the inoculation of 72
watermelon accessions with CMM 1053 isolate of Rhizoctonia solani was performed. In
the second experiment the evaluation of the populations segregating the cross
between the susceptible cultivar Crimson Sweet and the self - fertilized access BGH
29, considered moderate resistant. In the third experiment a diallel analysis was carried
out between 8 accessions and 6 isolates of Rhizoctonia solani using the Griffing IV
method to obtain the components of the general reaction capacity, general
aggressiveness and the specific reaction capacity to determine the type genetic
inheritance. Statistical analyzes were performed with the aid of the GENES program
and the R Core Team program. For the first chapter we have that the CMM1053 and
CMM1052 isolates were the ones that had higher grades, however, they were
statistically different only from the CMM2967 isolate. The BSA medium was the most
promising for the growth of the isolates, especially for isolates CMM-2967 and CMM-
2971. It was possible to observe that there was variability in the color of the isolates,
being higher in the Nutrient Agar medium. Based on the hyphal anastomosis tests and
vegetative compatibility, the six isolates should belong to the same anastomosis group.
In the second chapter we have the results obtained in the first experiment only the
BGH 29 and BGH 76 accessions were considered moderately resistant to the disease.
Resistance to rhizoctoniosis is polygenic controlled by 9 genes with additive effect and
low heritability, which corroborates with the diallel analysis, which indicated that
resistance to rhizoctoniosis is horizontal because 46.1% of the total sum of squares of
the variation observed in the diallel be due to the General Reaction Capacity.

Key-words: Citrullus lanatus, Horizontal resistance, plant breeding, diallel analysis,
mycelial growth.
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1. INTRODUCAO

A melancieira Citrullus lanatus € uma importante olericola e com expressiva
producdo na regido Nordeste do Brasil, sendo em 2014, responséavel por 28,54% da
producéo nacional (IBGE, 2014). Isto porque a regido Nordeste apresenta fatores
edafocliméticos favoraveis (Andrade Junior et al., 2006). Contudo, a ocorréncia de
doencas pode causar reducdo na producdo. Dentre estas doencas podemos citar a
ocorréncia da rizoctoniose, causada pelo fungo fitopatogénico habitante do solo
Rhizoctonia solani.

Este fungo pertence a classe dos Basiodiomicetos, e sua identificagdo baseada em
sua morfologia, tendo em suas hifas ramificacdes com angulos de 90° e uma constricao
no inicio da ramificacdo (Sneh et al., 1996). Além disso, esses fungos podem apresentar
variabilidade tanto morfologica, fisiolégica e patogénica (Ogoshi, 1987). Isolados de
Rhizoctonia solani podem apresentar variabilidade em suas caracteristicas morfologicas,
como por exemplo diferencas na coloragéo da colonia e agressividade (Erper et al., 2016).
A forma de classificacdo deste fungo € por grupos de anastomose (Carling et al, 2002 e
Ogoshi, 1987). Este fungo possui 190 hospedeiros diferentes, o que dificulta seu manejo
guando presente na éarea (Lakshamn et al.,, 2008). Na melancieira os grupos de
anastomose patogénicos sdo o0 AG-4 e AG-7 (Castro et al., 2011). Quando o ataque
ocorre na fase inicial da cultura, a lesé@o de rizoctoniose € geralmente uma podridao Umida
na base do cauliculo que se desenvolve para a murcha e posteriormente morte da
plantula (Terao et al., 2010).

Medidas de controle quimico para esta doenca em melancia ndo existem e no
Brasil ndo se tem produtos registrados (Agrofit, 2017). A utilizacdo de -cultivares
resistentes constitui uma medida estratégica no manejo integrado de doencas, uma vez
gue é de facil adocao por parte do produtor, compativel com outros métodos de controle,
e conveniente do ponto de vista ecoldgico, pois ndo traz danos ao homem e ao meio
ambiente. Na literatura ndo existem trabalhos mostrando acfes de pré-melhoramento no
desenvolvimento e identificacdo de gendtipos resistentes a rizoctoniose. Dentro desse
contexto, uma primeira acdo € realizar a caracterizacdo de isolados do fungo,
identificando um isolado que apresente reacdo apropriada de agressividade permitindo
descriminar germoplasmas da cultura de melancieira em busca de fontes de resisténcia,
como o estudo realizado por Michereff et al.,, (2008), que identificou variagdo de

agressividade de dois isolados de R. solani em cultivares de meloeiro.
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Bancos de germoplasmas sédo colecdes de acessos que quando integrados ao
programa de melhoramento tem em sua rotina a pesquisa e desenvolvimento de
cultivares que atendem tanto o produtor quando o consumidor (Borém & Miranda, 2009).
Desta forma a identificacdo e caracterizacdo de resisténcia a rizoctoniose é o primeiro
passo para o desenvolvimento de cultivares resistentes. Outra informag&o importante para
os melhoristas é o tipo de resisténcia que a melancieira tem em relacdo a doenca.
Segundo Vanderplank (1982) a resisténcia pode ser classificada como vertical ou
horizontal. A resisténcia vertical é conferida por poucos genes, apresentando resisténcia a
raca especifica, jA a resisténcia horizontal € condicionada por muitos genes, nédo
apresentando resisténcia a raca especifica, portanto nao existindo interacdo diferencial
entre as racas dos patdégenos e as variedades do hospedeiro. Na literatura ndo se tem
informacdes de qual tipo de heranga da resisténcia da melancieira a rizoctoniose.

Estes fatores objetivaram a caracterizacdo morfologica e patogénica de isolados de
Rhizoctonia solani bem como a determinacdo do tipo de resisténcia da melancieira a

rizoctoniose.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Cultura da melancia

A melancia Citrullus lanatus é uma olericola pertencente a familia das
Curcubitaceae e segundo Puiatti (2005) tem sua origem nao muito bem definida, sendo a
Africa seu local mais provavel de origem, ha uma teoria de que esta seja derivada de C.
colocynthis, que € uma espécie endémica da Africa e também ocorre na india. A espécie
Citrullus lanatus € uma espécie anual e subdividida em trés subespécies, a vulgaris,
mucosospermus e a lanatus, sendo que a Ultima subespécie, lanatus, é originaria do
deserto do Kalahari e a consumida mundialmente (Fursa, 1972; Jeffrey et al., 2001).
Porém em estudos recentes envolvendo diversidade genética, a espécie Citrullus lanatus
subsp. vulgaris também é uma melancia doce, tem sua origem no Ocidente e enquanto
que a melancia Citrulus lanatus subsp. citroide tem origem na Africa (Chomicki & Renner,
2015).

A melancieira é uma olericola, muito apreciada, por ter um fruto refrescante, com
mais de 90% de agua, antioxidantes, proteinas, por possuir propriedades diuréticas e
baixo valor calérico. (Andrade Junior et al., 2007; Almeida, 2003). Nas sementes também
h& estudos comprovando o alto teor de proteinas, lipidios e aminoacidos (Wani et al.,
2010). O valor nutritivo do fruto € reduzido, sendo o teor em vitaminas considerado médio,
fornecendo vitaminas C e do complexo B. A pigmentacédo vermelha que € encontrada na
parte comestivel, é conferida gracas ao licopeno, um caroteno com elevada atividade
antioxidante (Almeida, 2003). A melancia é a quarta olericola mais produzida no pais
(Camargo Filho & Mazzei, 2002). E uma espécie mondica, ou seja, possui flores
masculinas e femininas na mesma planta. Contudo, algumas populacdes podem ser
andromonoicas, com flores masculinas e hermafroditas na mesma planta ou
ginandromondicas, com flores masculinas, femininas e hermafroditas na mesma planta
(Whitaker & Davis, 1962; Mohr, 1986; Dias & Resende, 2010). As flores sdo solitarias,
pequenas, de corola amarela, abrem entre uma a duas horas apés o aparecimento do sol
e se fecham no mesmo dia a tarde, tendo ou ndo ocorrido polinizacdo. Os principais
agentes polinizadores sdo as abelhas (Dias & Resende, 2010). O fruto € um pepobnio, de
formato oblongo, redondo ou alongado, e seu peso é variavel podendo chegar a 25
guilogramas. A polpa é normalmente vermelha, podendo ser amarela, laranja, branca ou

verde. Diferente de outras curcubitdceas como meldo e abdbora, a melancia ndo possui
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uma cavidade dentro do fruto, contudo, ela tem suas sementes no tecido placentario que
constitui a parte comestivel e apreciada (Almeida, 2003).

A producdo mundial de melancia alcangou 109 milhdes de toneladas, sendo a
China o maior produtor a nivel mundial, com 73 milh6es de toneladas (FAO, 2013). O
Brasil tem uma éarea plantada de 94 mil hectares com producao total de 2,1 milhdes de
toneladas. As regides Nordeste e Sul apresentam a maior producao da fruta, cerca de
28,54% e 25,54% respectivamente, de toda a producéo brasileira (IBGE, 2014). Ainda na
regido nordeste, a Bahia lidera como o estado a mais produtor, seguido do Rio Grande do
Norte e Pernambuco com 253, 131 e 66 mil toneladas (IBGE, 2014). Mais
especificamente, no submédio do Vale do S&o Francisco, segundo Araujo (2008), essa
regido é um dos pélos de producdo com area equivalente a 4500 ha.

A melancieira é uma planta de clima tropical, ndo tolerando fatores climéticos
adversos como geadas e chuvas de granizo. Os principais fatores climaticos que podem
promover mudancas na producao séo temperatura, fotoperiodo, umidade relativa do ar e
ventos. A temperatura do solo exerce influéncia direta sobre a germinacéo, ao passo que
a temperatura do ar afeta o desenvolvimento vegetativo, a abertura de flores e o sabor
dos frutos, a melhor faixa temperatura para seu desenvolvimento é entre 25°C e 30°C.
Quanto ao fotoperiodo a melancia exige dias longos e com boa luminosidade. Ja a
umidade excessiva, tanto no solo como no ar, pode provocar o0 aparecimento de doencas
de fungos ou bactérias (Almeida, 2003).

Entre as doencas, que acomentem a melancieira, destacam-se, as que Sao
provocadas por fitopatdgenos habitantes de solos, que causam tombamento ou damping-
off, que sé@o doencas de dificil manejo. Este sintoma, pode ser causado por fungos do

género Pythium, Fusarium e Rhizoctonia (Andrade Junior et al., 2007).

2.2 Rhizoctonia solani

Os patdégenos habitantes de solos sdo organismos que vivem a maior parte do seu
ciclo de vida no solo, eles tém a capacidade de infectar 6rgdos subterraneos ou caules
das plantas, possuem grande capacidade de competicdo saprofitica e seus estadios de
disseminacdo e sobrevivéncia sdo confinados ao solo (Hillocks & Waller, 1997). Outra
caracteristica que eles possuem é a capacidade de produzir estruturas de resisténcia as
condicBes adversas, como: agregados miceliais, esclerédios, odsporos, clamidésporos ou
outros tipos esporos que permanecem viaveis mesmo quando as plantas hospedeiras nao

estdo presentes. Esse conjunto de caracteristicas € uma das razdes pelas quais fungos
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fitopatogénicos habitantes do solo, uma vez introduzidos em uma éarea de plantio, séo
impossiveis de serem eliminados (Wheeler & Rush, 2001). Dentre os fungos patdgenos
de solo, podemos destacar o fitopatdgeno Rhizoctonia solani Kihn [teleomorph
Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk]. Pertencente a classe dos Basidiomycetes sendo
o causador da rizoctoniose na melancia.

Para R. solani, uma das caracteristicas usadas na identificacdo da espécie é contar
0 numero de nucleos que existe nas células das hifas vegetativas. Fungos dessa espécie
R.solani apresentam hifas multinucleadas que contém de 3 a 28 nudcleos. Além disso, a
classificacdo da espécie R. solani também é baseada em critérios morfologicos,
fisiologicos, genéticos e patoldgicos, que permitem a divisdo em grupos de anastomose,
onde cada grupo € composto por isolados de R. solani que apresentam fusdo de hifas
ente si. (Sneh et al., 1996; Parmeter & Whitney, 1970). Na literatura, existem 14 grupos de
anastomoses ja determinados AG1 a AG13 e o grupo AG-B1 (Carling et al., 2002). De
acordo com Ogoshi (1996), os estudos envolvendo grupos de anastomose no género
Rhizoctonia se intensificaram a partir dos anos de 1931 até 1940, mais especificamente a
partir dos estudos de Matsumoto (1932) e Schultz (1936) citados por Ogoshi (1996). A
classificacado de grupos anastomose € realizado por meio do agrupamento de isolados de
R. solani com base na reacédo de fusdo de hifas e segundo Carling (1996) a reacao de

anastomose pode ser classificada em quatro classes (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacédo da reacdo de anastomose segundo Carling (1996).

Classificacdo Reacao

Co Quando nao se tem interacao.

Cl Contato da hifa, mas n&o ocorre anastomose (fusao).
C2 Fusao da parede celular e morte da célula.

C3 Fusao das paredes celulares e sem morte celular.

O patogeno possui grande capacidade saprofitica, podendo viver no solo por
muitos anos e tem habilidade de formar estruturas de resisténcia, os esclerodios. Sua
faixa de temperatura ideal de patogenicidade esta entre 24 e 27 graus (Oliveira et al.,
2014). O patdgeno possui uma ampla gama de hospedeiros podendo chegar até 190
espécies (Lakshman et al.,, 2008). Dentre as espécies cultivadas que podem ser
hospedeiras do fungo Rhizoctonia solani, pode-se citar o café, chuchu, amendoim, fumo,

feijdo, mamona, pepino, soja, tomate, melancia e muitas outras (Michereff, 2005).
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A sintomatologia de rizoctoniose vai depender da cultura, por exemplo, na cultura
do arroz, os sintomas iniciais aparecem na bainha das folhas, sendo estas lesdes de
coloragéo cinza esverdeado e elipsoide 2 a 3 cm de comprimento. O centro da leséo
torna-se branco acinzentado com uma margem castanho-escura e sob condi¢des de alta
umidade e temperatura de 28 a 32°C as hifas se espalham rapidamente sobre a planta
(Sneh et al., 1996). Na batata o patdégeno ocasiona cancro nas hastes e nos estoldes bem
como a crosta-preta (black scurf) que € caracterizada pela producdo macica de
esclerédios do fungo aderidos firmemente a superficie do tubérculo de batata (Carling et
al., 1989). Em melancia as plantas infectadas por R. solani apresentam sintomas de
podriddo de sementes, morte de plantulas, cancro nos talos, podridao de raizes e frutos
causando morte da planta e reducdo na produtividade (Andrade Junior et al.,, 2006;
Bruton, 1998). Desta maneira a sintomatologia e agressividade do patégeno podem variar
de acordo com a cultura ou até mesmo a cultivar da espécie.

O controle da rizoctoniose em campo pode ser feito com o manejo integrado de
doencas. O manejo integrado em hortalicas tem sido tratado como a utilizacdo de
métodos de controle de forma organizada, com efeito somatério e com viabilidade
econdmica, objetivando reduzir ao maximo o uso de produtos fitossanitarios, mas
garantindo a producéo, onde os aspectos ecoldgicos e residuais desses produtos estado
em primeiro lugar (Zambolim et al., 1997). Dentre as estratégias de manejo se destacam
aquelas que visam a reducao da taxa de progresso da doenca, eliminacéo ou reducao do
inoculo (Zambolim & Ventura, 1993). Dentre as medidas adotadas para a reducdo do
in6éculo e no manejo integrado, pode-se citar a escolha do local livre do patogeno, o
material propagativo livre do patégeno, a desinfestacdo de implementos agricolas, o uso
de agua para irrigacdo livre de patégeno, praticas de solarizacdo do solo, controle
biologico através de Trichoderma spp. e uso de cultivares resistentes. A partir do uso de
cultivares resistentes se tem um controle mais eficaz da doenca nas plantas, além de
ganhos econdmicos, pois ndo se tem despesa alguma quando comparada com outros
métodos de controle (Lucon et al., 2009; Patricio et al., 2007; Vida, et al 2004; Bueno et.,
2001). Para o desenvolvimento de cultivares resistentes a rizoctoniose é necessario a
avaliacdo de recursos genéticos da espécie, para isto, estes podem ser encontrados nos

centros de diversidades ou bancos de germoplasmas.



2.3 Bancos de Germoplasma

No Brasil, a introducéo de germoplasmas de melancia foi dividida em duas fases. A
primeira introdug¢ao ocorreu com a chegada dos escravos africanos para a costa brasileira
e a segunda introducao ocorreu com o cultivo de cultivares oriundos dos Estados Unidos
e do Japao, sendo que estas introducdes se espalharam por diversas partes do Brasil e
contribuiram para aumentar a variabilidade (Queir6z, 2016). Com o avanco da agricultura
moderna os sistemas de producdo da agricultura tradicional vém sendo substituidos, e
juntamente com essa substituicdo tem-se perdido recursos genéticos, através da erosao
genética e também estreitamento da base genética. Para garantir que ndo haja perdas de
tais recursos, a existéncia de Bancos Ativos de Germoplasma (BAG) é indispensavel, por
ter como funcdo a conservacdo dos recursos genéticos (Ricarte, 2013). Germoplasma é,
portanto, o conjunto de gendtipos representando alelos de uma espécie ou de espécies
afins com potencial para serem usados em programa de melhoramento. (Bueno et al.,
2001).

Um dos motivos para a conservacdo de germoplasma € o pequeno numero de
espécies de plantas utilizadas pelo homem, pois apenas 30 espécies constituem 95% da
nutricdio humana oriunda dos vegetais (Walter et al.,, 2007). Bancos ativos de
germoplasma séo, portanto, colecdes de acessos que sdo rotineiramente usados para fins
de pesquisas, caracterizacdo, avaliacdo e uso dos acessos. Dentre as atividades no
banco de germoplasma, podem-se destacar: levantamento, aquisicdo, exploracdo e
colecdo; manutencdo e multiplicacdo; caracterizacdo, avaliacdo, documentacao,
distribuicdo e intercambio do maior numero possivel de amostras do germoplasma
(Borém & Miranda, 2009). Todas essas atividades sdo necessarias para que preserve ao
maximo o tempo de vida dos recursos genéticos e sejam melhor aproveitados pelo
melhorista.

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. Quanto aos recursos genéticos de melancia no Brasil Queirdz (2016) relata
gue parte desses recursos foram resgatados e se encontram em alguns bancos de
germoplasma, dentre estes o Banco de Germoplasma de Hortalicas da Universidade
Federal de Vigcosa-MG, com 164 acessos de melancia (Silva et al., 2001), também

destaca-se o Banco de Germoplasma da Embrapa Hortalicas com mais de 300 acessos e
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por fim o Banco de Germoplasma de Curcubitaceae da Embrapa Semiarido com fundagéo
em 1980 e com mais de 700 acessos (Queirdz, 2011).

O uso de germoplasma provenientes de bancos tem se mostrado promissor,
principalmente no que tange desenvolvimento de cultivares resistentes a doencas, por
identificacdo de acessos que possuem genes de resisténcia. Dentre eles podemos citar o
trabalho de Lima-Neto (2009) que encontrou fontes de resisténcia a alternariose em
acessos de melancia coletados da agricultura tradicional. Também podemos citar o
trabalho utilizando o banco de Germoplasma da UFERSA (Universidade Federal Rural do
Semi-Arido) que possui acessos de meldo resistentes a rizoctoniose e foi possivel
determinar o tipo de heranca genética a rizoctoniose no meldo (Melo, 2014). No que tange
respeito a identificagcdo de fontes de resisténcia podemos citar o trabalho desenvolvido
por Costa (2017), que identificou 42 acessos resistente a fusariose. Além disso, para que
o germoplasma possa ser usado em programas de melhoramento, torna-se necessario

estudar a forma de heranca dos caracteres avaliados.

2.4 Resisténcia vertical e horizontal

A interacdo entre um patdgeno e seu hospedeiro é uma luta entre dois organismos
pela propria sobrevivéncia, em que as células vegetais reagem a penetracdo do fungo
através de varios mecanismos estruturais e/ou bioquimicos, procurando se defender do
ataque (Pascholatti & Leite, 1995). A resisténcia € caracterizada pela habilidade da planta
diminuir o estabelecimento de certas popula¢gfes de patdgenos em seus tecidos, por meio
de seu sistema de defesa direto e ativo (Matiello et al., 1997). A resisténcia pode se
manifestar de diferentes modos quanto a sua estabilidade e a especificidade. Devido as
suas caracteristicas, pode ser classificada como resisténcia vertical ou horizontal.

A resisténcia vertical € especifica as racas, sendo conferidas por genes de efeito
maior que apresentam resisténcia a uma ou poucas racas fisioldogicas do fungo,
geralmente sendo pouco estavel. A resisténcia horizontal, além de ndo ser especifica as
racas do patégeno, é conferida por genes de efeito menor que apresentam resisténcia
uniforme contra varias racas do fungo, sendo considerada mais duravel por apresentar
maior estabilidade. Vanderplank (1968) observou que é possivel identificar o tipo de
resisténcia por meio da significancia da interacdo cultivares x racas/ isolados do
patégeno. Isso pode ser verificado quando uma série de isolados do patdégeno € inoculada
em diferentes cultivares de um hospedeiro. Nesse caso, a interacdo quando € altamente

significativa sugere que a reacdo de cada cultivar é especifica a uma determinada raca,
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indicando que a resisténcia é do tipo vertical. Para interagbes ndo significativas, as
cultivares comportam-se de forma semelhante a todas as racas, indicando que nesse
caso a heranca é do tipo horizontal.

Sobre a heranca de resisténcia em melancia, Alves et al., (2014) constatou que o
controle da resisténcia ao PRSV-W (Papaya ringspot virus-Strain Watermelon) é realizado
por dois genes, predominando os efeitos génicos aditivos, seguidos de efeitos de
dominancia incompleta no sentido de aumentar a resisténcia. Beserra Jr. et al., (2006),
demonstrou que a heranca ao virus WMV (Watermelon mosaic virus) € controlada por 4
genes, predominando um efeito de dominancia completa, com efeito aditivo-dominante.
Em ambos os trabalhos citados, o acesso de resisténcia utilizado foi o acesso PI-595201,
gue tem se mostrado promissor para a resisténcia a viroses.

No caso especifico da rizoctoniose em melancia, ndo se tém trabalhos na literatura
gue demonstrem o tipo de heranca para o patossistema melancia x Rhizoctonia solani. Li
et al., (1995) em estudo com a queima da bainha causada por Rhizoctonia solani,em
arroz constatou que o tipo de heranca € horizontal. Zhao et al. (2005) demonstram em
seus estudos que o tipo de heranca da podriddo da raiz em soja, causada pelo patdégeno
R. solani, na soja tem heranca do tipo quantitativa (horizontal) e condicionada por genes
de maior e menor efeito.

O conhecimento do numero de genes envolvidos na expressao de um carater é de
grande importancia no estudo da heranca dos caracteres quantitativos e também no
melhoramento de plantas, principalmente no que se refere a estimativa de probabilidade
de se obter determinado gendtipo em uma populacdo segregante. O nimero de genes é
determinado por meio da obtencdo das populacbes segregantes, P1 (Pai/Mae), P2
(Pai/Mae), F1 (Primeira geracao filial obtida por meio do cruzamento entre o P1 e P2), F2
(segunda geracéo filial obtida por meio da autofecundacdo do F1), RC1 (retrocruzamento
obtido através do cruzamento do P1 com o F1) e RC2 (retrocruzamento obtido por meio
do cruzamento do P2 com o F1), utilizando a formula proposta Sewall Wright, que utiliza
variancias e médias (Ramalho et al., 2012)

Melo e Santos (1999), realizaram um estudo de simulacdo do controle genético
envolvendo os dois tipos de resisténcias com o0 objetivo principal de testar uma
metodologia que conseguisse determinar de maneira mais simples, o tipo de resisténcia
assim como a agressividade dos isolados. Para isso os dados foram avaliados pelo
modelo IV de Griffing, que visa avaliar a capacidade combinatéria de um grupo de
progénies estimando a capacidade especifica e geral de combinagéo, através do uso de

um dialelo parcial. A simulacdo teve como base a severidade esperada com a inoculagéo
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de gendtipos inoculados a 20 racas fisiolégicas do patdogeno. Uma alta correlagdo foi
encontrada entre a capacidade geral de reacao e a resisténcia horizontal do hospedeiro,
assim como também a capacidade geral de agressividade e a agressividade do isolado. A
capacidade especifica de interacdo se revelou um indicador da resisténcia vertical, como
observado na tabela 2.

Tabela 2. Andlise de Variancia de um modelo de dialelo parcial envolvendo um grupo de

hospedeiros e um grupo de isolados do patégeno, segundo Melo e Santos (1999).

FV GL QM F
Tratamentos pg-1

CGR (capacidade geral de reacéo) p-1 QM1 QM1/QMR
CGA (capacidade geral de agressividade) g-1 QM2 QM2/QMR
CEIl (Capacidade especifica de interacao) (p-1)(g-1) QM3 QM3/QMR
Residuo m QMR

p= Numero de hospedeiros
g= namero de isolados do patdgeno
m= grau de liberdade do residuo = q(r-1)(p-1), sendo r o nimero de repeticbes

Em estudo no algodoeiro utilizando a metodologia proposta por Melo & Santos
(1999), Maranha et al., (2002) observaram que no patossistema Xanthomonas campestri
pv. malvacearum e Ramuaria aureola no algodao, a resisténcia para ambos patdogenos é
horizontal. Para a raca 65 de Colletotrichum lindemunthianum no feijoeiro (Davide e
Souza, 2009) nao foi possivel detectar resisténcia horizontal por ndo ter um conjunto de
cultivares diferenciadora que consiga detectar a variabilidade da agressividade dos
isolados da raca 65. Buiate (2010), diz que esta metologia mostrou-se promissora na
identificacdo da resisténcia horizontal no patossistema sorgo-Colletotrichum sublineolum.
Desta maneira essa metodologia de avaliacdo da resisténcia podera ser utilizada para

avaliacdo da heranca de resisténcia da rizoctoniose em acessos resistentes de melancia.
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4. Caracterizacao, patogenicidade e grupos de anastomose de isolados
Rhizoctonia solani de melancia®

4.1 RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar a variagdo morfologica e patogénica de isolados
de Rhizoctonia solani, bem como determinar a compatibilidade micelial e a anastomose.
Foram utilizados isolados de R. solani CMM1053, CMM2967, CMM1052, CMM2983,
CMM2971 e CMM3890 de melancia. A determinacdo da agressividade foi avaliada
utilizando os seis isolados inoculados na cultivar suscetivel Crimson Sweet em um
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco repeticdes, sendo a unidade
amostral constituida por uma planta. O experimento de velocidade de crescimento micelial
foi instalado em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial, 6 isolados x
3 meios de cultura, utilizando os seguintes meios de cultura Agar Nutriente, BDA e BSA
com um total de 5 repeticbes. A caracterizacdo da cor e a formacdo do esclerodio foram
realizadas 15 dias apos a inoculacdo fungica em cada meio de cultura. Para a
caracterizacdo da compatibilidade vegetativa e a ocorréncia da anastomose, 0s
experimentos foram realizados em DIC com trés e duas repeticdes, respectivamente. Os
isolados CMM1053 e CMM1052 foram o que tiveram maiores notas, no entanto, eles
foram estatisticamente diferentes apenas do isolado CMM2967. O meio de BSA foi o mais
promissor para o crescimento micelial. Foi possivel observar que houve variabilidade na
cor das colbnias, sendo maior no meio Agar Nutriente. Com base em avaliacbes de
compatibilidade vegetativa e fusdo de hifas, os seis isolados pertencem ao mesmo grupo

de anastomose.

Palavras-chaves: Citrullus lanatus, damping-off, crescimento micelial, melhoramento

vegetal, compatibilidade vegetativa.
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4.2 INTRODUCAO

A melancia Citrullus lanatus € um cultura que tem como maior produtor a China e
no Brasil ocupa a sexta colocacdo entre as olericolas produzidas (FAO, 2015). A
producdo pode ser afetada por ataque de fitopatdgenos, e dentre eles, pode-se citar o
fungo Rhizoctonia solani agente causal da rizoctoniose e podriddo radicular em melancia
(Mirmajlessi et al., 2012).

As plantas de melancia infectadas por R. Solani apresentam sintomas de podridao
de sementes, morte de plantulas, cancro no caule, podridao de raizes e frutos causando a
morte da planta e reducao na produtividade (Aiello et al., 2012). R. solani € um fungo
cosmopolita e sua identificacdo € baseada em sua morfologia e método moleculares
(Sneh et al., 1996). Sua classificacdo € baseada em grupos de anastomose, que é
definida como a manifestacdo somatica ou vegetativa de incompatibilidade ou
compatibilidade entre hifas de diferentes isolados de R. solani (Anderson, 1982).
Entretanto a classificacdo em grupos de anastomose nem sempre corresponde a
agrupamento de fungos que tenham a mesma agressividade, morfologia da coldnia,
fisiologia ou caracteristicas moleculares (Das et al., 2014; Sneh et al., 1996). O fungo é
polifago e de acordo com Lakshman et al. (2008) apresenta 190 hospedeiro de diferentes
espécies. O fitopatdbgeno pode viver saprofiticamente no solo e formar estruturas de
resisténcia chamadas esclerédios(Sneh et al., 1996). Sendo que estas estruturas podem
apresentar viabilidade de 10% a 40% apods 18 meses em solo (Ritchie et al., 2013). O
método mais eficiente para controlar a doenca é através do controle genético, ja que nao
existem produtos quimicos registrados para o controle desta doenca no Brasil.

Para o desenvolvimento de cultivares resistentes a rizoctoniose é necessario a
obtencao e caracterizacéo tanto de acessos como de isolados do patdégeno. Na natureza,
os isolados de Rhizoctonia solani tém consideravel variabilidade na sua morfologia,
fisiologia e em sua agressividade (Sherwood, 1970; Mikhail et al., 2010). Erper et al.
(2016) mostra que isolados de Rhizoctonia solani vindos da moranga, apresentam
variabilidade de crescimento e coloracdo quando crescidos em BDA (Batata Dextrose
Agar). Além disso a agressividade do fungo entre diferentes grupos de anastomose
também pode variar (Erper et al., 2016; Mathew et al., 2012; Oliveira et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a variacdo morfologica e patogénica dos
isolados de Rhizoctonia solani obtidos a partir da melancia, como também determinar a

compatibilidade vegetativa e a anastomose das hifas.
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4.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Fitopatologia e em casa de
vegetacao da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco em Petrolina-PE, Brasil.
Foram usados seis isolados de Rhizoctonia solani obtidos da colecdo de fungos
Fitopatogénicos “Professora Maria Menezes”- CMM, da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (tabela 1). Todos os isolados foram preservados em arroz e tiveram sua

patogenicidade restaurada com a inoculagdo em melancia.

Tabela 1. Descricdo dos isolados de melancieira de Rhizoctonia solani pertencentes a

colegao de fungos “Professora Maria Menezes”.

Cdédigo Ano Local
CMM-1053 2006 Quixere-RN
CMM-2967 2007 Mossor6-RN
CMM-1052 2006 Quixere-RN
CMM-2983 2007 Mossor6-RN
CMM-2971 2007 Barauna-RN
CMM-3890 2006 Gama-DF

4.3.1 Agressividade dos isolados de R. solani

A agressividade foi determinada pela inoculacéo dos isolados de Rhizoctonia solani
na cultivar comercial Crimson Sweet, que é suscetivel. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com seis isolados e cinco repeticdes, mais o controle (plantas
nao inoculadas). O inoculo de cada isolado foi preparado de forma independente em
Erlenmeyers de 250 ml. Para isto 50 g de arroz parboilizado e 30 ml de agua destilada
foram autoclavados (120°C, 15 min, latm). Cada isolado foi crescido em BDA por cinco
dias a 25 °C, de onde foram retirados trés discos de 3 mm com hifas do fungo para ser
adicionado aos Erlenmeyers. Apds incubacéo a temperatura ambiente por um periodo de
7 dias, os graos de arroz foram utilizados como fonte de inoculo para a inoculacédo da
cultivar Crimson Sweet.

Para a semeadura utilizou-se copos descartaveis de 80 ml contendo substrato
comercial Topstrato. As sementes foram previamente desinfetadas em hipoclorito de
sédio a 1% por 30 segundos e lavadas em agua destilada. Quando as plantulas
apresentaram o primeiro par de folhas verdadeiras foi realizada a inoculagdo com dois

graos de arroz colonizados por cada isolado do patégeno. Este procedimento foi realizado
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acondicionando os gréos de arroz colonizados proximo ao hipocétilo das plantulas e
posteriormente reaizou-se a cobertura do arroz com o substrato.

A avaliacdo ocorreu sete dias ap0s a inoculagdo. Para isto foi utilizada uma escala
de notas proposta por Noronha (1995), em que as notas variam de 0 a 4. Sendo que a
nota 0= sem sintomas; l=hipocoétilo com pequenas lesbes; 2=hipocétilo com grandes
lesBes, sem constricdo; 3= hipocétilo totalmente constrito, mostrando tombamento;
4=sementes nao germinadas e/ou plantulas ndo emergidas.

ApoOs a avaliacdo, duas repeticdes de cada tratamento foram levadas ao laboratério
para realizar o reisolamento do patégeno dos tecidos com sintomas, objetivando o
fechamento dos postulados de Koch. Também foi realizada observacédo de estruturas do

patdbgeno em microscopio.

4.3.2 Avaliagéo de crescimento e morfologia da colbnia

Neste experimento os seis isolados de R. solani foram caracterizados quanto ao
seu crescimento, cor e formacdo de esclerodio em trés meios de cultura, Agar
Nutriente(AN) (Himedia®), BDA (Kasvi®) e BSA (200 g de batata, 20g de sacarose, 20g
agar, e 1000 ml de agua). Todos os meios tiveram seu pH ajustados para 7,0 com
hidroxido de sédio 0,5M e acido cloridrico 0,2M e entéo levados para a autoclave (120°C,
15 min, 1 atm). ApOs a esterilizacdo, 15 ml de cada meio foi adicionado em placas de
Petri de 9 cm de diametro. Foi feita a repicagem dos seis isolados do fungo, com trés
discos de 3 mm de diametro, com hifas do fungo. O experimento foi realizado em
esquema fatorial 6 x 3, com seis isolados do fungo e trés meios de cultura diferentes, em
delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes por tratamento.

As avaliacdes foram feitas diariamente até o sexto dia ou até que 90% das placas
estivessem totalmente ocupadas pelo fungo. O diametro da colénia foi medido com o
auxilio de um paquimetro digital e ao passar de 15 dias apds a repicagem, foi realizado
também a descricdo morfologia da colénia do fungo incluindo a cor, além da formacéo de
esclerddio na placa. Também foi calculado o indice de velocidade de crescimento micelial
(IVCM) usando a formula apresentada por Oliveira (1991): IVCM= ) (D-Da)/N; onde:
D=diametro médio atual da coldnia; Da= didametro médio da coldnia do dia anterior; N=

namero de dias apo6s a repicagem/inoculacao.
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4.3.3 Compatibilidade vegetativa e anastomose entre os isolados de R. solani

Para este experimento foram realizados os pareamentos entre os seis isolados do
fungo Rhizoctonia solani dois a dois. O pareamento foi montado em placas de Petri
contendo o meio &gar agua e discos de micélio com 3 mm de didmetro que foram
repicados para a placa de Petri e separados por uma distancia de 3 cm. Ao passar de 7
dias o pareamento dos isolados foi avaliado e as combinagdes foram classificadas
segundo Macnish et al., (1997) em trés categorias: fundido, tufo e incompativel. Na
categoria “fundido” as duas culturas se juntam com pouca ou nenhuma evidéncia de
demarcagao, na categoria “tufo” ha uma area de distinta demarcacao entre as colonias
gue sdo ocupadas por uma faixa de hifas levantadas acima do nivel geral do micélio na
superficie de Agar. A categoria “incompativel” é uma categoria usada para agrupar as
reacdes que ndo se encaixam nas outras categorias e ndo ocorre a jun¢ao das hifas. Este
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢cdes e
o crescimento dos fungos ocorreu em temperatura de 28°C.

Para a avaliacdo da anastomose entre isolados o experimento foi realizado em
placas de Petri com meio BDA (Batata, Dextrose e Agar). O esquema de montagem da
placa seguiu o de compatibilidade vegetativa, porém foi adicionado entre os discos de
micélio dos isolados uma laminula esterilizada para que quando as hifas crescessem e
ocasionalmente ocorresse a anastomose ser possivel de observar a reacdo de fusédo das
hifas. Para observar a fusdo das hifas as laminulas foram retiradas e as hifas coradas
com Safranina O. A observacdo das estruturas microscépicas foram realizadas com o
auxilio de um microscépio optico (Nikon Eclipe E200 ®). Este experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado com duas repeticbes e o crescimento dos fungos
ocorreu em temperatura de 28°C. A avaliacdo se deu com a deteccdo ou ndo da

anastomose entre as hifas dos isolados, classificando como ausente ou presente.

4.3.4 Analise estatistica

As notas obtidas no experimento de agressividade e o IVCM foram submetidos ao
teste de normalidade dos erros de Shapiro-Wilk a 5% e apos verificada a normalidade dos
dados foi realizada a analise de variancia. As médias de agressividade foram submetidos
ao teste de Duncan e o IVCM ao teste de agrupamento de médias de Scott-Knott com

significancia de 5% usando o programa estatistico R Core Team (2016).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados CMM1053 e CMM1052 foram 0os mais agressivos, com médias de 4 e
3,8 respectivamente, porém ndo foram estatisticamente diferentes dos isolados
CMM2983, CMM2971 e CMM3890. O isolado CMM2967 foi considerado o menos
agressivo com média de 2,8 (Tabela 2). Assim, o conhecimento de diferentes niveis de
agressividade é de grande interesse no trabalho de melhoramento de plantas, uma vez
que, variedades suscetiveis quando inoculadas com isolados pouco agressivos podem
mostrar-se como resistentes. Por outro lado, quando inoculados com isolados muito
agressivos, podem ser altamente suscetiveis (Vanderplank, 1968). O isolado CMM1053
em um estudo com Fava foi considerado um dos mais agressivos, o que também foi

observado em nosso estudo (Assungéo et al., 2011).

Tabela 2. Nota média e desvio padrdo da agressividade dos isolados sobre as plantulas de melancia
inoculadas com os seis isolados. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo
teste de média de Duncan com 5% de probabilidade.

Isolado Nota média
CMM1053 4.0+0.00 a
CMM1052 3.8+0.45a
CMM2983 3.6 £0.55 ab
CMM2971 3.4+0.55 ab
CMM3890 3.2+1.10ab
CMM2967 2.8+0.84Db

Controle 0.0£0.00c

Houve interacdo significativa entre meios de culturas e os isolados para IVCM
(Figura 1). O meio de BSA foi o que obteve o IVCM mais alto, indicando que a maioria dos
isolados teve o crescimento mais acelerado neste meio. Os isolados que apresentaram
melhor crescimento no meio BSA foram o CMM2967 e o CMM2971, com IVCM de 49,09
e 51,9 mm.dia®, respectivamente. Para o meio BDA, os IVCM mais elevados foram dos
isolados CMM1053, CMM3890, CMM2971 e CMM2967, variando de 42,20 a 43,88

mm.dia®. O meio AN foi o que apresentou as menores taxas de velocidade de
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crescimento. Os isolados que apresentaram o IVCM mais elevado foram CMM1053,
CMM2971, CMM2967 e CMM3890, variando de 39,30 a 45,51 mm.dia™. Estes resultados
mostram que a depender do meio de cultura que o isolado é cultivado ele pode se
comportar de maneira diferente, corroborando com os estudos de MacNish et al. (1997)
gue encontrou diferenca de crescimento micelial em BDA de isolados de Rhizoctonia
solani que pertencem ao grupo de anastomose AG-10. A maioria dos estudos utiliza o
meio BDA para avaliar o crescimento micelial e a temperatura de 25°C para o crescimento
€ considerada ideal (Erper et al., 2016; Silva-Barreto et al., 2010; Yang et al., 2015).
Portanto, de acordo com nossos resultados, o meio de BSA também pode ser incluido

como um excelente meio para o crescimento de Rhizoctonia solani.

60

] Isolados de RhAizoctonia solani
% Bl oMM 1053
Aa b ] oM 2967
. B cMM 1052
b Aa Ba Ab]'_ [ ovm 2983
Aa Ba As MM 2983
Ba Ac v 2971
T Ba Ad B cvmm 3890
oy Bb Bb
s
s
= Bc
g
g, 30 A T
3
e
20 ~ :
Cc
10 ~
0 - || | [ ] |
AN BSA BDA
Meios de Cultura

Figura 1. indices de velocidade de crescimento micelial (IVCM) (mm.dia™) de diferentes
isolados e meios de cultura (AN - Agar Nutriente, BSA — Batata Sacorose e Agar e BDA —

Batata Dextrose e Agar). Média seguidos pelas mesmas letras minusculas entre isolados
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e letras mailsculas entre meio de cultura, ndo diferem estatisticamente pelo teste de

agrupamento de médias de Scott-Knott com significancia de 5%.

Passados os 15 dias da repicagem foi realizado a contagem de esclerddios, no
entanto os esclerédios ndo foram observados em nenhum isolado usado para todos os
meios testados. Observou-se que houve diferengcas na cor da colonia dependendo do
meio, em que os isolados CMM1053, CMM2983 e CMM1052 apresentaram uma colonia
de cor branca nos meios de BDA e BSA e os outros isolados mostraram uma cor marrom
(Figura 2). Também ¢é possivel enfatizar que, no meio Agar Nutriente, os fungos
apresentaram uma cor marrom mais escura diferente da cor da colonia quando cultivada
em BDA ou BSA. Erper et al. (2016) analisando caracteristicas morfologicas de isolados
de Rhizoctonia solani pertencentes ao grupo de anastomose AG-4 encontraram
diferencas na coloracdo da colonia e na formacdo de esclerodios no meio de BDA.
Também observou-se variabilidade de cor no estudo, como também observado por
Sanfuentes et al. (2007). Spedaletti et al. (2016) mostra que 62,9% das colonias,
crescidas em BDA, de Rhizoctonia solani observadas em seu estudo, possuiam a
coloracdo marrom clara e que apenas 20,6% tinham a coloracédo branca. No entanto, ndo
foi encontrado na literatura, o uso de AN e BSA para observar a cor e 0 crescimento

micelial de R. solani.

CMM-1053 CMM-2967 CMM-1052 CMM-2983 CMM-2971  CMM-3890

7\

BDA

Figura 2. Variacdo da cor da colénia observada em diferentes meios de cultura (AN - Agar Nutriente, BDA —

Batata Dextrose e Agar e BSA — Batata Sacorose e Agar).

Para a compatibilidade vegetativa apenas as combinagdes CMM-1053 com CMM-

1052 e CMM-2967 com CMM-3890 foram incompativeis, ou seja, as hifas em nenhum
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momento chegaram proximas umas das outras. Para a maioria das combinacgbes a
classificagdo foi dada como “fundido”, ou seja, as hifas dos isolados se sobrepunham
umas sobre as outras com pouca ou nenhuma evidéncia e demarcagdo. Nao foi

observada em nosso experimento a categoria “Tufo” (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado da compatibilidade vegetativa entre os isolados de Rhizoctonia solani

Isolados CMM1053 CMM2967 CMM1052 CMM2983 CMM2971 CMM3890

CMM1053 x** F* | F F F
CMM2967 X F F F |

CMM1052 X F F F
CMM2983 X F F
CMM2971 X =
CMM3890 X

* Classificacdo da compatibilidade vegetativa entre os isolados. F = fundido, I=
incompativel e T=tufo. ** x= combina¢cfes néo realizada neste experimento.

Para a anastomose das hifas pode-se observar que a maioria dos pares foram
compativeis vegetativamente, exceto para os pares CMM 1053 vs CMM 1052 e CMM
3890 e CMM 2967 (Tabela 4). Observou-se em detalhes a fusdo de hifas entre os
isolados CMM1053 e CMM2967 (Figura 3A) e entre isolados CMM2983 e CMM3890
(Figura 3B).

Tabela 4. Anastomose de hifas entre os isolados de Rhizoctonia solani

Isolados CMM1053 CMM2967 CMM1052 CMM2983 CMM2971 CMM3890

CMM1053  x** F* A P P P
CMM2967 X P P P A
CMM1052 X P P P
CMM2983 X P P
CMM2971 X P

CMM3890 X
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* Classificagdo da anastomose entre os isolados. A= ausente e P= presente. ** x= combinacdes nao

realizada neste experimento.

Figura 3. Anastomose de hifas entre isolados de Rhizoctonia solani. Imagem com 400x de aumento. Barra:

lum.

Para a maioria das combinacdes foi possivel detectar a presenca de anastomose,
podendo inferir que esses isolados pertencem ao mesmo grupo de anastomose. Por outro
lado, as combina¢cBes que ndo apresentavam anastomoses foram as mesmas em que a
compatibilidade vegetativa ndo foi observada. No entanto, neste estudo, néo foi possivel
fazer a classificacdo de acordo com Sneh et al. (1996) sobre a estabilidade da
anastomose, em que ele classifica a fusédo perfeita como aquela em que a célula da hifa
nao morre apos a fusdo. A fusdo de hifas € um método classico bastante utilizado para
identificacéo e classificacdo de grupos de Anastomose (AG) entre isolados de Rhizoctonia
solani e alguns grupos tem sido subdivididos em subgrupos de acordo com as diferencas
fisiolégicas e especificidade do hospedeiro (Yang et al., 2015). O fato de ocorrer
anastomose para a maioria dos isolados pode explicar o fato de todos os isolados
causarem doenca na melancieira. Para a determinacdo de qual grupo de anastomose
pertence, € necessaria que se tenham isolados de Rhizoctonia solani com esses grupos
determinados e realizada o pareamento com estes isolados ou utilizacdo de métodos
moleculares com primers especificos para determinar o grupo de anastomose (Erper et
al., 2016; Yang et al., 2017; Yang et al., 2015).
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4.5 CONCLUSAO

A variagdo foi observada para todos os caracteres avaliados. Os isolados
CMM1052 e CMM1053 foram os mais agressivos, porém diferiram estatisticamente
apenas do isolado CMM2967, que foi 0 menos agressivo. O meio de BSA mostrou ser o
mais adequado para o rapido crescimento dos isolados de R. solani, sendo uma
alternativa ao BDA para estudos com R. solani. Os isolados cultivados em Agar Nutriente
apresentaram a maior variagao de cor da colonia. Pelos testes de anastomose de hifas e
compatibilidade vegetativa, os isolados pertencem ao mesmo grupo, exceto os pares
CMM 1053 vs CMM 1052 e CMM 3890 e CMM 2967.
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5. Fontes de resisténcia e heranca genética a reacdo de Rhizoctonia

solani em melancieira?

5.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi encontrar fontes de resisténcia a rizoctoniose bem
como determinar a heranca de resisténcia em melancieira, por meio da avaliagdo das
populacdes segregantes e utilizando um dialelo parcial. No primeiro experimento foi
realizada a inoculacdo de 72 acessos de melancia com o isolado CMM 1053 de
Rhizoctonia solani. No segundo experimento foi realizada a avaliacdo das populacdes
segregantes do cruzamento entre a cultivar suscetivel Crimson Sweet e 0 acesso
autofecundado BGH- 29. No terceiro experimento realizou-se uma analise dialélica entre 8
acessos de melancia e 6 isolados de Rhizoctonia solani, utilizando o método IV de Griffing
para obter os componentes da capacidade geral de reacdo, capacidade geral de
agressividade e a capacidade especifica de reacdo. Todas a analises genéticas foram
realizadas com o programa estatistico GENES. Pelos resultados obtidos no primeiro
experimento apenas os acessos BGH 29 e BGH 76 foram considerados moderadamente
resistentes a doenca. Observou-se no segundo experimento que a heranca da resisténcia
€ controlada por 9 genes com efeito aditivo e baixa herdabilidade. Os resultados da
analise dialélica corroboram com o experimento de avaliacdo da populacdo segregante,
indicando que a heranca é horizontal a rizoctoniose, pois 46,1% da soma de quadrados
total da variacdo observada nos cruzamentos € devida a capacidade geral de reacado e
enquanto a capacidade especifica de interacdo correspondeu apenas a 20,39% da
variacdo observada . Este € o primeiro relato sobre o estudo da heranca da resisténcia a

Rizoctoniose em melancia.

Palavras-chaves: Citrullus lanatus, dialelo parcial, resisténcia horizontal, rizoctoniose.

2 Artigo a ser submetido na revista Scientiae Horticulturae
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5.2 INTRODUCAO

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] se destaca como a sexta
olericola mais produzida no Brasil (FAO, 2015). Em 2014 as principais regides produtoras
foram Nordeste e Sul, com 701.213 e 505.782 toneladas, respectivamente (IBGE, 2014).
Um dos fatores que pode limitar essa producédo é a ocorréncia de doencas causadas por
fitopatbgenos que habitam o solo, como por exemplo, a rizoctoniose ou damping off,
causada pelo fungo Rhizoctonia solani. No Brasil ndo se tem produtos registrados para o
controle quimico desta doenca na melancieira (AGROFIT, 2017). Consequentemente, a
forma de controle mais eficiente consiste em desenvolver cultivares resistentes, mediante
introducdo de genes capazes de conferir resisténcia em cultivares comerciais.

Assim, a primeira acdo € identificar fontes de resisténcia no germoplasma
existente. Em meldo, por exemplo, existem trabalhos de fontes de resisténcia como de
Sales Junior et al., (2015) que encontrou o0 acesso TA-09 que se mostrou imune ao
isolado de R. solani, assim como o trabalho de Michereff et al., (2008) que buscou
resisténcia em cultivares comerciais de meldo e observou que a cultivar Sancho possuia
alta resisténcia aos isolados RS-09 e RS-10. Salari et al. (2012) encontrou 2 cultivares
comerciais de meloeiro altamente resistentes a rizoctoniose. Contudo ndo se tem
trabalhos publicados relatando fontes de resisténcia a rizoctoniose em melancia.

Outra informacdo importante para que o melhorista tenha sucesso no
desenvolvimento de cultivares resistente, € o tipo de resisténcia que a planta tem em
relacdo ao patdégeno. Segundo Vanderplank (1982) a resisténcia pode ser classificada
como vertical ou horizontal. A resisténcia vertical é conferida por poucos genes, tendo
resisténcia a raca especifica, enquanto a resisténcia horizontal é condicionada por muitos
genes, apresentando resisténcia a raca ndo especifica. No caso especifico da
rizoctoniose em melancia, ndo se tém trabalhos na literatura que mostrem o tipo de
heranca neste patossistema.

O conhecimento do numero de genes envolvidos na expressao de um carater é de
grande importancia no estudo da heranca dos caracteres quantitativos e também no
melhoramento de plantas, principalmente no que se refere a estimativa de probabilidade
de se obter determinado gendtipo em uma populacdo segregante (Ramalho et al., 2012;
Wright, 1931).

Melo e Santos (1999), realizaram um estudo de simulacdo do controle genético
envolvendo os dois tipos de resisténcias com o0 objetivo principal de testar uma
metodologia que conseguisse determinar de maneira mais simples, o tipo de resisténcia

assim como a agressividade dos isolados. Para isso os dados foram avaliados pelo
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modelo IV de Griffing, que visa avaliar a capacidade combinatéria de um grupo de
progénies estimando a capacidade especifica e geral de combinag&o, por meio do uso de
um dialelo parcial. A simulagéao teve como base a severidade esperada com a inoculacéo
de gendtipos inoculados a 20 racas fisiolégicas do patdogeno. Uma alta correlacdo foi
encontrada entre a capacidade geral de reacao e a resisténcia horizontal do hospedeiro,
assim como também a capacidade geral de agressividade e a agressividade do isolado. A
capacidade especifica de interacao se revelou um indicador da resisténcia vertical

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar acessos do banco de germoplasma de
melancia da Univasf, visando encontrar fontes de resisténcia a rizoctoniose bem como
determinar a heranca de resisténcia em melancieira, utilizando as metodologias propostas
por Sewall Wright (1931) e Melo e Santos (1999).
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5.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia e em ambiente
protegido com 50% de sombreamento, pertencentes a Universidade Federal do Vale do
Sao Francisco. Este trabalho foi dividido em trés experimentos.

5.3.1 Preparo do In6culo dos isolados de Rhizoctonia solani

Para o preparo do inoculo, Erlenmeyers de 250ml contendo 50g de arroz
parboilizado e 30ml de &gua destilada foram autoclavados (120°C, 15 min, latm). Apés
resfriado foram adicionados 3 discos de micélios com 3 mm de diametro, do fungo
crescido em BDA (Kasvi®) por cinco dias em BOD a 25 graus com fotoperiodo de 12
horas. Apés 7 dias de incubacao, o arroz colonizado pelo fitopatégeno foi utilizado como
inéculo. Todos os isolados de Rhizoctonia solani utilizados (Tabela 1) foram preparados
conforme descrito acima. Para o primeiro e segundo experimento foi utilizado o isolado
CMM 1053, j4 para o terceiro experimento foram utilizados todos os isolados de

Rhizoctonia solani.

Tabela 1. Descricdo dos isolados de Rhizoctonia solani de melancia pertencentes a colecdo de fungos

“Professora Maria Menezes”.

Caddigo Ano Local
CMM-1053 2006 Quixere-RN
CMM-2967 2007 Mossoro-RN
CMM-1052 2006 Quixere-RN
CMM-2983 2007 Mossoro-RN
CMM-2971 2007 Barauna-RN
CMM-3890 2006 Gama-DF

5.3.2 Experimento | — Inoculacéo de acessos de banco de Germoplasma de Hortalicas

Neste experimento foram utilizados 69 acessos do Banco de Germoplasma de

Hortalicas da Univasf (BGH), 2 acessos do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa
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Semiarido (BGCIA) e a cultivar comercial Crimson Sweet como controle positivo,
totalizando 72 genotipos com 10 repeticbes, disposto em delineamento inteiramente ao

acaso.

O semeio dos acessos foi em bandejas de poliestireno contendo 200 células. As
sementes foram previamente desinfetadas em hipoclorito de sodio a 1% por 30 segundos
e lavadas em 4gua destilada. Quando as plantulas apresentaram o primeiro par de folhas
verdadeiras foi realizada a inoculagdo com dois gréos de arroz colonizados pelo isolado
de R. solani CMM1053 considerado o mais agressivo. Este procedimento foi realizado
acondicionando os graos proximos ao hipocétilo das plantulas e posterior cobertura com o
substrato.

A avaliacdo ocorreu sete dias ap0s a inoculacdo. Para isto foi utilizada uma escala
de notas proposta por Krause et al., (2001), em que as notas variam de 0 a 5, sendo 0=
planta sem sintoma; 1 = planta com pequenas lesdes nas raizes e/ou no hipocotilo; 2 =
Lesbes circundando o hipocétilo, sem ocorréncia da constricdo; 3 = Inicio da constricao,
destruicdo parcial dos tecidos, sem damping-off; 4 = Inicio da constricdo, destruicao
parcial dos tecidos, sem damping-off; 5 = Damping-off pré-emergente. O agrupamento de
cada gendtipo quanto a reacdo ao patogeno foi estimado em cinco classes, sendo a
classificacao: 0 — Semelhante ao imune (SI); 0,1 — 1,0 - Altamente Resistente (AR); 1,1 —
1,9- Resistente (R); 2,0 - 2,9- Moderadamente Resistente (MR); 3,0 - 3,9 (S); 4,0 - 5,0-
Altamente Suscetivel (AS), adaptado do trabalho de Michereff et al., (2008).

5.3.3 Experimento II- Heranca da resisténcia utilizando o método de Sweel Wright (1968)

Para este experimento foram utilizados trés progénies (Progl, Prog2 e Prog3) do
Acesso BGH 29 (P, — genitor feminino), considerado moderadamente resistente a
rizoctoniose no experimento anterior. As plantulas desse acesso que nao apresentaram
sintoma apo6s a inoculacdo foram autofecundadas para utilizacdo nos cruzamentos. Para
a realizacdo do método foram obtidas as populacdes segregantes realizando o
cruzamento controlado com a cultivar Crimson Sweet (P, — genitor masculino) (Tabela 2),
considerada suscetivel. Foram obtidas as geragcdes F1 (P1 X P2), F2 (F1 X F1), RC1 (F1 X P1)

e RC;, (F1 x P,), para todos os trés tratamentos.
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Tabela 2. Genitores utilizados para a obtencéo das populagées Fi, F,, RCy, RC,.

P, — Cultivar Crimson Sweet P,- acesso BGH 29

Suscetivel a rizoctoniose Moderadamente resistente a
rizoctoniose

Fruto arredondado Fruto elipsoide

Casca Clara com estrias verdes- Casca Clara com estrias verdes-

escuras escuras

Polpa Vermelho intenso Polpa rosa

Sabor muito doce Pouco doce

Poucas sementes Excessivo nimero de semente

A semeadura das geracOes foi realizada em bandejas de poliestireno de 200
células contendo subtrato comercial Topstrato®. A quantidade de plantulas emergidas
esta representada na Tabela 3. Apds o semeio e contagem das plantulas foi realizada a
inoculagcdo com o isolado CMM1053 de Rhizoctonia solani com a adi¢cdo de dois graos de

arroz proximo ao hipocotilo e posterior cobertura do inGculo com o substrato.

Tabela 3. Quantidade de plantulas germinadas e utilizadas no experimento.

Numero de Plantulas

Geragoes Prgl Prg2 Prg3
P1 15 15 15
P2 15 15 15
F1 50 50 50

F2 160 125 102
RC1 66 74 85
RC2 84 64 64

Apés sete dias da inoculacédo foi realizada avaliacdo das populacdes segregantes
guanto a reacdo ao fungo Rhizoctonia solani, sendo utilizada a escala de notas proposta

por Krause et al., (2001).

Depois de realizada a avaliacdo, as plantas que obtiveram notas diferentes de zero
foram conduzidas para o Laboratoério para confirmacdo da presenca do fungo nas lesdes,

pelo método do isolamento indireto.

5.3.4 Experimento Il — Heranca da resisténcia utilizando o método proposto por Melo e
Santos (1999)

Foi utilizado o método do dialelo proposto por Melo e Santos (1999), o qual permite
obter informagBes a respeito da resisténcia vertical e horizontal dos hospedeiros, e

também sobre a agressividade dos isolados do patdgeno. Para este experimento foram
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utilizados seis isolados de Rhizoctonia solani (tabela 1) e oito acessos de melancia
pertencentes ao Banco de Germoplasma de Hortalicas — BGH (tabela 4). O experimento
foi disposto em fatorial 8x6 (8 gendtipos x 6 isolados) com 7 repeti¢cdes por tratamento.

Tabela 4. Acessos utilizados para a realiza¢éo do dialelo parcial

Acesso Espécie Acesso Espécie

BGH 76 Citrullus lanatus var. citroides BGH 210 Citrullus lanatus var. lanatus
BGH 128 Citrullus lanatus var. citroides BGH 321 Citrullus lanatus var. lanatus
BGH 174 Citrullus lanatus var. lanatus BGH 395 Citrullus lanatus var. lanatus
BGH 185 Citrullus lanatus var. citroides BGH 398 Citrullus lanatus var. lanatus

A inoculacao dos isolados ocorreu em fase de plantula, 15 dias ap6s a semeadura.
A avaliacdo dos tratamentos ocorreu sete dias apds a inoculagcdo com a atribuicdo de

notas proposta por Krause et al., (2001).
5.3.5 Analises estatisticas
Experimento |l

Os dados da severidade de sintomas apresentados pelas plantas foram utilizados
para obtencdo das variancias das populacdes P, P,, Fi, F2, RC; e RC,. Com essas
variancias, foram obtidas as variancias genéticas (0%s), ambiental (o%), fenotipica (0%r),
aditiva (0%a) e de dominancia (0%p), bem como as herdabilidades no sentido amplo (h% ) e

restrito (h% ).

Os efeitos aditivos [a] e ndo aditivos [d] do(s) gene(s) que controla(m) a
caracteristica foram estimados a partir das médias das geracdes, pelo método dos
guadrados minimos ponderados (Mather & Jinks, 1977). As estimativas foram obtidas

com o auxilio do programa GENES (Cruz, 2008)
Experimento llI

Foi realizada a andlise de variancia das notas atribuidas para reacdo ao patdogeno
em esquema fatorial 8x6 (8 gendtipos x 6 isolados). Para a analise do dialelo parcial
foram utilizadas as médias, os graus de liberdade e os quadrados médios dos erros
fornecidos pela Anova. Pela analise em dialelo parcial foram obtidas as estimativas da
capacidade geral de resisténcia (CGR), da capacidade geral de agressividade (CGA) e da
capacidade especifica de interacdo (CEI), por meio do modelo IV de Griffing. A anélise

dialélica seguiu o modelo estatistico:
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Yi=H+ri+a+sjte;

Sendo Yj a severidade da doenga exibida pelo hospedeiro i quando inoculado com
o isolado |, r; efeito da capacidade geral de reacdo do hospedeiro i (Resisténcia
Horizontal), a; efeito da capacidade geral de agressividade do isolado j (Agressividade do
Isolado), s; efeito da capacidade especifica de reacdo do hospedeiro i inoculado com o
isolado j (Resisténcia Vertical), ej erro experimental médio. Para a obtencdo desses
parametros foi utilizado o programa GENES (Cruz, 2008).

5.4 RESULTADOS

5.4.1 Experimento | - Inoculacdo de acessos de banco de Germoplasma de
Hortalicas

Para o experimento de inoculacdo em acessos pertencentes ao banco de
germoplasma de hortalicas da UNIVASF, apenas os acesso BGH 29 e o BGH 76
apresentaram moderada resisténcia a reacdo causada pelo isolado CMM 1053,
representando 2,7% do total de acessos e mostrando a agressividade do isolado.

Tabela 5. Reacado de gendtipos de melancia ao isolados de Rhizoctonia solani CMM 1053

Nota média *+ Desvio

Acesso Espécie N Reacao
Padrao

BGH 23 Citrullus lanatus var. lanatus 3,20+ 0,92 St
BGH 26 Citrullus lanatus var. lanatus 3,20+ 1,03 S
BGH 27 Citrullus lanatus var. citroides 3,10+ 0,88 S
BGH 28 Citrullus lanatus var. lanatus 3,00+ 1,00 S
BGH 29 Citrullus lanatus var. lanatus 2,78 + 0,67 MR
BGH 30 Citrullus lanatus var. lanatus 3,44 + 0,53 S
BGH 38 Citrullus lanatus var. lanatus 3,56 + 0,88 S
BGH 40 Citrullus lanatus var. lanatus 3,33+0,71 S
BGH 50 Citrullus lanatus var. lanatus 3,56 + 0,88 S
BGH 65 Citrullus lanatus var. lanatus 3,70 +0,48 S
BGH 66 Citrullus lanatus var. lanatus 3,30 + 0,67 S
BGH 67 Citrullus lanatus var. lanatus 3,40 + 0,52 S
BGH 68 Citrullus lanatus var. lanatus 3,20+ 0,79 S
BGH 69 Citrullus lanatus var. lanatus 3,20 + 0,63 S
BGH 70 Citrullus lanatus var. lanatus 3,56 + 0,53 S
BGH 76 Citrullus lanatus var. citroides 2,20+0,92 MR
BGH 92 Citrullus lanatus var. lanatus 3,50+0,71 S
BGH 105 Citrullus lanatus var. lanatus 3,89 + 0,33 S
BGH 107 Citrullus lanatus var. lanatus 3,78 + 0,67 S
BGH 108 Citrullus lanatus var. lanatus 3,50 + 0,53 S
BGH 109 Citrullus lanatus var. lanatus 3,80+0,42 S
BGH 116 Citrullus lanatus var. lanatus 3,44 +1,01 S
BGH 117 Citrullus lanatus var. lanatus 3,40 £ 0,52 S



BGH 118
BGH 121
BGH 128
BGH 147
BGH 169
BGH 174
BGH 177
BGH 180
BGH 185
BGH 190
BGH 210
BGH 218
BGH 232
BGH 239
BGH 319
BGH 320
BGH 321
BGH 325
BGH 355
BGH 356
BGH 357
BGH 359
BGH 368
BGH 389
BGH 390
BGH 391
BGH 392
BGH 393
BGH 394
BGH 395
BGH 396
BGH 397
BGH 398
BGH 399
BGH 400
BGH 401
BGH 402
BGH 403
BGH 404
BGH 405
BGH 406
BGH 407
BGH 408
BGH 409
BGH 411
BGH 412
BGCIA 843
BGCIA 952
C. Sweet

Citrullus lanatus var
Citrullus lanatus var

Citrullus lanatus var. citroides

Citrullus lanatus var
Citrullus lanatus var
Citrullus lanatus var
Citrullus lanatus var
Citrullus lanatus var

Citrullus lanatus var. citroides
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.
Citrullus lanatus var.

. lanatus
. lanatus

. lanatus
. lanatus
. lanatus
. lanatus
. lanatus

lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus
lanatus

3,20+ 0,84
3,22+1,30
3,90 + 0,32
3,78 +0,44
3,33+0,71
3,90 + 0,32
4,00 £ 0,00
3,57 +1,13
3,60 + 0,55
3,50 + 0,97
3,60 + 0,52
4,00 £ 0,00
3,30 + 1,06
3,38 +0,74
3,60 + 0,55
3,44 +1,01
3,33 +0,58
3,33+0,71
3,20 £ 0,63
4,00 £ 0,00
3,60 +0,70
3,20 £ 0,63
3,56 +0,73
3,22 +0,67
3,40 £ 0,52
3,00+£0,47
3,57 +0,79
3,40 +£0,70
3,33+0,71
3,60 £ 0,52
3,50+0,71
3,67+0,71
3,67 £0,50
3,90 £ 0,32
4,00 + 0,00
3,37 0,74
3,80+0,42
4,00 + 0,00
3,37 £0,52
3,70+£0,48
3,56 +0,73
3,89 +0,33
3,70+0,48
3,86 + 0,38
4,00 + 0,00
3,80 0,42
3,90 £ 0,32
3,00 +0,93
4,00 + 0,00
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1/ Classes de reacgfes a rizoctoniose, sendo: 0 — Semelhante a uma planta Imune (I); 0,1 —
1,0 - Altamente Resistente (AR); 1,1 — 1,9- Resistente (R); 2,0 - 2,9- Moderadamente
Resistente (MR); 3,0 - 3,9 (S); 4,0 - 5,0- Altamente Suscetivel (AS).

5.4.2 Experimento Il - Heranca da resisténcia utilizando o método de Sweel Wright (1968)

As repeticdes Prog 2 e Prog 3 ndo foram utilizadas devido as médias dos pais néo
ter sido contrastantes e consequentemente gerou variancias genéticas negativas (dados
ndo mostrados). No entanto, foi possivel realizar a analise dos dados do cruzamento
Crimson Sweet X BGH 29 (Progl) o que permitiu estimar os parametros genéticos.
Analisando as populacdes segregantes deste cruzamento, 0s pais tém médias
contrastantes e baixa variancia para o genitor resistente BGH 29 (P2) (o%-= 0,28), sendo
superior para genitor suscetivel Crimson Sweet (P1) (6%=0,54). As variancias estimadas
para cada populacdo mostra que a maior variancia encontrada foi na populacdo F2 (0%=
1,32), sendo influenciada principalmente pela variancia ambiental (Tabela 6). Pela Figura
1 também é possivel ver que as frequéncias de notas entre os pais sado bastante
contrastante assim como também nos retrocruzamento 1 e 2. Nao houve plantas na
categoria 5 de doencas, pois as plantas foram inoculadas em fase de plantulas nao

permitindo a obtencéo da classe 5.

Tabela 6. Avaliacdo da resisténcia a rizoctoniose em melancia nos cruzamentos entre o acesso BGH 29 e a

cultivar Crimson Sweet

N° de

Geracodes A Média Variancia
plantulas
P1 15 3,60 0,54
P2 15 1,00 0,28
F1 50 1,70 1,11
F2 160 2,82 1,32
RC1 66 3,35 1,24
RC2 84 1,76 1,17

Apenas a estimativa dos parametros de efeito aditivo no controle da rizoctoniose foi
significativo, indicando que cada alelo contribui com um pequeno efeito na resisténcia. O
Grau médio de dominancia foi de — 0,46, sendo um indicativo de dominancia no sentido
de aumentar a resisténcia a rizoctoniose. O numero de genes estimados foi de 9,05

indicando heranca poligénica.
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Tabela 7. Estimativa dos componentes de médias, grau médio de dominancia (GMD) e nimero de genes

(n) no controle da resisténcia a rizoctoniose em melancia a partir do cruzamento entre Crimson Sweet e

BGH 29.

M
[a]
[d]
GMD
n

2,37
1,30**
-0,35™
-0,46

9,05
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Figura 1. Distribuicdo das frequéncias em relacdo as notas atribuidas a reagdo a Rhizoctonia solani nas
geracdes segregantes entre os cruzamentos dos genitores P1 e P2.

A partir das estimativas dos componentes de variancia fenotipica, observou-se que
a variancia ambiental foi a de maior magnitude, diminuindo o valor da herdabilidade, cujas
estimativas foram menores do que 50% (tabela 8). Indicando que resisténcia é bastante

influenciada pelo ambiente. A variancia aditiva foi 34% inferior a variancia de dominancia.

Tabela 8. Estimativa dos parametros genéticos, fenotipicos e herdabilidade da reacdo de plantas de

melancia a Rhizoctonia solani do cruzamento entre Crimson Sweet e BGH 29

Componentes de variancia Herdabilidades (%)
0% o°E O°F 0°A 0b h%, h?
P1 x P2 0,556 0,763 1,319 0,221 0,335 42,14 16,74

Cruzamentos

5.4.3 Experimento lll - Heranca da resisténcia utilizando o método proposto por Melo e
Santos (1999)

Baseado nos resultados obtido na analise dialélica (Tabela 9), observou-se que
todas as fontes de variacdo foram estatisticamente significativas. Verifica-se que houve
predominio da capacidade geral de reacdo (CGR), correspondendo a 46,1% da soma de
guadrados total da variacdo observada nas combinacfes, enquanto que a capacidade
especifica de interacdo correspondeu apenas a 20,39% da variacdo observada nos nas
combinacgdes, o0 que indica presenca de resisténcia horizontal a doenca. Verificamos que
a capacidade geral de agressividade (CGA) também foi de alta magnitude

correspondendo a 33,51% da variacao.

Tabela 9. Resumo da analise de variancia do dialelo parcial para a avaliacdo da rizoctoniose em acessos

melancia, inoculados com diferentes isolados de Rhizoctonia solani

FVv GL QM SQ(%)

Cruzamentos 47 6,9741* 100
C.G.R (RH) 7 21,5710** 46,10
C.G.A (Al 5 21,9672** 33,51
C.E.l1 (RV) 35 1,9128** 20,39

Erro 288 0,4890

Média 2,6994

Como pode ser observado na tabela 10, os acessos BGH 128, BGH 185, BGH 210
e BGH 398 apresentaram-se como as mais resistentes quando inoculados com outros
isolados de R. solani, enquanto que os acessos BGH 76, BGH 174, BGH 321 e BGH 395
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foram os mais suscetiveis, ou seja, apresentaram os maiores valores de estimativa para a

capacidade geral de reacgéo (C.G.R).

Tabela 10. Estimativas da capacidade geral de reacdo (gi), para a reacdo dos acessos inoculados com 0s

diferentes isolados de Rhizoctonia solani

Acesso Estimativa(gi) Acesso Estimativa(gi)
BGH 76 0,25 BGH 210 -0,51
BGH 128 -1,17 BGH 321 1,16
BGH 174 0,09 BGH 395 0,63
BGH 185 -0,08 BGH 398 -0,36

As estimativas na capacidade geral de agressividade (gj) (Tabela 11) mostram a
diferenca entre os isolados de R. solani. O isolado mais agressivo foram o CMM 1053 e
CMM 2983, devido as estimativas serem positivas, enquanto que 0s outros foram

considerados menos agressivos por obterem estimativas negativas.

Tabela 11. Estimativas da capacidade geral de agressividade (gj), para os isolados de Rhizoctonia solani

inoculados em diferentes acessos do Banco de Germoplasma de Hortalicas

Isolado Estimativa(gj) Isolado Estimativa(gj)
CMM 1053 1,08 CMM 2983 0,39
CMM 2967 -0,54 CMM 2971 -0,48

CMM 1052 -0,25 CMM 3890 -0,19
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5.5 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo relatando fontes de resisténcia e determinagdo da heranca
genética a rizoctoniose em melancia. Os resultados do primeiro experimento mostra que
houve poucos acessos resistentes a rizoctoniose, essa baixa frequéncia de gendtipos
resistentes também observado por Sales Junior et al., (2015) trabalhando com isolados de
Rhizoctonia solani inoculados em meloeiro encontrou poucas fontes de resisténcia a
rizoctoniose. Além disto a variacdo observada em nossos estudos por meio do desvio
padrdo dos acessos mostra o quéo variavel é a reacdo dentro do acesso.

Em estudo de heranca, é fundamental que a avaliacdo da reacdo dos acessos seja
realizada com um isolado agressivo e eficiente, afim de que evitar o escape, que é
caracterizar um acesso suscetivel como resistente. Como também os pais que dardo
origem a populacdo segregante sejam os mais homogéneos e contrastantes possiveis
(Alves et al., 2014). Desta forma, o experimento Il se mostrou eficiente em ter pais
homogéneos e contrastantes, o que permitiu determinar que a heranca € poligénica
controlada por pelos menos 9 genes com efeito aditivo e baixa herdabilidade. O efeito
aditivo diz que cada alelo contribui com um pequeno efeito sobre o fenoétipo, ou seja, cada
alelo contribui um pouco para a resisténcia a doenca, caracterizando uma resisténcia
horizontal (Van der Plank 1968; Ramalho et al., 2012). Assim como verificado por
Azevedo et al., (2012), que ao estudar a heranca genética de melancia a reacdo causada
pelo Papaya Ringspot Virus (PRSV) apresentou efeito aditivo significativo.

A herdabilidade no sentido restrito considera apenas a variancia genética aditiva,
ou seja, aquela que é fixada pela selecao, sendo esta a mais importante para o melhorista
(Ramalho et al., 2012). Assim, a magnitude da herdabilidade foi baixa, como visto por
Alves et al., (2014) trabalhando com heranca genética a reacdo do virus PRSV em
melancia. Desta forma o melhorista deve buscar a selecéo recorrente como método para
aumentar gradativamente a frequéncia dos alelos desejaveis para a caracteristica
guantitativa, por meio de repetidos ciclos de selecdo, o que favorece o aumento da
herdabilidade no sentido restrito (Borém & Miranda, 2009).

Os resultados da andlise dialélica corroboram com os resultados do segundo
experimento. De acordo com Melo & Santos (1999), quanto maior a capacidade geral de
reacdo dos acessos, indica que ha um predominio de resisténcia horizontal. Assim como
visto por Pereira et al., (2015) ao avaliar cultivares comerciais, diferenciadoras e linhagens
de feijdo a quatro isolados do fungo Pseudocercospora griseola, que encontrou 72,9% do

total da soma de quadrados era devido a capacidade geral de reacdo, mostrando que a
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resisténcia é horizontal a mancha-angular. Diante disto comprovamos a eficiéncia do uso
deste método para a determinacdo da heranca da resisténcia também nesse
patossistema, do que pelo método utilizando as popula¢des segregantes.

Além disto, este método forneceu informacfes sobre a resisténcia dos acessos,
sendo que os acessos BGH 128, BGH 185, BGH 210 e BGH 398 apresentaram-se como
0S mais resistentes, enquanto que os acessos BGH 76, BGH 174, BGH 321 e BGH 395
foram os mais suscetiveis. Bem como forneceu informacdes sobre a agressividade dos
isolados indicando os isolados CMM 1053 e CMM 2983 como 0S mais agressivos.
Ressalta-se que os acessos BGH 76, classificado como moderadamente resistente no
experimento |, apresentou-se como suscetivel no experimento de analise dialélica, assim
como também os acessos BGH 128, BGH 210 e BGH 398 que foram suscetiveis no
primeiro experimento, apresentaram-se como resistente no terceiro experimento, isto
pode ser explicado pela magnitude da C. E. I. que foi de 33,51% mostrando a interacao

entre acesso X isolado.
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5.6 CONCLUSOES

Foram encontradas duas fontes com moderada resisténcia ao fungo Rhizoctonia
solani no primeiro experimento, os acessos BGH 29 e BGH76. A resisténcia a
rizoctoniose é poligénica e controlada por 9 genes, com efeito aditivo e baixa
herdabilidade. O dialelo parcial mostrou-se adequado para determinacdo do tipo de
resisténcia a rizoctoniose bem como mostrou que o isolado utilizado para estudo de
heranca, CMM1053, foi 0 mais agressivo, portanto dificultando a identificacdo de fontes

de resisténcia.
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo possibilitou diferenciar isolados de Rhizoctonia solani quanto a
agressividade, crescimento e coloragcdo da col6nia. Também foi possivel identificar que os
isolados realizavam anastomose e entdo determinar que eles pertencem ao mesmo grupo
de anastomose. Destaca-se o isolado CMM 1053 como o0 mais agressivo, e entao
utilizado para a identificagédo de 2 fontes com moderada resisténcia, os acessos BGH 29 e
BGH 76, sendo este estudo o pioneiro em identificacdo de fontes de resisténcia a
rizoctoniose. Para um rapido crescimento dos isolados, o meio indicado é o BSA.

Também fomos pioneiro na identificacdo do tipo de resisténcia a rizoctoniose,
utilizando dois métodos propostos pela literatura um por meio de um dialelo parcial e outro
por meio da obtencéo de populacdes segregantes. O método utilizando dialelo parcial se
mostrou adequado e indicou que a heranca a doenca € horizontal. O método utilizando
populacdes segregantes confirmou o método do dialelo e mostrou que a heranca é

controlada por 9 genes com efeito aditivo e baixa herdabilidade.



