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3. RESUMO

A alface é a hortalica folhosa mais cultivada no mundo. Entre os principais patdgenos
que acometem a cultura estdo os nematoides-das-galhas (género Meloidogyne) e a
bactéria Pectobacterium carotovorum (causadora da doenca radicular podridao-mole),
tais fitopatdgenos sdo recorrentes em areas agricolas de Pernambuco. O método mais
seguro e eficaz para o controle dos fitopatdgenos € o uso de cultivares resistentes. O
melhoramento da alface para multiplas doencas é de grande importancia para que a
cultura possa ser cultivada o ano inteiro, com o menor percentual de perdas. Assim, o
objetivo do projeto € avaliar e selecionar progénies de alface para resisténcia ao
nematoides-das-galhas e podriddo-mole para avanco do programa de melhoramento
genético da cultura. Foram utilizadas 20 progénies F..4 de alface pertencentes ao
programa de melhoramento da UFRPE. O experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo. Para avaliacdo da resisténcia ao nematoide-das-galhas, foi utilizada a espécie
M. incognita raca 1. Aos 15 dias apds a semeadura, foi feita a infestacdo do substrato
com o0s ovos do nematoide. A suspensao de ovos foi aplicada diretamente no substrato
(1500 ovos.célula-1). Aos 45 dias apds a infestacdo foi avaliada a varidvel numero de
galhas (NG) no sistema radicular e posteriormente serd determinado o Fator de
Reproducdo (FR). Os dados obtidos serdo submetidos ao teste de Scott Knoot a 5% de
probabilidade. Considerando a variavel NG, as médias das progénies de alface
analisadas ndo diferiram estatisticamente entre si. Para o FR ndo houve diferenca
significativa entre as progénies avaliadas, porém, as progénies 568-20, 172-34 e 568-01
destacaram-se por apresentar FR< 1. Para avaliacdo da resisténcia a Pectobacterium
carotovorum, o experimento serd conduzido em condi¢bes de casa de vegetacdo

pertencente ao Departamento de Agronomia da UFRPE.



4. INTRODUCAO

A alface cultivada (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais cultivada no
mundo. No Brasil, a produgdo da alface, geralmente, é realizada proximo aos centros
consumidores, devido a alta perecibilidade do produto pds-colheita. O sistema de
cultivo desta hortalica pode ser: em campo, protegido ou hidropdnico, sendo praticada
por pequenos e grandes produtores (SUINAGA et al. 2013; MALDONADE et al.
2014). Independente do sistema de cultivo, ambos produtores devem adotar medidas de
manejo adequadas quanto a fertilidade, irrigacdo e prevencdo de pragas e doencas para

garantir o sucesso na producéo final.

Em éareas de producdo de olericolas, € comum a ocorréncia da enterobactéria
Pectobacterium carotovorum subs. Carotovorum, considerada entre as dez
fitobacterioses de maior importancia cientifica e econémica do mundo é causadora da
doenca radicular podriddo-mole. Nas mesorregides da Zona da Mata e Agreste do
Estado de Pernambuco, foram constatados sintomas de podriddo mole na cultura da
alface em mais de 45% das 42 éareas avaliadas (MANSFIELD et al., 2012,
ALVARADO et al., 2007; SILVA et al., 2007).

Na alface, esta doenga apresenta inicialmente o sintoma de murcha nas folhas
externas, devido ao colapso dos tecidos vasculares, posteriormente, a medula torna-se
encharcada, macerada e esverdeada, podendo chegar ao apodrecimento da planta. A
susceptibilidade da alface a esta doenca é influenciada pelo estagio fenoldgico da
planta, sendo mais susceptivel quando estd proximo ao periodo de colheita
(ALVARADO et al., 2007; SILVA, 2007).

Além disso, outro patdgeno que acomete significativamente a cultura da alface é
0 nematoide-das-galhas, pertencente ao género Meloidogyne. Quando a alface é
parasitada pelos nematoides-das-galhas, os principais sintomas apresentados s&o:
presenca de galhas nas raizes, clorose, reducdo e deformacdo do sistema radicular.
Consequentemente, surgem os sintomas secundarios que sdo: reducdo e/ou bloqueio da
absorcdo de agua e nutrientes essenciais do solo, impedindo o desenvolvimento normal
da cabeca da alface, dessa forma a cultura perde seu valor comercial (CHARCHAR e
MOITA, 1996).



Os danos causados pelos fitopatdgenos, assim como as limitagbes e as
consequéncias dos diversos métodos de controle, comprometem significativamente o
setor agricola. Desta forma, para contornar tais adversidades, os programas de
melhoramento surgem como excelente estratégia afim de introduzir resisténcia genética
nas cultivares ja comercializadas. O melhoramento da alface para mdltiplas
caracteristicas € de grande importancia para que a cultura possa ser cultivada o ano
inteiro, com o menor percentual de perdas. A obtencdo de cultivares que apresentem
resisténcia aos nematoides das galhas e a podriddo mole traz beneficios tanto para o

produtor quanto para o consumidor.

S. OBJETIVOS

51 Geral
Avaliar e selecionar progénies de alface para resisténcia ao nematoides-das-
galhas e podriddao-mole para avango do programa de melhoramento genético da

cultura.

5.2 Especificos
1) Identificar progénies F2.4 de alface com resisténcia ao Meloidogyne

incognita raca 1;

2)  Identificar progénies F24 de alface com resisténcia a Pectobacterium

carotovorum,;

3) Selecionar progénies F..4 de alface com resisténcia aos patdogenos M.

incognita raca 1 e P. carotovorum.



6. METODOLOGIA

o Obtencédo das progénies F2:4 de alface

Foram utilizadas 20 progénies F2.4 de alface pertencentes ao programa de
melhoramento genético visando tolerancia ao pendoamento precoce e resisténcia a
patogenos da Universidade Federal Rural de Pernambuco. As progénies foram obtidas a
partir do cruzamento da cultivar Vitdria de Santo Antdo—Verdinha (resistente a podridao
mole) e a linhagem Beta (resistente ao nematoide das galhas). As progénies F2.4 foram,
simultaneamente, selecionadas para a resisténcia a podriddo mole, ao nematoide das

galhas e tolerdncia ao pendoamento precoce.

J Avaliacdo para resisténcia ao nematoide-das-galhas

1. Obtencao e manutencgdo do indculo de nematoide

Para avaliacdo da resisténcia ao nematoides-das-galhas foi utilizada a espécie
Meloidogyne. incognita raca 1, a qual € mantida pura em casa de vegetacdo em plantas
de tomateiro suscetivel, cultivar Santa Clara. O in6culo utilizado pertence ao Programa
de Melhoramento Genético de Plantas da UFRPE

2. Conducéo do experimento com Meloidogyne incognita raca 1

Foram semeadas duas sementes de alface por célula e, apds a emergéncia,
realizou-se o desbaste, deixando apenas uma plantula em cada célula. 15 dias ap6s a
semeadura, foi realizada a infestacdo do substrato com os ovos de M. incognita. A
suspensdo de ovos de nematoides foi aplicada diretamente no substrato com auxilio de

uma pistola, com concentragio de 1500 ovos.célula™.

Aos 45 dias apos a infestacdo das plantulas, retirou-se as plantas de tomate de
cada bandeja, e verificou-se a formacao de galhas e de massas de ovos em suas raizes,

confirmando, assim, a eficiéncia do inéculo. As raizes de alface foram cuidadosamente
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lavadas e, posteriormente, avaliadas por meio da contagem do numero de galhas por

sistema radicular (NG).

Apo0s a obtencdo da variavel NG, as progénies de alface infectadas passaram pelo
processo de extracdo de ovos de nematoides, seguindo a metodologia de Hussey e
Barker (1973), modificada por Boneti e Ferraz (1981). Descrita a seguir:

As raizes com galhas foram cuidadosamente lavadas em &gua parada e cortadas
em pedagos de aproximadamente cinco milimetros comprimento, sendo trituradas em
liquidificador por 40 segundos em solucdo de hipoclorito de sodio a 20%. Apds a
trituracdo, a solucdo foi passada em peneira de 0,074 mm, colocada sobre outra peneira
de 0,028 mm, juntamente com &gua abundante. Na peneira de 0,074 mm ficaram retidos
os restos de raizes, enquanto na de 0,028 mm foram coletados o0s ovos de M. incognita
raca 1.

Os ovos de nematoides extraidos foram armazenados sob refrigeracdo até o
momento da contagem de cada amostra. Esta etapa foi realizada com o auxilio de
microscopio, permitindo a obtencdo do numero final de ovos por sistema radicular.
Apbs a obtencdo do numero de ovos, foi determinado o fator de reproducdo (FR),
conforme formula abaixo:

FR = N° de ovos final

N° de ovos inoculados

O fator de reproducdo permitira classificar as progénies em suscetiveis (FR > 1)
ou resistentes (FR < 1,0) (OOSTENBRINK, 1966).

J Avaliacdo para resisténcia a prodiddo-mole

Para avaliacdo da resisténcia a Pectobacterium carotovorum, o experimento sera
conduzido em condicGes de casa de vegetacdo pertencente ao Departamento de
Agronomia da UFRPE. O inicio do experimento esta previsto para 0 més de abril de
2018.
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1. Obtencéo e inoculagéo do isolado Pectobacterium carotovorum

O isolado de Pectobacterium carotovorum sera obtido da Colecédo de Culturas de
Bactérias do Laboratério de Fitobacteriologia da UFRPE, preservados em &gua
esterilizada. Para utilizacdo nas avaliacGes, o isolado sera cultivado em meio CPG pelo
método de estrias por 48 h a temperatura de 28°C. Em seguida, sera adicionada agua
destilada esterilizada e a concentracdo da suspensdo ajustada em fotocolorimetro para
A570= 0,36, que corresponde a 1,0 x 109 UFC.mL-1.

No teste de resisténcia, 0os gendtipos serdo semeados em bandeja de poliestireno
expandido com 128 células, procedendo ao desbaste durante o desenvolvimento da
segunda folha definitiva. As plantas com 30 dias de idade serdo inoculadas na base do
peciolo da segunda e terceira folhas definitivas pelo método de picada, que consiste no
ferimento do tecido vegetal com alfinete entomoldgico a uma profundidade de 1,0 mm e
deposicdo no ferimento de 50 uL da suspensdo bacteriana, com concentracao de 1,0 x
109 UFC.mL-1 (MARIANO e SILVEIRA, 2005). Em seguida, as plantas serdo

submetidas a cdmara umida por seis horas.

2. Avaliac6es dos sintomas da podridao-mole

As avaliacOes serdo realizadas a intervalos de 12 h durante 96 h, observando e
estimando a severidade da doenca em plantas individuais, com auxilio de escala
descritiva, baseada no desenvolvimento da lesdo da doenca, variando de 1 a 9 (REN et
al., 2001), sendo considerado: 1 = sem lesdo no ponto de inoculacéo, 2 = lesbes menores
que 5 mm, 3 = lesBes entre 5 e 10 mm, 4 = lesGes maiores que 10 mm, porém nao
atingindo as folhas, 5 = lesdo alcancando o limbo foliar e o caule principal, 6 = caule
infectado, porém sem atingir as folhas ndo inoculadas, 7 = caule e folhas, ndo
inoculadas, infectadas, 8 = planta inteira proxima a morte e 9 = planta morta. Com as
notas obtidas, 0s gendtipos serdo agrupados em classes de reacdo da doenca, utilizando-
se a média resultante para cada gendtipo: 1,0 a 2,0 = resistente (R); 2,01 a 4,0 =
moderadamente resistente (MR); 4,01 a 7,0 = suscetivel (S); 7,01 a 9,0 = altamente

suscetivel (AS).
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° Anadlises estatisticas

O delineamento estatistico utilizado para os dois experimentos (nematoide e
bactéria) sera de blocos casualizados em 3 repeti¢cdes, com cada parcela formada por 16
plantas, onde seréo avaliadas 20 progénies de F2:4 de Alface. Apds a obtencdo dos dados
sera realizada as analises de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. As andlises dos dados foram processadas utilizando o programa
GENES (Cruz, 2013).

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, encontram-se as médias da varidvel nimero de galhas (NG) e fator
reproducdo (FR) das progénies de alface avaliadas quanto a resisténcia ao nematoide
Meloidogyne incognita raga 1. ApOs a obtencdo dos dados, os mesmos foram

submetidosao teste de Scott Knoot a 5% de probabilidade.

As médias da variavel numero de galhas das progénies avaliadas diferiram
estatisticamente entre si, formando dois grupos. No primeiro, as médias variaram entre
68,19 e 90,31, no segundo grupo, as médias variaram entre 19,9 e 54,44. A classificacao
das progénies de alface avaliadas quanto a resisténcia ao M. incognita com base apenas
nesta variavel ndo foi possivel. Apesar disso, a observacdo desse sintoma no sistema
radicular é a maneira mais adequada para verificar visualmente o parasitismo do
nematoide, visto que as espécies do género Meloidogyne provocam engrossamento e
inchacos nas raizes com formato arredondado, os quais correspondem as galhas
(PINHEIRO et al., 2013). Conforme Correia et al. (2015), a presenca das galhas nas
raizes de alface demonstra que um percentual dos nematoides presentes no substrato é
capaz de penetrar e induzir o parasitismo, embora ndo consigam completar seu ciclo de

vida.

Para o fator reproducdo ndo houve diferenca significativa entre as progénies
avaliadas, porém, as progénies 568-20, 172-34 e 568-01 destacaram-se por apresentar
FR< 1, assim, foram classificadas como resistente ao nematoide Meloidogyne incognita

raca 1.

13



O fator de reproducdo é uma variavel confidvel e comumente utilizada para

identificar genotipos resistentes aos nematoides das galhas, visto que, por meio deste

fator é possivel verificar a taxa de reproducdo do parasita apos o periodo de um ciclo de
vida (FERNANDES e KULCZYNSKI, 2009). Quando FR<1, ele demonstra que a

quantidade de ovos final foi menor que a quantidade de ovos inoculados, por meio

disto, admite-se que a planta apresenta resisténcia ao nematoide, pois ndo permitiu que

ele completasse o seu ciclo reprodutivo de maneira eficiente.

Assim, as progénies 568-20, 172-34 e 568-01 sdo consideradas promissoras para

0 avanc¢o do programa de melhoramento genético da alface. A obtencdo de genotipos

resistentes ao nematoide das galhas é de grande importancia no meio cientifico, assim

como no setor socioecondémico, uma vez que promovera beneficios tanto para o

produtor quanto para o consumidor.

Tabela 1. Médias do Numero de Galhas (NG) e Fator
Reproducdo (FR) de progénies de alface parasitadas pelo

nematoide Meloidogyne incognita raga 1.

PROGENIES NG NO FR
172-46 68,19a 2568,88a 1,71a
02-30 76,55a 2802,44a 1,87a
610-01 74,12a 3219,83a 2,17a
075-05 46,04b 1741,14b 1,16a
172-06 54,44b 2166,48b 1,44a
023-27 71,10a 2455,54a 1,64a
023-25 49,62b 1637,56b 1,09a
568-20 36,37b 1341,92b 0,89
202-35 82,22a 3044,99a 2,05a
568-11 52,44b 2082,17b 1,39
172-08 69,91a 2955,38a 1,92a
172-32 83,70a 3025,90a 2,02a
172-34 41,37b 1233,80b 0,85a
172-27 48,05b 1975,92b 1,32a
568-18 78,91a 3168,21a 2,12a
568-04 68,26a 3048,50a 1,3%
568-01 19,9b 601,48b 0,40a
327-13 90,31a 2910,46a 1,96a
202-42 70,16a 2807,85a 1,83a
568-44 47,80b 2169,25b 1,40a
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GRAND RAPIDS 49,04b 1892,50b 1,22a
CV (%) 28,36 37,47 41,52

Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Os resultados da segunda etapa do presente projeto referente a avaliacdo para
resisténcia a prodiddo-mole (Pectobacterium carotovorum) foram divulgados na

apresentacdo do relatorio final em agosto de 2018.

8. CRONOGRAMA DE EXECUCAO

2017 2018

Atividades A

1) Revisdo Bibliogréfica X

2) Semeadura e conducéo das progénies

X| X|X| O
x
x
x
x
x
x
x

3) Infestacdo das células com Meloidogyne
sp.

4) Conducéo das plantas X | X

5) Avaliagdo das progénies X

6) Tabulacdo e analise de dados X | X

7) Obtencéo do isolado de P. carotovorum X

8) Semeadura e conducéo das progénies X

9) Preparo do in6culo e Inoculagdo da X
bactéria

10) Conduc&o e avaliacdo das progénies X

11) Classificacdo dos acessos quanto a X
resisténcia a P. carotovorum

12) Tabulacéo e anélise de dados X | X

13) Elaboracdo e apresentacao do relatorio X
parcial

14) Elaboracéo e apresentacdo do relatorio
final

15) Redacéo de artigo e/ou resumo para X
publicacdo
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9. CONSIDERACOES FINAIS
Das 20 progénies F2.4 de alface avaliadas, trés progénies 568-20, 172-34 e 568-01

foram selecionadas como resistentes ao nematoide Meloidogyne incognita raca 1.
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