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RESUMO

A murcha bacteriana cujo agente causal é a Ralstonia solanacearum é uma das doengas de
maior importéncia econdmica para a cultura do tabaco (Nicotiana tabacum L.) em todo o
mundo. Ela provoca o atrofiamento e amarelecimento dos tecidos foliares que partem das folhas
mais novas e pode evoluir para toda a planta. Como o controle quimico é de eficiéncia reduzida
a Unica alternativa viavel é a selecdo de linhagens/hibridos resistentes. Como o controle
genético do patdgeno ao que tudo indica é poligénico a principal estratégia para se ter sucesso
é 0 emprego da selecdo recorrente (SR). Para atingir esse objetivo foi utilizado a populacao de
SR da empresa Souza Cruz, do grupo varietal Virginia para verificar a viabilidade do emprego
dessa estratégia de melhoramento visando a resisténcia/tolerancia a R. solanacearum.
Adicionalmente, verificar qual o tipo de progénie € mais viavel para a conducao da SR e estimar
uma possivel associagdo entre o numero de plantas com sintoma (NPCS) e a performance
agrondmica do tabaco. Para isso foram conduzidos alguns experimentos sob condicbes de
campo. Na safra de 2017/18 foram avaliadas 100 progénies Si:» da populacdo original (CO) e
108 progénies de meios-irmédos do ciclo I (Cl). Na safra seguinte avaliou-se 196 progénies So:1
do CI e 176 progénies de MI do CIl. Os experimentos foram conduzidos em uma area com
historico de ocorréncia do patdgeno no municipio de Canoinhas (SC). Para garantir a ocorréncia
do patdgeno, aos 40 a 45 dias ap0s o transplantio das mudas foi efetuada a inoculacdo do
patogeno. Avaliou-se a incidéncia do patdgeno por meio do nimero de plantas com sintomas.
No ano agricola de 2017/18 foi também avaliada visualmente, o potencial produtivo das plantas.
Constatou-se que a heterogeneidade da distribui¢do do patdgeno na area contribuiu para a baixa
precisdo experimental. Nessa condicdo a variacdo genética foi, independente do tipo de
progénie utilizado, de pequena magnitude. Contudo, mesmo nesse cendrio a diferenca na
tolerancia entre as progénies foi associada com a performance agronémica e a selecdo
recorrente mostrou que foi ligeiramente eficiente na acumulacéo de alelos favoraveis visando a
maior tolerdncia ao patdgeno. Novas estratégias de fenotipagem das progénies devem ser
procuradas para se obter informagdes mais segura a respeito da tolerancia ou ndo a R.

solanacearum.

Palavras chave: Melhoramento de plantas, Nicotiana tabacum L., Resisténcia de plantas a

doenca, Tolerancia a Ralstonia solanacearum.



ABSTRACT

Bacterial wilt whose causal agent is Ralstonia solanacearum is one of the most economically
important diseases for tobacco cultivation (Nicotiana tabacum L.) worldwide. It causes the
atrophy and yellowing of the leaf tissues from the youngest leaves and can evolve throughout
the plant. As chemical control is of reduced efficiency the only viable alternative is the selection
of resistant lines/hybrids. As the genetic control of the pathogen is apparently polygenic, the
main strategy for success is the use of recurrent selection (RS). To achieve this objective, the
RS population of the Souza Cruz company, of the Virginia varietal group, was used to verify
the viability of use this breeding strategy aiming at tolerance to R. solanacearum. Additionally,
to verify which type of progeny is most viable for the conduction of RS and to estimate a
possible association between the number of plants with symptoms (NPWS) and the agronomic
performance of tobacco. For this, some experiments were conducted under field conditions. In
the 2017/18 season, 100 S1:2 progenies from the original population (C0O) and 108 of the cycle |
(C1) half sib progenies were evaluated. In the following season, 196 So.1 progenies of the CI
and 176 progenies of the CIl were evaluated. The experiments were conducted in an area with
a historic of pathogen occurrence in Canoinhas (SC). To ensure the occurrence of the pathogen,
at 40 to 45 days after transplanting of the seedlings were inoculated the bacteria. The incidence
of the pathogen was evaluated by the number of plants with symptoms. In the 2017/18 season,
the productive potential of the plants was also visually evaluated. It was found that the
heterogeneity of pathogen distribution in the area contributed to the low experimental accuracy.
In this condition the genetic variation was, regardless of the type of progeny used, of small
magnitude. However, even in this scenario the difference in tolerance between progenies was
associated with agronomic performance and recurrent selection showed that it was slightly
efficient in the accumulation of favorable alleles aiming at greater tolerance to the pathogen.
New phenotyping strategies of the progenies should be sought to obtain safer information in

relation to tolerance to R. solanacearum.

Keywords: Plant breeding, Nicotiana tabacum L., Plant resistance to disease, Tolerance to

Ralstonia solanacearum.
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1  INTRODUCAO

A cultura do tabaco € de extrema importancia no cenario do agronegocio brasileiro. Em
todo o Brasil foram produzidas na safra 2018/19 cerca de 686 mil toneladas sendo a maioria
exportada arrecadando 2,0 bilhdes de ddlares. O Pais é o maior exportador mundial desde 1993.
Adicionalmente a cultura do tabaco proporciona o emprego direto e indireto de cerca de 2,1
milhdes de pessoas na sua cadeia produtiva. Estima-se que 146 mil familias participam da
producdo (AFUBRA, 2019; IBGE, 2018; SINDITABACO, 2018).

Com a intensificacdo do cultivo, principalmente na regido sul do Brasil os patégenos
incrementaram sua importancia. Dentre eles a murcha bacteriana causada por Ralstonia
solanacearum se destaca. A bactéria promove a perda da turgescéncia, atrofiamento e
amarelecimento dos tecidos foliares e das partes mais suculentas dos ramos da planta. Os danos
na producdo de tabaco causados por essa moléestia ainda ndo foram mensurados no Brasil.
Contudo, na Carolina do Norte eles estimam perda da ordem de alguns milhdes de ddlares
(MILA, RADCLIFF, 2015). Em outras espécies as perdas devido a essa bactéria sdo também
muito expressivas como em tomate, batata, banana e amendoim (ELPHINSTONE, 2005).

Como € causada por um patogeno de solo, que sobrevive em associacdo com diferentes
plantas hospedeiros, com ampla adaptacéo as condicdes climaticas, torna-se dificil encontrar
métodos adequados de controle. O controle quimico, por exemplo, € de eficiéncia reduzida.
Deve-se entdo procurar outras alternativas. Uma das mais eficientes € o emprego de
linhagens/hibridos resistentes (LIU et al., 2016; LOPES, 1994; TAKATSU e LOPES, 1997).

Alguns trabalhos apresentam a tolerancia a Ralstonia solanacearum em batata (CHEN et
al., 2013); tomate (CARMEILLE et al., 2006; GEETHANJALI et al., 2010; KIM et al., 2016;
WANG et al., 2013), berinjela (LEBEAU et al., 2013). No tabaco ja foram publicados vérios
artigos a esse respeito (COSTA et al., 2019; DRAK-ESTOWE et al., 2017; GAIl; ZHANG;
WANG, 2003; GAO; WANG; ZHANG, 2010; KIBA et al., 2007; LAN et al., 2014; NISHI et
al., 2003; QIAN et al., 2013; QIAN et al., 2016; SOUZA et al., 2018). Em todas essas
publicacbes a mencao € que o controle genético é poligénico e provavelmente aditivo e o carater
é muito influenciado pelo ambiente.

Como o controle genético deve ser poligénico o acumulo dos alelos favoraveis a
tolerancia dos diferentes genes deve ser realizado por etapas. Nessa condicdo, a selecdo
recorrente (SR) é o procedimento mais apropriado. A SR é um processo ciclico de
melhoramento em que os alelos favoraveis vdo sendo acumulados gradativamente

(HALLAUER, 1992; RAMALHO et al.,, 2012). A selecdo recorrente foi recomendada
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inicialmente para as plantas aldgamas, porém nas ultimas décadas tem se intensificado o seu
emprego em plantas autdgamas visando o melhoramento de varios caracteres entre eles a
resisténcia a patdgenos (COSTA et al., 2019; AMARO et al., 2007; MORAIS JUNIOR, 2015;
REZENDE et al., 2014). Nao foi encontrado nenhum relato do emprego da SR visando a
tolerancia a Ralstonia solanacearum.

Para se avaliar o potencial da selegdo recorrente no melhoramento de um dado carater é
importante verificar, por meio de estimativas de parametros genéticos se a populagdo utilizada
tem variabilidade genética suficiente para se obter progresso com a selecdo. Também, verificar
qual o tipo de progénie é mais adequado e como e quando deve ser realizada a recombinacao.
Como essas informagdes ndo estdo disponiveis para esse carater na cultura do tabaco a sua
obtencdo é de primordial importancia.

Do exposto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de: Utilizando a populacéo
de SR da empresa Souza Cruz, do grupo varietal Virginia verificar a viabilidade do emprego
dessa estratégia de melhoramento visando a tolerancia a Ralstonia solanacearum utilizando
uma area de historico conhecido de ocorréncia do patogeno. Adicionalmente, verificar qual o
tipo de progénie é mais viavel para a conducdo da SR e estimar uma possivel associacao entre

0 numero de plantas com sintoma (NPCS) e a performance agronémica do tabaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do tabaco no Brasil e no mundo

No Brasil como ja foi salientado foram produzidas 707 mil toneladas de tabaco a maioria
da producdo destinada a exportacdo. O contingente de pessoas envolvidas no processo é enorme
sendo estimado que mais de 146 mil familias tem como principal fonte de renda a produc¢éo de
tabaco (AFUBRA, 2019; KIST et al., 2018).

A Regido Sul do Brasil, representa 97% da producdo nacional, isso deve-se a alta
rentabilidade que a cultura proporciona em pequenas propriedades, a tradicdo dos povos
europeus em cultivar tabaco, e também, pelas condi¢des climaticas e de solo (AFUBRA, 2019).

Segundo o relatorio da Associagéo dos fumicultores do Brasil (AFRUBRA, 2019), no
periodo de 2005 a 2019, o numero de familias produtoras de tabaco na regido sul do Brasil
reduziu cerca de 24%. Nesse periodo a area plantada, caiu em 32% e a producdo, em toneladas,
reduziu apenas 18% em fungdo do aumento da produtividade.

De acordo com Silveira; Dorneles e Ferrari (2012) a produtividade em 1996 era em média
de 1,55t ha e, em 2006, aumentou para 2,03 t ha %, ou seja, um aumento de aproximadamente
49% (SANTOS et al., 2017).

As principais areas de producdo de tabaco no mundo se localizam principalmente em
regides de latitudes médias, com destaque para o Brasil e os Estados Unidos, na América, para
o Malaui, Zimbabue e Zambia, na Africa, para a india, a China e a Indonésia, na Asia (FAO,
2019; SHAFEY et al., 2009).

Dados recentes divulgados pela Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) da producao mundial revelam que o Brasil foi 0 segundo maior produtor em
2017/18, ficando atras apenas da China o que muda o cenario, ja que na safra 2016/17 ele
ocupava a terceira posicdo (FAO, 2019; KIST et al., 2018).

Na China que é o maior produtor de tabaco, a producdo é feita manualmente por
aproximadamente 20 milhdes de familias de produtores com propriedades do tamanho médio
de 0,3 a 0,4 hectares (FAO, 2003). Na india que é o terceiro maior produtor, a produco é
realizada por aproximadamente 850 mil produtores em pequenas propriedades familiares, sendo
que a metade desses apresentam propriedades com menos de 02 hectares (FAO, 2003).

Nos Estados Unidos que é o quarto maior produtor, a producéo localiza-se principalmente
no Sudeste do pais, nos estados da Carolina do Norte, Kentucky, Tennessee, Carolina do Sul,
Virginia e Georgia, que juntos respondem por aproximadamente mais de 90% da producdo dos

Estados Unidos. E produzido em propriedades médias e grandes com aproximadamente 70
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hectares (BUAINAIN e SOUZA FILHO, 2009, USDA, 2018). Em relacdo ao modo de
producéo os produtores investiram em alta tecnologia o que aumentou a produtividade e reduziu
0 custo da méo de obra (CAPEHART, 2004).

2.2 Origem e Caracterizacao da planta de Nicotiana tabacum L.

O tabaco (género Nicotiana L.) é uma planta autégama, anual, que é cultivada com o
proposito comercial e apresenta o ciclo que varia de 120 a 240 dias. Apresenta uma grande
variabilidade e produz um grande nimero de sementes por planta (CLARKSON et al., 2005;
LEWIS; NICHOLSON, 2007; LIM et al., 2004; MURAD et al., 2002). Esse género apresenta
aproximadamente 70 espécies, originarias da América do Sul, América do Norte, Australia e
Ilhas do Pacifico Sul. Esta dividido em trés subgéneros Rustica, Tabacum e Petunioides, que
pertencem a familia Solanaceae. Considera-se que a planta tem como centro de diversidade
provavel a América do Sul, mais precisamente o noroeste da Argentina e a regido dos Andes
(GERSTEL,1979).

A maior parte dos tabacos cultivados pertence a N. tabacum L., um alotetraploide que
apresenta 2n = 4x = 48 cromossomos, distribuidos nos genomas S e T. A espécie € considerada
um hibrido que se originou de duas espécies diploides, N. sylvestris (2n=24) com genoma S
(maternal), e N. tomemtosiformis (2n=24), que apresenta 0 genoma T (parental) seguido de
duplicacdo cromossémica (CLARKSON et al., 2005; LEITCH et al., 2008; LEWIS;
NICHOLSON, 2007; LIM et al., 2004; MURAD et al., 2002). Provavelmente, o processo de
hibridacdo natural entre as espécies de Nicotiana ocorreu no Nordeste da Argentina ou Sudeste
da Bolivia, pelo fato das duas espécies ainda conviverem nessa regido (COLLINS e HAWKS,
1993). O genoma do tabaco possui aproximadamente 4.5 Gb, e a maior parte é constituida por
regides repetitivas, possui 69.500 genes (EDWARDS et al., 2017; SIERRO et al., 2014), é duas
vezes superior ao genoma do milho que é uma espécie diploide e seu genoma estéa organizado
em 10 cromossomos com tamanho estimado variando de 2,3 a 2,7 Gb, com um niimero predito
de genes superior a 30 mil (SCHNABLE et al., 2009).

E considerada uma planta herbacea que concentra a nicotina em torno de 90% a 97% do
conteldo total de alcaloides (SISSON, SEVERSON,1990). O alcaloide nicotina era empregado
pelos indios em rituais religiosos, e também com fins medicinais. Atualmente, N. rustica tem
sido utilizada como fonte de nicotina para producéo de inseticida e como fonte de &cido citrico.
Outras espécies como N. alata, N. sandarae e N. glauca sdo ornamentais. N. tabacum é entre
as espécies a mais importante na agricultura atual e no mercado internacional (COLLINS e

HAWKS, 1993).
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Apresenta folhas grandes, que iniciam o processo de amadurecimento da base para cima.
Podem atingir de 90-180 cm. As flores, que aparecem no topo, acima das folhas menores e mais
jovens, apresentam cores variaveis (branco, parpura, rosa, vermelho). S&o tubulares e possuem
tanto os 6rgaos masculinos e os femininos (HUNZIKER, 2001). As sementes do tabaco s&o
pequenas, e produzidas em grande nimero, de forma aproximadamente oval.

A cultura possui diversos grupos varietais. Os principais sdo Virginia, Burley, Oriental,
Dark e Charuto, embasado na morfologia, método de cura, qualidade da folha. Outros grupos
que detém a maior fatia do mercado sdo Flue-Cured Virginia e Burley (WERNSMAN; RUFTY,
1987).

No Sul do Brasil o tipo de tabaco mais produzido sdo 0s que pertencem ao grupo varietal
Virginia e Burley. Eles possuem a peculiaridade de garantir ao produto final um sabor, e assim,
esses produtos sdo classificados como do tipo flavour (SILVEIRA; DORNELLES; FERRARI,
2012; SILVEIRA, 2016). O tabaco Virginia representou cerca de 87.9% do total produzido
nesta regido na safra de 2017/18 e as estimativas indicam que a tendéncia é de aumento do
plantio desse grupo varietal (MENDES et al., 2015; SANTOS et al., 2017).

No caso do grupo varietal Virginia a colheita é escalonada de acordo com a maturacéo e
a cura é realizada sob condicdes controladas de temperatura e umidade. Apds a cura, as folhas
apresentam coloracdo amarela e laranja, com alta concentracdo de agUcares redutores
(WERNSMAN; RUFTY, 1987). Esse grupo varietal € bem adaptado as condi¢6es de cultivo
no Brasil, contudo, como toda espécie cultivada tem alguns problemas que ainda necessitam

ser solucionados um deles é a ocorréncia da murcha bacteriana.

2.3 Murcha bacteriana no tabaco

A murcha bacterina causada pela Ralstonia solanacearum, também conhecida como
Granville Wilt, foi registrada em 1896, por Erwin F. Smith, causando danos em batata, tomate
e berinjela (LUCAS, 1975; HAYWARD, 1994; SHOEMAKER e SHEW, 1999). O Brasil é
considerado um centro de origem da R. solanacearum (WRICKER et al., 2012). Na época, era
responsavel por perdas de 1 a 2% da producdo do tabaco. Entretanto, em 2014
aproximadamente 2,3% da producdo foi afetada, sendo que os prejuizos foram de milhdes de
dolares nos EUA (MILA e RADCLIFF, 2015).

AR. solanacearum é uma bactéria gram negativa, aerdbica, bastonetiforme, habitante de
solo, que apresenta um ou mais flagelos polares, pertencente a subdivisdo B das proteobactérias,

ordem Burkholderiales, familia Ralstoniaceae (GENIN e BOUCHER, 2002).
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As condi¢des climaticas ideais para o desenvolvimento do patégeno sdo de altas
temperaturas e umidade. A R. solanacearum apresenta a capacidade de sobreviver no solo a
temperatura de 17,8 °C por varios meses. Contudo, as melhores condigdes acontecem em
temperaturas do solo entre 26,7 a 37,8 °C. Em temperaturas inferiores a 21 °C mesmo com a
infeccdo as solanaceas ndo apresentam o sintoma de murchamento (AKIEW e TREVORROW,
1994; HAYWARD, 1994; BITTNER; ARELLANO; MILA, 2016).

A R. solanacearum € uma espécie complexa, apresenta grande variabilidade,
diferenciando em distribuicdo geogréfica, propriedades fisiologicas, patogenicidade e circulo
de hospedeiras (SANTIAGO; LOPES; MIZUBUTI, 2016). A variabilidade entre os isolados
pode ser observada por meio de suas propriedades bioquimicas (HAYWARD, 1964;
HAYWARD, 1991); por meio do uso de PCR multiplex que é usado para designar grupos
maiores no nivel de subespécies que é denominado Filotipo (FEGAN e PRIOR, 2005) e
Sequevar que é usado para designar agrupamentos de isolados que apresentam variagdes abaixo
ou igual a 1% dentro da sequéncia do gene (egl) endoglucanase (POUSSIER et al., 2000;
WICKER et al., 2007).

O agente causador da murcha bacteriana é extremamente variavel, sendo adaptado a um
grande numero de plantas hospedeiras, sob as mais variadas condi¢fes. A bactéria esta
associada a mais de 200 espécies de plantas cultivadas e silvestres, em pelo menos, 50 familias
diferentes. Esse patdgeno tem sido chamado de Complexo de Espécies R. solanacearum devido
a grande diversidade genética das estirpes responsaveis pela murcha bacteriana (GENIN;
DENNY, 2012; HAYWARD, 1991; HAYWARD, 1994; MIRANDA et al., 2004; WICKER et
al., 2007).

O sintoma da murcha bacteriana do tabaco aparece como a perda da turgescéncia,
atrofiamento e amarelecimento dos tecidos foliares e das partes mais suculentas dos ramos da
planta em qualquer estadio do desenvolvimento. Esses sintomas partem das folhas mais novas
e podem evoluir para toda a planta (LOPES e ROSSATO, 2013; MILA e RADCLIFF, 2015).

No caso de plantas jovens e de cultivares suscetiveis, pode ocorrer a murcha de uma ou
duas folhas durante o periodo mais quente do dia, que pode se recuperar a noite. Inicialmente,
as folhas de um lado da planta ou até mesmo a metade de uma folha fica murcha, enquanto as
folhas do outro lado aparentam estar normais. Esse fato representa o sintoma tipico que € o
murchamento unilateral. As folhas ndo alteram a tonalidade se a doenga nédo se desenvolver
rapidamente. No entanto, se 0 murchamento ocorrer de forma gradual, as folhas afetadas

tornam-se verde claras até ficarem amarelas. Na maioria dos casos, entre as nervuras € as
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margens das folhas aparecem areas necrdticas. Com temperatura elevada e baixa umidade do
ar, as folhas afetadas tornam-se severamente escaldadas (LUCAS, 1975; MARIANO et al,,
1997; AKIEW e TREVORROW, 1994; SHOEMAKER e SHEW, 1999; BITTNER;
ARELLANO; MILA, 2016).

A invasao do hospedeiro pela R. solanacearum ocorre por meio das raizes desde que haja
umidade para garantir a sua multiplicacdo. Em geral, penetra no xilema coloniza os tecidos
aereos, 0 que causa o sintoma da murcha. Os ferimentos ou aberturas naturais, tais como 0s
pontos nos quais emergem as raizes secundarias e céelulas parcialmente esfoliadas da camada
externa do parénquima, sdo 0s pontos de acesso do patdégeno (SAILE et al., 1997; LOPES e
ROSSATO, 2013).

Esse processo de invasdo pode ser organizado da seguinte maneira: a) inicialmente, um
pequeno numero de células bacterianas penetram em alguns vasos lenhosos; b) sem alterar os
parénquimas do xilema ou do floema elas se multiplicam em areas localizadas nos traqueideos
e sua distribuicdo longitudinal; c) ocorre a obstrucdo dos vasos lenhosos em grande extenséo,
dificultando o fluxo de agua; d) posteriormente, ha a degradacéo das paredes e de células dos
parénquimas adjacentes surgindo cavidades com a invaséo do floema, medula e tecido cortical,
principalmente em érgéos suculentos (PEYRAUD et al., 2016; TOKESSHI e CARVALHO,
1980).

Os estudos em tabaco e tomate mostram que o processo de murchamento e o efeito do
patdgeno no hospedeiro pode ser dividido em dois processos: 0 primeiro corresponde a indugéo
do murchamento e o segundo a quebra do tecido. Apds uma estirpe virulenta do patégeno entrar
no sistema vascular de uma planta suscetivel, ela se multiplica rapidamente produzindo uma
exsudacdo. Essa consiste de misturas de polissacarideos complexos e um peptideo simples,
como por exemplo, o exopolissacarideo (EPS), que auxilia as células bacterianas a se manterem
unidas, causando a obstrucdo dos vasos, podendo, também, prevenir o patdgeno de ser
reconhecido e imobilizado pelos componentes da planta tais como lecitinas, uma condicdo
necessaria para a inducdo da hipersensibilidade em interagdes compativeis (HUET et al., 2014;
MENG, 2013; MUKAIHARA et al., 2016; TRIGALET-DEMERY et al., 1993).

A ligacdo dos vasos é resultado da alta polimerizacéo da exsudacéo de tamanho molecular
grande que aumenta a viscosidade do fluxo vascular. A massa bacteriana por si s6 oferece
algumas obstrucfes para o movimento da agua, contudo o pus bacteriano se torna o mais
importante agente. A destrui¢do e o colapso da parede celular garantem o movimento lateral da

bactéria de célula para célula, impedindo a conducdo de &gua nos tecidos e aumentando a
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severidade do murchamento (BUDDENHAGEN e KELMAN, 1964; KELMAN e SEQUEIRA,
1965; MENG, 2013).

O processo de diagnose da murcha bacteriana é relativamente simples e possivel de ser
feito a campo. Com base nos primeiros sintomas de murchamento nas folhas, deve-se examinar
0 sistema radicular: frequentemente uma ou poucas raizes serdo encontradas em um estado
avancado de apodrecimento. Caso o solo for imido, as raizes de tabaco afetadas se tornaréo
tenras e pouco desenvolvidas. A despigmentacdo das raizes aparece como listras negras nas
zonas proximas da casca e em pequenos pontos onde patégeno penetrou na raiz principal
(LOPES e ROSSATO, 2013; LUCAS, 1975).

Um outro método de fazer a diagnose é por meio de um corte longitudinal no caule da
planta infectada onde este apresenta descoloracdo de marrom-clara para amarela-amarronzada
no tecido vascular. Com o desenvolvimento, da doenca, grandes partes da medula e do cortex
ficam com a coloragdo marrom para preta. Por fim, a casca interna apodrece na base do talo, a
planta fica com o talo oco e o tecido vascular se torna marrom escura para preta (LUCAS, 1975;
SHOEMAKER e SHEW, 1999).

Os aspectos epidemiologicos mais importantes da murcha bacteriana estéo relacionados
com a sobrevivéncia do patdgeno em areas infestadas, as formas de disseminacéo e o ambiente,
especialmente a temperatura. O patdgeno encontra condigdes para sobreviver no solo por meio
da associagdo com plantas hospedeiras resistentes ou assintomaticas, apesar disso ele possui
baixa capacidade de sobrevivéncia. A maior parte das plantas hospedeiras pode ser
assintomatica ou ndo suscetivel e atuar como melhores mantenedoras do patdgeno, do que
plantas suscetiveis (LOPES e ROSSATO, 2013; MILA e RADCLIFF, 2015; TAKATSU e
LOPES, 1997; WANG et al., 2009)

O pat6geno possui a habilidade de sobreviver melhor em solos Umidos, diminuindo em
alguns solos pela baixa capacidade de retencdo de &gua. Também apresenta reducdo de
crescimento e sobrevivéncia em solos com alta atividade de antagonismo microbiano, quando
exposto a luz solar e devido a auséncia de plantas invasoras hospedeiras. Além da habilidade
de multiplicacdo rapida, a bactéria é capaz de sobreviver por longos periodos no solo (FRENCH
et al., 1994; MARTINS et al., 2018).

De acordo com Agrios (1997), ndo sdo claros os mecanismos pelos quais 0s
microrganismos antagonistas atingem a populacdo de patdgenos, porém sdo geralmente
associados a parasitismo direto, competi¢do por nutrientes e nichos ecoldgicos e producéo de

substancias antibiéticas. Nenhum dos meios de controle biolégico da murcha bacteriana
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alcancou o ponto de aplicagdo comercial (AGRIOS, 1997; ANURATHA e
GNANAMANICKAM, 1990; FURUYA et al., 1991; NION et al., 2015; LI et al., 2014; LIU
et al., 2016).

A estratégia mais eficiente para o controle da murcha bacteriana tem sido realizada por
meio do melhoramento visando a resisténcia genética a doenca (HAYWARD, 1991; HUET et
al., 2014; LOPES e QUEZADO-SOARES, 1994; LOPES e BOITEUX, 2016). Entretanto, esse
modo de controle encontra barreiras na estabilidade em relagdo ao tempo e ao local,
principalmente devido a variabilidade genética das estirpes do patogeno e por alteracdes
climaticas das diferentes regiGes geograficas (LOPES e ROSSATO, 2018; MORAIS et al.,
2015; TUNG et al., 1990; VIANA, BERGER e DUARTE, 2012). Dessa forma, justifica-se o
estabelecimento de programas de melhoramento em areas especificas, levando-se em
consideracéo as estirpes que predominam em cada local (LOPES e GIORDANO, 1983; LOPES
e BOITEUX, 2016).

O controle genético ja relatado em alguns dos principais hospedeiros ja foi determinado
(ELPHINSTONE, 1993; TAKATSU e LOPES, 1997; SANTIAGO; LOPES; MIZUBUTI,
2016). Os trabalhos de Tung et al. (1990), Tung et al. (1992) e Chen et al. (2013) avaliaram nédo
SO 0s genes de resisténcia, mas também genes que conferem adaptacdo ao ambiente.
Concluiram que a resisténcia em batata € poligénica e que sdo necessarios genes de adaptacéo
ao ambiente para a expressdo efetiva da resisténcia a murcha bacteriana. Em espécies como
tomate (CARMEILLE et al., 2006; GEETHANJALI et al., 2010; KIM et al., 2016; WANG et
al., 2013), berinjela (LEBEAU et al., 2013) também se constatou que € poligénico. No caso do
tabaco o controle genético também é poligénico e com efeito aditivo (DRAKESTOWE et al.,
2017; GAl; ZHANG WANG, 2003; GAO; WANG; ZHANG, 2010; KIBA et al., 2007; LAN
et al., 2014; MAIMBO et al, 2010; NISHI et al., 2003; QIAN et al., 2013; QIAN et al., 2016;
WANG et al., 2000).

Um recente trabalho desenvolvido por Souza et al. (2018) comprovou que a tolerancia de
tabaco a murcha bacteriana apresenta heranca quantitativa, obteve-se um mapa genético de alta
densidade utilizando marcadores SNP (Single Nucleotide Polymorphism) por meio de
genotipagem por sequenciamento (GBS) para identificar regibes gendmicas ligadas a
tolerancia. O processo de fenotipagem foi realizado planta a planta e se considerou um indice
gue considera a severidade em uma escala de 0 a 4 descrita por Jack (2001). Foram mapeados

13 QTLs para a toleréncia @ murcha bacteriana em oito grupos de ligacdo. Os locos presentes
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nos grupos de ligacdo 3, 17 e 22 apresentaram os maiores efeitos na variacdo fenotipica
explicando de 11.4% a 14.8%.

Parte das relagbes entre patdgeno e hospedeiro no caso da R. solanacearum pode ser
explicado pela teoria de flor também conhecida teoria gene-a-gene, na qual ele demonstrou uma
estreita relacdo entre os sistemas génicos do hospedeiro e do patdgeno, em que, para cada gene
que condiciona resisténcia no hospedeiro existe um gene complementar no patdgeno que
condiciona aviruléncia (STASKAWICZ, 2001).

Esse tipo de resisténcia se aplica a resisténcia monogénica em que a planta seré resistente
apenas quando ela apresentar alelo de resisténcia e o patdégeno o alelo de aviruléncia, em que
esses produzem proteinas que possuem a capacidade de associacdo para desencadear esse
mecanismo de resposta (HUET, 2014). Assim, para R. solanacearum isso se aplica apenas para
alguns genes, é possivel inferir por meio de alguns trabalhos que também estéo envolvidos os
QDR resisténcia quantitativa a doencas que também é conhecida como resisténcia basal,
normalmente eles sdo controlados por varios genes associados com regides gendmicas
chamadas de QTL. Eles promovem uma resisténcia fenotipica incompleta, seguindo uma
distribuicdo normal, desde muitos suscetiveis até muito resistentes, pois cada gene pode ter um

grande ou um pequeno efeito na expressdo do carater.

2.4 Estratégias para a resisténcia duradoura aos patdgenos

Como ja foi salientado a R. solanacearum é um patégeno de dificil controle. Encontrar
uma cultivar com um bom nivel de resisténcia é um desafio, pois sdo varios genes que atuam
na resisténcia como ja foi confirmado por diversos autores (CHEN et al., 2013; DRAKE-
STOWE et al., 2017; JACK, 2002; LEBEAU et al., 2013; QIAN et al., 2013; WANG et al.,
2013; SOUZA et al., 2018). Alem disso, o0 patdgeno consegue sobreviver por varios anos no
solo, pois apresenta um elevado nimero de hospedeiros como plantas daninhas, arbustos e
outras culturas (GENIN; DENNY, 2012). Assim, o desenvolvimento de estratégias de
resisténcia duradoura para o controle de doencas é necessario para sustentar qualquer sistema
de producéo alvo desse patdgeno.

O custo para introducdo de novos alelos de resisténcia € extremamente elevado. Desse
modo, é necessario preservar a eficiéncia do funcionamento desses genes ao longo do tempo
(DELMOTTE et al., 2016). E preciso buscar estratégias mais eficientes que os mecanismos de
viruléncia da populacdo do patdgeno como as forcas evolucionarias mutacdo, selecdo,
migracdo, deriva genética, transformacédo, conjugacéo, transducéo, fatores citoplasmaticos e a

recombinagdo (DELMOTTE et al., 2016).
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Uma estratégia relatada por alguns autores é o uso de multilinhas. Esse método consiste
em utilizar uma mistura que possui proporcoes que sdo estabelecidas a priori e as linhagens que
compdem as multilinhas séo fenotipicamente semelhantes, mas apresentam diferentes alelos de
resisténcia. Essa estratégia tem ampla recomendacdo no manejo de muitas doengas em varias
culturas (MCDONALD, 2014; SILVA, 2008).

Outra forma para garantir a durabilidade é por meio da piramidacéo, ou seja, 0 processo
de introgressao de dois ou mais alelos com mecanismos de acéao diferentes (DELMOTTE et al.,
2016; MIKLAS et al., 2006; MUNDT, 2014; NELSON et al., 2018).

Um modo de obter resisténcia duradoura e que associa todos esses processos € por meio
da selecdo recorrente. Em que é possivel obter multilinhas, e também a piramidagéo de genes.
Né&o foi encontrado nenhum trabalho em tabaco e nem em outra planta cultivada sob selecao
recorrente visando a tolerdncia a R. solanacearum. Contudo, em feijoeiro existem alguns
trabalhos realizados aqui no Brasil que apresentaram ganhos de sele¢do de até 10,68% para a
antracnose no feijoeiro, e também, para a mancha angular (COSTA et al., 2019; AMARO et
al., 2007; REZENDE et al., 2014). O uso da selecdo recorrente e 0 mecanismo de obter

multilinhas foi bem demonstrado a partir do trabalho realizado por Costa et al. (2019).

2.5 Selecdo Recorrente

A selecdo recorrente € qualquer processo ciclico de melhoramento que envolve a
obtencdo de progénies, avaliacdo e recombinacdo das melhores. Trata-se de um processo
dinamico que tem como objetivo o aumento da frequéncia dos alelos favoraveis. E um método
de acimulo de vantagens, visto que a cada ciclo os individuos superiores sdo recombinados
(RAMALHO et al., 2012).

Os melhores individuos ou progénies de uma populacdo sdo selecionados,
posteriormente intercruzados para formar a proxima geracdo (ou ciclo) e o procedimento é
repetido no préximo ciclo (BERNARDO, 2010). Dessa forma, o que se espera com a selecéo
recorrente é o0 aumento na média do carater sob selecdo, mantendo a variabilidade genética para
progressos futuros com a sele¢do (HALLAUER, 1992).

Vaérios trabalhos na literatura apresentam argumentos para se empregar a selecdo
recorrente (FOUILLOUX; BANEROT, 1988; GERALDI, 1997; BERNARDO, 2010;
RAMALHO et al., 2012). A maioria dos caracteres de importancia para o melhoramento de
plantas € controlado por varios genes. Assim, para se obter sucesso com a selecdo faz-se

necessario que o melhoramento seja feito por etapas, ou seja, em varios ciclos seletivos
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(RAMALHO et al., 2012; SIMMONDS; SMART, 1999). Alem disso, devido ao sistema de
reproducdo das espécies autbgamas, com as sucessivas autofecundacées, hd o isolamento das
progénies e dos individuos dentro das progénies, ndo sendo possivel aproveitar os alelos que
estdo em diferentes individuos, a ndo ser pelo intercruzamento entre eles (RAMALHO et al.,
2012).

A selecédo recorrente é constituida de quatro etapas: obtencdo da populacdo, avaliacdo
destas em experimentos com repeticOes, selecdo das progénies superiores e recombinacdo dos
individuos e/ou progénies. Cada ciclo, portanto, s6 termina com a recombinacdo das progénies
ou gendtipos que originam a nova populagdo (SOUZA JUNIOR, 2001; RAMALHO et al.,
2012).

A primeira etapa da selecdo recorrente consiste na obtencao da populacéo base; nela os
genitores sdo escolhidos de forma que se associe alta média e a maior variabilidade genética
possivel (RAMALHO et al., 2012). Eles também devem apresentar fendtipos desejaveis para a
maioria dos caracteres de interesse, além de serem 0s mais contrastantes possivel, o que permite
associar media alta e variabilidade genética. A média alta indica que os genitores sdo bem
adaptados. Ja, a variancia alta, implica que os genitores se complementam (RAMALHO et al.,
2012).

A etapa posterior € a avaliacdo e selecdo dos melhores individuos/progénies a serem
utilizados na recombinacgéo consiste na etapa mais dificil no processo. Os tipos de progénies
usualmente utilizados sdo meios-irmaos, irmaos-germanos ou completos, progénies
endogamicas Si’s e S2’s. Para caracteres com herdabilidade alta a sele¢cdo pode ser realizada
visualmente nas geragdes F. ou So, ou Seja, realiza-se a selegéo fenotipica individual. A selecdo
recorrente fenotipica tem sido utilizada para alguns caracteres em plantas autdgamas, como
resisténcia a antracnose (COSTA et al., 2019), resisténcia a mancha-angular (AMARO et al.,
2007, REZENDE et al., 2014), porte da planta (PIRES et al., 2014), precocidade (SILVA;
RAMALHO; ABREU, 2007) e para a produtividade de grdos (MENEZES JUNIOR;
RAMALHO; ABREU, 2008).

O intercruzamento € a etapa mais facil da selecdo recorrente. Para obter sucesso basta
identificar as progénies que sdo realmente superiores para serem intercruzadas. O processo é

dindmico e pode-se a qualquer momento introduzir novas linhagens (RAMALHO et al., 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Todos os dados experimentais utilizados foram gentilmente cedidos pela empresa British
American Tobacco (BAT). A condugdo do presente estudo ocorreu no laboratério da empresa
em Rio Negro (PR), 26° 06' de latitude Sul e 49° 47' longitude Oeste. Na area experimental da
empresa na Unidade de Melhoramento de Tabaco do CMT, na estacdo de Canoinhas, SC, 26°
10' latitude Sul e 50° 23" longitude Oeste onde foram realizados os intercruzamentos. E também,
em uma fazenda com histérico bem conhecido da ocorréncia do patégeno de um produtor
integrado ao sistema, em Canoinhas (SC). As atividades experimentais foram conduzidas nos
anos de 2017, 2018 e 2019.

3.2 Obtencdo e avaliacdo da populacdo base (ciclo 0) e populacGes do ciclo I do

programa de selecdo recorrente

A populacdo base da SR do grupo varietal Virginia utilizada nesse trabalho foi obtida a
partir do intercruzamento de 26 linhagens. Essas linhagens foram escolhidas em funcdo da
performance agronémica em informacgdes obtidas em experimentos conduzidos pela empresa
nos Ultimos anos. Nenhuma informacéo da possivel tolerancia a R. solanacearum foi utilizada
na selecdo dessas linhagens.

As etapas na conducao da SR estdo mostradas na Figura 1. A obtencdo das progénies So:1
do CO foi realizada na safra de 2015/2016.

Na safra 2016/2017 ocorreu a avaliacdo das progénies So e identificadas as melhores
para serem recombinadas para a obtencao da populacéo do Cl. Como na recombinacéo utilizou-
se um bulk de pdlen das melhores progénies, foram obtidas progénies de meios-irméos (Ml).
No mesmo campo as plantas de cada progénie Se:1 do CO foram autofecundadas, obtendo-se
progénies Si:2do CO.

Na safra de 2017/2018 foram avaliadas progénies de MI do CI e Si» do CO e duas
testemunhas comuns aos dois experimentos. O delineamento para o experimento com progénies
de MI foi o de blocos completos casualizados, com trés repeticdes e parcelas constituidas de 1
linha de 10m. O espacamento entre linhas era de 1,3m e entre plantas 0,5m, ou seja, 20 plantas
por parcela.

Na avaliacdo das progénies S1:>do CO utilizou-se o delineamento latice triplo 10x10. Os
detalhes da parcela foram os mesmos do utilizado com meios-irmaos. As bordaduras de todos

os experimentos foram feitas nas laterais, constituidas pela cultivar K358LF, moderadamente
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resistente, para que fossem evitados os efeitos ambientais nas parcelas que estavam localizadas
nas laterais do experimento, e para que se tivesse padrdes para a avaliagdo da performance
produtiva.

A partir dos resultados de incidéncia foram identificadas as melhores progénies para
serem recombinadas. Uma quarta repeticdo com as progénies de Ml do CO, foi implantada um
més ap0s para se proceder a recombinacdo das melhores progénies identificadas no experimento
ja mencionado. A recombinacdo foi efetuada utilizando um bulk de pélen.

Procedimento semelhante foi adotado na safra de 2018/19. Nesse caso, foram avaliadas
174 progénies de MI do ClI e 194 progénies So:1 do Cl. Em ambos 0s casos as duas testemunhas,
os hibridos CSC 4707 suscetivel e 0 CSC 4704 resistente, foram incluidos nos experimentos.
Dessa forma, na avaliacdo das progénies de MI adotou-se o delineamento alfa latice 11x16,
com trés repeticdes e no experimento com progénies So:1 0 delineamento foi latice triplo 14x14.
A parcela com progénies de Ml tinha 15 plantas e com progénies So:1 dez plantas. No mesmo

espacamento entre linhas e plantas dentro da linha do ano anterior.
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Figura 1. Esquema do programa de selecdo recorrente para a tolerdncia a R.

solanacearum em tabaco. Canoinhas (SC).
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Os tratos culturais foram idénticos ao que a empresa recomenda aos seus parceiros na
conducéo da cultura na regiéo.

Em ambos os anos foram realizadas as inoculagcbes com R. solanacearum. O isolado
utilizado foi coletado em Tubardo/SC e caracterizada como biovar 1 e filotipo 11 (VIANA,
BERGER; DUARTE, 2012), a metodologia utilizada foi adaptada do trabalho de Viana, Berger
e Duarte (2012) e Gongalves (2014). Aproximadamente 40 a 50 dias apds a semeadura foi
realizado um processo de injuria (ferimento) no terco inferior das raizes com o auxilio de uma
tesoura, apds a injuria as bandejas foram imediatamente acomodadas em bandejas de aluminio
contendo a solucdo de agua destilada saturada com R. solanacearum (800 mL de solucédo por
bandeja).

O indculo foi preparado a partir de células de R. solanacearum armazenadas em solucéo
salina 0,85% a 4°C, utilizando placas de Petri contendo meio de cultura SPA (sacarose 20gL;
peptona 10g L; agar 20g L), mantidas a 28°C (BOD) por 3 dias. As col6nias foram coletadas
e diluidas em &gua destilada autoclavada até a densidade Otica por absorbancia de 600 nm
(ODsoo) = 0,025, que corresponde a 1x10° UFC mL™.

A segunda inoculacao foi feita de 40 a 45 dias ap6s o transplantio das mudas para o
campo. Foi utilizada uma solucdo com patdogeno de R. solanacearum na concentragdo
adequada. A inoculagéo foi realizada com ajuda de um pulverizador, distribuindo 15ml de
solucdo contendo o patodgeno, via drench, no colo da planta.

A incidéncia do patégeno foi avaliada por meio do ndmero de plantas com sintoma
(NPCS) a partir dos 60 dias apds o transplantio, sendo que esta avaliacdo foi repetida aos 90
dias e nos experimentos do ano de 2017/2018 também aos 120 dias.

Na safra de 2017/2018 foi efetuada também a avaliacdo visual da performance
agrondmica por meio de uma escala de nota, considerando-se o potencial produtivo e o fenétipo
padrdo dentro do grupo varietal. Essa avaliacao foi efetuada aos 120 dias utilizando uma escala
de 1 a 5, com intervalos de 0,5 unidades, sendo dada a nota um para a pior e a nota 5 para a

melhor.
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3.3 Analise dos dados
Os dados obtidos quanto a incidéncia da murcha bacteriana (dados de contagem) das

progénies de cada geracdo foram transformados para (y/(x + 0.5)) e submetidos a analise de
variancia (ANAVA) conforme descrito por (STEEL, TORRIE e DICKEY, 1997),
considerando-se todos os efeitos aleatdrios, exceto a media. Para os experimentos em blocos

casualizados utilizou-se o0 seguinte modelo:
Yik = m + 1k + pi + €ik,
em que:
Yik & 0 valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco k;
m é a média geral;
rc é o efeito do bloco k;
pi é o efeito do tratamento i;
eik € 0 erro experimental associado a observacao Yi.
Para os experimentos em latice utilizou-se o seguinte modelo:
Yijk = m + re + bjw + pi + €ijk,
em que:
Yijk € 0 valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco j e repeticéo k;
m é a média geral;
r«é o efeito de repeticéo k;
bjk) é o efeito do bloco j dentro da repeticéo k;
pi é o efeito do tratamento i;
eijk € 0 erro experimental associado a observagao Yij.

As andlises de variancia individuais foram realizadas utilizando-se o programa R core
team (2017).

A partir das esperancas dos quadrados médios, foram estimadas a variancia genética entre
progénies (67) e a variancia fenotipica entre médias de progénies (67).
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As herdabilidades (h?) para a selecdo na média das progénies foram obtidas pelo

estimador:

A2 Ql - QZ

0, =
G T

em que:
Q1: quadrado médio de progénies

Qz: quadrado médio do erro. * (No caso dos experimentos em latice o erro efetivo).

sr=2
01—
h? =
o

Para estimar os intervalos de confianca para as estimativas da herdabilidade, foram

obtidos os limites inferiores (LI) e superiores (LS) das estimativas de h?, de acordo com as

expressdes apresentadas por Knapp et al. (1985):

-1
LI=1-[(:/Q0) Fiy_ap)|

-1
LS=1- [((21 /Q2)- F(a/z)]
em que:

F: valor tabelado da distribuicdo F de Snedecor a partir dos graus de liberdade de

tratamentos (gly) e residuo (gl2) e do nivel de significancia (o= 0,05);
Q1: quadrado médio de tratamentos;
Q2: quadrado médio do erro.

Foram estimadas as correlacdes de Pearson entre as médias das progénies nas diferentes

épocas de avaliacdo. Nos experimentos de 2017/2018 estimou-se também as correlacdes entre

as épocas de avaliacdo e a performance agronémica média das progénies.
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4 RESULTADOS

O resumo das analises de variancia do numero de plantas doentes (Dados transformados

\/W) para os dois experimentos realizados na safra 2017/18 estdo apresentados na tabela
1. Verificou-se que a acurécia foi de pequena magnitude tanto quando se avaliou as progénies
endogamicas (S1:2do C0) ou ndo endogamicas (MI do CI). Constatou-se também que a fonte
de variagdo progénies ndo foi significativa em todas as épocas de avaliacdo e do tipo de progénie
avaliada, exceto aos 120 dias quando se utilizou progénies de MI. Esse resultado evidencia que
ndo foi possivel detectar diferencas entre as progénies com relacdo a tolerancia ao patégeno, na
maioria das situacdes experimentais, nessa safra. Chama atencéo a significancia (p<0.01) da
fonte de variacao repeticdes em todas as épocas e nos dois tipos de progénies. Esse resultado
possibilita inferir que a area utilizada foi muito heterogénea com relacdo a ocorréncia da
bactéria.

Todas as estimativas do intervalo de confianca da herdabilidade, exceto a obtida aos 120
dias da avaliacdo progénies de MI apresentou o limite inferior negativo. Pode-se inferir que,
nessa condicéo, ha possibilidade das estimativas da h? nio serem diferentes de zero.

A distribuicdo de frequéncia das médias dados ndo transformados, estdo apresentados nas
figuras de 1 e 2. Verifica-se que o nimero de plantas com sintomas foi relativamente pequeno,
especialmente nas avaliacfes realizadas aos 60 e 90 dias. Contudo, mesmo aos 120 dias o
méaximo de plantas com sintoma ndo atingiu a 50% das plantas da parcela.

Deve ser enfatizado também que a safra 2017/18, a testemunha suscetivel T1 (CSC 4707)
ndo apresentou todas as plantas da parcela com sintoma. A testemunha suscetivel apresentou
namero de plantas com sintoma igual ou ligeiramente inferior ao da moderadamente resistente
T2 (CSC 4704).
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Tabela 1. Resumo das analises de variancia do nimero de plantas com sintomas nas parcelas

(dados transformados para /(x + 0.5)). Obtidos nas avalia¢cdes de progénies Si:» do
CO e das progénies Ml do CI. Canoinhas (SC) - 2017/2018.

Si:2do CO Ml do ClI

FV 60 dias 90 dias 120 dias 60 dias 90 dias 120 dias

GL QM QM QM  GL QM QM QM
Repeticao 2 6.56**  3.52**  (0.76** 2 4.09** 5.23**  2.67**
Progénie 99 0.60™ 0.66™ 0.23"™ 107 0.42"™ 0.47™  0.28**

Residuo 198 0.50 0.53 0.19 214 0.37 0.36 0.18

Média 2.47 2.94 5.06 2.93 3.7 5.69
Acurécia (%) 42.54 43.59 40.82 32.87 49.21 59.07
h2px 16.67 19.69 12.38 11.90 23.40 35.71

LI -16.24 -12.02 -15.24 -21.37 -5.53 11.43

LS 41.43 43.56 41.94 37.22 45,41 54.18

**: significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F;
ns: ndo significativo pelo teste F.
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Os resultados das analises de variancia da avaliacdo das progénies de meios irmaos (Ml
do CII), progénies So:1 (So:1 do Cl) obtida na safra 2018/2019 para o carater nimero de plantas
com sintoma, estdo apresentados na Tabela 2. Verificou-se que o delineamento em latice s6 ndo
foi eficiente em relagéo ao de blocos casualizados na avaliagéo de 60 dias, progénies Ml do CII.
As estimativas da acurécia foram todas de magnitude superior a observada no ano anterior,

exceto para as progénies Se:1 do Cl. Contudo, elas ainda foram de baixa magnitude.

Constatou-se diferenca significativa (p<0.01) entre as progénies apenas quando se
avaliou progénies de Ml do CIl. A fonte de variacdo blocos dentro de repetigcbes foram
significativas (p<0.01), como ocorreu nos experimentos da safra anterior. As estimativas de h?,
como esperado, foram superiores as obtidas no ano anterior, exceto, como ja mencionado, para
as progénies So:1 do CIl. Pode-se inferir também que como ja mencionado anteriormente existe

a possibilidade que as estimativas de h? ndo sejam diferentes de zero.

A distribuicdo de frequéncia das médias dados ndo transformados, estdo apresentados nas
figuras de 3 a 4. Verifica-se novamente que o nimero de plantas com sintomas foi relativamente
pequeno na primeira avaliagdo realizada aos 60 dias. Considerando que cada parcela tinha 15
plantas, especialmente nas avaliacGes realizadas aos 60 dias. Contudo, aos 90 dias, como era
esperado o NPCS foi maior. Inclusive algumas progénies apresentaram todas as plantas da
parcela com sintoma. Nessa ultima avaliacdo, considerando os dois tipos de progénies,
nenhuma delas mostrou ser completamente resistente. Isto é, ndo ocorreu nenhuma planta sem

sintoma na parcela. O menor NPCS, aos 90 dias, foi superior a 50 % das plantas na parcela.

A comparacao das medias dos experimentos avaliacdo de So:1do Cl e Ml do CII ndo pode
ser realizada diretamente, pois dependendo do tipo de progénies o nimero de plantas por

parcela foi diferente.

Comparando a performance das testemunhas com relagdo ao NPCS, na safra de
2018/2019, no experimento com cada tipo de progénie, verifica-se que sempre o hibrido
moderadamente resistente T1 (CSC 4704), apresentou menor NPCS aos 60 dias. Na avaliacdo

realizada aos 90 dias, os resultados foram muito semelhantes, independente do experimento.
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Tabela 2. Resumo das analises de variancia do nimero de plantas com sintomas nas parcelas

(dados transformados para a +/(x + 0.5)). Obtidas nas avaliagdes de progénies Ml
do ClI e de progénies So:1 do Cl. Canoinhas (SC) - 2018/20109.

Ml do ClIlI So-1do ClI
FV 60 dias 90 dias 60 dias 90 dias
GL QM QM GL QM QM
Bloco/Rep. 45 0.39** 0.22** 39 1.11** 0.27**
Prog. ajust. 175 0.32%* 0.17** 195 0.26™ 0.07™
Residuo 305 0.25 0.11 351 0.21 0.06
Erro Efetivo - 0.26 0.12 - 0.23 0.07
média 4.09 10.77 2.52 8.88
Acurécia (%) 51.55 62.23 62.79 58.9
h2pi 21.88 29.41 11.54 14.29
LI -1.20 8.56 -12.87 -9.37
LS 40.26 46.02 31.29 33.42
Eficiéncia do latice 101 105 131 125

**: significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F;

ns: ndo significativo pelo teste F.
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Como o nimero de plantas por parcela variou de uma safra para outra, para comparar o
desempenho das progénies dentro das diferentes geracdes é necessario utilizar as testemunhas
como referéncia. Contudo, elas também apresentam nimero de plantas diferente por parcela
em cada geracdo. Desse modo, a comparacdo foi feita por meio de estimativas percentuais em
relacdo a incidéncia das duas testemunhas estimativas de di e d,. Além disso, considerando-se
que a avalicdo da incidéncia em alguns experimentos foi realizada apenas aos 60 e 90 dias,
constatou-se que o desempenho percentual das progénies em relagéo as duas testemunhas, tanto
na safra de 2017/2018, quanto na safra de 2018/2019 foi erratico. Isto €, ndo houve uma
consisténcia das estimativas obtidas, ocorrendo valores percentuais positivos e negativos
(Tabela 4).

Contudo veja que as progénies Si» do CO, independente da idade de avaliagdo, sempre
apresentaram estimativas negativas da percentagem em relacéo a testemunha moderadamente
resistente CSC 4704 (estimativas de di). Esse resultado indica que nessa geragao as progénies
apresentaram maior nimero de plantas com sintoma do que a referida testemunha. Ja com
relacdo a CSC 4707 suscetivel (estimativas de dz) ocorreu o contrario, apenas na avaliacdo aos
60 dias. Nas avaliacdes com 90 dias a referida testemunha apresentou menor niumero de plantas
com sintoma do que as progénies, ou seja, resposta negativa. A magnitude da percentagem,
contudo foi bem inferior a obtida em relagdo CSC 4704 (Tabela 4).

Quando se observa o comportamento percentual das progénies do ciclo I em relagédo as
testemunhas, verificou-se que ocorreu o contrario, exceto na comparacdo das progénies
avaliadas aos 60 dias em relacdo a CSC 4704. Veja bem que como todos os valores foram
positivos isso indica que a incidéncia de plantas com sintoma nas testemunhas foi maior que da
média das progénies. Em principio esse resultado possibilita inferir que a selecéo recorrente foi
eficiente em reduzir a ocorréncia de sintomas comparando o Cl em relacdo ao CO (Tabela 4).

No experimento 2018/2019 em que foram avaliadas progénies do Cl e Cll o desempenho
relativo médio das progénies com sintoma em relagédo a testemunha CSC 4704 nédo apresentou
estimativas d; coerente com o esperado. Veja bem que a porcentagem foi negativa aos 60 dias
nos dois ciclos. Contudo, positiva para os dois ciclos aos 90 dias. Se for considerado apenas a
avaliacdo realizada aos 90 dias poder-se-ia inferir que a selecéo recorrente foi eficiente, porém
a magnitude da diferenca do resultado do ciclo | (dy = 8.17) ao ciclo Il (d1 = 10.54) foi muito
pequena. Considerando que € relativo a mesma testemunha, poder-se-ia também inferir que as

médias do Cl e CIl foram superiores ao do C0O. Depreende-se que a média das progénies dos
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ciclos Cl e Cll foram menores do que no CO confirmando a eficiéncia da selecéo recorrente em
relacdo ao CO (Tabela 4).

O desempenho em produtividade de tabaco, avaliado visualmente por meio de uma escala
de notas possibilitou detectar diferengas significativas (p<0.05) entre as progénies (Tabela 5).
A distribuicdo de frequéncia das estimativas das notas de performance, mostra que elas
variaramde 2.0 até 11.0 para as progénies S1:2do CO e de 1.0 a 14.0 quando se utilizou progénies
de Ml do Cl, isto &, visualmente as progénies apds um ciclo de selecdo recorrente, mostrou que
a performance em produtividade respondeu ao ciclo seletivo realizado.

Na geracdo Si2>do CO a performance média foi de 6.80. J4, para as testemunhas foi de
6.07 (CSC 4704) e 8.0 (CSC 4707). Para as progénies de MI do CI a performance média foi de
8.04 e para as testemunhas foi de 6.25 para a CSC 4704 e de 7.11 paraa CSC 4707 (Figura 5).

As estimativas das correlagdes (r) das avaliacdes realizadas aos 60, 90 e 120 dias foram
sempre positivas e altas. Indicando que a avaliagdo realizada aos 60 dias, classificou de modo
semelhante ao obtidos aos 90 ou 120 dias. Os dados da performance agrondmica obtida nos
experimentos de 2017/2018, permitiu estimar a associacdo entre o NPCS e a performance
agrondmica. Observou-se que, como era esperado, quanto maior o NPCS na parcela pior foi a

performance agronémica (estimativa de r sempre negativa) (Tabela 6).
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Tabela 4. Estimativa percentual da média do nimero de plantas com sintomas em relacdo as

testemunhas, (d1) em relagdo a testemunha CSC 4707 e (d2) a CSC 4704. Canoinhas
(SC) — 2017 & 2019.

Ciclo Geragéo du(%) 0(%)
60 90 60 90
CO S12 -59.35 -11.79 13.33 -3.16
Cl Ml 47.21 50.8 23.9 3.9
Cl So:1 -50.96 8.17 17.99 4.72
Cll Ml -57.77 10.54 7.26 4.3

! [(Média da testemunha CSC 4707 — Média das progénies)/Média da testemunha CSC 4707] x 100.
2 [(Média da testemunha CSC 4704 — Média das progénies)/Média da testemunha CSC 4704] x100.
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Tabela 5. Resumo das analises de variancia da performance produtiva, avaliacdo visual,

realizada por meio de notas. Dados obtidos nas avaliaces das progénies Si:> do CO.
MI do CI. Canoinhas (SC) — 2017/2018.

EV S12do CO Ml do ClI

GL QM GL QM
Repeticao 2 5.76** 2 7.86**
Progénies 99 0.46** 107 0.46**

Residuo 198 0.36 214 0.32

Média 6.76 8.04
Acurécia (%) 46.77 55.28
h2px 21.74 30.43

LI -9.17 4.16

LS 44.99 50.42

**: significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste F;
ns: ndo significativo pelo teste F.
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Tabela 6. Estimativas das correlacfes fenotipicas entre as épocas de avaliagdo do nimero de

plantas com sintomas nas parcelas e a performance agrondmica. Obtidos nas
avaliacOes de progénies Si:2do CO e MI ClI. Canoinhas (SC) — 2017 & 20109.

Geragoes 60 dias 90 dias 120 dias Performance
60dias 0.9578* 0.8585* -0.7634*
S12C0 90dias 0.8656* -0.7566*
120dias -0.8604*
60dias 0.8483* 0.7137* -0.5491*
M1 CI 90dias 0.8759* -0.6502*
120dias -0.7644*
S0 CO 60d!as 0.2903*
90dias
60dias 0.2752*
Micll 90dias

*: significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste t;
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5 DISCUSSAO

As estimativas da acurdcia seletiva (rg’) foram de baixa magnitude (Tabelas 1 e 2). Em
principio indicando que a precisdo experimental foi baixa. Depreende-se que 0 processo de
fenotipagem da tolerancia ao patdgeno, por meio do NPCS nédo obteve a eficiéncia almejada.
Isto porque, a repetibilidade dos resultados do NPCS das progénies nas diferentes repetices
foi baixa. Na literatura existem alguns relatos da precisdo experimental na avaliagdo da R.
solanacearum com tabaco ou outras espécies e a precisao também foi pequena (COSTA et al.,
2019; COSTA et al., 2018; NISHI et al., 2003; QIAN et al., 2016; TUNG, 1992).

Um fato que chamou atencdo foi o efeito significativo da fonte de variacdo Blocos
(repeticdes) (Tabelas 1 e 2). Essa informacdo possibilita inferir que a distribuicdo do patdgeno
na area foi heterogénea. As interacfes patdgeno hospedeiro sdo influenciadas pelas condicdes
bidticas e abioticas. Entre as condig¢des bioticas outros microorganismos antagonistas podem
atuar dificultando o crescimento e competindo por recursos, e também, fatores abioticos como
as diferentes condicdes de temperatura do solo e umidade (BITTNER; ARELLANO e MILA,
2016; LI et. al., 2014; LIU et. al., 2016; KROLL et al., 2017; WANG; ZHU e HUA, 2009).
Fato que deve evidentemente ter contribuido para reduzir a precisdo experimental.

Chamou a atenc¢éo a distribuicdo das plantas com sintoma dentro das parcelas com as
testemunhas. No caso da testemunha suscetivel CSC 4707 era esperado que em uma mesma
parcela todas as plantas deveriam ou ndo apresentar o sintoma. Isto é, considerando que a
referida testemunha é um hibrido, se o patdgeno estiver presente na parcela todas as plantas
deveriam apresentar sintoma, em caso contrario todas deveriam ndo apresentar sintoma.

Se houve heterogeneidade duas alternativas podem explicar, a primeira é que as plantas
do hibrido CSC 4707, ao contrario do esperado, ndo possuiam a mesma constituicdo genotipica
para a suscetibilidade ao patdgeno. A ocorréncia de variacdo genética dentro das
linhagens/hibridos pode ser mais frequente do que se apregoa, como foi comentado por
Tokatlidis (2015) envolvendo varias espécies alogamas ou autdgamas. O referido autor discute
algumas das possiveis alternativas para que esse fato possa ocorrer, por meios sexuais ou néo.
Considerando que esse hibrido vem sendo utilizado por algum tempo é perfeitamente possivel
que ela apresente variacdo para alguns caracteres entre eles a suscetibilidade ou ndo a R.
solanacearum.

Uma outra explicacdo para a ocorréncia de plantas doentes e sem sintomas nas parcelas
com a testemunha CSC 4707 é a heterogeneidade na distribuicdo do patdgeno dentro da parcela.

E evidente que em ocorrendo essa heterogeneidade a precisdo experimental é muito
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prejudicada. Em se tratando de um patdgeno de solo, mesmo tendo ocorrido a inoculagdo
artificial, essa variacdo € factivel. Contudo, a sua ocorréncia é um enorme desafio na condugéo
de trabalhos visando a selecdo de progénies em programa de selecéo recorrente.

A selecdo recorrente (SR) é qualquer processo ciclico de melhoramento que envolve a
obtencdo de progénies, avaliacdo e recombinacdo das melhores (RAMALHO et al., 2012). O
sucesso da SR evidentemente depende da existéncia de variagdo na populagdo base para o
carater sob selecdo. Na obtencdo da populacdo base desse programa de SR conduzido pela
empresa, foram recombinadas 26 linhagens que se destacaram em experimentos anteriores
especialmente na produtividade de matéria seca. Em principio ndo se tinha nenhuma
informacdo do comportamento desses genitores sob condicGes de ocorréncia da bactéria. Os
resultados obtidos nas avaliagdes dos diferentes tipos de progénies sob condic¢des de ocorréncia
natural do patdégeno no campo e com inoculagcdo artificial mostra que a variagcdo genética
embora de pequena magnitude ocorreu.

Para se estimar a variagdo genética na populagdo de SR, foram utilizados dois tipos de
progénies endogamicas (So:1 € S1:2) ou ndo (Meios-irméos-Ml). Essa é uma condigéo favoravel
porque segundo informacBes da literatura com tabaco e outras espécies, ha indicios que no
controle genético da tolerancia a R. solanacearum predomina as interacdes alélicas aditivas
(COSTA et al., 2019; DRAKE-STOWE et al., 2017; GAIl; ZHANG; WANG, 2003; GAO;
WANG; ZHANG, 2010; KIBA et al., 2007; LAN et al., 2014; MAIMBO et al, 2010; NISHI et
al., 2003; QIAN et al., 2013; QIAN et al., 2016).

Nessa situacdo é esperado que entre as progénies endogamicas seja detectada maior
variacao genetica. Isto porque entre progénies So:1 por exemplo, ocorre 1 variancia aditiva (1Va)
+ 0,25 da variancia de dominéncia (Vp). Ja as progénies Si:2, a variancia genética em progénies
explora 1,5Va + 0,1875 Vp. Por outro lado, entre progénies de Meios-irmaos so é explorado ¥4
Va (BERNARDO, 2010; RAMALHO et al., 2012). Contudo, as estimativas obtidas, sobretudo
da herdabilidade (h?) para o NPCS, ndo refletiram o que era esperado. A magnitude de h? foram
sempre baixas e sem nenhuma tendéncia de serem mais expressivas com progénies
endogamicas. Novamente fica bem explicito que a precisdo experimental obtida nédo
possibilitou que a variacdo genética se expressasse como esperado.

Um fato que chamou atencdo foram as estimativas das correlagdes do NPCS nas
diferentes épocas. Elas foram todas significativas e de grande magnitude nos experimentos de
2017/2018, o mesmo nédo ocorrendo na safra de 2018/2019. N&o foram encontrados relatos da

melhor época para a avaliacdo do NPCS na cultura do tabaco sob condi¢Ges de campo. Em
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trabalho em casa de vegetacdo, a severidade da ocorréncia de R. solanacearum foi avaliada aos
35 dias apds a inoculagdo. No presente trabalho a primeira avaliagdo foi com 15 dias apds a
inoculacao, isto é, 60 dias apos o transplantio. Como se constatou nessa condi¢do o NPCS foi
pequeno e ndo houve boa discriminacao das progénies (Tabela 1 e 2, figura 1, 2, 3 e 4). Contudo,
as estimativas da correlacéo evidenciam que a classificacéo das progénies com relagdo ao NPCS
ndo variou muito com a idade de avaliacdo. Em principio, seria aconselhavel em experimentos
futuros postergar as avaliacdes para 45 dias ap6s as inoculacdes.

O potencial produtivo das progénies no que se refere ao aspecto das plantas visualmente
avaliadas foi obtido na safra de 2017/2018. As estimativas da correlacdo dessa varidvel com o
NPCS nas diferentes épocas de avaliacdo foram sempre negativas e altas indicando que o
potencial produtivo das progénies foi, como era esperado, afetado pelo NPCS. Depreende-se
que nessa safra a avaliacdo da ocorréncia do patogeno foi bem coerente com o potencial
produtivo das progénies.

Um dos objetivos desse trabalho foi verificar se a SR foi eficiente em selecionar para a
toleréancia a R. solanacearum. Para isso foram avaliadas progénies de anos e experimentos
diferentes. Para possibilitar a comparacao das informaces do NPCS das diferentes situacdes
foram utilizadas testemunhas como referéncia. Esse procedimento tem sido constantemente
utilizado em outras espécies. No caso da cultura do feijoeiro visando avaliar o ganho com a SR
a resisténcia ao fungo P. griseola utilizou também testemunhas comuns para comparar a
performance das progénies em diferentes ciclos (AMARO et al., 2007, REZENDE et al., 2014).
No presente caso, foi estimado o comportamento das progénies em relacdo a duas testemunhas.
Embora os resultados ndo fossem muito consistentes (Tabela 4), constatou-se que em relacéo a
populacdo original, ciclo 0, ocorreu um pequeno progresso com a selecdo, contudo ja quando
se comparou o Cl com o Cll ndo houve diferenca (Tabela 4). Como ja mencionado, resposta
significativa a SR ndo era esperada em funcdo da pequena variacdo genética existente na
populacdo para esse carater. Nao foi encontrado nenhum relato do emprego de SR visando a
tolerancia a esse patdgeno.

Finalmente seria oportuno apresentar algumas sugestdes para a continuidade do trabalho
visando a tolerancia a R. solanacearum pelos programas de melhoramento. Ao que indica,
embora ndo existam relatos publicados a esse respeito, as avaliacdes sob condi¢bes de casa de
vegetacao ndo tem boa associagdo com as obtidas sob condi¢Ges de campo. Assim a énfase deve
ser direcionada nas avaliacGes sob condi¢des de campo. Nessa condic¢do, o primeiro desafio, e

o maior deles é melhorar a fenotipagem da severidade e a incidéncia do patdgeno sob condigdes
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de campo. Se a fenotipagem tiver uma boa acuracia haveria a possibilidade de procurar
identificar marcas moleculares associadas a tolerancia ao patdgeno. Enquanto isso ndo ocorrer
a procura dessas marcas ndo ird fornecer resultados consistentes e aplicAveis no programa.

Para se ter uma boa fenotipagem o local de avaliagdo deve ser bem escolhido. Deve-se
evitar 0 maximo a ocorréncia de outros fatores que mascarem os sintomas da bactéria. Nesse
contexto, o emprego de testemunha comprovadamente suscetivel € indispensavel.
Adicionalmente, deve ter seguranca, periodicamente avaliada, que a testemunha seja realmente
homozigota para o loco ou locos envolvidos na tolerancia. Usando uma testemunha que néo
seja completamente homozigota sempre havera davida se a diferenca na performance da
testemunha é devido a distribuicdo ndo uniforme da bactéria na area ou a diferengas genotipicas.

Poderia ser procurada outras alternativas experimentais na conducdo do experimento.
Uma delas seria utilizar maior namero de repeticdes. O que poderia ser obtido por meio de
parcelas menores ou até mesmo de uma Unica planta por progénies com dezenas de repeticoes,
como é muito empregado em plantas perenes (BISON et al., 2009; FERREIRA, 2018,
REZENDE et al., 2019). Essa estratégia também possibilitaria realizar com maior eficiéncia
com analises espacial visando atenuar os efeitos da heterogeneidade na distribuicdo do
patogeno.

Novas alternativas de inoculacéo artificial do patdgeno também devem ser pesquisadas
visando reduzir ao maximo a distribuicdo nao uniforme do patégeno. Algumas sugestdes na
literatura KATAWCZIK, TSENG e MILA (2016); SINGH et al. (2018) deveriam ser avaliadas
pela empresa.

Antes de se melhorar a fenotipagem do patdgeno ndo é aconselhavel continuar o programa
de selecdo recorrente, utilizando a populacdo ja comentada que recebeu énfase na selecéo para
outros caracteres. Nessa condicdo a variabilidade para a tolerancia ndo deve ser grande como
observado, o que evidentemente restringe a possibilidade de sucesso com a selecao recorrente.
Apos identificada possiveis linhagens com bom nivel de tolerancia a R. solanacearum ai sim
dever-se-ia conduzir um programa de SR exclusivo visando a tolerancia ao patégeno. Ao que
tudo indica o seu controle genético deve ser complexo e s6 a SR, bem conduzida, ira acumular

alelos favoraveis visando maior tolerancia a R. solanacearum.
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6 CONCLUSOES

A heterogeneidade da distribuicdo do patdgeno na area contribui para a baixa precisao
experimental. Nessa condi¢do a variacdo genética, independente do tipo de progénie utilizado,
é de pequena magnitude. Contudo, mesmo nesse cenario a diferenga na tolerancia entre as
progénies foi associada com a performance agrondmica e a selecdo recorrente mostrou que foi
ligeiramente eficiente na acumulagdo de alelos favordveis visando a maior tolerdncia ao

patdgeno.
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