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Resumo

O objetivo foi estimar um modelo linear mais responsivo para parametros genéticos de
resisténcia de acessos de melancieira a Meloidogyne enterolobii utilizando a metodologia de
modelos mistos. Para isso, foi conduzido um experimento com trés acessos de melancia
coletados no estado do Rio Grande do Norte, Brasil. O delineamento experimental utilizado
foi completamente ao acaso, com dez repeticdes. Cada parcela foi constituida de um vaso
plastico, contendo solo autoclavado inoculado com 2.200 ovos de M. enterolobii, e uma
planta. As variaveis avaliadas foram massa do sistema radicular, nimero de ovos, nimero de
massas de ovos e o fator de reproducdo do nematoide. Ao final do ensaio, foi determinado o
modelo linear mais responsivo, bem como foi observada variagdo entre o0s parametros
estimados e os preditos nos caracteres Massa, NMO, NO e FR nos acessos Al8, A8 e A25
nos dois experimentos.
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Introducéo

A melancia Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum e Nakai é uma espécie pertencente a
familia Cucurbitaceae cultivada em quase todo o territério nacional. A regido Nordeste tem
uma produgdo média estimada de 54.117 toneladas (IBGE, 2014), sendo os estados da Babhia,
Rio Grande do Norte e Ceara os maiores produtores com, respectivamente, 122,320; 121,688
e 82,424 t. Contudo, problemas causados por Meloidogyne enterolobii figuram como fator
limitante potencial para o cultivo.

Dentre as provaveis tecnologias que podem ser utilizadas para mitigacdo deste
problema de dificil controle, figura 0 melhoramento genético da espécie. Contudo avangos no
desenvolvimento de variedades resistentes, ou mesmo tolerantes, demanda a determinacéo de
parametros de resisténcia de acessos para elaboracdo de estratégias de melhoramento.

Contudo, além da matéria prima desejada para identificacdo de genes de interesse,
subamostras representativas de populacdes denominadas acessos, devem ser utilizados
métodos estatisticos de processamento de dados que retornem resultados robustos. Para tanto
a metodologia de modelos mistos é aplicada, de forma que o efeito aleatorio, resultantes dos
acessos, é inserido em modelos de efeitos fixos para estimacdo de parametros.

Observado o exposto, este experimento foi realizado com o objetivo de estimar um
modelo linear mais responsivo para parametros genéticos de resisténcia de acessos de
melancieira & Meloidogyne enterolobii utilizando a metodologia de modelos mistos.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na em casa de vegetacdo do laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Semiarido, municipio de Petrolina, Pernambuco.

Os acessos foram obtidos pela coleta de amostras de sementes armazenadas por produtores
da agricultura tradicional do estado do Rio Grande do Norte (12 acessos) e de plantas de
crescimento espontaneo em EstacGes Experimentais (Sete acessos) e outras areas (Um acesso).
As coletas foram feitas nos municipios de Apodi (Latitude: 5° 38' 58" Sul e Longitude: 37°
47' 45" Qeste), Cerro Cora (Latitude: 6° 2' 44" Sul e Longitude: 36° 20' 52" Oeste) e Tibau do
Sul (Latitude: 6° 11' 23" Sul e Longitude: 35° 5' 29" Oeste).

Foram realizados dois experimentos de avaliacdo de reacdo ao nematoide M. enterolobii. O
primeiro ensaio compreendeu 0s meses de marco a maio do ano de 2011 e o segundo 0s
meses de abril a junho do ano de 2012. O segundo ensaio foi realizado para avaliar a
reafirmacéo dos resultados observados no primeiro.

A producdo de mudas foi realizada em bandejas de poliestireno expandido com 128
células. O substrato utilizado foi um composto comercial a base de vermiculita expandida e
matéria organica de origem vegetal. Aos quatorze dias, da semeadura as mudas foram
transplantadas para o solo contido nos vasos plasticos.

Para obtencdo do indculo foram coletadas raizes infectadas com o fitonematoide em areas
de producédo de goiabeira (Psidium guajava L. cultivar Paluma) no municipio de Petrolina, e,
por meio da revelagdo do fendtipo de a-esterase, segundo a técnica da eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida (Alfenas; Brune, 2006), foi confirmada a espécie M. enterelobii presente
na amostra.

A extracdo de ovos para a preparacdo do inoculo foi realizada ao décimo sétimo dia da
semeadura de acordo com a metodologia proposta por Coolen and D’herde (1972). Foram
utilizadas aliquotas de 1 mL, nas quais foram feitas a contagem de ovos e a calibracdo da
suspensdo para inoculacdo das plantas em placa de petri utilizando microscépio.



A inoculagdo foi realizada ao quarto dia do transplantio, colocando-se 1,5 mL da
suspensdo contendo 2.200 ovos por parcela em dois pog¢os distantes cinco centimetros do colo
da planta, a uma profundidade de aproximadamente dois centimetros. O tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.) cultivar ‘Santa Cruz Kada Gigante’ foi empregado como
testemunha para confirmar a viabilidade do inéculo.

Ao décimo sétimo dia do transplantio, as plantas foram tutoradas com fitilhos plasticos. Os
ramos foram conduzidos no sentido vertical até o final do experimento, sendo o ajuste dos
tutores realizado semanalmente.

O primeiro experimento foi conduzido até os 52 dias apds a inoculacdo. A colheita foi
realizada aplicando-se um corte no colo das plantas a cinco centimetros acima da superficie
do solo. Cada planta colhida foi armazenada individualmente em saco plastico e encaminhada
para avaliagdo em laboratorio.

As variaveis determinadas foram: massa de sistema radicular (Massa) em g, 0 nimero de
massas de ovos por sistema radicular (NMO), o nimero de ovos por sistema radicular (NO) e

NO
o fator de reproducéo FR=N—Of, obtido pelo quociente entre a populacdo final (NOy) e a
i
populacdo inicial (NO;) do nematoide.

Acessos com FR médio menor do que um foram considerados resistentes (FR <1) e com
FR maior ou igual a um (FRzl) suscetiveis, conforme Moura e Pedrosa (1987).

Ambos os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente ao acaso com
trés tratamentos e dez repeticdes, e procedimentos de instalacdo, conducdo e avaliacéo
idénticos. Os trés tratamentos corresponderam aos acessos Al8, A8 e A25. Cada parcela
experimental correspondeu a uma planta por vaso contendo trés litros de solo textura média
autoclavado, posteriormente inoculado com 2200 ovos de Meloidogyne enterolobii.

O processamento de dados foi realizado utilizando a metodologia de modelos lineares
generalizados mistos, utilizando a fungdo “Imer” do pacote lme4 (Bateset al.,, 2011) do
programa R (R CORE TEAM, 2015). Foram utilizados os critérios de verossimilhanca
penalizada de Akaike (AIC) e Bayesiano (BIC), e o teste da razéo de verossimilhanga (LRT)
para selecdo do modelo linear mais responsivo.

Os modelos lineares explicativos da reacdo de resisténcia dos acessos foram o modelo
misto Ma: [Yipg = u+ o + B; + v + (aBy)i. + &, onde: Yij — é o valor observado na
parcela que recebeu o i-ésimo nivel do fator acessos (aleatorio), o j-ésimo nivel do fator
experimentos (fixo) e o k-ésimo nivel do fator plantas dentro de acessos (aleatorio); 1 — média
geral, comum a todas as observagdes (fixo); o; — efeito do nivel i (i=1, 2, ..., a) do fator
acessos; B; — efeito do nivel j (j = 1, 2, ..., b) do fator experimentos; y;. — efeito do k-ésimo
nivel (k =1, 2, ..., r) do fator plantas (aleatorio); (afiy);y. — efeito da interagéo do i-ésimo
nivel do fator acessos, j-ésimo nivel do fator experimentos e do k-ésimo nivel (k =1, 2, ..., 1)
do fator plantas dentro de acessos (aleatorio); i — 0 erro aleatorio associado a observagdo
Yik, tal que e ~N(O, 6°) e o0 modelo misto generalizado Mb:
[Yig =wp+o + B+ v+ (af); +=;], onde: Yix — € o valor observado na parcela que
recebeu o i-ésimo nivel do fator acessos (aleatdrio) e o j-ésimo nivel do fator experimentos
(fixo); u — média geral, comum a todas as observac@es (fixo); o, — efeito aleatdrio do nivel i
(i=1, 2, ..., a) do fator acessos; B; — efeito fixo do nivel j (j =1, 2, ..., b) do fator experimentos;



(af);; — efeito da interacdo do i-ésimo nivel do fator acessos e j-ésimo nivel do fator

experimentos; eijx — 0 erro aleatorio associado a observacéo Yij, tal que ejjx ~N(0, o°).

Sugerido o modelo responsivo, foi aplicado o teste F da analise de variancia (anava)
para o efeito fixo (experimentos). Para os efeitos aleatérios foi realiza a anélise grafica da
distribuicdo dos residuos para cada modelo responsivo significativo em cada acesso para
todos os caracteres avaliados, e a analise da deviance. Em seguida foram estimadas as médias
as médias para o0 modelo fixo e preditas para 0 modelo misto, e aplicado o teste de
comparacdes de médias de Tukey (p < 0,05) para as primeiras.

Resultados e Discussao

Para os caracteres Massa, NMO e NO o modelo Ma foi 0 mais responsivo com base
no teste de razdo de verossimilhanga LRT. Ja para o FR, o modelo mais responsivo pelos
critérios de AIC, BIC e razdo de verossimilhanca (LRT) foi o Mb, sendo os menores valores
observados para os dois primeiros em relacdo ao modelo Ma (Tabela 1).

Tabela 1. Valores dos critérios de Aike (AIC) e Bayesiano (BIC), deviance e razdo de
verossimilhanga (LTR) para os para os efeitos aleatorios dos modelos lineares Ma e Mb

MASSA NMO

'Mod G.L.

AIC BIC Deviance LRT AlIC BIC Deviance LTR
Ma 5 321,1 331,5 311,1 0,04** 592,1 602,6 582,1 8,7**
Mb 5 321,1 331,5 311,1 0,00 592,1 602,6 582,1 0,0

NO FR

Ma 5 1397,0 1407,4 1387,0 2,56%* 1397 14074 1387,0 0,1
Mb 5 1397,0 1407,4 1387,0 0,0 510,6 521,1 500,6 886,3**

** * significativo a 1% e 5% pelo teste de qui-quadrado respectivamente; ™ ndo significativo.
'Modelo linear.

Neste trabalho, o modelo Ma considerou a variacdo aleatéria de parcelas (plantas)
dentro de cada tratamento, verificada na explicacdo dos caracteres Massa, NO e NMO. De
forma descritiva, verificou-se que a distribuicdo dos residuos dos acessos, em cada modelo,
variou de forma aleatoria e independente, e assimétrica em todos os caracteres nos modelos
Ma e Mb (Figura 1).
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Figura 2 — Distribuicdo dos residuos dos modelos lineares mistos Ma (A, B e C) para massa
de sistema radicular (A), Numero médio de massas de ovos (B) e nimero médio de ovos em
sistema radicular de acessos (C), e Mb para o modelo linear generalizado misto do fator de
reproducdo (D) do nematoide.

Distribuicdes amostrais assimétricas dificultam a estimacdo de parametros e a
inferéncia estatistica sobre parametros de uma dada popula¢do. Em varios casos o ajustamento
da distribuicdo amostral a uma dada distribuicdo teorica se torna quase impraticavel, o que
acontece frequentemente quando a presenca de outliers.

Em experimentos avaliando a resisténcia de acessos a fitopatdgenos, além da variacéo
entre genotipos, frequentemente observa-se variacdo dentro. A variacdo dentro nem sempre
deve ser definida como um mau resultado, pois ha probabilidade de que um ou vérios outliers
representarem gendtipos superiores. Neste trabalho, caracterizados por baixos FR. Neste
trabalho, a presenca de plantas com baixo FR, dentro de um acesso, caracterizado como
suscetivel por ter elevado FR médio, normalmente passam despercebidas em experimentos
agricolas desta natureza.



Para a analise isolada do efeito fixo (experimentos | e Il), ndo foi verificado efeito
significativo para os caracteres avaliados, provavelmente pela similaridade entre os ambientes
(Tabela 2).

Tabela 2. Resumo da analise univariada de variancia para o efeito fixo (experimentos) dos
modelos lineares para massa de sistema radicular (Massa), NUmero médio de massas de ovos
(NMO) e nimero médio de ovos em sistema radicular de acessos (NO) e fator de reproducédo
(FR) do nematoide em dois experimentos (Experimentos)

Caréter G.L QM (Experimentos)
Massa 1 1458,8™
NUmero de massas de ovos 1 1,8™
Namero de ovos 1 33054"™

Fator de reproducdo 1 4,8™

"Nao significativo pelo teste F de Snedecor a 5% de probabilidade. QM: Quadrado médio da
analise univariada de variancia obtido pelo método de minimos quadrados.

Dentre métodos estatisticos, a metodologia de modelos mistos tem sido recomendada
para processamento de bancos de dados resultantes de experimentos agricolas, com culturas
anuais, repetidos em ambientes diferentes, como abordado por Pimentel et al. (2014),
BORGES et al. (2010), Pinheiro et al. (2013), Freitas et al. (2013), Barros et al. (2011) e
Bertoldo et al. (2009).

Contudo, neste ensaio, a utilizacdo do segundo ambiente objetivou apenas a
investigacdo da reafirmacdo da reacdo de expressao dos caracteres Massa, NMO, NO e FR
pelos acessos Al18, A8 e A25. Isto, pois as condi¢cbes ambientais nos dois experimentos foram
idénticas.

No presente trabalho, a variacdo observada na expressdo dos caracteres pelos
genotipos ndo deve ser atribuida exclusivamente ao ambiente, mas também a variabilidade
genética que constitui cada acesso (subamostra).

Médias estimadas em todas as variaveis aproximaram-se, em valores absolutos, das
médias preditas utilizando a metodologia de modelos mistos. De forma geral, observou-se que
0s parametros estimados utilizando os dados do experimento aproximaram-se dos preditos
(Tabela 3).

Tabela 3. Médias estimadas ME e preditas (MP) para massa de sistema radicular (Massa),
Numero médio de massas de ovos (NMO) e nimero médio de ovos em sistema radicular de
acessos (NO) e fator de reproducdo (FR) do nematoide em dois experimentos (Experimentos)

Experimento |

ACessos Massa NMO NO FR

ME MP ME MP ME MP ME MP



Al8 12,6a 111 10,5a 22 26975b  29401,5 12,3 15,5

A8 11,3ab 10,9 53abc 53 15935a  21975,8 7,2 15,4
A25 8,6abc 10,5 96,4c 84,9 60250c  51782,7 27,4 15,6
T 09 09 T 09%
‘Acessos Experimentott
Al8 1la 108 292 555 1454b 343998 123 155
A8 1,04ab 10,8 6,9abc 53,7 116¢ 34416 7,2 15,4
A25 0,8abc 10,9 9,3c 50,7 224,2a 343442 27,4 15,6
r 09 -09%6 - 09 09

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de comparagdes multiplas de
Tukey a 5% de probabilidade. Massa - massa do sistema radicular (g); NMO - namero de
massas de ovos; NO - numero de ovos; FR — fator de reproducdo do nematoide. r —
coeficiente de correlacdo de Pearson.

De forma geral, bancos de dados resultantes de experimentacdo agricola sao
permeados pela variacdo dentro de tratamentos. Na experimentacao vegetal, a intensidade da
variacao é mais acentuada em experimentos em que os tratamentos avaliados sdo genotipos de
individuos com constituicdo variavel, sejam estes variedades ou acessos.

Concluséo
Foi observada variacdo entre os parametros estimados e os preditos nos caracteres
Massa, NMO, NO e FR nos acessos A18, A8 e A25 nos dois experimentos.
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