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RESUMO GERAL

MEDEIROS, Ravier Valcacer de. Caracterizacdo morfologica, molecular e
reacdo de acessos de melancia a Didymella bryoniae. 2015. 66p. Dissertacao
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar morfologica e molecularmente 24
acessos de melancia pertencentes a Colecdo de Germoplasma de Cucurbitaceas do
Laborat6rio de Recursos Genéticos Vegetais da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA) e promover a selecdo de fontes de resisténcia dentre estes
acessos ao crestamento gomoso. Para a caracterizagdo morfologica foram
utilizados 24 acessos de melancia e duas cultivares comercias como testemunhas,
Crimson Sweet e Olimpia. O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados
com trés repeti¢cbes e cinco plantas por parcela. A caracterizagdo foi realizada
utilizando descritores morfo-agrondmicos apenas em caracteres do fruto. Realizou-
se analise de variancia e agrupamento das médias pelo teste de Scott-knott a 5% de
probabilidade Com estes dados foram obtidas as distancias generalizadas de
Mahalanobis (D?j) e os acessos agrupados pelo método baseado na ligagdo média
(UPGMA) com confeccdo do dendograma e avaliacdo da contribuicdo relativa dos
descritores para a divergéncia genética. A caracterizacdo molecular foi realizada
com marcadores RAPD. Os produtos das amplificacGes foram computados como
auséncia do alelo (0) e presenca do alelo (1). A estimativa de similaridade genética
entre cada par de gendtipos foi calculada pelo coeficiente de Sorence-Dice. Cem
primers SSR que foram desenvolvidos para meldo tiveram sua transferibilidade
avaliada para melancia. Para se observar a reacdo dos acessos a D. bryoniae o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com trés repeticbes e 0s
mesmos gendtipos utilizados na caracterizagdo. Cada parcela foi constituida de
cinco plantas. A inoculacdo foi realizada em plantulas com 25 dias ap6s o plantio,
com a inser¢do de palitos colonizados com o isolado no colo das plantulas, e para
testemunha palitos esterilizado sem presenca de inoculo. As avaliagbes foram
iniciadas sete dias ap0s a inoculagéo e a partir de entéo, efetuadas a cada sete dias
durante trés semanas. A severidade da doenca foi avaliada pela utilizagdo de uma
escala de notas variando de O a 4, tomando para analise as notas referentes ao
altimo dia de avaliagdo. Os dados médios das notas por parcela foram submetidos a
andlise de variancia (ANAVA) e as médias agrupadas pelo teste de Scott e Knott a
5% de probabilidade. Observou resultados significativos para os descritores massa
do fruto (MF), comprimento (C) e largura do fruto (L), formato do fruto (FF),
espessura da casca na regido peduncular (EC1), sélidos soltveis (SS), cor da polpa
(CP), padrédo de listras (PL) e cor externa do fruto (CF). O agrupamento dos
acessos a partir dos descritores morfolégicos produziu tdo somente trés grupos de
acessos. Sendo que os descritores que mais contribuiram para divergéncia genética
foram L, FF, MF, PL, SS, C, CF e CP com 19.12%, 13.56%, 11.53%, 10.19%,
9.80%, 8.37%, 7.83% e 5.22%, respectivamente. O agrupamento realizado com 0s
marcadores moleculares produziu cinco grupos. Nas analises de transferibilidade
77% dos primers SSR se mostraram promissores para serem utilizados em



trabalhos com melancia. Para reacdo a Didymella bryoniae verificou-se efeito
significativo esses acessos, destacando-se A-1, A-6, A-10, A-11, A-14 com
resisténcia. Promissores para etapas futuras em programas de melhoramento.
Sendo assim, pode-se afirmar que existem diferengas morfoldgicas e moleculares
nos acessos avaliados, como também possiveis fontes de resisténcia a D. bryoniae.

Palavras-chaves: Fontes de resisténcia, Citrullus lanatus, crestamento gomoso.



ABSTRACT

MEDEIRQOS, Ravier Valcacer de. Morphological, molecular and reaction
watermelon access to Didymella bryoniae. 2015. 66p. Thesis (MS in Agronomy /
Plant ) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossord-RN,
2015.

The aim of this study was to characterize morphologically and molecularly 24
watermelon accessions belonging to the Cucurbitaceae Germplasm Collection of
Plant Genetic Resources Laboratory at the Federal Rural University of the Semi-
Arid (UFERSA) and promote the selection of sources of resistance among these
accesses gummy. For the morphological characterization were used watermelon 24
hits and two commercial cultivars as witnesses, Crimson Sweet and Olympia. The
design was a randomized complete block design with three replications and five
plants per plot. The characterization was performed using morphological and
agronomic descriptors only in fruit characters. We conducted analysis of variance
and clustering of means by Scott-Knott at 5% probability test With these data were
obtained generalized Mahalanobis distances (D2ij) and access grouped by the
method based on the average linkage (UPGMA) with tailoring dendogram and
evaluation of the relative contribution of descriptors for genetic divergence.
Molecular characterization was performed using RAPD markers. The products of
the amplifications were counted as absence of allele (0) and presence of the allele
(1). The estimate of genetic similarity between each pair of genotypes was
calculated by Sorence-Dice coefficient. One hundred primers SSR that were
developed for melons were evaluated for their transferability watermelon. To
observe the reaction of access to D. bryoniae the design was completely
randomized with three repetitions and the same genotypes used in the
characterization. Each plot consisted of five plants. Inoculation was accomplished
in seedlings 25 days after planting, with the inclusion of colonized with toothpicks
isolated on the lap of the seedlings, and to witness sticks sterilized without
presence of inoculum. The evaluations were initiated seven days after inoculation
and thereafter, performed every seven days for three weeks. Disease severity was
assessed by using a grade scale ranging from 0 to 4, taking to review the notes for
the last valuation date. The average data of notes per plot were subjected to
analysis of variance (ANOVA) and averages grouped by Scott and Knott test at 5%
probability. Observed significant results for the bulk of the fruit descriptors (MF),
length (L) and width of fruit (L), fruit shape (FF), shell thickness in the stalk region
(EC1), soluble solids (SS), color pulp (CP), pattern of stripes (PL) and external
fruit color (CF). The grouping of hits from the morphological descriptors produced
as only three access groups. Since the descriptors that most contributed to genetic
divergence were L, FF, MF, PL, SS, C, CF and CP with 19:12%, 13:56%, 11:53%,
19.10%, 9.80% 8:37%, 7.83% and 5.22% respectively. The clustering performed
with molecular markers produced five groups. In the analyzes of transferability
77% of SSR primers showed promise for use in work with watermelon. For
reaction to D. bryoniae there was a significant effect of these hits, highlighting A-
1, A-6, A-10, A-11, A-14 with resistance. Promising for future steps in breeding
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programs. Thus, it can be said that there are morphological and molecular
differences in accessions, as well as possible sources of resistance to D. bryoniae.

Key words: Sources of resistance, Citrullus lanatus, Gummy.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai] pertence a
familia Cucurbitaceae, sendo cultivada em todo o mundo (ALVARENGA,
RESENDE, 2002). A introdugdo da cultura da melancia na América do Sul foi
decorréncia da vinda de africanos para o Brasil por meio do tréfico de escravos,
ocorrido no periodo de 1551 a 1857 (SALDANHA, 1989).

No Brasil, a melancia vem sendo cultivada até hoje na agricultura de
sequeiro na regido Nordeste, em pequenos estabelecimentos agricolas. No entanto,
existem riscos de perda desta variabilidade, principalmente, pela substituicdo das
variedades locais por gendtipos melhorados e pelo éxodo rural, dentre outros
fatores (QUEIROZ, 1993; QUEIROZ et al., 1996).

O cultivo da melancia € uma exploracdo que demanda capital devido
principalmente ao uso de sementes melhoradas, além de fungicidas e inseticidas.
Anualmente, os custos com fungicidas e inseticidas na cultura da melancia chegam
a responder por mais de 16% dos gastos operacionais totais. Torna-se
imprescindivel, portanto, que os produtores reduzam as despesas em todos 0s
niveis de producao.

Entre as doencas causadas por fungos, o crestamento gomoso causado pela
Didymella bryoniae (Auersw) Rehm é considerado a principal doenca na cultura da
melancia (KUROZAWA et al., 2005). Desta forma, a utilizacdo de cultivar
resistente ao crestamento gomoso pode reduzir sobremaneira 0s custos com
defensivos agricolas na cultura. Além de ser a alternativa de menor custo, €
também a mais segura, pois reduz danos ao ambiente e proporciona maior
seguranca alimentar ao consumidor e ao produtor, que estard menos exposto aos
efeitos dos fungicidas. Portanto, a falta de cultivares resistentes a esta importante
doenca pode ser considerada um dos entraves a expansdo do cultivo da melancia no
Nordeste brasileiro.

A variabilidade genética da melancia conservada no Banco de Acesso de

Germoplasma tem possibilitado o desenvolvimento de programas de melhoramento
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e identificacdo de acessos com caracteres importantes para este fim (QUEIROZ et
al., 2000).

Para utilizacdo do germoplasma existente na regido Nordeste, é necessario
que se faca primeiramente uma caracterizagdo dos acessos disponiveis. Essa
caracterizacdo pode ser realizada utilizando descritores morfoldgicos, bioquimicos
e marcadores de DNA. Os dados de caracterizacdo morfoldgica e molecular de
acessos de melancia e a avaliagdo da distancia genética entre eles servirdo de
auxilio aos melhoristas na tomada de decisfes no planejamento de cruzamentos a
partir do conhecimento da similaridade genética entre 0s acessos.

Dessa forma, pode-se dar inicio & identificacdo de acessos resistentes ao
crestamento gomoso, adaptados as condi¢des do Nordeste brasileiro, que poderéo
ser utilizados para o desenvolvimento de linhagens altamente resistentes e também
poderdo ser utilizadas para sintese de hibridos visando aos mercados interno e
externo.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar morfolégica e
molecularmente 24 acessos de melancia pertencentes & Colecdo de Germoplasma
de Cucurbitaceas do Laboratério de Recursos Genéticos Vegetais da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) e promover a selecdo de fontes de
resisténcia, dentre estes acessos, ao crestamento gomoso, além de testar a

transferibilidade de primers de Cucumis melon para Citrullus lanatus.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Importancia Econémica

A importancia econdmica da melancia é notoria e o seu cultivo comercial é
praticado em mais de 100 paises, sendo a China o principal produtor, com mais de
70% da producdo mundial. O Brasil esta entre os maiores produtores de melancia,
atingindo em 2011 mais de 2 milhdes de toneladas de frutos (FAO, 2013).
Segundo Santos (2010), no periodo de 2001/2005 a producdo de melancia no Brasil
aumentou 208%, passando de 600.000 toneladas em 2001 para 1.850.000 toneladas
em 2005. O pais é o quarto maior produtor, posicionando-se atras apenas da China,
com 69.000.000 toneladas (maior produtor), Turquia (3.800.000 toneladas) e Ird
(2.150.000 toneladas). Esta cultura ocupou uma area de mais de 63 mil hectares no
Brasil, com uma producéo anual de 2.056.309 toneladas, sendo a regido Nordeste o
maior produtor, seguida pelas regiGes Sul, Norte, Centro-Oeste e Sudeste,
apresentando produtividade média de 21 toneladas (IBGE, 2014).

No estado do Rio Grande do Norte, a cultura da melancia é cultivada
principalmente pela agricultura de sequeiro e nas regides irrigadas, especialmente
0s municipios de Serra do Mel, Mossor6 e Barauna. Dados apresentados pelo
IBGE (2014) (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) apontam que a
producdo de melancia nesse estado em 2012 foi cerca de 130 mil toneladas,
superando safras anteriores.

Rocha (2010) destaca a atual importancia da melancia como uma das
principais frutas em volume de producdo mundial e também estando dentre os dez
produtos hortifruticolas mais exportados, com um mercado estimado em mais de

1,7 milh&o de toneladas por ano.

2.2 A cultura da Melancia e uso de germoplasma

A melancia é uma planta herbéacea, anual, que possui caule rastejante, fino,
angular, provido de pelos e de gavinhas ramificadas. O sistema radicular é extenso,

mais desenvolvido horizontalmente, concentrando-se nos primeiros 30 cm do solo.
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O habito de florescimento é monoico e tanto as flores masculinas como femininas
se encontram nas ramas principais, na axila das folhas (FILGUEIRA, 2003). O
fruto é uma baga indeiscente com variabilidade em forma (globular, esférica, oval,
cilindrica), sabor e cor da superficie externa (verde claro, verde escuro, com ou
sem listras) e interna (vermelho, rosa, branco e amarelo). A coloracdo amarela dos
frutos deve-se a presenca de carotenos e xantofilas, e a vermelha é devido a
presenca de licopeno, um caroteno com elevada atividade antioxidante. As
sementes podem apresentar tamanhos diversos e cores variando de cinza a preto, as
quais ficam embebidas na placenta, principal parte comestivel do fruto (PUIATTI;
SILVA, 2005).

Aparentemente, 0s primeiros cultivos ocorreram ha mais de 4.000 anos na
regido do Mediterraneo, estendendo-se até a india (MOHR, 1986). A introducio da
cultura da melancia na América do Sul foi decorréncia da vinda de africanos para o
Brasil por meio do tréfico de escravos, ocorrido no periodo de 1551 a 1857
(SALDANHA, 1989). Segundo Romdo (1995), o Nordeste ¢ um centro de
diversidade da melancia. Durante sua ocupacdo, varios agricultores levavam
consigo as sementes trazidas pelos escravos africanos, promovendo a dispersao da
cultura. Fatores como fontes de agua e alimento estdo relacionados ao habito
alimentar e ao costume de cultivar a melancia, além de suas propriedades
diuréticas.

Nessa regido, evidentemente, encontra-se ampla variabilidade genética,
como foi constatado em relagdo as principais caracteristicas da planta e de frutos
(ASSIS, 1999). Romdo (1995) destaca o intercambio de sementes entre 0s
agricultores, resultado de processos migratorios que influenciam no aumento da
variabilidade, permitindo a entrada de alelos novos no sistema. Porém, os
cultivares disponiveis no mercado sdo oriundos de outros paises, sendo suscetiveis
ao ataque de pragas e doencas.

A melancia introduzida no Brasil vem sendo cultivada até hoje na
agricultura de sequeiro na regido Nordeste, em pequenos estabelecimentos

agricolas. No entanto, existem riscos de perda desta variabilidade, principalmente
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pela substituicdo das variedades locais por gendtipos melhorados e pelo éxodo
rural, dentre outros fatores (QUEIROZ, 1993; QUEIROZ et al., 1996).

Neste momento, devemos recorrer aos bancos de germoplasma existentes
para buscar alternativas para manutencdo desta variabilidade. Pointing et al. (1995
apud SILVA et al., 2001) falam sobre a importancia dos bancos de germoplasma
em coletar documentos e disponibilizar as informagdes destes acessos conservados
pelos agricultores.

As atividades que caracterizam um banco de germoplasma sédo
identificadas pelas fases sequenciais envolvidas na manutencdo de recursos
genéticos, como coleta, multiplicacdo, caracterizagdo, avaliacdo e conservagédo
(GIACOMETT]I, 1988).

Ressalta-se que o trabalho de coleta, multiplicacdo e caracterizagdo de
acessos tem grande importancia por dois aspectos: o primeiro esta relacionado a
preservacdo da variabilidade genética existente na agricultura tradicional, cuja
intencdo é manter essa variabilidade presente nas propriedades, conservando-a em
bancos de germoplasma ou mesmo in loco, evitando, por conseguinte, a erosao
genética pela introducdo de cultivares melhoradas. Um segundo aspecto esta
relacionado aos programas de melhoramento genético, pois as variedades
tradicionais sdo importantes, principalmente por constituirem fontes desejaveis de
alelos (MEDEIROS, 2013).

O uso de recursos genéticos e as atividades de rotina em bancos de
germoplasma sdo de importancia inconteste (VALLS, 1988); todavia, a utilizacdo
de acessos dos bancos de germoplasma ainda é restrita no Brasil. A alternativa
mais promissora para servir de ligacdo entre recursos genéticos vegetais e 0s
programas de melhoramento é a intensificacdo das atividades relacionadas ao pré-
melhoramento. O pré-melhoramento é o conjunto de atividades visando a
identificacdo de caracteres e/ou genes de interesse, presentes em materiais ndo
adaptados ou que ndo foram submetidos a qualquer processo de melhoramento,
tendo sua posterior incorporacdo nos materiais adaptados de elevado valor
produtivo (NASS; PATERNIANI, 2000).
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Atividades de pré-melhoramento foram realizadas por Ferreira et al. (2003)
observando caracteres como nimero dias para o aparecimento da primeira flor
feminina, nimero de frutos por planta, peso de frutos por planta, cor e espessura da
polpa, didmetro longitudinal e transversal de frutos, teor de sélidos solUveis,
numero de sementes e peso de 100 sementes por frutos.

A variabilidade genética da melancia conservada nos Bancos de Acesso de
Germoplasma (BAG) tem possibilitado o desenvolvimento de programas de
melhoramento e identificacdo de acessos com caracteres importantes para este fim,
como, por exemplo, o desenvolvimento de linhagens tetrapléides e linhagens

dipldides para obtencéo de melancia sem sementes (QUEIROZ et al., 2000).

2.3 Caracterizacao Morfoldgica e Molecular

A caracterizacdo morfoldgica de acessos possibilita o conhecimento da
variabilidade genética conservada no banco, a identificagdo de descritores
especificos e a indicagdo de acessos, tanto para pré-melhoramento como para o
melhoramento genético da espécie (SILVA, 2004). Valls (1988) comenta que o
processo de caracterizagdo consiste na anotacdo de descritores botanicos facilmente
visiveis e/ou mensuraveis e que sdo expressos em todos 0s ambientes.

Roméo (1995) promoveu a caracterizagcdo morfolégica de 39 acessos de
melancia coletados na agricultura tradicional de diferentes regides do Nordeste
brasileiro (Maranhdo, Depressdo Sertaneja — BA e Regido Central da Bahia),
detectando grande variabilidade genética, tanto dentro de populacdes de uma
mesma regido como entre populacfes de regides distintas. Com os resultados do
trabalho, o pesquisador sugeriu uma lista com 22 descritores especificos para a
cultura.

A caracterizacdo baseada em caracteres morfoldgicos implica na descri¢éo
da variabilidade genética de acessos conservados em bancos de germoplasma,
fornecendo informagBes sobre a variabilidade intra e interpopulacional e

organizagdo da colecdo para conservacgdo em longo prazo no sentido de reduzir
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duplicatas ou 0 nimero de acessos, agrupando aqueles que sdo mais similares
(RITSCHEL et al., 1999).

Ferreira (2001) menciona dois pontos principais sobre a utilidade das
técnicas moleculares de andlise gendmica, incluindo os microssatélites: identificar
variabilidade nas sequéncias de DNA de individuos analisados com resolugdo
varias vezes superior ao polimorfismo passivel de detec¢do no plano morfoldgico e
reducdo da enorme complexidade do genoma estudado a anélises mendelianas dos
segmentos de DNA detectados.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), os descritores morfoldgicos e
bioquimicos sofrem influéncia do ambiente, principalmente aqueles controlados
por muitos genes, sendo, por essa razdo, bem mais limitada na discriminacdo de
acessos do que os marcadores de DNA. Entre os marcadores mais utilizados, tem-
se 0 RAPD. Os marcadores moleculares, como RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), sdo baseados na reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction;
Reacdo em cadeia da polimerase), na qual sequéncias de DNA genbémico sdo
amplificadas ao acaso a partir de iniciadores de seqiiéncias arbitrarias (BOREM e
CAIXETA, 2006).

Apesar do carater dominante (ndo diferenciam entre heterozigotos de
homozigotos), o RAPD é polimoérfico e de menor custo quando comparado com
outros marcadores, apresentando menor numero de etapas e, consequentemente,
consumindo menos tempo para obtencdo dos resultados. Além disto, é de mais f4cil
implementacdo, podendo ser utilizado para auxiliar na caracterizacdo da
variabilidade genética de acessos de bancos de germoplasma (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996; LEE et al., 1996).

Na melancia, os marcadores RAPD tém sido utilizados no estudo de
diversidade genética. Lee et al. (1996) utilizaram 39 acessos de melancia cultivada.
Neste estudo, foram utilizados 15 primers que amplificaram fragmentos de DNA.
Cada primer produziu de trés a sete fragmentos por gendtipo. Dos 162 fragmentos
detectados, 100 (62%) foram polimdrficos. Como resultado do relacionamento
genético entre as cultivares, o autor descreve uma média de 0,303, sendo que a

maior média foi de 0,913 entre as cultivares 8 (‘Shindoen nwa’) e 30 (‘T4-1-49).
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O dendrograma construido revelou quatro grupos (A, B, C, e D), sendo que 0s
gendtipos do grupo A sdo intimamente relacionados quanto & caracteristica de
producdo. Nos grupos B, C e D ficaram o0s genotipos mais intimamente
relacionados do que os que formaram o grupo A.

Capeloto et al. (2004) realizaram a caracterizacdo molecular de 18 acessos
de melancia por meio de RAPD-PCR, utilizando 59 primers, observando
variabilidade entre os acessos avaliados. Com os resultados, verificou-se que a
maioria dos acessos apresentou consideravel divergéncia entre as amostras
tomadas, podendo ser observada a variabilidade existente dentro do gendtipo. O
agrupamento dos gendtipos formou dois grupos distintos. JA nas analises dentro
dos 18 gendtipos, foi possivel observar variabilidade entre as 20 progénies
utilizadas.

Outro marcador utilizado na caracterizagdo molecular é o microssatélite ou
SSR (Simple Sequence Repeat) em virtude de ser préatico, utilizar primers
especificos, ser multialélico, codominante e ter alta reprodutibilidade. Marcadores
microssatélites foram desenvolvidos por causa da codominancia e do alto
polimorfismo, adequado para estudar a diversidade e as relacdes intraespecificas
(DUVAL et al., 2005).

No entanto, para a cultura da melancia ainda ndo foram desenvolvidos
primers especificos. Entretanto, muitos estudos tém mostrado a possibilidade de
usar pares de primers desenvolvidos para uma espécie em outra espécie do mesmo

género ou de géneros diferentes (ROA et al., 2000).

2.4 Transferibilidade de primers

Considerando o alto custo para o desenvolvimento de marcadores
microssatélites, a estratégia de analise de transferibilidade desses marcadores de
uma espécie para outra é bastante oportuna. Assim, primers desenvolvidos em
grande nimero para meldo podem ter sua transferibilidade testada para a cultura da

melancia e entdo utilizados para estudos de divergéncia genética.
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A estratégia de transferibilidade de microssatélites de uma espécie para
outra é uma estratégia bastante usada, pois 0s custos para o desenvolvimento de
primers de SSRs sdo bastante elevados e um grande nimero deles esta disponivel
apenas para culturas importantes (SANTOS et al., 2009).

Estes marcadores encontram-se bem relacionados entre muitas espécies,
tornando possivel a transferéncia de uma espécie para outra, podendo visualizar o
grau de semelhanca entre estas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Para
muitas espécies dentro do mesmo género, a taxa de transferéncia de marcadores
tem sido elevada (SARDAGMA et al., 2001; MARTINS et al., 2006).

Muitas transferéncias de marcadores microssatélites realizados tiveram
resultados positivos, dentre estas a transferibilidade para espécies da mesma
familia, como o meldo e a melancia (LAMAS et al., 2007). Jarret et al. (1996)
verificaram variagdo genética entre acessos de C. lanatus var. lanatus, C. lantatus
var. citroides e C. colocynthis, usando sete marcadores SSR.

Gama (2011) avaliou 17 cultivares de melancia, utilizando 36 pares de
primers microssatélites, dos quais 10 apresentaram amplificacdes polimorficas de
facil interpretacdo. Outro ensaio bem sucedido foi realizado por Lira et al. (2008),
no qual 153 primers SSR desenvolvidos para meldo tiveram sua transferibilidade
testada em bucha (Luffa operculata e Luffa cilindrica), observando amplificacdo
em 38 primers. Mesmo considerando o alto custo, esses resultados sdo satisfatorios

e demostram potencial de utilizacéo.

2.5 Crestamento gomoso na melancia

O crestamento gomoso, causado por Didymella bryoniae (Auersw) Rehm,
é uma das principais doencas fingicas da cultura da melancia. Esta doenca tem
grande importancia pela dificuldade no controle deste patdgeno, devido ao
reduzido nimero de fungicidas que o controlem efetivamente e a inexisténcia de
cultivares resistentes (KUROZAWA; PAVAN; REZENDE, 2005).

A doenca causada por este fungo é também conhecida por podridao

gomosa, podriddo negra, podriddo de micosferela e cancro das hastes (SANTOS et
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al., 2005a). O fungo, agente causal desta doenga, € um parasita necrotrofico
facultativo de plantas da familia Cucurbitaceae (SVEDELIUS, 2002). Pertence a
subdivisdo Ascomicotyna, ordem Dothiales e classe Coelomycetes (KRUGNER e
BACCHI, 1995). Foi descrito pela primeira vez na Franca em 1891, na fase
anamorfica, com o nome de Ascochyta cucumis Fautr & Roum, e mais tarde na fase
teleomérfica como Didymella melonis Pass (WIANT, 1945; CHIU e WALKER,
1949). Atualmente, a fase teleomorfica recebe a denominacéo Didymella bryoniae
(Auersw.) Rehn. A primeira descrigdo e ilustracdo da fase teleomorfica do fungo
Didymella bryoniae (Auersw.) Rehn foi feita no Brasil por Santos e Café Filho
(2006) no Projeto Formoso, no Estado do Tocantins.

Ha relatos deste patdégeno nos seis continentes, em todas as regibes
produtoras de cucurbitaceas, principalmente em regiGes de clima tropical. Tem
como hospedeiros ao menos 12 géneros e 23 espécies de cucurbitaceas (SANTOS
et al., 2005a). No Brasil, esta doenca vem despertando preocupacao nos perimetros
irrigados da regido norte (SANTOS et al., 2005b) e nordeste do Brasil (DIAS et al.,
1996), principalmente pelos danos causados a producdo e a qualidade dos frutos
(SANTOS et al., 2009).

O sintoma mais importante dessa doenca aparece nas ramas. No entanto,
também podem ser visualizadas alteracoes nas folhas e nos frutos, quando a doenga
ocorre de forma mais severa (EMBRAPA, 2010). Os sintomas provocados podem
diferir de acordo com a planta hospedeira afetada e da fase em que se encontra a
cultura. Em pléntulas, ocorrem manchas escurecidas e arredondadas nos
cotilédones, que passam ao hipocoétilo, causam sua necrose e 0 circundam,
causando posterior tombamento. Nas folhas, as lesGes inicialmente apresentam-se
com aspecto aquoso, depois progridem para uma mancha necrética circular,
podendo, de acordo com a evolugdo dos sintomas, em ataques mais Severos,
ocasionar a morte da plantula (SANTOS et al., 2005a).

No inicio da doenca, € comum observar nas ramas, geralmente proximo ao
solo, o aparecimento de pontos de aspecto aquoso e descoloridos. Observam-se
também goticulas de exsudatos. Posteriormente, esta regido torna-se escurecida por

causa da presenca das estruturas reprodutivas do patégeno, que, na maioria das
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vezes, € acompanhada de exsudado gomoso de coloragdo marrom avermelhada. Os
sintomas nos frutos caracterizam-se pela presenga de podriddes moles na regido
peduncular, que também pode vir acompanhando os frutos, principalmente na fase
de pods-colheita (EMBRAPA, 2010).

Para o controle da doenca, recomenda-se a ado¢do de técnicas de manejo
integrado, incluindo praticas culturais, controle quimico e uso do controle genético
com a utilizacdo de gendtipos tolerantes (SANTOS et al., 2011).

No manejo integrado do crestamento gomoso, recomenda-se evitar o
plantio na mesma area por trés vezes consecutivas, fazer rotacdo com culturas,
eliminacdo de plantas daninhas e hospedeiras, evitar o excesso de umidade no solo,
evitar irrigacdo por aspersdo, utilizar sementes sadias, espacamento adequado,
evitar ferimentos nas plantas durante os tratos culturais, ndo fazer a pratica da
amontoa e controlar os insetos que danificam as folhas (SANTOS et al., 2005a).

Segundo Santos et al. (2011), a principal forma de controle tem sido o uso
de fungicidas. Porém, na grande maioria das vezes o controle quimico tem
apresentado baixa eficiéncia, devida a rapida infeccdo das folhas pelo patdgeno,
quando as condi¢cbes sdo favoraveis (ARNY e ROWE, 1991; VAN
STEEKELENBURG, 1995). Esse fato ocorre devido a resisténcia e/ou
insensibilidade do fungo a determinados principios ativos, entre 0s quais 0 grupo
quimico  dos  benzimidaz6is e  estrobilurina (MALATHRAKIS e
VAKALOUNAKIS, 1983; KEINATH, 2009).

Atualmente, existe uma procura por materiais que apresentem resisténcia
genética. Santos et al. (2011) ressaltam a falta de materiais comerciais resistentes e
de estabilidade de resisténcia em alguns gendtipos testados, deixando em aberto
uma &rea de pesquisa promissora. Contudo, a utilizacdo de acessos dos bancos de
germoplasma ainda € restrita no Brasil. O mesmo se aplica aos trabalhos realizados
buscando a identificacdo de materiais resistentes a D. bryoniae. Sowell e Pointer
(1962) identificaram o gendtipo Pl 189225 como fonte de resisténcia ao
crestamento gomoso do caule na melancia. Norton e Cosper (1985) confirmaram
esta resisténcia e comentaram que, além deste, o genotipo Pl 271778 possui

potencial para utilizagio em programas de melhoramento por meio de
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retrocruzamentos que resultardo no lancamento de cultivares de melancia

resistentes ao crestamento e outras doencas.
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE ACESSOS
DE MELANCIA E TRANSFERIBILIDADE DE PRIMERS SSR DE
MELAO PARA MELANCIA
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RESUMO
MEDEIROS, Ravier Valcacer de. Caracterizacdo morfoldgica e molecular de
acessos de melancia e transferibilidade de primers SSR de meldo para
melancia.  2015. 66p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

A melancia ¢ uma olericola bastante apreciada em todo o Brasil, com énfase na
regido Nordeste. Mas, atualmente a maioria dos materiais cultivados sdo do tipo
Crimson Sweet, 0 que ocasiona uma perda da variabilidade existente nessa regido.
Por este motivo, devemos recorrer aos Bancos de Germoplasma existentes para
buscar alternativas para manutencdo desta variabilidade. Cabe aos Bancos de
Germoplasma documentar e disponibilizar as informagdes adquiridas, e nesse
processo podemos destacar as caracterizagdes morfoldgica e molecular. A
caracterizacdo morfoldgica é realizada por meio de descritores fenotipicos, porém
estdo sujeitos a influencias do ambiente. Os marcadores de DNA apresentam uma
maior exatiddo nesse processo e por isso também tém sido utilizados na
caracterizacdo da diversidade genética entre gendtipos. Entre os marcadores
utilizados na caracterizacdo molecular destacam-se o microssatélite ou SSR, que
apesar de ndo ter sido desenvolvido para a melancia podem ser transferidos da
cultura do meldo, e o marcador RAPD. Diante do exposto, o presente trabalho teve
por objetivos realizar caracterizagdo morfoldgica e molecular de acessos de
melancia pertencentes a Cole¢do de Germoplasma da Universidade Federal Rural
do Semi-Avrido e testar a transferibilidade de primers de C. melon para C. lanatus.
Para a caracterizagdo morfologica foram utilizados 24 acessos de melancia e duas
cultivares comercias como testemunhas, Crimson Sweet e Olimpia. O
delineamento utilizado foi o de blocos casualizados com trés repeti¢cdes e cinco
plantas por parcela. A caracterizacdo foi realizada utilizando descritores morfo-
agronémicos apenas em caracteres do fruto. Com estes dados foram obtidas as
distancias generalizadas de Mahalanobis (D?;) e os acessos agrupados pelo método
baseado na ligacdo média (UPGMA) com confec¢do do dendograma e avaliacdo da
contribuicdo relativa dos descritores para a divergéncia genética. A caracterizacéo
molecular foi realizada com marcadores RAPD. Os produtos das amplificacGes
para RAPD foram computados como auséncia do alelo (0) e presenca do alelo (1).
A estimativa de similaridade genética entre cada par de genétipos foi calculada
pelo coeficiente de Sorence-Dice com o auxilio do programa GENES. Cem
primers SSR que foram desenvolvidos para meldo tiveram sua transferibilidade
testada para melancia. Observou resultados significativos para os descritores massa
do fruto (MF), comprimento (C) e largura do fruto (L), formato do fruto (FF),
espessura da casca na regido peduncular EC1, sélidos soltveis (SS), cor da polpa
(CP), padrdo de listras (PL) e cor externa do fruto (CF). O agrupamento dos
acessos a partir dos descritores morfoldgicos produziu tdo somente trés grupos de
acessos. Sendo que os descritores que mais contribuiram para divergéncia genética
foram L, FF, MF, PL, SS, C, CF e CP com 19.12%, 13.56%, 11.53%, 10.19%,
9.80%, 8.37%, 7.83% e 5.22%, respectivamente. Ja o agrupamento realizado com
os marcadores moleculares produziu cinco grupos. Nas anlises de transferibilidade



35

77% dos primers SSR se mostraram promissores para serem utilizados em
trabalhos com melancia. Observou-se alta diversidade tanto morfolégica como
molecular nos acessos pertencentes a Cole¢do de Cucurbitaceas da Universidade

Federal Rural do Semi-Arido, para serem exploradas em programas de
melhoramento.

Palavras-chaves: Germoplasma, variabilidade, Cucurbitaceas.
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ABSTRACT
MEDEIROS, Ravier Valcacer de. Morphological and molecular
characterization of watermelon access and transferability of SSR primers for
melon watermelon. 2015. 66p. Thesis (MS in Agronomy / Plant) — Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

Watermelon is a crop well appreciated throughout Brazil, with emphasis on the
Northeast. But these days most cultivated materials are of the Crimson Sweet,
which causes a loss of variability in this region. For this reason, we should use
existing germplasm banks to seek alternatives for maintaining this variability. It is
up to Genebank document and pass on information acquired, and in the process, we
highlight the morphological and molecular characterizations. The morphological
characterization is performed by phenotypic descriptors, but are subject to
environmental influences. DNA markers are more accurate in this process and so
have been used in the characterization of genetic diversity among genotypes.
Among the markers used in molecular characterization, stand out from the
microsatellite or SSR, who despite not having been developed for watermelon can
be downloaded from the melon crop, and the RAPD marker. Given the above, this
study aimed to perform morphologic and molecular characterization of watermelon
accesses from the Germplasm Collection of the Federal Rural University of the
Semi-Arid and test the transferability of C. melon primers for C. lanatus. For the
morphological characterization were used watermelon 24 hits and two commercial
cultivars as witnesses, Crimson Sweet and Olympia. The design was a randomized
complete block design with three replications and five plants per plot. The
characterization was performed using morphological and agronomic descriptors
only in fruit characters. With these data were obtained generalized Mahalanobis
distances (D2ij) and grouped by access method based on average linkage
(UPGMA) with making the dendogram and evaluation of the relative contribution
of descriptors for genetic divergence. Molecular characterization was performed
using RAPD markers. Products of amplification for RAPD were counted as
absence of allele (0) and presence of the allele (1). The estimation of genetic
similarity between each pair of genotypes was calculated by Sorence-Dice
coefficient with the help of the GENES program. One hundred primers SSR that
were developed for melons had their transferability tested for watermelon.
Observed significant results for the bulk of the fruit descriptors (MF), length (L)
and width of fruit (L), fruit shape (FF), shell thickness in the stalk region EC1,
soluble solids (SS), pulp color (CP), pattern of stripes (PL) and external fruit color
(CF). The grouping of hits from the morphological descriptors produced as only
three access groups. Since the descriptors that most contributed to genetic
divergence were L, FF, MF, PL, SS, C, CF and CP with 19:12%, 13:56%, 11:53%,
19.10%, 9.80% 8:37%, 7.83% and 5.22% respectively. Since the grouping carried
out with the molecular markers produced five groups. In the analyzes of
transferability 77% of SSR primers showed promise for use in work with
watermelon. There was a high diversity of both morphological and molecular us
access belonging to Cucurbitaceae Collection of the Federal Rural University of
the Semi-Arid, to be explored in breeding programs.



Key words: Germplasm, Variability, Cucurbitaceae.
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1. INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus) é uma olericola apreciada em todo o Brasil.
Essa regido é considerada como o centro de diversidade da melancia, pois durante a
ocupacao desta regido varios agricultores levavam consigo as sementes trazidas
pelos escravos africanos promovendo a dispersdao da cultura. O habito de se
alimentar e o costume de cultivar a melancia podem ser atribuidos as suas
propriedades diuréticas, além de ser considerada como fonte de &gua e alimento
(ROMAO, 1995).

A maioria dos materiais cultivados na regido Nordeste é do tipo Crimson
Sweet, 0 que ocasiona perda da variabilidade existente nesta regido. Com o
estreitamento da base genética, ocorre aumento na vulnerabilidade dos materiais
cultivados e essa s6 pode ser revertida com variabilidade, a qual depende dos
recursos genéticos disponiveis, ou seja, do germoplasma da espécie (CASALI,
1969).

Neste momento, podemos recorrer as cole¢Bes e Bancos de Germoplasma
existentes para buscar alternativas para manutengdo desta variabilidade. Cabe aos
Bancos de Germoplasma documentar e disponibilizar as informacdes adquiridas, e
nesse processo pode-se destacar as caracterizagdes morfoldgica e molecular.
Porém, apesar de muito utilizada, a caracterizacdo morfologica estad sujeita a
influéncia do ambiente, principalmente caracteristicas controladas por muitos
genes. Neste sentido, os marcadores de DNA apresentam maior exatiddo nesse
processo.

A caraterizagdo morfologica é realizada por meio da utilizacdo de
descritores morfo-agronémicos, ao passo que a molecular é realizada com
marcadores de DNA.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo realizar
caracterizacdo morfolégica e molecular de acessos de melancia pertencentes a
Colegdo de Germoplasma do Laboratdrio de Recursos Genéticos da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido e avaliar a transferibilidade de primers de Cucumis

melon para Cutrullus lanatus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Genotipos avaliados

Foram utilizados 24 acessos de melancia conservados na Colecdo de
Germoplasma de Cucurbitaceas da Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
além de duas cultivares comercias como testemunhas, Crimson Sweet e Olimpia
(Tabela 1).

Tabela 1 — Acessos e cultivares de melancia (Citrullus lanatus) caracterizados

morfol6gica e molecularmente. Mossord, UFERSA, 2015.

Acessot! Local de coleta Acesso Local de coleta
A-1 Apodi A-14 Apodi
A-2 Apodi A-15 Apodi
A-3 Apodi A-16 Apodi
A-4 Apodi A-17 Apodi
A-5 Apodi A-18 Apodi
A-6 Apodi A-19 Apodi
A-7 Apodi A-20 Apodi
A-8 Apodi A-21 Apodi
A-9 Apodi A-22 Apodi
A-10 Apodi A-23 Apodi
A-11 Apodi A-24 Apodi
A-12 Apodi Crimson Sweet Testemunha
A-13 Apodi Olimpia Testemunha

1 codigo do acesso

As principais caracteristicas das cultivares utilizadas sdo: a) cultivar Crimson
Sweet apresenta fruto uniforme, coloracéo interna vermelha intensa e massa média
dos frutos de 6 a 12 kg. A planta é resistente a Fusarium sp. b) hibrido Olimpia
possui frutos elipticos e coloracdo interna vermelho intensa com massa média de
10 a 12 kg (SAKATA, 2012). Ndo ha informagGes quanto a reacdo dessas duas

cultivares a D. bryoniae.
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2.2 Local e caracterizagdo da area experimental

A caracterizagdo morfolégica foi realizada no campo experimental do
Departamento de Ciéncias Vegetais. As avaliagbes moleculares foram
desenvolvidas no Laboratdrio de Biologia Molecular do mesmo departamento, na
Universidade Federal Rural do Semi-Arido — UFERSA, localizada em
Mossor6/RN. O municipio de Mossord estd situado na latitude Sul 5° 11°,
longitude 37° 20’ a oeste de Greenwich e com altitude de 18 m. O clima, segundo a
classificacdo de Koppen, ¢ ‘BSWh’ (muito seco, com estagdo de chuva no verdo
atrasando-se para o outono) (CARMO FILHO; OLIVEIRA, 1989).

2.3 Caracterizagdo morfoldgica dos acessos de melancia

As sementes foram semeadas em bandejas plasticas (200 células). As
bandejas foram previamente preenchidas com substrato para hortalicas
(Plantmax®), permanecendo em casa de vegetacdo, com sombrite de 50%, até as
plantulas apresentarem a primeira folha definitiva (aproximadamente 15 dias ap6s
a semeadura), quando foram transplantadas para o campo experimental da
UFERSA.

O solo foi previamente preparado por meio de aragdo, gradagem e
sulcamento em linhas. O espacamento foi de 3,0 m entre fileiras e 0,80 m entre
plantas e a irrigagéo, localizada.

O experimento foi conduzido em blocos casualizados, com cada acesso
representando um tratamento com trés repeti¢fes. As parcelas foram constituidas
por cinco plantas espagadas nas dimensdes citadas.

Foi realizada uma adubacdo de fundacdo de acordo com a analise do solo
da area experimental. As adubacdes de cobertura foram realizadas via fertirrigacéo,
com inicio sete dias ap6s o transplantio. Utilizadas as seguintes fontes: ureia e
acido nitrico (126,7 kg ha); cloreto de potassio (252,2 kg hat) e acido fosférico
(66,1 kg hal). A partir da segunda semana, foram realizadas adubacoes foliares,

semanalmente, junto com os defensivos, empregando 40 mL por 20,0 L de solucdo
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dos produtos, contendo: 0,6 g L™ de Mg; 0,8 g L* de Ca; 0,05gL-1deB;0,3gL*
de Zn; 0,2g L* de Mn e 0,01 g L de Mo.

Os acessos foram caracterizados a partir dos seguintes descritores morfo-
agronémicos qualitativos e quantitativos, como segue:

a) Descritores quantitativos

1) Massa dos frutos (MF) - obtido com auxilio de uma balanca eletrénica
com precisdo de 0,01g. Mensurado em todos os frutos colhidos na planta. Expresso
em kg.fruto™;

2) Largura do fruto (L) - medida com régua graduada em cm na direcéo
transversal. Expressa em centimetros (cm);

3) Comprimento do fruto (C) - medido com régua graduada em cm na
direcdo longitudinal. Expresso em cm;

4) Espessura da casca na regido peduncular (EC1l) - obtida pela
mensuracdo da espessura da parte externa da casca até o inicio da polpa na regido
proxima a insercdo do pedldnculo em frutos ap6s serem seccionados
logitudinalmente. Mensurada com auxilio de paquimetro digital. Expressa em
milimetros (mm);

5) Espessura da casca na regido da inflorescéncia (EC2) - obtida pela
mensuracdo da espessura da parte externa da casca até o inicio da polpa na regido
inferior (oposta ao pedunculo) em frutos apds serem seccionados logitudinalmente.
Mensurado com auxilio de paquimetro digital. Expresso em milimetros (mm);

6) Espessura da casca na lateral 1 (EC3) - obtida pela mensuragéo da
espessura da parte externa da casca até o inicio da polpa na regido lateral da casca
(lateral esquerda). Mensurada com auxilio de paquimetro digital. Expressa em
milimetros (mm);

7) Espessura da casca na regido lateral 2 (EC4) - obtida pela
mensuracdo da espessura da parte externa da casca até o inicio da polpa na regido
lateral da casca (lateral direita). Mensurada com auxilio de paquimetro digital.
Expressa em milimetros (mm);

8) Solidos soluveis (SS) - mensurado com auxilio de um refratdmetro

digital. Expresso em graus Brix (°Brix);
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9) Vitamina C (VC) - O teor de vitamina C foi determinado por
titulometria com solugdo de DFI (2,6 diclocro-fenol-indofenol 0,02%) até
coloracdo rdsea claro permanente. Pesaram-se 10 g de polpa, diluida em 100 mL de
acido oxalico (0,5%), modificado por Strohecker e Henning (1967). Os resultados
foram expressos em mg de acido ascorbico/100 gramas de polpa;

10) Firmeza da polpa (FP) - foi determinada no mesocarpo pela
resisténcia a penetracéo, utilizando-se penetrébmetro manual TR FT 110, 11 Ib, com
valor maximo de leitura e haste de ponta cilindrica de 8,0 mm de diametro. O fruto
foi dividido longitudinalmente em duas partes, sendo que em cada uma delas
procederam-se a duas leituras na regido mediana da polpa para estimativa da
firmeza. Os resultados foram obtidos em Ib.pol-2 e convertidos para Newton (N)
multiplicando-se por 4,45;

b) Descritores qualitativos

1) Formato do fruto (FF) - Obtido por meio de uma escala diagramatica
propostas por UPOV (2004, com modificacBes), onde: 1- Bloco; 2- Redondo; 3-
Funil e 4- Cabaca;

2) Cor da polpa (CP) - mensurada com o auxilio de escala de notas como
segue: 1 - vermelha; 2 - rosa intenso; 3 - rosa médio; 4 - rosa claro e 5 - branca;

3) Cor externa do fruto (CF) - Obtida por meio de escala de notas
variando de 1 a 4, sendo a nota 1 — verde escuro; 2 - verde médio; 3 - verde claro e
4 - amarelo,

4) Padréo de listras (PL) - Obtido por meio de uma escala de notas, sendo

anota 1 - sem listras; 2 - listras largas; 3 - listras estreitas e 4 - mosqueado.

2.3.1 Anélises estatisticas

Os dados obtidos a partir dos caracteres quantitativos foram submetidos a
analise de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade. Os dados obtidos por descritores qualitativos foram submetidos a

analise descritiva.
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A partir da matriz com as médias de cada caracteristica para cada acesso e a
matriz de variancia-covariancia residual, foram calculadas as distancias
generalizadas de Mahalanobis (D?;), conforme descricdo por Cruz et al. (2004).

A anélise de agrupamento foi realizada com a matriz de distancias de
Mahalanobis utilizando o método de agrupamento baseado na ligacdo média
(UPGMA). Posteriormente, foi confeccionado o dendograma.

Utilizou-se o critério de Singh, descrito por Cruz et al. (2004), para
identificar a contribuicgdo relativa de cada carater para a divergéncia genética.

Todas as analises foram processadas no programa GENES (CRUZ, 2013).

2.4 Caracterizacdo molecular dos acessos de melancia
2.4.1 Extracdo do DNA

O DNA de cada um dos gendtipos foi extraido a partir do protocolo
desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), com modificacGes. As folhas foram
maceradas em nitrogénio liquido e transferidas para microtubos estéreis de 2 mL.
O tampao de extracdo foi preparado contendo 100 pL de Tris-HCI (100 uM), 280
uL de NaCl (1,4M), 400 uL de EDTA (20mM), 300 mL de CTAB (2,0%), 0,01 g
de PVP40 (1,0%), 278 uL agua Miliq e 2 puL de B-mercaptoetanol (0,2%), apos,
pipetou-se 700 pL desse tampdo de extracdo, os quais foram colocados nos
microtubos. Os microtubos foram vertidos e colocados em banho-maria a
temperatura de 65 °C durante 40 minutos, sendo estes, agitados a cada 10 minutos.

Em seguida, foram adicionados 800 pL de alcool isoamilico (24:1) nos
microtubos, os quais foram vertidos e centrifugados a 14.000 x g, durante 7
minutos e, em seguida, transferiu-se a fase superior (aquosa) para novo microtubo,
sendo esta etapa repetida mais uma vez. Logo depois, adicionaram-se a fase aquosa
400 pL de isopropanol gelado, homogeneizando a solugdo até a formagédo do pellet.
As amostras foram colocadas em congelador por 2 horas e posteriormente
centrifugadas a 14.000 x g durante 10 minutos. Para limpeza do pellet, adicionou-
se 1 mL de etanol 70% no microtubo, sendo centrifugado a 14.000 x g durante 5

minutos, descartando o sobrenadante. Em seguida, adicionou-se 1 mL de etanol
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90% aos microtubos, os quais foram centrifugados novamente a 14.000 x g durante
5 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente, deixando apenas o pellet no
microtubo. As amostras foram colocadas em estufa a 70 °C durante 20 minutos, e
logo depois, adicionaram-se 50 puL de RNAse nos microtubos, os quais foram
incubados a 37 °C em banho-maria. A quantificacdo de DNA foi realizada em geéis
de agarose a 1% (p/v), comparando-se visualmente a intensidade das bandas do
DNA dos gen6tipos extraido com bandas de peso molecular conhecido de 1 kb.
Apos a quantificacdo, as amostras foram diluidas em &gua ultrapura e foram

padronizadas em 10 ng puL-1 para ser utilizadas nas rea¢Ges de PCR.

2.4.2 Amplificacdo de DNA de melancia com marcadores RAPD

Cada reagdo com primers RAPD constou de um volume final de 12pl,
sendo seus componentes: 4,29ul de 4gua ultra pura; 1,2pl de tampao de reagdo (1M
de Tris-HCI pH 8; 1M de MgCI2; 125mg.ml-1 de soro albumina bovina; 1M de
KCl); 0,96ul de nucleotideos (AATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,4ul de primer; 0,15ul
da enzima taq DNA polimerase (Pharmacia) e 3ul de DNA na concentragdo de
10ng/ul. Foram utilizados 12 primers com dez bases de sequéncia arbitréria,
obtidos da “Operon Technologies” (California - EUA). As reacdes de PCR foram
realizadas em termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9700,
programado para 45 ciclos nas seguintes condi¢Ges: um primeiro ciclo a 94°C por
cinco minutos, 45 ciclos com temperatura de deshaturacdo de 94°C por 15
segundos, temperatura de anelamento de 36°C por 30 segundos e temperatura de
elongacdo de 72°C por um minuto, além de um altimo ciclo de manutencdo a 72°C
por cinco minutos. Apds a amplificacdo, os produtos de cada reacdo aplicados em
gel de agarose 1% para sua separacdo por eletroforese. O tampdo do tanque
utilizado foi TBE 0,5x (0,045M de Tris-borato; 0,001yl de EDTA pH 8) e as
condigdes de corrida de 50V por trés horas. Terminada a corrida, os géis foram
corados com brometo de etideo (0,5pg/ml), visualizados em transluminador de luz

ultravioleta e fotografados com camera digital.
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2.4.3 Analise estatistica

As bandas polimdrficas (marcadores) foram classificadas como intensa,
meédia ou fraca, considerando-se a resolucdo e grau de amplificacdo. Somente
bandas classificadas como intensas ou médias foram incluidas na analise.

Os produtos das amplificagcbes para RAPD foram computados como
auséncia do alelo (0) e presenca do alelo (1). A estimativa de similaridade genética
entre cada par de gendtipos foi calculada pelo coeficiente de Sorence-Dice, como
recomendado por Duarte (1998), com o auxilio do programa GENES (CRUZ,
2006). Os gendtipos foram agrupados pelo método UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method), obtendo-se, dessa forma, um dendrograma (ROHLF, 1992). Os
erros associados a cada similaridade foram estimados segundo Skroch et al. (1992).

Para todas as analises, foram aplicadas as correlacBes cofenéticas.

2.5 Transferibilidade de marcadores SSR de C. melon para C. lanatus

Como para melancia ndo foram descritos primers SSR, foram utilizados
primers propostos para 0 meldo. Desta forma, 100 primers SSR que foram
desenvolvidos para meldo tiveram sua transferibilidade testada para melancia.

Para cada reagdo, foram utilizados 5,75 pl de agua ultrapura, 1,2 ul de
tampao de reagdo, 1,0 de DNTP nucleotideos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 2,0 pl
primer, 0,25 ul da enzima taq DNA polimerase e 2 pl de DNA na concentragdo de
10ng/ul. O volume final para cada reagdo ¢ de 12,2 pl. A amplificacdo ¢ realizada
em termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, em que é empregado o seguinte
programa: cinco minutos, a 95°C, para desnaturacdo do DNA; oito ciclos, em que
serdo usados 20 segundos, com temperatura de 94°C para desnaturacdo; 20
segundos para anelamento do primer, cujas temperaturas variaram de 46°C a 68°C,
de acordo com o primer; 1 minuto a 72°C para extensdo de DNA; 24 ciclos que
diferiram dos primeiros apenas na temperatura de anelamento de 52°C a 65°C e
uma extensdo final, por quatro minutos, a 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal

por uma hora a 80 V em gel de agarose a 3%, corados com brometo de etidio
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(0,5ug/ml), visualizados em transluminador de luz ultravioleta e fotografados com

camera digital para verificacdo do perfil eletroforético obtido.

2.5.1 Analise estatistica

Para analise dos géis, adotaram-se os critérios estabelecidos por Kuleung et
al. (2004). Desta forma, procedeu-se a construgdo de um score para 0S primers que
amplificaram fragmentos de tamanho esperado de acordo com a intensidade do
sinal e a facilidade de avaliagdo, sendo (1) sinal forte e facilidade de avaliagdo; (2)
sinal fraco e facilidade de avaliacdo; (3) sinal fraco e de dificil avaliacdo e (4)

auséncia de sinal.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélises dos descritores quantitativos

A analise de variancia revelou diferencas significativas para cinco dos dez
descritores aplicados, mostrando variabilidade genética entre os acessos coletados.
As excecOes foram para os descritores espessura da casca na regido da
inflorescéncia (EC2), da lateral 1 (EC3) e da lateral 2 (EC4), firmeza da polpa (FP)
e vitamina C (VC) (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia para os descritores massa do fruto
(MF); espessura da casca na regido do pedunculo (EC1); da inflorescéncia (EC2);
da lateral 1 (EC3) e da lateral 2 (EC4); s6lidos soltveis (SS); vitamina C (VC) e
firmeza da polpa (FP) em acessos de cultivares de melancia. Mossor6, UFERSA,
2015.

Quadrados Médios

Caracteres Acessos (25) Residuo (75) Média cv
MF 5,68** 0,87 2,98 31,44
C 107,05** 22,79 27,76 17,20
L 19,05** 1,78 14,13 9,43
EC1 0,04* 0,03 0,30 49,60
EC2 0,05™ 0,03 0,33 53,47
EC3 0,02" 0,02 0,24 58,34
EC4 0,02™ 0,02 0,26 60,14
SS 5,85** 1,06 6,60 15,62
VC 0,01™ 0,01 0,36 11,04
FP 23,84 18,52 10,01 4297

"= significativo a 1 e 5% de probabilidade, pelo teste de F = ndo-significativo.

Observa-se que apesar de os resultados serem significativos para 0s
descritores MF e ECL1 eles apresentaram valores altos de coeficiente de variagao.
Isto pode ter ocorrido em virtude da variabilidade nos descritores apresentada pelos

individuos dentro de cada acesso.
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Pimentel Gomes (1985) descreve que valores de CV inferiores a 10% séo
baixos; médios de 10% a 20%; altos de 20% a 30%; e muito altos acima de 30%.
Porém, essa classificacdo é muito ampla e ndo leva em consideracdo as
particularidades da cultura estudada, quanto menos dos caracteres avaliados
(GARCIA, 1989; SCAPIM et al., 1995; COSTA et al., 2002).



46

Tabela 3 - Teste de médias para os descritores quantitativos massa do fruto (MF); comprimento do fruto (C); largura do fruto (L);
espessura da casca nha regido do pedunculo (EC1); s6lidos soltveis (SS) em acessos e cultivares de melancia. Mossord, UFERSA,

2015.

Genotipos MF C L EC1 SS Genotipos MF C L EC1 SS
Al 3.00c 26.76b 1469  0.44a  6.99% A-14 296c  24.07b 14670  031b  6.60b
A-2 2.34c  30.63a 12.11c 033b  5.75b A-15 1.29c  21.18b 11.53c  0.24b  553b
A-3 2.07c  28.86a 11.61c  032b  5.82b A-16 1.72c  22.76b 1209c  022b  5.66b
A-4 408b  34.89% 15.71b  0.29b  8.33a A-17 2.80c  25.42b 1447b  030b  6.12b
A5 3.90b  33.40a 1554b  0.34b  7.63a A-18 1.94c  19.40b 13.70c  0.19b  4.80b
A6 415b  35.0la 15.16b  052a  8.1% A-19 346b  33.71a 1521b  0.60a  8.02a
A-7 3.82b  29.86a 1573b  0.28b  7.62a A-20 2.84b  30.72a 1245c  0.20b  5.68b
A-8 249c  25.92b 1253c  0.33b  6.15b A-21 3.36b  32.82a 1468b  0.24b  8.00a
A-9 1.60c  27.72b 11.22c  0.22b  4.88b A-22 2.6lc  31.25a 1342c  029b  7.06a
A-10 1.87c  21.68b 13.22c  027b  559% A-23 414b  36.98a  1463b  021b  653b
A-11 1.80c  19.08b 13.36c  0.20b  4.72b A-24 4180  32.29a 1643b  0.21b  7.49
A-12 2.18c  24.77b 11.91c  0.30b  494p  CrimsonSweet 4923  2222b 19.00a  0.28b  7.99a
A-13 1.75c  23.48b 1239¢  032b  7.02a Olimpia 6.23a  26.87b 19.98a  0.29b  8.49

IMédias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.
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Os acessos de melancia apresentaram massa de fruto variando de 1,3 kg a
6,3 kg, mas em sua maioria apresentaram massa de fruto inferior a 4 kg (dados ndo
apresentados). Dados semelhantes foram encontrados por Silva (2004), obtendo
média de 4 kg a partir das analises sobre 42 acessos de Melancia. Ambos 0s
resultados diferem do padrdo comercial (8,70kg), de acordo com Silva et al.
(2007).

Assim, considerando a tendéncia do mercado consumidor por frutos
menores, encontraram-se nesse material acessos com potencial para compor
programas de melhoramento genético visando a demanda de mercado por frutos
menores. Para sélidos sollveis, ocorreu variagdo de 4,4 °Brix (acesso 4) a 9,62°
Brix (acesso 9), atingindo valores superiores aqueles observados por Roméo (1995)
e Silva et al. (2006). Vale salientar que o acesso A-9 apresentou °Brix bem
proximo ao apresentado pelo cultivar testemunha Crimson Sweet, que foi de 10,6
°Brix.

Os descritores Comprimento e Largura do fruto estdo intimamente
relacionados ao formato do fruto. Neste estudo, apenas o formato bloco nédo foi
verificado. A-11 e A-14 apresentaram o mesmo formato redondo das cultivares

comerciais Crimson Sweet e Olimpia.

3.2 Analises descritivas para descritores qualitativos

Observaram-se diversas cores de polpa, variando de branca a vermelha. A
cor externa variou de verde-claro a verde-escuro. Para o padréo de listras, os
acessos A-4, A-5, A-7, A-13, A-16, A20, A-22 e A-23 apresentaram 0 mesmo

padréo de listras das cultivares comerciais.

3.3 Analises multivariadas para estudo da divergéncia genética

O agrupamento dos acessos a partir dos descritores morfoldgicos produziu
trés grupos de acessos (Figura 1): Grupo 1, composto somente pelas cultivares

Crimson Sweet e Olimpia; Grupo 2, composto pelos acessos A-2, A-3, A-8, A-15,
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A-11, A-18, A-10, A-12, A-17, A-14, 1-13, A-22, A-16, A-20, A-9) e Grupo 3, A-
6, A-19, A-1, A-4, A-7, A21, A-24, A-23, A-5. No segundo grupo, ha prevaléncia
de acessos com cor de polpa que variaram de branca a amarela, frutos menores, de
menor peso e menor °Brix e no terceiro grupo a cor da polpa variou de rosea a

vermelha, havendo acessos com frutos maiores, mais pesados e maior °Brix.

Método de agrupamento: Ligagao Média Entre Grupo(UPGMA)

4

T
=
24

2
5

Crimson Sw ——08 ——7—
Ofimpia ——

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0 &7 11.54 17.31 23.08 28.85 34.62 40.39 46.16 51.93 s1.7

Figura 1 - Representacdo gréfica da divergéncia genética entre 24 acessos e duas
cultivares de melancia (Citrullus lanatus), obtida por meio do método hierarquico
UPGMA, com base na distancia generalizada de Mahalanobis. Mossor6, UFERSA,
2015.

Considerando a variabilidade encontrada nos acessos coletados em Apodi,
percebe-se que o uso do germoplasma local como fonte de matéria prima para o
melhoramento de melancia surge como alternativa promissora, com grande
potencial para a obtencdo de linhagens em programas de melhoramento para

caracteres como producéo e sélidos soluveis.
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As variaveis que mais contribuiram para a divergéncia genética foram L,
FF, MF, PL, SS, C, CF e CP, com 19.12, 13.56, 11.53, 10.19, 9.80, 8.37, 7.83 e

5.22% de contribuicdo para a variabilidade entre os acessos, respectivamente

(Tabela 4). As variaveis EC3 e EC4 poderiam ser descartadas em um préximo

estudo de variabilidade genética em melancia.

Tabela 4. Contribuigdo relativa dos caracteres, massa do fruto (MF); formato do

fruto (FF); comprimento do fruto (C); largura do fruto (L); espessura da casca ha

regido do peddnculo (ECL); da inflorescéncia (EC2); da lateral 1 (EC3) e da lateral
2 (EC4); cor da polpa (CP); cor externa do fruto (CF); padrdo de listras (PL);

s6lidos sollveis (SS); vitamina C (VC) e firmeza da polpa (FP) para divergéncia

pelo método de Singh (1981) utilizados na caracterizacdo de 24 acessos e duas
cultivares de melancia (C. lanatus). Mossor6, UFERSA, 2015.

Descritor

Contribuicéo (%o)

MF
FF
C
L
EC1
EC2
EC3
EC4
CP
CF
PL
SS
VC
FP
Total

11.53
13.56
8.37
19.12
3.06
2.64
1.84
1.86
5.22
7.83
10.19
9.80
2.64
2.29
100

3.4 Transferibilidade de primers

Nesta pesquisa, somente os scores 1 e 2 foram considerados como

amplificacdo positiva. Na analise realizada, aproximadamente 80% dos primers

testados produziram um perfil de bandas em ao menos um dos genotipos de
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melancia. A grande maioria das bandas amplificadas apresentou excelente padrdo
de amplificacdo. Somente as bandas mais nitidas foram analisadas.

Figura 2 - Padrdo eletroforéti’;co de gendtipos de melancia (Citrullus lanatus)
amplificados com SSR de C. melo em gel de agarose a 3%.

Para o conjunto de primers de meldo (C. melo) otimizados até 0 momento
para melancia (C. lanatus), 77% mostraram-se promissores. Esse valor de
transferibilidade é maior que o encontrado por (LAMA et al., 2006) de
aproximadamente 49% testando a transferibilidade de primers entre essas mesmas
espécies. Outros trabalhos estimaram a transferibilidade de meldo para outras
espécies da familia Curcubitaceae e obtiveram taxas de transferibilidade de 21, 50,
60% respectivamente, (LIRA et al., 2008; DANIN-POLEG et al., 2001; LEITE et
al., 2007).

Kwon et al. (2010) avaliaram 63 pares de ‘primers’ SSR para
discriminacdo em 49 variedades comerciais de 6 melancia e destes, 47%
apresentaram polimorfismo. Ainda nesse trabalho os autores mencionam que
existem muitas variedades de melancia que ndo foram diferenciadas por meio de
marcadores SSR. Resultado menos expressivo foi relatado por Gama (2011) com
valores em torno de 36%, porém sdo resultados que comprovam a possibilidade de
transferibilidade.

Tais resultados demonstram que o nivel de transferibilidade no género
Cucumis se assemelha a outras comparac¢es intra-genus como em trigo onde
observou-se que até 17% de microssatélites desenvolvidos para esta espécie foram
transferidos para centeio (KULEUNG et al., 2003).
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Os resultados deste trabalho poderdo facilitar estudos de variabilidade,
mapeamento e genética comparativa. Da mesma forma, a possibilidade de
utilizacdo de marcadores SSR de meldo para acesso ao polimorfismo de DNA em
espeécies de cucurbitaceas representa uma reducdo significativa de custo e tempo no

desenvolvimento de marcadores.

3.5 Caracterizacdo molecular com marcadores RAPD

Para as analises moleculares realizou-se uma triagem entre 12 primers
RAPD testados inicialmente, dos quais 10 apresentaram bom perfil de amplificacéo
e destes, nove detectaram e revelaram polimorfismo entre os 26 genétipos de
melancia.

De acordo com os dados obtidos pela amplificacdo, o maior nimero de
bandas foi gerado pelo primer OPAA 04 e o menor nimero foi gerado pelo primer
OPF 02, com 286 e 110 bandas no total para os 26 gendtipos testados
respectivamente.

A avaliagdo realizada utilizando o marcador RAPD mostrou que esta € uma
importante ferramenta para estudos de polimorfismo em acessos e cultivares de
melancia. Do total de 167 bandas amplificadas com os 10 primers, 97 bandas
apresentaram-se monomorficas e 70 apresentaram polimorfismo. Elevados niveis
de polimorfismo também foram encontrados por (SILVA et al., 2006) ao utilizarem
seis primers RAPD em gendtipos de melancia, sendo 42 acessos e uma cultivar.

Os 10 primers selecionados pela triagem apresentaram bom perfil de
amplificacdo permitindo a identificacdo de bandas consistentemente polimérficas.
Devido ao padréo apresentado, apenas as bandas mais intensas foram analisadas
(Figura 3).
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Figura 3 - Gel de agarose a 1%, contendo fragmentos de DNA amplificados com o
marcador RAPD OPAA 03, a partir do DNA de 24 acessos e 2 cultivares de
melancia (Citrullus lunatus). Mossor6 — RN, UFERSA, 2013.

Santana (2009) avaliou 20 primers RAPD em 29 gendtipos de melancia, e

apenas seis geraram produto de amplificacdo.
Os resultados de diferenciagdo das amostras avaliadas dos 26 acessos de

melancia foram analisados a partir de distancias genéticas derivadas dos perfis de

amplificacdo gerados pelos primers RAPD.
A andlise de agrupamento pelo método UPGMA com base nesses

marcadores distribuiu os acessos e as duas cultivares em 10 grupos a um corte de

60% (Figura 4).
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Método de agr : Método da Medi
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Figura 4 - Andlise de agrupamento dos 26 genétipos de melancia por meio do
marcador RAPD, obtida pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando o indice
de Dice. Mossor6-RN, UFERSA, 2015.

O grupo | foi constituido pelos acessos A-1 e A-7. O grupo Il foi formado
pelos acessos A-6, A-17, A-3 e A-16. Ja os grupos Il e IV englobaram apenas um
Unico acesso cada, A-9 e A-11, respectivamente. Este resultado demonstra que
estes gendtipos sdo geneticamente diferentes de todos os demais. O grupo V foi
formado pelos acessos A-18, A-23, A-12 e A-20, ao passo que o grupo VI foi
constituido pelos acessos A-2 e A-15. Ja os grupos VII e VIII foram formados
pelos acessos A-3, A-13 e A-5; A-10, A-19 e A-8, respectivamente, ao passo que 0
grupo 1X englobou os acessos A-14 e A-21. O ultimo grupo formado, ou seja, 0
grupo X, englobou as duas cultivares (Crimson Sweet e Olimpia), bem como os
acessos A-22 e A-24. Vale salientar que de acordo com o dendrograma o0 acesso A-
22 e a cultivar Olimpia partilham muitos genes idénticos, assim como 0 acesso A-
24 e a cultivar Crimson, sendo provavelmente materiais geneticamente iguais.

Segundo critérios estabelecidos por Oliveira et al. (2002), a proximidade de
alguns acessos ou apresentacdo em mesmos grupos pode indicar a presenca de
materiais duplicados. De forma geral, observa-se variabilidade morfol6gica e
molecular dos acessos de melancia pertencentes a Colecdo de Cucurbitaceas da
UFERSA.

100
831719
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4, CONCLUSAO

A caracterizagdo morfoldgica e molecular permitiu identificar diversidade
entre e dentro dos acessos pertencentes a Colecdo de Cucurbitaceas da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, sendo considerados promissores para

ser explorados em programas de melhoramento.
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RESUMO

MEDEIROS, Ravier Valcacer de. Reacdo de acessos de melancia a Didymella
bryoniae. 2015. 66p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) -
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

O fungo fitopatogénico Didymella bryoniae é o causador da principal doenca
fangica da melancia, o crestamento gomoso, tendo grande importancia devido a
dificuldade no controle do patégeno. A resisténcia genética é uma das alternativas
de controle que, aliadas a outras praticas, podem reduzir o efeito dessa
enfermidade. Uma das primeiras acGes para o controle via resisténcia a
determinado patdgeno é a identificagdo de fontes de resisténcia. Com o presente
trabalho, objetivou-se avaliar a reacdo de acessos de melancia a D. bryoniae
utilizando-se do germoplasma disponivel na Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA). Para isso, foram avaliados 24 acessos com 2 cultivares
comerciais, com delineamento em blocos inteiramente casualizados com trés
repeticOes e cada parcela constituida de cinco plantas. O isolado foi obtido a partir
de plantas com sintomas da doenca, repicado e multiplicado em laboratério. A
inoculacéo foi realizada em plantulas com 25 dias apds o transplantio das mudas,
com a inser¢do de palitos colonizados com o isolado no colo das plantulas, e para
testemunha, palitos esterilizados sem presenca de in6culo. Apds a inoculagdo, as
plantulas ficaram por 12 h em camara Umida. As avaliagdes iniciaram-se sete dias
apos a inoculacdo e, a partir de entdo, efetuadas a cada sete dias, utilizando escala
de notas variando de 0 a 4. Os dados médios das notas por parcela foram
submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e as médias sdo agrupadas pelo teste
de Scott e Knott a 5% de probabilidade. Concluiu-se que existe variabilidade no
germoplasma de melancia (acessos) para reagdo a D. bryoniae, sendo que 0s
acessos A-1, A-6, A-10, A-11, A-14 apresentaram resisténcia e sdo promissores
para o uso como fontes de resisténcia em futuros programas de melhoramento
visando a resisténcia ao fungo D.bryoniae.

Palavras Chave: Crestamento gomoso, Citrullus lanatus, Resisténcia genética.
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ABSTRACT

MEDEIRQOS, Ravier Valcacer de. Reaction of watermelon access to Didymella
bryoniae. 2015. 66p. Thesis (MS in Agronomy / Plant) — Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2015.

The plant pathogenic fungus Didymella bryoniae is the main cause of fungal
disease of watermelon, gummy, and has great importance because of the difficulty
in pathogen control. Genetic resistance is one of the control alternatives that,
combined with other practices, can reduce the effect of this disease. One of the first
actions to control via resistance to a particular pathogen is the identification of
resistance sources. The present study aimed to evaluate the reaction of the D.
watermelon access bryoniae using the germplasm available at the Federal Rural
University of the Semi -Arid (UFERSA). For that they we assessed 24 accesses
with two commercial cultivars, with completely randomized block design with
three repetitions and each plot constituted of five plants. The isolate was obtained
from plants with symptoms of the disease peaked multiplied in the laboratory.
Inoculation was accomplished in seedlings 25 days after transplantation, using
mycelium disks obtained on PDA attached to the stem by means of a sterile pin 3.0
cm above the soil line. After inoculation, the seedlings stayed for 12 hours in a
humid chamber. Evaluations started up seven days after inoculation and thereafter,
performed every seven days using scale of notes with notes ranging from 0 to 4.
The average data of notes per plot were subjected to analysis of variance
(ANOVA) and the Scott and Knott test at 5% probability group the averages. It
was concluded that there is variability in watermelon germplasm (hits) for reaction
to D. bryoniae; and the A-1 access, A-6, A-10, A-11, A-14 showed resistance and
are promising for use as sources of resistance in future breeding programs for
resistance to the fungus D.bryoniae.

Key words: Gummy, Citrullus lanatus, Genetic resistance.
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1. INTRODUCAO

A reducdo da produtividade e qualidade dos frutos da melancia pode
ocorrer devido a presenca de inimeros fatores, dentre 0s quais podemos destacar
aqueles causados por doengas. O crestamento gomoso, causado pela Didymella
bryoniae, é considerado uma das principais doencas flngicas da cultura
(KUROZAWA,; PAVAN; REZENDE, 2005).

Os sintomas provocados por este patdgeno podem diferir de acordo com a
planta hospedeira afetada e a fase em que se encontra a cultura. Em pléntulas,
ocorrem manchas escurecidas e arredondadas nos cotilédones, que passam ao
hipocétilo, necrosando-o e circundando-o, causando posterior tombamento. Nas
folhas, as lesdes inicialmente apresentam-se com aspecto aquoso, depois progridem
para uma mancha necroética circular, podendo, de acordo com a evolugdo dos
sintomas, em ataques mais severos, ocasionar a morte da plantula (SANTOS et al.,
2005).

Atualmente, a principal forma de controle do crestamento gomoso tem sido
0 uso de fungicidas, porém sem resultados expressivos no controle dessa
enfermidade. O uso de gendtipos resistentes a D. bryoniae pode ser adotado como
alternativa eficaz para redugdo significativa de fungicidas. No entanto, apesar de o
uso da resisténcia genética ter se mostrado promissor, ha poucos materiais
comerciais resistentes, deixando em aberto uma &rea de pesquisa promissora
(SANTOS, et al. 2011).

A melancia é conhecida por sua grande aceitabilidade pelo mercado
consumidor. No entanto, o nimero de cultivares comerciais ndo é grande e estas
possuem base genética muito estreita: quase todas sdo variagdes da cultivar
Crinsom Sweet, a mais cultivada no Brasil, contribuindo com a suscetibilidade
a diversas doengas. Desta forma, vé-se a necessidade de buscar e selecionar
acessos resistentes ao crestamento gomoso, adaptados as condi¢es do Nordeste e
gue poderdo ser usados em programas de melhoramento para desenvolver

linhagens resistentes.
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Diante do exposto, o0 presente trabalho teve o objetivo de avaliar a reacéo
de acessos de melancia a D. bryoniae em 24 acessos pertencentes a Colecdo de
Cucurbitaceas do Laboratério de Recursos Genéticos Vegetais da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).



62

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Instalacdo e Conducdo do experimento para reagdo de acessos a D.
bryoniae

Os materiais usados (acessos e cultivares comerciais) estdo descritos no
item 2.1 do capitulo I. As sementes de todos os acessos foram semeadas em
bandejas com substrato comercial (Plantmax®). Ap6s a semeadura, as mudas
permaneceram em casa de vegetacdo, com sombrite de 50%. Quando as plantulas
apresentarem a primeira folha definitiva (aproximadamente 15 dias ap6s a
semeadura), foi realizado o transplantio para vasos plasticos de 1,5 L preenchidos
com substrato esterilizado na proporcéo 2:1, sendo duas partes de solo e uma de
esterco. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo até o fim do experimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
trés repeticbes e cada parcela foi constituida de 5 plantas em vasos

individualizados.

2.1.1 Producéo do indculo e inoculagdo

O isolado foi obtido a partir de plantas com sintomas da doenca. Para o
isolamento, as areas lesionadas foram cortadas em pequenos pedagos com estilete.
Inicialmente, realizou-se uma desinfestacdo dos tecidos doentes em uma solucéo de
alcool etilico (50%) por 30 segundos. Em seguida, os tecidos foram imersos por
um minuto em solucdo de hipoclorito de sodio (1%). Os segmentos de tecido foram
lavados com &gua estéril para remocdo do excesso de hipoclorito. Posteriormente,
os fragmentos colocados em placas de Petri com meio Batata-Dextrose-Agar
(BDA) autoclavado a 120°C por 20 minutos a 1,5 ATM; as placas com o0s
fragmentos foram incubadas por uma semana, sob fotoperiodo de 12 h luz e
temperatura de 29° + 4°C, até o crescimento do fungo.

Apds a obtengdo da cultura pura do isolado, foram retirados quatro discos
(5 mm de didmetro) contendo estruturas (micélio e esclerddios do fungo) e

repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e palitos de dentes
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previamente esterilizados. O isolado foi incubado durante 20 dias, até que o
crescimento micelial envolvesse a &rea completa dos palitos contidos na placa.
Posteriormente, foi realizada a inoculagdo do isolado por meio da inser¢do direta
do palito contendo estruturas do fungo no caule, proximo ao colo da planta. Para a
testemunha, foram inseridos palitos sem indculo (VERZIGNASSI et al., 2004).

A inoculacéo foi realizada 25 dias ap6s o plantio, com a insercdo de palitos
colonizados com o isolado no colo das plantulas, e para testemunha, palitos
esterilizados sem presenca de indculo. Apoés a inoculagdo, as plantulas ficaram por
12 h em cadmara Umida.

Foram realizas trés avaliacGes, iniciando-se sete dias apds a inoculagdo do
isolado e, a partir de entdo, efetuadas a cada sete dias. A severidade da doenga foi
avaliada pela utilizacdo de uma escala de notas adaptada de Dusi et al. (1994),
variando de 0 a 4 (0 = auséncia de sintomas visiveis; 1= lesdo encharcada na haste
da planta até 1cm de diametro; 2= lesdo encharcada na haste da planta com mais de
1cm de didmetro; 3= lesdo parcialmente necrosada na haste com murcha parcial da

planta e 4= necrose da haste com murcha total e morte da planta).

2.1.2 Analise estatistica

Os dados médios das notas por parcela foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA), utilizando-se o programa computacional GENES (CRUZ,
2006). As médias dos gendtipos a partir da analise individual agrupadas pelo teste
de Scott e Knott (1974) a 1% de probabilidade para separar as progénies quanto a

reacdo a D. bryoniae.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na reacdo dos genoétipos a D. bryoniae, observou-se efeito significativo
para 0s acessos com coeficiente de variacdo considerado baixo, como mostra o

resumo da andlise de variancia (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da analise de variancia da reagdo de acessos de melancia (C.
lunatus) a D. bryoniae. Mossord, UFERSA, 2015.

FV GL oM
Acessos 25 26.24*
Residuo 52 0.10

Média 3.13
CV (%) 9.96

*= significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os primeiros sintomas de crestamento gomoso foram encontrados aos sete
dias da inoculagdo, igualmente ao relatado por Verzignassi et al. (2004), evoluindo
para necrose ou morte da planta. Pode-se observar a reacdo de cada acesso a D.

bryoniae na Tabela 6.

Tabela 6 - Reacdo de acessos de melancia (Citrullus lunatus) a D. bryoniae.
Mossord, UFERSA, 2015.

ACESSO* Reacéo! ACESSO* Reacéo?
A-1 R A-14 R
A-2 MS A-15 MS
A-3 MS A-16 S
A-4 MS A-17 AS
A-5 S A-18 S
A-6 R A-19 MS
A-7 MS A-20 MS

A-8 MS A-21 AS
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A-9 MS A-22 MS
A-10 R A-23 MS
A-11 R A-24 MS
A-12 MS Olimpia** AS
A-13 MS Crimson Sweet** S

IR = Resistente; MS = Moderadamente Susceptivel; S = Suscetivel; AS = Altamente
suscetivel; *codigo do acesso na colecdo de germoplasma do laboratério de recursos
genéticos vegetais (UFERSA); **cultivares comerciais.

Os acessos que apresentaram resisténcia a D. bryoniae foram coletados no
municipio de Apodi, indicando variabilidade entre os gendtipos presentes nesta
regido. Os resultados sdo contrastantes aos observados por Santos et al. (2013), que
avaliaram 50 genotipos, todos apresentando diferentes graus de suscetibilidade.

Dias et al. (1996 apud SANTOS; CAFE FILHO, 2005) examinaram 70
acessos de melancia quanto a resisténcia a D. bryoniae, incluindo Pl 189225, o
qual apresentou reacdo variavel (suscetivel a resistente) em diferentes ensaios. A
cultivar Crimson Sweet, uma das mais plantadas no Brasil, foi utilizada como
padrdo de susceptibilidade. Esses autores encontraram seis fontes de resisténcia
para uso em futuros trabalhos de melhoramento, sendo P1 189255 uma delas.

Existe a busca pela resisténcia a D. bryoniae em outras espécies da familia
cucurbitaceas. Braz et al. (2011) avaliaram 33 gendtipos de cucurbitaceas (melGes,
aboboras, pepinos, morangas, melancias, buchas e outros), selecionando como
resistente ou tolerantes: Abobora “Goianinha”, Abdbora “Brasileirinha”, Abdbora
“Maranhdo” e o Hibrido “Keij”. Esses resultados evidenciam que existem fontes
promissoras de resisténcia genética para a D. bryoniae em diferentes espécies da

familia cucurbitacea.
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4., CONCLUSOES

Existe variabilidade genética entre os acessos da Colegdo de Cucurbitaceas da
UFERSA para reacdo a D. bryoniae, de modo que 0s acessos A-1, A-6, A-10, A-
11, A-14 apresentaram resisténcia e sdo promissores para 0 uso como fontes de
resisténcia em futuros programas de melhoramento visando a resisténcia ao fungo

D. bryoniae.
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