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RESUMO

Apesar do meloeiro apresentar excelente adaptacdo as condi¢bes edafoclimaticas
predominantes na regido Nordeste brasileira, alguns fatores tém contribuido para a queda da
produtividade e da qualidade dos frutos, tais como a ocorréncia de doencas causada por
microrganismos habitantes do solo, destacando-se a podriddo cinzenta do caule, ocasionada
por Macrophomina phaseolinaTassi (Goid.). Os objetivos do presente trabalho foram: avaliar
a reacdo de acessos, a heranca da resisténcia a M. phaseolina, e o efeito da temperatura na
podrid@o cinzenta em meloeiro. Para o estudo da reacdo foram avaliados 46 acessos em casa
de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticfes. A unidade
experimental foi constituida por um vaso com uma planta. Realizou-se o semeio dos acessos
diretamente nos vasos, contendo substrato comercial esterilizado. A inoculagdo deM.
phaseolina foi realizada por meio da insercdo direta do palito, infestado com estruturas do
fungo préximo ao colo da planta aos 20 dias apds a semeadura. Aos quinze dias apos a
inoculacdo do fungo, foi avaliada a severidade da doenca utilizando uma escala de notas. No
segundo experimento, investigou-se a heranca da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana
(resistente) cruzado com In-PsPifiSp (suscetivel). Para avaliar o efeito da temperatura, 0s
acessos Ag-15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, In-PsPifiSp, Can-NYlsr e Dud-
QMPATfg foram inoculados pelo método do palito com o isolado Me-248 e mantidos em
diferentes temperaturas (25, 28, 31 e 34°C) durante dez dias. Observou-se variabilidade no
germoplasma investigado para reacdo ao fungo. O acesso Ag-15591Ghana é resistente a M.
phaseolina e sua resisténcia é controlada por um gene maior de efeito aditivo e dominante e
poligenes de efeitos aditivos. A elevacdo da temperatura aumenta a severidade da podridao
cinzenta causada por M. phaseolina em meloeiro. O acesso In-PsPifiSp é mais suscetivel nas
temperaturas 28, 31 e 34°C. Os acessos Com-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYlsr e Dud-
QMPATfg sdo resistentes nas temperaturas 25, 28 e 31°C, mas suscetiveis a 34°C. O acesso
Ag-15591Ghanaé uma fonte promissora para programas de melhoramento genético do
meloeiro por ter sua resisténcia a M. phaseolina pouco alterada pelo aumento da temperatura.

Palavras-chave: Cucumis melo. Resisténcia. Macrophomina phaseolina. Germoplasma.
Heranca.



ABSTRACT

Although the melon has an excellent adaptation to the predominant edaphoclimatic conditions
in the Brazilian Northeast region, some factors have contributed to the decrease in
productivity and fruit quality, such as the occurrence of diseases caused by soil
microorganisms, especially gray rot stem, occasioned by Macrophomina phaseolina Tassi
(Goid.). The objectives of the present work were: to evaluate the access reaction, the
inheritance of the resistance to M. phaseolina, and the effect of the temperature on the gray
rot in melon. For the study of the reaction were evaluated 46 accessions in a greenhouse, in a
completely randomized design with five replicates. The experimental unit consisted of a
vessel with a plant. Sowing of the accesses was carried out directly in the vessels, containing
sterilized commercial substrates. The inoculation of M. phaseolina was carried out by means
of the direct insertion of the toothpick infested with structures of the fungus near the plant 's
neck at 20 days after sowing. Fifteen days after inoculation of the fungus, the severity of the
disease was evaluated using a scale of grades. In the second experiment, the inheritance of
Ag-15591Ghana (resistant) cross-resistance was investigated with In-PsPifiSp (susceptible).
In order to evaluate the effect of the temperature, the accessions Ag-15591Ghana, Con-
Pat81Ko, Ag-C38Nig, In-PsPifiSp, Can-NYIsr and Dud-QMPAfg were inoculated by the
stick method with the Me-248 isolate and maintained at different temperatures 25, 28, 31 and
34 ° C) for ten days. Variability was observed in the germplasm investigated for fungal
reaction. Ag-15591Ghana access is resistant to M. phaseolina and its resistance is controlled
by a major gene of additive and dominant effect and polygenes of additive effects. The
elevation of temperature increases the severity of the gray rot caused by M.phaseolina in
melon. In-PsPifiSp access is more susceptible at temperatures 28, 31 and 34 ° C. The Com-
Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYIsr and Dud-QMPAfg accessions are resistant at temperatures
25, 28 and 31 ° C, but susceptible at 34 ° C. Ag-15591Ghana access is a promising source for
breeding programs of melon because its resistance to M.phaseolina is slightly altered by the
increase in temperature.

Keywords: Cucumis melo. Resistance. Macrophomina phaseolina. Germplasm. Heritage.
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CAPITULO |

1INTRODUCAO GERAL

As espécies das cucurbitaceas encontram-se distribuidas em regides de clima
tropical, como Africa, Américas do Sul e Central, e o Sudeste Asiatico (FILGUEIRA,
2008). Dentre as espécies desta familia destacam-se os meldes (Cucumis melo L.)
(FONTES, 2005). O Nordeste brasileiro se destaca na producdo de melédo, tendo os estados
do Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco, expressiva participacdo no mercado
nacional e internacional (IBGE, 2015).

Apesar do meloeiro apresentar excelente adaptacdo as condi¢Ges edafoclimaticas da
regido Nordeste do Brasil, alguns fatores tém contribuido para o aumento nos custos de
producdo, queda da produtividade e qualidade dos frutos. Dentre estes fatores destacam-se
as doencas ocasionadas por patégenos habitantes do solo (ANDRADE, et al., 2005). O
fungo Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.), tem sido isolado de raizes de meloeiro e
de plantas daninhas, causando a doenca conhecida como podriddo cinzenta do caule
(SALES JUNIOR, et al., 2012).Além disso, muitas vezes ocorre associado a outros
patdgenos dos géneros Fusarium, Rhizoctonia e Monosporacus.

Pelo fato deste fungo ser um habitante do solo, possuir microesclerécios como
estruturas de resisténcia e ampla gama de hospedeiros, o seu controle ¢ dificil (KAUR et al
2012). O mesmo pode causar Vvarios sintomas, tais como: tombamento de pré e pos-
emergéncia, podridao em caules, podridao de raizes, queima das folhas, murcha da planta e
até a morte (WATSON; NAPIER 2009).Uma alternativa viavel ao controle desse fungo € a
utilizacdo de variedades resistentes, pelo fato de ser seguro ao ambiente e, ser utilizado de
forma complementar a outros métodos de controle. Neste sentido, o rastreio de
germoplasma para resisténcia a este fungo é necessario para identificar fontes Uteis e assim
controla-lo (AMBROSIO et al., 2015).

Poucos sdo os estudos desenvolvidos com intuito de verificar resisténcia de
gendtipos de meloeiro a M. phaseolina. Ambrosio et al., (2015) quando estudaram a
resisténcia de acessos de meldo a M. phaseolina em casa de vegetacdo, verificaram sete
acessos altamente resistentes (Ag-15591Ghana, Dud-CUMZ296Georg, Ag-C38Nig, Can-
NYlsr, Con-Pat81Ko, Dud-QPMAfg e Ac-TGR1551Zimb), fontes promissoras para a

resisténcia a esse fungo. Salari et al. (2012) relataram que duas variedades crioulas (Sfidak
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khatdar e Sfidak bekhat) foram moderadamente resistente (MR) e, ambas mostraram
baixos niveis de danos da haste apds a infeccdo com M. phaseolina.

Tendo em vista que ndo ha registro de fontes de resisténcia a M. phaseolina, dentro
dos acessos dos pequenos produtores no Nordeste do Brasil e, em relagdo aos contidos na
colecdo ativa de germoplasma da UFERSA, nem relatos de hibridos comerciais com
resisténcia a M. phaseolina séo essenciais pesquisas para a identificacdo.

Logo, apos a identificacdo do gene de resisténcia, outro fator importante em um
programa de melhoramento genético é fazer o estudo da heranca genética, para entender
como se da o controle genético da resisténcia nas fontes, além de fornecer ao melhorista
conhecimento para escolher a melhor estratégia para transferéncia de alelos (MELO,
2014). Ndo ha relatos de estudos envolvendo esse tema, com relacdo a doenca causada por
esse fungo habitante do solo.

Sabe-se que existem fatores que podem influenciar fortemente o aparecimento de
doencas e, um deles é a temperatura. No Brasil, foram realizados ensaios para testar a
resisténcia de acessos de meloeiro a M. phaseolina e, ndo foi constatada resisténcia de
nenhum acesso a este patogeno (MEDEIROS et al., 2015). No entanto, na Espanha foi
realizado um estudo com 97 acessos de diferentes partes do mundo, inclusive, alguns ja
testados no Brasil e, foi observado que alguns acessos apresentavam resisténcia a M.
phaseolina na condicio ambiental de Valéncia-Espanha (AMBROSIO et al., 2015) .

A regido semiarida do Brasil apresenta condicdo climatica distinta de Valéncia-
Espanha, assim, objetivou-se neste trabalho avaliar fontes de resisténcia de meloeiro a M.
phaseolina, verificar se 0s acessos resistentes na Espanha apresentam resisténcia no
Nordeste do Brasil, estudar a heranca da resisténcia a M. phaseolina e verificar o efeito da

temperatura na podriddo cinzenta causada por este patdgeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia e diversidade do meloeiro

O meldo (Cucumis melo L.) € uma das frutas frescas mais exportadas pelo Brasil. O
mesmo ocupa a décima primeira colocagao no ranking dos principais produtores mundiais,
com érea plantada de 22.021 hectares, producdo de 565.900 toneladas em 2013 e
exportacdo de 34% do total produzido, tendo como principais destinos os Paises Baixos, a
Espanha, o Reino Unido e a Italia (AGRIANUAL, 2016).

O meloeiro é muito importante para a regido do Nordeste brasileiro, pois produz
mais de 95% do meldo nacional, sendo o estado do Rio Grande do Norte e o Estado do
Ceara os maiores produtores e exportadores (NUNES et al.,, 2016) O polo agricola
Mossoro/Assu, localizado no estado do Rio grande do Norte destaca-se pelas altas
temperaturas associadas & luminosidade elevada durante o ano, condi¢cBes que garantem
boa produtividade e frutos com atributos desejaveis (ANGELOTTI; COSTA, 2010).Além
de ser importante para o agronegocio, essa cultura contribui para a geracdo de emprego e
renda, promovendo a melhoria de vida das pessoas que tém na agricultura sua forma de
sustento.

O meloeiro pertence a familia Cucurbitaceae, tendo como provaveis centros de
origem o leste da Africa e a Asia. Os que defendem o leste da Africa levam em
consideracdo o seu numero de cromossomos (2n = 2x = 24), pois as demais espécies de
cucurbitaceas do género Cucumis tém o mesmo numero basico de cromossomos (x = 12)
(KERJE; GRUM, 2000). No entanto, autores que defendem a Asia afirmam que a maior
diversidade da espécie esta no continente asiatico e, que se deu a partir da espécie Cucumis
callosus (Rottle) Cogn. et Harms. Além disto, verificam-se insucessos nos cruzamentos
envolvendo o meloeiro e espécies do género Cucumis da Africa (SEBASTIAN et al.,2010).

Esta espécie é considerada a mais polimdrfica dentro do género Cucumis (LUAN et
al., 2010).0 pesquisador Charles Naudin foi o primeiro a subdividi-lo em 16 variedades
boténicas, sendo a base para classificacdes futuras (PITRAT et al., 2000).

A espécie C. melo compreende duas subespécies, de acordo com a pilosidade do
ovario: C. melo spp melo, com pélos longos no ovario, e C. melo spp agrestis, com pélos
curtos e adensados no ovario (JEFREY, 1980). A subespécie agrestis contempla as

variedades ou grupos botanicos acidulus, conomon, momordica, makuwa e chinensis. E, a



16

melo,variedades como chate, flexuosus, tibish, adana, ameri, cantalupensis, chandalak,
reticulatus, inodorus e dudaim (PITRAT; BESOMBLES, 2008; BURGER et al.; 2010).
Dentro dos grupos existem os tipos de meldo, os quais foram melhorados. Os tipos
comercializados no Brasil sdo: Amarelo, Honey Dew, Pele de sapo, Cantaloupe, Galia e
Charentais. Os trés primeiros tipos pertencem a variedade boténica inodorus (frutos ndo
climatéricos). Os do tipo Cantaloupe (americano) e Charentais (europeu) sdo aromaticos
(frutos climatéricos) (NUNES et al., 2006), bem como o0 meldo Géalia (KARCHI, 2000).

2.2 Macrophomina phaseolina em meloeiro

Dentre as doencas que acometem o meloeiro destacam-se as ocasionadas por
patdgenos habitantes do solo, como a podriddo cinzenta, causada pelo fungo
Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.) (TAVARES, 2002). Este patégeno tem sido
isolado de raizes de meloeiro e de plantas daninhas (SALES JUNIOR et al., 2012).Trata-se
de um fungo mitosporico, pertencente ao filo Ascomycota, classe Dothideomycetes, ordem
Botryosphaeriales e familia Botryosphaeriaceae, podendo formar dois tipos de estruturas
assexuais: picnidios e microesclerdcios (VIANA, 1996; MYCOBANK, 2013).

Os microesclerocios variam bastante, podendo ser esféricos, oblongos, ovais ou
elipticos, bem como em longitude (25 a 150 pm). As hifas jovens séo hialinas e tornam-se
escuras com a idade (BRUTON; WANN, 2004). Sdo produzidos a partir do micélio, com
estrutura multicelular, duras e resistentes a condigdes adversas, e sdao encontrados sob a
epiderme das raizes ou na camada externado cdrtex e regido do colo (ALMEIDA et al.,
2014).

Os exsudatos radiculares sdo responsaveis por induzir a germinacdo dos
microesclerocios, no qual tubos germinativos sdo formados aderindo as células
epidérmicas das raizes por pressdo mecénica e digestdo enzimética, ou através de feridas e
aberturas naturais (HARTMAN et al., 1999). Tais estruturas sdo responsaveis pela fase
saprofita do fungo (KAUR et al., 2012). Segundo Baird et al. (2003), os microesclerdcios
podem sobreviver de 2 a 15 anos no solo, dependendo das condi¢Ges ambientais e, se
estiverem ou ndo associados a tecidos do hospedeiro.

Os picnidios sdo estruturas negras que variam entre 100 a 200 pum. Os conidios sdo
unicelulares, hialinos, elipsoides ou ovoides e medem 14-30 x 5-10 um. Os picnidios

germinam facilmente e séo infecciosos (BRUTON; WANN, 2004). S&o produzidos em
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tecido vivo e, responsaveis pela fase patogénica da doenca (MACHADO; KIMATI, 1975;
KAUR et al., 2012).

O fungo foi relatado em todo 0 mundo, mas € economicamente mais importante nos
paises tropicais e subtropicais (PURKAYASTHA et al., 2006), causando significativas
perdas na producdo agricola sob altas temperaturas e em condigdo de tempo seco
(MUCHERO et al., 2011; AMBROSIO et al., 2015). O clima do Brasil favorece a infecgdo
por esse fungo, por apresentar solos mais compactados e, elevada temperatura (28-
32°C)(CARDONA 2006; ALMEIDA et al., 2014).

Sua ocorréncia foi relatada, pela primeira vez, no Brasil em raizes de feijao
(BITANCOURT, 1935). Possui um amplo espectro de hospedeiros, parasitando mais de
680 espeécies botanicas como feijdo, sorgo, milho, algodao, feijao-caupi, pinus, citrus, cafe,
plantas medicinais e, ainda, plantas daninhas (FARR et al., 2010; GUPTA et al., 2012).A
gravidade da doenca esta diretamente relacionada com a populacdo de microesclerdcios
viaveis no solo (KHAN 2007). Essa doenga foi verificada em diversos estados brasileiros
(NECHET; HALFELD-VIEIRA, 2006). Estudos evidenciaram a presenca de diferentes
fungos habitantes do solo ocasionando colapso de ramas associados as raizes de meloeiro
nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, dentre eles, M. phaseolina (SANTOS et al.,
2000; MARINHO et al., 2002; ANDRADE et al., 2005).

Os sintomas da podriddo iniciam-se com lesfes na haste da planta, sendo deprimidas
e escuras tornando-se acinzentadas, podendo ocorrer clorose, podriddo de raiz, murcha e
morte dos ramos ou de toda planta (BIANCHINI, et al., 2005).Plantas severamente
infectadas morrem prematuramente em virtude da producdo de toxinas do fungo e, pelo
bloqueio dos vasos do xilema (ISLAM et al.,2012). Os prejuizos causados por doengas a
cultura do meloeiro sdo inumeros, indo desde a queda da produtividade e qualidade dos
frutos até danos irreversiveis como perda total de area plantada, j& que ndo ha tempo
suficiente para recuperacao da planta, por se tratar de uma cultura de ciclo curto. Tem-se
atribuido ao monocultivo, a causa da ocorréncia de doencas em areas com meloeiro.
Reducdes de até 50% nas principais areas de producdo de meldo na Espanha foram
verificadas devido & ocorréncia do colapso do meloeiro (SALES JUNIOR, 1999), doenca
em que diversos patdgenos atuam em associacdo, causando podriddo radicular. Yang e
Navi (2005) verificaram reducdes de 30 a 50% nas lavouras de soja, em alguns estados dos
Estados Unidos, ocasionadas por M. phaseolina.

As fontes de indculo sdo constituidas pela semente infectada, restos de cultura e,

microesclerocios, sendo este ultimo responsavel pela sobrevivéncia do fungo em condicbes
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adversas ou na auséncia de hospedeiro suscetivel e,pela fonte primaria de indculo (CHIBA,
et al., 2000; NDIAYE, 2007; GUTPA et al. 2012).

Tém sido realizadas algumas investigacGes sobre a eficiéncia do controle bioldgico
com Streptomyces spp. (ETEBARIAN et al.,, 2006a) e Trichoderma (ETEBARIAN,
2006b)contra M. phaseolina em meloeiro. A adubacdo verde tem reduzido o potencial de
indculo de fitopatdgenos habitantes do solo, melhorando as caracteristicas fisicas, quimicas
e bioldgicas do solo, além de aumentar a quantidade de matéria organica e induzir a planta
a produzir substancias com acdo antagbnica a estes patdogenos (STONE et al., 2004;
PORTO et al., 2016).

O uso de rotacdo de culturas tem sido invidvel, devido a sua heterogeneidade de
hospedeiro e capacidade de sobreviver e multiplicar em restos culturais (ALMEIDA et al.,
2001).A solarizacdo do solo também tem sido pouco eficiente no controle deste patdgeno
(BRUTON; WANN, 2004). Apods a eliminacdo do brometo de metila, devido aos efeitos
nocivos a saude humana e ao meio ambiente, o controle de doencas radiculares tornou-se
cada vez mais dificil (ISLAM et al 2012; KAUR et al 2012).

No Brasil, ndo existem fungicidas registrados para este patdgeno em meloeiro. Logo,
uma alternativa vidvel para o controle da podriddo cinzenta do caule é a utilizacdo de
variedades resistentes, por ser um método econémico, ambientalmente correto e de facil

adocdo pelo produtor, além do uso de porta-enxerto resistente.

2.3 Reacdo de acessos de meloeiro e melhoramento visando a resisténcia a
Macrophomina phaseolina

Por ser considerado um método menos oneroso e seguro para o ambiente, o uso de
cultivares resistente ou porta-enxertos resistentes, no controle de patdgenos habitantes do
solo como M. phaseolina, pode ser utilizado de forma complementar a outros métodos de
controle como o uso de agentes biologicos e controle cultural por meio da modificacéo das
condicBes de pré e pos-plantio, prevenindo a epidemia (MICHEREFF; ANDRADE;
MENEZES, 2005; SILVA et al., 2012).

Logo, 0 primeiro passo para conseguir a resisténcia € o pré-melhoramento. De
acordo com Nass e Paterniani, (2000) trata-se de um conjunto de atividades que visam a
identificacdo de caracteres e/ou genes de interesse, presentes em materiais ndo adaptados
ou que ndo foram submetidos a qualquer processo de melhoramento, e sua posterior

incorporacgdo nos materiais adaptados de elevado valor produtivo. S&o poucos os trabalhos
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realizados visando a identificacdo de fontes de resisténcia de cucurbitaceas a M.
phaseolina. E, dentre as cucurbitaceas, Cucumis melo é considerada a espécie mais
polimorfica, sendo, portanto, possivel inferir sobre a identificacdo de materiais com niveis
de resisténcia a varios patogenos (VILLADA et al., 2009).

Salari et al. (2012) avaliaram 18 cultivares iranianas de mel&o contra M. phaseolina e
outros patdgenos habitantes do solo, mas nenhuma das cultivares testadas era imune a
todos os fungos patogénicos habitantes do solo. No entanto, duas “Sfidak khatdar™ e
“Sfidak bekhat” foram moderadamente resistente (MR) para os fungos testados, e ambas
mostraram baixos niveis de danos na haste ap06s a infeccdo com M. phaseolina. Ambrasio
et al., (2015) estudando a resisténcia de acessos de meldo a M. phaseolina em casa de
vegetacdo, verificaram sete acessos altamente resistentes (Ag-15591Ghana, Dud-
CUM296Georg, Ag-C38Nig, Can-NYlsr, Con-Pat81Ko, Dud-QPMAfg e Ac-
TGR1551Zimb), fontes promissoras para a resisténcia a esse fungo.

Segundo Siviero et al. (2002) métodos rapidos de avaliacdo da resisténcia, como
ultilizacdo de palitos de madeira consistem em importante etapa da selecdo de genotipos
superiores nos programas de melhoramento genético. Este método apresenta as seguintes
vantagens: i) o indculo é colocado em contato direto com o tecido hospedeiro, reduzindo a
possibilidade de contaminacdo com outro patdgeno; ii) garantia de contato do patdgeno
com o hospedeiro, reduzindo a possibilidade de escape (SANTOS, 2016). Ambrosio et al.,
(2015) e Medeiros et al., (2015) mostraram o sucesso deste método em meloeiro a reacao
de Macrophomina phaseolina.

Portanto, a utilizacdo de cultivares resistentes, constitui uma medida estratégica no
manejo integrado de doencas; porém, apesar de sua relevancia, existem poucos estudos

sobre a avaliacdo da resisténcia do meloeiro ao fitopatdgeno M. phaseolina.
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CAPITULO Il

REACAO DE GENOTIPOS E HERANCA DA RESISTENCIA A Macrophomina
phaseolina EM MELOEIRO

RESUMO

Muitos estresses bidticos tém contribuido para a reducdo da produtividade e da qualidade
dos frutos, tais como a ocorréncia de doencas, destacando-se a podridao cinzenta, causada
pelo patégeno habitante do solo Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.). Uma das
alternativas viaveis para o controle deste fungo é a utilizacdo de cultivares resistentes ou,
porta-enxertos resistentes. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a reacdo de acessos e a
heranca da resisténcia a M. phaseolina em meloeiro. Foi avaliada a reacdo de 45 acessos de
meloeiro em casa de vegetacdo, em delineamento inteiramente casualizado com cinco
repeticdes. A unidade experimental foi constituida por um vaso com uma planta. Realizou-se
0 semeio dos materiais diretamente nos vasos, contendo substrato comercial esterilizado. A
inoculacdo do patdgeno foi realizada por meio da inser¢do direta do palito, contendo
estruturas do fungo préximo ao colo da planta, aos 20 dias ap6s a semeadura. Aos quinze
dias apos a inoculacdo do fungo, as plantas foram avaliadas quanto a severidade utilizando
uma escala de notas (0: auséncia de sintomas a 5: mais do que 50% dos tecidos infectados).
No segundo experimento, investigou-se a heranca da resisténcia do acesso Ag-15591Ghana
(resistente) cruzado com In-PsPifiSp (suscetivel). Observou-se a existéncia de variabilidade
no germoplasma investigado para reacdo ao fungo. O acesso AgQ-15591Ghana €
moderadamente resistente a M. phaseolina e sua resisténcia é controlada por um gene maior
de efeito aditivo e dominante e poligenes de efeitos aditivos.

Palavras-chaves: Cucumis melo. Podridao cinzenta. Germoplasma. Controle genético.
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REACTION OF GENOTYPES AND RESISTANCE HERITAGE Macrophomina
phaseolina IN MUSKMELON

ABSTRACT

Many biotic stresses have contributed to the reduction of productivity and fruit quality, such
as the occurrence of diseases such as gray rot, caused by the soil pathogen Macrophomina
phaseolina Tassi (Goid.). One of the viable alternatives for the control of this fungus is the
use of resistant cultivars or resistant rootstocks. The objective of the present work was to
evaluate the access reaction and the inheritance of resistance to M. phaseolina in melon. It
was evaluated the reaction of 45 accessions of melon in greenhouse, in a completely
randomized design with five replicates. The experimental unit consisted of a vessel with a
plant. Sowing of the materials was carried out directly in the vessels, containing sterilized
commercial substrate. The inoculation of pathogen was carried out by means of the direct
insertion of the toothpick, containing structures of the fungus near the plant colon at 20 days
after sowing. On the fifteenth day after inoculation of the fungus, the plants were evaluated
for severity using a grading scale (0: absence of symptoms at 5: more than 50% of infected
tissues). In the second experiment, the inheritance of Ag-15591Ghana (resistant) cross-
resistance was investigated with In-PsPifiSp (susceptible). It was observed the existence of
variability in the germplasm investigated for reaction to the fungus. Ag-15591Ghana access is
moderately resistant to M. phaseolina and its resistance is controlled by a major gene of
additive and dominant effect and polygenes of additive effects.

Key Words: Cucumis melo. Gray rot. Germplasm. Genetic control.
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1 INTRODUCAO

Pertencente a familia das Cucurbitaceae, 0 meldo (Cucumis melo L.) teve como
provaveis centros de origem a Africa e Asia. No Brasil, foi introduzido pelos escravos no
século XVI (NAKAMEA, 2004). A Regido Nordeste é a principal produtora de meldo do
Brasil, contribuindo com mais de 90% da producdo nacional, tendo como principais estados
produtores o Ceara e o Rio Grande do Norte (ALICEWEB/MDIC, 2016). Nestas regides
existem condicdes climaticas favoraveis a seu cultivo o ano todo, contribuindo para uma alta
qualidade, favorecendo a aparéncia e o sabor (CAMARGO et al, 2008).

N&o obstante o sucesso da cultura, muitos estresses de natureza biotica contribuem
para a reducdo da produtividade e qualidade dos frutos, dentre os quais se destacam as
doencas causadas por fungos habitantes do solo (NUNES et al., 2016). Dentre as doengas, a
podriddo cinzenta, causada pelo fungo Macrophomina phaseolina Tassi (Goid.) tem
aumentado a incidéncia e a severidade da doenca nos ultimos anos (SALES JUNIOR et al.,
2012). M. phaseolina pode causar uma série de sintomas, tais como tombamento,
branqueamento de caules, podridao de raiz e caule, queima das folhas, murchamento da
planta e até a morte (WATSON; NAPIER 2009).

O controle deste fungo € dificil de ser realizado, por possuir estrutura de resisténcia e
ampla gama de hospedeiros (KAUR et al 2012) e, apds a eliminacdo do brometo de metila
no Brasil, seu controle tornou-se cada vez mais dificil (ISLAM et al 2012;. KAUR et al
2012).N&o ha fungicidas registrados para este patdégeno no meloeiro. O uso de fungicidas
além de ser ineficiente e antieconémico, causa contaminacdo do ambiente e destruicdo da
microflora ndo alvo (KUMAR et al., 2012).

Uma das alternativas viaveis ao controle destes fungos é a utilizacdo de variedades
resistentes, pois apresenta baixo custo, facil uso, alta eficacia e por ser ecologicamente
desejavel (SILVA et al., 2014), além do uso como porta-enxerto proporcionando um
melhor desenvolvimento radicular e maior rusticidade (NOMURA, 1989).Neste sentido, 0
rastreio de germoplasma para resisténcia a este fungo é necessario para identificar fontes
Uteis e assim controla-lo, pois ndo existem relatos de cultivares comerciais resistentes a
estes fungos (AMBROSIO et al., 2015).

Poucos sé@o os estudos relacionados a fontes de resisténcia desse fungo. Ambroésio et
al., (2015) estudando a resisténcia de acessos de meldo a M. phaseolina em casa de
vegetacdo, verificaram sete acessos altamente resistentes, (Ag-15591Ghana, Dud-
CUM296Georg, Ag-C38Nig, Can-NYlsr, Con-Pat81Ko, Dud-QPMAfg e Ac-
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TGR1551Zimb), fontes promissoras para a resisténcia a esse fungo. Salariet al. (2012)
verificaram que duas variedades crioulas (Sfidak khatdar e Sfidak bekhat) foram
moderadamente resistentes (MR) e, ambas mostraram baixos niveis de danos da haste apos a
infeccdo com M. phaseolina.

Apos a identificacdo de fontes de resisténcia no germoplasma, o proximo passo é
entender o controle genético da resisténcia. O controle genético depende de duas coisas:
fonte de resisténcia e background do genitor suscetivel. As informacGes da heranca da
resisténcia sdo necessarias para facilitar a introgressdo de alelos de resisténcia em
genoétipos comerciais e, por conseguinte, subsidiar a utilizacdo dos recursos genéticos e
para ampliar a base genética dos programas de melhoramento de plantas
(ALBUQUERQUE; NASS, 2008). N&do ha relatos na literatura envolvendo a heranca da
resisténcia a M. phaseolina em meloeiro.

Diante dessas consideracOes, o presente trabalho teve como objetivo identificar
fontes de resisténcia e estudar a heranga da resisténcia do acesso Ag-15591Ghanaa M.
phaseolina em meloeiro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1Germoplasma

Foram avaliados 46 acessos pertencentes a colecdo ativa de germoplasma da
UFERSA, sendo 34 acessos coletados em pequenas propriedades e feiras do Nordeste
brasileiro, duas cultivares e, os demais originarios de outros paises, e ja relatados como
resistentes a M. phaseolina (Tabela 1).

Tabela 1. Acessos de meloeiro avaliados para reagdo ao fungo Macrophomina phaseolina.
Mossord, UFERSA, 2018.

Acesso Origem Acesso Origem
A-01 Brasil A-35 Brasil
A-02 Brasil A-36 Brasil
A-04 Brasil A-37 Brasil
A-05 Brasil A-39 Brasil
A-07 Brasil A-41 Brasil
A-08 Brasil A-42 Brasil
A-10 Brasil A-43 Brasil
A-11 Brasil A-44 Brasil
A-12 Brasil A-45 Brasil
A-14 Brasil A-51 Brasil
A-15 Brasil A-52 Brasil
A-16 Brasil Ag-15591Ghana Gana
A-19 Brasil Con-Pat81Ko Coréia
A-22 Brasil Ag-C38Nig Nigéria
A-23 Brasil In-PsPifiSp Espanha
A-25 Brasil Dud-QMPAfg Afeganistdo
A-26 Brasil Can-NYlsr Israel
A-27 Brasil P1 313970 india
A-28 Brasil Pl 124111 india
A-29 Brasil Pl 124112 india
A-30 Brasil Pl 414723 india
A-32 Brasil ‘Iracema’ Sakata®
A-33 Brasil ‘Olimpic’ Sakata®

Para o estudo de heranga, 0 acesso Ag-15591Ghana foi utilizado como genitor

resistente e 0 acesso In-PsPifiSp como genitor suscetivel, por possuir fenétipos desejaveis
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ao mercado externo. O Ag-15591Ghana pertence ao grupo agrestis, originario de Gana e
sdo conhecidos popularmente como meléo silvestre. Possuem frutos pequenos, ovalados,
com listras verdes escuras e baixo teor de solidos soltveis (< 5 °Brix).O acesso In-PsPifiSp
pertence ao grupo inodorus e ao tipo Pele de Sapo. Seu fruto tem massa média de 2,8 kg,
formato oval, mesocarpo de coloracdo verde claro e, elevado teor de sélidos soluveis (>11
°Brix). A partir desses genitores foram obtidas as geracgdes Fi, F2 e o retrocruzamento RCy
(F1 x In-PsPifiSp).

Os cruzamentos iniciaram com o florescimento, sendo nas primeiras horas do dia,
pois de acordo com Oliveira (2009) neste momento ocorre a antese €, 0s grdos de polen
atingem cerca de 90% de germinacdo. Na tarde anterior a antese, as flores aptas a
polinizacdo foram selecionadas e cobertas com copos de poliestireno. As flores
hermafroditas foram emasculadas para evitar autopolinizacdo. Utilizou-se a relacédo de trés
flores masculinas para cada feminina emasculada. Apds a polinizacéo, as flores foram
identificadas com &, protegidas novamente com 0s copos e, posteriormente, eliminados
com o desenvolvimento do fruto. Para evitar possiveis contaminacfes, as maos foram
desinfestadas com alcool 70%, antes do procedimento.

A colheita da geragdo F1 foi realizada de acordo com o ciclo da cultura.
Posteriormente, as sementes foram extraidas, lavadas em agua corrente e postas para secar
naturalmente. As plantas da geracdo F1 foram autofecundadas para obtencdo da geracéo F2
e, retrocruzadas com o genitor In-PsPifiSp para obtencdo da geracdo RC11, obedecendo a

mesma metodologia.

In-PsPifiSp

Figura 1. Frutos dos genitores utilizados nos estudos da heranga para resisténcia a
Macrophomina phaseolina. Mossord, UFERSA, 2018.
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2.2 Sementes

As sementes dos dois ensaios passaram por um processo de selecdo, onde as que
apresentaram danos foram descartadas. As selecionadas foram desinfestadas com NaCIlO a
1,5% por dois minutos e lavadas em agua corrente. Posteriormente foram postas em placas
de Petri com algodao e papel filtro umedecidos com agua destilada e, envolvidas em papel
aluminio para serem colocadas em estufa por 24 horas a 37 °C.

Aproximadamente sete dias ap0s a saida da estufa foi realizado o transplantio para
vasos plasticos com 0,4 kg de capacidade, contendo substrato comercial (Tropstrato® HT
Hortaligas) a base de casca de pinus, turfa, vermiculita expandida, enriquecido com macro
e micronutrientes. O substrato foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C, por dois

dias consecutivos, sendo uma hora por dia.

2.3 Preparo do indculo

Utilizou-se o isolado patogénico Me-248, por ser agressivo (MEDEIROS et al.,
2015), coletado de raizes e colos de meloeiro com sintomas de podridéo radicular, de area
produtora de meldo em Mossor6-RN, preservado na colecdo de culturas de fungos do
laboratério de Fitopatologia, do setor de Fitossanidade da UFERSA. Foi realizado teste
para comprovar a patogenicidade do fungo. O isolado foi multiplicado realizando-se a
repicagem para meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) + antibidtico (tetraciclina -
0,05 g L) e mantido em estufa tipo B.O.D (Biochemistry Oxigen Demand) a 28 + 2°C por
cinco dias.

Foram retirados cinco discos (5 mm de didmetro) contendo estruturas do fungo e,
repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e pontas de palitos de dente
(1,5 cm), inseridas verticalmente em um disco de papel de filtro com a parte afilada dos
palitos voltada para cima, os quais foram previamente esterilizados a 121°C em autoclave
por 30 minutos (YORINORI, 1996). O isolado foi incubado em estufa tipo B.O.D. a 28 +

2°C por sete dias, até a completa colonizacdo dos palitos.
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Figura 2.Discos de micélio de Macrophomina phaseolina colonizando palitos de dente.
Mossord, UFERSA, 2018.

2.4 Inoculacéo e avaliacdo

Nos dois experimentos, a inoculagdo do patégeno M. phaseolina foi realizada 20 dias
apos o transplantio (no surgimento da segunda folha definitiva), por meio da insercéo
direta do palito no caule préximo ao colo da planta, formando um angulo aproximado de
45° para melhor fixacdo do palito (AMBROSIO et al., 2015). Na testemunha foram
inseridos palitos esterilizados sem in6culo (VERZIGNASSI et al., 2004).

Figura 3. Inoculacdo pelo método do palito em planta de meldo. Mossoro, UFERSA, 2018.

Aos 15 dias ap6s a inoculacdo, os acessos foram avaliados quanto a severidade da
doenca utilizando a escala de notas de (0 a 5), em que, 0: assintomaética, 1: menos de 3% de
tecidos infectados, 2: 3-10% dos tecidos infectados, 3: 11-25% de tecidos infectados, 4:
26-50% de tecidos infectados e 5: mais que 50% dos tecidos infectados (AMBROSIO et
al., 2015) (Figura 4).



Figura 4. Escala de notas da severidade da doenca. Mossor6, UFERSA, 2018.

A gravidade média da doenca foi calculada para cada acesso e classificada em cinco
classes de reacdo: 0: imune (1); 0,1-1,0: altamente resistente (AR); 1,1-2,0: moderadamente
resistente (MR); 2,1-4,0: suscetivel (SU) e 4,1-5,0: altamente suscetivel (AS) (SALARI et
al., 2012).

Apbs a avaliacdo, as plantas que apresentaram sintomas foram levadas ao laboratorio
para isolamento do fungo e confirmacdo da presenca de M. phaseolina nas lesbes. Para
isso, foram retirados fragmentos da &rea entre o tecido doente e o sadio, realizado a
desinfestacdo superficial em alcool 70%, por 30 segundos e hipoclorito de sodio a 2,0%
por um minuto, e lavados em agua destilada esterilizada. Fragmentos foram transferidos
para placas de Petri contendo meio de cultura BDA + tetraciclina (0,05g/l). Apds cinco
dias, as placas foram analisadas por meio de microscopia 6ptica e, confirmada a presenca

do fungo pela sua caracterizacdo morfoldgica.

2.5 Delineamento experimental

Os dois ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado. Para
a avaliacdo dos acessos, a parcela consistiu de um vaso com uma planta, sendo cinco
repeticdes por tratamento mais uma repeticdo representando a testemunha (sem inoculo).
No caso do estudo da heranca, a parcela foi formada de acordo com as populagdes
utilizadas em razdo da variabilidade genética esperada. A parcela dos genitores e da F1 foi
constituida por 10 vasos com uma planta, para geracdo F», 208 plantas e para 0 RC11, 60

plantas.
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2.6 Andlises estatisticas

Para a avaliagdo da reacdo de gendtipos, os dados da reacdo dos gendtipos foram
avaliados de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com nivel nominal de
significancia de 5% de probabilidade (o = 0,05). A andlise foi realizada utilizando o
Software R, Versdo 2.10.1. (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).

Para o estudo da heranca, modelos genéticos foram testados usando a méxima
verossimilhanca em misturas de fungdes de densidade normal conforme descrito por Silva
(2003). As distribuicdes de cada uma das populacGes foram as seguintes:

P,: N(u-[a]-A, o%);
P,: N(u-[a] + A, 0%);

Fy: N(u-[d]-D, 6%);

FoaN(u+ 802 4V + Vo) +IN(n+ 4D o? + v + ) + 3N (n+ B A 02 + vy +vp);

1 a d V,
[ ]+u+D,oz+7A+VD-SAD)

2772

1 [a]  [d]
22

v,
RCiyigN( 1+ +—-A,02 +7A+VD-SAD> +5 NG

Em que:

w: constante de referéncia;

A: efeito aditivo de gene de efeito maior;

D: efeito de dominancia do gene de efeito maior;

[a]: componente poligénico aditivo;

[d]: componente poligénico de dominancia;

Va: variancia aditiva;

Vp: variancia atribuida aos desvios de dominancia dos efeitos poligénicos;

Sap: componente da variagdo relativa aos produtos dos efeitos poligénicos aditivos
pelos efeitos poligénicos de dominancia;

o2 variancia ambiental.

As fungdes de densidade para RCi1 s&o constituidas pela mistura de duas densidades
normais e F> por uma mistura de trés distribuices normais. A partir das funcdes de
verossimilhanga para cada modelo, foi possivel compor testes de interesse, considerando

diferentes hipdteses.
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Na constru¢do do modelo genético foi considerado como o modelo mais geral
aquele que apresenta a existéncia de gene de efeito maior mais poligenes com efeitos
aditivos e de dominancia e variancias ambientais iguais em todas as geracOes (Tabela 2).
Admitiram-se ainda genes independentes (tanto poligenes como de efeito maior). A partir
das funcbes de verossimilhanga para cada modelo, foi possivel compor testes de interesse,
considerando diferentes hipoteses.

Os testes de verossimilhanca foram realizados por meio da estatistica LR. De

maneira geral, a estatistica LR é dada por: LR:_ZmM, em que L(Mi) e L(M;) séo as
MJ

funcBes de verossimilhanca dos modelos i e j; em que 0 modelo i deve estar hierarquizado
ao modelo j. Os testes foram realizados utilizando o software estatistico Monogen v.0.1
(SILVA, 2003).

Tabela 2. Modelos de heranca utilizados pelo programa Monogen v.0.1.Mossor6-RN,
2018.

Modelo Parametros

1:Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia + w, A, D, [a], [d], Va,
poligenes com efeitos aditivos e de dominéncia Vo, Sao, 0*

2:Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia + u A D, [a], Va, 62

poligenes com efeitos aditivos

3: Gene maior com efeito aditivo + poligenes com efeitos w A, [a], [d], Va, Vo,
aditivos e de dominéancia Sap, 6?

4:Gene maior com efeito aditivo + poligenes com efeito A, [a], Va, 62
aditivo

5:Poligenes com efeitos aditivos e de dominancia u, [a], [d], Va, Vb,

Sap, ©*

6:Poligenes com efeito aditivo W, [a], Va, 62

7:Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia u, A, D, 6

8:Gene maior com efeito aditivo A o

9:Apenas efeito do ambiente w, o
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo da reacao dos acessos a Macrophomina phaseolina

Observou-se efeito significativo de gendtipos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (x> = 87,14; p < 0,01) (Tabela 3), demonstrando a existéncia de variabilidade no
germoplasma investigado para a rea¢do ao fungo M. phaseolina.

Tabela 3 - Reacdo de acessos de meloeiro ao fungo Macrophomina phaseolina em
Mossord-RN. Mossord, UFERSA, 2018.

Acesso Média Reacédo* Acesso Média Reacédo*
Ag-15591Ghana 11 MR A-36 4,4 AS
A-33 2.2 su A-01 5,0 AS
A-52 2.2 su A-02 5,0 AS
PI313970 2,2 SuU A-05 5,0 AS
Ag-C38Nig 2,6 SuU A-07 5,0 AS
A-43 3,0 SuU A-08 5,0 AS
A-11 3.4 SuU A-10 5,0 AS
A-51 34 SuU A-12 5,0 AS
A-39 36 suU A-22 5,0 AS
A-19 38 suU A-23 5,0 AS
A-28 3,8 suU A-25 5,0 AS
A-29 4,0 SuU A-26 5,0 AS
A-32 4,0 SuU A-27 5,0 AS
A-41 4,0 SuU A-30 5,0 AS
A-45 4,0 SuU A-35 5,0 AS
Con-Pat81Ko 4,0 SuU A-37 5,0 AS
‘Iracema’ 40 SuU A-42 50 AS
Dud-QMPAfg 4,1 AS A-44 5,0 AS
A-04 4,2 AS In-sPifSp 5,0 AS
A-15 4,2 AS PI124111 5,0 AS
A-16 4,2 AS PI1124112 5,0 AS
‘Olimpic’ 4,2 AS PI1414723 5,0 AS
A-14 4.4 AS Can-NY Isr 5,0 AS
2 = 87,14™

“Significativo pelo teste de Qui-quadrado (x?) (p< 0,01); *Classes de reagdo: (AR) altamente resistente [0,1-1,0], (MR)
moderadamente resistente [1,1-2,0], (SU) suscetivel [2,1-4,0] e (AS) altamente suscetivel [4,1-5,0] (SALARI et al.,
2012).
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A maioria dos materiais foi altamente suscetivel (63%) com médias entre 4,1 a 5
(Tabela 3). O segundo maior grupo de acessos foi suscetivel (35%), com médias no
intervalo de 2,1 a 4,0. N&o foram encontrados acessos imunes nem altamente resistentes
dentre os materiais avaliados neste estudo. Apenas o0 acesso Ag-15591Ghana foi
moderadamente resistente (Tabela 3), com baixos niveis de danos no caule (média de 1,1).
Estes resultados evidenciam a dificuldade em identificar fontes com elevados niveis de
resisténcia a M. phaseolina em germoplasma de meloeiro, provavelmente devido ao
processo de patogénese exercido, pois com a infeccdo ocorre a formacdo de estruturas
somaticas produtoras de enzimas, metabolicos tdxicos e substancias que induzem a sintese
de etileno no hospedeiro (DOMSCH et al., 1980), com isso a atividade metabdlica das
células aumenta e ocorre maior predisposicao a infeccdo (NORONHA et al. 2006).

Poucos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de identificar genétipos de
meloeiro resistentes ao fungo M. phaseolina. Avaliando sete variedades crioulas iranianas,
Salari et al. (2012) identificaram duas moderadamente resistentes (‘Sfidak khatdar’ e
‘Sfidak bekhat”) com niveis intermediarios de danos da haste apds a infeccdo com M.
phaseolina, sendo assim potencialmente resistentes.Ambrosio et al. (2015) estudando a
resisténcia de acessos de meldo a M. phaseolina em casa de vegetacdo, e utilizando o
mesmo isolado (Me-248) verificaram sete acessos altamente resistentes Ag-15591Ghana,
Dud-CUM296Georg, Ag-C38Nig, Can-NYlsr, Con-Pat81Ko, Dud-QPMAfg e Ac-
TGR1551Zimb). Seis desses acessos foram avaliados no presente trabalho, sendo
classificados como moderadamente resistentes (Ag-15591Ghana), suscetiveis (Ag-C38Nig
e Con-Pat81Ko) e altamente suscetiveis (In-sPifiSp, Can-NY Isr e Dud-QMPA(fg).

Entre as possiveis explicacbes para resultados discrepantes estanas condicdes
ambientais, em especial a temperatura e a umidade relativa do ar. Na Espanha, no periodo
avaliado, a temperatura media foi de 28°C e a umidade relativa do ar média de 65%,
enquanto no Brasil a temperatura média foi 34,5°C e umidade relativa do ar média foi
38,4°C. O fungo M. phaseolina é adaptado as regides com clima quentes e secos (COHEN
et al., 2016). Assim sendo, as condi¢Bes presentes no semiarido brasileiro sdo mais
favoraveis a ocorréncia da podriddo cinzenta, assim como, da viruléncia do patogeno.
Ressalta-se que o fungo M. phaseolina é um dos mais isolados em plantas de meloeiro
provenientes das principais regides produtoras dos Estados do Ceara e do Rio Grande do
Norte (MARINHO et al., 2002).

O acesso Ag-15591Ghana é o mais promissor para futuros programas de

melhoramento genético. O referido acesso € procedente de Gana, pertence ao grupo
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agrestis e possui frutos pequenos, ovalados com listras verdes escuro. Mesmo com a baixa
qualidade dos frutos (<5 °Brix), acessos resistentes podem ser utilizados como fontes de
resisténcia genética em programas de melhoramento genético visando obter genotipos
resistentes (SALES JUNIOR et al. 2015). Em meloeiro, ha relatos de sucesso do uso de
germoplasma com reduzida qualidade para a obtencéo de cultivares resistentes a diferentes
tipos de patdgenos como Podosphaera xanthii e Golovinomyce sorontii (McCREIGHT et
al., 2012; NUNES et al., 2016), Fusarium oxysporum (OUMOULOUD et al., 2013) e
varios virus como ZYMV, CMV e WMV(EKBIC et al., 2010).

Também existe a possibilidade de uso do acesso Ag-15591Ghana como porta-
enxerto. A técnica da enxertia possibilita evitar o contato entre planta suscetivel e solo
contaminado, utilizando porta-enxertos resistentes, sendo uma importante op¢do para o
manejo de patdgenos radiculares (GOTO et al., 2003). O namero de cultivos com mudas
de meldo e melancia enxertadas tem aumento em todo o mundo (LEE et al., 2010),
especialmente em Israel (COHEN et al., 2016). Neste pais, resultados promissores contra
M. phaseolina foram obtidos por Cohen et al. (2012). Os autores citados verificaram que a
podriddo cinzenta em plantas enxertadas diminuiu em 80%. No Brasil, a técnica da
enxertia ndo tem sido muito utilizada, mas ha indicagdo para uso em um futuro préximo.

Deve-se considerar que nem todas as espécies apresentam caracteristicas
morfofisioldgicas que possibilitam a enxertia e, entre as hortalicas, somente as das
Familias Solanaceae (tomate, pimentdo e berinjela) e Cucurbitaceae (melancia, meldo,
pepino e abobora) sdo enxertadas (PEIL, 2003). De acordo com King et al. (2010), o
meloeiro pode ser enxertado sobre porta-enxertos pertencentes a algumas espécies de
cucurbitaceas e, ao proprio meldo. O uso de porta-enxertos resistentes representa
potencialmente o principal instrumento de prevencdo de doencas na cultura do meloeiro
causadas por patogenos habitantes do solo (MARTIGNONI et al., 2011).

3.2 Heranca da resisténcia do acesso Ag-15591Ghanaa M. phaseolina

O teste de méxima verossimilhancga trabalha com modelos hierarquizados (SILVA,
2003). O confronto entre os modelos 2 vs 4 avalia a presenca do efeito de dominancia no

gene maior. Verificou-se que o referido efeito foi significativo (Tabela 4).
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Tabela 4. Testes de hipdteses de modelos genéticos hierarquicos em estudo de heranga da
resisténcia do acesso Ag-15591Ghanaa Macrophomina phaseolina. Mossord, UFERSA,
2018.

Teste entre modelos* Graus de liberdade Y% Probabilidade
2vs. 4 1 140,01 0,000
2vs. 6 2 204,63 0,000
2vs. 7 2 20,02 0,000
2vs. 8 3 205,43 0,000
2vs. 9 4 205,71 0,000
4vs. 6 1 64,61 0,000
4vs. 8 2 65,41 0,000
4vs. 9 3 65,70 0,000
6vs.9 2 1,08 0,581
7vs. 8 1 185,35 0,000
7vs. 9 2 185,63 0,000
8vs. 9 1 wx **

*Testes de razdo de verossimilhanca, feitos por meio da estatistica LR, com o programa estatistico Monogen

v. 0.1 (Silva, 2003). **Valor negativo, talvez devido a problemas de convergéncia.

Assim sendo, utilizou-se 0 modelo 2, composto por gene maior com efeito aditivo e
de dominancia (u, A, D) e poligenes com efeito aditivo ([a], Va, %) para verificar a
presenca dos efeitos de gene maior e poligenes na heranca do carater reacdo do meloeiro a
M. phaseolina.

Observou-se a presenca de gene maior com efeitos aditivos e de dominancia no
controle genético da resisténcia a M. phaseolina ao se confrontar os modelos 2 (Gene
maior com efeitos aditivo e de dominancia + poligenes com efeitos aditivos) com o modelo
6 (Poligenes com efeito aditivo).

O teste entre os modelos 2 (Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia +
poligenes com efeitos aditivos) vs 7 (Gene maior com efeitos aditivo e de dominancia)
verifica a presenca de poligenes de efeitos aditivos no controle genético do carater em
questdo. Também se verificou a presenca de poligenes com efeitos aditivos.

Assim sendo, constata-se que a heranca da resisténcia no acesso Ag-15591Ghana nao

é simples, uma vez que envolve a presenca de poligenes. Um aspecto importante é que
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estdo envolvidos no gene maior os efeitos aditivos e domindncia. Esse é o primeiro
trabalho que se propds a estudar a herancga da resisténcia a M. phaseolina em meloeiro. A
informacdo obtida serd muito Util nas etapas subsequentes do programa de melhoramento
geneético.

Do ponto de vista pragmatico, a presenca de um gene de efeito maior na heranga é
uma condicao favoravel uma vez que permite que parte da resisténcia possa ser transferida
por processos simples, como retrocruzamentos. Por outro lado, a presenca de poligenes é
desfavoravel, pois quando a heranca é poligénica geralmente € muito influenciada pelo
ambiente, resultando em herdabilidade reduzida ou mediana. No entanto, é possivel a
introgresséo de alelos de resisténcia e obtencdo de linhagens resistentes e com frutos de
elevada qualidade. Em um programa de melhoramento visando obter genotipos resistentes
a M. cannonballus a partir do acesso Con-Pat81Ko, Fita et al. (2009) obtiveram, por
retrocruzamento, linhagens resistentes com background tipo Pele de Sapo. O acesso Con-
Pat81Ko pertence ao grupo conomon e possui frutos de baixa qualidade.
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4 CONCLUSAO

O acesso Ag-15591Ghana é moderadamente resistente a Macrophomina phaseolina e
sua resisténcia é controlada por um gene de efeito maior aditivo e dominante e poligenes de

efeitos aditivos, nas condi¢des de Mossoro.
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CAPITULO 11l

EFEITO DA TEMPERATURA NA PODRIDAO CINZENTA DO CAULE EM
MELOEIRO

RESUMO

O fungo Macrophomina phaseolina é o agente causal da podriddo cinzenta do caule e
ocasiona perdas significativas em cultivos de meldo em muitas partes do mundo. O uso de
cultivares resistentes € um método desejavel no controle de M. phaseolina, porém néo
existem informacdes sobre a influéncia da temperatura sobre a resisténcia genética em
meloeiro. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da temperatura sobre a reagéo
de acessos de meloeiro a M. phaseolina. Os acessos Ag-15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-
C38Nig, In-PsPifiSp, Can-NY sr e Dud-QMPAfg foram inoculados pelo método do palito
com o isolado Me-248 e mantidos em diferentes temperaturas (25, 28, 31 e 34°C) durante
dez dias. Conclui-se que a elevacdo da temperatura aumenta a severidade da podriddo
cinzenta causada por M. phaseolina em meloeiro. O acesso In-PsPifiSp € mais suscetivel
nas temperaturas 28, 31 e 34°C. Os acessos Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NY lsr e Dud-
QMPATfg sdo resistentes nas temperaturas 25, 28 e 31°C, mas suscetiveis a 34°C. O
acessoAg-15591Ghana é uma fonte promissora para programas de melhoramento genético
por ter sua resisténcia a M. phaseolina pouco alterada pelo aumento da temperatura.

Palavras—chave: Cucumis melo. Germoplasma. Macrophomina phaseolina. Quebra de

resisténcia.
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EFFECT OF TEMPERATURE AT ROT GRAY IN MELOEIRO

ABSTRACT

The fungus Macrophomina phaseolina is the causal agent of gray stem rot and causes
significant losses in melon crops in many parts of the world. The use of resistant cultivars
is a desirable method for the control of M. phaseolina, but has no information on the
influence of temperature on genetic resistance in melon. The objective of the present work
was to evaluate the effect of temperature on the reaction of melon accessions to M.
phaseolina. The accessions Ag-15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, In-PsPifiSp, Can-
NY Isr and Dud-QMPAfg were inoculated by the stick method with the Me-248 isolate and
maintained at different temperatures (25, 28, 31 and 34°C ) for ten days. It is concluded
that the temperature increase increases the severity of the gray rot caused by M.phaseolina
in melon. In-PsPifiSp access is more susceptible at temperatures 28, 31 and 34 ° C. The
Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYlsr and Dud-QMPAfg accessions are resistant at
temperatures 25, 28 and 31 ° C, but susceptible at 34 ° C. Access-g-15591Ghana is a
promising source for breeding programs because its resistance to M. phaseolina is slightly
altered by the increase in temperature.

Keywords: Cucumismelo. Germplasm. Gray rot. Resistance break.
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1 INTRODUCAO

O mel&o é uma das principais frutas produzidas e exportadas pelo Brasil, ocupando
lugar de destaque em volume e exportagdo (ANUARIO, 2016). A producéo brasileira esta
concentrada em parte do semiarido nordestino (>95%), em especial nos Estados do Ceara e
Rio Grande do Norte, nos quais se encontram condi¢Ges climaticas excelentes ao
desenvolvimento da cultura como altas temperaturas (>28°C), baixa precipitagdo
pluviométrica (= 600 mm ano™) e alta luminosidade. Além disso, os produtores tém
investido em alta tecnologia procurando melhorar as caracteristicas dos frutos e sua
produtividade (NUNES et al., 2016).

O cultivo de meloeiro é realizado em praticamente todo o ano e, em muitas
empresas, sem a rotagdo de culturas ou, rotacionando com melancia. O uso intensivo dos
campos produtivos amplia os problemas com patdgenos habitantes do solo. Dentre eles,
destaca-se o fungo ascomiceto Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich. O referido
fungo tem sido um dos mais isolados em plantas de meldo (MARINHO et al., 2002;
ANDRADE et al., 2005; DANTAS et al., 2013 ) e ervas daninhas (SALES JUNIOR et al.,
2012). Este fungo provoca a doenga conhecida como podriddo do carvdo ou podridao
cinzenta do caule (SALARI et al., 2012). Os sintomas da podriddo iniciam-se com lesdes
na haste da planta, sendo deprimidas e escuras tornando-se acinzentadas, podendo ocorrer
clorose, podriddo de raiz, murcha e morte dos ramos ou de toda planta (BIANCHINI et al.,
2005). Plantas severamente infectadas morrem prematuramente em virtude da producéo de
toxinas do fungo e pelo blogueio dos vasos do xilema (ISLAM et al.,2012).

Uma das maneiras mais eficientes de controle de patdgenos habitantes do solo € o
uso de cultivares resistentes. Porém, no caso de M. phaseolina, ndo existe variedade
comercial que apresente resisténcia a este fungo e, poucos trabalhos cientificos relatam
esforcos para identificar fontes de resisténcia. Salari et al. (2012) avaliaram a reacdo de
sete cultivares iranianas e identificaram duas fontes com resisténcia intermediaria: ‘Sfidak
khatdar’e ‘Sfidak bekhat’. Mais recentemente, Ambraésio et al. (2015), em uma pesquisa
envolvendo grupos brasileiro e espanhol identificaram cinco fontes de resisténcia: Ag-
15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, In-PsPifiSp, Can-NYIlsr e Dud-QMPATfg. Estes
se comportaram como altamente resistentes. Em 2016, estes mesmos acessos foram
avaliados nas condi¢cdes experimentais de Mossord, com temperaturas superiores a 35°C e
umidade relativa baixa. Condi¢des epidemioldgicas excelentes para o desenvolvimento de

M. phaseolina. As plantas inoculadas com o mesmo isolado utilizado na Espanha, em
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praticamente todos 0s acessos, morreram em apenas quatro dias. A excec¢do foi 0 acesso
Ag-15591Ghana que se apresentou como moderadamente resistente.

E notdrio que os fatores ambientais influenciam as relacdes entre patdgeno e
hospedeiro, afetando a patogenicidade do primeiro e as respostas de defesa do segundo.
Dentre os fatores, a temperatura destaca-se como aquele com grande agdo sobre a
resisténcia de plantas a diferentes tipos de patdégenos como fungos, virus e bactéria
(GARRETT et al., 2006, WOSULA, 2017). Além dos patdgenos citados, muitos estudos
tém sido feitos com os nematdides. O exemplo classico que ilustra a interferéncia da
temperatura na quebra de resisténcia ocorre no patossistema formado pelo nematdide
Meloidogyne incégnita e Solanum lycopersicum L. (tomate). Os cultivares que sao
resistentes possui 0 gene Mi-1. No entanto, quando a temperatura do solo é igual ou
superior a 32°C, ha uma quebra da resisténcia (WILLIAMSON, 1998). Estudos mais
recentes apontam que a quebra da resisténcia depende da cultivar que possuem o gene Mi-
1(CARVALHO et al., 2015). Ndo ha informacfes sobre acdo da temperatura sobre a
reacdo de acessos de meloeiro a M. phaseolina. Sendo, portanto, relevante obter
informacdes a respeito desse tema.

Assim sendo, o0 presente trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito da temperatura
sobre a reacdo de acessos de meloeiro que expressaram resisténcia na Espanha e

suscetibilidade no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Germoplasma

Foram avaliados seis acessos: Ag-15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, In-
PsPifiSp, Can-NYlsre Dud-QMPAfg, pertencentes a cole¢do ativa de germoplasma da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA).

2.2 Temperaturas (Ambientes)

Quatro experimentos foram conduzidos simultaneamente no laboratorio de
sementes da UFERSA, em quatro BOD (Biochemistry Oxigen Demand) por 10 dias nas
temperaturas de 25; 28; 31 e 34 °C, umidade relativa de 60%, sob fotoperiodo de 12 horas.
A escolha das temperaturas foi baseada no trabalho de Ambrosio et al., (2015) que relatam
a temperatura média do ar na condicdo de Mossord e Valéncia, durante o periodo dos

estudos.

2.3 Preparo do indculo

Utilizou-se o isolado patogénico, com alta viruléncia, Me-248, por ser o mais
agressivo (MEDEIROS et al., 2015), coletado de raizes e colos de meloeiro com sintomas
de podriddo radicular, de area produtora de meldo em Mossor6-RN, preservado na colecdo
de culturas de fungos do laboratério de Fitopatologia, do setor de Fitossanidade da
UFERSA. Foi realizado teste para comprovar a patogenicidade do fungo. O isolado foi
multiplicado realizando-se a repicagem para meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA)
+ antibidtico (tetraciclina - 0,05 g L) e mantido em estufa tipo BOD a 28 + 2 °C por cinco
dias.

Foram retirados quatro discos (5 mm de diametro) contendo estruturas do fungo e,
repicados para placas de Petri contendo meio de cultura BDA e pontas de palitos de dente
(1,5 cm), inseridas verticalmente em um disco de papel de filtro com a parte afilada dos
palitos voltada para cima, os quais foram previamente esterilizados a 121°C em autoclave
por 30 minutos (YORINORI, 1996). O isolado foi incubado em estufa tipo B.O.D. a 28 +

2°C por sete dias, até a completa colonizacao dos palitos.
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2.4 Conducéo experimental

As sementes passaram por um processo de sele¢do, onde as que apresentaram danos
foram descartadas. As selecionadas foram desinfestadas com NaClO a 1,5% por dois
minutos e lavadas em &gua corrente. Posteriormente foram postas em placas de Petri
contendo algoddo e papel filtro umedecidos, envolvidas em papel aluminio para serem
colocadas em estufa por 24 horas em temperatura de 37 °C. O transplantio foi realizado em
vasos plasticos com 0,4 kg de capacidade, contendo substrato comercial (Tropstrato® HT
Hortaligas) a base de casca de pinus, turfa, vermiculita expandida, enriquecido com macro
e micronutrientes. O substrato foi previamente esterilizado em autoclave a 121 °C, por dois
dias consecutivos, sendo uma hora por dia.

A inoculacdo foi realizada aos 20 dias apds o transplantio (segunda folha definitiva),
por meio da insercdo direta do palito no caule préximo ao colo da planta (AMBROSIO et
al., 2015).Imediatamente ap6s a inoculagdo, as plantas foram mantidas em BOD.Aos 10

dias apo6s a inoculacdo, os acessos foram avaliados quanto a severidade da doenca

utilizando a escala de notas de (0 a 5), em que,0: assintomatica, 1: menos de 3% de tecidos
infectados, 2: 3-10% dos tecidos infectados, 3: 11-25% de tecidos de tecidos infectados, 4:
26-50% de tecidos infectados e 5: mais do que 50% dos tecidos infectados (AMBROSIO et
al., 2015) (Figura 1).

Figura 1. Escala de notas da severidade da doenga. Mossord, UFERSA, 2018.

A gravidade média da doenca foi calculada para cada acesso e classificada em cinco
classes de reacdo: 0: imune (1); 0,1-1,0: altamente resistente (AR); 1,1-2,0: moderadamente
resistente (MR); 2,1-4,0: suscetivel (SU) e 4,1-5,0: altamente suscetiveis (AS) (SALARI et
al., 2012).
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ApoOs a avaliacdo, as plantas que apresentaram sintomas foram levadas ao
Laboratdrio de Microbiologia e Fitopatologia da UFERSA para isolamento do fungo e
confirmacdo da presenca de M. phaseolina nas lesdes. Para isso, foram retirados
fragmentos da area entre o tecido doente e o sadio, posteriormente foi realizado a
desinfestacdo superficial em alcool 70%, por 30 segundos e hipoclorito de sodio a 2,0%
por um minuto, e lavados em agua destilada esterilizada.

Foram transferidos cinco fragmentos para placas de Petri contendo meio de cultura
BDA + tetraciclina (0,05g/l). Apds cinco dias, as placas foram analisadas, por meio de

microscopia optica e, confirmada a presenca do fungo pela sua caracterizagdo morfoldgica.

2.5 Delineamento experimental

Os quatro experimentos foram conduzidos em delineamento em blocos casualizados
com sete repeticdes. A unidade experimental foi constituida por dois vasos de 0,4 kg de

capacidade com uma planta.

2.6 Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada conforme o modelo estatistico 54 do software
SELEGEN-REML/BLUP (RESENDE, 2007). O referido modelo corresponde ay = Xb +
Zg+Wc + e, emquey, b, g, c, e correspondem, respectivamente, aos vetores de dados, de
efeitos fixos (médias de blocos através das temperaturas), de efeitos dos acessos
(aleatdrios), de efeitos da interacdo acessos X temperaturas (aleatérios) e de erros
aleatdrios. Enquanto X, Z e W sdo as matrizes de incidéncia para b, €, e c, respectivamente.

As distribuicdes e estruturas de médias (E) e variancias (Var) assumidas foram as

seguintes:
Y1 [Xb g [loz 0 0
E|S| = 8 ; VarH= 0 Is2 0
e 0 e 0 0 Io?

O ajuste do modelo foi obtido a partir das equacdes de modelo misto:

X'X X'Z
ZX ZZ+1\ zw [] [

W'X W'Z WW + 12,
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z2  1-hi-¢? 2 . -
Onde A, = === —%—; em que: hZ = — 8 __ corresponde & herdabilidade
og hg Gé+0%+ﬁe
2
individual no sentido amplo no bloco; ¢ = ———~—— corresponde ao coeficiente de
o+oi+ad

determinacdo dos efeitos da interagéo acessos x temperatura; o € a variancia genotipica

entre acessos; o2 € a variancia da interacdo acessos X temperatura; o2 é a variancia residual

2 hZ X « .
entre parcelas; rgjoc = = ——=— corresponde a correlagdo genotipica dos acessos,
og+oc hg+c

através das temperaturas.

Os estimadores iterativos dos componentes de variancia, por REML, via algoritmo

o RN ol 87 o AT AT ~ 22 ' =2 33

EM, sdo: 62 = lyy-DXy-82yeWy]. 52 _ [B+oeuc?]. 62 = [eeroRre?]. oy que C22 e C33
[N-r(x)] g q
Ci1 Gy Cy3 B clt ¢tz ¢

advém de C!'= [Cy,; C,, Cu3| = [c2t (22 (23|, sendo C a matriz de

C3; Gz Cz3 c3t c32 (33
coeficientes das equacbes de modelo misto; tr o operador trago matricial; r(x) o posto da
matriz X; N, g e s, nimero total de dados, nimero de gendtipos e numero de combinacGes
acesso x temperatura, respectivamente.

Por meio desse modelo foram obtidos os preditores BLUP empiricos dos valores
genotipicos livres da interacdo, dados por i+ &, em que {i € a média de todos os
ambientes e g,é o efeito genotipico livre da interacdo gendtipo x ambiente. Para cada
ambiente j, os valores genotipicos sdo preditos por fi+ g, + gej;, em que {i; € a media do
ambiente j, i € o efeito genotipico e ge;; € o efeito da interacdo genotipo x ambiente

concernente ao genotipo i.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se efeito significativo de acessos (p<0,01) para a reacdo a M. phaseolina,
evidenciando heterogeneidade genotipica. Esse fato era esperado uma vez que a reacao dos
acessos era conhecida em ensaios anteriores (AMBROSIO et al., 2015)(Tabela 1).

Tabela 1 - Componentes de varidncias, acuracia seletiva, coeficientes de variacdo
genotipica e residual obtidos via REML da reacdo de acessos de meloeiro (severidade)

inoculados com M. phaseolina em quatro temperaturas. Mossoro, UFERSA, 2018.

Efeito Deviance LRT 6?

Efeitos Aleatorios

Modelo completo 270,77
Genotipos (G) 290,45* 19,68™ 1,83
Interacdo (G x A) 274,09* 3,32™ 0,19
Residuo 1,45
Fenotipico 3,49
h2mg 0,95
Acg 0,97
c? 0,05
Patoc 0,91
CV, 78,84
CV. 70,19
Média 1,72

Efeito Fixo
Fonte de variagdo gl QM F (Prob)
Temperatura 3 20,04 13,74 (< 0,001)

* Deviance do modelo ajustado sem o referido efeito, LRT: Teste de razdo de maxima verossimilhanca; 2:
Componente de variancia. **: Significativo pelo teste de Qui-quadrado a (p<0,01) (Qui-quadrado tabelado:
3,84 ¢ 6,63 para os niveis de significincia o = 5% e o = 1%, respectivamente).h?ng: Herdabilidade média;
Acy. Acurécia seletiva; rioc: correlagdo entre os ambientes; CV,. Coeficiente de variagdo genético, CVe:

Coeficiente de variagdo ambiental. FV: Fonte de variacdo; gl: Grau de liberdade; QM: Quadrado Médio.

N&o foi observado efeito significativo da interacdo acessos x temperaturas (p >

0,05) (Tabela 1). A auséncia da interacdo evidencia comportamento ndo diferencial dos
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gendtipos (acessos) nos diferentes ambientes (temperaturas) (YAN et al., 2007). O
componente ¢ mede o quanto a interacdo influenciou na variancia fenotipica. Constatou-se
baixissima influéncia da interacdo na reacdo severidade (5,0%).

A interacdo é composta pelos componentes simples e complexo. O primeiro ocorre
devido as magnitudes das diferencas de variabilidade entre os gendtipos e o segundo,
depende da correlacdo genética dos gendtipos nos ambientes (CRUZ; CASTOLDI, 1991).
A correlacdo genotipica média da performance dos acessos, através dos ambientes (rioc),
fornece a confiabilidade de quéo constante € o ordenamento dos acessos e, indiretamente,
indica a participagdo da parte complexa na interagdo. Assim sendo, constatou-se que a
estimativa de rioc foi elevada (0,91), indicando reduzida participacdo do componente
complexo na interacdo. No presente estudo, a predominancia da parte simples da interacédo
¢ uma condicdo favoradvel e facilita o trabalho seletivo do pesquisador em razdo do
ordenamento constante dos acessos nas quatro temperaturas.

Observando as meédias genotipicas dos acessos nas diferentes temperaturas,
constatou-se poucas alteracbes no ordenamento dos acessos nas diferentes temperaturas,
corroborando com as estimativas de c2 e rioc (Tabela 1). O acesso Ag-15591Ghana sempre
apresentou a menor estimativa, enquanto o acesso In-PsPifiSp a maior em todas as
temperaturas avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias genotipicas da reacdo de cinco acessos de meloeiro a Macrophomina

phaseolina em quatro temperaturas. Mossor6, UFERSA, 2018.

Acesso H+ g+ Ge H+ g

25°C 28°C 31°C 34°C Conjunta

Ag-15591Ghana 0,05 0,07 0,22 1,13 0,38
Con-Pat81Ko 0,49 0,58 0,85 2,78 1,19
Ag-C38Nig 0,82 1,20 1,32 2,48 1,46
In-PsPifiSp 3,82 4,23 4,35 4,89 4,26
Can-NYlsr 0,56 0,91 1,61 2,24 1,34
Dud-QMPAfg 0,98 1,32 1,71 2,77 1,70

M+ g+ ge: Média genotipica acrescida da interacdo gendtipos por ambientes; u + g: média genotipica

estimada na analise conjunta.

O acesso Com-Pat81Ko apresentou a segunda menor média genotipica nas

temperaturas 25, 28 e 31°C, mas a segunda maior na temperatura mais alta (34 °C). A
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média genotipica do acesso Dud-QMPATfg foi a segunda maior nas temperaturas 25, 28 e
31°C, porém a terceira maior na temperatura mais elevada (34 °C). O acesso Ag-C38Nig
apresentou a terceira maior média genotipica nas temperaturas 25 e 28°C, enquanto que nas
temperaturas 31 e 34 °C foi a quarta. Por fim, 0 acesso Can-NYsr foi aquele com maior
alteracéo na classificagdo, sendo a terceira menor em 25 e 28°C, a quarta menor a 31°C e a
segunda menor em 34°C.

Considerando a media genotipica sem a presenca do componente da interacdo
gendtipos por ambientes (analise conjunta das temperaturas), observou-se que 0 acesso Ag-
15591Ghana teve a menor estimativa, enquanto que o acesso In-PsPifiSp a maior
estimativa. Para os demais acessos, as estimativas em ordem crescente foram Com-
Pat81Ko, Can-NY sr, Ag-C38Nig e Dud-QMPAfg (Tabela 2).

Os acessos AgQ-15591Ghana, Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYlsr e Dud-
QMPATfg foram inoculados com o mesmo isolado do presente trabalho e exaustivamente
avaliados em condicdes ambientais de Valencia, na Espanha (28°C, 65% UR). Todos se
comportaram como altamente resistentes em todas as avaliacGes (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias e reacdes de acessos de meloeiro inoculados com o isolado Me-248 de
Macrophomina phaseolina em condi¢6es ambientais de Valencia (Espanha) e Mossor6-RN
(Brasil). Mossord, UFERSA, 2018.

Acesso Valencia (Espanha)” Mossoré (Brasil)**
(28°C, 65% UR) (34,5°C, 38,4% UR)
Nota Reacdo Nota Reacdo

Ag-15591Ghana 0,10 AR 1,1 MR
Con-Pat81Ko 0,61 AR 5,0 AS
Ag-C38Nig 0,25 AR 5,0 AS
In-PsPifiSp 2,96 SU 50 AS
Can-NYlsr 0,44 AR 50 AS
Dud-QMPAfg 0,61 AR 4.6 AS

* Dados obtidos por Ambrésio et al. (2015).** Dados obtidos por Linhares (2018). 0: imune (I); 0,1-1,0: altamente
resistente (AR); 1,1-2,0: moderadamente resistente (MR); 2,1-4,0: suscetivel (SU) e 4,1-5,0: altamente suscetivel (AS).

Quando avaliados nas condigdes de Mossor0-RN, com temperaturas superiores a 34
°C e reduzida umidade relativa do ar, condi¢bes 6timas para o desenvolvimento da M.
phaseolina (COHEN et al.,, 2016), verificou-se que a reacdo dos acessos foi

diametralmente oposta. Enquanto na Espanha todos os acessos foram resistentes, no Brasil
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a maioria foi suscetivel, com excecdo do Ag-15591Ghana. O acesso In-PsPifiSp, utilizado
como padréo de suscetibilidade, foi ainda mais suscetivel nas avalia¢es feitas no Brasil.

Uma possivel explicacdo para esse fato seja a temperatura, razdo que motivou a
realizacdo da presente pesquisa. Assim sendo, constou-se efeito significativo da
temperatura sobre a severidade da doenca (Tabela 1). As médias genotipicas da severidade
da doenga aumentaram em todos 0s acessos com a elevacdo da temperatura (Tabela 2).

A reacdo dos acessos alterou com o aumento da temperatura em graus
diferenciados. O acesso Ag-15591Ghana foi altamente resistente nas temperaturas 25, 28 e
31°C, mas moderadamente resistente em 34 °C (Figura 1). O acesso In-PsPifiSp foi
suscetivel na temperatura 25 °C, e altamente suscetivel nas temperaturas 28, 31 e 34°C. O
acesso Con-Pat81Ko foi altamente resistente nas trés primeiras temperaturas e suscetivel a
34 °C. Os acessos Ag-C38Nig e Dud-QMPAfg foram altamente resistentes na menor
temperatura (25°C), moderadamente resistente nas temperaturas 28 e 31 °C e suscetivel em
34 °C. O acesso Can-NY sr foi altamente resistente a 25 e 28 °C, moderadamente resistente
a 31°C e suscetivel a 34°C.

Quando se compara os resultados obtidos na Espanha, com temperatura média de
28°C e umidade relativa média de 65°C com os resultados obtidos nas temperaturas de 25 e
28°C e uma umidade de 60% na BOD, verifica-se que 0s acessos resistentes na Espanha
também foram resistentes no presente estudo, inclusive com valores de severidade (notas)
semelhantes, com excecdo do Ag-C38Nig e Dud-QMPAfg, aqui classificados como
medianamente resistentes a 28°C (Tabela 2).

Quando avaliados a 31 °C os acessos Ag-15591Ghana e Con-Pat81Ko continuaram
altamente resistentes, porém com médias genotipicas da severidade maiores, enquanto que
0s acessos Ag-C38Nig, Can-NYlsr e Dud-QMPAfg foram moderadamente resistentes,
indicando efeito da temperatura no sentido de reduzir a resisténcia genética nos acessos
(Tabela 2, Figura 2).



59

Severidade (N ota)

26 28 30 2 34

Temperatura {°C)
——a— (6 — @ — L& ——o-— L%

Figura 2. Severidade da podridao cinzenta em funcdo da temperatura. Mossor6-RN, 2018.
0: imune (1); 0,1-1,0: altamente resistente (AR); 1,1-2,0: moderadamente resistente (MR);
2,1-4,0: suscetivel (SU) e 4,1-5,0: altamente suscetivel (AS). C-14 (Ag-15591Ghana), C-
32 (Com-Pat81Ko), C-38 (Ag-C38Nig), C-61 (In-PsPifiSp), 1-162 (Can-NYlsr) e 1-180
(Dud-QMPAfg). Mossoro, UFERSA, 2018.

Esse fato foi corroborando, quando se constatou que todos 0s acessos foram
suscetiveis na maior temperatura (34 °C) (Figura 2). A excecdo foi o acesso Ag-
15591Ghana foi moderadamente resistente com média genotipica superior a 1,0 (Figura 2,
Tabela 2).

A reducdo da resisténcia dos acessos com a ampliagdo da temperatura é indicio que o
referido fator ambiental influencia a resposta genotipica ao fungo M. phaseolina. Por outro
lado, um questionamento surgiu: porque 0s acessos nao apresentaram maior suscetibilidade
na temperatura de 34°C, uma vez que nas condi¢fes ambientais de Mossord (>34°C)
praticamente todas as plantas dos acessos Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYlsr e Dud-
QMPAfg morreram em apenas quatro dias apés a inoculacdo? Uma possivel explicacdo
esta na diferenca de umidade das duas avaliagdes. Em BOD, a umidade era maior enquanto

em condi¢Bes ambientais da casa de vegetacdo, a umidade foi menor. Outro fator a ser
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considerado: A temperatura na casa de vegetacdo apresentou maior amplitude térmica,
deixando a planta mais pré-disposta ao ataque do patégeno. Na BOD a temperatura é
praticamente constante.

A razdo dessa explicacdo estad no fato do fungo M. phaseolina ser mais adaptado e
agressivo a climas quentes e secos, nos quais predominam altas temperaturas e reduzidas
umidades relativas (COHEN et al., 2016). Evidentemente que sd0 necessarios novos
experimentos para comprovar a hipotese mencionada neste trabalho.

A influéncia da temperatura € um aspecto relevante estudado em outros
patossistemas. Os estudos mais publicados envolvem como patégeno, o nematoide M.
incognita e, como hospedeiro, o tomate. Trabalhos iniciais relataram a quebra da
resisténcia advinda do gene Mi-1 em temperaturas > 28°C (DROPKIN, 1969; MEDINA
FILHO; STEVENS, 1980) ¢ > 32°C (WILLIAMSON, 1998). Entretanto, outros autores
evidenciam que a quebra da resisténcia ndo ocorre em todas as cultivares a 34°C (ABDUL-
BAKI; HAROON; CHITWOOD, 1996; VERDEJO-LUCAS et al., 2013). Observou-se
quebra da resisténcia da cultivar ‘Amelia’, mas ndo na cultivar ‘Rutgers’ quando estas
foram submetidas a uma temperatura de 35°C (CARVALHO et al., 2015).

Com relacdo ao presente trabalho, também se observou que nem todos 0s acessos
apresentaram-se da mesma maneira. O acesso Ag-15591Ghana foi sempre resistente em
todas as temperaturas, altamente resistente nas temperaturas 25, 28 e 31°C e
moderadamente resistente a 34°C, mas com média genotipica para a severidade reduzida
tanto nas condicdes de BOD (Tabela 2) como nas condi¢des ambientais de Mossoro
(Tabela 3).

O acesso Ag-15591Ghana foi a primeira fonte de resisténcia publicada na literatura
internacional no trabalho pioneiro realizado na Espanha (AMBROSIO et al., 2015). Os
resultados do presente trabalho reforcam a estabilidade da resisténcia do acesso Ag-
15591Ghana e ratificam o seu potencial como fonte de resisténcia para programas de
melhoramento visando resisténcia a M. phaseolina. Ressalta-se que é preciso estudar a
heranga da resisténcia do referido acesso para otimizar o processo seletivo e de
introgressdo de alelos de resisténcias em backgrounds comerciais quanto a produtividade e
qualidade de frutos uma vez que se trata de um germoplasma do grupo agrestis com frutos
muito pequenos (<50 g) e de baixo teor de solidos soltuveis (NUNES et al., 2016).

Com relagdo ao acesso In-PsPifiSp, a temperatura aumentou a sua suscetibilidade a
partir de 28°C (Figura 1). Esse fato indica que a temperatura também influencia a reacéo
dos genotipos suscetiveis (ABDUL-BAKI; HAROON; CHITWOOD, 1996). Observou-se
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na Espanha que o referido acesso apresentou menor severidade a 28°C e UR 65% (Tabela
3) em relacdo a avaliagdo feita a 28°C e UR 60% na BOD (Tabela 2). Ressalta-se que a

temperatura de 28°C na Espanha € um valor médio, assim como a umidade relativa,

diferente dos valores quase constantes da BOD.
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4 CONCLUSAO

A elevacdo da temperatura aumenta a severidade da podridao cinzenta causada por
Macrophomina phaseolina em meloeiro. O acesso In-PsPifiSp € mais suscetivel nas
temperaturas 28, 31 e 34 °C. Os acessos Con-Pat81Ko, Ag-C38Nig, Can-NYlsr e Dud-
QMPA(fg sdo resistentes nas temperaturas 25, 28 e 31 °C, mas suscetiveis a 34°C. O acesso
Ag-15591Ghana é uma fonte promissora para programas de melhoramento genético por ter

sua resisténcia a M. phaseolina pouco alterada pelo aumento da temperatura.
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