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Figura 7. Area abaixo da curva de progresso da doenca podriddo
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RESUMO DA TESE

GASPAROTTO, Franciell. TRANSMISSAO E CONTROLE DE Didymella
bryoniae EM MELOEIRO NOBRE. Universidade Estadual de Maringa,
setembro de 2010. Professor Orientador: Jodao Batista Vida. Professor Co-
orientador: Dauri José Tessmann.

O meloeiro pertence a familia Cucurbitaceae e género Cucumis e espécie
Cucumis melo L. Este fruto € muito apreciado e de consumo ascendente no
Brasil. No Parana, cultivam-se meldes aromaticos, principalmente, em
ambiente protegido, ou seja, em estufas plasticas. Entre as principais doengas
do meldo destaca-se a podriddo gomosa, causada pelo fungo Didymella
bryoniae (anamorfo: Ascochyta cucumis). Danos de até 100% em plantas de
meloeiro tém sido relatados sob alto nivel de inéculo e condigcbes ambientais
favoraveis. Os sintomas mais frequentes correspondem a tombamento e
cancro, com exsudagao de goma no caule. D. bryoniae sobrevive em plantas
daninhas e cultivadas, restos de cultura, solo infestado e em sementes. As
sementes s&o a principal forma de introdugc&o do patdégeno em novas areas. O
controle pode ser feito por meio de uso de sementes livres do patégeno,
rotacdo de culturas, eliminagdo de cucurbitaceas silvestres, esterilizacdo do
solo de cultivo e irrigagcdo adequada. Embora existam relatos de resisténcia
genética em cucurbitaceas, nenhum hibrido comercial de melao é resistente a
doenca. Recomenda-se, também, o tratamento de sementes e o controle com
fungicidas registrados para a cultura, sendo estas as formas de controle mais
utilizadas. Apesar da importancia da cultura de meloeiro nobre em cultivo
protegido e da podriddo gomosa ser uma das principais doengas da cultura,
este € um patossistema pouco estudado no mundo e, principalmente, no Brasil.
Face a escassez de dados, esse trabalho objetivou estudar a transmissédo de
D. bryoniae para sementes e de sementes para planta, a biologia e o controle
da podriddo gomosa em meloeiro nobre. O trabalho foi constituido de seis
capitulos: No Capitulo |, estudou-se a qualidade fisiolégica e sanitaria de
sementes de quatro hibridos de meloeiros nobres (Sunrise, Bonus II, Royal
Suite e Prince Hakucho) através dos testes de germinacgao, primeira contagem
de germinagdo, deterioragdo controlada, envelhecimento acelerado,
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germinagdo a baixa temperatura e sanidade. Os testes de envelhecimento
acelerado e germinagdo a baixa temperatura apresentaram sensibilidade
suficiente para avaliagdo do potencial fisiolégico das sementes, sendo que as
sementes do hibrido Bonus Il apresentaram maior vigor e as sementes do
hibrido Prince Hakucho menor vigor. Os lotes de sementes com maior indice
de associagdo de patdégenos apresentaram menor qualidade fisiologica. No
Capitulo Il, estudaram-se as vias de transmisséo de D. bryoniae da planta mée
para sementes em cultura de meloeiro nobre e a transmissédo do patégeno das
sementes produzidas para plantas. Foram utilizados cinco tratamentos: plantas
com flores inoculadas (T1); plantas pulverizadas com a mistura epoxiconazol +
piraclostrobina com flores inoculadas (T2); plantas pulverizadas com frutos
inoculados (T3); plantas pulverizadas com caule inoculado (T4) e plantas sem
inoculagdo com o patégeno D. bryoniae (T5), sendo que nao foi possivel a
avaliacdo das sementes do T3, pois ocorreu podriddo dos frutos apds a
inoculagdo com o patdégeno. A infeccdo de sementes de meloeiro nobre por D.
bryoniae ocorreu por mais de uma rota, sistemicamente, através da planta
mae, ou através da flor feminina. Mesmo o patégeno ndo causando danos aos
frutos e as sementes, este foi transmitido de sementes infectadas/infestadas
para plantas. No Capitulo Ill, estudou-se a detec¢cdo de D. bryoniae em
sementes de meloeiro nobre por PCR multiplex. Para isso, avaliaram-se trés
meétodos de extragdo de DNA (SDS, CTAB e Guanidina), trés tamanhos de
amostra de sementes (50, 100 e 200) e sementes em trés condigdes (sem
embebicdo, embebidas por 24 h, embebidas por 48h). Foi possivel a detecgao
de D. bryoniae em sementes de meloeiro nobre através da técnica de PCR
multiplex em lotes de sementes com indice de associacéo de 4 a 46%. No
capitulo 1V, estudou-se a ocorréncia de infeccdo latente e sistémica de D.
bryoniae em plantas de meloeiro nobre através da detecgdo do patdégeno por
PCR multiplex utilizando oligonucleotideos especificos previamente
desenvolvidos. Foi constatada a presenca de D. bryoniae no caule e folhas
cotiledonares de plantas assintomaticas atravées de PCR multiplex
comprovando a ocorréncia de infecgao latente do patdgeno. Constatou-se
também a ocorréncia de infecgao sistémica de D. bryoniae através da detecgao

do patégeno em fragmentos assintomaticos localizados a 5, 15 e 30 cm do
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tecido sintomatico em plantas de meloeiro nobre. No Capitulo V, foi estudado o
controle quimico da podriddo gomosa na cultura de meloeiro nobre sob estufa
plastica, utilizando-se do tratamento de sementes com carbendazim (150 g/L) +
tiram (350 g/L) na dose 0,3 + 0,7g i.a./kg de sementes e pulverizagao foliar a
cada dez dias com o fungicida epoxiconazol (50 g/L) + piraclostrobina (133 g/L)
na dose 0,1 + 0,3g i.a./L e avaliou-se também a qualidade dos frutos
produzidos em cada tratamento. O tratamento de semente com carbendazim +
tiram associado a pulverizagdo na cultura com o fungicida epoxiconazol +
piraclostrobina constituiram em eficiente estratégia para o controle da podridao
gomosa em meldo nobre Sunrise cultivado em estufa plastica e na melhora da
qualidade dos frutos produzidos. No Capitulo VI, estudou-se o efeito da
enxertia no controle a podriddo gomosa em plantas de melao nobre enxertadas
em abdbora imune a D. bryoniae. A enxertia em cavalo imune proporcionou
reducdo da severidade da doencga nas plantas de meloeiro nobre Sunrise em
relacédo as plantas pé-franco cultivadas tanto em casa-de-vegetagdo quanto em

estufa plastica.

Palavras-chave: Cucumis melo var. reticulatus, podridao gomosa, patologia de

sementes, manejo integrado.
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THESIS ABSTRACT

GASPAROTTO, Francielli. TRANSMISSION TO SEEDS AND CONTROL OF
Didymella bryoniae IN MUSKMELON. Universidade Estadual de Maringa,
September 2010. Adviser: Joao Batista Vida. Co-adviser: Dauri José Tessmann
Dauri José

The melon belongs to the Cucurbitaceae family, genus and species Cucumis
melo L. This vegetable is much appreciated and your consumption is rising in
Brazil. In Parana, aromatic melons are grown mainly at environment protected,
in plastic greenhouse, this mode was introduced in the 80s as a new activity to
diversify the farm. Among the major diseases of melon, the gummy stem blight
stands out, caused by the fungus Didymella bryoniae (anamorph: Ascochyta
cucumis). Damages of up to 100% in melon plants have been reported under
high inoculum and favorable environmental conditions. The most frequent
symptoms are "damping off* with cancer and gum exudation on stem. D.
bryoniae survives in weeds and cultivated cucurbits, crop residues, infested soil
and seeds. The seeds are the main way of introducing the pathogen into new
areas. The control can be done through crop rotation, elimination of wild
cucurbits, sterilization of soils and adequate irrigation. Although there are
reports of resistance in cucurbits, none hybrid melon is highly resistant to
disease. It is also recommended seed treatment and control with fungicides
registered for culture, this being the most widely used form of control. Despite
the importance of culture of muskmelon in greenhouse and gummy stem blight,
a major disease of culture, this is a little studied pathosystem in the world and
especially in Brazil. Given the scarcity of data, this study had the objective to
investigate the transmission of D. bryoniae to seed, the biology and control of
gummy stem blight on muskmelon. The work was composed of six chapters: In
Chapter I, was studied the physiological and sanitary quality seeds of four
hybrids of muskmelon (Sunrise, Bonus |l, Royal Suite and Prince Hakucho)
through the test germination, first germination count, controlled deterioration,
accelerated aging, germination at low temperature and sanity. The accelerated
aging tests and cool germination were sensitive enough to evaluate the

physiological potential of seeds, seeds of hybrid Bonus Il had higher vigor and
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seeds of hybrid Prince Hakucho had smaller vigor. The seeds lots with the
highest association of pathogens showed less physiological quality.

In Chapter Il, was studied the transmission routes of D. bryoniae of the mother
plant to seed of muskmelon culture and transmission of disease from produced
seed to plant. Five treatments were used to evaluate routes of transmission of
disease from the mother plant to seeds (T1, T2, T3, T4, T5). To evaluate the
association of the pathogen with seeds were used sanity tests on filter paper
and on potato dextrose agar (PDA) using whole seeds and divided. The
transmission of disease to plants was evaluated through tests of symptoms in
plants at commercial substrate, sand and soil and sandy in greenhouse, and
water-agar substrate and vermiculite in incubation chamber. It was not possible
to evaluate the seeds of the T3, because occurred fruit rot after inoculation. The
pathogen D. bryoniae was not detected associated with the seeds of the four
treatments via the sanity test on filter paper, in BDA, the pathogen was detected
in seeds from the T1, T2, T4 and T5. In all three tests symptoms on plants in
greenhouse was possible to detect the transmission of D. bryoniae seeds for
the plants from the T1, T2, T4 and T5. In tests in the incubation chamber also
showed the pathogen transmission from seeds to plants in the two substrates
for T1, T2, T4 and T5. Infection of melon seeds by D. bryoniae can occur for
more than one route, systemically through the plant's parent or through the
female flower. Same pathogen causing no damage to fruit and seeds, it is
transmitted from seeds, causing damage to the field. In Chapter Ill, was studied
the detection of D. bryoniae in muskmelon seeds by multiplex PCR. For this, it
was evaluated three methods of DNA extraction (SDS, CTAB and Guanidine)
and three sample sizes of seeds (50, 100 and 200) for developing a method of
detecting D. bryoniae in muskmelon seeds by multiplex PCR using specific
primers previously designed to detect the pathogen in symptomatic stems of
cucurbits. The protocols based on the detergent SDS and the detergent CTAB
worked successfully in the extraction of DNA from seed lots. It was possible to
detect D. bryoniae in muskmelon seeds by multiplex PCR in seed lots with a
rate of association of 4 to 46%. In chapter IV, was studied the occurrence of
latent infection and systemic D. bryoniae muskmelon plants by detecting the

pathogen by multiplex PCR using specific primers previously developed. The
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presence of D. bryoniae was proved in stem and cotyledons of asymptomatic
plants by multiplex PCR proving the occurrence of latent infection of the
pathogen. Was found the incidence of systemic infection of D. bryoniae by
detecting the pathogen in asymptomatic fragments located 5, 15 and 30 cm
from distance of symptomatic tissue. In Chapter V, was studied the chemical
control of gummy stem blight in the culture of muskmelon in plastic greenhouse,
using seed treatment with carbendazim (150 g/L) + thiram (350 g/L) with dose
of 0,3 + 0,7g i.a./kg seed and foliar spraying every ten days with fungicide
epoxiconazol (50 g/L) + pyraclostrobin (133 g/L) at concentration of 0,1 + 0,39
i.a./L and quality of produced fruits. Was used the following treatments: TP -
treated seed and sprayed plants; NPT - treated seeds and plants without
spraying; NTP - untreated seeds and plants sprayed; NTNP - untreated seeds
and plants not sprayed (control). Seed treatment with carbendazim + thiram
associated with spraying the crop with fungicide pyraclostrobin + epoxiconazole
constituted an efficient strategy for the control of gummy stem blight on
muskmelon Sunrise grown in plastic greenhouse and in improving fruit quality.
In Chapter VI, studied the effect of grafting on the control of gummy stem blight
in muskmelon plants grafted onto immune pumpkin to D. bryoniae. The grafting
on rootstock immune caused a reduction in disease severity in plants of
muskmelon Sunrise over ungrafted plants of the same hybrid, both grown in

condition green-house and in plastic greenhouses.

Keywords: Cucumis melo var. reticulatus, gummy stem blight, seed pathology,

integrated pest management.
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CAPITULO |

QUALIDADE FISIOLOGICA E SANITARIA DE SEMENTES DE HiBRIDOS DE
MELOEIRO NOBRE



RESUMO

Sementes de boa qualidade constituem variavel muito importante na cadeia
produtiva de meldo. Este trabalho objetivou avaliar as qualidades fisiologica e
sanitaria de lotes de sementes de quatro hibridos de meloeiro nobre (Cucumis
melo var. reticulatus) comercializados no Brasil: Bonus Il, Sunrise, Royal Suite
e Prince Hakucho; comparando também a eficiéncia dos testes fisioldgicos
utilizados. As sementes foram submetidas aos testes de germinagao, primeira
contagem de germinacao, deterioragdo controlada, envelhecimento acelerado,
germinagdo a baixa temperatura e sanidade. Os testes de envelhecimento
acelerado e germinagdo a baixa temperatura apresentaram sensibilidade
suficiente para avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de meloeiro
nobre dos hibridos testados. As sementes de maior vigor foram as do hibrido
Bonus Il e as de menor vigor as do hibrido Prince Hakucho. Os patdégenos
Cladosporium cucumerinum, Fusarium spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp. e
Penicillum spp. foram detectados em associacdo com as sementes dos
hibridos avaliados. Os lotes de sementes com menor vigor apresentaram maior
porcentagem de fungos associados as suas sementes, sugerindo que

patdgenos associados podem reduzir a sua qualidade fisiologica.

Palavras-chave: Cucumis melo, sanidade, vigor.



ABSTRACT

Physiological and sanitary quality of muskmelon hybrids seeds. Seeds of
good quality are a very important variable in the production chain of melon.
Therefore, this study aimed to evaluate the physiological and sanitary quality of
muskmelon seeds (Cucumis melo var. reticulatus). Four hybrids seeds were
evaluated: Bonus Il, Sunrise, Royal Suite and Prince Hakucho. The seeds were
subjected to tests of germination, first count of germination, controlled
deterioration, accelerated aging, germination at low temperature and health.
The results showed that the tests of accelerated aging and germination at low
temperature have sufficient sensitivity to evaluate the physiological potential of
seeds from muskmelon. The hybrid of greater vigour was Bonus Il and with the
less vigour was the New Prince. The pathogens Cladosporium cucumerinum,
Fusarium spp., Rhizopus spp., Aspergillus spp. and Penicillum spp. were
detected in association with the seed of hybrids evaluated. The seed lots with
less force had higher percentages of fungi associated with seeds, suggest that

pathogens can reduce their prime physiological seed quality.

Keywords: Cucumis melo, sanity, vigour.



1. INTRODUGAO

O meloeiro pertence a familia Cucurbitaceae, género Cucumis e
espécie Cucumis melo L. Sua origem ainda nao esta bem definida; alguns
autores acreditam que seja a Africa, enquanto outros atribuem ao oeste da
Asia. Sua introduc&o no Brasil ocorreu pelos imigrantes europeus em meados
da década de 60, no Rio Grande do Sul, expandindo-se para o estado de Séo
Paulo e, posteriormente, para as regides Norte e Nordeste, destacando-se, em
termos de &rea plantada e producdo, entre as décadas de 80 e 90 (ARAUJO,
1980; FERREIRA; PEDROSA, 1982).

Existe grande numero de cultivares e hibridos de meloeiro, que
pertencem a duas variedades botanicas: C. melo var. reticulatus, meldes
aromaticos; e C. melo var. inodorus, que possui grande variabilidade de forma,
tamanho, cor de casca, cor e firmeza da polpa, entre outras caracteristicas
distintivas (ALVES, 2000).

Os chamados meldes nobres (C. melo var. reticulatus) se destacam
dos demais pela sua qualidade superior em aroma, consisténcia de polpa,
aspecto visual e teor de sélidos soluveis (BRANDAO FILHO; CALLEGARI,
1999). Devido a exigéncia de alta tecnologia para seu cultivo, os meldes nobres
constituem-se em importante cultura no agronegécio da agricultura protegida
no Estado do Parana, sendo cultivados nas estagdes mais quentes do ano
(VIDA et al., 2001; GASPAROTTO, 2006).

O custo das sementes € uma das mais importantes variaveis da cadeia
produtiva dos meldes nobres. Para os hibridos mais cultivados em ambiente
protegido no Brasil, entre eles Bonus Il, Sunrise, Prince Hakucho, Royal Suite e
Louis, as sementes sédo importadas, principalmente do Japdo e China. Como
se trata de material importado, pouco se conhece sobre sua qualidade.
Geralmente, nas embalagens das sementes importadas desses hibridos,
encontram-se apenas informacgdes relacionadas ao prazo de validade e indice
de germinagdo, ndo constando dados sobre o vigor e qualidade sanitaria.
Informagdes sobre o vigor sado importantes para sementes de maior valor
comercial, como as hortaligas, em fungdo de seu tamanho, volume limitado de

reservas armazenadas e propensao a deterioragcao (MARCOS FILHO, 2001).
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Informagdes sobre a sanidade do lote de sementes também séo
importantes, visto que estas podem se constituir em eficiente meio de
disseminacgao e transmissao de patdégenos e/ou sua introdugdo em novas areas
(MENTEN, 1995). Gasparotto et al. (2009), por exemplo, analisando a sanidade
de lotes de sementes importadas de meloeiro, observaram elevados indices de
D. bryoniae, com 59% para Sunrise, 48% para Bonus Il e 21% para Prince
Hakucho.

Além dos problemas de sanidade, patdgenos associados as sementes
podem reduzir a qualidade fisiologica das mesmas, afetando a germinagéo e o
vigor das plantas. Para analise de qualidade de sementes recomenda-se o
emprego conjunto de testes de sanidade e de qualidade fisioldgica
(NEERGAARD, 1979; MENTEN, 1995). Para meloeiro nobre, poucos trabalhos
foram desenvolvidos abordando este tema. Assim, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar a qualidade fisiologica e sanitaria de sementes dos hibridos de
meloeiro nobre mais cultivados em ambiente protegido no Brasil e comparar a

eficiéncia dos testes fisiolégicos utilizados.



2. MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do trabalho foram utilizadas sementes de
meldo nobre dos hibridos Bonus Il, Sunrise, Prince Hakucho e Royal Suite,
adquiridas em estabelecimentos comerciais no Estado do Parana, Brasil. Os
testes para avaliar a qualidade fisiolégica foram germinagdo, primeira
contagem de germinacao, deterioragdo controlada, envelhecimento acelerado,
germinagao a baixa temperatura e para a avaliagdo da qualidade sanitaria
empregou-se o teste de sanidade em papel filtro com congelamento.

O grau de umidade das sementes foi determinado empregando-se o
método de estufa a 105°C, como descrito pelas Regras para Analise de
Sementes — RAS (BRASIL, 2009a). Para cada hibrido avaliado foram utilizadas
duas amostras constituidas de 2g. As sementes foram acondicionadas em
recipientes metalicos, pesadas e colocadas para secagem em estufa com
circulagao forgada de ar a 105 = 3°C, por 24 horas. Em seguida, procedeu-se
nova pesagem das amostras. O grau de umidade de cada amostra foi
calculado conforme descrito nas RAS. Os resultados foram expressos em
porcentagem média de umidade para cada lote de sementes de cada hibrido.

A massa de mil sementes foi determinada pela pesagem de quatro
repeticdes de 100 sementes para cada hibrido, utilizando-se balanga analitica
com precisao de um miligrama. O resultado de cada pesagem foi multiplicado
por 10 para se o obter o peso de mil sementes. Os resultados foram expressos
pela massa média de mil sementes (g) (BRASIL, 2009a).

2.1. Testes fisiologicos

2.1.1. Teste de germinagao

O teste de germinacao foi realizado conforme estabelecido pelas RAS
(BRASIL, 2009a), empregando-se quatro repeticdes de 100 sementes em sub-
repeticdes de 50 sementes para cada hibrido. As sementes foram semeadas
em rolo de papel toalha umedecido em quantidade de agua equivalente a 2,5

vezes a sua massa e colocadas em germinador do tipo Mangelsdorf, a
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temperatura constante de 25°C. As avaliagbes foram realizadas aos quatro e
oito dias apds a semeadura, seguindo os critérios estabelecidos em BRASIL
(2009a). Os resultados foram expressos em percentagem meédia de plantulas
normais para cada hibrido.

A primeira contagem de germinagéo foi realizada conjuntamente com o
teste de germinacéo e constituiu-se na avaliagdo da porcentagem de plantulas
normais obtidas no quarto dia apés a semeadura (BRASIL, 2009a).

Quando da primeira contagem, avaliou-se o comprimento médio das
plantulas, com o auxilio de uma régua milimetrada. Os resultados foram
expressos em comprimento médio das plantulas em centimetros para cada
hibrido.

Ainda quando da primeira contagem, avaliou-se a massa fresca das
plantulas, que foi realizada conjuntamente ao teste de comprimento das
plantulas. Apos a medicdo do comprimento das plantulas, estas foram
acondicionadas em sacos de papel e pesadas em balanga analitica de
precisdo. Os resultados foram expressos pela média da massa (g) das quatro
amostras para cada hibrido.

A determinacdo da massa seca das plantulas foi realizada
conjuntamente com a massa fresca. Os sacos de papel contendo as plantulas
foram colocados em estufa com circulagéo forgada de ar a 70°C, por 24 horas.
ApoOs este periodo, as amostras foram retiradas, resfriadas em dessecador,
sendo, em seguida, pesadas em balanga de precisdo para determinagéo da

massa seca média (g) das plantulas para cada hibrido (BRASIL, 2009a).

2.1.2. Teste de germinagao a baixa temperatura

O teste de germinagao a baixa temperatura foi realizado empregando
rolo de papel toalha como substrato, utilizando-se quatro repeticoes de 100
sementes para cada hibrido. As sementes foram distribuidas sobre o papel
umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes ao seu peso.
Apds a semeadura, procedeu-se o enrolamento de cada folha e os rolos foram
colocados no interior de sacos plasticos vedados e mantidos em germinador, a

18°C, por sete dias, conforme descrito por Muniz et al. (2004). Para a
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avaliacdo, considerou-se a porcentagem de plantulas normais. Consideraram-
se normais as plantulas que apresentavam todas as suas estruturas essenciais

bem desenvolvidas, completas, proporcionais e sadias.

2.1.3. Teste de deterioragao controlada

Este teste foi realizado de acordo com metodologia descrita por
Bhering et al. (2004). Inicialmente, o teor de agua das sementes foi elevado
para 24%, distribuindo-se quatro repeticoes de 100 sementes de cada hibrido
sobre uma folha de papel toalha umedecida em caixas plasticas gerbox,
mantidas em germinador, a 25°C. Durante o umedecimento, o grau de umidade
das sementes foi monitorado por meio da realizagdo de pesagens sucessivas,
até se obter o valor desejado. Em seguida, as sementes de cada amostra
foram colocadas em sacos aluminizados, que foram vedados e mantidos em
geladeira, a 10°C, por 24 horas. Apos este periodo, as embalagens contendo
as sementes permaneceram em banho-maria, a 45°C, por 48 horas.
Posteriormente, as embalagens foram colocadas em recipiente contendo agua,
por 30 minutos, para a reducdo da temperatura. Em seguida, o teste de
germinacgao foi instalado, conforme metodologia descrita anteriormente e para

a avaliagao considerou-se o porcentual de plantulas normais aos oito dias.

2.1.4. Teste de envelhecimento acelerado

Este teste foi conduzido conforme a metodologia descrita por Muniz et
al. (2004). Foram utilizadas quatro repeticbes de 100 sementes para cada
hibrido, distribuidas sobre telas de aluminio, fixadas no interior de caixas
plasticas gerbox, a 41°C e 100% de umidade relativa, por 48 horas. Apds esse
periodo, as sementes foram colocadas para germinar, seguindo-se as
recomendagdes para o teste de germinagdo. A avaliagdo das plantulas foi
realizada aos quatro dias, calculando-se a porcentagem de plantulas normais.
O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa a 105 + 3°C, por 24
horas (BRASIL, 2009a).



2.2. Teste de sanidade

O teste de sanidade foi realizado empregando-se o método de papel
filtro com congelamento como descrito por NEERGAARD (1979) e indicado
pelo manual de analise sanitaria de sementes (BRASIL, 2009b). Para a analise
foram utilizadas 400 sementes por hibrido, distribuidas em quatro repeti¢cdes de
100 sementes, as quais foram colocadas em gerbox contendo quatro folhas de
papel filtro umedecidas com agua destilada esterilizada. Os recipientes
contendo as sementes foram colocados em camara de incubagcdo com
temperatura de 24 £ 2°C, por 24 horas, sob regime de luminosidade de 12
horas de luz fluorescente e 12 horas de escuro. Apds este periodo, as
sementes foram transferidas para freezer a — 20°C, por 24 horas. Em seguida,
o material foi incubado novamente a 24 + 2°C, sob o regime de luminosidade
como descrito anteriormente, por cinco dias. Apdés o periodo de incubagao,
cada semente foi examinada sob microscépio estereoscopico. Para as sementes
nas quais se observou a presenga de quaisquer estruturas fungicas, prepararam-
se laminas, as quais foram observadas ao microscopio Optico com a finalidade de
identificacdo do fungo associado, por meio da morfologia das estruturas
presentes. Os resultados foram expressos em percentual de sementes com

fungo associado.

2.3. Delineamento experimental e analise estatistica

Para todos os ensaios experimentais, utilizou-se delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. Quando necessario o0s
resultados foram transformados em x”, submetidos & analise de variancia e as
médias dos tratamentos agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05)
utilizando-se o sistema para analise de variancia para dados balanceados
SISVAR (FERREIRA, 2003).



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lotes de sementes dos hibridos de meloeiro avaliados apresentaram
diferenga quanto ao grau de umidade inicial de suas sementes, embora com
pequenas variagdes, com valores entre 9,2% e 11,1% (Quadro 1). Na avaliagao
do vigor, o grau de umidade inicial das sementes € um fator importante, uma
vez que sua uniformizacdo € imprescindivel para a padronizagdo das
avaliagbes e obtencédo de resultados consistentes (MARCOS FILHO et al.,
1987).

Quadro 1. Umidade das sementes (U), massa de 1000 sementes (M1000),
massa fresca (MF), massa seca (MS) e comprimento médio das plantulas (CP),
obtidos para sementes de quatro hibridos de meloeiro nobre (Cucumis melo
var. reticulatus).

Hibrido U (%) M1000 (g) MF (g) MS (g) CP (cm)
Royal Suite 9,2 b* 28,33 a 1,29a 0,37a 11,16a
Sunrise 11,1 a 24,84 a 091b 0,23b 9,94 a
Bonus 10,9 a 20,47 b 0,85b 0,19b 10,00 a
Prince Hakucho 11,0a 12,08 c 0,88b 0,16b 9,78 a
CV (%) 1,12 3,03 13,07 28,13 11,35

*Para a analise estatistica os dados foram transformados em y= x”.
Média de quatro repeticbes. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a massa de mil sementes também houve diferengas entre os
lotes de sementes dos hibridos. O menor valor foi observado para o hibrido
Prince Hakucho (12,08g) e o maior valor para o hibrido Royal Suite (28,33g).
Dentro de cada hibrido houve uniformidade no tamanho das sementes, fato
demonstrado pelo baixo coeficiente de variagdo (3,03%). As plantulas do
hibrido Royal Suite apresentaram maior massa fresca (1,29g) e maior massa
seca (0,379g), diferenciando-se dos demais hibridos. No entanto, as diferencas
nas variaveis massa de 1000 sementes, massa fresca e massa seca de
plantulas existentes entre os hibridos nao refletiram em diferengas no

comprimento das pléantulas, pois ndo houve diferengas significativas entre eles.
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Os resultados dos testes de germinagao e vigor para a avaliagado da
qualidade das sementes dos hibridos de meloeiro encontram-se no Quadro 2.
Verificou-se que, com excegdo dos testes de envelhecimento acelerado e
germinagao a baixa temperatura, ndo ocorreram diferengcas entre os quatro
hibridos. Segundo Marcos Filho et al. (1987) para avaliagdo do vigor, €&
importante a comparagéo de lotes de sementes com germinagdo semelhante,
pois os testes de vigor podem detectar diferencas nao verificadas no teste de
germinagao.

Na primeira contagem de germinac&o ndo foram verificadas diferencas
de vigor entre os hibridos avaliados. Segundo relatado por Delouche; Baskin e
citado por Bhering et al. (2003), embora a primeira contagem de germinagao
possa ser considerada um indicativo de vigor, o teste € baseado na velocidade
de germinagdo e ndo esta entre os primeiros eventos do processo de
deterioracdo das sementes. Dai a menor eficiéncia deste teste em detectar

diferencgas significativas de vigor entre as sementes.

Quadro 2. Plantulas normais (%) nos testes de germinagédo (G), primeira
contagem de germinacgao (PC), deterioracédo controlada (DC), envelhecimento
acelerado (EA) e germinagdo a baixa temperatura (GB) para sementes de
quatro hibridos de meloeiro nobre (Cucumis melo var. reticulatus).

Hibrido G (%) PC (%) DC (%) EA (%) GB (%)
Royal Suite 94 a* 86 a 29 a 56 b 39b
Sunrise 91 a 71 a 32 a 80 a 43 b
Bonus I 90 a 70 a 34 a 79 a 64 a
Prince Hakucho 88 a 67 a 21 a 62 b 32b
CV (%) 5,51 4,43 31,01 14,16 27,83

*Para a analise estatistica os dados foram transformados em y= x”.
Média de quatro repeticbes. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Da mesma forma que no teste de germinagao e primeira contagem de
germinacgao, o teste de deterioragdo controlada também nao foi eficiente para
diferenciar as sementes dos quatro hibridos de meloeiro nobre quanto ao vigor.
Bhering et al. (2004), no entanto, constataram a eficiéncia deste teste para a

separagao de lotes de sementes de meldo valenciano quanto ao vigor, sob as
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mesmas condi¢cdes de trabalho. Muniz et al. (2004), observaram diferencas de
vigor entre os lotes de sementes de meldo valenciano através do teste de
deterioragao controlada, ajustando o grau de umidade das sementes para 19%,
antes da realizagao do teste, empregando temperatura constante de 45°C, por
48 horas.

Os resultados obtidos para o teste de envelhecimento acelerado
indicaram que as sementes dos hibridos Sunrise e Bonus Il foram mais
vigorosas e as sementes dos hibridos Prince Hakucho e Royal Suite, as menos
vigorosas (Quadro 2). Verificou-se que o periodo de 48 horas e a temperatura
de 41°C foram eficientes na separagdo dos lotes quanto ao vigor das
sementes. Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Torres
(2002) e Muniz et al. (2004), avaliando lotes de sementes de melédo, e os
obtidos por Bhering et al. (2003), avaliando lotes de sementes de melancia.

No teste de germinagdo a baixa temperatura foi possivel diferenciar o
hibrido mais vigoroso (Bonus IlI), sendo que os outros trés hibridos n&o
diferiram entre si (Quadro 2). Do mesmo modo, Bhering et al. (2000),
trabalhando com lotes de sementes de pepino, verificaram que a germinagéo a
baixa temperatura indicou apenas o melhor e o pior lote, ndo constatando
diferencas entre os demais. Porém, trabalhando com sementes de melancia,
Bhering et al. (2003) verificaram que o teste de germinagdo a baixa
temperatura permitiu constatar diferengas significativas entre os quatro hibridos
testados, classificando-os em diferentes niveis de vigor.

Quanto ao teste de sanidade (Quadro 3), foram detectados os
seguintes patdgenos associados as sementes dos quatro hibridos de meloeiro
nobre: Fusarium spp., Cladosporium cucumerinum, Rhizopus spp., Aspergillus
spp. € Penicillium spp. O fungo C. cucumerinum é o agente causal da sarna,
importante doenca das cucurbitaceas, que causa lesdes nas folhas, peciolos,
caules e frutos de plantas de abdbora, abobrinha, meldo e melancia, sendo
mais severo em pepino (REGO, 1995). O patdgeno Fusarium oxysporum &
importante para as culturas de meldo e melancia, podendo causar murchas
vasculares e tombamento de plantulas em suas formas anamérficas Fusarium
oxysporum f. sp. melonis e Fusarium oxysporum f. sp. niveum, sendo as

sementes o principal veiculo de disseminagao e sobrevivéncia (REGO, 1995).
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Aspergillus spp. e Penicillium spp. sao fungos de armazenamento, tipicos
causadores de podriddo em sementes e responsaveis por redugdes na
viabilidade e longevidade (MACHADO, 1988).

Quadro 3. Incidéncia (%) dos fungos Fusarium spp. (F), Cladosporium
cucumerinum (C), Rhizopus spp. (R), Aspergillus spp. (A) e Penicillium spp. (P)
associados as sementes de hibridos de meloeiro nobre (Cucumis melo var.
reticulatus).

Incidéncia de fungos (%)

Hibrido
F C R A P Total
Royal Suite 5,0 - 3,5 6,5 20 17,0b*
Sunrise 2,5 1,0 1,5 - 0,5 55c
Bonus I 1,5 0,5 1,0 - - 3,0d
Prince Hakucho 14,5 3,5 8,0 50 1,0 32,0a
CV (%) 11,2

*Para andlise estatistica os dados foram transformados em y= x”.
Média de quatro repeticbes. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao
diferem entre si pelo teste de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a incidéncia, o hibrido que apresentou maior porcentagem de
sementes com patdégenos associados foi Prince Hakucho (32%), seguido pelo
hibrido Royal Suite com 17% de sementes com patdégenos associados. O
hibrido com menor porcentagem de sementes com fungos associados foi o
Bonus Il (3,0%), seguido pelo hibrido Sunrise (5,5%).

A correlagédo entre os valores médios do teste de germinagdo a baixa
temperatura e da porcentagem total de fungos associados a cada lote de
sementes foi alta e negativa para todos os hibridos avaliados, com valores de
-0,9841, -0,8, -0,9324 e -0,9171 para os hibridos para os hibridos Sunrise,
Bonus II, Prince Hakucho e Royal Suite, respectivamente.

De acordo com esses valores, quanto maior a porcentagem de fungos
associados as sementes, menor o0 vigor das mesmas, sugerindo que o0s
patdbgenos associados as sementes poderiam estar interferindo na sua
qualidade. Corroborando com estes resultados, Muniz et al. (2004)

constataram, em sementes de melao das cultivares Carvalho e Galcho, a
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presenca dos patdégenos Fusarium oxysporum e Aspergillus spp., interferindo

na qualidade fisiologica das mesmas.
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Figura 1. Correlagdo entre germinagdo a baixa temperatura e fungos
associados as sementes dos hibridos Sunrise (A), Bonus Il (B), Prince Hakucho
(C) e Royal Suite (D).

Por meio do teste de sanidade utilizado no trabalho, ou seja, papel filtro
com congelamento, recomendado para analise sanitaria de sementes de meldo
(BRASIL, 2009b) n&o foi detectado o patdégeno D. bryoniae, associado aos
lotes de sementes analisados. Gasparotto et al. (2009) também descreveram a
inadequacdo do teste para a constatagdo de D. bryoniae associado as
sementes dos hibridos de meloeiro nobre Bonus |l, Sunrise e Prince Hakucho,
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com alta frequéncia de resultados falsos negativos. Este patégeno é o mais
importante para meloeiro em cultivo protegido no Estado do Parana, sendo
responsavel por danos de até 100% (VIDA et al., 1993), além de sua grande
importancia para as culturas de pepino, melancia e abdbora (BALA; HOSEIN,
1986; NEEDGARD, 1989; SANTOS; CAFE FILHO, 2006).

Da mesma forma, foi alta e negativa a correlagdo entre os valores
médios do teste de envelhecimento acelerado e a porcentagem total de fungos
associados a cada lote de sementes, com valores de correlacdo de -0,9648, -
0,9483, -0,9644 e -0,9682 para os hibridos Sunrise, Bonus Il, Prince Hakucho

e Royal Suite, respectivamente.
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Figura 2. Correlagao entre a germinagao das sementes submetidas ao teste de
envelhecimento acelerado e fungos associados as sementes dos hibridos
Sunrise (A), Bonus Il (B), Prince Hakucho (C) e Royal Suite (D).
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Varios trabalhos tém mostrado o alto indice de D. bryoniae associado
as sementes de meloeiros nobres importadas e comercializadas no Brasil
(VERZIGNASSI et al., 2004; GASPAROTTO et al., 2007; GASPAROTTO et al.,
2009). Deste modo, é possivel que para este patdégeno, os resultados deste

trabalho possam ser considerados falsos negativos.
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4. CONCLUSOES

Os testes de envelhecimento acelerado e de germinagdo a baixas
temperaturas foram os mais adequados para analise de vigor das
sementes dos quatro hibridos de meloeiro nobre.
As sementes do hibrido Bonus Il apresentaram maior vigor, seguido dos
hibridos Sunrise, Royal Suite e Prince Hakucho.
Existiu correlagdo negativa entre ocorréncia de patdogenos e a qualidade

fisiologica para as sementes testadas.
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CAPITULO I

TRANSMISSAO DE Didymella bryoniae EM MELOEIRO NOBRE:
PLANTA - SEMENTE E SEMENTE - PLANTA
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RESUMO

A podriddo gomosa (Didymella bryoniae) € a principal doenga da cultura de
meloeiro nobre (Cucumis melo var. reticulatus) em ambiente protegido. O
patogeno pode ser transmitido por sementes, mas detalhes deste mecanismo
ainda precisam ser esclarecidos. Assim, objetivou-se estudar as vias de
transmissao de D. bryoniae de planta para sementes em cultura de meloeiro
nobre e avaliar a transmissao do patégeno de sementes para plantas. Cinco
tratamentos foram utilizados para avaliar as vias de transmissao do patégeno
da planta para sementes: plantas com flores inoculadas (T1); plantas
pulverizadas com a mistura epoxiconazol + piraclostrobina com flores
inoculadas (T2); plantas pulverizadas com frutos inoculados (T3); plantas
pulverizadas com caule inoculado (T4) e plantas sem inoculagdo com o
patégeno D. bryoniae (T5). Para avaliar a associagdo do patégeno as
sementes obtidas dos cinco tratamentos foram utilizados os testes de sanidade
em papel filtro e em batata-dextrose-agar (BDA) utilizando sementes inteiras e
divididas. A transmissdo do patdgeno para plantas foi avaliada através dos
testes de sintomas em plantas em substrato comercial, areia e solo:areia em
casa-de-vegetagdao, e em substrato agar-agua e vermiculita em camara de
incubacgéo. No tratamento 3 (frutos inoculados) ocorreu podridao dos frutos e
nao foram formadas sementes viaveis. O patdgeno n&o foi detectado associado
as sementes dos quatro tratamentos pelo teste de sanidade em papel filtro. Ja
em BDA, ocorreu associagao do patégeno a 15%, 4%, 3% e 3% das sementes
dos tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente. Nos testes de transmissao
em casa-de-vegetacdo, a porcentagem de transmissao de D. bryoniae foi de
22,2%; 21,5%; 16,7% e 13,0% para os tratamentos T1, T2, T4 e T5,
respectivamente. Nos testes de transmissdo em camara de incubacgao, a
transmissao foi de 17%, 15%, 10% e 8% nos tratamentos T1, T2, T4 e T5,
respectivamente. A infecgdo de sementes de meloeiro nobre por D. bryoniae

pode ocorrer sistemicamente através da planta ou das flores.

Palavras-chave: Podriddo gomosa, Cucumis melo, via de transmissao,

sanidade de sementes.
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ABSTRACT

Transmission of Didymella bryoniae in muskmelon: plant-seeds and
seeds-plant. The gummy stem blight caused by Didymella bryoniae is the main
disease of culture of muskmelon (Cucumis melo var. reticulatus) in greenhouse.
It is known that the pathogen can be transmitted by seeds, but details of this
mechanism remain to be explained. Therefore, the objective was to study the
routes of transmission of D. bryoniae of the mother plant to seeds of cultivation
muskmelons and evaluate the transmission of pathogen from seed to plants.
Five treatments were used to evaluate routes of transmission of disease from
the mother plant for seeds: plants with inoculated flowers (T1); plants sprayed
with the mixture pyraclostrobin + epoxiconazole with inoculated flowers (T2);
plants sprayed with inoculated fruits (T3); sprayed at plants with inoculated
stem (T4) and plants without inoculation with the pathogen D. bryoniae (T5). To
evaluate the association of the pathogen the seeds obtained from the five
treatments were used sanity tests on filter paper and potato dextrose agar
(PDA) using whole seeds and divided. The transmission of disease to plants
was evaluated through tests of symptoms in plants in commercial substrate,
sand and soil with sand in greenhouse, and water-agar substrate and
vermiculite in incubation chamber. In treatment 3 (inoculated fruits) occurred rot
of fruits and viable seeds were not formed. Was not possible to detect the
pathogen associated with any of the four seed treatments applied by sanity test
on filter paper, already in PDA occurred association of the pathogen to 15%;
4%; 3% and 5% of the seeds of T1, T2, T4 and T5, respectively. In tests of
transmission in greenhouse, total transmission of D. bryoniae seeds to plants
was 22,2%; 21,5%; 16,7% and 13,0% of T1, T2, T4 and T5, respectively. And
in tests of transmission in an incubation chamber, the percentagen of
transmission was 17%, 15%, 10% and 8% of T1, T2, T4 and T5, respectively.
These results indicate that infection of muskmelon seeds by D. bryoniae can

occur for more than one route, systemically by the plant or flower.

Keywords: Gummy stem blight, Cucumis melo, routes of transmission, sanity

of seeds.
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1. INTRODUCAO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma cultura agrondbmica que apresenta
grande importancia no volume de frutas exportadas pelo Brasil (TAVARES,
2002). Por ser uma cultura com grande demanda de mercado e precos
bastante compensadores, esta olericola tornou-se opcao bastante importante
para agricultores que empregam o sistema de cultivo em ambiente protegido
(BRANDAO FILHO; VASCONCELLOS, 1998). A producdo de meloeiro nobre
em ambiente protegido, apesar do sucesso econdmico alcangado, tem-se
deparado com varios problemas de ordem técnica, os quais tém contribuido
para a reducao dos lucros do plasticultor. Um dos mais importantes problemas
tém sido as doencas incidentes nas culturas na estufa, com frequentes danos
significativos, muitas vezes totais (VIDA et al., 1993; VIDA, 1994).

Neste contexto, a podriddo gomosa, causada por Didymella bryoniae
(Auersw) Rehm, anamorfo Ascochyta cucumis Fautrey & Roum [=Phoma
cucurbitacearum (Fr.: Fr.) Sacc.], tem sido a mais importante doenga. Danos da
ordem de 1,5 a 100% foram observados em culturas de meldo nobre
conduzidas sob estufa plastica na regido de Maringa-PR (VIDA et al., 1993).

O patogeno D. bryoniae pode sobreviver em restos de cultura, na forma
de micélio dormente, sendo bastante resistente ao dessecamento, podendo
servir como fonte de in6culo por mais de um ano (VAN STEEKELENBURG,
1983; SHTIENBERG et al., 2005; KEINATH, 2002; 2008). Este patégeno pode
se manter também em sementes infectadas, localizando-se superficialmente ou
no interior, no perisperma e tecidos cotiledonares (LEE et al., 1984; SUDISHA
et al., 2006). De acordo com os autores, as sementes podem constituir meio de
introdugdo do patdgeno nas culturas e com consequente desenvolvimento
epidémico da doenga.

Devido as formas de sobrevivéncia que possui, D. bryoniae € de dificil
controle apos seu estabelecimento no campo (VAN STEEKELENBURG, 1985;
ARNY; ROWE, 1991; KUROZAWA et al., 2005). Assim, a utilizacdo de medidas
excludentes, evitando a entrada do patégeno na area de cultivo, principalmente
pela utilizacgdo de sementes livres do patogeno, torna-se uma pratica

importante para a boa sanidade da cultura.
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Quando um patégeno estda associado a uma semente, ele pode
sobreviver por um periodo maior de tempo, mantendo sua viabilidade e
caracteristicas (MENTEN, 1991). Os mecanismos de infeccao de sementes
por patégenos tém sido exaustivamente discutidos (NEERGAARD, 1979;
AGARWAL; SINCLAIR, 1987), podendo ocorrer de forma sistémica ou
localizada. O in6culo para contaminagdo das sementes pode originar-se da
planta mae ou de fontes externas, como plantas vizinhas, residuos culturais de
safra anterior ou solo (ZAMBOLIM, 2005).

Assim, este trabalho objetivou estudar as vias de transmissao de D.
bryoniae da planta m&e para as sementes em cultura de meloeiro nobre
Sunrise e avaliar a transmissao do patégeno das sementes produzidas para as

plantas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. INFEC(}:&O DE MELOEIRO NOBRE POR D. bryoniae PARA A
INVESTIGACAO DE TRANSMISSAO DE PLANTA-SEMENTE E SEMENTE-
PLANTA

Para instalacdo da cultura de meloeiro nobre em estufa plastica
utilizou-se um lote de sementes do hibrido Sunrise adquirido em
estabelecimento de comercializagado de sementes em Maringa, PR.

As sementes foram tratadas com o fungicida carbendazim (150g/L) +
tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes e colocadas para pré-
germinar entre folhas de papel germitest umedecidas com agua destilada a
temperatura de 28°C. Apds 36 horas em germinador, ocorreu a emissao da
radicula e as sementes foram, entdo, semeadas em bandejas de poliestireno
de 128 células contendo substrato comercial Plant Max HF®. As bandejas
foram mantidas sob condi¢gbes de casa-de-vegetagao semi-climatizada por 28
dias, quando estas foram transplantadas para estufa plastica.

As mudas de meldo foram transplantadas para solo em estufa plastica
tipo tunel alto coberta com polietieno de alta densidade (150 pm). O
espagamento utilizado foi de 0,30 metros entre plantas e de um metro entre
linhas.

O solo foi previamente corrigido com calcario calcitico de acordo com
analise prévia elevando-se a saturagdo de bases (V%) para 80%. Como
adubacao de base foram utilizados dois litros de composto organico bovino,
aplicado 30 dias antes do transplante. Um dia antes do transplante, o solo foi
adubado com 150g por metro linear do formulado 4-14-8. Apds 25 dias do
transplante, foi realizada adubacg&o de cobertura com 13g de uréia por metro
linear de sulco de plantio.

As plantas foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita por
Brandao Filho e Vasconcellos (1998), com haste uUnica, tutoradas na vertical,
com fitilho plastico, sendo retirados todos os brotos laterais até o 11° entrend.
Nos entrends 12° 13° e 14° as hastes secundarias foram mantidas, onde
surgiram as flores/frutos. Nestas hastes foram retirados todos os brotos que

surgiram e a poda foi efetuada a uma folha apdés o fruto. Nos proximos
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entrends do caule continuou-se a retirar todos os brotos até o vigésimo. Nos
entrends 21°, 22° 23° a haste secundaria foi mantida e realizou-se a poda
apical da planta. Nestas hastes secundarias, deixou-se crescer uma nova
brotagao (hastes terciarias), uma folha apds o surgimento desta haste terciaria
realizou-se a poda. Estas trés hastes terciarias tiveram crescimento livre.
Quando do inicio do desenvolvimento dos frutos, foram deixadas apenas duas
hastes secundarias, com um fruto por haste.

Apos a instalagcdo da cultura foram realizadas capinas manuais,
quando necessaria aplicacdo dos inseticidas tiametoxam (0,59 i.a./L),
imidaclopride (1,2g i.a./L) e dissulfan (1,1g i.a./L) para controle de pragas. Para
a pulverizagdo das plantas com inseticida e fungicida utilizou-se um
pulverizador costal acionado manualmente com bico cbnico. A calda foi
preparada de acordo com a dose de cada produto e as plantas foram
pulverizadas procurando obter o maximo de cobertura foliar. As pulverizagdes
com o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina (0,1+0,3g i.a./L) foram iniciadas
sete dias apds o transplante da mudas e foram realizadas a cada dez dias.
Utilizou-se irrigagdo localizada com o uso de tubo de gotejo em um turno
conforme a necessidade da cultura.

O delineamento experimental empregado foi o de blocos ao acaso
constituido por cinco tratamentos, seis repeticées por tratamento e parcela util
representada por seis plantas por parcela. Os tratamentos foram:

» Tratamento 1 - Plantas com flores inoculadas com D. bryoniae sem
aplicacao de fungicida (T1);

» Tratamento 2 - Plantas pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina (0,1+0,3g i.a./L) até a abertura das flores
e inoculacao das flores com D. bryoniae (T2);

» Tratamento 3 - Plantas pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina (0,1+0,3g i.a./L) até o inicio da formagao
dos frutos e frutos inoculados com D. bryoniae (T3).

= Tratamento 4 - Plantas pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina (0,1+0,3g i.a./L) até trés dias antes a
inoculagdo e caule inoculado com D. bryoniae quando do surgimento
das flores (T4).
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= Tratamento 5 - Plantas sem inoculagdo e sem pulverizagcéo
(testemunha) (T5).

A inoculagdo das flores foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Figueiredo et al. (1970). O indculo foi produzido em caules de
plantas com podriddo gomosa apresentando corpos de frutificagdo tanto da
fase assexual (picnidios com conidios) quanto da fase sexual (pseudotécios
contendo ascas e ascoésporos). Os caules com lesdes foram triturados com
agua destilada e a suspensdo obtida filtrada em gaze. Apos a filtragem, a
concentragdo da mesma foi ajustada para 102 esporos/mL. Foram
selecionadas quatro flores em cada haste secundaria e, quando ocorreu a
abertura das mesmas, estas foram inoculadas com duas gotas da suspenséao
com esporos de D. bryoniae e foram mantidas em camara umida por 24 horas.

Para a inoculagdo de frutos e caules, o isolado de D. bryoniae
empregado foi obtido no Laboratério de Fitopatologia da Universidade Estadual
de Maringa, sendo proveniente de lesbes em plantas de meldo nobre com
sintomatologia de podriddo gomosa. Este foi mantido em meio de batata-
dextrose-agar em cédmara de incubacdo a temperatura de 24 °C e 12 horas de
fotoperiodo por 15 dias.

A inoculagdo dos frutos com D. bryoniae foi realizada quando estes
estavam com didmetro aproximado de 8,0 cm utilizando-se o método do palito
(Verzignassi et al., 2004). Discos de micélio de 0,5 cm de didmetro do meio de
cultivo BDA contendo micélio de D. bryoniae foram retirados das bordas das
colénias para serem utilizados para a inoculagado. Procedeu-se a abertura de
um orificio por fruto, de 0,5 cm de didmetro, com o auxilio de perfurador. Meio
palito de dente esterilizado, contendo o disco de cultura, foi inserido no fruto.
Ap0s a inoculagéo, os frutos foram envolvidos por um saco plastico umedecido
e mantidos em camara umida por 48 horas. Para evitar possivel contaminagcao
das flores antes da formagao dos frutos, estas foram protegidas com saco de
papel até o inicio da formacédo dos mesmos.

A inoculag&o no caule das plantas também foi realizada utilizando-se o

método de Verzignassi et al. (2004), do mesmo modo como descrito acima. A
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inoculagdo foi realizada logo apés o surgimento das flores nas hastes
secundarias e estas foram protegidas por sacos de papel.

Os frutos produzidos em cada tratamento foram coletados quando
entraram em estadio de maturacéao fisiolégica. Realizou-se, entdo, a retirada
das sementes dos frutos, lavagem e secagem das mesmas a sombra.

Em cada tratamento as sementes produzidas foram avaliadas quanto a
associagdo com o patogeno D. bryoniae e quanto a transmissao deste para

plantulas.

2.2. TRANSMISSAO DE Didymella bryoniae PLANTA-SEMENTES

Para a investigacdo da transmissao do patdgeno das plantas dos cinco
tratamentos para as sementes produzidas foram utilizados os testes de
sanidade em papel filtro e em BDA, com sementes inteiras e com sementes
divididas.

O teste em papel filtro com sementes inteiras foi realizado conforme
metodologia descrita por Neergaard (1979) e indicado por Brasil (2009b).
Foram avaliadas 400 sementes por tratamento, distribuidas em oito repeticbes
de 50 sementes. As sementes foram colocadas em gerbox contendo trés folhas
de papel filtro umedecidas com a&agua destilada esterilizada. Os gerbox
contendo as sementes foram colocados aleatoriamente em camara de
incubagdo com temperatura de 24 + 2°C, por 24 horas, sob regime de
luminosidade de 12 horas de luz negra (NUV de 320 a 420nm) e 12 horas de
escuro. Apos este periodo, as sementes foram transferidas para freezer a —
20°C, por 24 horas. Em seguida, o material foi incubado novamente a 24 + 2°C,
sob o regime de luminosidade descrito, por cinco dias. Apos o periodo de
incubacgéao, cada semente foi examinada sob microscopio estereoscépico. Para as
sementes nas quais se observou a presenga de quaisquer estruturas fungicas,
prepararam-se laminas, as quais foram observadas ao microscépio 6ptico com a
finalidade de identificagdo do fungo associado as sementes, por meio da
morfologia das estruturas presentes. Os resultados foram expressos em

percentual de sementes com D. bryoniae associada.
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O teste em papel filtro com sementes divididas foi realizado conforme
metodologia descrita por Lee et al. (1984). Foram avaliadas 400 sementes por
tratamento, distribuidas em oito repeticdes de 50 sementes cada. Inicialmente,
as sementes foram lavadas individualmente cinco vezes com agua destilada
esterilizada e, na sequéncia, embebidas por duas horas em agua destilada
esterilizada. Apos este periodo, as sementes foram dissecadas assepticamente
com uma lamina descartavel desinfestada, separando-se em duas partes:
casca e perisperma mais embrido. Os componentes de cada semente foram
plaqueados em gerbox, contendo trés folhas de papel filtro esterilizadas e
umedecidas com agua destilada e o material foi incubado e avaliado de acordo
com o descrito para sementes inteiras. Os resultados foram expressos em
percentual de sementes com D. bryoniae associada a cada parte das
sementes.

O teste em batata-dextrose-agar (BDA) para sementes inteiras foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Sudisha et al. (2006).
Sementes oriundas de cada tratamento foram desinfestadas superficialmente
com hipoclorito de sédio (2%) durante cinco minutos e lavadas, por trés vezes,
com agua destilada esterilizada. Em seguida, as sementes foram distribuidas
em placas contendo o meio de cultura BDA (Figura 1). As placas contendo as
sementes foram distribuidas, aleatoriamente, em camara de incubagdo com
temperatura de 24 + 2°C, sob regime de luminosidade alternada de 12/12 horas
de (NUV de 320 a 420nm) e escuro, durante sete dias. Para as sementes em
que se observou a presenga de quaisquer estruturas fungicas, foram
preparadas laminas de microscopia que foram observadas em microscopio
optico com a finalidade de identificagdo do fungo associado. Para cada
tratamento testado, foram utilizadas 400 sementes, ou seja, oito repeticbes de
50 sementes, cada repeticdo composta por quatro placas. Os resultados foram
expressos em porcentagem de sementes com D. bryoniae associado.

Para o teste em BDA com sementes divididas, as sementes foram
dissecadas conforme descrito para o teste em papel filtro. Os componentes de
cada semente foram plaqueados no meio de cultivo e incubados nas
condigdes descritas para o teste em BDA para sementes inteiras (Figura 1).
Para cada tratamento foram utilizadas 400 sementes, ou seja, oito repeti¢cdes
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de 50 sementes, cada repeticdo composta por quatro placas. Os resultados

foram expressos em porcentagem de partes de sementes com D. bryoniae

associada.

Figura 1. Teste de sanidade em meio de cultivo batata-dextrose-agar com
sementes inteiras (A) e sementes divididas em casca e perisperma + embrido

(B).
2.3. TRANSMISSAO DE Didymella bryoniae SEMENTES-PLANTAS

A avaliagdo da transmissao do patdgeno das sementes produzidas nos
cinco tratamentos (item 2.1) para as plantas foi realizada em casa-de-
vegetacdo (teste de transmissdo nos substratos comercial, areia lavada e
solo:areia) e em camara de incubagao (teste de transmissdo em agar-agua e
em vermiculita).

No teste de transmissdo em plantas em substrato comercial seguiu-se
a metodologia descrita por Gasparotto et al. (2009). Utilizou-se o substrato
comercial Plant Max HF®, autoclavado duas vezes a 120°C, a 1 atm, durante
duas horas, com intervalo de autoclavagem de 24 horas. Apos um periodo de
descanso de 72 horas, o substrato foi distribuido em bandejas de poliestireno
expandido de 72 células. Em seguida, realizou-se o semeio das sementes
oriundas de cada tratamento. As bandejas foram mantidas em casa-de-
vegetacdo semi-climatizada. Foram utilizadas quatro repeticbes de 50
sementes para cada tratamento do item 2.1 (Figura 2).
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Para o teste de transmissdo no substrato areia lavada foi utilizada a
metodologia descrita por Neergaard (1979). A areia foi autoclavada, seguida de
periodo de repouso como descrito anteriormente. Em seguida a areia foi
distribuida em caixas plasticas (40 x 28 x 10cm) e realizou-se a semeadura das
sementes. As caixas foram mantidas em casa-de-vegetacao semi-climatizada.
Para cada hibrido, foram utilizadas 200 sementes de cada tratamento (item 2.1)
distribuidas em quatro repeti¢cdes de 50 sementes (Figura 2).

Seguindo a metodologia descrita por Gasparotto et al. (2009), apés 30
dias da semeadura, metade das plantas de cada tratamento no substrato areia
lavada foi transferida para sacos contendo 350mL do substrato solo mais areia
na proporgao 2:1 v/v, desinfestado através de autoclavagem.

Na transferéncia para o novo substrato, as plantas foram retiradas de
forma alternada nas fileiras das caixas plasticas. Tanto as plantas que
permaneceram nas caixas, quanto as que foram transferidas para o substrato
solo-areia, foram mantidas em casa-de-vegetacdo semi-climatizada. As

irrigacdes foram realizadas, diariamente, com agua de torneira.

A

Figura 2. Plantas em substrato comercial (A) e em substrato areia lavada (B)
em casa-de-vegetacao semi-climatizada.

Apos a emergéncia, todas as plantulas de ambos os substratos foram
examinadas, diariamente, quanto a presenga de sintomatologia de podridao

gomosa (sintomas da doenga e sinais do patdgeno). As plantulas com sintomas
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foram descartadas. Esse procedimento foi adotado para evitar disseminacao de
in6culo de plantas doentes para plantas sadias.

As avaliagbes foram realizadas durante 60 dias apdés a emergéncia e
os resultados foram expressos em porcentagem de plantas apresentando
qualquer sintomatologia de podriddo gomosa, em qualquer 6rgao aéreo da
planta nos trés substratos.

Apds os 60 dias do periodo experimental em casa-de-vegetacédo as
plantas assintomaticas em cada substrato foram coletadas separando-se as
folhas do caule. O caule foi lavado em agua destilada e mantidos em camara
umida por 72 horas. Apos este periodo, os caules foram avaliados quanto a
presenca de sinais do patdgeno e os resultados expressos em porcentagem de
plantas com podridao gomosa.

Para o teste de transmissdo em plantas em agar-agua tubos de ensaio
de 18x180mm contendo meio agar-agua (10%) foram utilizados. Duzentas
sementes de cada tratamento (item 2.1) foram desinfestadas superficialmente
com hipoclorito de sédio (2%) durante cinco minutos e lavadas por trés vezes
com agua destilada esterilizada. Adicionou-se uma semente em cada tubo de
ensaio, totalizando quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento.
As sementes nos tubos de ensaio foram incubados por 45 dias sob ciclos
aliernos de 12 horas ¢2 luz negra (NLUV de 320 a 420nm) e 12 horas de
escuro, a temperatura de 24 + 2°C. As plantas foram avaliadas a cada cinco
dias durante 40 dias quanto a ocorréncia de quaisquer sintomas de podridao
gomosa. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantas com
sintomas de podriddo gomosa.

Para o teste de sintomas em plantas em vermiculita, efetuou-se a
lavagem do substrato, a retirada das impurezas e o acondicionamento em
tubos de ensaio de 18x180mm, seguida da autoclavagem dos tubos. Duzentas
sementes de cada tratamento foram desinfestadas superficialmente com
hipoclorito de sadio (2%, por cinco minutos) e lavadas por trés vezes com agua
destilada esterilizada. Em seguida, procedeu-se a transferéncia de uma
semente para cada tubo de ensaio. Os tubos foram mantidos em camara de
incubacéao por 40 dias, sob ciclos alternados de 12 horas luz fluorescente e 12

horas de escuro a temperatura de 24 + 2°C. As plantas foram avaliadas a cada
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cinco dias quanto a presencga de quaisquer sintomas de podriddo gomosa. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plantas apresentando

sintomas de podridao gomosa.

2.4. ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos nos testes de sanidade e transmissdo foram
submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-
Knott através do programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. TRANSMISSAO DE Didymella bryoniae PLANTA-SEMENTES

As plantas dos tratamentos T1 (plantas com flores inoculadas), T2
(plantas pulverizadas com a mistura epoxiconazol + piraclostrobina com flores
inoculadas), T4 (plantas pulverizadas com caules inoculados); T5 (plantas sem
inoculagado) produziram frutos comercializaveis, sendo possivel a retirada das
sementes e as avaliagbes de transmissdo de D. bryoniae de planta mae para
sementes e de sementes para plantas. Ja, no tratamento T3, constituido por
plantas onde se realizou a inoculagao de frutos ndo foi possivel realizar estas
avaliagdes, pois ocorreu podridao dos frutos dez dias apds a inoculagao com D.
bryoniae.

No teste de sanidade de sementes empregando o método de papel
filtro com sementes inteiras e sementes divididas de meloeiro nobre, nao foi
constatada a presenga de quaisquer estruturas de D. bryoniae em nenhum dos

tratamentos avaliados (Quadro 1).

Quadro 1. Porcentagem de sementes de meloeiro nobre (Cucumis melo var,
reticulatus) hibrido Sunrise com Didymella bryoniae associada por meio dos
testes de sanidade em papel filtro e em meio de cultivo batata-dextrose-agar
(BDA).

Teste em papel filtro Teste em BDA
s Sementes divididas Sementes divididas
Trat! Sementes (%) Sementes (%) Total
Inteiras - Inteiras - o/ \2
o Perisperma o Perisperma (%)
(%) Casca + embriao (%) Casca + embriao
1 0 0 0 9 6 6 15a°
2 0 0 0 2 2 2 4b
3 - - - - - - -
4 0 0 0 1 1 1 3b
5 0 0 0 1 1 1 3b

"Tratamentos: 1- Plantas com flores inoculadas sem tratamento fungicida; 2- Plantas com flores
inoculadas e pulverizadas com fungicida; 3- Plantas com frutos inoculados e pulverizadas com
fungicida; 4- Plantas com caule inoculado e pulverizadas com fungicida; 5- Plantas sem
inoculacao (testemunha).

2Porcentagem do total de sementes utilizadas no teste em BDA com D. bryoniae associado
considerando sementes inteiras e divididas.

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste
de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

35



Nos ensaios em BDA, tanto com sementes inteiras quanto com sementes
divididas, foi constatada a associagdo do patdégeno as mesmas. A frequéncia de
associacéo do patégeno as sementes inteiras foi de 9%, 2%, 1% e 1% para
sementes obtidas dos tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente, e a
frequéncia de associagao do patdogeno no teste com sementes divididas foi de 6%,
2%, 1% e 1% para sementes dos tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente.
Em todas as sementes divididas em que se constatou o patégeno associado, este
estava localizado tanto na casca quanto no perisperma mais embrido.

Considerando o total de sementes utilizadas nos teste de sanidade em
BDA com sementes inteiras e divididas a porcentagem total de associagao de D.
bryoniae com as sementes foi de 15%, 4%, 3% e 3% para os tratamentos T1, T2,
T4 e T3. Entre os tratamentos, o T1 (plantas com flores inoculadas sem
tratamento fungicida) foi o que apresentou maior percentual de sementes
infectadas por D. bryoniae no teste de sanidade em BDA.

O resultado do teste de sanidade em papel filtro mostrou-se como falso
negativo, pois D. bryoniae estava associada as sementes dos tratamentos T1,
T2, T4 e T5, o que pdde ser constatado no teste de sanidade em BDA.
Gasparotto et al. (2009), avaliando lotes de sementes de trés hibridos de
meloeiro nobre, também relataram a ocorréncia de falso negativo no teste de
sanidade em papel filtro para o patégeno D. bryoniae.

A associagdo do patégeno as sementes dos quatro tratamentos foi
relativamente baixa, comparada com trabalhos desenvolvidos com meloeiro. Lee
et al. (1984) utilizando o teste com agar sélido obtiveram indice de D. bryoniae
mais alto, 19%. Em meio batata-dextrose-agar, Sudisha et al. (2006), obtiveram
indice de 31% de D. bryoniae associado as sementes de mel&o.

3.2. TRANSMISSAO DE Didymella bryoniae SEMENTES-PLANTAS

Nos trés testes desenvolvidos em casa-de-vegetagdo: transmissdo em
substrato comercial Plant Max HF®, areia lavada e solo:areia foi possivel constatar
a transmissao de D. bryoniae pelas sementes produzidas nos quatro tratamentos

para plantas de meloeiro nobre.
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As porcentagens de transmissdo de D. bryoniae foram de 18,5%;
10,5%; 8% e 4,5% para os tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente, nas
plantas mantidas durante sessenta dias em substrato comercial (Quadro 2). As
plantas assintomaticas, coletadas aos 60 dias neste substrato, e submetidas a
camara umida apresentaram porcentagem de associagao de 21,5%; 18%; 10%
e 10% para os tratamentos T2, T4, T1 e T5, respectivamente. Totalizando
assim porcentagens de 32%; 28,5%; 26% e 14,5% de plantas com associagao

do patdégeno nos tratamentos T2, T1, T4 e T5, respectivamente.

Quadro 2. Transmissédo de Didymella bryoniae por sementes de meldo nobre
(Cucumis melo var. reticulatus) hibrido Sunrise em substrato Plant Max HF®,
areia lavada e solo-areia.

Plant Max HF Areia Solo:Areia
Trat.! 5 5 z

C.V.° C.US° Total CV. CWU. Total C.V. C.U. Total

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 18,5 10,0 28,5a 55 14,5 20,0a 25 16,0 18,52
2 10,5 21,5 32,0a 6,0 9,0 15,0b 3,0 145 17,52
3 - - - - - - - - -
4 80 18,0 26,0a 3,5 8,5 12,0c 1,0 11,0 12,0b
5 4,5 8,0 12,5b 3,5 9,0 12,5¢ 20 10,0 12,0b

cv 19,16% 10,72% 10,07%

"Tratamentos: 1- Plantas com flores inoculadas sem tratamento fungicida; 2- Plantas com flores
inoculadas e pulverizadas com fungicida; 3- Plantas com frutos inoculados e pulverizadas com
fungicida; 4- Plantas com caule inoculado e pulverizadas com fungicida; 5- Plantas sem
inoculacao (testemunha) e sem pulverizagdo com fungicida.

CV. - Porcentagem de plantas sintomaticas, em casa-de-vegetagao.

C.U. - Porcentagem de plantas com corpos de frutificagdo do patdégeno, em camara umida.
“Total — Porcentagem total de plantas com o patdégeno associado em casa-de-vegetacéo e
camara umida.

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste
de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Em substrato areia, a transmissdo de D. bryoniae foi de 6%; 5,5%;

3,5% e 3,5% para os tratamentos T2, T1, T4 e T5, respectivamente. Apds a

camara umida, a porcentagem de transmissao foi de 14,5%; 9%; 9% e 8,5%,

para os tratamentos T1, T2, T5 e T4, respectivamente. Considerando todas as

plantas que apresentaram sintomatologia de podriddo gomosa e sinais de D.

bryoniae nas duas etapas, a porcentagem final de transmissdo neste teste foi
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de 20%; 15%; 12% e 12,5% para os tratamentos T1, T2, T4 e T5,
respectivamente.

Ja para as plantas que foram mantidas durante 30 dias em areia e
depois foram transplantadas para solo:areia e permaneceram neste substrato
por mais 30 dias, a porcentagem de transmisséo foi de 3%; 2,5%; 2% e 1%
para os tratamentos T2, T1, TS5 e T4, respectivamente. Os sintomas s6 foram
observados apds o transplante para solo-areia. Apés a permanéncia em
camara umida a porcentagem de associagédo de D. bryoniae com as plantas foi
de 16%; 14,5%; 11% e 10% para os tratamentos T1, T2, T4 e T5,
respectivamente. Considerando todas as plantas com incidéncia de podridao
gomosa, a porcentagem final de transmissado neste substrato foi de 18,5%;
17,5%; 12,0% e 12,0% para os tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente.

Nas plantas produzidas a partir das sementes dos quatro tratamentos e
nos trés substratos utilizados os primeiros sintomas de podriddo gomosa
ocorreram aos 32 dias da emergéncia. O inicio dos sintomas correspondeu
com a época em que as folhas cotiledonares comegcaram a senescer. Os
sintomas iniciaram-se no caule, proximo as folhas cotiledonares senescentes,
como lesdes inicialmente aquosas e que, posteriormente, se tornaram
necroticas, com coloracdo palha clara. Observou-se que as lesdes cresciam
longitudinalmente e transversalmente e, em muitas plantas, ocorria o
fendilhamento do caule. Também foi constatada a ocorréncia de exsudacao de
goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos ocorreu a formacdo de
numerosos corpos de frutificagdo negros (picnidios com conidios e
pseudotécios com ascas e ascosporos). A sintomatologia observada foi tipica
de podriddo gomosa em cucurbitaceas relatada por WIANT (1945), CHIU;
WALKER (1949), KUROZAWA et al. (2005) e SUDISHA et al. (2006).

Nos testes efetuados em cadmara de incubagdo em substrato agar-agua
e vermiculita ocorreu a transmissdo de D. bryoniae para plantas dos quatro
tratamentos avaliados. Os sintomas foram semelhantes aos que ocorreram em

casa-de-vegetacéo (Figura 3).
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Figura 3. Planta de meloeiro nobre sadia (A) e planta de meloeiro nobre com
sintomas de podriddo gomosa (B) no teste de sintomas em plantas em
substrato vermiculita.

No substrato agar-agua, a transmissao de D. bryoniae das sementes
para plantas foram de 3%; 3%; 2% e 2% nos tratamentos T1, T2, T4 e T5,
respectivamente (Quadro 3). Ja, no teste de transmissdo no substrato
vermiculita, a transmissao foi de 14%; 12%; 8% e 6% para os tratamentos T1,
T2, T4 e T5, respectivamente. Considerando o total de sementes utilizadas nos
dois testes e a porcentagem de plantas com sintomatologia de podridao
gomosa, a porcentagem total de transmisséao foi de 17%; 15%; 10% e 8% para
os tratamentos T1, T2, T4 e T5, respectivamente. Da mesma forma que nos
testes em casa-de-vegetacdo, nestes testes os tratamentos com maior
transmissao de podriddo gomosa foram os tratamentos T1 e T2, onde foi
realizada a inoculagédo das flores, diferindo dos demais ao nivel de 5% pelo
teste de Scott-Knott.
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Quadro 3. Transmisséo de Didymella bryoniae (%) por sementes para plantas
de meloeiro nobre hibrido Sunrise nos substratos agar-agua e vermiculita em
camara de incubacgao.

Tratamentos' Agar-agua (%) Vermiculita (%) Total (%)?
1 3,0 14,0 17,0 a°
2 3,0 12,0 15,0 a
3 - -
4 2,0 8,0 10,0 b
5 2,0 6,0 8,0b

"Tratamentos: 1- Plantas com flores inoculadas sem tratamento fungicida; 2- Plantas com flores
inoculadas e pulverizadas com fungicida; 3- Plantas com frutos inoculados e pulverizadas com
fungicida; 4- Plantas com caule inoculado e pulverizadas com fungicida; 5- Plantas sem
inoculacao (testemunha) e sem pulverizagcao com fungicida.

*Total — Porcentagem de plantas com o patégeno associado considerando 400 sementes
utilizadas para os testes em agar-agua e vermiculita.

*Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste
de Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Observando os resultados obtidos neste trabalho nota-se que o
patdogeno D. bryoniae nao foi detectado associado as sementes dos quatro
tratamentos pelo teste em papel filtro e no teste de sanidade em meio de
cultivo BDA o indice de sementes com o patdégeno associado foi bem menor do
que o indice de transmissao do patdégeno para plantas (Quadros 1, 2 e 3). Isso
mostra que os testes de sanidade em papel filtro e BDA sdo menos sensiveis
para avaliar a qualidade sanitaria de sementes de meloeiro nobre quanto a D.
bryoniae, resultando em falsos negativos. Em analise sanitaria de lotes de
sementes, o percentual encontrado nos testes de transmissdo para plantas
geralmente € menor que a porcentagem encontrada do patégeno associado as
sementes pelos testes de sanidade (MENTEN, 1991). A inadequacao do teste
de sanidade em papel filtro ja havia sido apontada anteriormente para trés lotes
de sementes de meloeiro nobre (GASPAROTTO et al., 2009).

No teste de sanidade em meio de cultivo BDA e, para todos os
tratamentos, foi constatada a presenca de D. bryoniae, tanto na casca quanto
no perisperma mais embrido das sementes. Resultados semelhantes foram
obtidos por Lee et al. (1984) e Sudisha (2006), que detectaram o patégeno
infectando casca, perisperma e embrido de sementes de cucurbitaceas, sendo

a maior porcentagem de associagao encontrada na casca e perisperma.
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Os tratamentos nos quais ocorreu maior associagdao do patdogeno com
as sementes, considerando os testes de sanidade e os de transmiss&o, foram
T1 e T2, casos em que houve a inoculagao do patégeno diretamente nas flores,
mostrando que as sementes foram infectadas pelo patdgeno através das flores
sem causar qualquer sintoma nos frutos produzidos. O tratamento T4 (plantas
pulverizadas com caule inoculado) apresentou valores intermediarios de
infeccdo, evidenciando que o patdgeno pode ter sido levado sistemicamente
até as sementes. De acordo com os resultados, neste tratamento, a quantidade
de in6culo de D. bryoniae que chegou as sementes foi menor do que com a
inoculagao direta das flores (T1 e T2).

O tratamento com menor porcentagem de sementes com D. bryoniae
associado foi o tratamento 5 (sem inoculagdo). Neste tratamento, algumas
plantas apresentaram sintomatologia de podriddo gomosa espontaneamente
no caule a partir de inéculo advindo de plantas vizinhas e ou sementes. A
infeccdo das sementes desse tratamento pode ter ocorrido sistematicamente
através da planta mée, como ocorreu no tratamento em que se inoculou o
caule das plantas, ou sistemicamente pelas flores, ja que estas ndo foram
protegidas antes da formagédo dos frutos e esporos do patdégeno podem ter
chegado até as mesmas.

A infecgao sistémica de sementes ocorre quando o patégeno coloniza
sistemicamente pelo sistema vascular, pela flor, pelo pedicelo, pedunculo ou
funiculo. A infecgdo de sementes via estigmas pode ser classificada também
como sistémica, uma vez que o patdégeno chega até a semente através de
colonizagdo sistémica de estigmas, seguindo o0 caminho do pdlen
(NEEGAARD, 1979; SOAVE; WETZEL, 1987; ZAMBOLIM, 2005).

Alguns patogenos ndo afetam a semente ou a emissao das plantulas,
mas infectam a semente sistemicamente, com reduc¢ao do seu vigor (DHINGRA
et al., 1980). O patogeno D. bryoniae, diante dos resultados apresentados
neste trabalho, comporta-se desta mesma forma, infectando as sementes
sistemicamente sem causar danos nos frutos, nas sementes, na emissédo das
plantulas e manifestando sintomas quando as plantas estdo adultas.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que D. bryoniae pode

infectar sementes via sistémica com inoculagado em flores ou caule de plantas
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de meldo Sunrise. Demonstrando que a infecgdo de sementes de meloeiro
nobre Sunrise por D. bryoniae pode ocorrer por mais de uma rota,
sistemicamente através da planta mae ou através da flor. Assim, em culturas
de meloeiro, o inéculo pode chegar as sementes diretamente pela planta méae
ou a partir de fontes externas, como plantas vizinhas, residuos culturais de
safra anterior, ou solo.

Diante destes fatos, faz-se necessario ressaltar a importancia da
utilizacdo de sementes sadias e, também, do tratamento de sementes.
Sementes produzidas em plantas assintomaticas podem estar infectadas pelo
patdogeno D. bryoniae que, por sua vez, pode ser transmitido para mudas no

campo.
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4. CONCLUSOES

e Didymella bryoniae causou infeccdo nas sementes através da
inoculagao de flores e caule de plantas de meloeiro nobre.

e O patogeno foi transmitido para sementes, porém n&o causou sintomas
nos frutos.

e A infeccdo de sementes de meloeiro nobre por D. bryoniae ocorreu por

mais de uma rota, sistemicamente pela planta e flores.
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CAPIiTULO llI

DETECGAO DE Didymella bryoniae EM SEMENTES DE
MELOEIRO POR PCR MULTIPLEX
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RESUMO

O patégeno Didymella bryoniae é o agente causal da podriddo gomosa,
importante doenga em cultivo de meloeiro nobre em ambiente protegido. Este
patogeno é transmitido naturalmente por sementes e a sua detecgdo em
sementes € dificil ou demorada pelos métodos disponiveis na literatura
resultando em falsos negativos. Diante da necessidade de um método rapido e
sensivel para a investigacdo deste patdgeno associado as sementes, este
trabalho teve como objetivo desenvolver um método de deteccédo de D.
bryoniae em sementes de meloeiro nobre por PCR. Para isso, avaliaram-se
trés protocolos de extragcdo de DNA (SDS, CTAB e Guanidina) com trés
quantidades de sementes (50, 100 e 200 sementes) e sementes em trés
condigbes (sem embebicdo, embebidas por 24 horas, embebidas por 48
horas). Empregou-se um protocolo de PCR multiplex com oligonucleotideos
especificos para D. bryoniae anteriormente desenvolvido para detecgdo deste
patdégeno em caules sintomaticos de cucurbitaceas. Os protocolos baseados no
detergente SDS e no detergente CTAB funcionaram com sucesso na extragao
do DNA de lotes de sementes. A quantidade de sementes utilizadas para a
extragdo de DNA nao alterou a deteccado do patégeno nas amostras extraidas
pelo protocolo com SDS, porém, para o protocolo com CTAB, quanto menor
quantidade de semente utilizada, mais dificil foi a deteccdo. A embebicao
prévia das sementes influenciou de forma negativa na extracdo de DNA. A
detecgdo qualitativa do patégeno D. bryoniae associado a sementes de
meloeiro nobre através da técnica de PCR multiplex permitiu a detecgado do

patégeno em lotes de sementes com 4% a 46% de associagao.

Palavras-chave: Meloeiro nobre, podriddo gomosa, sanidade de sementes,

deteccao molecular.

48



ABSTRACT

Detection of Didymella bryoniae in seeds of melon by multiplex PCR. The
pathogen Didymella bryoniae is the causal agent of gummy stem blight, an
important disease in muskmelon cultivation in greenhouse. This pathogen is
naturally transmitted by seeds and its detection is difficult and slow by the
methods usually used. Faced with the need for a rapid and sensitive method to
detect this pathogen in seeds, this study had the objective to evaluate methods
of DNA extraction and sample size of muskmelon seeds, to develop a method
of detection of D. bryoniae in seeds by multiplex PCR using primers previously
developed for detecting the pathogen in stems of cucurbits. For this purpose,
was evaluated three protocols of DNA extraction (SDS, CTAB and Guanidine),
three quantities of seed (50, 100 and 200 seeds) and seeds in three conditions
(no soaking, soaked for 24 hours, soaked for 48 hours). It was applied a
protocol with multiplex PCR with primers specific for D. bryoniae previously
developed for detecting the pathogen in stems of symptomatic cucurbits. The
protocols based in the detergent SDS and CTAB worked successfully in the
extraction of DNA from melon seeds. The quantity of seeds used for extraction
of DNA did not alter the detection of the pathogen in samples extracted by the
protocol with SDS, but for the CTAB protocol with the smaller amount of seed
used less detection. The preliminary soaking seeds were negatively influenced
in the extraction of DNA. Qualitative detection of the pathogen D. bryoniae
associated with muskmelon seeds by multiplex PCR allowed the detection of

the pathogen in seed lots with 4-46% association.

Keywords: Muskmelon, gummy stem blight, sanity of seeds, molecular
detection.
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1. INTRODUGAO

Os meloeiros nobres (Cucumis melo var. reticulatus) constituem parte
das cucurbitdceas mais importantes para o cultivo em ambiente protegido na
Regido Norte do Parana, nas estagcdes quentes do ano (primavera/veréo). A
podriddo gomosa, causada por Didymella bryoniae (Auersw) Rehm, anamorfo
Ascochyta cucumis Fautrey & Roum [=Phoma cucurbitacearum Sacc.] constitui-
se na doenga mais importante nessa regido (VIDA, 1995) e possui distribuigdo
generalizada a nivel mundial (BALA; HOSEIN, 1986; NEERGAARD, 1989;
ZITTER et al., 1996).

Em ambiente protegido, tem-se constatado a agressividade do agente
causal da podriddo gomosa muito superior que em cultivo convencional. Esse
fato se deve a favorabilidade dos efeitos diretos do ambiente aéreo e do solo
sobre o patdgeno e, indiretos, pelas mudancgas fisiologicas e anatdbmicas nas
plantas hospedeiras (VAN STEEKELENBURG, 1983; VIDA et al.,, 2001). Os
danos causados pelo patégeno podem ser elevados ou totais, quando medidas
de controle forem inadequadas ou ndo-empregadas (KEINATH, 2000; VIDA et
al., 2004).

O patégeno D. bryoniae possui diferentes mecanismos de
sobrevivéncia e um dos mais importantes € constituido pelas sementes (LEE et
al., 1984; KOIKE, 1997; SUDISHA et al., 2006; GASPAROTTO et al., 2009).
Danos diretos de D. bryoniae as sementes nao tém sido relatados pela
literatura. O principal papel da associagao deste patdégeno com as sementes €
a sua disseminagao para novos cultivos, constituindo fonte de inéculo primario
para epidemias (LEE et al., 1984; SUDISHA et al., 2006; GASPAROTTO et al.,
2009). Embora sejam poucos os trabalhos que trataram da associagdo e
transmissao de D. bryoniae por sementes de cucurbitaceas cultivadas, estes
tém demonstrado ocorréncias em elevadas taxas, mais de 40% de transmissao
em pepino, abobora (LEE et al., 1984) e meldo (SUDISHA et al., 2006) e
transmissdo para plantas de 28 a 52% a partir de lotes de sementes de
meloeiro nobre (GASPAROTTO et al., 2009).

Para a obtencéo de resultados confiaveis da relagao entre o transporte

e a transmissao de patdégenos pelas sementes e os danos na cultura, é
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fundamental a existéncia de métodos que permitam detectar e quantificar o
inéculo nas sementes (MENTEN, 1991). Para a detec¢dao de D. bryoniae
associada a sementes, sao indicados os métodos de papel filtro
(NEERGAARD, 1979; BRASIL, 2009) e de sintoma em plantulas
(NEERGAARD, 1979). Porém, o teste de sanidade em papel filtro vem sendo
inadequado para se detectar D. bryoniae associado a sementes de meloeiro
nobre com infecgdo natural, pois ocorrem com frequéncia falsos negativos,
inclusive em lotes com alta porcentagem de associacao. O teste de sintomas
em plantas é eficiente, porém o surgimento dos primeiros sintomas ocorre em
média aos 40 dias, o que dificulta um rapido diagndstico.

A deteccdo e a identificacdo de D. bryoniae por técnicas moleculares
vém sendo desenvolvida com sucesso (SOMAI et al., 2002; KOCH; UTKHEDE,
2002; 2004; KOCH et al., 2005). Um protocolo de PCR multiplex, utilizando dois
conjuntos de oligonucleotideos especificos para a detecgéo de D. bryoniae em
tecidos sintomaticos de cucurbitaceas e esporos coletados em estufa plastica,
foi desenvolvido com sucesso (KOCH; UTKHEDE, 2004). Para detecgao do
patogeno em sementes, um método utilizando hibridizagdo com captura
magnética e PCR multiplex em tempo real foi desenvolvido para a deteccéo
simultédnea de D. bryoniae e Acidovorax avenae subsp. citrulli em sementes de
melancia e meldo. Resultados positivos foram alcangados, porém as sondas
utilizadas nao funcionaram para todos os isolados testados de D. bryoniae (HA
et al., 2009).

Diante da necessidade de estabelecimento de uma técnica rapida,
sensivel e eficiente para a detecgédo do patégeno Didymella bryoniae associado
a sementes de cucurbitaceas, especificamente a sementes de hibridos de
meloeiro nobre, e do sucesso de trabalhos desenvolvidos para deteccdo e
identificacdo por técnicas moleculares deste patdogeno em tecidos sintomaticos
de cucurbitaceas, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo de avaliar
métodos de extracdo de DNA total e tamanho da amostra de sementes de
meloeiro nobre, visando o desenvolvimento de um método de deteccdo para o
patdgeno de Didymella bryoniae associado a sementes de hibridos de meloeiro
nobre por PCR multiplex, utilizando oligonucleotideos especificos previamente
desenvolvidos para detecgéo do patogeno D. bryoniae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Teste de transmissao de podridao gomosa

Para a determinagdo do percentual de associacdo do patdégeno as
sementes, seguiu-se a metodologia descrita por Gasparotto et al. (2009). Para
tanto, o substrato comercial Plant Max HF® foi autoclavado a 120°C, a 1 atm,
durante duas horas, com intervalo de autoclavagem de 24 horas, seguido de
mais duas horas de autoclavagem nas mesmas condi¢gées. Apds um periodo
de descanso de 72 horas, o substrato foi distribuido em bandejas de
poliestireno expandido de 72 células. Em seguida, realizou-se 0 semeio das
sementes dos hibridos Sunrise, Bonus Il, New Prince e Louis adquiridas em
casas comerciais da cidade de Maringa, PR. As bandejas foram mantidas em
casa-de-vegetagao semiclimatizada. Para cada hibrido foram utilizadas 200
sementes.

Apds a emergéncia, todas as plantulas foram examinadas, diariamente,
quanto a sintomas e sinais do patégeno de podriddo gomosa. As plantulas com
sintomas foram descartadas apos a avaliacdo. Esse procedimento foi adotado
para evitar disseminagao de indculo de plantas doentes para plantas sadias.

As avaliagbes foram realizadas durante 60 dias apdés a emergéncia e
os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas apresentando

sintomas de podriddo gomosa, em qualquer 6rgao aéreo da planta.

2.2. Extracao de DNA

Para estabelecimento de um protocolo para extracdo do DNA total de
sementes de meloeiro nobre utilizou-se inicialmente um lote de sementes com
50% de D. bryoniae associado as sementes, detectado pelo teste de
transmissao.

Foram testados trés protocolos de extracdo: SDS, CTAB e o Kit "Plant
DNAzol®Reagent’, preestabelecidos para a extracdo de DNA de sementes,
plantas, plantas e patégenos, respectivamente. Trés quantidades de sementes

foram testadas: 50, 100 e 200 sementes. As sementes foram trituradas em
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liquidificador em trés condi¢cdes: sem embebicdo; embebidas por 24 horas;
embebidas por 48 horas.

O primeiro protocolo avaliado para extracdo do DNA total das
sementes foi o descrito por Souza et al. (2002), que utiliza como detergente
SDS (dodecil sulfato de sodio). As sementes foram trituradas em liquidificador
por 10 minutos. A massa obtida foi, entdo, colocada em um cadinho e
macerada com nitrogénio liquido até obter a consisténcia de um fino pé. Cerca
de 300uL do macerado foram transferidos para um microtubo de 1,5mL e
adicionou-se 400uL de tampé&o SET (NaCl 0,15M, Tris 0,02M, EDTA 1mM pH
8,0) mais 14,5uL de proteinase K (10mg/mL) e 18uL de SDS (25%). O material
foi incubado por 1 hora a 55°C. Posteriormente, adicionou-se 400uL de NaCl
5M, homogeneizou-se em vortex e centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 rpm.
O sobrenadante foi transferido para outro microtubo, sendo adicionado 150uL
de Tris (0,01M pH 8,0) e centrifugou-se novamente por 10 minutos a 13.000
rom. O sobrenadante foi, entdo, coletado e acrescentou-se ao mesmo 6L de
RNase (10mg/mL), incubou-se por meia hora a 37°C. Posteriormente, o volume
do tubo foi completado com cloroférmio e centrifugou-se por 10 minutos a
13.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e completou-se o volume com etanol
100%, deixando-se a -20°C overnight. Centrifugou-se, entédo, por 20 minutos a
12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se etanol 70%.
Centrifugou-se, novamente, por 20 minutos a 12.000 rpm. O etanol foi retirado,
os tubos invertidos e abertos sob papel absorvente esterilizado por 10 a 15
minutos até o etanol evaporar. O DNA foi ressuspendido adicionando-se 100uL
de tampao TE (10mM Tris-HCI pH 7,5; 0,imM EDTA) e as amostras foram
mantidas a 4°C.

No segundo protocolo, o DNA total das sementes foi extraido com base
em Koenig et al. (1997), que utiliza como detergente o CTAB (brometo de
cetiltrimetilamdnio). As sementes de meldo foram trituradas em liquidificador
por 10 minutos e a massa obtida foi macerada com nitrogénio liquido até obter
a consisténcia de um fino p6. Aproximadamente 300uL do macerado foram
transferidos para microtubos, onde foram adicionados 700uL de tampao de
extragdo, que consiste na mistura dos tampdes de lise nuclear (0,2M Tris pH
7,5; 0,05M EDTA e 2% CTAB), tampé&o de isolamento de DNA (0,2M Tris pH
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7,5; 0,05M EDTA e 0,35M sorbitol) e sarkosil (5%), nas proporc¢des de 1:1:0,4,
respectivamente. Os tubos foram homogeneizados em vortex e incubados a
65°C por 60 minutos em banho-maria. A extragao foi realizada com solvente
organico, adicionando 500uL da mistura cloroférmio:alcool isoamilico, na
proporgao de 24:1, em cada microtubo. Apds a centrifugagcdo das amostras a
12.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi transferido para microtubos
limpos, adicionados de 5uL de uma suspenséao contendo 20mg/mL de RNAse e
incubados em banho-maria por 30 minutos a 37°C. Em seguida, foram
adicionados de 5uL de uma suspensdo contendo 20mg/mL de proteinase K e
incubados por 20 minutos a 37°C. A precipitacdo do DNA foi feita com
isopropanol na proporgdo 2/3 da solugdo aquosa em cada amostra. Apos
centrifugagéo, de 5 minutos a 10.000 rpm, o DNA foi lavado com etanol 70%
por trés vezes. O etanol foi descartado e os tubos invertidos, abertos sob papel
absorvente esterilizado por 10 a 15 minutos até o etanol evaporar. O DNA foi
ressuspendido adicionando-se 100uL de tampao TE (10mM Tris-HCI pH 7,5;
0,1fmM EDTA) e as amostras foram mantidas a 4°C.

O terceiro protocolo de extracdao de DNA foi baseado no kit de extragao
‘Plant DNAzol®Reagent’, que contém o detergente isotiocianato de guanidina.
As sementes de meldo foram trituradas em liquidificador por 10 minutos e a
massa obtida foi macerada com nitrogénio liquido até obter a consisténcia de
um fino p6. Aproximadamente 300uL do macerado foram transferidos para
microtubos de 1,5mL. Adicionou-se 300uL do reagente de extragdo plant
DNAzol, homogeneizou-se e o material foi incubado por 5 minutos a 25°C.
Adicionou-se, entdo, 300uL de cloroférmio, homogeneizou-se e incubou-se
pelo mesmo periodo. Apds a incubagao, o material foi centrifugado a 14.000
rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi transferido para microtubos limpos. Para
a precipitagdo do DNA, foi adicionado 225uL de etanol 100%. O material foi
homogeneizado e armazenado em temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente, centrifugou-se a 9.400 rpm por 4 minutos e 0 sobrenadante
formado foi descartado. O DNA foi lavado com 300uL da mistura ‘Plant DNAzol
Reagent’ e etanol 100%, homogeneizado em agitador do tipo vortex e
armazenado em temperatura ambiente por 5 minutos. Apds a incubacéo,

centrifugou-se o material (4 minutos, 9.400 rpm) e o sobrenadante foi
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descartado. O ‘Plant DNAzol Reagent’ foi removido com a adi¢gado de 300uL de
etanol 70% e procedeu-se centrifugacéo a 9.400 rpm por 4 minutos. O etanol
foi descartado e os tubos invertidos, abertos sob papel absorvente esterilizado
por 10 a 15 minutos até o etanol evaporar. O DNA foi ressuspendido
adicionando-se 70uL de tampao TE (10mM Tris-HCI pH 7.,5; 0,1imM EDTA) e
as amostras foram mantidas a 4°C.

Quando necessario, foi efetuado o tratamento das amostras de DNA
extraidas com cloreto de litio (LiCl), para melhorar a qualidade do material
extraido. Este procedimento foi realizado adicionando-se 300uL de LiCl 4M
(mantido em gelo) a cada amostra. Em seguida, o material foi incubado a 4°C
por 30 minutos. Apds a incubagao, centrifugou-se as amostras a 12000 rpm por
10 minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo
600uL de isopropanol. As amostras foram agitadas gentilmente e mantidas em
repouso por 30 minutos em temperatura ambiente. Entdo, foram novamente
centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante, o
DNA foi lavado com 100pL de etanol 70% gelado, e centrifugou-se as amostras
a 12000 rpm por 5 minutos. O etanol foi descartado e os tubos invertidos,
abertos sob papel absorvente esterilizado por 10 a 15 minutos até o etanol
evaporar. O DNA foi ressuspendido, adicionando-se 100uL de tampdo TE
(10mM Tris-HCI pH 7,5; 0,1mM EDTA) e as amostras foram mantidas a 4°C.

Para a avaliagdo da sensibilidade do método foram utilizados quatro
lotes de sementes (Sunrise, Bonus |lI, New Prince e Louis) descritos
anteriormente. A extracao de DNA total das sementes foi realizada de acordo
com os protocolos com SDS e com CTAB descritos acima. Foram utilizadas

200 sementes por lote com trés repeti¢cdes cada.

2.3. PCR multiplex

Para a investigagdo da presenca de D. bryoniae a partir do DNA total
extraido das sementes foram empregados os oligonucleotideos especificos
D7S (5’-CTACAATTGCGGGCTTTGC); D6 (5-
CGCCGATTGGACAAAACTTAAA) e UNLO28S22 (5-GTTTCTTTTCCTCCGCT
TATTGATATG) em reacdo multipla (KOCH; UTKHEDE, 2004). Estes
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oligonucleotideos amplificam fragmentos genémicos de 535 pb (UNLO28S22 +
D7S) e 461 pb (UNLO28S22 + D6) na presenga de DNA do patégeno D.
bryoniae. Como controle positivo, foi utilizado DNA extraido de um isolado do
patégeno, e como controle negativo, 0 mix da reagdo de PCR, sem adicao de
DNA.

A reacdo de PCR foi executada com volume total de 25uL, contendo
DNA genémico, 50mM MgCl,, 10xPCR Buffer, 0,2mM de dNTPs, 1U de Taq
polimerase e de 1mM de cada oligonucleotideo. A reacdo de PCR foi baseada
em 31 ciclos, sendo: 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 63°C e 45 segundos
a 72°C. Previamente aos ciclos, as amostras foram submetidas a temperatura
de 94°C por 1 minuto e de um periodo extra de extensao de 10 minutos a 72°C,
ap6s os 31 ciclos. As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em um
termociclador Tpersonal Whatman Biémetra.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e
submerso em tampao TBE. A separacgao eletroforética foi de aproximadamente
40 minutos, a 80 volts. Ao término da corrida, o gel foi fotografado sob luz

ultravioleta.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste de transmisséo para avaliar a associagao natural do patégeno
D. bryoniae a quatro lotes de sementes de meloeiro nobre, as porcentagens de
transmissao foram 46%, 36%, 34% e 4% para os hibridos Sunrise, Bonus I,
New Prince e Louis, respectivamente, nas plantas mantidas durante sessenta
dias em substrato comercial. As sementes do hibrido Sunrise apresentaram
menor qualidade sanitaria quanto a D. bryoniae, diferindo significativamente
dos demais lotes de sementes (Quadro 2). Os hibridos Bonus |l e New Prince
apresentaram qualidade intermediaria, ndo diferindo entre si. Louis apresentou
sementes com melhor qualidade sanitaria, sendo significativamente diferente
dos demais.

Da mesma forma que descrito por Gasparotto (2006) e Gasparotto et
al. (2009), o inicio dos sintomas correspondeu a época em que as folhas
cotiledonares comegaram a senescer e iniciaram se no caule, proximo as
folhas cotiledonares senescentes, como lesdes inicialmente aquosas e que,
posteriormente, se tornaram necréticas, com coloragao palha clara. As lesées
cresciam longitudinalmente e transversalmente e, em muitas pléantulas, ocorria
o fendilhamento do caule. Também foi constatada a ocorréncia de exsudacéao
de goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos, ocorreu a formagao de
numerosos corpos de frutificagdo negros. A coleta dessas estruturas e
observagcdes no microscopio Optico permitiu a constatacdo da presenca de
picnidios/conidios e pseudotécios com ascas e ascosporos. Em muitas
plantulas, a colonizagao circunscreveu todo o caule, causando a seca do ramo
na regiao situada acima da lesdo, tombamento e morte. Sintomas semelhantes
aos observados foram descritos por Chiu; Walker (1949), Bala; Hosein (1986),
Koike (1997) e Kurozawa et al. (2005) para a podriddo gomosa em
cucurbitaceas.

Dentre os trés métodos de extracdo de DNA testados, os métodos
baseados nos detergentes CTAB e SDS apos o tratamento com cloreto de litio
mostraram-se eficientes na extracdo do DNA total de sementes,
proporcionando a obtencdo de reagdes positivas quanto a presenca do

patogeno D. bryoniae (Quadro 1). As reagdes foram consideradas positivas
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quando ocorreu a amplificacdo de dois fragmentos com aproximadamente 535
pb e 461 pb (KOCH; UTKHEDE, 2004).

Quadro 1. Amostras positivas para o patdogeno Didymella bryoniae em
sementes de meldo nobre hibrido Sunrise por PCR multiplex em relagao a
amostras avaliadas.

Quantidade  Protocolo Tempo de embebicéo
de de extracao 0 24h 48h
sementes de DNA
maceradas total $l_1b-amost_ras S_u_b-amostr_as S_u_b-amostr:as
positivas/avaliadas positivas/avaliadas positivas/avaliadas

50 Plant 0/1 0/2 0/2

100 DNAzol® 0/4 0/5 0/7

200 Reagent 0/8 0/9 0/11

50 0/1 2/2 0/2

100 CTAB 2/4 3/5 0/7

200 8/8 0/9 0/11

50 1M 2/2 0/2

100 SDS 4/4 1/5 0/7

200 8/8 3/9 0/11

Ja, o protocolo realizado com o kit ‘Plant DNAzol®Reagent’, mesmo
apods o tratamento das amostras com cloreto de litio, ndo foi adequado para
extracdao de DNA total de sementes. As amostras de DNA obtidas por este
método formaram precipitados grandes, esbranquicados e de dificil dissolugao.
Mesmo realizando diferentes diluicdes a partir do DNA tratado, as amostras
nao amplificaram nenhuma resposta positiva para a presencga de D. bryoniae
associado as sementes. Este resultado € um falso negativo, ja que o lote de
sementes avaliado apresentava uma infestagdo natural de 50% com o referido
patdbgeno e as amostras analisadas foram distribuidas de forma homogénea
para os trés protocolos.

A embebicio prévia das sementes para extragdao do DNA apresentou
influencia negativa no processo em todos os protocolos testados. Para o
protocolo com SDS com 200 sementes sem embebicdo, 100% das amostras

apresentaram resultado positivo. Quando as sementes foram embebidas por 24
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horas, o numero de amostras positivas caiu para 33% e, para sementes
embebidas por 48 horas, ndo houve nenhuma reacao positiva. Resultados
semelhantes foram obtidos quando se utilizou o protocolo com CTAB, com
extracdo de DNA de 200 sementes sem embebig¢do, enquanto que amostras de
DNA de sementes embebidas por 24 ou 48 horas nao resultaram em nenhuma
reacao positiva.

Quanto a variavel quantidade de sementes necessarias para a
deteccdo do patogeno D. bryoniae em sementes pela PCR multiplex, as trés
quantias testadas (50, 100 e 200 sementes) foram satisfatérias quando se
utilizou o protocolo com SDS. Para o protocolo com o detergente CTAB, houve
100% de reagdes positivas quando se utilizou 200 sementes, 50% quando se
utilizou 100 sementes e nao houve reacgdes positivas para 50 sementes. Isso
indica uma maior eficiéncia do protocolo SDS em relagdo ao CTAB, com 100%
de amostras positivas para SDS e 76,9% para o protocolo CTAB.

Quadro 2. Deteccdo molecular de Didymella bryoniae associado a sementes
de hibridos de meloeiro nobre por de PCR multiplex em relagdo a sementes
infectadas de 4 a 46%.

Deteccao por PCR multiplex

Plantulas
Hibrido ] , (sub-amostras positivas/analisadas)

sintomaticas (%) . 5

SDS CTAB
Sunrise 46 a 3/3 3/3
Bonus I 36 b 3/3 3/3
New Prince 34 b 3/3 3/3
Louis 4c 3/3 2/3

" Médias seguidas da mesma letra, pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste de
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade.
23DS (dodecil sulfato de sédio); CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio).

Quanto a detecgdo do patégeno em sementes do hibridos Sunrise,
Bonus Il, New Prince e Louis, foi possivel detectar o patdégeno nas amostras de
DNA extraidas dos quatro lotes de sementes, tanto pelo protocolo de extracéo
com o detergente SDS quanto com CTAB, apds tratamento com cloreto de litio

(Figura 1).
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Figura 1. Gel de eletroforese apresentando especificidade na reagao multipla
para Didymella bryoniae em amostras de DNA total de sementes. A) Amostras
extraidas pelo protocolo SDS: 1- 100-pb ladder; 2- controle positivo; 3- controle
negativo; 4 a 6- Hibrido Sunrise; 7 a 9- Hibrido Bonus Il; 10 a 12- Hibrido New
Prince e 13 a 15- Hibrido Louis. B) Amostras extraidas pelo protocolo CTAB: 1-
100-pb ladder; 2- controle positivo; 3- controle negativo; 4 a 6- Hibrido Sunrise;
7 a 9- Hibrido Bonus Il; 10 a 12- Hibrido New Prince e 13 a 15- Hibrido Louis.

Quando o DNA total foi extraido pelo protocolo com SDS nos quatro
hibridos avaliados (Quadro 2), 100% das amostras foram positivas para o
patégeno. Quando utilizou-se o protocolo com CTAB, houve 100% de amostras
positivas para os hibridos Sunrise, Bonus Il e New Prince e de 66,7% de
amostras positivas para o hibrido Louis. Relacionando-se os resultados do
teste de transmissao com a técnica de PCR multiplex, verificou-se sensibilidade
deste teste para detecgao de D. bryoniae associada a lotes de sementes, ou
seja, foi possivel detectar o patdbgeno em todos os hibridos testados com
associagao de 4 a 46%.

Os resultados apresentados mostram que o protocolo baseados nos
detergentes SDS (SOUZA et al., 2002) e CTAB (KOENIG et al., 1997) podem
ser utilizados com sucesso na extracdo de DNA de sementes para a deteccao
qualitativa do patogeno D. bryoniae associado a sementes de meloeiro nobre
através da técnica de PCR multiplex com os primers UNLO28S22, D7S e D6.

Para a detecgdo de patdgenos associados a sementes, a técnica de
PCR apresenta grande potencial. No entanto, compostos inibitérios podem
limitar severamente a aplicacdo da PCR para analise de sanidade de

sementes. Apos a extracdo do DNA das sementes com os trés protocolos
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avaliados neste trabalho, foram obtidas amostras com DNA concentrado e de
dificil dissolugdo. Entdo procedeu-se o tratamento de todas as amostras com
cloreto de litio para melhorar a qualidade do DNA extraido. Ainda assim, a
técnica de extragao utilizando-se o protocolo “Plant DNAzol Reagent” ndo foi
sensivel para a detecgéo.

Varios autores descreveram problemas no isolamento e purificagao de
DNA vegetal de boa qualidade (HENSON; FRENCH, 1993; MARTIN et al.,
2000; JACCOUD FILHO et al., 2002; DUARTE; BOA, 2005). Segundo Romano;
Brasileiro (1999), para a liberagdo do DNA, as membranas celulares devem ser
rompidas e essa etapa é realizada pela agdo de um detergente como SDS
(dodecil sulfato de sédio) ou CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio). O método
mais utilizado com sucesso para diferentes espécies vegetais € o baseado no
uso do detergente CTAB, pois este solubiliza as membranas, formando, com o
DNA, um complexo que facilita posterior precipitagdo (ROMANO;
BRASILEIRO, 1999). Os protocolos que se baseiam no detergente SDS se
fundamentam na precipitacédo simultdnea de proteinas e polissacarideos em
sua presencga e altas concentragcdes de acetato de potassio. Neste trabalho,
tanto a utilizagdo do detergente CTAB quanto SDS foram eficientes na extragao
do DNA total a partir de sementes de meloeiro nobre.

De acordo com os resultados, a embebi¢cdo das sementes diminuiu a
qualidade do DNA extraido. Isso pode ter ocorrido porque durante a embebicao
as sementes entraram em processo de germinag¢ao, ocorrendo um aumento de
substancias que sao inibidoras a reagbes enzimaticas, como polissacarideos e
compostos fendlicos.

Resultados contrarios foram observados para Alternaria radicina
associado a sementes de cenoura, onde a incubagao prévia das sementes por
cinco dias foi necessaria para a deteccdo do patogeno. Durante a incubacéo,
as sementes foram mantidas sob condi¢des de alta umidade para aumentar a
biomassa fungica. Desta forma, A. radicina foi detectado a partir de lotes de
sementes de cenoura com infestacdo natural tdo baixo como 0,3% (PRYOR;
GILBERTSON, 2001). Para D. bryoniae em sementes de meloeiro nobre a

incubacgao durante 24 ou 48 horas nao resultou em aumento da massa fungica,
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possivelmente pelo patdégeno ficar localizado na casca e internamente as
sementes e ndo causar danos as mesmas (LEE et al., 1984).

Neste trabalho, todas as amostras de DNA total obtidas através da
extracdo com o protocolo com guanidina, bem como amostras de DNA
extraidas pelos demais protocolos cujas sementes previamente embebidas,
mesmo apds o tratamento com cloreto de litio, apresentaram precipitado de
DNA grande, esbranquicado e de dificil ressuspensdo. Desta forma, esses
resultados ocasionaram reagdes de PCR multiplex negativas para a presenca
de D. bryoniae.

A técnica de PCR, quando aplicada a patologia de sementes, pode
enfrentar alguns fatores adversos a sua otimizagdo, como a inibicdo das
reagdes enzimaticas por substancias liberadas pelas sementes como
polifendis, polissacarideos, etc. (JACCOUD FILHO et al., 2002; HENSON,;
FRENCH, 1993). Ainda, segundo os autores, a contaminagdo por
polissacarideos consiste na principal contaminacédo que afeta a pureza do DNA
extraido de plantas. Esses carboidratos podem inibir a atividade de varias
enzimas usadas em manipulagcdes bioldégicas de DNA, tais como ligases,
polimerases e enzimas de restricido. A maioria dos métodos de extracdo
empregados nao separam eficientemente o DNA dos polissacarideos,
provavelmente devido a similaridade estrutural entre esses dois tipos de
polimeros. A contaminacdo de polissacarideos depende da espécie, tecido e
condigbes fisiologicas da planta. Certas espécies apresentam DNA muito
contaminado por polissacarideo, tornando dificil a ressuspensdao do DNA
precipitado. De acordo com o exposto, os resultados falsos negativos
encontrados neste trabalho devem-se, possivelmente, a associagado de grande
quantidade de polissacarideos ao DNA extraido das amostras de sementes.

N&o foi possivel investigar a sensibilidade do teste em lotes com
menos de 4% de associagao, pois buscou-se trabalhar com lotes de sementes
de meloeiro nobre com infecgcédo natural para evitar resultados falsos positivos
devido a inoculacao artificial. Para a deteccdo conjunta de D. bryoniae e
Acidovorax avenae subsp. citrulli associados as sementes de melancia e melao
por hibridizagdo magnética e PCR multiplex em tempo real, Ha et al. (2009)

necessitaram de sete ciclos a mais para a detecgao do patdégeno em sementes
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de meldo infestadas naturalmente (0,02%) do que para a detec¢do em lotes de
sementes de melancia infestadas artificialmente com o mesmo nivel de
contaminagao. De acordo com os autores, isto ocorreu porque as sementes de
melancia infestadas artificialmente continham niveis mais altos de micélio,
localizado na superficie do tegumento, o que permitiu melhor extracdo e
producdo de DNA do fungo em comparagdo com sementes com infeccdo
natural mais profunda.

O protocolo estabelecido neste trabalho mostra-se como uma nova
opgao, rapida e sensivel para a deteccdao de D. bryoniae associado as
sementes de meloeiro nobre. A detecgdo do patdégeno é fundamental para
evitar a utilizacdo de sementes infectadas/infestadas evitando-se, dessa
maneira, a disseminagao do patégeno para areas indenes e o estabelecimento

de epidemias precoces.
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4. CONCLUSOES

D. bryoniae foi detectada em sementes de meloeiro nobre através da
técnica de PCR multiplex com os protocolos de extragcdo SDS e CTAB,
com 200 sementes sem pré-embebicdo, em todos os hibridos testados,
com associacao entre 4 a 46%.

D. bryoniae foi detectada nas quantidades 50, 100 e 200 sementes de
meloeiro nobre Sunrise com 50% de associagéo utilizando o protocolo
SDS e PCR multiplex.

A pré-embebigdo das sementes em agua antes da extracdo do DNA
inviabilizou os testes de deteccéo de D. bryoniae.
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CAPITULO IV

INFECGAO LATENTE E SISTEMICA DE
Didymella bryoniae EM MELOEIRO NOBRE
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RESUMO

Didymella bryoniae, agente causal da podriddo gomosa, € um importante
patdgeno em meloeiro nobre e outras cucurbitaceas em cultivo protegido. Ha
fortes suspeitas da ocorréncia de infecgéo latente e sistémica de D. bryoniae
em plantas de meloeiro nobre, no entanto, sem comprovagao. Objetivou-se,
com este trabalho, investigar a hipétese da ocorréncia de infec¢ao latente e
sistémica de D. bryoniae em plantas de meloeiro nobre assintomaticas,
empregando PCR multiplex, com oligonucleotideos especificos para D.
Bryoniae, anteriormente desenvolvidos para deteccdo do patdogeno em caules
de cucurbitaceas sintomaticos. Constatou-se a presenca de D. bryoniae no
caule e folhas cotiledonares de plantas assintomaticas por PCR multiplex,
comprovando a ocorréncia de infecgdo latente do patégeno, também foi
comprovada a infeccdo sistémica através da detecgdo do patégeno em

fragmentos assintomaticos localizados a 5, 15 e 30cm do tecido sintomatico.

Palavras-chave: Podriddo gomosa, Cucumis melo var. reticulatus, infeccgao,

deteccao molecular.
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ABSTRACT

Latent and systemic infection of D. bryoniae in muskmelon. D. bryoniae,
causal agent of gummy stem blight, is an important pathogen in muskmelon and
other cucurbits in greenhouses. Evidences show the occurrence of latent and
systemic infection D. bryoniae muskmelon plants, however, unproven. As soon,
this work had the objective to prove the occurrence of latent and systemic
infection of Didymella bryoniae in asymptomatic muskmelons plants employing
multiplex PCR with primers specific for D. bryoniae previously developed to
detect this pathogen in stems of symptomatic cucurbits. It was verified the
presence of D. bryoniae in stem and cotyledons of asymptomatic plants using
PCR multiplex, proving the occurrence of latent infection of the pathogen, has
also been proven the systemic infection by detecting the pathogen in
asymptomatic fragments located 5, 15 and 30 cm of distance of symptomatic

tissue.

Keywords: Gummy stem blight, Cucumis melo var. reticulatus, infection,

molecular detection.
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1. INTRODUGAO

A podriddo gomosa, causada por Didymella bryoniae (Auersw) Rehm,
anamorfo Ascochyta cucumis Fautrey & Roum [=Phoma cucurbitacearum
Sacc.] € a mais destrutiva doenga em meloeiros nobres (Cucumis melo var.
reticulatus) em cultivo protegido no Estado do Parana, podendo causar danos
de até 100% (VIDA et al., 1993; VIDA et al., 2004). Um aspecto importante da
doenca é o fato do seu agente causal ser naturalmente transmitido pela
semente, localizando-se superficialmente ou no seu interior, no perisperma e
tecidos cotiledonares (LEE et al., 1984; SUDISHA et al., 2006). A importancia
da infecgcdo de sementes nao esta apenas na possibilidade do desenvolvimento
da doenca na fase inicial da cultura, mas também na introdug¢ao do in6culo em
areas nao infestadas.

Resultados de trabalhos desenvolvidos recentemente evidenciaram
que D. bryoniae originada de sementes pode apresentar infecgdo latente em
plantas de meloeiro. A primeira referéncia da possibilidade de infecgéo latente
de D. bryoniae foi relata em cultivo de meloeiro nobre onde os primeiros
sintomas se manifestaram cerca de 35 dias apds o transplante para estufa
(VIDA et al., 2002). Em outro trabalho, mudas de meloeiro nobre, infectadas
por D. Bryoniae, permaneceram assintomaticas e os sintomas da doenga so
manifestaram apos o transplante para solo (GASPAROTTO, 2006).

Além da possivel infec¢ao latente de D. bryoniae, evidéncias mostram
que a infecgao do patdgeno nas plantas ocorre de forma sistémica, com inéculo
oriundo das sementes. A partir das sementes, o patégeno se espalha e invade
todos os tecidos da planta (GASPAROTTO, 2006).

Um dos maiores problemas da infecgdo latente é a dificuldade de
diagnose precoce da doenca pela auséncia de sintomas, o qué pode resultar
na adocdo tardia de medidas de controle, comprometendo a sua eficiéncia.
Para D. bryoniae, a grande importancia da possivel infec¢do latente de indculo
originario de sementes sao as implicagbes na epidemiologia da doenga na
cultura de meloeiro nobre em ambiente protegido. O patdégeno é disseminado,
eficientemente, por instrumentos de poda, o que resulta em severas epidemias

na cultura, com ocorréncia de danos de até 100% (VIDA et al., 2004).

71



Varios trabalhos na literatura relatam o sucesso da utilizacdo da reacéo
em cadeia da polimerase (PCR) e de PCR em tempo real, com
oligonucleotideos especificos, na detecgdo de infecgdo latente de diversos
patdgenos associados a plantas cultivadas, como Xanthomonas albilineans em
cana-de-agucar (PAN et al., 1997), Sphaeropsis sapinea em Pinus (FLOWERS
et al., 2003), Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi em oliveira (BERTOLINI
et al., 2003), Puccinia horiana em crisantemo (PEDLEY, 2009) e Clavibacter
michiganensis subsp. sepedonicus em batata (GUDMESTAD et al., 2009). Para
D. Bryoniae, ha disponibilidade de um conjunto de oligonucleotideos
especificos e um protocolo de PCR multiplex para a detec¢gdo em tecidos de
cucurbitaceas com sintomas de podriddao gomosa (KOCH; UTKHEDE, 2004). A
adequacao deste protocolo para a deteccdo do patégeno em tecidos
assintomaticos mostra-se como uma alternativa na detecgcao de infecgdes
latente e sistémica de D. bryoniae.

Assim, este trabalho teve como objetivo constatar as infecgdes latente
e sistémica de D. bryoniae em plantas de meloeiro nobre, com indculo
originario de sementes, utilizando PCR multiplex com oligonucleotideos

especificos para o patdgeno.
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2. MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi desenvolvido um experimento para investigacdo do
periodo entre a emergéncia e o aparecimento de sintomas de podridao
gomosa. Para a investigacao da infecgao latente de D. bryoniae em plantulas
de meloeiro nobre foram desenvolvidos trés experimentos: 1) Adequagédo do
protocolo de extracdo de DNA e os conjuntos de oligonucleotideos para
deteccéo do patégeno em tecidos sintomaticos, ja existente e para a detecgéo
em tecidos e assintomaticos das plantulas; 2) Investigacdo da infecgao latente
do patogeno extraindo-se o DNA total da regido do colo das plantulas
assintomaticas; 3) Investigagcdo da infecgédo latente em plantulas através da
extracdo de DNA total das folhas cotiledonares e definitivas.

Foi realizado, também, um experimento para determinar a infecgéo

sistémica do patdogeno em plantas de meloeiro nobre.

2.1. Investigacao do periodo de laténcia de podridao gomosa em meloeiro
nobre

Para a observagdo do periodo entre a emergéncia de plantulas de
meloeiro nobre e o aparecimento de sintomas de podriddo gomosa realizou-se
o semeio de 200 sementes de meloeiro nobre Sunrise em substrato comercial
plant Max HF, esterilizado e disposto em bandejas de poliestireno, mantidas
em casa-de-vegetacao semiclimatizada.

Apds a emergéncia, todas as plantulas foram examinadas, diariamente,
quanto a presenga de sintomas de podriddo gomosa e sinais do patdgeno. As
plantulas foram avaliadas e aquelas com sintomas foram descartadas. Esse
procedimento foi adotado para evitar disseminagcdo de in6culo de plantas
doentes para plantas sadias. As avaliacbes foram realizadas durante 70 dias
apo6s a emergéncia e a partir do inicio dos sintomas realizados com intervalo de

cinco dias.
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2.2. Infecgao latente

Para a investigacdo da infecgdo latente por PCR multiplex foram
produzidas plantas de meloeiro nobre em casa-de-vegetagdo. Sementes dos
hibridos Sunrise, Bonus Il, Louis e Prince Hakucho adquiridas em casa
comercial de Maringa-PR foram utilizadas nos testes. As sementes foram pré-
germinadas entre papéis germitest umedecidos com agua em germinador a
temperatura de 28°C. Quando do inicio da emissédo radicula, estas foram
semeadas em bandejas de poliestireno de 72 células contendo substrato
comercial Plant Max HF®. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacio
por 60 dias e foram avaliadas diariamente quanto ao aparecimento de sintomas
de podriddo gomosa e ou sinais do patégeno. As plantas com sintomas foram

separadas das sadias.

2.21. Adequacdo do protocolo para plantas sintomaticas e
assintomaticas de meloeiro nobre

No primeiro ensaio para detecgdo de infec¢ao latente foram utilizadas
pléntulas produzidas em casa-de-vegetacao a partir de trés lotes de sementes
(hibridos Sunrise, Bonus Il e Prince Hakucho). Coletaram-se plantulas
assintomaticas (tratamento 1), plantulas apresentando sintomatologia de
podriddo gomosa (tratamento 2) e plantulas sintomaticas apresentando sinais
de frutificacdo do patdégeno (tratamento 3) aos 50 dias apds a emergéncia para
cada hibrido. Cada planta foi cortada um pouco acima da raiz e abaixo das
folhas definitivas; e teve suas folhas cotiledonares retiradas. O caule foi, entéo,
lavado com agua destilada e armazenado em freezer a -20°C até o momento
da extracdo de DNA. Neste primeiro ensaio, a extracdo de DNA foi realizada a
partir de um conjunto de cinco plantas maceradas juntas em cada tratamento e

para cada lote de sementes.

2.2.2. Investigagao da infecgao latente a partir do colo assintomatico de
plantulas de meloeiro nobre
No segundo ensaio foi realizada a detecgao de infecgédo latente por

PCR multiplex do DNA extraido de caule de plantulas. Foram utilizadas 60
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pléntulas de meloeiro nobre do hibrido Bonus Il, obtidas a partir de um lote de
sementes com infeccdo de 50% pelo patdogeno. Realizaram-se trés coletas, a
primeira um dia apds a emergéncia das plantulas, sendo coletadas vinte
plantas assintomaticas aleatoriamente. A segunda coleta foi realizada 20 dias
apo0s a emergéncia, coletando-se vinte plantas assintomaticas. Na terceira
coleta aos 40 dias da emergéncia, coletaram-se as 18 plantas restantes, pois
duas plantas deste lote apresentaram sintomatologia de podriddo gomosa no
decorrer do experimento e foram descartadas. Nas coletas, cada planta foi
cortada um pouco acima da raiz e abaixo das folhas definitivas; e teve suas
folhas cotiledonares retiradas. O caule foi, entdo, lavado com agua destilada e
armazenado em freezer a -20°C até o momento da extracdo de DNA. Para
extragdo do DNA total o caule de cada planta foi macerado individualmente

constituindo uma amostra.

2.2.3. Investigacao da infecgao latente a partir de folhas de meloeiro nobre

Para avaliagdo de infecgao latente, através de PCR multiplex de DNA
extraido das folhas de plantulas de meloeiro nobre, foram utilizadas oitenta
sementes comerciais do hibrido de meloeiro nobre Sunrise, com associagao de
48% com o patdégeno D. bryoniae. Foram realizadas coletas de material vegetal
a cada vinte dias, a primeira coleta foi realizada um dia apés a emergéncia das
plantas, sendo retirada uma das folhas cotiledonares. A segunda coleta foi
realizada 20 dias apds a emergéncia, coletando-se a outra folha cotiledonar.
Na terceira coleta, 40 dias apdés a emergéncia, coletou-se a primeira folha
definitiva. A ultima coleta foi realizada aos 60 dias, coletando-se a segunda
folha definitiva. Em cada coleta, as folhas foram lavadas individualmente em
agua destilada e armazenadas em freezer a -20°C até o momento da extragéo
de DNA. As folhas foram maceradas individualmente para extragdo do DNA

total, cada uma constituindo uma amostra.

2.3. Infecgao Sistémica
Para a determinacdo da infeccdo sistémica por PCR multiplex, sementes
do hibrido de meloeiro nobre Sunrise foram pré-germinadas e semeadas em
bandejas de poliestireno de 128 células, contendo substrato comercial Plant
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Max HF®, sendo mantidas em casa-de-vegetacdo semi-climatizada. Apds a
emissdao da segunda folha definitiva (aproximadamente 25 dias apos a
emergéncia) as plantulas foram transplantadas para solo sob estufa plastica
coberta com polietilieno de alta densidade (150um). O solo foi previamente
corrigido com calcario calcitico de acordo com analise prévia, elevando-se a
saturagdo de bases (V%) para 80%. Como adubagao de base foram utilizados
2,0 litros de composto organico aplicado 30 dias antes do transplante. O solo
foi adubado com 7,2g de cloreto de potassio, 53g de superfosfato simples e
13g de uréia por metro linear de sulco de cultivo um dia antes do transplante.
Apos 25 dias do transplante, foi realizada uma adubagao de cobertura com 13g
de uréia por metro linear de sulco de cultivo.

As plantas foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita por
Brandao Filho e Vasconcellos (1998), com haste unica, tutoradas na vertical,
com fitilho plastico. Apds a instalagdo da cultura, foram realizadas capinas
manuais e também a aplicagcdo dos inseticidas tiametoxam (0,5g i.a./L),
imidaclopride (1,2g i.a./L) e dissulfan (1,1g i.a./L), para o controle de pragas.
Para a pulverizacdo das plantas com inseticidas utilizou-se um pulverizador
costal acionado manualmente com bico cbnico. A calda foi preparada de
acordo com a dose de cada produto e as plantas foram pulverizadas até a
maxima cobertura das folhas. Utilizou-se irrigagdo localizada com o uso de
tubos gotejadores.

Sessenta dias apds o transplante, vinte plantas do hibrido Sunrise,
produzidas sob estufa plastica e apresentando visualmente sintomas
localizados de podriddo gomosa, foram coletadas para andlise de infeccao
sistémica, através de corte no coleto.

O caule de cada planta foi cortado em quatro fragmentos de 5cm cada
como se segue: 1) tecido sintomatico; 2) 5cm acima do tecido sintomatico; 3)
15cm acima do tecido sintomatico e 4) 30cm acima do tecido sintomatico.
Cada fragmento vegetal de cada planta foi macerado individualmente para

extracdo de DNA total, constituindo uma amostra.
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2.4. Extracao de DNA total

Para extragdo do DNA total em todos os experimentos seguiu-se o
protocolo descrito por Koenig et al. (1997). O tecido das amostras foi macerado
em nitrogénio liquido até obter a consisténcia de um fino pd. Aproximadamente
300uL do macerado foram transferidos para microtubos, onde foram
adicionados 700uL de tampao de extracdo, que consiste na mistura dos
tampdes de lise nuclear (0,2M Tris pH 7,5; 0,05M EDTA e 2% CTAB), tampao
de isolamento de DNA (0,2M Tris pH 7,5; 0,05M EDTA e 0,35M sorbitol) e
sarkosil 5%, nas propor¢coes de 1:1:0,4, respectivamente. Os tubos foram
homogeneizados em vortex e incubados a 65°C por 60 minutos em banho-
maria. Foi realizada a extragdo com solvente organico, adicionando-se 500uL
da mistura cloroférmio:alcool isoamilico, na propor¢do de 24:1, em cada
microtubo. Apds a centrifugagdo das amostras a 12.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi transferido para microtubos, adicionados de 5uL de uma
suspensao contendo 20mg/mL de RNAse e incubados em banho-maria por 30
minutos a 37°C. Em seguida, foi adicionado, em cada tubo, 5uL de uma
suspensao contendo 20mg/mL de proteinase K e incubados por 20 minutos a
37°C. A precipitagdo do DNA foi feita com isopropanol na propor¢ao 2/3 da
solugdo aquosa em cada amostra. Apés centrifugagdo, de 5 minutos a 10.000
rpm, o DNA foi lavado com etanol 70% por trés vezes. O etanol foi descartado
e os tubos invertidos, abertos sob papel absorvente esterilizado por 10 a 15
minutos até o etanol evaporar. O DNA foi ressuspendido adicionando-se 100uL
de tampao TE (10mM Tris-HCI pH 7,5; 0,imM EDTA) e as amostras foram
mantidas a 4°C.

As amostras de DNA foram tratadas com cloreto de litio (LiCl) para
melhorar sua qualidade. Este procedimento foi realizado adicionando-se 300uL
de LiCl 4M, mantido em gelo, em cada amostra. Em seguida, o material foi
incubado a 4°C, por 30 minutos. Apds a incubagao, centrifugou-se as amostras
a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo contendo 600uL de isopropanol. As amostras foram agitadas
gentilmente, mantidas em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente e,
apos, foram novamente centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos. Descartou-

se o sobrenadante, o DNA foi lavado com 100uL de etanol 70% gelado, e
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centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos. O etanol foi descartado e os tubos
invertidos, abertos sob papel absorvente esterilizado por 10 a 15 minutos até o
etanol evaporar. O DNA foi ressuspendido, adicionando-se 100uL de tampéo
TE (10mM Tris-HCI pH 7,5; 0,1mM EDTA) e as amostras foram mantidas a
4°C.

2.5. Reagao de PCR multiplex

O DNA total extraido de cada amostra de planta foi utilizado em
reagbes multiplas de PCR, utilizando-se o DNA original ou diluido em agua em
proporgdes variaveis. Como controle negativo foi utilizado o mix de reagao de
PCR sem adicdo de amostra de DNA. Como controle positivo foi utilizada
amostra de DNA extraido de isolados de Didymella bryoniae, obtidos a partir de
plantas de meloeiro nobre com sintomatologia de podriddo gomosa.

Para as reagbes foram empregados os oligonucleotideos especificos
D7S (5-CTACAATTGCGGGCTTTGC), D6 (5-CGCCGATTGGACAAAACTT
AAA) e UNLO28S22 (5-GTTTCTTTTCCTCCGCT TATTGATATG), em reagéao
multipla (KOCH; UTKHEDE, 2004). Estes oligonucleotideos amplificam
fragmentos gendmicos de 535 pb (UNLO28S22 + D7S) e 461 pb (UNLO28S22
+ D6) na presenga de DNA de Didymella bryoniae.

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em um termociclador
Tpersonal Whatman Biometra, em microtubos contendo 25uL da mistura de
reacao constituida por 50mM de KCI; 10mM de Tris; pH 7,5; 1,5mM de MgCly;
0,5 unidades de Taq DNA polimerase; 0,2mM de cada dNTP; 15pmol de cada
oligonucleotideos e 40ng de DNA de cada amostra. A reagdo de PCR foi
baseada em 31 ciclos, sendo: 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 63°C, e 45
segundos a 72°C. Previamente aos ciclos, as amostras foram submetidas a
temperatura de 94°C por 1 minuto e de um periodo extra de extensdo de 10
minutos a 72°C, apos os 31 ciclos.

Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo brometo de etidio (0,5ug/mL) e
submerso em tampao TBE. A separacéao eletroforética foi de aproximadamente
40 minutos, a 80 volts. Ao término da corrida, o gel foi fotografado sob luz

ultravioleta.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Investigacao do periodo de laténcia de podridao gomosa em meloeiro
nobre

O periodo de laténcia do patégeno, avaliado pelo inicio dos sintomas
de podriddo gomosa em plantas de meloeiro nobre, foi de 29 dias para a
primeira planta e de 68 dias apdés a emergéncia para a ultima planta (Figura
01). A maioria das plantas que ficaram doentes apresentaram sintomas de
podriddo gomosa entre os 35 a 45 dias apos a emergéncia. Estes resultados
evidenciam, mais uma vez, a ocorréncia de laténcia do patégeno D. bryoniae

em meloeiro nobre com indculo oriundo de sementes.

—_ —_ —_
o N ~
1 1 |

Porcentagem de plantas com
podriddao gomosa

0 I I I I I
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Dias apés a emergéncia

Figura 1. Porcentagem de plantas de meloeiro nobre hibrido Sunrise com
podriddo gomosa em casa-de-vegetacgao.

Os sintomas iniciaram-se no caule, na regidao de insergao das folhas
cotiledonares, como lesdes inicialmente aquosas e que, posteriormente,
tornaram-se necréticas, com coloragao palha clara. Observou-se que as lesdes
cresciam longitudinalmente e transversalmente e, em muitas pléantulas, ocorria
o fendilhamento do caule. Também foi constatada, nas lesbes, a ocorréncia de
exsudagao de goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos, ocorreu a
formagcdo de numerosos corpos de frutificagdo negros. A coleta dessas
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estruturas e observagbes ao microscopio 6ptico permitiu a constatacdo da
presenca de picnidios/conidios e pseudotécios com ascas e oito
ascosporos/asca. Em muitas plantulas, a colonizagao circunscreveu todo o
caule, causando a seca do ramo na regido situada acima da lesao,
tombamento e morte. Sintomas semelhantes em plantas de cucurbitaceas
foram observados nos trabalhos desenvolvidos por Wiant (1945), Chiu e
Walker (1949), Sudisha et al. (2006), Gasparotto et al. (2009).

3.2. Infecgao latente

3.21. Adequacdo do protocolo para plantas sintomaticas e

assintomaticas de meloeiro nobre

No primeiro experimento, realizado para comprovar a infec¢ao latente
do patégeno e adequar o protocolo de PCR foi possivel a partir de todas as
amostras de DNA total extraidas de plantas assintomaticas, sintomaticas e
sintomaticas com corpos de frutificagdo de D. bryoniae aos 50 dias apds a
emergéncia, detectar o patdgeno associado aos trés hibridos avaliados.
Através de PCR multiplex, com os oligonucleotideos especificos, houve a
amplificagdo de dois fragmentos gendmicos de aproximadamente 535 pb
(UNLO28S22 + D7S) e 461 pb (UNLO28S22 + D6) (KOCH; UTKHEDE, 2004),
houve adequacgéo do método (Figura 2).

Os resultados obtidos mostram que no DNA total extraido do caule dos
conjuntos de plantas de todos os hibridos analisados, assintomaticos e
sintomaticos, havia a presenga do patégeno D. bryoniae, pois ocorreu a
amplificagdo das regides do DNA que distinguem D. bryoniae de outras
espécies similares e de outros microorganismos comuns (Figura 2). A
amplificagdo, a partir das plantas que estavam assintomaticas até os 50 dias
em condigdo de casa-de-vegetagao, indica que o patégeno D. bryoniae estava
associado a pelo menos uma das cinco plantas maceradas que constituiram a
amostra. Este fato corrobora a hipétese de que o patdogeno apresenta infecgéo

latente em plantas de meloeiro nobre.
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Figura 2. Gel de eletroforese apresentando especificidade na reagdo multipla
para Didymella bryoniae. A) Hibrido Sunrise: 1. 1- 100-pb ladder; 2- Isolado de
D. bryoniae (controle positivo); 3- controle negativo; 4- Plantas assintomaticas,
5- Plantas sintomaticas, 6- Plantas sintomaticas com corpos de frutificagédo; B)
Hibrido Bonus II: 1. 1- 100-pb ladder; 2- Isolado de D. bryoniae (controle
positivo); 3- controle negativo; 4- Plantas assintomaticas, 5- Plantas
sintomaticas, 6- Plantas sintomaticas com corpos de frutificacdo; C) Hibrido
New Prince: 1- 100-pb ladder; 2- Isolado de D. bryoniae (controle positivo); 3-
controle negativo; 4- Plantas assintomaticas, 5- Plantas sintomaticas, 6-
Plantas sintomaticas com corpos de frutificagao.

3.2.2. Investigagdo da infecgao latente a partir do colo assintomatico de

plantulas de meloeiro nobre

Através de PCR multiplex, a partir das amostras individuais de DNA total
extraido do caule das plantulas, foi possivel detectar o patégeno D. bryoniae
associado a sete plantulas das 20 coletadas um dia apds a emergéncia; a nove

de 20 pléantulas coletadas aos 20 dias apds a emergéncia; e a 12 das 18
81



plantas coletadas quarenta dias apos a emergéncia (Quadro 1). Foram
consideradas positivas as amostras em que houve a amplificacdo dos
fragmentos genbmicos de 535 pb e 461 pb, que sdo especificos para D.
bryoniae.

As 28 respostas positivas para presencga de D. bryoniae das 58 amostras
representam 48% de associagéo entre o patdogeno D. bryoniae e as plantulas
de meloeiro nobre. Se considerarmos que duas plantulas apresentaram
sintomatologia de podriddo gomosa aos 35 dias e, por isso, ndo foram
utilizadas na ultima avaliagdo, o percentual de pléntulas com o patégeno
associado foi de 50%. Este valor corresponde ao esperado, ja que no teste de
transmissao realizado preliminarmente determinou-se um percentual de
associagao de 50% entre D. bryoniae e o lote de sementes do hibrido Bonus I,

utilizado no experimento.

Quadro 1. Infeccéo latente de Didymella bryoniae em plantulas de meloeiro
nobre assintomaticas do hibrido Bonus Il detectada por PCR multiplex, a partir
do DNA total extraido do caule.

Plantas com D. bryoniae em infecgao
Data da coleta
latente/NUmero de plantas coletadas

1 dia apOs a emergéncia 7120
20 dias apds a emergéncia 9/20
40 dias apds a emergéncia 12/18

2.2.3. Investigacao da infecgao latente a partir de folhas de meloeiro nobre

No Quadro 2 encontra-se os resultados da analise por PCR multiplex,
com base nos oligonucleotideos especificos para a presenga do patégeno D.
bryoniae, das amostras de DNA total extraido das folhas e a ocorréncia de
sintomas de podriddo gomosa nas plantas ao final do experimento em casa-de-
vegetacao.

Na primeira avaliacdo (1 dia apdés a emergéncia), coletaram-se 80
folhas cotiledonares sem quaisquer sintomas ou sinais de patdgenos. Destas
foi possivel detectar o patégeno D. bryoniae, através da reacdo de PCR
multiplex com oligonucleotideos especificos, em nove amostras de DNA total
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(11,3%); na segunda avaliacdo (20 dias apdés a emergéncia) detectou-se a
presenga do patdogeno em 26 amostras de DNA total de folhas cotiledonares
das 80 coletadas (32,5%). Nao foi possivel detectar o patdégeno associado a
nenhuma das amostras de DNA de folhas definitivas coletadas aos 40 e 60
dias ap0s a emergéncia.

Ao final do periodo experimental (70 dias) das oitenta plantas avaliadas
vinte e quatro (30%) apresentaram sintomatologia de podriddo gomosa em
condig¢ao de casa-de-vegetacao. Considera-se periodo de laténcia o periodo de
tempo decorrido entre a inoculagéo (contato entre patégeno e hospedeiro) e o
aparecimento de estruturas reprodutivas do patogeno. Entdo, neste
experimento o periodo de laténcia minimo foi de 29 dias e 0 maximo de 68
dias. Periodos de laténcia curtos significam patégeno agressivo, hospedeiro
suscetivel e condigdo ambiente favoravel. Periodos latentes prolongados
indicam hospedeiro resistente e/ou patdgeno menos agressivo e/ou ambiente
desfavoravel (AMORIM, 1995).

Quadro 2. Deteccéo de Didymella bryoniae em plantulas assintomaticas (%) de
meloeiro nobre por PCR multiplex e ocorréncia de sintomas em plantas adultas
de meloeiro.

Ocorréncia
Detecgao de Didymella bryoniae latente .
Frequéncia dgnﬁgggdearg
(%)’ 12 Folha 22 Folha 12Folha  22Folha
Cotiled Cotiled Definiti Definiti plantas
otlleaonar otlleaonar erinitiva erinitva adultas
11,3 +2 + - - +4
18,7 3 + - _ +5
2,5 - - - - -
67,5 - - - - -

" Porcentagem de plantas que apresentaram mesmo padrdo de detecgdo de 80 avaliadas.
2 + = amplificagdo de dois fragmentos gendmicos de 535 pb (UNLO28S22 + D7S) e 461 pb
gUNL028822 + D6), sendo constatada a presencga do patégeno D. bryoniae;

- = quando nao houve a amplificagao do par de bandas.

+ = presenca de sintomas de podriddo gomosa nas plantas na avaliagéo final aos 70 dias
apos emergéncia;
®. = auséncia de sintomas de podriddo gomosa aos 70 dias apds emergéncia.

Na deteccdo em folhas cotiledonares, via PCR multiplex com

oligonucleotideos especificos, foram detectadas 26 plantulas com D. bryoniae
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associada. No entanto, apenas 24 destas plantulas apresentaram
sintomatologia caracteristica de podriddo gomosa durante os 70 dias em que
se realizou o experimento. Nestas duas plantulas assintomaticas
provavelmente o patdégeno ainda estava em laténcia. Como o inéculo, em cada
semente, é um isolado diferente, nestas plantulas o patégeno provavelmente
seria menos agressivo e/ou as condigdes climaticas n&o foram favoraveis para

o desenvolvimento da doenca.

3.3. Infecgao Sistémica

No ensaio para a constatagdo do patdogeno em infecgédo sistémica nas
plantas de meloeiro nobre, o primeiro grupo de fragmentos analisados foram os
coletados a partir do tecido sintomatico. Todas as amostras de DNA total
coletadas destes fragmentos apresentaram resposta positiva para a presenca
de D. bryoniae, através de PCR multiplex com oligonucleotideos especificos.
Das amostras coletadas de fragmentos do caule assintomaticos localizados
aos 5cm e 15cm acima da regido sintomatica, foram obtidas 19 e 14 amostras
positivas para a presenca de D. bryoniae, respectivamente. Ja, nas amostras
coletadas de regides assintomaticas localizadas 30cm acima da regido
sintomatica, foi constatada a presenca do patégeno em apenas 3 das 20

plantas analisadas (Quadro 3).

Quadro 3. Detecgdo de infecgdo sistémica de Didymella bryoniae em plantas
de meloeiro nobre hibrido Sunrise por PCR multiplex com DNA total extraido de
fragmentos de diferentes localiza¢des no caule.

. Numer mostr.
Localizagao do fragmento umero de amostras

na planta Positivas/Coletadas
Tecido sintomatico 20/20
5 cm acima do tecido sintomatico 19/20
15 cm acima do tecido sintomatico 14/20
30 cm acima do tecido sintomatico 3/20

Foram consideradas positivas as amostras de DNA total coletadas dos
diferentes fragmentos e que seus produtos de PCR resultaram na amplificagéo

dos dois fragmentos gendmicos de 535 pb (UNLO28S22 + D7S) e 461 pb
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(UNLO28S22 + D6), sendo comprovada, desta forma, a presenga do patégeno
D. bryoniae. Confirmou-se, a partir da amplificacdo do DNA total extraido de
fragmentos assintomaticos localizados a 5¢cm, 15cm e 30cm, a hipétese de que
o patdégeno D. bryoniae se desenvolve sistemicamente no interior das plantulas
de meloeiro nobre, podendo n&o exteriorizar seus sinais e provocar sintomas
visuais.

De acordo com Koch e Utkhede (2004), um oligonucleotideo utilizado em
cada par do oligonucleotideos utilizados na detecgéao de D. bryoniae € universal
(UNLO28S22) e tem sido usado para amplificagdo de fungos septados. Ja, os
oligonucleotideos D7S e D6 foram desenhados a partir de informagdes de
sequéncia depositadas no GenBank, especificas para D. bryoniae. Cada par de
oligonucleotideos é especifico ao nivel de género, com alguns resultados
inespecificos para Phoma ou outras espécies de Didymella. No entanto,
quando estes pares de oligonucleotideos foram combinados em um PCR
multiplex, sé foram obtidos resultados positivos para D. bryoniae.

A técnica de PCR, com oligonucleotideos especificos, apresenta-se
como uma alternativa segura, sendo utilizada para varias culturas para
deteccdo de infecgdo latente como, por exemplo, para deteccdo de
Phytophthora infestans nas culturas de batata e tomate a partir de frutos, folhas
e tubérculos (TROUT et al., 1997). Tem sido utilizada, também, para deteccgéo
de Puccinia horiana, agente causal da ferrugem branca do crisdantemo, que é
um patogeno de quarentena em muitos paises (PEDLEY, 2009). Em meloeiro
nobre, esta técnica também foi sensivel para detectar o patégeno D. bryoniae
em laténcia, a partir dos tecidos de caule e folhas cotiledonares de plantulas
assintomaticas.

Nos ensaios em que a extragdo do DNA total foi efetuada do caule das
plantulas, houve a destruicdo das plantulas, o que torna o método para ser
aplicado em viveiros de mudas.

No experimento utilizando DNA total extraido das folhas de plantulas
obteve-se, na primeira avaliagdo (1 dia apds a emergéncia), 9 amostras
positivas das 80 amostras de folhas cotiledonares avaliadas. No entanto, na
segunda avaliagao (20 dias apdés a emergéncia), foram detectadas 26 amostras

positivas para a presengca do patégeno nas mesmas plantulas avaliadas
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anteriormente. Esta diferenga pode ter ocorrido em fungéo do patégeno nao ter
alcancado os tecidos da folhas cotiledonares em todas as plantulas quando da
coleta inicial ou ainda, por estar em quantidade infima em relagdo ao DNA total
extraido das folhas, o que nao foi amplificado na reagcéo de PCR.

Possivelmente, na primeira avaliagdo, s6 foi possivel detectar D.
bryoniae nas plantulas originadas a partir de sementes infectadas com o
patdgeno nos tecidos cotiledonares. Aos 20 dias apdés a emergéncia, com o
desenvolvimento das plantulas e também do patégeno, foi possivel detecta-lo
também nas plantulas originadas de sementes, em que o indculo estava
localizado superficialmente nas mesmas e que anteriormente (primeira coleta),
nao havia sido detectado. O fungo D. bryoniae pode se manter em sementes
infectadas, localizando-se superficialmente ou em seu interior, no perisperma e
tecidos cotiledonares, sendo detectado, com maior frequéncia, superficialmente
(LEE et al., 1984; SUDISHA et al., 2006).

Quanto as avaliagcbes realizadas com folhas definitivas, mesmo apds
60 dias da emergéncia, nao foi possivel detectar o patégeno através da técnica
de PCR multiplex. Este resultado se mostra como falso negativo, pois, nas
plantulas em que se detectou o patégeno nas folhas cotiledonares, observou-
se correspondéncia no surgimento de sintomas caracteristicos de podridao
gomosa em casa-de-vegetacdo. Como os sintomas de podriddo gomosa
iniciaram-se sempre na regido de insercdo das folhas cotiledonares,
possivelmente D. bryoniae ndo se desenvolveu no interior das plantulas até
alcancar os tecidos das folhas definitivas.

Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos desenvolvidos por
Klingelfuss; Yorinori (2001), que mostraram que os fungos patogénicos a soja,
Colletotrichum truncatum e Cercospora kikuchii, estavam associados com a
parte aérea da planta muito antes do aparecimento de sintomas das
respectivas doencgas. C. truncatum estava presente, tanto na folha como nas
hastes, desde o estadio R5.2, sem, contudo, apresentar sintomas de
antracnose até o final do ciclo. C. kikuchii apresentou baixa incidéncia no
estadio R5.2 e progrediu a medida que as plantas se aproximaram da
maturagcdo. Da mesma forma, o patégeno D. bryoniae progrediu nas plantas de

meloeiro nobre infectadas com o desenvolvimento das mesmas.
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Tem-se como infeccéo latente, o estado em que um hospedeiro esta
infectado por um patégeno, mas ndo apresenta quaisquer sintomas e sinais
(AGRIQOS, 2005). Este corresponde ao estado das plantulas de meloeiro nobre
nos ensaios. Desde o primeiro dia apds a emergéncia, algumas plantulas ja
estavam infectadas pelo patégeno D. bryoniae, mas nao apresentavam
quaisquer sintomas de podriddo gomosa. Assim, o patdégeno apresentou
infeccao latente em plantulas de meloeiro nobre a partir de inéculo oriundo de
sementes.

Confirmando o periodo de laténcia observado nos ensaios, Gasparotto
(2006) observou como periodo minimo de laténcia, 28 dias entre a semeadura
e o0 aparecimento de sintomas em plantulas do hibrido Sunrise. Os sintomas da
podriddo gomosa apareceram aos 32 e 35 dias para os hibridos Bonus Il e
Prince Hakucho. Até os sessenta dias apds a semeadura houve expressao de
sintomas em novas plantulas.

O grande problema da ocorréncia de infecgao latente de D. bryoniae &
que as plantas de meloeiro infectadas podem nao manifestar sintomas na fase
de produgao de mudas, dificultando o seu descarte antes do transplante para a
estufa. Mudas com infec¢cao latente transplantadas, dentro de 15 dias pds-
transplante manifestam sintomatologia de podriddo gomosa (GASPAROTTO,
2006). Ainda, segundo o autor, para sementes de meloeiros nobres cultivados
no Brasil, a porcentagem de transmisséo, dependendo do hibrido, com possivel
ocorréncia de infecgdo latente, chegaram a 59%. A presenga de grande
quantidade de in6culo no inicio do cultivo geralmente resulta em severas
epidemias e/ou baixa eficiéncia de medidas de controle (VIDA et al., 2004;
GASPAROTTO, 2006).

A infecgéo sistémica € definida como a disseminagdo do patdgeno de
um ponto internamente para todo o corpo da planta (AGRIOS, 2005). Neste
trabalho, esse tipo de disseminacdo foi comprovado pela presenca de D.
bryoniae em fragmentos de tecidos coletados a diferentes distédncias do tecido
sintomatico, através de PCR multiplex com oligonucleotideos especificos.

Sintomas sistémicos ja haviam sido constatados em cultura de
meloeiro nobre, com lesdes de até 1 metro de comprimento (Vida e Gasparotto,

dados nao publicados), mas o desenvolvimento de infecgdo sistémica
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assintomatica ainda ndo havia sido comprovada. A grande implicagdo de
infeccdo sistémica assintomatica se deve ao fato da cultura de meloeiro
necessitar de muitos tratos culturais como desbastes, podas e raleios e que o
patdégeno pode ser transmitido de uma planta para outra por meio destas
operagdes. E frequente a ocorréncia de picos abruptos no progresso da
podriddo gomosa na cultura de meloeiro nobre apds podas das brotagdes
laterais e esse fato tem sido associado a disseminagdo do patégeno pela
ferramenta de poda (VIDA et al.,, 2004). Em cultura de melancia também
ocorrem picos no progresso da podriddo gomosa na época de inicio da colheita
dos frutos, quando normalmente ocorrem injurias nos ramos e nas folhas
(SANTOS, 2005).

Diante da constatacido da ocorréncia de infecgao latente e sistémica de
D. bryoniae em meloeiro nobre a partir de inéculo originario de sementes, fica
evidente o cuidado que se deve ter com a qualidade sanitaria das sementes

utilizadas e com a realizagao dos tratos culturais desde o inicio do cultivo.
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4. CONCLUSOES

O emprego de PCR multiplex permitiu detectar a infeccdo latente e
sistémica de D. bryoniae.

O patégeno D. bryoniae apresenta infeccado latente em plantulas de
meloeiro nobre.

O patégeno pode apresentar desenvolvimento sistémico assintomatico

em plantas de meloeiro nobre.
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CAPIiTULO V

CONTROLE QUIMICO DA PODRIDAO GOMOSA E
QUALIDADE DOS FRUTOS
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RESUMO

A podriddo gomosa (Didymella bryoniae) é a principal doenga para a cultura do
meloeiro nobre em cultivo protegido e poucos sdo os fungicidas registrados
para o seu controle. A falta de alternancia na utilizagdo de principios ativos
vem causando limitagées no manejo da doencga. Este trabalho objetivou avaliar
o controle quimico da podriddo gomosa na cultura de meloeiro nobre sob
estufa plastica, utilizando-se do tratamento de sementes com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose na dose 0,3 + 0,7g i.a./kg de sementes e
pulverizagdo foliar a cada dez dias com o fungicida epoxiconazol (50g/L) +
piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L além de avaliar a qualidade
dos frutos produzidos (teor de sélidos soluveis e peso médio). Foram utilizados
0s seguintes tratamentos: TP - sementes tratadas e plantas pulverizadas; TNP
- sementes tratadas e plantas sem pulverizacdo; NTP - sementes nao tratadas
e plantas pulverizadas; NTNP - sementes ndo tratadas e plantas nao
pulverizadas (testemunha). Aos 93 dias apds o transplante, a incidéncia de
podriddo gomosa em cada tratamento foi de 40,5%; 51,6%; 59,2% e 65,3% e a
severidade da doenca foi de 9,1; 11,2; 15,8 e 16,6cm? nos tratamentos TP,
NTP, TNP e NTNP, respectivamente. Os tratamentos TP e NTP foram os que
melhor controlaram a doenca. Os teores médios de sodlidos soluveis foram de
8,5; 8,6; 9,1 e 10,4 °Brix para os tratamentos NTNP, TNP, NTP E TP, sendo
que frutos produzidos nos tratamentos TP e NTP apresentavam-se
comercializaveis. O peso meédio dos frutos nao foi influenciado pelos
tratamentos variando de 821,5 a 915 gramas. Os resultados deste trabalho
mostraram que o tratamento de semente com carbendazim + tiram associado a
pulverizagdo na cultura com o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina
constituem eficiente estratégia para o controle da podriddo gomosa em meléo

nobre Sunrise cultivado em estufa plastica.

Palavras-chave: Didymella bryoniae, Cucumis melo var. retiliculatus,

tratamento de sementes, pulverizagao foliar.
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ABSTRACT

Chemical control of gummy stem blight and quality of fruits. The gummy
stem blight (Didymella bryoniae) is a major disease for the muskmelon in
greenhouse and there are few fungicides registered for its control. The absense
of rotation of active ingredients has caused limitations in the management of the
disease, so this study had the objective to evaluate the chemical control of
gummy stem blight in the culture of muskmelon under plastic greenhouse, using
seed treatment with carbendazim (150 g / L) + thiram (350g/L) at dose of
2mL/kg of seed and foliar spraying every ten days with fungicide epoxiconazol
(50 g / L) + pyraclostrobin (133 g / L) at concentration of 0,2mL/L and evaluate
the quality of fruits produced. It was used the following treatments: TP - treated
seed and sprayed plants; NPT - treated seeds and plants without spraying NTP
- untreated seeds and plants sprayed; NTNP - untreated seeds and plants not
sprayed (control). At 93 days after transplantation, the incidence of gummy
stem blight in each treatment was 40,5; 51,6; 59,2 and 65,3% and the severity
of gummy stem blight was 9,1; 11,2; 15, 8 and 16,6 cm? in treatment TP, NTP,
NPT and NTNP respectively. The treatments TP and NTP were significantly
different from the other at 5% of probability. The average content of soluble
solids were 8,5; 8,6; 9,1 and 10,4 ° Brix for treatments NTNP, TNP, NTP and
TP, and fruits produced in the treatments TP and NTP were marketable. The
results of this study showed that seed treatment with carbendazim + thiram in
the culture associated with the spraying with the fungicide pyraclostrobin +
epoxiconazole constitute an efficient strategy on control of gummy stem blight in

Sunrise muskmelon grown in plastic greenhouses.

Keywords: Didymella bryoniae, Cucumis melo var. retiliculatus, seed

treatment, foliar spray.
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1. INTRODUGAO

O cultivo de mel&o rendilhado (Cucumis melo var. reticulatus) no Brasil
teve seu primeiro registro para fins comerciais em 1986, pela Cooperativa
Agricola de Cotia, com sementes importadas do Japao (RIZZO, 1999). Desde
entdo, esta hortalica tem sido muito apreciada e de consumo ascendente no
Brasil. Devido a necessidade de uso de alta tecnologia para obtenc¢ao de frutos
de qualidade, no Parana cultiva-se, principalmente, em ambiente protegido, tipo
estufas plasticas (BRANDAO FILHO; CALLEGARI, 1999).

Dos fatores limitantes a produg¢ao desta cultura, as doencas provocam
danos e redugao na produtividade e na qualidade dos frutos, além de elevar o
custo de producdo com o uso de defensivos. Dentre elas, o crestamento
gomoso do caule causado por Didymella bryoniae (Auersw) Rehm, anamorfo
Ascochyta cucumis Fautrey & Roum [=Phoma cucurbitacearum (Fr.) Sacc.] é a
principal doencga fungica do meloeiro nobre sob ambiente protegido (VIDA et al.
2004), com frequentes danos significativos e, algumas vezes, totais para a
cultura (VIDA et al., 1993; VIDA, 1994). Este patégeno tem como hospedeiros
diversas espécies de Citrullus, Cucumis, Cucurbita e outros géneros
(KEINATH, 1995).

Em cultivo protegido, a podriddo gomosa ocorre com maior intensidade
quando se compara ao cultivo convencional e é condicionada por efeitos
diretos, do ambiente aéreo e do solo sobre o patdgeno, e indiretos, que se da
através de mudancgas fisioldgicas e anatdOmicas nas plantas hospedeiras.
Ainda, em cultivo protegido ha uso de hibridos de meldo, com alta
suscetibilidade ao patogeno (VAN STEEKELENBURG, 1983; VIDA et al.,
2001).

Os primeiros sintomas da doencga ocorrem na superficie do colo da
planta, na forma de finas rachaduras que, em seguida, necrosam e apodrecem
o colo e os ramos, provocando a murcha, a seca das folhas e a morte da
planta. Nitidamente sdo observados exsudados sobre as necroses das areas
afetadas. (WIANT, 1945; CHIU; WALKER, 1949; LEE et al., 1984; SUDISHA et
al. 2006; GASPAROTTO et al., 2009).
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D. bryoniae pode sobreviver em restos de cultura na forma de micélio
dormente, sendo bastante resistente as condigbes de estresse, principalmente,
ao dessecamento. Assim, os residuos culturais ndo decompostos podem servir
como fonte de inéculo por mais de um ano (VAN STEEKELENBURG, 1983;
KEINATH, 2002; 2008; SHTIENBERG et al., 2005). Um aspecto importante da
doenca é o fato do seu agente causal ser naturalmente transmitido pela
semente, que geralmente serve como fonte de indculo primario para as
infeccbes em culturas de cucurbitaceas (LEE et al.,, 1984; SUDISHA et al.,
2006; GASPAROTTO et al., 2009). O uso de sementes livres do patégeno ou o
tratamento de sementes se tornam estratégias importantes para a sanidade da
cultura.

Cultivares comerciais de cucurbitaceas resistentes a D. bryoniae,
principalmente hibridos de meloeiro nobre, praticamente inexistem, apesar do
relato de varias fontes de resisténcia em cucurbiticeas (MCGRATH et al.,,
1993; SUMNER; HALL, 1993; WEHNER; AMAND, 1993; DIAS et al., 1996;
ZHANG et al.,, 1997; TSUTSUMI; SILVA, 2004; GUSMINI et al., 2005).

Desta forma, o controle da podriddo gomosa tem sido feito
principalmente com o uso fungicidas (KEINATH, 1995). Poucos sao os
fungicidas registrados para o controle da podriddo gomosa em cucurbitaceas e
a falta de alternancia na utilizagcdo de principios ativos vem causando
limitacbes no manejo da doenca. Trabalhos desenvolvidos em diferentes
regides do mundo relataram a resisténcia de isolados deste patogeno a
determinados principios ativos como os benzimidazéis (MALATHRAKIS;
VAKALOUNAKIS, 1983; VAN STEEKELENBURG, 1987; KEINATH; ZITTER,
1998; KEINATH, 2009). No Brasil, Santos et al. (2006) detectaram a existéncia
de resisténcia de isolados de Didymella bryoniae a tiofanato metilico,
carbendazim e tiofanato metilico +clorotalonil. Os autores relataram, porém,
que D. bryoniae apresentou sensibilidade a outros grupos de fungicidas, tais
como os triazéis (tebuconazole, difenoconazole), estrobilurinas em mistura com
triazois (trifloxistrobina + propiconazole), ao grupo ditiocarbamato em mistura
com triazéis ou ditiocarbamato utilizado isoladamente (mancozebe +
difenoconazole, mancozebe, respectivamente) e também ao oxicloreto de

cobre.
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No Brasil, existem poucos estudos sobre o controle quimico desta
doenga em meloeiro nobre e, em ambiente protegido, estes sdo ainda mais
raros. Por isso, este trabalho objetivou avaliar o controle quimico da podridéo
gomosa na cultura de meloeiro nobre sob estufa plastica, utilizando-se do
tratamento de sementes com carbendazim + tiram e de pulverizacao foliar com

epoxiconazol + piraclostrobina e avaliar a qualidade dos frutos produzidos.
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2. MATERIAL E METODOS

O ensaio experimental foi desenvolvido em estufa plastica tipo tunel
alto, localizada no Centro Tecnolégico de Irrigagdo, pertencente ao

Departamento de Agronomia da Universidade Estadual de Maringa.

2.1. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, constituido por
quatro tratamentos, seis repeticbes e parcela util composta por 12 plantas. Os
tratamentos avaliados para o controle da podriddo gomosa em estufa plastica
foram:

= Tratamento 1 - Plantas originadas de sementes tratadas com
carbendazim (150 g/L) + tiram (350 g/L) na dose 0,3 + 0,7g i.a./kg de
sementes e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida epoxiconazol
(50 g/L) + piraclostrobina (133 g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L (TP);

» Tratamento 2 - Plantas originadas de sementes tratadas com
carbendazim (150 g/L) + tiram (350 g/L) 0,3 + 0,7g i.a./kg de sementes
(TNP);

» Tratamento 3 - Plantas originadas de sementes n&o tratadas e
pulverizadas a cada dez dias com o fungicida epoxiconazol (50 g/L) +
piraclostrobina (133 g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L;

» Tratamento 4 - Plantas originadas de sementes nado tratadas e né&o

pulverizadas (testemunha) (NTNP).

2.2. Produgao de mudas

Para a instalacdo da cultura de meloeiro nobre em estufa plastica
foram utilizadas sementes do hibrido Sunrise, adquiridas em estabelecimento
de comercializagdo de sementes da cidade de Maringa-PR.

As sementes utilizadas nos tratamentos 1 (TP) e 2 (TNP) foram
tratadas com o fungicida carbendazim (150 g/L) + tiram (350 g/L) na dose 0,3 +
0,79 i.a./kg de sementes e, ent&do, colocadas para pré-germinar entre folhas de
papel germitest umedecidas com agua destilada em germinador a temperatura
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de 28°C. As sementes dos tratamentos 3 (NTP) e 4 (NTNP) foram colocadas
diretamente para pré-germinar entre folhas de papel germitest umedecidos com
agua destilada, em germinador a temperatura de 28°C. Apds 36 horas, ocorreu
a emissao da radicula. As sementes foram, entdo, semeadas em bandejas de
poliestireno de 128 células, contendo substrato comercial Plant Max HF. As
bandejas contendo as plantulas foram mantidas em casa-de-vegetacdo

semiclimatizada por 28 dias, até o transplante para estufa plastica.

2.3. Instalagao da Cultura

As plantulas de meldo foram transplantadas para solo em estufa
plastica tipo tunel alto, coberta com polietileno de alta densidade (150 uym). O
espacamento utilizado foi de 0,3 m entre plantas dentro da linha e de 1,0 metro
entre linhas.

O solo foi previamente corrigido com calcario calcitico, de acordo com
analise prévia, elevando-se a saturacdo de bases (V%) para 80%. Como
adubacado de base foram utilizados 2,0 litros de composto orgéanico, aplicados
30 dias antes do transplante. Um dia antes do transplante o solo foi adubado
com 7,2g de cloreto de potassio, 53g de superfosfato simples e 13g de uréia
por metro linear de sulco de cultivo. Apds 25 dias do transplante, foi realizada
adubacao de cobertura com 13g de uréia por metro linear de sulco de cultivo.

Para instalagdo e condugao da cultura foram empregadas as técnicas
recomendadas por Brandao Filho e Vasconcellos (1998). As plantas foram
conduzidas com haste unica, tutoradas na vertical, com fitilho plastico sendo
retirados todos os brotos até o 11° entrend. Nos entrends 12°, 13°, e 14° foram
deixadas as hastes secundarias, onde foram formadas as flores/frutos. Nestas
hastes foram retirados todos os brotos que surgiram e foi feita a poda uma
folha apds o fruto. Nos préximos entrends do caule continuou-se a retirar todos
os brotos até o vigésimo. Nos entrenos 21°, 22°, 23° foi deixado crescer a haste
secundaria e entdo se realizou a capacado da planta. Nestas hastes
secundarias foram deixadas crescer uma nova brotagdo em cada uma delas
(hastes terciarias), uma folha apds o surgimento desta haste terciaria realizou-

se a capagao. Estas trés hastes terciarias tiveram crescimento livre. Ao final,
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foram deixadas, por planta, apenas duas hastes secundarias, com um fruto por
haste por planta. Os frutos foram envolvidos em uma rede para evitar a queda

dos mesmos quando da maturagao fisiolégica (Figura 1).

Figura 1. Planta de meloeiro nobre conduzida em
haste unica com dois frutos.

Apods a instalagdo da cultura foram realizadas capinas manuais e a
aplicagao dos inseticidas tiametoxam (0,5g i.a./L), imidaclopride (1,2g i.a./L) e
dissulfan (1,1g i.a./L) para controle de pragas. Para pulverizagao das plantas
com os inseticidas e nos tratamentos pulverizados com fungicida utilizou-se um
pulverizador costal acionado manualmente com bico cbnico. A calda foi
preparada de acordo com a dose de cada produto e as plantas foram
pulverizadas até se obter a maxima cobertura da area foliar. As pulverizagdes

com o fungicida iniciaram-se uma semana apos o transplante, sendo realizadas
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a cada 10 dias até 10 dias antes da colheita. Utilizou-se irrigacao localizada

com o uso de tubo de gotejo em um turno.

2.4. Avaliagoes e anadlise dos resultados

As avaliagbes foram realizadas diariamente até o aparecimento dos
primeiros sintomas e, a partir de entdo, foram efetuadas a cada sete dias.
Avaliou-se a incidéncia e a severidade da podriddo gomosa, o peso médio dos
frutos (kg) e o teor de solidos soluveis dos frutos produzidos em cada
tratamento.

A incidéncia da podriddo gomosa em cada tratamento foi avaliada
através da contagem do numero de plantas com sintomatologia da doenga em
cada avaliagdo, e expressa pela porcentagem de plantas doentes em relagéo
ao total de plantas avaliadas em cada tratamento.

A severidade da podriddo gomosa em cada tratamento foi quantificada
medindo-se o maior comprimento longitudinal e a transversal a ele das lesdes
no caule a medida que estas foram aparecendo. A severidade, em cada planta,
foi determinada pela média das duas dimensdes, constituindo a area da lesao,
em centimetros quadrados.

Os resultados da incidéncia e da severidade da podriddo gomosa
foram utilizados para estabelecer curvas temporais de progresso da doenca.
Por meio das avaliagbes da curva de progresso foi possivel estimar a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para cada tratamento
estudado, através do Programa AACPD.

Em cada tratamento foi avaliado o teor de sdlidos soluveis totais (SS)
dos frutos produzidos. A variavel foi determinada para cada fruto em
refratbmetro digital portatil, Pocket PAL-1, Atago, com resultado expresso em
graus Brix. Primeiramente retirou-se uma fatia dos frutos, com
aproximadamente cinco centimetros de largura, no sentido longitudinal. Do
material cortado, foram retiradas as sementes e a polpa. A polpa foi entao
triturada num processador doméstico de alimentos. O material resultante foi
fitrado em tecido de nylon e, utilizando-se trés gotas do suco obtido, foi

determinado o SS. Os resultados foram expressos pela média de °Brix em
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cada tratamento. Foi avaliado um fruto por planta, de todas as plantas em cada
tratamento.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste
F), e as médias, comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
no programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2003).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros sintomas da doenga surgiram aos trinta e sete dias ap6s o
transplante (DAT) das mudas para o solo da estufa. Estes foram detectados em
plantas dos tratamentos 3 (NTP) e 4 (NTNP), nos quais ndo se realizou o
tratamento das sementes (Figura 2). Aos 44 dias, detectou-se sintomas de
podriddo gomosa em plantas de todos os tratamentos evidenciando que o
tratamento das sementes com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L) na dose
0,3+0,79g i.a./kg de sementes nao foi eficiente na erradicacdo do patégeno D.
bryoniae associado as sementes de meloeiro nobre. Porém, o tratamento das
sementes reduziu o indculo inicial e causou atraso no aparecimento de

sintomas da doenga nas plantas no campo.
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Figura 2. Incidéncia de podriddo gomosa em meloeiro nobre (hibrido Sunrise)
em estufa plastica sob os tratamentos: TP - plantas originadas de sementes
tratadas com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,79g i.a./kg
de sementes e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida epoxiconazol
(50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; TNP - plantas
originadas de sementes tratadas com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L)
na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes; NTP - plantas originadas de sementes
ndo tratadas e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida epoxiconazol
(50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; NTNP - plantas
originadas de sementes ndo tratadas e n&o pulverizadas (testemunha).
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O tratamento testemunha NTNP (sementes n&o tratadas e plantas nao
pulverizadas com fungicida) apresentou maior porcentagem de incidéncia de
podriddo gomosa e o tratamento TP (sementes tratadas e plantas pulverizadas)
menor incidéncia. Estes resultados evidenciam o efeito positivo do tratamento
de sementes associado a pulverizagdo na reducédo da incidéncia de podridao
gomosa em meloeiro nobre.

Inicialmente, o tratamento NTP (sementes ndo tratadas e plantas
pulverizadas) apresentou maior incidéncia de podriddo gomosa em
comparagdo ao tratamento TNP (sementes tratadas e plantas né&o
pulverizadas), mas, a partir dos 44 dias, essa situagao se inverteu (Figura 2), e,
a partir desta data, o tratamento TNP apresenta maior incidéncia de podridao
gomosa que NTP, até o fim do experimento. Este fato demonstra que
inicialmente, o tratamento de sementes apresentou efeito na reducido do
in6culo das plantas do tratamento TNP, mas, a partir dos 44 dias, como este
tratamento nao foi pulverizado com o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina,
a doenga se disseminou rapidamente entre as plantas em comparagcdo ao
tratamento NTP. A pulverizagao foliar das plantas com o fungicida epoxiconazol
+ piraclostrobina resultou em menor disseminagdo da podriddo gomosa entre
as plantas dos tratamentos pulverizados.

Aos 93 dias apds o transplante, a incidéncia de podriddo gomosa em
cada tratamento foi de 40,5%; 51,6%; 59,2% e 65,3% para os tratamentos TP,
NTP, TNP e NTNP, respectivamente (Quadro 1). Ficou evidente o gradiente de
doengca entre os tratamentos, sendo que os tratamentos TP e NTP
apresentaram menor porcentagem de plantas com podriddo gomosa, diferindo
dos tratamentos TNP e NTNP. Estes resultados ressaltaram, mais uma vez, a
eficiéncia da pulverizagdo foliar com o fungicida epoxiconazol + piraclostrobina

na reducdo da incidéncia de podriddo gomosa em plantas de meloeiro nobre.
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Quadro 1. Incidéncia (%) e severidade (area média) da podriddo gomosa no
caule de plantas de meloeiro nobre do hibrido Sunrise, apds 93 dias do
transplante.

Tratamentos’ Incidéncia (%) Severidade (cm?)
NTNP 65,3a° 16,6a
TNP 59,2a 15,8a
NTP 51,6b 11,2b
TP 40,5b 9,1b
CV (%) 23,20 32,87

' Tratamentos: TP - plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes e pulverizadas a cada
dez dias com o fungicida epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1
+ 0,3g i.a./L; TNP - plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a.’kg de sementes; NTP - plantas
originadas de sementes nao tratadas e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; NTNP -
plantas originadas de sementes nédo tratadas e nao pulverizadas (testemunha).
’Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de
Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Os sintomas iniciaram-se, na maioria das plantas, no caule, préximo as
folhas cotiledonares senescentes, como lesdes inicialmente aquosas e que,
posteriormente, se tornaram necréticas, com coloragao palha clara. As lesdes
cresciam longitudinalmente e transversalmente e, em muitas plantas, ocorria o
fendilhamento do caule. Também foi constatada a ocorréncia de exsudacao de
goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos, ocorreu a formacédo de
numerosos corpos de frutificagdo negros (picnidios/conidios e pseudotécios
com ascas e ascosporos) (Figura 3). Sintomas semelhantes foram descritos
por Wiant (1945), Chiu e Walker (1949) e Gasparotto (2006) em infec¢des por
podriddo gomosa em cucurbitaceas.

A severidade da podriddo gomosa aos 93 dias apos o transplante foi
maior nas plantas dos dois tratamentos onde n&o foi realizada a aplicagao da
mistura epoxiconazol + piraclostrobina (NTNP e TNP), diferindo

significativamente dos tratamentos em que foi realizada a pulverizagao a cada

106



dez dias (TP e NTP). A severidade de podriddo gomosa foi de 9,1; 11,2; 15,8 e
16,6 cm? nos tratamentos TP, NTP, TNP e NTNP, respectivamente (Quadro 1).

Figura 3. Plantas de meloeiro nobre hibrido Sunrise apresentando sintomas e
sinais de podriddo gomosa na regiao das folhas cotiledonares senescentes.
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Pela curva de progresso da podriddo gomosa (Figura 4), observou-se
que, a partir dos 51 dias apos o transplante, foi possivel distinguir dois grupos
de plantas com severidade diferenciada de podriddo gomosa. Plantas com
maior severidade e com curvas de desenvolvimento da doenca muito
semelhantes nos tratamentos em que nao foi realizada a pulverizagcdo com a
mistura epoxiconazol + piraclostrobina (NTNP e TNP) e plantas em que a
doenca evoluiu com menor intensidade, nos tratamentos onde foi realizado o
controle com o fungicida a cada 10 dias. Estes resultados se refletiram na area
abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) que foi maior no tratamento
testemunha NTNP, seguido pelos tratamentos TNP, NTP e TP (Figura 5).
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Figura 4. Severidade podriddo gomosa em plantas meloeiro nobre (hibrido
Sunrise) sob estufa plastica nos tratamentos: TP - plantas originadas de
sementes tratadas com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L) na dose
0,3+0,7g i.a./kg de sementes e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; TNP -
plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim (150g/L) + tiram
(350g/L) na dose 0,3+0,79g i.a./kg de sementes; NTP - plantas originadas de
sementes n&o tratadas e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; NTNP
- plantas originadas de sementes n&o tratadas e n&o pulverizadas
(testemunha).
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Tratamentos

Figura 5. Area abaixo da curva de progresso da podriddo gomosa (AACPD)
em plantas de meloeiro nobre de acordo com os tratamentos: TP - plantas
originadas de sementes tratadas com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L)
na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes e pulverizadas a cada dez dias com o
fungicida epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g
i.a./L; TNP - plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes; NTP - plantas
originadas de sementes ndo tratadas e pulverizadas a cada dez dias com o
fungicida epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g
i.a./L; NTNP - plantas originadas de sementes nao tratadas e nao pulverizadas
(testemunha).

Apesar da diferenga, entre os tratamentos quanto a severidade e
incidéncia de podriddo gomosa, nenhuma diferenca foi observada no peso
meédio dos frutos produzidos. Os valores encontrados foram 899,3; 878,3;
915,0 e 821,5 gramas nos tratamentos TP, NTP, TNP e NTNP,
respectivamente (Quadro 2).

Os teores médios de sdlidos soluveis foram de 8,5; 8,6; 9,1 e 10,4
°Brix para os tratamentos NTNP, TNP, NTP E TP (Quadro 2). Os maiores
valores de sélidos soluveis foram encontrados no tratamento TP, onde ocorreu
menor severidade de podriddo gomosa. E importante ressaltar que, apesar do
tratamento NTP n&o ser significativamente diferente dos tratamentos TNP e
NTNP quanto ao valor de solido soluveis dos frutos, este tratamento produziu
frutos considerados como comercializaveis enquanto os outros dois
tratamentos produziram frutos apresentando solidos soluveis abaixo do que
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exigido para comercializagdo. Segundo Protade (1995), frutos apresentando

Brix abaixo de 9° sao frutos ndo comerciaveis.

Quadro 2. Peso e teor de sdlidos soluveis de frutos de meloeiro nobre hibrido
Sunrise, apo6s 93 dias do transplante.

Tratamentos’ Peso dos frutos (g) Brix
NTNP 821,52 8,5b
TNP 915,0a 8,6b
NTP 878,32 9,1b
TP 899,32 10,42

CV (%) 8,44 8,47

' Tratamentos: TP - plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes e pulverizadas a cada
dez dias com o fungicida epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1
+ 0,3g i.a./L; TNP - plantas originadas de sementes tratadas com carbendazim
(150g/L) + tiram (350g/L) na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes; NTP - plantas
originadas de sementes nao tratadas e pulverizadas a cada dez dias com o fungicida
epoxiconazol (50g/L) + piraclostrobina (133g/L) na dose 0,1 + 0,3g i.a./L; NTNP -
plantas originadas de sementes nédo tratadas e nao pulverizadas (testemunha).
“Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-knott, em nivel de 5% de probabilidade.

Diante destes resultados, evidencia-se a interferéncia da podridao
gomosa na qualidade dos frutos de meloeiro nobre, principalmente em relagéo
ao teor de solidos soluveis, bem como a importancia do controle quimico para a
qualidade dos frutos produzidos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Vawdrey (1994), testando diferentes fungicidas no controle da podridao
gomosa em meloeiro, que obteve teor de sodlidos soluveis totais
significativamente maior nos tratamentos com menor intensidade da doenga.
Diferente do encontrado neste trabalho, Vawdrey (1994) observou que, para
todos os produtos quimicos testados, ocorreu aumento significativo do peso de
frutos comerciais, e que todas as substancias fungicidas, exceto mancozeb,

produziram aumento significativo no numero de frutos comerciais.
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O patogeno D. bryoniae reduziu o peso total de frutos de melancia, o
teor de sdlidos soluveis e o percentual de frutos com teor de sdlidos soluveis
superior a 10% em comparagdo com tratamentos com menor intensidade de
podriddo gomosa proporcionada pela aplicagdo dos fungicidas mancozeb e
clorotalonil (KEINATH, 2001). O mesmo autor verificou que os teores de solidos
soluveis ndo diferiram entre os tratamentos com mancozeb ou clorotalonil no
experimento.

O controle quimico da doenca nao é facilmente obtido durante os
periodos de alta umidade e precipitacdo, que sao favoraveis para o
desenvolvimento da doenca (SCHENCK 1968; VAN STEEKELENBURG; VAN
DE VOOREN, 1980). Neste experimento, mesmo em condi¢des de alta
umidade, o tratamento de sementes com carbendazim + tiram reduziu o
inéculo inicial e as pulverizacdes a cada dez dias com a mistura piraclostrobina
+ epoxiconazol, proporcionaram redu¢ao na taxa de progresso da doencga,
observando-se significativo controle.

O fungicida utilizado na pulverizagdo das plantas apresenta duplo
modo de acgado, atuando através do ingrediente ativo epoxiconazol como
inibidor da biosintese do ergosterol, um constituinte da membrana celular dos
fungos e através do ingrediente ativo piraclostrobina, como inibidor do
transporte de elétrons nas mitocéndrias das células dos fungos, inibindo a
formacdo de ATP essencial nos processos metabdlicos desses
microrganismos. Assim, o fungicida apresenta excelente agao protetiva devido
a sua atuacdo na inibicdo da germinagcdo dos esporos, desenvolvimento e
penetracdo dos tubos germinativos. Ainda, apresenta ac&do curativa e
erradicante, de acao sistémica. Acrescenta-se que podem ocorrer efeitos
fisiolégicos positivos na fisiologia das plantas, como o incremento da
produtividade ou na qualidade do produto final.

O efeito fisiolégico proporcionado por produtos a base de estrobilurina
se traduz em aumento da fotossintese liquida e da atividade da enzima nitrato-
redutase, combinado com a reducéo da producao de etileno. Assim, as plantas
acumulam mais energia, que é dirigida a respiragdo. Quanto maior o saldo,
maior o desenvolvimento e, consequentemente mais saudavel a planta sera.

Ja, o aumento de atividade da enzima nitrato-redutase resulta em maior
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producdo de proteinas, fundamentais para a boa nutricdo das plantas. A
reducdo da sintese de etileno se traduz na diminuicdo da queda antecipada
das folhas, proporcionando  atividade  foliar mais  prolongada.
O beneficio do efeito fisioldgico é visualizado pelo maior porte das plantas e a
folhagem bem mais verde (VENANCIO et al., 2004).

Com a aplicacao da estrobilurina neste experimento, ocorreu atraso na
senescéncia das folhas em comparagdo com as plantas dos tratamentos onde
nao se aplicou o fungicida, evidenciando possivel efeito fisiolégico do produto
aplicado. Esse atraso levou a um progresso mais lento da doenga nos
tratamentos pulverizados, resultando na reducao da severidade da doenga ao
final do experimento, juntamente com o efeito fungicida do produto aplicado.
Em plantas de meloeiro nobre de diferentes hibridos, Gasparotto (2006)
relacionou o inicio dos sintomas de podriddo gomosa com a senescéncia das
folhas cotiledonares destas plantas.

Para Venancio et al. (2005), os fungicidas controlam de forma eficaz as
principais doencas, fazendo com que a planta complete o seu ciclo produtivo,
assegurando a produgéo esperada. A partir do langamento das estrobilurinas,
e com a evolugdo deste grupo de produtos quimicos, o conceito de controle
ganha novas perspectivas, principalmente considerando as vantagens obtidas
pela acdo de efeitos fisioldgicos positivos deste sobre as plantas (VENANCIO
et al., 2004).

Sob condigdes ambientais favoraveis, a nao utilizagcdo de fungicidas
com alguma atividade curativa para a podriddo gomosa ocasiona perdas
significativas nas culturas de melancia e meldao (KEINATH, 2000; VAWDREY,
1994). A eficiéncia de triazdis e estrobirulinas no controle da podriddo gomosa
em cucurbitaceas como meldao, melancia e pepino foi estabelecida em diversos
trabalhos que destacam, também, a necessidade da utilizagdo de principios
ativos para evitar o desenvolvimento de isolados resistentes do patdégeno
(VAWDREY, 1994; UTKHEDE; KOCH, 2002; 2004; SANTOS et al., 2006;
KEINATH et al., 2007).

No Brasil, estudo in vitro desenvolvido por Santos et al. (2006),
detectaram a resisténcia de isolados de D. bryoniae a tiofanato metilico,

carbendazim e a mistura tiofanato metilico + clorotalonil. Os autores relataram,
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porém, que D. bryoniae apresentou sensibilidade a triazéis (difenoconazole,
tebuconazole), estrobirulinas em misturas com triazois (trifloxistrobina +
propiconazole), ao grupo ditiocarbamato em mistura com triazéis ou
ditiocarbamato  utilizado isoladamente.(mancozebe + difenoconazole,
mancozebe, respectivamente).

Para retardar o desenvolvimento de resisténcia de D. bryoniae aos
fungicidas, além da utilizagcdo de alternancia de produtos com diferentes
principios ativos, pode-se adotar praticas que retardam o inicio ou a
progressao de epidemias, tais como rotagao de culturas, destruicdo de restos
culturais infestados e uso de fungicida em aplicagao de prevengédo. Com essas
praticas, o tamanho da populagdo do patégeno expostos ao fungicida é
reduzido, o que deve reduzir o risco de seleg¢ao de individuos resistentes.

Neste estudo, o efeito da mistura piraclostrobina+epoxiconazole na
contencdo do tamanho das lesbes provocadas pelo patégeno D. bryoniae
indica que estes fungicidas foram ativos, tanto na prevengao da infecgao
quanto na limitagdo do crescimento micelial de D. bryoniae. Além disso, os
principios ativos utilizados podem afetar varias fases do ciclo de vida do fungo.

No tratamento no qual foi realizado o tratamento de sementes e a
pulverizagado com fungicida (TP) houve redugéao significativa tanto na incidéncia
da doenca, quanto na area das lesdes e, também, no maior teor de sodlidos
soluveis nos frutos produzidos. Isso mostra que a associagao do tratamento de
sementes com pulverizagbes no campo é importante para o manejo da
podridao gomosa.

Os resultados deste trabalho mostraram que o tratamento de semente
com carbendazim + tiram associado a pulverizagdo na cultura com o fungicida
epoxiconazol + piraclostrobina constituem em eficiente estratégia para o
controle da podriddo gomosa em meldo nobre Sunrise cultivado em estufa

plastica.
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4. CONCLUSOES

» O tratamento de sementes com carbendazim (150g/L) + tiram (350g/L),
na dose 0,3+0,7g i.a./kg de sementes, ndo erradicou o patdégeno D.
bryoniae das sementes de meloeiro nobre, mas possibilitou atraso no
aparecimento de sintomas de podriddo gomosa.

= A pulverizagdo das plantas na estufa com o fungicida epoxiconazol
(50g/L) + piraclostrobina (133g/L), na dose 0,1 + 0,3g i.a./L, foi eficiente
na redugdo da incidéncia e da severidade de podriddo gomosa em
plantas de meloeiro nobre hibrido Sunrise sob estufa plastica.

» Frutos de meloeiro produzidos nos tratamentos em que as plantas foram
pulverizadas apresentaram melhor qualidade quanto ao teor sodlidos
soluveis do que os produzidos nos demais tratamentos, sendo

considerados comercializaveis.
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CAPITULO VI

EFEITO DA ENXERTIA NO CONTROLE DA PODRIDAO GOMOSA
EM MELOEIRO NOBRE

119



RESUMO

A podriddo gomosa (Didymella bryoniae) € uma doenga muito importante para
a cultura do meldo, podendo causar prejuizos de até 100% na produgao.
Embora o controle dessa doencga seja efetuado, basicamente, com fungicidas,
medidas alternativas de controle associadas, como a enxertia, poderiam ser
benéficas em sistemas de manejo integrado. Assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o efeito da enxertia no controle da podriddo gomosa em plantas de
meldo nobre enxertadas em abdbora imune a D. bryoniae. Em casa-de-
vegetacdo, plantas de meldo do hibrido Sunrise, enxertadas em abdbora
Shelper foram inoculadas no caule do enxerto (copa), na regidao da unidao do
porta-enxerto com a copa e no caule do porta-enxerto. O caule de plantas pé-
franco de meloeiro e de abdbora Shelper também foram inoculados. Em estufa
plastica, foi avaliado o desenvolvimento da podriddo gomosa, com indculo
inicial oriundo de sementes, nos hibridos Sunrise, Bonus Il, Louis e Prince
Hakucho, enxertados em abdbora Shelper. Em casa-de-vegetagcdo, houve
significatva reducdo da area das lesbes de podriddo gomosa nas plantas de
meldao Sunrise enxertadas em abdbora Shelper, com inoculacdo no caule do
enxerto (42,6 cm?) e na regido da enxertia (27,5 cm?), em relacdo as plantas
pé-franco do enxerto (64,3 cm?). No caule do porta-enxerto ndo ocorreu
sintomas da doenga. Em estufa plastica, também houve significativa redugéo
de area das lesdes da doenca em plantas enxertadas, para Sunrise, Louis e
Prince Hakucho, as areas de lesdes foram de 23,5; 11,6 e 11,9 cm?
respectivamente. Para plantas pé-franco dos mesmos hibridos, as areas das
lesdes foram de 35,8, 21,2 e 22,5 cm?, respectivamente. Nao houve diferenca
significativa na severidade da doenga nas plantas de Bonus Il em pé-franco
(16,5 cm?) em relagdo as plantas enxertadas do mesmo hibrido (14,3 cm?).

Palavras-chave: Cucumis melo var. reticulatus, Didymella bryoniae, controle

alternativo, manejo integrado.
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ABSTRACT

Effect of grafting in the control of gummy stem blight in muskmelon. The
gummy stem blight (Didymella bryoniae) is a very important disease for the
melon crop, causing losses of 100% in production. Although the control of this
disease has been basically done with the use of fungicides, alternative control
measures associated, such as grafting, could be beneficial in integrated
management. The objective of this study was to evaluate the effect of grafting in
the control of gummy stem blight in muskmelon plants grafted on immune
pumpkin to D. bryoniae. In greenhouse, melon plants of the hybrid Sunrise
grafted on pumpkin Shelper were inoculated in the stem of the scion (crown) in
the region of union with the rootstock and crown and stem of the rootstock. It
was also inoculated stems of plants of melon ungrafted and stems of pumpkin.
In experiments in the culture of melon in plastic greenhouse, we evaluated the
development of gummy stem blight, with initial inoculum originated from seeds,
the hybrids Sunrise, Bonus I, Louis and Prince Hakucho grafted on pumpkin
Shelper. Under conditions of greenhouse, occurred a significant area reduction
of gummy stem blight lesions in Sunrise melon plants grafted on pumpkin
Shelper with inoculations on the graft (42,6 cm?) and the region of grafting
(27,5 cm?), as compared to the ungrafted (64,3 cm?). In the stem of the
rootstock had not symptoms of the disease. In greenhouse, there was also
significant reduction in size of lesions of the disease in grafted plants, for
Sunrise, Louis and Prince Hakucho, areas of lesions were 23,5; 11,6 and 11,9
cm? respectively. For ungrafted plants of these hybrids, the areas of lesions
were 35,8; 21,2 and 22,5 cm?, respectively. Had not significant difference in
disease severity in plants Bonus Il in ungrafted (16,5 cm?) and grafted plants
(14,3 cm?).

Keywords: Cucumis melo var. reticulatus, Didymella bryoniae, alternative

control, integrated management.
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1. INTRODUGAO

Nas regides Sul e Sudeste do Brasil, 0 meldo nobre constitui importante
cultura nas épocas quentes do ano e é cultivado em estufas plasticas tipo
“tunel alto”. Essa condigdo de cultivo protegido proporciona a produgédo de
frutos com qualidade superior, de excelente aspecto visual, e alto teor de
sélidos soluveis (brix). Assim, os frutos obtém excelente cotagdo no mercado,
podendo, por isso, ser produzidos em pequenas areas, com boa lucratividade
(BRANDAO FILHO; CALLEGARI, 1999). O cultivo em ambiente protegido
também possibilita semear o meldo em varias épocas, proporcionando varias
colheitas por ano, além de proporcionar altos niveis de produtividade (1800-
3000 frutos/1000 m? de estufa plastica) (BRANDAO FILHO; VASCONCELLOS,
1998). Dentre os hibridos de meloeiros cultivados em ambiente protegido,
destacam-se Bonus Il, Sunrise, Prince Hakucho e Louis.

Em estufas plasticas, na Regido Norte do Estado do Parana, a
podriddo gomosa, causada por Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm € a doenga
mais importante, podendo causar danos totais na cultura e até inviabilizar o seu
cultivo (VIDA et al., 2003; GASPAROTTO, 2006). A ocorréncia de danos da
ordem de 1,5 a 100% foram relatadas em culturas de meldo rendilhado
conduzidas em estufas plasticas no Estado do Parana (VIDA et al., 2001).

O patégeno D. bryoniae pode sobreviver em restos de cultura na forma
de micélio dormente (VAN STEEKELENBURG, 1983; KEINATH, 2002; 2008;
SHTIENBERG et al., 2005) e também pode se manter vivo associado as
sementes, podendo ocorrer transmissao para plantulas (LEE et al., 1984;
SUDISHA et al.,, 2006; GASPAROTTO et al., 2009). Um dos grandes
problemas da transmissao do patdgeno via semente é a ocorréncia de infeccao
latente em pléantulas e mudas de meldo (GASPAROTTO, 2006), o que dificulta
a eliminacdo de mudas doentes antes do transplante para estufa.

Para o controle de D. bryoniae, diversas medidas tém sido adotadas de
forma isolada ou associadas a fim de impedir que a doencga se estabeleca:
“‘mulching”, solarizagdo, tratamento de sementes com fungicidas, uso de
fungicidas em pulverizacbes na parte aérea da cultura e uso de cultivares
resistentes ou menos suscetiveis (WIANT, 1945; KUROZAWA; PAVAN, 1997;
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VAN STEEKELENBURG, 1978; VIDA et al.,, 2001, 2004; UTKHEDE; KOCH,
2002, 2004; KEINATH et al., 2007; SANTOS et al., 2010). No entanto, cada um
desses métodos tem apresentado limitagbes. No caso do patdégeno D. bryoniae
em cultivos de melao, cujos principais sitios iniciais de infec¢do, geralmente
estdo localizados no caule, principalmente na regido das folhas cotiledonares, o
controle via pulverizacdo da parte aérea tem apresentado pouca eficiéncia,
devido a dificuldade em atingir o alvo biolégico (KUROZAWA et al., 2005)
levando, portanto, a busca por outras medidas de controle eficientes.

A enxertia em porta-enxerto imune a D. bryoniae pode ser uma
estratégia a ser empregada, associada a outras medidas, resultando em
incremento na eficiéncia do controle da podriddo gomosa. A técnica de enxertia
€ utilizada, frequentemente, no processo produtivo de varias hortaligas como
pepino (COSTA et al., 2001), meldo rendilhado (RIZZO et al., 2004), pimentéo
(SANTOS; GOTO, 2004), pimentédo e pimentas (OLIVEIRA et al., 2009), entre
outras. Esta técnica pode oferecer uma série de vantagens em relagdo ao
cultivo em pé-franco: aumentar a produgdo; incrementar a resisténcia a
adversidades climaticas, como baixas temperaturas; aumentar a tolerancia a
seca e salinidade do solo; controlar desordens fisiologicas; melhorar o aspecto
externo dos frutos; aumentar o vigor da planta e reduzir as doengas causadas
por fungos veiculados pelo solo (SANTOS; GOTO, 2003).

Apesar das vantagens da enxertia para o controle de doengas, esta
técnica tem sido pouco estudada e raros sao os trabalhos desenvolvidos,
principalmente para a cultura do melédo e para o controle de patégenos da parte
aérea. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da enxertia no
controle da podriddo gomosa em plantas de meldao nobre enxertadas em

abdbora imune a D. bryoniae.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. ENSAIO EXPERIMENTAL EM CASA-DE-VEGETAGAO

O ensaio foi desenvolvido em casa-de-vegetagdo semi-climatizada
localizada na Universidade Estadual de Maringa, no Departamento de

Agronomia.

2.1.1. Obtencgao dos isolados de D. bryoniae

O isolado de D. bryoniae empregado foi cedido pelo Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual de Maringa, sendo proveniente de
plantas de meloeiro nobre com sintomas de podriddo gomosa. Este foi mantido
em meio batata-dextrose-agar em camara de incubacgéo a temperatura de 24°C

e 12 horas de fotoperiodo.

2.1.2. Produgao das mudas

Utilizou-se o método de enxertia de fenda cheia (CANIZARES; GOTO,
2003), tendo como enxerto o hibrido de meloeiro nobre Sunrise e como porta-
enxerto o hibrido de abdbora Shelper, por ser um dos mais utilizados na
enxertia de cucurbitaceas, o mais indicado para melédo rendilhado (RIZZO et
al., 2004) e, principalmente, por ser imune a D. bryoniae (ITO et al., 2008). As
mudas dos hibridos de meldo nobre Sunrise e de abdbora Shelper foram
produzidas em bandejas de poliestireno de 128 células, as quais foram
preenchidas com substrato comercial Plant Max HF®. As sementes dos
hibridos foram pré-germinadas e semeadas no referido substrato. A semeadura
do porta-enxerto foi realizada quatro dias apos a semeadura do meloeiro.

A enxertia foi realizada quando o porta-enxerto e a copa apresentaram
a primeira folha verdadeira. As plantulas do porta-enxerto foram transplantadas
para vasos plasticos contendo 300mL de substrato Plant Max HF autoclavado.
Utilizando uma lamina descartavel, flambada, cortou-se o meristema apical do
porta-enxerto Shelper, logo acima das folhas cotiledonares. Em seguida,

realizou-se um outro corte longitudinal no caule remanescente, no sentindo
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descendente, em uma profundidade aproximada de 1,0 cm, perpendicular as
folhas cotiledonares.

Para o preparo das plantulas empregadas como enxerto, adotou-se o
seguinte procedimento: utilizando Iamina descartavel, desinfestada, cortou-se
as plantulas abaixo 1,5 cm das folhas cotiledonares. Na regido do caule, abaixo
das folhas cotiledonares, procederam-se dois cortes opostos em bisel, de modo
a obter uma porgao terminal em forma de cunha, de aproximadamente 1,0 cm.
Em seguida, encaixou-se a por¢ao cuneiforme do enxerto na fenda do porta-

enxerto e foram presos por um clips especial para enxertia (Figura 1).

2006 10 17

Figura 1. Enxertia de plantas de meloeiro nobre hibrido Sunrise em abdbora
Shelper. A) Preparo do enxerto com corte em cunha; B) Encaixe do enxerto no
porta-enxerto; C) Fixacao do enxerto no porta-enxerto com clips; D) Plantas
enxertadas em camara umida pés-enxertia.
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Para aumentar o indice de pegamento, o corte em forma de cunha no
enxerto foi executado perpendicular as folhas cotiledonares, para que no
momento da juncdo do enxerto e porta-enxerto as folhas cotiledonares das
duas plantas ficassem em um angulo de 90° (CANIZARES; GOTO, 2002).

Logo apds a enxertia, as plantas foram colocadas em uma camara pés-
enxertia, com umidade de 90% e temperatura de 28°C, onde permaneceram
por um periodo de dez dias. Apds esse periodo, as plantas foram transferidas
para casa-de-vegetacdo, onde permaneceram durante todo o0 ensaio

experimental (Figura 1D).

2.1.3. Inoculagao

Decorridos 10 dias da retirada das plantas da camara pds-enxertia foi
realizada a inoculacdo do patdgeno, utilizando-se o método do palito
modificado (VERZIGNASSI et al., 2004).

Para tanto, discos de 0,5 cm de didmetro de meio de cultivo BDA
contendo micélio de D. bryoniae foram retirados das colénias e meio palito de

dente esterilizado, contendo o referido disco na ponta, foi inserido no caule de

cada planta, seguido de 24h de incubagao em camara umida (Figura 2).

Figura 2. A) Planta inoculada acima do ponto de enxertia; B) Inoculagdo no
ponto de enxertia; C) Planta inoculada abaixo do ponto de enxertia.

Realizaram-se inoculagdes no hipocétilo do enxerto, na regido de uniao

enxerto/porta-enxerto e no hipocoétilo do porta-enxerto (Figura 2). Como
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controles foram utilizadas plantas pé-franco de hibridos de meldo nobre
Sunrise e de abodbora Shelper, que foram inoculadas no hipocatilo.

2.1.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e para cada tratamento foram utilizadas seis repeticdes, sendo,
cada repeticado, constituida de um vaso, contendo uma planta. Os tratamentos
utilizados foram:

= Tratamento 1 - Plantas do hibrido de meldo nobre Sunrise, enxertadas
em abdbora Shelper e inoculadas no hipocétilo do enxerto;

» Tratamento 2 - Plantas do hibrido de meldo nobre Sunrise, enxertadas
em abdbora Shelper e inoculadas na regido de unido enxerto/porta-
enxerto;

» Tratamento 3 - Plantas do hibrido de meldo nobre Sunrise, enxertadas
em abobora Shelper e inoculadas no hipocétilo do porta-enxerto;

» Tratamento 4 - Plantas do hibrido de meldo nobre Sunrise em pé-franco
e inoculadas no hipocoétilo;

» Tratamento 5 - Plantas de abdbora Shelper em pé-franco e inoculadas

no hipocatilo.

2.1.5. Avaliagoes e anadlise dos resultados

As avaliagdes foram iniciadas dois dias apos a inoculacéo e, a partir de
entdo, foram efetuadas a cada quatro dias. Quantificaram-se os sintomas
medindo-se o maior comprimento longitudinal e o perpendicular a ele da
necrose provocada pela inoculagdo do patdégeno. A intensidade de doenca
correspondeu a média das duas dimensdes, constituindo a area média da
lesdo em centimetros quadrados.

ApoOs as avaliagdes, os dados de area média de lesdo de podridao
gomosa foram dispostos em curvas temporais de progresso. Por meio das
avaliagdes da curva de progresso foi possivel estimar a area abaixo da curva
de progresso da doenga (AACPD) para cada tratamento estudado, através do

Programa AACPD.
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Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F),
e as meédias, comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
(FERREIRA, 2003).

2.2. ENSAIO EXPERIMENTAL EM ESTUFA PLASTICA

O ensaio foi desenvolvido em estufa plastica tipo tunel alto localizada no
Centro Tecnoldgico de Irrigagéo, pertencente ao Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual de Maringa.

2.2.1. Produgao das mudas

Para a instalagao da cultura de meloeiro nobre em estufa plastica foram
utilizados os hibridos de meloeiro nobre Bonus Il, Sunrise, Prince Hakucho e
Louis, enxertados em abdbora Shelper, e plantas dos mesmos hibridos em pé-
franco.

As mudas enxertadas foram produzidas da mesma forma que descrito
no item 2.1.2. As plantas em pé-franco foram produzidas a partir de sementes
pré-germinadas dos quatro hibridos e semeadas em bandejas de poliestireno
de 72 células contendo substrato comercial Plant Max HF®. A semeadura
ocorreu cinco dias apds a semeadura das plantas para enxertia. As plantas
foram mantidas em casa-de-vegetacdo por 22 dias, até o momento do

transplantio para estufa.

2.2.2. Instalagao e condugao da cultura

As plantas de meldo foram transplantadas para solo em estufa plastica
tipo tunel alto, coberta com polietiieno de alta densidade (150 pm). O
espagcamento utilizado foi de 0,3 metros entre plantas dentro da linha e de 1,0
metro entre linhas.

O pH do solo foi previamente corrigido com calcario calcitico, de acordo
com analise prévia, elevando-se a saturagdo de bases (V%) para 80%. Como
adubacado de base foram utilizados 2 litros de composto orgéanico (aplicado 30
dias antes do transplante), 7,2g de cloreto de potassio, 53g de superfosfato
simples e 13g de uréia por metro linear de sulco de cultivo. Apds 25 dias do
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transplante, foi realizada uma adubacgé&o de cobertura com 13g de uréia por
metro linear de sulco de cultivo.

As plantas foram conduzidas de acordo com a metodologia descrita por
Brandao Filho e Vasconcellos (1998), com haste uUnica, tutoradas na vertical,
com fitilho plastico, sendo retirados todos os brotos laterais até o 11° entrend.
Nos entrends 12° 13° e 14° as hastes secundarias foram mantidas, onde
surgiram as flores/frutos. Nestas hastes foram retirados todos os brotos que
surgiram e a poda foi efetuada a uma folha apdés o fruto. Nos préximos
entrends do caule continuou-se a retirar todos os brotos até o vigésimo. Nos
entrends 21°, 22° 23° a haste secundaria foi mantida e realizou-se a poda
apical da planta. Nestas hastes secundarias, deixou-se crescer uma nova
brotacao (hastes terciarias), uma folha apds o surgimento desta haste terciaria
realizou-se a poda. Estas trés hastes terciarias tiveram crescimento livre.
Quando do inicio do desenvolvimento dos frutos, foram deixadas apenas duas
hastes secundarias, com um fruto por haste.

ApoOs a instalagao da cultura foram realizadas capinas manuais, quando
necessaria aplicagdo dos inseticidas tiametoxam (0,5g i.a./L), imidaclopride
(1,2g i.a./L) e dissulfan (1,1g i.a./L) para controle de pragas. Para a
pulverizagao das plantas com inseticida e fungicida utilizou-se um pulverizador
costal acionado manualmente com bico cbdnico. A calda foi preparada de
acordo com a dose de cada produto e as plantas foram pulverizadas
procurando obter o maximo de cobertura foliar. As pulverizagbes com o
fungicida epoxiconazol + piraclostrobina (0,1+0,3g i.a./L) foram iniciadas sete
dias apds o transplante da mudas e foram realizadas a cada dez dias. Utilizou-
se irrigacao localizada com o uso de tubo de gotejo em um turno conforme a

necessidade da cultura.

2.2.3. Delineamento Experimental

As mudas no cultivo em estufa plastica foram arranjadas no
delineamento experimental de blocos ao acaso constituido por oito
tratamentos, seis repeticbes e parcela util representada por seis plantas por
parcela. Os tratamentos utilizados para avaliagdo da técnica de enxertia no

controle da podriddo gomosa foram:
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= Tratamento 1 - Planta do hibrido Sunrise em pé-franco;
» Tratamento 2 - Planta do hibrido Sunrise enxertada em abdbora Shelper;
» Tratamento 3 - Planta do hibrido Bonus Il em pé-franco;
» Tratamento 4 - Planta do hibrido Bonus |l enxertada em abdbora
Shelper;
» Tratamento 5 - Planta do hibrido Louis em pé-franco;
» Tratamento 6 - Planta do hibrido Louis enxertada em abdbora Shelper;
» Tratamento 7 - Planta do hibrido Prince Hakucho em pé-franco;
» Tratamento 8 - Planta do hibrido Prince Hakucho enxertada em abdbora
Shelper.
Neste experimento ndo foi realizada inoculagéo artificial de D. bryoniae. O
in6culo foi originario naturalmente das sementes e/ou do local de plantio. A
estufa onde se realizou o experimento havia sido cultivada anteriormente com

as culturas meléo e pepino, com histoérico de epidemia de podriddo gomosa.

2.2.4. Avaliagoes e anadlise dos resultados

As avaliagbes foram realizadas diariamente até o aparecimento dos
primeiros sintomas e, a partir de entdo, foram efetuadas a cada dez dias. Foi
avaliada a incidéncia de podriddo gomosa, representada pela porcentagem de
plantas com sintomatologia da doenga no caule em cada avaliagao.

A doenga foi quantificada medindo-se o maior comprimento longitudinal
e o perpendicular a ele a medida que as lesdes foram aparecendo no caule das
plantas. A severidade da doenga em cada planta foi o produto das duas
dimensbes dividido por dois, constituindo a area média da lesdo em
centimetros quadrados.

Os dados de incidéncia e severidade da podriddo gomosa foram
utilizados no estabelecimento de curvas temporais de progresso da doenca.
Por meio das avaliagbes da curva de progresso, foi possivel estimar a area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) para cada tratamento
estudado. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F),
e as meédias, agrupadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade
(FERREIRA, 2003).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ENSAIO EXPERIMENTAL EM CASA-DE-VEGETAGAO

No ensaio experimental em casa-de-vegetagdo, o nivel de
compatibilidade inicial (pegamento da enxertia) foi de 99%. Este valor foi
equivalente ao obtido por Ito et al. (2008), utilizando o hibrido Bonus Il e o
porta-enxerto Shelper.

Apods 28 dias da inoculagao, a maior severidade de podriddo gomosa
foi observada nas plantas pé-franco de meloeiro, com area de leséo de 64,3
cm?, sendo significativamente diferente, ao nivel de 5% de probabilidade, dos
outros tratamentos (Quadro 1). Para as plantas enxertadas inoculadas no
hipocdtilo do enxerto e as inoculadas na regidao de unido enxerto/porta-enxerto,

as lesdes atingiram area de 42,6 e 27,5 cm?, respectivamente (Quadro 1).

Quadro 1. Severidade de podriddo gomosa em plantas de meloeiro nobre
Sunrise enxertadas em abdbora Shelper e em pé-franco e inoculadas em
diferentes pontos.

Reducao da area da

Ponto da inoculagio’ Severidade (cm?)? ] s
lesdo (%)

1 426 b

33,8
2 275b 57,3
3 Oc 100,0
4 64,3 a 0,0
5 Oc 100,0
cv 29,57%

"1- Plantas do hibrido Sunrise enxertadas em abodbora Shelper, inoculadas no
hipocotilo do enxerto; 2- Plantas do hibrido Sunrise, enxertadas em abdbora Shelper,
inoculadas na regido de unido enxerto/porta-enxerto; 3- Plantas do hibrido Sunrise,
enxertadas em aboébora Shelper inoculadas no hipocétilo do porta-enxerto; 4- Plantas
do hibrido Sunrise, em pé-franco, inoculadas no hipocétilo; 5- Plantas de abdbora
Shelper, em pé-franco, inoculadas no hipocdtilo.

’Média de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, pertencem
ao mesmo agrupamento, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
*Reducdo da area da lesdo obtida por regra de trés inversa, considerando o
tratamento com maior area de lesdo como 100%.

131



Inicialmente, as plantas do hibrido Sunrise em pé-franco e as
enxertadas inoculadas no hipocétilo do enxerto apresentaram severidade
semelhante de podriddo gomosa (Figura 3). A partir do oitavo dia da
inoculagdo, as plantas n&o enxertadas apresentaram maior taxa de

desenvolvimento da doenga. Esta condicdo permaneceu até o final das

avaliagoes.
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Figura 3. Curvas de progresso da podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre enxertadas e em pé-franco, inoculadas em diferentes pontos: 1- Plantas
do hibrido Sunrise, enxertadas em abdbora Shelper, inoculadas no hipocétilo
do enxerto; 2- Plantas do hibrido Sunrise, enxertadas em abdbora Shelper,
inoculadas na regido de unido enxerto/porta-enxerto; 3- Plantas do hibrido
Sunrise, enxertadas em abdbora Shelper, inoculadas no hipocétilo do porta-
enxerto; 4- Plantas do hibrido Sunrise, em pé-franco, inoculadas no hipocétilo;
5- Plantas de abobora Shelper, em pé-franco, inoculadas no hipocoétilo.

Nas plantas enxertadas e inoculadas no ponto da enxertia s6 ocorreu
sintomas de podriddo gomosa apds o oitavo dia da inoculagdo, mostrando que
quando inoculado proximo ao porta-enxerto imune, o patbgeno demorou mais
para causar sintomas nas plantas inoculadas. No tratamento em questio, o
progresso da doenga ocorreu de forma mais lenta e com menor intensidade
que nos tratamentos 1 e 4.

As plantas pé-franco de abdbora inoculadas como testemunha n&o
apresentaram sintomas da doenga ou sinais do patégeno, como ja se

esperava, por esta ser imune a D. bryoniae. O mesmo ocorreu com as plantas
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enxertadas que foram inoculadas abaixo do ponto da enxertia (porta-enxerto),
demostrando que a técnica de enxertia ndo afeta a resisténcia do porta-enxerto
abodbora Shelper ao patégeno D. bryoniae. Ito et al. (2008) demonstraram que
os porta-enxertos para melao lkky, Agroceres, Kirameki e Shelper foram
resistentes a D. bryoniae e as progénies de melancia 1a, 2a, 5a, 1b, 2b, 5b,
foram suscetiveis ao patdgeno.

Houve efeito da enxertia em cavalo imune na reducdo da AACPD da
podriddo gomosa em plantas de meloeiro nobre (Figura 4). As plantas pé-
franco de meldo apresentaram maior valor de AACPD, seguida pelas plantas

enxertadas inoculadas no enxerto e as inoculadas na regido da enxertia.
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Figura 4. Area abaixo da curva de progresso da podriddo gomosa (AACPD)
em plantas de meloeiro nobre pé-franco e enxertadas de acordo com o local da
inoculagado: 1- Plantas do hibrido Sunrise, enxertadas em abodbora Shelper,
inoculadas no hipocotilo do enxerto; 2- Plantas do hibrido Sunrise, enxertadas
em abobora Shelper, inoculadas na regido de unido enxerto/porta-enxerto; 3-
Plantas do hibrido Sunrise, enxertadas em abdbora Shelper, inoculadas no
hipocotilo do porta-enxerto; 4- Plantas do hibrido Sunrise, em pé-franco,
inoculadas no hipocoétilo; 5- Plantas de abdbora Shelper, em pé-franco,
inoculadas no hipocatilo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Aguiar (2008), que
avaliando seis hibridos de pepino “japonés” (Hokushin, Taisho, Samurai,
Tsuyataro, Natsubayashi e Soundai), enxertados em abodbora Shelper, obteve

133



menores valores de severidade de podriddo gomosa que nas plantas em pé-

franco.
3.2. ENSAIO EXPERIMENTAL EM ESTUFA PLASTICA

Para o ensaio em estufa plastica, o indice de compatibilidade da
enxertia aos 20 dias foi de 100% para os hibridos Sunrise e Prince Hakucho,
99% para o hibrido Bonus Il e 98% para o hibrido Louis (Figura 5). Estes
elevados indices de pegamento sdo decorrentes da compatibilidade dos
enxertos com o porta-enxerto, da equivaléncia do diametro dos hipocatilos
obtida com a semeadura em épocas diferenciadas e pelo posicionamento do
enxerto sobre o porta-enxerto formando um angulo de 90°. Estes fatores séo
apresentados por Goto et al. (2003) como importantissimo para o sucesso da
enxertia em cucurbitadceas, assim como manter as plantas em local com

temperatura em torno de 28°C e umidade relativa elevada apos a enxertia.

Prince
Hakucho

o
————

Sunrise

Porcentagem de pegamento

Figura 5. Porcentagem de pegamento, apds 20 dias da realizagao da enxertia
dos hibridos de meloeiro nobre Sunrise, Bonus Il, Louis e Prince Hakucho sob
abdbora Shelper.

indices de pegamento inferiores a 80% foram obtidos quando da
enxertia do hibrido Bonus Il nos porta-enxertos Abobrinha-ltaliana-Caseta
Melhorada, Pepino-Caipira Rubi, Abdbora-Squash e Abdbora-Nova-Caravela
(ITO et al., 2009). Os autores argumentam que este indice pode ter ocorrido

devido ao estresse causado nas plantas pela alta temperatura no dia da
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enxertia; pelos porta-enxertos apresentarem caracteristicas diferentes do
enxerto, como velocidade de crescimento e fisiologia; pelo semeio tanto do
enxerto como dos porta-enxertos no mesmo dia, 0 que acarretou em maior
didmetro do hipocétilo das abdboras em relagdo ao enxerto Bonus Il. Assim,
antes de se realizar o processo de enxertia € muito importante a observagao
da compatibilidade, fisiologia e velocidade de desenvolvimento das plantas a
serem enxertadas.

Os primeiros sintomas de podriddo gomosa foram observados 25 dias
apods o transplante das mudas para a estufa plastica em todos os tratamentos
(enxertados e ndo enxertados). O inicio dos sintomas correspondeu com a
senescéncia das folhas cotiledonares, em todos os tratamentos. Os sintomas
iniciaram-se no caule, na regido de insercdo das folhas -cotiledonares
senescentes, como lesdes inicialmente aquosas e que, posteriormente,
tornaram-se necréticas, com coloragdo palha clara. As lesbes cresciam
longitudinalmente e transversalmente e, em muitas plantulas, ocorria o
fendilhamento do caule.

Nas plantas enxertadas, os sintomas se desenvolveram apenas no
enxerto, comecgando proximo as folhas cotiledonares e evoluindo
ascendentemente, nao apresentando sintomas no porta-enxerto. Foi
constatada, nas lesdes, tanto de plantas enxertadas quanto em pé-franco a
ocorréncia de exsudagdo de goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos,
ocorreu a formacédo de numerosos corpos de frutificagdo negros. Sintomas
semelhantes em plantas de cucurbitaceas em pé-franco foram observados nos
trabalhos desenvolvidos por Wiant (1945), Chiu e Walker (1949) e Gasparotto
et al. (2009).

Aos 25 dias do transplante, a incidéncia de podriddo gomosa foi de 11,
7, 2 e 5% para os hibridos Sunrise, Bonus Il, Louis e Prince Hakucho,
enxertados em abdbora Shelper, e 18, 8, 9 e 8% nas plantas dos mesmos
hibridos em pé-franco, respectivamente. Aos 95 dias, a incidéncia de podridao
gomosa foi de 100, 97, 97 e 97% para os hibridos Sunrise, Bonus Il, Louis e
Prince Hakucho enxertados e de 100% para todos os tratamentos em pé-franco
(Figura 6). A enxertia em cavalo imune nao evitou a transmissao do patégeno

das sementes para as plantas dos quatro hibridos.
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Figura 6. Incidéncia de podriddo gomosa em plantas de meloeiro nobre em pé-
franco e enxertadas: 1- Hibrido Sunrise pé-franco; 2- Hibrido Bonus Il pé-
franco; 3-Hibrido Louis pé-franco; 4- Hibrido Prince Hakucho pé-franco; 5-
Hibrido Sunrise enxertado em abdbora Shelper; 6- Hibrido Bonus Il enxertado
em abobora Shelper; 7- Hibrido Louis enxertado em abdbora Shelper; 8-
Hibrido Prince Hakucho enxertado em abobora Shelper.

Aos 95 dias apoés o transplante para a estufa, o hibrido Sunrise em pé-
franco foi o que apresentou maior severidade de podriddo gomosa com
severidade de 35,8 cm? diferenciando-se significativamente dos demais
hibridos testados (Quadro 2). Quando o hibrido foi enxertado em abdbora
imune, a severidade continuou elevada (23,5 cm?), diferenciando-se dos
demais hibridos enxertados. Porém, ocorreu reducdo de 34,3% da area
lesionada pelo patdégeno das plantas em pé-franco para as enxertadas.

Quadro 2. Severidade de podriddo gomosa e reducédo da area das lesdes em
plantas de meloeiro nobre em pé-franco e enxertadas.

Hibrido de Severidade (cm?)’ Redugéo da area da
meloeiro Pé-franco Enxertado lesio (%)
Sunrise 35,8Aa 235ADb 34,3
Bonus Il 16,5B a 14,3B a 13,3
Louis 21,2B a 116BDb 45,3
Prince Hakucho 22,5B a 11,9Bb 47,2
CV % 30,17

'Média de seis repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, pertencem
ao mesmo agrupamento, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
’Reducdo da area da lesdo obtida por regra de trés inversa, considerando a area de
lesédo das plantas em pé-franco como 100%, para cada hibrido.
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Os hibridos Bonus I, Louis e Prince Hakucho, tanto em pé-franco
quanto enxertados, nao diferiram entre si quanto a severidade de podridao
gomosa e apresentaram area média de lesdo de 16,5; 21,2 e 22,5 cm? para
plantas em pé-franco e 14,3; 116 e 11,9 cm? para plantas enxertadas,
respectivamente.

As plantas dos hibridos Sunrise, Louis e Prince Hakucho, enxertadas
em abdbora Shelper, apresentaram ao final do ciclo de cultivo menor
intensidade de podriddo gomosa quando comparadas as plantas dos mesmos
hibridos ndo enxertadas (Quadro 2 e Figura 7). Ja, as plantas do hibrido Bonus
Il ndo apresentaram diferengas significativas (P < 0,05) entre a severidade da
doenga em plantas enxertadas e ndo enxertadas (Quadro 2 e Figura 7). Os
hibridos Prince Hakucho e Louis apresentaram reducdo de 47,2 e 45,3%,
respectivamente, da area lesionada pelo patégeno nas plantas enxertadas em
comparagdo com as plantas em pé-franco dos mesmos hibridos. A menor

reducdo ocorreu nas plantas enxertadas do hibrido Bonus Il (13,3%).
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Figura 7. Area abaixo da curva de progresso da doenga podriddo gomosa
(AACPD) em plantas de meloeiro nobre pé-franco e enxertadas: 1- Hibrido
Sunrise, pé-franco; 2- Hibrido Bonus Il, pé-franco; 3-Hibrido Louis, pé-franco; 4-
Hibrido Prince Hakucho, pé-franco; 5- Hibrido Sunrise, enxertado; 6- Hibrido
Bonus Il, enxertado; 7- Hibrido Louis, enxertado; 8- Hibrido Prince Hakucho,
enxertado.
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Pelas curvas de progresso da doenga sao apresentados as diferengas
das dinamicas de progresso da podriddo gomosa em plantas pé-franco e
enxertadas dos hibridos avaliados (Figura 8). Destaca-se o hibrido Sunrise, em
pé-franco, que desde a primeira avaliagdo, se diferenciou dos outros
tratamentos, mostrando-se mais suscetivel. Observando-se a Figura 6 nota-se,
também, que a incidéncia inicial (15 dias apds o transplante) da doenga foi
maior no hibrido Sunrise, tanto em pé-franco quanto enxertado, em
comparagao com os demais hibridos avaliados.

As diferencas entre os hibridos quanto ao efeito da enxertia na
reducdo da podriddo gomosa, estdo relacionadas, possivelmente, com a
diferengca de suscetibilidade dos quatro hibridos ao agente etiolégico da
doenca. Maior severidade e incidéncia de podriddo gomosa foram relatadas no
hibrido Sunrise em comparacdo com os hibridos Bonus |l e Prince Hakucho
(GASPAROTTO, 2006). Pléantulas do hibrido Bonus Il apresentaram valores
intermediarios e plantulas do hibrido Prince Hakucho menores severidade e

incidéncia, demonstrando diferengas de suscetibidade ao patdégeno.
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Figura 8. Curvas de progresso da podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre em pé-franco e enxertadas: 1- Hibrido Sunrise, pé-franco; 2- Hibrido
Bonus Il, pé-franco; 3-Hibrido Louis, pé-franco; 4- Hibrido Prince Hakucho, pé-
franco; 5- Hibrido Sunrise, enxertado; 6- Hibrido Bonus I, enxertado; 7- Hibrido
Louis, enxertado; 8- Hibrido Prince Hakucho, enxertado.
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A severidade, expressa pela area de lesées no caule, aumentou de
maneira aproximadamente linear com o tempo, para todos os hibridos
avaliados, tanto enxertados quanto em pé-franco (Figuras 9, 10, 11 e 12). Nao
houve diferengca no padrdao de desenvolvimento da doenga em plantas
enxertadas e em pé-franco para os quatro hibridos avaliados. Porém, nas
plantas enxertadas dos hibridos Sunrise, Louis e Prince Hakucho a taxa de
progresso da doenca foi significativamente menor, resultando em menor
intensidade da doenca no final do ciclo da cultura.

Resultados semelhantes de progresso linear de podriddo gomosa em
cucurbitaceas foram obtidos em dois ensaios experimentais, onde as curvas de
progresso de podriddo gomosa na cultura de melancia foram bimodais, sendo,
até 74 dias ap6s o plantio (DAP), aproximadamente lineares e, a partir de 75
DAP, apresentaram forma exponencial, devido os danos provocados pela
colheita dos frutos (SANTOS, 2005).
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Figura 9. Curva de progresso de podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre Hibrido Sunrise em pé-franco e enxertadas.
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Figura 10. Curva de progresso de podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre Hibrido Bonus Il em pé-franco e enxertadas.

A intensidade da doencga no tempo € funcdo do nivel de inéculo ou
doenca inicial, da taxa de progresso e do tempo de exposigdo da cultura no
campo. Observando as figuras 9, 10, 11 e 12 nota-se que a técnica de enxertia
reduz a taxa de progresso da podriddo gomosa nas plantas enxertadas em
relacdo as nao enxertadas, acarretando em menor intensidade da doenca nas

plantas enxertadas dos quatro hibridos aos 95 dias do transplante.
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Figura 11. Curva de progresso de podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre Hibrido Louis em pé-franco e enxertadas.
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Figura 12. Curva de progresso de podriddo gomosa em plantas de meloeiro
nobre Hibrido Prince Hakucho em pé-franco e enxertadas.

A técnica de enxertia em cavalo imune é utilizada em hortaligas, na
maioria dos casos, para evitar doengas ocasionadas por patogenos radiculares,
nao ocorrendo infeccdo nas plantas enxertadas. No caso da enxertia de
meloeiro nobre em cavalo imune, ocorre a infecgdo por D. bryoniae, mas ha
reducdo na taxa de progresso da doenga. Para reduzir ainda mais a
intensidade da doenga no campo podem ser utilizadas, juntamente com a
técnica de enxertia, outras medidas de controle que proporcionem redugao do
in6culo inicial, a taxa de progresso e ou o tempo de exposigao ao patégeno,
como tratamento de sementes, uso de mulching, pulverizagdes com fungicidas
ou produtos alternativos, rotacdo de culturas, eliminacdo dos restos culturais,
entre outras.

Diante dos resultados, a técnica de enxertia com porta-enxerto imune
mostrou efeito redutor significativo sobre a podriddo gomosa nos hibridos de
meloeiro nobre Sunrise, Louis e Prince Hakucho, cultivados sob estufa plastica.
Esse resultado potencializa o uso dessa técnica como uma medida que pode
ser utilizada em associagao com outras no manejo da podriddo gomosa em

culturas de meloeiro nobre.
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4. CONCLUSOES

A enxertia em porta-enxerto imune proporcionou reducéo da severidade
de D. bryoniae em plantas de meloeiro nobre em casa-de-vegetagéo.

Em cultivo sob estufa plastica a enxertia empregando porta-enxerto
imune teve efeito significativo na redu¢ao da severidade de D. bryoniae

nos hibridos de meloeiro nobre Sunrise, Louis e Prince Hakucho.
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