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METODOLOGIA DE INOCULACAO DE Didymella bryoniae E
RETROCRUZAMENTOS VISANDO INTROGRESSAO DA RESISTENCIA EM
MELOEIRO RENDILHADO

RESUMO - Dos muitos grupos de meldao produzidos no Brasil, os melées nobres,
como o meléo rendilhado tem ganhado destaque por seu alto valor agregado e pela
preferéncia internacional, tornando seu cultivo atrativo. A desvantagem do cultivo do
meldo rendilhado, é que na maioria das vezes sd0 necessarias técnicas mais
refinadas, como cultivo em casa de vegetacao, principalmente, se o local de producéo
n&o oferece condi¢Bes climaticas favoraveis. E o caso das regifes sul e sudeste que
apresentam pouca expressdo na producdo de meldo, porém, com o emprego da
producdo em casa de vegetacao e o cultivo na entressafra de outras regioes, o melao
pode se tornar competitivo e ser vantajoso para o produtor. O grande desafio da
producdo nesses locais é 0 aparecimento de doencas como 0 crestamento gomoso
do caule (CGC) causado pelo fungo Didymella bryoniae, trazendo grandes prejuizos
aos produtores. Pensando nisso, objetivou obter linhagens de meloeiro rendilhado
resistentes ao crestamento gomoso do caule introduzindo-se genes de resisténcia via
retrocruzamento. Para isso o trabalho foi divido em: (1) identificar a melhor condicéao
para esporulacdo de D. bryoniae in vitro; (2) avaliar como diferentes condi¢des de
triagem influenciam a classificagéo de resisténcia e a ocorréncia de efeitos ambientais
em genotipos de meloeiro com locus de resisténcia monogénico dominante a D.
bryoniae; (3) caracterizar e analisar a divergéncia genética de genoétipos de meloeiro;
(4) introduzir genes de resisténcia em linhagens elite de meldo rendilhado por meio
do retrocruzamento. Na primeira etapa, foram combinados diferentes espectros de luz
(luz UV-A ou UV-B, luz branca e escuro continuo) com distintos meios de cultura (BDA,
V8, FM e BDAR). Em concluséo, a luz UV-B é essencial para a esporulacédo de D.
bryoniae in vitro. Além disso, a composicdo do meio de cultura influencia o tipo de
estrutura fungica produzida, bem como o tamanho e a quantidade dos esporos. Nas
condicBes de triagem, quatro experimentos em blocos casualizados foram utilizados
para avaliar a reacdo de sete gendtipos de meldo, a saber, 0s acessos resistentes
P1140471, P1420145 e PI157082, e seus respectivos cruzamentos. Esses gendtipos
foram inoculados por disco ou esporos de micélio-agar e submetidos a duas condicdes
ambientais (casa de vegetacdo ou ambiente controlado). Constatou-se que a selecéo
de gendtipos de meldo deve ser realizada considerando a ocorréncia de interacdes
gendtipo-ambiente. Embora as condi¢ces oferecidas em casa de vegetacéo reflitam o
ambiente natural, a avaliacdo e identificacdo de genotipos resistentes a D. bryoniae
deve ser realizada em ambiente controlado com inoculacdo por esporos. Na etapa
trés, um experimento com delineamento em blocos casualizados, com quatro
repeticdes, foi utilizado para caracterizar cinco genétipos do meloeiro, sendo eles o
P1140471, Pl420145, PI157082, Jab-11 e Jab-20. Durante o crescimento e
desenvolvimento das plantas foi realizada a caracterizacdo morfolégica dispondo de
49 descritores. A analise resultou em trés grupos distintos, obtidos pelo agrupamento
hierarquico dos genoétipos pelo método de UPGMA. Assim conclui-se que a



caracterizacdo e a analise de divergéncia genética foram eficientes para a
discriminacdo dos grupos, demonstrando que a analise simultanea de dados
qualitativos e quantitativos é viavel e pode permitir maior eficiéncia no conhecimento
da divergéncia entre gendtipos em bancos de germoplasma. E por fim, na dltima
etapa, foram utilizadas como parental doador duas linhagens, o PI420145 e o
P1140471 contendo os genes de resisténcia Gsb-6 e o Gsb-1 respectivamente, para
serem introduzidos cada um em uma linhagem elite (Jab-11 e Jab-20). Desta forma,
foram conduzidos dois retrocruzamentos em paralelo separadamente. Foram
conduzidos dois ciclos de retrocruzamento, em cada ciclo foram feitas duas etapas,
sendo a primeira, a selecao das plantas para a resisténcia ao CGC e a segunda etapa,
consistiu na avaliagdo das caracteristicas morfoagronémicas das plantas resistentes
em casa de vegetacdo. Com os dados fenotipicos em méaos foi feita uma analise de
similaridade genética com base no algoritmo de Gower para verificar quais plantas
apresentavam maior recuperacdo do parental recorrente para seguirem para a
proxima geracdo. O estudo levou a selecdo de plantas que séo resistentes ao CGC e
que apresentam maior recuperacdo do parental recorrente no retrocruzamento por
meio do uso da analise de distancia genética.

Palavras — chave: Crestamento gomoso do caule, Caracterizacéo, Interacdo GxA,
Selecédo



INOCULATION METHODOLOGY OF Didymella bryoniae AND BACKCROSSING
AIMING FOR INTROGRESSION OF RESISTANCE IN NETTED MELON

ABSTRACT - Of the many groups of melons produced in Brazil, noble melons, such
as the lace melon, have gained prominence due to their high added value and
international preference, making their cultivation attractive. The disadvantage of
growing lace melon is that most of the time, more refined techniques are needed, such
as cultivation in a greenhouse, especially if the place of production does not offer
favorable climatic conditions. This is the case of the south and southeast regions,
which have little expression in melon production, however, with the use of production
in a greenhouse and cultivation in the off-season in other regions, melon can become
competitive and be advantageous for the producer. The great challenge of production
in these places is the appearance of diseases such as gummy stem blight (GSB)
caused by the fungus Didymella bryoniae, causing great losses to producers. The
objective was to obtain tracery melon strains resistant to gummy stem blight by
introducing resistance genes via backcross. For this, the work was divided into: (1)
identifying the best condition for in vitro sporulation of D. bryoniae; (2) to evaluate how
different screening conditions influence the classification of resistance and the
occurrence of environmental effects in melon genotypes with a dominant monogenic
locus of resistance to D. bryoniae; (3) to characterize and analyze the genetic
divergence of melon genotypes; (4) to introduce resistance genes into elite lines of
netted melon by means of backcrossing. In the first step, different light spectra (UV-A
or UV-B light, white light and continuous dark) were combined with different culture
media (PDA, V8, ML and PDAB). In conclusion, UV-B light is essential for sporulation
of D. bryoniae in vitro. In addition, the composition of the culture medium influences
the type of fungal structure produced, as well as the size and quantity of spores. Under
the screening conditions, four experiments in randomized blocks were used to evaluate
the reaction of seven melon genotypes, namely, the resistant accessions Pl 140471,
Pl 420145 and Pl 157082, and their respective crosses. These genotypes were
inoculated by disc or mycelium-agar spores and submitted to two environmental
conditions (greenhouse or controlled environment). It was found that the selection of
melon genotypes should be performed considering the occurrence of genotype-
environment interactions. Although the conditions offered in the greenhouse reflect the
natural environment, the evaluation and identification of genotypes resistant to D.
bryoniae must be carried out in a controlled environment with spore inoculation. In step
three, an experiment with a randomized block design, with four replications, was used
to characterize five melon genotypes, namely P1140471, P1420145, P1157082, Jab-11
and Jab-20. During plant growth and development, morphological characterization was
performed using 49 descriptors. The analysis resulted in three distinct groups, obtained
by hierarchical grouping of genotypes using the UPGMA method. Thus, it is concluded
that the characterization and analysis of genetic divergence were efficient for the
discrimination of groups, demonstrating that the simultaneous analysis of qualitative
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and quantitative data is feasible and can allow greater efficiency in the knowledge of
the divergence between genotypes in germplasm banks. Finally, in the last step, two
strains were used as parental donors, PI420145 and PIl140471 containing the
resistance genes Gsb-6 and Gsb-1 respectively, to be introduced each one into an
elite strain (Jab-11 and Jab-20). In this way, two backcrosses were carried out in
parallel separately. Two backcrossing cycles were carried out, in each cycle two stages
were carried out, the first being the selection of plants for resistance to GSB and the
second stage consisting of the evaluation of the morphoagronomic characteristics of
the resistant plants in a greenhouse. With the phenotypic data in hand, a genetic
similarity analysis was performed based on the Gower algorithm to verify which plants
showed greater recovery of the recurrent parent to move on to the next generation.
The study led to the selection of plants that are resistant to GSB and that show greater
recovery of the recurrent parent in backcross through the use of genetic distance
analysis.

Keywords: Gummy stem blight, Description, GXE interaction, Selection



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

Dos muitos grupos de meloeiro existentes, os mais cultivados no Brasil sao
agueles do grupo inodorus, como amarelo e pele-de-sapo. O grupo dos meldes
nobres, como os meldes rendilhados, apesar de apresentarem maior conteudo de
acucar, superior aos meldes amarelo e pele-de-sapo, além de aspecto visual mais
atraente devido a presenca de estrias na casca e polpa de coloracéo alaranjada, séo
produzidos em menor escala, tendo em vista que, a obtencdo de frutos de melhor
qualidade exige tratos culturais frequentes e também devido a limitada resisténcia dos
frutos ao transporte e a reduzida conservacao poés-colheita (Menezes et al., 1998;
Maruyama et al., 2000; Vargas et al., 2021).

O meldo rendilhado vinha sendo cultivado por pequenos produtores nos
Estados de Sao Paulo e Parana em ambiente protegido (Vargas et al., 2008; Charlo
et al., 2011; Costa, 2017). Atualmente, devido a baixa producdo, as informacdes
acerca dos meldes rendilhados na regido sul e sudeste do pais sdo escassas. Em
contrapartida, os Estados do Nordeste tém aumentado sua area de producdo, com
cultivos em campo aberto, visando atender principalmente o mercado externo
(HFBRASIL, 2019).

No inicio do cultivo do melédo rendilhado, pouca ou nenhuma cultivar de alta
performance existia para as condi¢des brasileiras, sendo necessario a importacao das
sementes, 0 que apresentava-se como um entrave a ampliagdo do cultivo devido ao
aumento nos custos de producdo. Pensando nisso, em 1996, um programa de
melhoramento do meloeiro, foi iniciado na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP-Jaboticabal,
com o intuito de desenvolver materiais superiores voltados principalmente aos
pequenos produtores do estado de S&o Paulo. Inicialmente o programa teve como
objetivo desenvolver gendétipos mais produtivos e, atualmente, tem concentrado seus
esforcos em desenvolver genotipos resistentes a doencas.

Entre os focos do programa, escolheu-se desenvolver resisténcia ao

crestamento gomoso do caule, doenca que causa grandes prejuizos, sobretudo na



regido sudeste, que apresenta condi¢cdes propicias para o aparecimento do fungo,
com temperaturas em torno de 25 °C e umidade de 95% durante parte consideravel
do ano.

O crestamento gomoso, causado pelo fungo Didymella bryoniae, € uma doenca
importante ndo sO na cultura do meldo, como também em varias outras espécies de
cucurbitaceas. Os sintomas, caracterizam-se por damping-off, lesbes foliares e
cancro no colmo, comprometimento do desenvolvimento da planta, e redugcdo da
produtividade e qualidade dos frutos (Dalcin et al., 2017).

Algumas préticas agrondmicas para o controle dessa doencas sao indicadas
como: praticas culturais, controle quimico e controle genético com a utilizacdo de
genotipos tolerantes e/ou resistentes (Santos et al., 2011). Entretanto, das préaticas
citadas, a mais utilizada é o controle quimico, principalmente pela sua facilidade.
Porém, este, além de néo ser totalmente eficiente, pode exercer pressao de selecéo
na populacédo do patégeno, a qual pode contribuir para o aparecimento de variantes
do fungo, resistentes aos fungicidas aplicados para o controle da doenca. Ha relatos
do aparecimento de resisténcia do patégeno a alguns fungicidas sistémicos a base de
benzimidazol, utilizados contra D. bryoniae em varias cucurbitaceas, principalmente
em meldo e melancia (Santos et al., 2017).

Dessa forma, o uso de cultivares resistentes é considerado o método mais
eficaz e menos danoso ao ambiente, além de ser economicamente mais rentavel
(Albuquerque et al., 2015). Vérias fontes de resisténcia de meldo ao cancro-da-haste
sdo relatadas na literatura, sendo definidas como interacao alélica do tipo dominancia
completa ou recessiva, com genes independentes (Frantz e Jahn, 2004; Wolukau et
al., 2007; Hu et al., 2018). Muitos genes de resisténcia foram identificados, incluindo
cinco loci dominantes Gsb-1, Gsb-2, Gsb-3, Gsb-4 e Gsb-6, e um locus monogénico
recessivo (gsb-5), oriundo de seis Pls (P1140471, PI157082, P1511890, P1482398,
P1420145, e P1482399) respectivamente (Hu et al., 2018).Entretanto, apesar de serem
monogénicos, tem se verificado forte influéncia do ambiente e da metodologia de
inoculacdo sobre a resisténcia desses genotipos (Zhang et al., 1997; Wako et al.,
2000; Frantz & Jahn, 2004; Wolukau et al., 2007; Xu et al., 2014, Bi et al., 2015b;
Hassan et al., 2018a), dificultando a sele¢édo e sua utilizagdo em programas de

melhoramento.



Diante do exposto, tem-se a necessidade de se desenvolver materiais
resistentes ao crestamento gomoso do caule, porém, existindo ainda dificuldades
guanto a selecao para resisténcia e insercdo de genes em cultivares elite. Este
trabalho teve como objetivo (1) identificar a melhor condigéo para esporulacao de D.
bryoniae in vitro; (2) avaliar como diferentes condi¢cdes de triagem influenciam a
classificacdo de resisténcia e a ocorréncia de efeitos ambientais em genotipos de
meloeiro com locus de resisténcia monogénico dominante a D. bryoniae; (3)
caracterizar e analisar a divergéncia genética de genétipos de meloeiro; (4) introduzir
genes de resisténcia em linhagens elite de meldo rendilhado por meio do

retrocruzamento.
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4 CONCLUSOES

As caracteristicas avaliadas foram importantes na discriminacéo a avaliacdo da
variabilidade dos gendtipos, definindo trés grupos distintos.

A introducéo da resisténcia ao crestamento gomoso do caule nas linhagens se
mostrou uma técnica eficiente e possivel de ser realizada gragas ao tipo de heranga
da caracteristica.

A aplicacdo da analise de distancia genética se mostrou eficiente para
selecionar os individuos mais proximos do parental recorrente e com isso aumentar

0s ganhos por ciclo.
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