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METODOLOGIA DE I\NOCULAS:AO DE Didymella bryoniae EM MELOEIRO
VISANDO A SELECAO DE GENOTIPOS RESISTENTES

RESUMO- A escolha do método de inoculagédo para avaliacdo de genotipos
resistentes é primordial para o sucesso dos programas de melhoramento. As
metodologias variam de acordo com o comportamento do patdgeno, a cultura e o
tipo de resisténcia oferecido pela planta, buscando ao maximo simular as condicdes
de infecgcdo que ocorrem no campo. Objetivou-se por meio deste trabalho avaliar
seis métodos de inoculacdo de Didymella bryoniae em meloeiro e verificar a
interferéncia de ferimento na avaliacdo de plantas para essa resisténcia. Foram
realizados dois experimentos, em bandeja e vaso, repetidos em dois periodos. Nos
dois experimentos, foi utilizado o delineamento em blocos ao acaso com seis plantas
por parcela e trés repeticdes. Ambos foram submetidos as mesmas condicbes
ambientais durante todo o trabalho. Os métodos foram avaliados a partir de escala
de notas e realizou-se o célculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia conjunta, sendo as médias dos
tratamentos agrupadas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) e, posteriormente,
realizada correlagdo entre experimentos. Dentre os métodos, destacou-se o método
do grdo de sorgo sem ferimento nas plantas, em bandeja, que foi capaz de distinguir
materiais resistentes, mostrando-se eficiente, rapido e menos trabalhoso.

Palavras-chave: Cancro-da-haste, Cucumis melo, métodos de avaliagao.



METHODOLOGIE OF THE INOCULATION OF Didymella bryoniae IN MELON
FOR THE SELECTION OF RESISTANT GENOTYPES

ABSTRACT- The choice of inoculation method to evaluate resistant
genotypes is essential for the success of breeding programs. The methodologies
vary according to the behavior of the pathogen, the crop and the type of resistance
offered by the plant, trying to simulate the infection conditions that occur in the field.
The objective of this work was to evaluate six methods of inoculation of Didymella
bryoniae in melon and to verify the interference of injury in the evaluation of plants for
this resistance. Two experiments were carried out, in tray and vessel, repeated in two
periods. In both experiments, the randomized block design with six plants per plot
and three replications was used. Both were subjected to the same environmental
conditions throughout the work. The methods were evaluated from the scale of notes
and the area under the Disease Progress Curve was calculated. The data were
submitted to a joint analysis of variance, these being as tests of the tests grouped by
the test of Scott-Knott (p <0,05), and were realized among the experiments. Among
the methods, the method of sorghum grain without fermentation in the plants, in the
tray, was distinguished that was able to distinguish resistant materials, being
efficient, fast and less laborious.

Keywords: Gummy stem blight, Cucumis melo, evaluation methods.



1 INTRODUCAO

O meldo € uma hortalica apreciada em todo o mundo, sendo consumido
principalmente nos paises da Europa, Estados Unidos e Jap&o. A China lidera a
producdo, com mais de 60% do total mundial (FAOSTAT, 2016). No Brasil, vem
mantendo expressiva importancia econémica, em virtude principalmente da procura
do mercado externo (SANTOS et al., 2004), consolidando-se como nosso fruto mais
exportado (SEAGRI, 2017).

A expansdo de areas de cultivo e intensificagdo da producdo contribuem para
0 aumento da ocorréncia de pragas e doencas, as quais podem aumentar 0S custos
e reduzir a produtividade (RABELO, 2017). Segundo Wolukau et al. (2007), a
producdo do meldo é severamente limitada por agentes patogénicos, destacando-se
o fungo Didymella bryoniae, causador do cancro da haste, uma das mais
expressivas doencas fungicas da cultura do meloeiro, disseminada em todo o
mundo.

Considerada também a doenca mais importante das cucurbitaceas (VIDA,
1995), tem distribuicdo generalizada em nivel mundial (NEERGAARD, 1973; BALA e
HOSEIN, 1986). Os sintomas incluem cancro no caule, queima das folhas e
apodrecimento de frutos (SCHENCK, 1968). Em muitas plantulas, a colonizacao
circunscreve todo o caule, causando a seca do ramo na regido situada acima da
les&o, ocorrendo tombamento e morte (GASPAROTTO et al., 2009).

O agente causal € o fungo Didymella bryoniae (Auersw) Rehm [sin.
Mycosphaerella Citrullina (C.O. Sm.) Gross.], anamorfo Ascochyta Cucumis Fautrey
& Roum. [sin. Phoma cucurbitacearum (Fr.: Fr.) Sacc.], tendo como hospedeiro
diversas espécies de Citrullus, Cucumis, Cucurbita e outros géneros (KEINATH,
1995).

Os danos causados pelo patdgeno podem ser elevados ou totais quando
medidas de controle ndo forem aplicadas ou adequadas (VIDA et al., 2004). Para o
controle da doenca, produtos fitossanitarios tém se mostrado ineficientes e o
patdgeno apresenta respostas de resisténcia a fungicidas (KEINATH, 2015). Nesse

sentido, tém sido intensificados os estudos buscando cultivares resistentes.



Um dos principais processos que contribuem para o sucesso dos programas
de melhoramento € a selecdo de bons materiais por meio de avaliagées de reacdo
de genotipos frente a doenca. Para Tanaka et al. (2001), os métodos de inoculacéo
descritos na literatura apresentam distinta eficiéncia na reproducéo de cada tipo de
sintoma e, dependendo do objetivo do trabalho, seria conveniente eleger o mais
adequado de acordo com a cultura e patdgeno a que se deseja resisténcia.

A inoculacéo artificial de patégenos para avaliagcdo de gendtipos resistentes,
de maneira geral, envolve ferimento nas plantas, e esse processo geralmente
aumenta a rapidez na resposta do hospedeiro a doenca, além de ser de facil
execucao (CLAUDINO, 2013). No entanto, esses métodos séo incapazes de simular
0 que ocorre em condi¢cdes naturais de infeccdo, podendo ocasionar estresses a
planta ou mesmo quebra de resisténcia mecanica, quando houver, influenciando,
consequentemente, nas avaliagoes.

Nesse sentido, h&d controvérsias quanto a necessidade de se efetuar
ferimento para haver infeccdo do hospedeiro (TANAKA et al., 2001). Justaposto a
isso, 0 objetivo do trabalho foi avaliar seis métodos de inoculacdo de Didymella
bryoniae em meloeiro e verificar a interferéncia de ferimento na avaliacao de plantas

para essa resisténcia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertence a familia Cucurbitaceae, representada
também principalmente pelas aboboras (Cucurbita spp.), pepinos (Cucumis sativus
L.), melancias [Citrullus lanatus (Thumb)], dentre outros (PITRAT et al., 2000). A
espécie C. melo é considerada a mais variavel do género Cucumis (JEFFREY, 1980;
BATES e ROBINSON, 1995).

Ainda h& divergéncias entre pesquisadores quanto a origem do meldo.
Registros arqueoldgicos e historicos relatam o cultivo de meldo no Egito e Ird no
segundo e terceiro milénio a.C., respectivamente (ROBINSON e DECKER-
WALTERS, 1997). Outros registros sao datados ha 2.000 a.C. na provincia de
Shaanxi (China) e no Japao (WALTERS, 1989).

Ha grande diversidade morfologica, principalmente em frutos, sendo
considerada a espécie de maior polimorfia do género Cucumis (LUAN et al., 2010).
Séo classificadas mais de 66 espécies de C. melo em todo o mundo (SEBASTIAN et
al., 2010). Os grupos boténicos propostos em estudos mais recentes séo: acidulus,
conomon, momordica, makuwa, chinensis, a subespécie agrestis; além de chate,
flexuosus, tibish, adana, ameri, cantalupensis, chandalak, reticulatus, inodorus e
dudaim, a subespécie melo (PITRAT, 2008; BURGER et al., 2010).

Nessa diversidade, ainda existem os grupos de meldes melhorados. No
Brasil, os tipos mais comercializados sdo os grupos botanicos: inodorus (Amarelo,
Pele de Sapo, e Honeydew); cantaloupensis (Charentais) e reticulatus (Cantaloupe e
Galia). Tem crescido a demanda pelo tipo Cantaloupe, grupo dos aromaticos, de
polpa salm&o, com bom sabor e maior teor de acucar (°Brix). Os meldes do tipo
‘pele de sapo”, “galia” e “charentais” tém grande comercializacdo no mercado
externo, especialmente o europeu (COSTA et al., 2000).

A producdo mundial de meldo no ano de 2016 foi de cerca de 31 milhdes de
toneladas, compondo éarea de 1,2 milhdo de hectares, sendo os principais
produtores a China (48,6%), Turquia (5,76%) e Ira (5,09%) (FAOSTAT, 2018).

O Brasil ocupa o0 11° lugar no ranking mundial em producéo de meldo, com

596 mil toneladas no ano de 2016, produtividade média 25,81 t/ha, ocupando cinco



mil hectares distribuidos em todas as regifes do Brasil (FAOSTAT, 2018). Somente
a regido nordeste foi responsavel por 96% dessa producdo, com destague aos
estados do Rio Grande do Norte e Ceara, que representaram 76% desse montante
(IBGE, 2018).

A grande vantagem de regides semiaridas no cultivo do meldo é a baixa
ocorréncia de chuvas, favorecendo a menor incidéncia de doengas e a melhor
qualidade dos frutos (COSTA et al., 2000). A temperatura € um dos fatores mais
importantes para a cultura do meldo, pois interfere no teor de acucar (Brix), sabor,
aroma e consisténcia do fruto, essenciais a comercializacdo e, principalmente,
exportacdo (SENAR, 2007, BONETTI et al., 2011). De forma geral, a temperatura
ideal para o cultivo de meldo varia de 20°C a 30°C (WHITAKER e DAVIS, 1962,
BONETTI et al., 2011).

Outro fator importante € a umidade relativa do ar, com faixa G6tima para o
cultivo entre 65% a 75% (BRANDAO-FILHO e VASCONCELOS, 1998). Em elevadas
condicbes de umidade, ocorre ma formacao de frutos e aumento na disseminacao
de doencas.

Uma das maiores limitagcbes na producdo do meloeiro é a ocorréncia de
enfermidades. Favorecida por condicbes de elevada temperatura e umidade, uma
das mais relevantes doencas na cultura do meloeiro € o crestamento gomoso do
caule, que também tem grande importancia em pepino e melancia. Segundo
Gasparotto et al. (2011), a doenca € capaz de limitar o plantio em regides que

apresentam tais condi¢des, até mesmo em cultivo protegido.

2.2 Didymella bryoniae

O fungo, na sua fase telomoérfica, Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm
[anamorfica Phoma cucurbitacearum (Fr.) Sacc.], causador do crestamento gomoso
ou podriddo negra das cucurbitaceas, foi descrito em 1869 como Bryonia (Bryonia
ou lupulo selvagem) na Europa Central (VAN STEEKELENBURG, 1986). No Brasil,
foi relatado em 1954 pela primeira vez em Campinas-SP, infectando plantas de
meldo do grupo Cantaloupe (TSUTSUMI, 1995). E um dos fungos mais importantes

gue atacam as cucurbitaceas, incluindo meldo, melancia, pepino, abébora, dentre



outros (PARET et al., 2011). O patdgeno ja foi registrado em todos os continentes,
apresentando ao menos 12 géneros e 23 espécies em cucurbitaceas (KEINATH,
2011).

O fungo produz dois tipos de estruturas reprodutivas, um produzido
sexualmente — os peritécios, que dao origem aos ascos, contendo 0s ascOSporos — e
o outro produzido assexuadamente, os picnidios, que liberam os conidios. Os
peritécios e picnidios podem ser encontrados na mesma lesdo (PARET et al., 2011).

Ascoésporos e conidios sdo disseminados a longas distancias pelos ventos, e
a curtas, pela agua. O fungo é capaz de sobreviver em sementes, restos culturais e
solo (CAMARGO, 2018). Embora nédo seja um patégeno transmitido pelo solo, €
capaz de causar podridao do colo da planta no nivel do solo ou préximo dele, e o
potencial de inéculo, representado por restos infectados de plantas, pode apresentar
sério problema para as futuras culturas de cucurbitaceas (DAVIDS et al., 1988).

O comportamento do fungo é influenciado pelas condi¢cbes ambientais.
Santos e Café-Filho (2005) verificaram que a liberacdo dos ascésporos ocorre apos
cerca de uma hora depois de cessado o0 periodo de precipitacdo, associado a
temperatura média entre 18 a 25°C e umidade relativa do ar superior a 85%. A
doenca se desenvolve rapidamente em condicdes de umidade relativa do ar
elevada.

2.3 Cancro-da-haste na cultura do meloeiro

O cancro-da-haste, também conhecido como crestamento gomoso do caule,
€ uma doenca comum em regides tropicais e subtropicais do mundo (SITTERLY e
KEINATH, 1996). E apontada como a doenca foliar mais destrutiva das
cucurbitaceas (CHOI et al., 2010) e considerada de grande importancia para a
cultura do meloeiro, crescendo principalmente devido a exploracdo comercial desse
produto (TSUTSUMI e SILVA, 2004). A umidade é um dos fatores ambientais mais
importantes para o desenvolvimento da doenca (SANTOS, 2016).

O fungo causador dessa doenca (Didymella bryoniae) é capaz de infectar
qualguer tecido e estagio de desenvolvimento da planta, tendo variagbes de

sintomas como manchas nas folhas, caules, apodrecimento das plantas e podridao



negra dos frutos (CHIU e WALKER, 1949). Em fase de mudas, é capaz de provocar
0 tombamento e necrose na regido do colo (CAMARGO, 2018).

As lesbes no caule crescem longitudinalmente e transversalmente, ocorrendo
exsudacdo de goma e, nos tecidos com sintomas mais velhos, formacdo de
numerosos corpos de frutificacdo negros (GASPAROTTO et al., 2009). Quando se
aloja no colo da planta, pode provocar o fendilhamento do cortex, expondo os
tecidos internos, causando o murchamento e levando a morte da planta (VIANA et
al., 2001).

O crestamento gomoso € capaz de provocar grandes perdas tanto em
produtividade quanto na qualidade dos frutos. Afetam a aparéncia do produto com a
presenca de manchas na casca, provocando descarte da maioria dos frutos e ainda
aumentando o custo de producao em virtude da utilizacdo de produtos fitossanitarios
em excesso na tentativa de recuperar o cultivo (CESAR e SANTOS, 2001). Além
disso, o controle quimico tem demonstrado baixa eficiéncia nos campos de melédo
(SILVA et al., 2012), principalmente sob condi¢des de alta umidade e temperatura
(PEREIRA et al.,, 2012). Sendo assim, o uso de cultivares resistentes é boa
estratégia para controle da doenca. Justaposto a isso, S0 necessarios maiores
estudos de germoplasmas advindos de fontes de resisténcia no Brasil.

2.4 Métodos de inoculacdo em programas de melhoramento

Para avaliacdo de germoplasma resistente a doenca é necessario padronizar
e desenvolver metodologias que possibilitem selecdo segura das fontes de
resisténcia e a determinacgdo precisa da reacao de resisténcia ou suscetibilidade dos
genatipos avaliados (MEDEIROS et al., 2000).

A garantia de sucesso dos programas de melhoramento tem inicio desde a
primeira triagem de germoplasmas selecionados até a obtencdo da cultivar
resistente. Para tanto, a selecdo de genotipos resistentes deve ser feita de forma
criteriosa, 0 que tem relacdo direta com o preparo do inoculo e, posteriormente, a
inoculacdo do patdgeno para avaliagdo de genotipos resistentes, evitando, assim,
resultados errbneos. Portanto, faz-se necesséario buscar o método de inoculagéo

mais eficiente para o patossistema.



Para avaliacdo de D. bryoniae, nos primeiros estudos a metodologia de
inoculacdo adotada foi & base de suspensdo de esporos, aplicada em plantas
transferidas para vasos (FRANTZ e JAHN, 2004; WOLUKAU et al., 2007;
WOLUKAU et al.,, 2009). Apesar de utilizado em muitos trabalhos, Mahmoudi e
Ghashghaie (2012) relataram baixa eficiéncia na discriminacdo de plantas
resistentes e suscetiveis.

A fim de reduzir tempo e encontrar um meétodo eficiente para avaliar genotipos
resistentes, Siviero e Menten (1995) utilizaram palito de dente colonizado com
micélio do fungo (Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis) causador do cancro-da-
haste em soja para avaliar resisténcia de plantas. Nesse sentido, Verzignassi et al.
(2004) adaptaram o método para 0 uso em meloeiro e pepino-japonés para D.
bryoniae, tendo sucesso na discriminagdo de materiais resistentes dos suscetiveis.
O método ainda foi utilizado para avaliar a reacdo a D. bryoniae em diversas
cucurbitaceas (ITO et al., 2009; SILVA et al., 2012). Em seguida, a fim de tornar o
método de inoculacdo mais pratico, Santos (2016) propbés adaptacdo ao método,
realizado em mudas na bandeja, obtendo sucesso na avaliagdo de materiais quanto
a reacdo a D. bryoniae.

Dentro desse contexto, os meétodos artificiais de inoculacdo envolvem, na
maioria dos casos, a utilizacdo de ferimentos nas plantas. Segundo Claudino (2013),
estes apresentam como vantagem a rapidez da resposta e a facilidade de execucao,
porém o fato de ndo simularem as condi¢cdes naturais de infeccdo pode provocar
subestimacédo dos niveis de resisténcias dos genoétipos avaliados.

Estudando métodos de avaliacdo de resisténcia com genoétipos de soja a
Sclerotinia sclerotiorum, Juliatti et al. (2014) observaram que o0 método de
inoculacao utilizando ferimento resultou em lesbes maiores, quando comparado ao
método de inoculagdo sem ferimento, ndo havendo também interacdo significativa
entre os métodos e as cultivares utilizadas. Sendo assim, os métodos foram
considerados indistintos para o resultado da reagdo de resisténcia das cultivares.

Em meldo, Grossenbacher (1909) demonstrou que a penetracdo de D.
bryoniae era possivel por meio da superficie ndo lesionada do caule da planta. O

mesmo foi observado por Barbosa et al. (2010), avaliando métodos de inoculagéo de



infestacdo do solo com arroz colonizado por Sclerotium rolfsii, sem causar
ferimentos em plantas de tomateiro.

Para Dusi et al. (1994), os métodos sem ferimento permitem explorar 0s
mecanismos de resisténcia a penetracdo do fungo na planta. Nos casos em que nao
€ necessario ferimento para permitir entrada de patégenos nas plantas hospedeiras,
é possivel fazer avaliagdo com mesmo grau de confiabilidade, evitando ainda que
genadtipos contendo certo nivel de resisténcia sejam descartados dos programas de
melhoramento em virtude das avaliacdes subestimadas.

Em condicbes ambientais adequadas, geralmente os patégenos fungicos
penetram no hospedeiro por aberturas naturais ou por penetracdo direta através da
cuticula. De acordo com Russel (1978), as plantas podem ser inoculadas aplicando
esporos viaveis ou depositando pedacos de micélio do agente patogénico nas partes
apropriadas das plantas hospedeiras tdo uniformemente quanto possivel, e
acondicionadas em ambientes que favorecam a ocorréncia da infecgcdo. Assim, os
métodos sem ferimento também sdo opc¢do, podendo ser menos agressivos e mais

préximos das condi¢des naturais.

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi dividido em dois experimentos: experimento 1, desenvolvido em
bandeja e experimento 2, em vaso. Os experimentos foram repetidos em dois
periodos: 19 dezembro de 2017 a 5 de fevereiro de 2018 (repeticdo I); 20 de
fevereiro a 07 de abril de 2018 (repeticéo II).

3.1 Caracterizacao da area experimental

Os experimentos foram conduzidos no Setor de Olericultura e Plantas
Aromético-Medicinais e no Laboratério Fitopatologia do Departamento de
Fitossanidade, na Faculdade de Ciéncias Agrarias (UNESP-FCAV) — Campus de
Jaboticabal, com coordenadas geograficas: latitude 21°15'22” S, longitude 48°18’58”
W e altitude de 595 metros. O clima da regido € do tipo Aw com transi¢cao para Cwa
(KOPPEN, 1948), ou seja, clima tropical com estagdo seca no inverno e transicio

para clima subtropical, com chuvas no veréo e relativamente seco no inverno.



3.2 Implantacdo dos experimentos

Foram utilizados dois gendtipos de meldo contrastantes quanto a reacéao a D.
bryoniae, a cultivar comercial Eldorado 300, como padrédo de suscetibilidade
(TSUTSUMI e SILVA, 2004) e o PI 420145, padréo de resisténcia a D. bryoniae,
(WOLUKAU et al., 2007), que contém gene de resisténcia (Gsb-6) reportado por Bi
et al. (2015), a fim de validar a disparidade dos materiais dentro dos métodos de
avaliacdo de resisténcia. Foram estabelecidos seis tratamentos: grdo de sorgo
colonizado por D. bryoniae sem e com ferimento na planta (grédo de sorgo); disco de
papel colonizado pelo fungo sem e com ferimento na planta (disco de papel); palito
colonizado pelo patdégeno inserido na planta (palito colonizado); palito com disco de
meio de cultura contendo o fungo e inserido na planta (palito disco do fungo); dois
controles: testemunha sem ferimento e testemunha com ferimento (palito). Esses
dois ultimos estéo isentos da presenga do fungo.

Nos dois experimentos, para producédo das mudas foram utilizadas bandejas
de poliestireno expandido contendo 128 células e substrato comercial Bioplant®,
autoclavado a 120°C e 1 ATM por 30 minutos. Foram colocadas duas sementes de
cada gendtipo por célula e, posteriormente, realizado desbaste das mudas de
acordo com a uniformidade na linha das demais plantulas.

Apos 22 dias da semeadura, quando as mudas apresentavam duas folhas
definitivas, procedeu-se a inoculacdo de acordo com o método adotado nos

tratamentos.

3.3 Delineamentos experimentais e conducdo dos experimentos

3.3.1 Experimento 1

O delineamento adotado foi em blocos ao acaso (DBC) com seis tratamentos,
trés repeticdes e seis plantas por parcela, distribuidas em uma linha na bandeja.

Na semeadura deste experimento, a distribuicdo das parcelas foi realizada
intercalando fileiras sem substrato, evitando microclima, adensamento das plantulas

e facilitando o processo de inoculagao. Cada bloco foi composto por duas bandejas.
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3.3.2 Experimento 2

Foi utilizado delineamento de blocos ao acaso (DBC), com seis tratamentos e
trés repeticées. Cada bloco foi composto por dois vasos compondo a parcela, cada
um com trés mudas.

ApoOs 20 dias da semeadura, dois dias antes da inoculacédo, as mudas foram
transplantadas para vasos plasticos de dois litros preenchidos com mistura de terra,
areia e esterco na proporcgéo 2:3:1, previamente autoclavada a 120°C e 1 ATM, por 1
hora.

3.4 Isolamento do fungo Didymella bryoniae de plantas de meloeiro

Para execucdo dos experimentos, foi realizado isolamento do fungo D.
bryoniae de mudas de meloeiro do Setor de Olericultura e Plantas Aromaético-
Medicinais (UNESP-FCAYV), com sintoma de cancro-da-haste.

ApoGs coleta, hastes de mudas com sintomas foram mantidas em camara
Umida em placas de Petri com algoddo umedecido com agua, por trés dias. Foi
utilizada a técnica de isolamento direto, na qual estruturas do fungo (picnidios e
peritécios) foram retiradas da superficie dos caules (Figura 1 A) e transferidas para
placas de Petri contendo meio BDA (Batata-Dextrose-Agar) e mantidas em BOD

com temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12horas, por trés dias (Figura 1 B).

Figura 1. A) Estruturas de reproducdo de Didymella bryoniae na superficie do caule
da muda de meldo; B) visdo da placa de Petri contendo BDA com
crescimento micelial de Didymella bryoniae apds isolamento.
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ApGs o cresimento micelial nos pontos de transferéncia das estruturas, discos
de 5mm foram transferidos para novas placas, a fim de se obter cultura pura do
fungo, e submetidos a temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12 horas em BOD por

dez dias, garantindo a sobrevivéncia do fungo.

3.5 Metodologias de inoculacédo de Didymella bryoniae em mudas de meloeiro

3.5.1 Método do grao de sorgo

O método consiste na multiplicacdo de D. bryoniae em grdos de sorgo como
in6culo. Para higienizacéo, foi realizada triplice lavagem dos grdos em &gua
destilada, sucedendo a retirada de residuos. Logo apés, os graos foram transferidos
para frascos do tipo erlenmeyer de 250 mL e acrescentados 5 mL de agua destilada,
sendo esterilizados por autoclavagem a 120°C e 1 ATM por 30 minutos, trés dias
consecutivos. Apdés a Uultima autoclavagem, tendo os gréos resfriados, foram
adicionados seis discos de 5 mm do fungo repicado da cultura pura ja citada, além
de 5 mL de agua destilada. Esses foram mantidos em temperatura ambiente (25°C +
2°C) e 12 horas de luz, agitados duas vezes ao dia, por dez dias (Figura 2 A).

Na inoculacdo, foi borrifada agua no colo das plantulas para aumento da
umidade no ponto de inoculagdo. Assim, no tratamento sem ferimento, foram
depositados dois gramas de sorgo colonizado ao redor e em contato com o colo das
mudas, e no tratamento com ferimento realizou-se ranhura em forma de “Z” com
auxilio de haste pontiaguda esterilizada (Figura 2 B), também no colo das plantulas

e foi adicionada a mesma quantidade de in6culo (Figura 2 C e D).
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Figura 2. A) Sorgo colonizado por Didymella bryoniae; B) processo de ranhura no
colo da plantula; C) inoculagdo do sorgo colonizado por Didymella bryoniae

nas mudas em bandeja; D) inoculacdo do sorgo colonizado por Didymella
bryoniae nas mudas em vaso.

3.5.2 Método do disco de papel

Discos de papel de filtro de 5 mm, foram previamente esterilizados por
autoclavagem a 120°C e 1 ATM por 30 minutos. ApGs esse processo, esses discos
de papel e discos de D. bryoniae obtidos da cultura pura do fungo foram depositados
em placas de Petri contendo meio BDA. Em cada uma das placas, foram dispostos
seis discos do fungo e 25 discos de papel (Figura 3 A). As placas foram mantidas
em BOD, submetidas a temperatura de 26°C e fotoperiodo de 12 horas, por dez
dias.

Em discos de papel, a presenca do composto organico celulose pode explicar
a ocorréncia da formacdo de estruturas de reproducdo de D. bryoniae no inéculo
obtido (Figura 3 B). No método sem ferimento, os discos de papel colonizados foram
depositados sobre a superficie da haste das mudas (previamente borrifada com
adgua), a um centimetro abaixo dos cotilédones, envolvidos por papel tipo filme,
permitindo fixacdo do in6culo. O mesmo ocorreu para o tratamento com ferimento,

nesse caso foi feita ranhura em forma de “z” na haste das mudas, na mesma altura,

e inoculado o disco de papel colonizado (Figura 4 C e D).
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Figura 3. A) Producdo do in6culo disco de papel colonizado; B) estruturas de
reproducdo do fungo formadas no desenvolvimento do inéculo (10 dias

apos repicagem); C) inoculacdo do disco de papel nas mudas em
bandeja; D) inoculacéo do disco de papel nas mudas em vaso.

3.5.3 Método do palito colonizado

No método do palito colonizado adaptado (MELO, 2014; MEDEIROS et al.,
2015), palitos de dente de madeira cortados com 1,5 cm de comprimento foram
dispostos com a parte pontiaguda perfurando papéis de filtro. Os palitos de dente e
papéis de filtro em conjunto passaram por processo de higienizacdo em fervura com
agua durante 10 minutos, processo repetido por trés vezes, a fim de retirar residuos
contidos no material. Apés esse procedimento, os palitos foram acondicionados em
placas de Petri e esterilizados por autoclavagem a 120°C e 1 ATM por 20 minutos.
Posteriormente, foi adicionado meio BDA, contendo o conjunto palito e papel de filtro
e, apos solidificacdo do meio, foram transferidos cinco discos de 5 mm do in6culo de
D. bryoniae. Em seguida, foram submetidos a temperatura de 26°C e fotoperiodo de
12 horas em BOD, por dez dias (Figura 4 A).

Assim como no método do disco de papel, a presenca de celulose pode
explicar a formacdo de picnidios e peritécios nos palitos no processo de
multiplicacdo do fungo (Figura 4 B). Para inoculacdo, os palitos colonizados foram
inseridos na haste das plantulas a um centimetro dos cotilédones (Figura 4 C e D).
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Figura 4. A) Palitos colonizados por Didymella bryoniae; B) estruturas de reproducao
do fungo formadas no complexo; C) inoculacdo dos palitos colonizados na
haste das plantas em bandeja; D)inoculacdo dos palitos colonizados na
haste das plantas em vaso.

3.5.4 Método do palito de dente

No método do palito de dente (SIVIERO e MENTEN, 1995; VERZIGNASSI et
al., 2004; SANTOS et al., 2013; SANTOS, 2016), palitos de madeira foram cortados
ao meio e mantidas as pontas. Eles foram fervidos e esterilizados por autoclavagem
nas mesmas condi¢fes do método citado anteriormente. Discos de fungo de 5 mm
foram retirados de placas da cultura pura de D. bryoniae e transferidos para placas
de Petri contendo meio BDA e submetidos a temperatura de 26°C e fotoperiodo de
12 horas em BOD, por oito dias (Figura 5 A).

No processo de inoculacéo, foi realizada inser¢cdo do palito de dente com o
disco do fungo de 5 mm na haste das plantulas, a um centimetro abaixo das folhas

cotiledonares (Figura 5 B e C).
- r

~

’ E 5% ‘s
Figura 5. A) Placa de Petri contendo Didymella bryoniae em meio BDA; B)

Inoculacdo do disco de D. bryoniae nas hastes das plantulas em bandeja;
C) em vaso.
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3.5.5 Testemunha sem inoculagéo e testemunha palito

As testemunhas que néo envolveram a inoculacdo do fungo foram utilizadas
para validar os testes, uma vez que o ambiente e materiais exdégenos utilizados nos
métodos de inoculacdo ndo devem interferir na ocorréncia da doenca. Na
testemunha sem ferimento, as mudas foram mantidas nas mesmas condi¢cdes do
restante dos tratamentos dos métodos de inoculagcdo, porém sem inoculacdo do
fungo, representando, assim, controle dos métodos sem ferimento.

Por sua vez, a testemunha palito também seguiu 0 mesmo manejo, porém
palitos esterilizados, seguindo o0 mesmo processo de esterilizacdo citado no item
3.5.3, foram inseridos com discos de meio BDA de 5 mm na haste das mudas, a fim
de simular a inoculacao, representando testemunha para os métodos com ferimento.
Para cada testemunha correspondente aos métodos “com” e “sem” ferimento na

planta, foi utilizada uma parcela em cada bloco para ambos 0s experimentos.

3.6 Condi¢bes ambientais, avaliacdo e andlises estatisticas

Apos inoculacdo, todas as plantas dos tratamentos foram submetidas a
camara umida por 72 horas e, logo depois, transferidas para casa de vegetacédo, na
qual permaneceram até o fim do experimento. Considerando as mesmas condi¢cées
ambientais nos dois experimentos, na repeticdo |, as médias de temperatura e
umidade relativa do ar (UR) maxima e minima da camara umida foram de 49,3°C e
23,7°C, e 97% e 34%, respectivamente, e no interior da casa de vegetacao, 42,3°C e
20,8°C, e 95% e 25%,respectivamente. Na repeticdo Il, a média da temperatura
maxima foi de 49,9°C e minima de 25,4°C; a média da UR maxima foi de 96% e
minima, de 35%; da casa de vegetacdo foi de 39,7°C e 18,9°C e 95% e 25%,

respectivamente.
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diametro; 3 = lesdo parcialmente necrosada na haste com murcha parcial da planta
e 4 = necrose da haste com murcha total e morte da planta).

As avaliacOes foram encerradas assim que uma das parcelas apresentasse
nota maxima na avaliacdo. Foi obtida média de notas de cada parcela e realizado o
célculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), conforme
Shaner e Finney (1997):

AACPD = = Y7 [ (Yier + Y0)/2] [Xi+1- X]

Em que:

Yi: severidade da doenca (nota por parcela) na i-ésima observacao;
Yi+1: severidade da doenca na época da avaliagdo i+1;

Xi: tempo (dias) na i-ésima observacao;

Xi+1: tempo (dias) da avaliagéo i+1;

n: namero total de observacoes.

Para avaliacdo dos métodos de inoculacdo, foram utilizados valores de
AACPD dos tratamentos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e
estudados de acordo com andlise conjunta das repeticbes | e Il dos experimentos.
Os dados dos genotipos foram analisados de forma individual a fim de garantir a sua
integridade, na medida em que se trata de materiais contrastantes quanto a reacao
de resisténcia a D. bryoniae.

Na ocorréncia de diferencas significativas pelo teste F, procedeu-se a analise
das médias, sendo agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A
analise conjunta seguiu recomendacdo de Banzatto e Kronka (1992) pela ordem de
grandeza dos quadrados meédios residuais das analises individuais, de forma que a
relacdo entre os quadrados medios residuais nao ultrapassasse a relacdo 7:1.
Também foi realizada correcdo linear entre os experimentos em bandeja e vaso.
Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software estatistico AgroEstat
(BARBOSA e MALDONADO, 2015).
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As testemunhas, devido a auséncia de inoculacdo do fungo Didymella
bryoniae, ndo foram analisadas estatisticamente, uma vez que nao haveria evolugao

da doenca, sendo impossibilitado o calculo de AACPD.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliacdo dos métodos de inoculagéo, foram utilizados dados do calculo
da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), que constitui o grau de
severidade da doenca nas plantas, incluindo notas médias em virtude dos tempos de
avaliacdo, englobando todos os dados avaliados nos experimentos 1 (bandeja) e
experimento 2 (vaso).

Na analise de variancia conjunta das repeticdes | e Il do experimento 1
(Tabela 1), de acordo com teste F, ndo houve significancia entre as repeticdes,
apresentando ainda relacdo de quadrados médios residuais de 4,02 e 1,94 para
Eldorado 300 e Pl 420145, respectivamente, atendendo critérios de agrupamento de
repeticdes segundo a relagao inferior a 7:1 (BANZATTO e KRONKA, 1992).

Além disso, na comparacao de médias de acordo com o teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade, estas ndo diferiram e apresentaram valores
aproximados, 34,11 e 34,07, para o genétipo Eldorado 300, e médias de 17,23 e
17,14 para Pl 420145, mostrando similaridade entre as repeticoes | e Il do
experimento.

Verificou-se também que a interacdo entre métodos de inoculacdo e
repeticdes foi ndo significativa (p>0,05). Os coeficientes de variacdo mostraram boa
precisdo, 13,44% e 6,07%, para o gendétipo Eldorado 300 e, 8,81% e 6,29% para PI
420145, considerando que a escala de notas envolvendo tempos de avaliacdo
progridem de forma exponencial com a doenca, a variacdo dos dados segue esse
pressuposto (SANTOS e CAFE-FILHO, 2005).
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Tabela 1. Analise de variancia para andlise conjunta das repeticdes (I) e (Il) do
experimento 1 (bandeja) de avaliacdo de dois genétipos de meldo para
resisténcia a Didymella bryoniae - Comparacdo de médias de AACPD das
repeticdes. UNESP-FCAV, Jaboticabal - SP, 2018.

Repeticoes (R) Eldorado 300 Pl 420145
Média R1 34,11 at 17,23 a
Média R2 34,07 a 17,14 a
Teste F (R) 0,00Ns 0,04NS
Rel. Maior/menor QM Residuo 4,02 1,94

Métodos de inoculacéo (M) AACPD AACPD
Palito disco do fungo 38,53 at 20,09 a
Disco de papel (com ferimento) 36,32 a 18,93 a
Grao de sorgo (com ferimento) 35,44 a 20,09 a
Palito colonizado 35,43 a 17,18 a
Grao de sorgo (sem ferimento) 30,22 b 11,49 a
Disco de papel (sem ferimento) 28,64 b 15,33 a
P <0,0140 <0,0006
Teste F (MI) 9,40* 37,05**
Interacdo Ml X R 0,71NS 1,04NS
CV (%) R1 13,44 8,81

CV (%) R2 6,07 6,29

Testemunha (sem inoculacao) 0,00 0,00

Testemunha palito 0,00 0,00

IMédias seguidas da mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. NS: Ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F (p>0,05); *: Significativo ao nivel de 5%de probabilidade pelo teste F (p<0,05); **:
Significativo ao nivel de 1% pelo teste F (p<0,01).

Na aplicacédo do teste F para cada um dos gendtipos, observou-se diferenca
significativa entre os métodos de inoculacdo ao nivel de 5% de probabilidade para o
gendtipo Eldorado 300 e a 1% de probabilidade para o Pl1420145. Para o genotipo
Eldorado 300, destacaram-se os métodos com ferimento, sendo agrupados com
médias de AACPD variando de 38,53 a 35,43, seguidos pelos métodos sem
ferimento, com médias de 30,22 e 28,64.

Os maiores valores de severidade do primeiro agrupamento (com ferimento)
permitem observar maior agressividade dos meétodos quando comparado ao
segundo grupo estatistico (sem ferimento). Além disso, é possivel inferir que apesar
de serem menos severos que 0s métodos que utilizam ferimento, esse segundo

agrupamento foi também capaz de mostrar sintomas da doenca, permitindo, assim,
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explorar a resisténcia de materiais a penetracdo do fungo nas plantas (TAKADA,
1980; DUSI et al., 1994).

Quando utilizado o método com ferimento, o inéculo foi colocado (nesse caso,
disco de fungo, grdo de sorgo e disco de papel colonizado) em contato direto com
células internas do tecido do hospedeiro. Os organismos capazes de colonizar essas
células podem suprimir os mecanismos de defesa da planta, o que viabiliza a
infeccdo e evolucdo da doenca (STANGARLIN et al., 2011).

Em contrapartida, nos métodos sem ferimento, o indculo foi depositado em
contato com a superficie do hospedeiro, ocorrendo a entrada do patégeno por meio
da sua superficie integra, fazendo com que a infec¢cdo ocorresse de forma mais
lenta e branda, o que mais se aproxima do que ocorre ho campo, quando a planta é
infectada de forma natural. Chiu e Walker (1949) no estudo com D. bryoniae
observaram que a penetracdo do fungo em plantulas de meldo, melancia e abébora
ocorreu quando o micélio foi colocado em contato préximo com a superficie do
hipocotilo ou haste e fornecida umidade suficiente sem necessidade de ferimento, o
gue corrobora com os resultados dessa pesquisa.

Além disso, é necessério destacar a importancia da praticidade do método de
inoculag&o, bem como a obtencéo do indculo. Dentre os métodos sem ferimento, o
método grao de sorgo apresentou maior facilidade no processo de preparo do
in6culo e também a forma de inoculacdo no momento da aplicacdo do método.

Analisando os métodos de inoculacao para o genoétipo Pl 420145, apesar de
classificado como material resistente (WOLUKAU et al.,, 2007; Bl et al. 2015;
SANTOS, 2017), este ainda ndo se apresentou totalmente imune a D. bryoniae.
Reacdo observada também por Zhang et al. (2017) em estudo de piramidacéo de
genes para resisténcia a D. bryoniae, afirmando que é necessario mais de um gene
para controle de resisténcia a essa doenca em meldo. Além disso, € importante
lembrar que a resisténcia horizontal é atribuida a diferentes niveis de resisténcia do
hospedeiro, o que permite explicar a reacdo do material frente ao patégeno
(CAMARGO, 2018).

Para o genotipo Pl 420145, os valores médios de AACPD apresentaram
comportamento semelhante para todos os métodos de inoculacdo pelo teste de

Scott-Knott (p<0,05). Em outras palavras, 0 genoétipo apresentou resisténcia ao
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patébgeno independentemente do método utilizado, validando sua utilizacdo no
experimento. As testemunhas n&o apresentaram sintomas de doenca, sendo
avaliadas com nota zero em todas as avaliagdes.

No experimento 2, segundo dados da analise conjunta das repeti¢cdes, néo
houve diferenca significativa do teste F ao nivel de 5% de probabilidade entre as
repeticdes do experimento. Verificou-se relagdo de quadrados médios (maior/menor)
de 1,67 e 1,14, para Eldorado 300 e PI 420145, respectivamente, adequadas a

analise conjunta (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise de variancia para analise conjunta das repeticdes (I) e (II) do
experimento 2 (vaso) de avaliagdo de dois genétipos de meldo para
resisténcia a Didymella bryoniae - Comparacédo de médias de AACPD das
repeticdes. UNESP-FCAV, Jaboticabal - SP, 2018.

Repeticdes (R) Eldorado 300 P1 420145
Média R1 48,98 a 23,09 a
Média R2 47,94 a 22,61 a
Teste F (R) 1,94Ns 1,24NS
Rel. Maior/menor QM Residuo 1,67 1,14
Métodos de inoculagédo (Ml) AACPD AACPD
Palito colonizado 58,47 at 20,28 b
Palito disco do fungo 4992 b 26,38 a
Grao de sorgo (com ferimento) 48,78 b 27,25 a
Disco de papel (com ferimento) 4535¢c 25,82 b
Grao de sorgo (sem ferimento) 45,00 c 20,05 b
Disco de papel (sem ferimento) 43,22 ¢ 19,73 b
P <0,0006 <0,0002
Teste F (MI) 36,35** 63,18**
Interacdo MI X R 0,43\S 0,13N\S
CV (%) R1 7,77 12,52
CV (%) R2 6,14 14,11
Testemunha (sem inoculacao) 0,00 0,00
Testemunha palito 0,00 0,00

IMédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F. NS: N&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F (p>0,05); *: Significativo ao nivel de 5%de probabilidade pelo teste F (p<0,05); **:
Significativo ao nivel de 1% pelo teste F (p<0,01).

A andlise de variancia apresentou médias de AACPD de 48,98 e 47,94 para
Eldorado 300, indicando valores maiores do que os obtidos no experimento 1. O
mesmo ocorreu para o genétipo Pl 420145 (AACPD 23,09 e 22,61), porém em
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menor propor¢do, como ja esperado com base no comportamento do material no
experimento em bandeja.

Essa diferenca entre a severidade da doenca nos experimentos 1 (bandeja) e
2 (vaso) pode ser explicada principalmente em virtude da variagdo de microclimas
entre suas condi¢cdes. Observou-se que, apesar de os experimentos serem mantidos
sob condigfes idénticas, no experimento 2 o solo foi capaz de reter agua por mais
tempo quando comparado ao substrato, permitindo manter umidade mais favoravel
para evolucédo da doenca. Além disso, as plantas em vaso tém maior capacidade de
desenvolvimento e espaco, favorecendo ainda mais esse microclima, o que nao
ocorreu nas plantas em bandeja do experimento 1.

Para os métodos de inoculacéo, a interacdo entre métodos de inoculacdo e
repeticdes nao foi significativa (p>0,05). Os coeficientes de variacdo para o material
suscetivel foram de 7,77 e 6,14, ao passo que para o resistente foram 12,52 e 14,11,
esses dois Ultimos maiores do que no experimento 1, porém adequados ao
experimento.

Na analise de variancia para métodos de inoculacdo, tanto o gendtipo
Eldorado 300 quanto o Pl 420145 apresentaram F significativo ao nivel de 1% de
probabilidade. Para o genétipo suscetivel, foi destaque o método do palito
colonizado, com média de 58,47 para AACPD, acima de todos 0s outros
tratamentos. De acordo com a Figura 4B do item 3.5.2, a presenca de estruturas de
reproducéo (picnidios e peritécios) quando inoculados, favorecidos pelas condicbes
de umidade e ferimento na planta, colaborou para esse resultado. O mesmo foi
observado por Medeiros et al. (2015), os quais verificaram que o método do palito
colonizado proporcionou maior severidade do patdogeno quando comparado ao
método substrato areno-organico para Rhizoctonia solani e Macrophomina
phaseolina em meloeiro.

A distribuicAo dos meétodos de inoculagdo seguiu 0 comportamento do
experimento 1, considerando os métodos com ferimento na planta. Somente o
método do disco de papel com ferimento apresentou novo agrupamento (45,35)
junto aos tratamentos grao de sorgo e disco de papel sem ferimento (45,35 e 43,22,

respectivamente).
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Para o gendtipo Pl 420145, as maiores médias de AACPD foram obtidas nos
métodos grdo de sorgo com ferimento (27,25), palito com disco do fungo (26,38) e
disco de papel com ferimento (25,82), diferindo-se dos outros métodos que nao
apresentaram diferenca significativa entre si. Esse resultado pode ser explicado por
serem meétodos de inoculacdo mais drasticos. Embora tenham se destacado,
mantiveram meédias aproximadas do restante dos tratamentos, o que valida a
utilizacdo do material padrdo de resisténcia. Somente o0 método palito colonizado
apresentou comportamento semelhante aos métodos sem ferimento na planta.
Considerando experimentos envolvendo patégenos, € possivel observar, em alguns
casos, comportamentos independentes de organismos Vvivos.

As testemunhas apresentaram nota zero do inicio ao fim das avaliacdes,
assim como ocorreu no experimento 1.

Em virtude da praticidade e das questdes ja levantadas anteriormente,
realizou-se correlacdo entre métodos de inoculagdo utilizados em bandeja e em
vaso para cada um dos gendtipos. De acordo com analise, ao nivel de 1% de
probabilidade, verificou-se alto nivel e positiva correlacdo entre 0os experimentos,
apontando coeficiente de correlacao (r) 0,96 e 0,87, para o genétipo Eldorado 300 e
P1 420145, respectivamente (Tabela 3).

Uma correlagéo positiva indica que as duas variaveis se movem juntas, e a
relacdo é forte quanto mais o coeficiente de correlacdo se aproxima de um
(BERTOLO, 2002). Isso implica que os métodos se comportaram de forma
semelhante nos experimentos 1 e 2. Nesse caso, 0 experimento 1 (bandeja)
apresenta vantagens por ser menos trabalhoso, ocupando menor espaco, quando

comparado ao experimento 2 (vaso).

Tabela 3. Correlacdo entre experimentos 1 e 2 de avaliacdo de dois genotipos de
meldo para resisténcia a Didymella bryoniae. UNESP-FCAV, Jaboticabal -

SP, 2018.
Correlacao Eldorado 300 P1420145
Bandeja x Vaso r = 0,96** (p< 0,0001) r =0,87* (p< 0,0001)

™ = significativo ao nivel de 1% de probabilidade pela analise de correlagdo entre variaveis.
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Em destaque aos métodos, dentre os tratamentos que nédo utilizam ferimento,
0 método grdo de sorgo sem ferimento € uma boa opc¢do para avaliacdo de
cultivares resistentes, o qual se mostrou tdo eficaz quanto os utilizados em
pesquisas anteriores (VERZIGNASSI et al.,, 2004; ITO et al.,, 2009; SILVA et al.,
2012; SANTOS, 2016), e capazes de distinguir materiais resistentes.

5 CONCLUSOES

¢ Na&o é necessaria utilizacdo de ferimentos nos métodos de inoculacdo para a
selecéo de genatipos resistentes visando ao cancro-da-haste em melao;

e Os métodos de inoculagdo em bandeja sdo mais praticos do que os métodos
em vaso e ambos garantem a mesma eficiéncia;

e O método do grdo de sorgo sem ferimento na planta é adequado para
avaliacdo de genotipos resistentes a Didymella bryoniae, sendo capaz de
discriminar materiais resistentes de suscetiveis, além de ser uma metodologia

rapida e menos trabalhosa.
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