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RESUMO

RODRIGUES, Ana Paula Medeiros dos Santos. Variabilidade de isolados de Monosporascus
cannonballus oriundos de plantas daninhas presentes em campos de producdo de meloeiro. 2017.
100f. (Tese) Doutorado em Agronomia: Fitotecnia — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido/UFERSA, Mossord-RN, 2017.

O Nordeste brasileiro se destaca no cenario nacional, tendo o cultivo do meldo (Cucumis melo
L.) como uma das atividades de maior expressdo social e econdmica da regido. Dentre os
principais problemas enfrentados pelos produtores, destacam-se as doencas, dentre elas, o
colapso do meloeiro causado por Monosporascus cannonballus. Apesar da importancia da
doenca, pouco se conhece sobre a variabilidade desse patdgeno. Visando investigar a
variabilidade em isolados de M. cannonballus oriundos de plantas daninhas em areas produtoras
de mel&o nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara. O trabalho foi dividido em duas etapas:
analise dos isolados de bredo e anélise dos isolados de pega pinto. Dezoito isolados de pega-
pinto (Boerhavia diffusa L.) e dezoito isolados de bredo (Trianthema portulacastrum L.) foram
avaliados quanto a taxa de crescimento micelial (TCM), namero de peritécios (NP) e nimero de
ascosporos (NA), nas diferentes temperaturas, (20, 25, 30 e 35 °C), niveis de salinidade, (0, 1, 4
e 8%), e niveis de pH, (5,5, 6,0 e 8,0), bem como a inibicdo do crescimento micelial ao
fungicida fluazinam (ICMF), e ao indice de serveridade da doenga a meldo e melancia (ISD).
Para o estudo dos isolados de bredo verificou-se que a temperatura de 30 °C apresentou 0s
maiores valores de TCM, enquanto a de 20 °C os menores. Os maiores valores de NP foram
registrados na temperatura de 30 °C enquanto a de 25 °C foi a Unica onde houve produgéo de
ascosporos. Os niveis de 0 de 1% de salinidade registraram os maiores valores de TCM, e o de
8% os menores. Valores de NP foram observados apenas nos niveis de 0 e 1% de salinidade,
sendo no de 0% registrados os maiores valores. Foi verificado ascosporos apenas no nivel de
0%. Os niveis de pH 5,5 e 6,0 proporcionaram os maiores valores de TCM, enquanto o de 8,0 0s
menores. Peritécios foram observados em todos os niveis de pH, sendo o nivel 6,0 0 que
proporcionou maior valor. Nao houve producdo de ascésporos em nenhum nivel de pH. Todos
os isolados apresentaram baixa sensibilidade ao fluazinam, com média de 15,53% ICMF. Todos
os isolados foram patogénicos a meldo e melancia com ISD médio de 56,25 e 70,13 %
respectivamente. Na analise multivariada foi verificada a formacéo de 4 grupos de similaridade.
Para o estudo dos isolados de pega-pinto, constatou-se que as temperaturas de 30 e 35 °C
apresentaram os maiores valores de TCM, enquanto a de 20 °C os menores. Os maiores valores

de NP foram registrados nas temperaturas de 30 e 35 °C enquanto as de 25 e 30 °C foram as



Unicas que apresentaram ascosporos. Os niveis de 0 e 1% de salinidade registraram os maiores
valores de TCM, e o de 8% os menores. Valores de NP e NA foram observados apenas nos
niveis de 0 e 1% de salinidade. Os niveis de pH 5,5 e 6,0 proporcionaram os maiores valores de
TCM, enquanto o de 8,0 os menores. Peritécios foram observados em todos os niveis de pH,
sendo o de 6,0 o que proporcionou maior valor. Ascdsporos foram observados nos niveis de 5,5
e 6, sendo o de 6 com maiores valores. Todos os isolados foram sensiveis ao fungicida
fluazinam, com média de 19,76 % ICMF. Todos os isolados foram patogénicos a meldo e
melancia, com exce¢do do MCp-09 que nao foi a meldo, com um ISD médio de 56,25 e 70,13 %
respectivamente. Na andlise multivariada foi verificada a formacéo de 5 grupos de similaridade.
Isolados de uma mesma &rea foram distribuidos em diferentes grupos de similaridade, indicando
alta variabilidade entres os isolados. A ocorréncia desta alta variabilidade deve ser considerada
nos programas de melhoramento de meldo, evitando que gendtipos suscetiveis sejam

considerados resistentes.

Palavras-chave: Boerhavia diffusa L.. Cucumis melo. Fluazinam. Patdgenos radiculares. Trianthema

portulacastrum L.



ABSTRACT

RODRIGUES, Ana Paula Medeiros dos Santos. Variability of Monosporascus cannonballus isolates
from weeds in melon production fields. 2017. 100f. (Tese) Doutorado em Agronomia: Fitotecnia —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido/UFERSA, Mossor6-RN, 2017.

The Brazilian Northeast stands out in the national scenario, with the melon (Cucumis melo L.)
cultivation as one of the activities of greater social and economic expression of region. Among
the main problems faced by the producers are the diseases, among them, the melon collapse
caused by Monosporascus cannonballus. Despite the importance of the disease, little is known
about the variability of this pathogen. Aiming to investigate variability in M. cannonballus
isolates from weeds in areas that produce melon, in the states of Rio Grande do Norte and
Ceard. The research was divided into two stages: analysis of bredo and pinto-pinto isolates.
Eighteen of Bredo (Trianthema portulacastrum L.) and pega-pinto (Boerhavia diffusa L.)
isolates were evaluated for mycelial growth rate (MGR), number of perithecia (NP) and number
of ascospores (NA) in different temperatures (20, 25, 30 and 35 ° C), salinity levels (0, 1, 4 and
8%), and pH levels (5.5, 6.0 and 8.0), as well as inhibition of mycelial growth to the fungicide
fluazinam (IMGF), and to the serverity index of the disease to melon and watermelon (SID)..
For the study of the bredo isolates, it was verified that the temperature of 30 °C presented the
highest values of MGR, whereas the one of 20 °C the smaller ones. The highest values of NP
were recorded in the temperature of 30°C while that of 25°C was the only one where there was
ascospore production. The levels of 0 of 1% of salinity registered the highest values of MGR,
and 8% of the lowest. NP values were only observed in the 0 and 1% salinity levels, with the
highest values being 0%. Ascospores were only found at the 0% level. Levels of pH 5.5 and 6.0
provided the highest values of MGR, while 8.0 had the lowest values. Perithecias were observed
at all pH levels, with level 6.0 giving the highest value. There was no ascospore production at
any pH level. All isolates presented low sensitivity to fluazinam, with a mean of 15.53% IMGF.
All isolates were pathogenic to melon and watermelon with mean SID of 56.25 and 70.13%,
respectively. In multivariate analysis it was verified the formation of 4 similarity groups. For the
study of pinto-pinto isolates, temperatures of 30 and 35 °C showed the highest MGR values,
while the lowest were at 20 °C. The highest values of NP were recorded at temperatures of 30
and 35°C while those at 25 and 30°C were the only ones that presented ascospores. The salinity
levels of 0 and 1% had the highest MGR values, while the lowest were at 8%. NP and NA
values were observed only at the 0 and 1% salinity levels. Levels of pH 5.5 and 6.0 provided the
highest values of MGR, while 8.0 had the lowest values. Perithecias were observed at all pH
levels, with 6.0 being the highest value. Ascospores were observed at the levels of 5.5 and 6,
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with 6 being the highest values. All isolates were sensitive to the fungicide fluazinam, with a
mean of 19.76% IMGF. All isolates were pathogenic to melon and watermelon, except for
MCp-09 that was not melon, with an average SID of 56.25 and 70.13%, respectively. In
multivariate analysis it was verified the formation of 5 similarity groups. Isolates from the same
area were distributed in different similarity groups, indicating high variability among the
isolates. The occurrence of this high variability should be considered in melon breeding
programs, avoiding that susceptible genotypes are considered resistant.

Keywords: Boerhavia diffusa L.. Cucumis melo. Fluazinam. Root pathogens. Trianthema
portulacastrum L.

10



LISTA DE TABELAS

CAPITULOII

Tabela 01.

Tabela 02.

Tabela 03.

Tabela 04.

Caracteristicas fisiolégicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), namero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcdo de diferentes temperaturas e sensibilidade ao
fungicida fluazinam (ICMF) mensurados para estimar a
variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus,
oriundos de plantas de bredo em areas de cultivo de meloeiro
nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara..........c.ccoevvvivrnnnnne

Caracteristicas fisiolégicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), niamero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcéo de diferentes niveis de salinidade, mensuradas
para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus
cannonballus, oriundos de plantas de bredo em areas de cultivo
de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e

Caracteristicas fisiolégicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), namero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcédo de diferentes niveis de pH, mensuradas para
estimar a Vvariabilidade de isolados de Monosporascus
cannonballus, oriundos de plantas de bredo em areas de cultivo
de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e

Patogenicidade de isolados de Monosporascus cannonballus
oriundos de plantas de bredo em &reas de cultivo de meloeiro
nos estados do Rio Grande do Norte e Ceard, baseada no indice
de severidade da doenga (ISD), comprimento de raiz (CR) e
peso fresco de raiz (PFR)......covviiriiiiiceeeeee

51

56

59

11



CAPITULO Il

Tabela 01.

Tabela 02.

Tabela 03.

Tabela 04.

Caracteristicas fisiologicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcdo de diferentes temperaturas e sensibilidade ao
fungicida fluazinam (ICMF) mensurados para estimar a
variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus,
oriundos de plantas de pega-pinto em areas de cultivo de
meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e

Caracteristicas fisiologicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcéo de diferentes niveis de salinidade, mensuradas
para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus
cannonballus, oriundos de plantas de pega-pinto em areas de
cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e

Caracteristicas fisiologicas, taxa de crescimento micelial
(TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascOsporos
(NA) em funcdo de diferentes niveis de pH, mensuradas para
estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus
cannonballus, oriundos de plantas de pega-pinto em areas de
cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e

Patogenicidade de isolados de Monosporascus cannonballus
oriundos de plantas de pega-pinto em areas de cultivo de
meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceard, baseada
no indice de severidade da doenga (ISD), comprimento de raiz
(CR) e peso fresco de raiz (PFR).......cccccovvveveve e,

82

86

90

12



CAPITULO |

Figura O1.

LISTA DE FIGURAS

Peritécios de Monosporascus cannonballus infiltrados nas
raizes de meldo. Mossor0-RN, UFERSA..........ocooccveieeiiieeenins

CAPITULO II

Figura O1.

Figura 02.

Figura 03.

Figura 04,

Escala de notas utilizada para a avaliacdo da viruléncia de
isolados de Monosporascus cannonballus Mossord-RN,

Taxa de crescimento micelial (2A), e nimero de peritécios
(2B) dos isolados de Monosporascus cannonballus oriundos de
bredo em fungdo de diferentes temperaturas.............ccocevervrennnn.

Taxa de crescimento micelial (3A), e nimero de peritécios
(3B) dos isolados de Monosporascus cannonballus em fungéo
de diferentes niveis de salinidade..........cc.ccccovereiviiiieniiiciisinenns

Agrupamento geral de 18 isolados de Monosporascus
cannonballus oriundos de bredo obtidos em diferentes areas de
cultivo de mel&o dos estados do Rio Grande Norte e Ceara,
baseado na analise da distancia Euclidiana pela ligagdo média,
considerando as caracteristicas fisilogicas e a sensibilidade ao
fungicida fluazinam..........ccccooeiiiiiii e

CAPITULO 1l

Figura O1.

Figura 02.

Figura 03.

Figura 04.

Escala de notas utilizada para a avaliagdo da viruléncia de
isolados de Monosporascus cannonballus Mossord-RN,

Taxa de crescimento micelial (2A), e nimero de peritécios
(2B) dos isolados de Monosporascus cannonballus oriundos de
pega-pinto em funcdo de diferentes temperaturas............c.ceeueee

Taxa de crescimento micelial (3A), e nimero de peritécios
(3B) dos isolados de Monosporascus cannonballus em fungéo
de diferentes niveis de salinidade...........cc.ccocervrniiiiinienininiininns

Agrupamento geral de 18 isolados de Monosporascus
cannonballus oriundos de pega-pinto obtidos em diferentes
areas de cultivo de meldo dos estados do Rio Grande Norte e
Ceara, baseado na analise da distancia Euclidiana pela ligacdo
média, considerando as caracteristicas fisilogicas e a
sensibilidade ao fungicida fluazinam.............ccccccoevveiiini e,

25

48

53

58

64

79

83

87

13



SUMARIO

CAPITULO I
INTRODUGAO E REFENCIAL TEORICO

1 INTRODUGAO. .......cooisieiiteeteeeee e es st aes sttt s st as e 16
2 REFENCIAL TEORICO.... .o oiieieeieeeeeseeeesessesissssesses s ssessenseses s ssnasssssenennens 19
2.1 A CULTURA DO MELOEIRO......ccccctiiiriiiiet e 19
2.2 DOENGCAS NA CULTURA DO MELOEIRO........cccoeviiiiiiiineenieieinens 20
2.2.1 “Colapso” de ramas na cultura do mel&o..........ccoeevevveviviiecrinnninnns 20
2.3.2 Monosporascus cannonballus — ASpectos gerais..........ccooveverveneas 21
2.2.3 Taxonomia e morfologia do patdgeno..........cccevvevevveiecieieeienns 21
2.2.4 CondicOes de desenvolVImeNnto..........cocuveveininieneneinese e 22
2.25 PatogeniCidade. . .....ccveviiiiiiiie e e 23
2.2.6 HOSPEABITOS. ....cvvcvieciectece e s 24
2.2.7 SINtOMALOIOGIA. ......ceiieiiiciceee e 24
2.2.8 Dan0S ECONOMICOS.......ccuviriiierirsieeiesieeieereese e e sre st e eesee e 25
2.2.9 MEtodos de CONLIOIE..........cceveieiciceceieee s 26
2.2.10  Variabilidade em Monosporascus cannonballus................ccceue.... 28

2.3 PLANTAS DANINHAS COMO HOSPEDEIRAS ALTERNATIVAS DE
FITOPATOGENOS........cooveiieeieeessiseeeetes s enes sttt 28
2.3.1 Plantas daninhas hospedeiras de fungos...........cccoevevieveveieciiennens 29
REFERENCIAS.......cooteeeeeeee e enis s n s saenas s san s s st ansasen s 31

14



CAPITULO II

1 INTRODUGAO. ...t esee et es st sttt sena s an st nen 43
2 MATERIAL E METODOS........coieiieieeeiesieeeeseiesis s iessesissessssessenessssssssessssessssnens 45
2.1 DADOS GERAIS DOS EXPERIMENTOS.........cceosiiiniinieieenesisene e 45
2.1.1 Obtencéo dos isolados de Monosporascus cannonballus................. 45

2.1.2  Analise do crescimento micelial............coceverieiveiiieneieieie e 46

2.1.3  Anélise da produgao de PeriteCios.........cccoourrerrieieniriineesse e 46

2.1.4  Andlise da produgao de aSCOSPOIOS..........cerveuervrrermrieririeriseeenieeneens 46

2.1.5 Sensibilidade ao fungicida fluazinam...........c.ccccooviiiiiiiinininens 47

2.1.6  Viruléncia em meloeiro e melancieira..........ccocooevevevieveivneernsnennns 47

2.1.7  ANAlISES EStAlISTICAS. ... cvvevieeiierieieie et s 49

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........c.coomirimiiersinssisssessseesessisssssesseesesssssssssanen, 50
4 CONCLUSODES. ..ottt 65
REFERENCIAS........oiiieitiiieiee ettt 66

CAPITULO 11l

1 INTRODUGADO. .......coiieeieiieseceeee ettt es e 74
2 MATERIAL E METODOS........ciiiiiieieiesiesessiesis s isseeessesssseessess s sesssses s 76
2.1 DADOS GERAIS DOS EXPERIMENTOS........cccciiiiiiieeeneese e 76
2.1.1 Obtencéo dos isolados de Monosporascus cannonballus................. 76

2.1.2  Analise do crescimento micelial............ccccovevveiviiinerciciece e 77

2.1.3  Analise da produgao de PeriteCios.........ccurvrrrrerererereerereneserreeneans 77

2.1.4  Analise da produgao de aSCOSPOr0S........cccveverreriereereriareeeeeneeeneenns 77

2.1.5 Sensibilidade ao fungicida fluazinam..............ccccoeoviiieiieiiciinens 78

2.1.6  Viruléncia em meloeiro € melancieira.........ccocooevveveieiniininiesinnennns 78

2.1.7  ANAlISeS eStatiSTICAS. .. cverveeerierieieieeee e s 80

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........ccoomureieiieiereieierissessessissessesssessessessssssesssnsnes 81
4 CONCLUSODES........coiimiiiiieiesise st 96
REFERENCIAS. ..ot eeteeeseeeee s esae st sn s asnsn s s ien 97

15



CAPITULO |

INTRODUCAO E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta-se como o 3° maior produtor mundial de frutas, com uma producao
de aproximadamente 45 milhdes de toneladas (FAO, 2012). O meloeiro (Cucumis melo L.) se
destaca entre as principais culturas do pais, gerando emprego e renda. No ano de 2014 foi a
fruta mais exportada com 196,850 mil toneladas (IBRAF, 2015). A Regido Nordeste do Brasil é
responsavel por aproximadamente, 95% da producdo nacional de mel&o, com 18,074 mil
hectares plantados, sendo os principais estados produtores o Rio Grande do Norte, Ceard, Bahia
e Pernambuco (IBGE, 2015). Alta luminosidade, baixos indices pluviométricos e baixa umidade
relativa do ar sdo fatores ambientais encontrados no Nordeste brasileiro que permitem a
producdo desta cultura o ano inteiro, favorecendo o aumento da exportagcdo e garantindo
expressdo econbmica e social, com a formacdo de empregos diretos (transporte,
comercializacdo, venda de insumos e outros) e indiretos (CELIN, 2014).

A crescente expansdo da producao de meldo no Nordeste brasileiro, associada ao cultivo
intensivo e continuo sem rotacdo de culturas, tem proporcionado o aumento da incidéncia e
severidade de algumas doengas radiculares. Dentre estas enfermidades, destaca-se o “colapso”
ou “declinio” de ramas das cucurbitaceas, que ¢ decorrente do desequilibrio hidrico entre o
sistema radicular e a parte aérea da planta, principalmente no estadio proximo a colheita, fase na
qual a planta necessita de maior e continuo aporte de agua para suprir a demanda hidrica, o que
vem a ser comprometido devido ao apodrecimento do sistema radicular (GARCIA-JIMENEZ et
al., 2000; BELTRAN et al., 2005).

O fungo Monosporascus cannonballus Pollack & Uecker é um dos principais agentes
do colapso em varios paises, causando grandes perdas e reduzindo a producdo do meloeiro em
todo o mundo (SALES JUNIOR et al., 2003; 2004). Estudos realizados por Garcia-Jimenez et
al. (2000), mostraram que a producdo de meldo na Espanha diminuiu em torno de 40% em
apenas 15 anos, em areas afetadas por esta sindrome. Os sintomas incluem amarelecimento e
morte das folhas mais velhas, com gradual declinio das ramas, seguido de murcha e morte das
plantas na época proxima a formagéo dos frutos, podendo em alguns casos provocar perda total
da cultura (MARTYN e MILLER, 1996). Na etapa final da doenca observam-se também os
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peritécios do fungo infiltrados nas raizes. Com o ataque, as raizes apresentam coloracdo marrom
que evoluem para podriddo, ocasionando necrose do sistema radicular e perda de muitas raizes
secundérias e terciarias, tornando-se incapazes de absorver agua e nutrientes (GARCIA-
JIMENEZ et al., 2000; FITA et al., 2007), além dos frutos apresentarem menor teor de aglicares
e tamanho reduzido, perdendo o seu valor comercial (MERTELY et al., 1991; MARTYN e
MILLER, 1996).

Diversos métodos de controle vém sendo testados para combater este patdgeno,
entretanto ainda ndo se tem algo eficiente. No caso do controle quimico ndo existem produtos
registrados no Brasil (MAPA, 2016) para controlar esse fungo, além de estudos evidenciarem
que o uso de agrotoxicos é pouco eficaz para o controle de patdgenos radiculares. A utilizagdo
de plantas resistentes parece ser a forma mais interessante de controle do colapso, embora
apresente algumas dificuldades como a obtencéo de cultivares com caracteristicas agronémicas
desejaveis e o tempo de sua obtencdo (GARCIA-JIMENEZ et al. 1998; FITA et al., 2007). Na
Espanha, sob condig¢Ges de campo e infestacdo artificial em casa de vegetacao, identificou-se o
acesso Pat 81, também pertencente a subespécie agrestis, com alto nivel de tolerancia
(ESTEVA; NUEZ, 1994; IGLESIAS; NUEZ, 1998, IGLESIAS et al. 2000). Mais recentemente,
avaliando cultivares iranianas, Salari et al. (2012, 2013) identificaram as cultivares ‘Sfidak
khatdar’, ‘Sfidak bekhat’, ‘Nabijani’, ‘Ghandak’, ‘Mollamosai’, ‘Chappat’, ‘Shadgan’ e
‘Hajmashallahi’ como moderadamente resistentes a M. cannonballus. Entretanto até o0 momento
inexistem cultivares comerciais de meloeiro resistentes a M. cannonballus.

O conhecimento da variabilidade das populagGes dos patdgenos é essencial para o
desenvolvimento de estratégias de manejo das doencas radiculares. Estudos envolvendo a
biologia do patdégeno e os componentes da doenca podem constituir importantes instrumentos
de investigacdo da variabilidade em populacdes de patdgeno (BRUTON, 1998).

Apesar da importancia do colapso do meloeiro a nivel mundial, a variabilidade das
populacdes de M. cannonballus tem sido pouco estudada. Investigagcdes envolvendo a analise da
viruléncia (MERTLELY, 1993; BRUTON et al., 1999; ANDRADE et al., 2005) e o
polimorfismo do dsRNA (LOVIC et al., 1995; CLUCK et al., 2009) constataram a presenca de
diversidade entre os isolados de M. cannonballus. Estudos realizados por Correia et al., (2014)
guando analisaram a variabilidade de isolados de M. cannonballus oriundos de meloeiro,
constataram que existe variabilidade patogénica e fisiologica nas populagbes de M.
cannonballus causadoras do colapso do meloeiro nas reas de plantio dos estados do Ceara e
Rio Grande do Norte.

Foi detectado no Nordeste brasileiro duas espécies de plantas daninhas, bredo
(Boerhavia diffusa L.) e pega-pinto (Trianthema portulacastrum L.) como hospedeiras de M.

cannonballus em areas produtoras de cucurbiticeas (RODRIGUES, 2013). Estas espécies
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apresentam um 6timo desenvolvimento na regido semi-arida, tornando-se plantas de facil e
rapida disseminacdo, podendo servir como fonte de in6culo de M. cannonballus durante a
entressafra.

Entretanto, sdo escassas as informagdes sobre a variabilidade deste patégeno obtido de
espécies daninhas, o que eleva a importancia de estudar o comportamento de isolados destas
espécies de plantas, tendo em vista que essas plantas daninhas ocorrem comumente nas areas
produtoras de meldo da regido nordeste.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como objetivo investigar a variabilidade de
isolados de M. cannonballus oriundos de bredo (Trianthema portulacastrum L.) e pega-pinto
(Boerhavia diffusa L.), em areas produtoras de meldo nos estados do Rio Grande do Norte e
Ceard, com base nas caracteristicas fisioldgicas, severidade da doenca e sensibilidade ao

fungicida fluazinam.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A CULTURA DO MELOEIRO

O meloeiro é uma espécie pertencente & familia das Cucurbitéceas, cujo lugar de origem
ainda néo est4 bem esclarecido. H& evidéncias que desde milhares de anos 0 homem jé cultivava
algumas espécies desta familia, tanto no novo como no velho mundo (WHITAKER; DAVIS,
1962; ROBINSON; DECKER-WALTERS, 1997; BRUTON, 1998). india, Pérsia e China so
consideradas centros secundarios de origem de onde possivelmente ocorreu a sua dispersao para
bacia mediterranea, sendo reintroduzido pelos Arabes na Espanha (ROBINSON; DECKER-
WALTERS, 1997; MAROTO, 2002).

O cultivo do meloeiro no “Novo Mundo” aconteceu apds a segunda viagem de
Cristévao Colombo gue trouxe sementes para serem plantadas na Ilha Isabela, no arquipélago de
Galédpagos. No Brasil, a cultura foi introduzida pelos imigrantes europeus, sendo o0 Rio Grande
do Sul, provavelmente, o primeiro estado produtor de meldo (PEDROSA, 1997). Ainda que
outros historiadores afirmem ser Sdo Paulo o primeiro a cultivar esta olericola.

A producdo de meldo no Brasil tem crescido consideravelmente nos ultimos anos,
devido, principalmente, as adequadas condi¢fes climaticas, que favorecem o desenvolvimento
da cultura. A Regido Nordeste é responsavel por aproximadamente, 95% da producdo nacional
de meldo, com 18,074 mil hectares plantados, sendo os principais estados produtores o Rio
Grande do Norte, Ceard, Bahia e Pernambuco (IBGE, 2015).

Alta luminosidade, baixos indices pluviométricos e baixa umidade relativa do ar sdo
fatores ambientais encontrados no Nordeste brasileiro, os quais permitem o cultivo ininterrupto
ao longo do ano, favorecendo o aumento da exportacdo e garantindo expressdo econémica e
social através da geracdo de empregos diretos (transporte, comercializagdo, venda de insumos e
outros) e indiretos.

Desta forma, temos que, o0 mel&o é de grande importancia comercial para a exportacéo
brasileira, e em 2014 foi a fruta mais exportada, com um volume de 196.850 mil toneladas,
representando mais da metade do total das exportacdes (AGRIANUAL, 2015). Tal situacdo se
deve em grande parte & boa aceitacdo do meldo pelo mercado externo, especialmente pelos
paises europeus.

O polo Agricola Mossoré - Assu destaca-se como a maior regido produtora de meldo do
Rio Grande do Norte. O desenvolvimento dessa olericola na regido foi beneficiado pelo
limitado indice pluviométrico anual na regido do semiérido do Rio Grande do Norte, oferta de
trabalho abundante, terra disponivel, capacidade empresarial e facilidade para escoar a producéo
para o mercado externo, favorecendo a competitividade do meloeiro no estado (OLIVEIRA et
al., 2011)
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2.2 DOENCAS NA CULTURA DO MELOEIRO

Em funcdo das condigdes climaticas e do periodo de exploracdo, diversas doengas,
causadas principalmente por fungos, bactérias, nematoides e virus afetam a cultura do meloeiro,
limitando o seu cultivo (LOPES; REIS; LIMA, 2008). Dentre os fatores limitantes a producao,
as doencas tém provocado grandes perdas na produtividade e na qualidade dos frutos, afetando a
aparéncia do produto devido a presenca de pequenas manchas na casca que podem levar ao
descarte do fruto, além de elevarem o custo de produgdo com o uso excessivo de agrotoxicos
(CESAR; SANTOS, 2001).

No Brasil, a infestagdo por patdgenos de solo tem ocasionado perdas significativas na
producdo de hortalicas e inviabilizado algumas éareas de producdo comercial dessas culturas
(AUMONDE, 2007). Esses patdgenos de solo sdo agentes de algumas das varias doencas que
acometem o meloeiro, destacando-se entre elas o “declinio” de ramas, “colapso”, ou “morte
stbita” (GARCIAJIMENEZ et al., 1994a). Os sintomas incluem amarelecimento e morte das
folhas mais velhas, com gradual declinio das ramas, seguido de murcha e morte das plantas na
época préxima a formacdo dos frutos, podendo ocasionar em alguns casos, perda total da
cultura. (MARTYN & MILLER, 1996).

Inimeros agentes fitopatogénicos podem causar o colapso das ramas atuando de forma
isolada ou em conjunto (BRUTON, 1998; AEGERTER et al., 2000; GARCIA-JIMENEZ et al.,
2000; BELTRAN et al., 2005). Nas areas de producio dos estados do Rio Grande do Norte e do
Ceara, varios fungos associados as raizes de meloeiro podem causar o colapso de ramas, com
destaque para Monosporascus cannonballus (ANDRADE ET al., 2005; MARINHO et al.,
2002).

2.2.1 “Colapso” de ramas na cultura do meloeiro

O “declinio” de ramas vem se mostrando uma doenca de importancia crescente em todo
0 mundo, haja vista que 0s agentes patogénicos desta sindrome podem atacar isoladamente ou
em associagdo (SALES JUNIOR et al., 2003). Segundo Martyn e Miller (1996), um dos agentes
fangicos mais importantes responséveis por esta sindrome em cultivos de meloeiro no mundo é
Monosporascus cannonballus, descrito em melancia na Tunisia (MARTYN et al., 1994),
Estados Unidos - California (BRUTON; DAVIS; GORDON, 1995), México (MARTYN et al.,
1996), Italia (GENNARI et al., 1999) e Egito (EL-DESOUKY; EL WAKIL, 2003).

No Brasil, este patdgeno foi detectado pela primeira vez em 2002 em areas de cultivo de
meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara (SALES JUNIOR et al., 2003), e
posteriormente em 2008 e 2009 foi relatado pelo mesmo autor em areas de melancia nos
mesmos estados (SALES JUNIOR et al., 2010).
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2.2.2 Monosporascus cannonballus — Aspectos gerais

O fungo M. cannonballus é um fitopatdgeno que infecta a raiz da melancieira e do
meloeiro, podendo ocorrer isoladamente ou em associa¢do com outros fitopatdgenos causando a
sindrome denominada “declinio” das ramas em cucurbiticeas. Foi citado pela primeira vez no
Arizona em melGes do tipo Cantaloupe (TROUTMAN e MATEJKA, 1970). Posteriormente foi
referido no ano de 1974, quando Pollack e Uecker o descreveram em raizes de meloeiro, sendo
sua primeira referéncia. Atualmente é encontrado em diversos paises como Italia (GENNARI et
al., 1999), Espanha (LOBO RUANO, 1991), Tunisia (MARTYN et al., 1994), Japdo
(WATANABE,1979), Arabia Saudita (KARLATTI et al., 1997), Taiwan (TSAY & TUNG,
1995), México (MARTYN & MILLER, 1996), Guatemala (BRUTON & MILLER, 1997a),
Honduras (BRUTON & MILLER, 1997b) e Brasil (SALES JUNIOR et al., 2003).

Acreditava-se que este fitopatdgeno teria sido introduzido no Brasil por materiais de
propagacdo vindos da Espanha. Entretanto, em levantamento dos niveis populacionais de M.
cannonballus em solos com cultivo de meloeiro e solos de ecossistema Caatinga, realizado por
Medeiros et al. (2006), verificou-se a ndo significancia entre os niveis de ascosporos nos dois
ambientes, indicando que este fungo é habitante natural dos solos do semi-arido nordestino.

2.2.3 Taxonomia e morfologia do patégeno

Monosporascus cannonballus é um fungo habitante do solo, é um ascomiceto,
pirenomiceto, homotalico, com hifas septadas, hialinas, com largura entre 7,5 ¢ 14 um
(WATANABE, 1979). A fase assexuada (conidios) deste fungo ainda é desconhecida
(SIVANESAN, 1991). Os Ascomycetes, em geral, produzem oito ascésporos dentro de cada
asca, no entanto, M. cannonballus produz um ascosporo por asca (e raramente dois), de
aproximadamente 38 a 50 um, caracteristica essa que o diferencia das demais espécies deste
género (BELTRAN, 2006).

O nome M. cannonballus é uma alusdo referente a forma dos seus ascOsporos que
lembra uma bola de canhdo, uma vez que quando maduros, estes sdo de formato esférico e de
coloracdo marrom escuro a negros e brilhantes (POLLACK & UECKER, 1974). Este fungo
apresenta peritécios globosos, pretos, de formato esférico com didmetro de 500 um
(SIVANESAN, 1991), os quais geralmente aparecem no final do ciclo da cultura, infiltrados em
raizes afetadas (SALES JUNIOR et al., 2002), e que sao facilmente visiveis a olho nd, ou ainda,
observados em lupa. Estes peritécios, por sua vez, formam ascas periformes, de parede grossa,
com diametro entre 30-50 um (BELTRAN, 2006), com capacidade para sobreviver no solo por
longos periodos na auséncia de hospedeiro, constituindo o in6culo primario para as infeccGes
radiculares (MARTYN; MILLER, 1996; STANGHELLINI et al., 1996; WAUGH et al., 2003).
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Durante o ciclo de vida do patégeno as ascas desaparecem deixando livres 0s
ascosporos. Em meio de cultura, o fungo pode apresentar dois tipos de colénias: a primeira, de
crescimento réapido e coloragdo esbranquicada, que pode ficar mais escura com o tempo e por
fim, forma peritécios com 20 a 30 dias de cultivo; a segunda, ao contrério da outra, caracteriza-
se por baixa patogenicidade apresentando crescimento lento, coloragcdo amarela e nunca formam
peritécios (GARCIA- JIMENEZ et al., 1994).

2.2.4 Condigdes de desenvolvimento

Segundo Martyn & Miller (1996), M. cannonballus € um fungo terméfilo bem adaptado
as condicbes aridas e semi-aridas, com temperatura 6tima de crescimento variando entre 25 e 35
°C, sendo inibido em temperaturas acima de 40 °C e abaixo de 15 °C. Entretanto, um isolado
oriundo da Libia obteve o seu étimo de crescimento a 45 °C, sendo, portanto, considerado
termofilo (WOLFF, 1996; BRUTON et al., 1999; PIVONIA, 2002a). De acordo com Pivonia et
al. (2002b), este carater termdfilo prediz que tal fungo é patogénico apenas em regides guentes,
sendo saprofitico em regides mais frias. Devido a essa caracteristica, a regido Nordeste do Brasil
se mostra como excelente ambiente para o desenvolvimento deste patdgeno. Por este motivo, a
solarizacdo do solo, como uma estratégia isolada, é incapaz de controlar este patdgeno
(REUVENI et al. 1983).

Correia et al. (2014), quando realizaram estudo com 57 isolados de M. cannonballus
obtidos de raizes de meloeiro infectadas em campos de producédo nos estados do Rio Grande do
Norte e Ceard, verificaram grande variabilidade na taxa de crescimento micelial dos isolados,
onde a temperatura de 28 °C foi a mais propicia ao crescimento, enquanto a de 38 °C foi a
menos adequada. Temperaturas mais elevadas aumentam a penetracdo das hifas nas raizes e sdo
determinantes para ocorréncia do colapso do meloeiro. A ocorréncia de altas temperaturas no ar
e no solo, séo fatores limitantes para o desenvolvimento da doenca, sendo a temperatura do solo
mais critica para infecgdo e colonizacéo, aumentando a gravidade do colapso. (PIVONIA et al.
2002; STANGHELLINI et al. 2004).

A faixa de pH que proporciona o melhor crescimento do fungo, quando analisado “in
vitro” esta entre 6 e 7, podendo crescer até pH igual a 9, sendo seu crescimento inibido com
valores de pH inferiores a 4. Apresenta ainda tolerancia a niveis relativamente altos de sédio e
cloreto de potassio, que podem variar de 8 a 10% e tem Gtimo crescimento micelial em
potencial osmético de -0,6 a -0,8 Mpa (MARTYN & MILLER, 1996).

Outros fatores como umidade do solo e manejo da cultura, também exercem grande
influéncia sobre a populagdo de M. cannonballus no solo. Elevadas densidades de ascdsporos
tém sido registradas em solos com temperaturas entre 25 °C e 30 °C (WAUGH et al., 2003) e
sem saturacéo de umidade (BELTRAN et al., 2006).
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Tecnologias que preconizam a exploragdo intensiva, tais como monocultura, aumento
da densidade de plantio, irrigacdo por gotejamento e uso de cobertura plastica “mulch”,
propiciam a formagdo de um microclima artificial que permite o crescimento e infestagéo do
patdgeno, criando um ambiente favoravel para o aumento da infectividade e desenvolvimento
da doenga (BRUTON, 1998). Segundo Mertely et al. (1993), em um estudo realizado no Texas,
sob as mesmas condic¢des supracitadas, houve um répido aumento da densidade de indculo de
M. cannonballus quando comparado ao manejo tradicional, caracterizado pelo uso da rotacéo de
culturas com milho e cebola, irrigacdo por sulco e solo descoberto.

2.2.5 Patogenicidade

Com relagdo a patogenicidade de cepas de M. cannonballus, h4 controvérsias, e esse
assunto tem sido motivo da discussdo entre a comunidade cientifica. Bruton et al. (1996),
verificaram que as cepas espanholas eram menos virulentas que as norte-americanas. Entretanto,
Paniagua (2000) em estudo similar, constatou gque as cepas espanholas se mostraram mais
agressivas que as norteamericanas. Pivonia et al. (1997), realizaram ensaios de patogenicidade
conduzidos em condicBGes de campo, com inoculagdo artificial, e registraram altos indices de
mortalidade de plantas de meloeiro, para todas as combina¢fes em que Monosporascus sp.
estava envolvido.

Em testes de patogenicidade realizados em areas produtoras de meldo na Califérnia,
Aegerter et al. (2000) verificaram que M. cannonballus causou colapso e severos danos nas
raizes das plantas reduzindo o comprimento em até 93%. Os autores afirmaram que este fungo
parece permanecer saprofiticamente nos solos. Em levantamentos sobre a patogenicidade deste
fitopatdgeno a meloeiro, foi constatado que dentre 130 cultivares, 108 foram de moderadamente
até altamente susceptiveis, ao ataque deste fitopatogeno (WOLFF, 1996).

No Brasil, Andrade et al. (2005) conduziram um estudo de patogenicidade de M.
cannonballus & meloeiro, avaliando diferentes densidades de indculo. Os autores nédo
encontraram correlagdo significativa entre severidade de sintomas e as variaveis referentes ao
peso da parte aérea da planta. Balbino (2015) avaliando a susceptibilidade de cultivares de
diferentes culturas, cucurbitaceas e ndo cucurbiticeas, frente a inoculagdo de dois isolados de M.
cannonballus, um de meloeiro e outro de pega-pinto, obtidos de areas produtoras de meldo do
Nordeste brasileiro, observou diferentes graus de resisténcia e susceptibilidade nas culturas
inoculadas, sendo as espécies de cucurbitaceas as que apresentaram o maior indice geral da
doenga.

Alguns tipos de coldnias de M. cannonballus caracterizam-se por ndo formarem
peritécios e por apresentarem baixa patogenicidade, este fato pode estd ligado a presencga de

material genético extra, como dsRNA ou RNA bacteriano, encontrado em diferentes proporcoes
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em todos os isolados que mostraram pouca viruléncia. A presenca destes materiais pode ser
consequéncia de restos de RNA procedentes da replicagdo de alguns virus (MARTYN et al.,
1993).

2.2.6 Hospedeiros

Com relacdo aos seus hospedeiros o M. cannonballus é descrito como sendo
fitopatdgeno de cucurbitaceas em todo o mundo, como por exemplo, pepino (Cucumis sativus
L.), meldo, melancia e ab6bora (Cucurbita pepo L.), abdbora (Cucurbita moschata (Duchesne)
Duchesne et Poir), moranga (Cucurbita méxima Duch.), cabaca (Lagenaria siceraria (Molina)
Standl.) e bucha (Luffa aegyptiaca Mill), sendo meldo e melancia os principais
(STANGHELLINI et al., 2001; SALES JUNIOR et al., 2002).

Os danos causados por M. cannonballus também podem ser observados em plantas que
ndo pertencem a familia das cucurbitaceas. Entretanto, Mertely et al., (1993) afirmam que
relatos em espécies que ndo sejam da familia das cucurbitaceas podem ndo ter importancia
agricola, contribuindo apenas para a persisténcia do patdgeno durante curtos ou prolongados
periodos de rotacao de culturas.

M. cannonballus foi descrito em plantas que ndo pertencem a esta familia, como por
exemplo, milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor L.), feijdo (Phaseolus vulgaris) e trigo
(Triticum aestivum L.) (SIVANERSAN, 1991); foi detectado também como patdgeno de
papilionaceas como (alfafa) Medicarpo sativa L. (POLLACK; UECKER, 1974) e em outras
espécies como (trevo) Trifolium pratense L., gergelim (Sesamum indicum L.), lirio (Iris sp.),
Achyrantes aspera L. na india, tomate (Lycopersicon sculentum L.), algoddo (Gossypium
hirsutum L.) e brécolis (Brassica oleracea L.), todavia em nenhuma dessas culturas a
patogenicidade foi estabelecida segundo os Postulados de Koch (SIVANESAN, 1991).

Recentemente foi relatado no Nordeste brasileiro em raizes de plantas daninhas, bredo
(Trianthema portulacastrum L.) e pega-pinto (Boerhavia diffusa L.) (RODRIGUES, 2013).

2.2.7 Sintomatologia

As infecgBes comegam nas raizes secundarias e, posteriormente, na raiz principal e, nos
casos mais graves, chegam até o colo (MARTYN; MILLER, 1996). Os sintomas da doenca
iniciam-se com amarelecimento gradual e a seca das folhas mais velhas, o qual avanga
rapidamente para as folhas mais jovens, causando a seca e morte prematura das plantas
(MARTYN; MILLER, 1996). As raizes apresentam-se necrosadas e apodrecidas. Estes
sintomas sdo observados inicialmente nas raizes secundarias e posteriormente na raiz principal e
hipocétilo, onde se observa a reducdo do cértex ao redor do cilindro vascular, impedindo que o

sistema radicular realize sua fungdo. O cortex desaparece quase que completamente nos Gltimos
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estagios da enfermidade, fazendo com que o hipocétilo adquira uma consisténcia mole, sendo
facilmente desprendido do solo, 0 que leva a perda de parte do sistema radicular da planta
(SILVA et al., 2010).

Esses danos provocam a reducdo da capacidade da planta em absorver &gua, causando
um desequilibrio hidrico e acarretando o decaimento de ramas e murcha generalizada
(MARTYN; MILLER, 1996). Ao final do ciclo da doencga, a presenca de peritécios pode ser
observada no tecido das raizes apodrecidas (MERTELY et al., 1991; SALES JR. et al., 2001,
2002), facilitando a identificacdo do agente causal da doenca no campo.

Figura 1. Peritécios de Monosporascus cannonballus infiltrados nas raizes de meldo. Mossoré-
RN, UFERSA (RODRIGUES, 2016).

2.2.8 Danos econdmicos

O “declinio” de ramas ¢ uma doen¢a considerada de importancia agricola, reduzindo
areas de cultivo de cucurbitaceas em todo o mundo (SALES JUNIOR et al., 2003; 2004). Os
danos causados pelo M. cannonballus diminui a capacidade de absorcdo de agua e nutrientes
pela planta, prejudicando o periodo de maturacdo dos frutos, podendo ocasionar em alguns
casos, perda total da cultura (MARTYN; MILLER, 1996).

Alcéntara et al. (1997), em testes de patogenicidade executados no Vale de Arava
(Israel), identificaram M. cannonballus como o agente mais agressivo envolvido na referida
sindrome.

Estudos realizados por Garcia-Jimenez et al. (2000), mostraram que a producdo de
meldo na Espanha diminuiu em torno de 40% em apenas 15 anos, principalmente devido a
referida enfermidade, com predominéancia de patdgenos radiculares como M. cannonballus e
Acremonium cucurbitacearum Alvaro-Garcia, W. Gams & J. Garcia-Jimenez.

No Brasil, em areas de cultivos de meloeiro no Rio Grande do Norte, essa enfermidade
apresentou uma incidéncia de 15% em dois campos de producdo comercial em 2002 (SALES
JUNIOR et al., 2003). Em prospecc0es realizadas na mesma regiéo no ano seguinte, o fungo foi
isolado de 30% das raizes das plantas provenientes das areas que apresentaram incidéncia da
doenca (ANDRADE et al., 2005).
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2.2.9 Métodos de controle

Algumas tentativas de controle tém sido utilizadas, entretanto tém sido pouco eficientes,
devido ao fato do fungo ser considerado terméfilo e bem adaptado ao clima érido e semiarido.
No Brasil, apesar de algumas medidas estarem sendo estudadas, estas ainda sdo pouco eficazes e
ainda ndo sdo muito bem estabelecidas devido a falta de informacgdes sobre a epidemiologia
desta doenca, além disso, o Nordeste Brasileiro dispde de condi¢bes edafo-climaticas ideais para
o0 desenvolvimento deste patogeno (SILVA et al., 2010).

Todavia, tem se alcangado bons resultados, quando feito 0 manejo integrado da doenca,
o qual dificulta o desenvolvimento do patdégeno. Dentre as técnicas do manejo pode-se citar a
utilizacdo de variedades resistentes, producdo de mudas enxertadas, manipulacdo do sistema de
irrigacéo, controle quimico a base de fungicida e uso de outros fumigantes, de forma isolada ou
em combinacdo com a solarizagdo do solo (COHEN et al., 2000), uma vez que isoladamente a
solarizacdo do solo ndo é eficiente para controlar o patdgeno (REUVENI et al., 1983).

O controle quimico é pouco eficaz no campo. Entretanto, testes “in vitro” mostram
alguns resultados positivos. Segundo Cohen et al. (1999), testando 29 ingredientes ativos,
observaram que apenas os ativos fluazinam e kresoxym-metil conseguiram inibir 100% o
crescimento “in vitro” de M. cannonballus. Dados esses que foram confirmados em campo,
mostrando que ao utilizar o fluazinam houve uma reducdo de 87% de plantas com sintomas de
colapso. Medeiros et al. (2006), constataram que o0s ingredientes ativos difenoconazole,
fluazinam, tiofanato metilico, piraclostrobina + metiram, cresoxim-metilico, chlorothalonil,
trifluozole e propiconazole sobre a eficiéncia no controle “in vitro” de um isolado de M.
cannonballus, observaram que o fluazinam foi o0 que apresentou maior eficiéncia, na
concentragdo 0,5 ug mL 1, seguido de propiconazole. Guimaraes et al. (2008), encontraram
resultado semelhante, onde o fluazinam foi eficiente para controle do referido fungo em
condicdes de casa-de-vegetacdo. Contudo, apesar dos diversos estudos envolvendo principios
ativos, ndo ha produtos registrados para o controle desta enfermidade no Brasil (MAPA, 2016).
Correia et al. (2014) verificaram uma alta sensibilidade de 57 isolados de M. cannonballus
oriundos de meldo do nordeste brasileiro, quando avaliados in vitro com aplica¢éo do fungicida
fluazinam.

A fumigacdo com brometo de metila mostrou-se como uma forma de controle eficaz em
algumas zonas produtoras de cucurbiticeas no mundo (STANGUELLINI et al., 2001).
Entretanto, esta é uma técnica causa grande impacto ambiental, motivo pelo foi proibido a
utilizacéo do referido produto a partir de 2015 (STANGUELLINI et al., 2004). No Brasil a sua

producdo e comercializagdo j& sdo proibidas desde 2006, por meio da Instrucdo
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Normativa conjunta 01 de 10 de setembro de 2002 (MAPA, 2013). Outros fumigantes vém
sendo testados, como é o caso de 1,3-dicloropropeno e a combinagdo deste com cloropicrina,
embora sejam menos eficientes que o brometo de metila (MILLER et al., 1992).

Alternativas de controle bioldgico ainda sdo pouco evidenciadas, embora os resultados
em laborat6rio e em casa de vegetacdo sejam promissores. Batten et al. (2000) utilizando cepas
de Trichoderma e Chaetomium, obtiveram resultados bastante positivos com relacéo ao controle
do M. cannonballus, ainda que em condigdes controladas. Zhang et al. (1999) em experimento
em casa-de-vegetacdo confirmaram a eficiéncia do controle biolégico de M. cannonballus, por
T. virens Rifai. O qual se baseia na a¢do antagonica interespecifica ou por meio de competicdo
pelo tecido da planta que, uma vez colonizado, ndo permite a infecgdo por parte das espécies
fitopatogénicas; por meio da acdo direta, pelos mecanismos do micoparasitismo. (SILVA et al.,
2010).

Sales Janior et al. (2007), estudando o controle biol6gico de M. cannonballus através da
infestacdo de substrato com as concentracdes de 4 e 8 x 10° UFC g! de Chaetomium
verificaram que este foi eficiente em mais de 50% no controle M. cannonballus, proporcionando
controle satisfatério do fitopatdgeno alvo.

Guimardes et al. (2012), analisando a viabilidade de Trichoderma como agente de
controle biol6gico na cultura do meloeiro, na regido de Mossor6- RN, constataram que 0 uso de
biopreparados de Trichoderma nas atuais condi¢fes de utilizagdo da regido, ndo apresentou
resultados positivos, como foi observado anteriormente em outros trabalhos.

Diversos métodos de controle cultural vém sendo estudados, entre eles a utilizagdo de
enxerto de meloeiro sobre abdbora (Cucurbita spp.) (COHEN et al., 2000) e a eliminagdo de
restos de cultivo, para evitar o aumento do nivel populacional de in6culo no solo
(STANGHELLINI et al., 2004). Segundo Koren e Edelstein (2004) em lIsrael, 0 uso de melancia
enxertada é responsavel por cerca de 65% da area plantada total da cultura. Estudos realizados
em condigdes de campo mostraram que a incidéncia de M. cannonballus em meloeiro enxertado
foi menor do que naquelas plantas ndo enxertadas, concluindo assim, que a enxertia € um
método efetivo de controle da doenga, mas ainda sdo necessarias pesquisas para
determinar a combinag&o perfeita para cada caso (COHEN et al., 2000).

A resisténcia de cultivares & M. cannonballus tém sido incluida como alternativa de
controle (COHEN et al., 2000) ainda que se desconheca cultivares comerciais com niveis
aceitaveis de resisténcia ao patdgeno. Sales Junior et al. (2002), avaliando o comportamento de
meldo e melancia em solo inoculado com M. cannonballus, concluiram que as duas cultivares
de melancia estudadas foram resistentes ao fungo, sendo necessaria, no entanto, a avaliacdo de

mais gendtipos para obtencdo de resultados mais consistentes.
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Segundo Crosby (2001) avaliando o germoplasma de Cucumis melo L. agrestis (Naud)
Pangalo em solo inoculado com M. cannonballus, foram encontrados trés genotipos resistentes
ou imunes ao patégeno, concluindo assim, que ha possibilidade da introducdo de genes que

conferem a resisténcia.

2.2.10 Variabilidade em Monosporascus cannonballus

Apesar da importancia do colapso do meloeiro a nivel mundial, a variabilidade das
populagcdes de M. cannonballus tem sido pouco estudada. Investigagdes envolvendo a anélise da
viruléncia (MERTLELY, 1993; BRUTON et al., 1999; ANDRADE et al., 2005) e o
polimorfismo do dsRNA (LOVIC et al., 1995; CLUCK et al., 2009) constataram a presenca de
diversidade entre os isolados de M. cannonballus. Estudos realizados por Correia et al., (2014)
analisando a variabilidade de isolados de M. cannonballus oriundos de meloeiro, constataram
que existe variabilidade patogénica e fisiologica nas populagdes de M. cannonballus causadoras
do colapso do meloeiro nas areas de plantio dos estados do Ceara e Rio Grande do Norte.

Isolados espanhdis de M. cannonballus apresentaram grande variabilidade na taxa de
crescimento micelial em funcdo da temperatura, sendo observado que isolados mais agressivos
ndo apresentaram maiores taxas de crescimento micelial na faixa de temperatura étima (28 a 34
°C).

A existéncia de variabilidade nas populag¢fes de M. cannonballus podera ter implicagdes
no melhoramento genético para resisténcia ao declinio, especialmente na estabilidade e
durabilidade da resisténcia. A inabilidade para discriminar entre isolados moderadamente a
altamente virulentos pode conduzir a uma escolha desastrosa dos isolados a serem testados na
selecdo de germoplasmas resistentes. Portanto, avaliaces precisas de viruléncia de patdgenos
habitantes do solo sdo necessarias para monitorar a introducdo de gene (s) e ou/ deriva genética
dentro da populacao do patégeno (BRUTON et al., 2000).

2.3 PLANTAS DANINHAS COMO HOSPEDEIRAS ALTERNATIVAS DE
FITOPATOGENQOS

As plantas daninhas, segundo Pitelli (1985) sdo aquelas que, espontaneamente,
emergem nos ecossistemas agricolas podendo interferir ndo sé na produtividade das plantas
cultivadas, mas também na operacionalizacdo do sistema de producdo empregado. Estas plantas
tém algumas caracteristicas peculiares como a capacidade de produzir grande numero de
sementes, apresentarem dorméncia e germinagdo desuniforme.

A competicdo €, sem davida, a forma mais conhecida de interferéncia direta das plantas
daninhas nas culturas agricolas, segundo Silva et al. (2010), a convivéncia da melancieira com

estas plantas durante todo o ciclo, pode reduzir a produtividade comercial da cultura em até
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100%, porém, estas também servem como hospedeiras de algumas pragas e doencas
(CHIAVEGATO, 1986). Segundo Chaves et al. (2003), as plantas daninhas podem atuar como
hospedeiras secundarias de fitopatdgenos, servindo com fontes de indculo e desempenhando
uma importante funcéo na epidemiologia das doencas.

Alguns trabalhos evidenciam a importancia das plantas daninhas como hospedeiras
alternativas e fonte de in6culo de diferentes fitopatdgenos como fungos, virus e nematdides.

2.3.1 Plantas daninhas hospedeiras de fungos

Diversos trabalhos mostram a importancia das plantas daninhas como hospedeiras
alternativas e potenciais fonte de ind6culo de variados fungos. Raid e Pennypacker (1987),
trabalhando com Colletotrichum coccodes (Wallr.) causador da antracnose em tomateiro,
concluiram que algumas espécies de plantas daninhas servem como fonte de indculo secundario
durante o cultivo e como fonte de in6culo primario entre cultivos de tomate. Os autores
constataram que o fungo infectou plantas daninhas de diferentes familias e que a eficiéncia na
infeccdo aumentou com a senescéncia das plantas. Observaram também que a maioria das
plantas infectadas ndo apresentaram sintomas.

Berrie e Burgess (2001) e Parikka e Lemmetty (2009) inocularam diversas espécies de
plantas daninhas comumente encontradas em plantagdes de morango (Fragaria L.) com
Colletotrichum acutatum J.H. Simmonds e concluiram que todas atuavam como hospedeiras e,
além disso, serviam como fonte de in6culo priméario para o surgimento da antracnose em
morango. Freeman, Horowitz e Sharon (2001) isolaram C. acutatum de plantas daninhas
assintomaticas e estes isolados causaram sintomas de antracnose em plantas de morango. Os
resultados obtidos por esses autores sugerem que as plantas daninhas hospedeiras de C.acutatum
podem servir como fontes de in6culo e permitir a sobrevivéncia do fungo entre as safras de
morango.

Hartman, Manandhar e Sinclair (1986) relatam a ocorréncia de Colletotrichum spp. em
plantas daninhas coletadas de campos de producdo de soja e milho. Alguns isolados de C.
truncatum obtidos de plantas daninhas foram tdo patogénicos em plantulas de soja (Glycine Max
L.) quanto os isolados obtidos da soja. Os autores concluiram que a alta incidéncia de
Colletotrichum spp. nas folhas de soja e plantas daninhas sugere que o patdgeno esta presente
desde cedo no campo de producdo, e a sua presenca em plantas daninhas se d& de forma
assintomatica.

Estudos conduzidos por Batista (1984) constataram plantas daninhas frequentes em
cultivos de guarana (Paullinia cupana Kunth), como hospedeiras do fungo Colletotrichum
guaranicola (Albug.) agente da antracnose do guaranazeiro, a principal doenca da cultura
(Albuquerque, 1961; Trindade & Poltronieri, 1997). Esta doenca tem sido apontada como
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responsavel pela reducdo da area cultivada com guarana no Estado do Amazonas (IBGE, 1999),
podendo levar a reducgdo de até 88% das plantacdes, em condic¢des de cultivo tradicional, e, com
isso, inviabilizar cultivos de guarana como alternativa econdmica dos produtores (ARAUJO et
al., 2002). Miléo et al. (2007), realizando levantamento em seis &reas cultivadas com
guaranazeiro, identificaram 47 espécies de plantas daninhas como hospedeiras de 1009 isolados
fangicos. Dentre os diversos fungos isolados estava o C. guaranicola, agente causal da
antracnose do guaranazeiro, presente em 11 espécies de plantas daninhas.

Frare (2011) também avaliou diferentes espécies de plantas daninhas como fonte de
indculo de C. acutatum na cultura do citros (Citrus spp.), este pesquisador observou que o fungo
apresentou sobrevivéncia em todas as plantas daninhas que foram inoculadas, embora estas
tenham se mostrado como assintomaticas, e esse mesmo isolado quando inoculado em flores de
citros, desencadeou sintomas tipicos de podriddo floral dos citros. O autor conclui que as
plantas daninhas avaliadas podem servir como hospedeiras alternativas de C. acutatum,
resultando em fonte de indculo priméario e secundario deste patdégeno para a cultura do citros.

Sales Junior et al. (2012) relataram a ocorréncia de M. phaseolina e R. solani, agentes
causais do “declinio” das ramas, em plantas daninhas prevalentes em areas de cultivo de meldo
no Nordeste Brasileiro. O levantamento detectou 13 espécies daninhas hospedeiras de M.
phaseolina e uma espécie hospedeira de R. solani, concluindo que o controle das plantas
daninhas na entressafra é essencial para o sucesso no manejo do colapso das ramas do meloeiro,
doenca de importancia econdmica para a regido, quando M. phaseolina predomina entre 0s
agentes causais.

Rodrigues (2013) avaliando a ocorréncia de plantas daninhas como hospedeiras
alternativas de fitopatdgenos radiculares em areas de producdo de meldo nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara, verificou 14 espécies de plantas daninhas, como hospedeiras de
patdgenos radiculares causadores do declinio de ramas em meldo e melancia. Destas 14
espécies, duas foram relatadas como hospedeiras de M. cannonballus, bredo (Trianthema

portulacastrum L.) e pega-pinto (Boerhavia diffusa L.).
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CAPITULO II

VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE Monosporascus cannonballus ORIUNDOS DE
BREDO PRESENTES EM AREAS PRODUTORAS DE MELOEIRO

RESUMO

O Nordeste se destaca no cenario nacional, tendo o cultivo do mel&o (Cucumis melo L.) como
uma das atividades de maior expressdo social e econdmica da regido. Dentre os principais
problemas enfrentados pelos produtores, destacam-se as doencas, dentre ela o colapso do
meloeiro causado por Monosporascus cannonballus. Apesar da importancia da doenga pouco se
conhece sobre a variabilidade desse patégeno. Visando investigar a variabilidade em isolados de
M. cannonballus oriundos de bredo em areas produtoras de meldo nos estados do Rio Grande do
Norte e Ceara, Dezoito isolados foram avaliados quanto a taxa de crescimento micelial (TCM),
namero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA), nas diferentes temperaturas, (20, 25,
30 e 35 °C), niveis de salinidade, (0, 1, 4 e 8%), e niveis de pH, (5,5, 6,0 e 8,0), bem como a
inibicdo do crescimento micelial ao fungicida fluazinam (ICMF), e ao indice de serveridade da
doenca a meldo e melancia (ISD). A temperatura de 30°C apresentou 0s maiores valores de
TCM, enguanto a de 20°C os menores. Os maiores valores de NP foram registrados na
temperatura de 30°C enquanto a de 25°C foi a unica onde houve producdo de ascosporos. O
niveis de 0 de 1% de salinidade registraram os maiores valores de TCM, e o de 8% 0s menores.
Valores de NP foram observados apenas nos niveis de 0 e 1% de salinidade, sendo no de 0%
registrados os maiores valores. Foi verificado formag&o de ascosporos apenas no nivel de 0%. O
niveis de pH 5,5 e 6,0 proporcionaram os maiores valores de TCM, enquanto o de 8,0 o0s
menores. Os valores de NP foram observados em todos os niveis de pH, sendo o de 6,0 o que
proporcionou maiores valores. Ndo houve produgdo de ascosporos em nenhum nivel de pH.
Todos os isolados apresentaram baixa sensibilidade ao fungicida fluazinam, com média de
15,53% ICMF. Todos os isolados foram patogénicos a meldo e melancia com um ISD médio de
56,25 e 70,13 % respectivamente. Na analise multivariada foi verificada a formacao de 4 grupos
de similaridade. Diferentes isolados de uma mesma area foram distribuidos em diferentes

grupos de similaridade, indicando a alta variabilidade entres os isolados.

Palavras-chave: Cucumis melo. Patégeno radicular. Colapso do meloeiro. Fluazinam.
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VARIABILITY OF Monosporascus cannonballus ISOLATES FROM BREDO PLANTS
IN AREAS OF MELON

ABSTRACT

The Brazilian Northeast stands out in the national scenario, with the melon (Cucumis melo L.)
cultivation as one of the activities of greater social and economic expression of region. Among
the main problems faced by the producers are the diseases, among them, the melon collapse
caused by Monosporascus cannonballus. Despite the importance of the disease, little is known
about the variability of this pathogen. Aiming to investigate variability in M. cannonballus
isolates from weeds in areas that produce melon, in the states of Rio Grande do Norte and
Cearé. Eighteen Bredo (Trianthema portulacastrum L.) isolates were evaluated for mycelial
growth rate (MGR), number of perithecia (NP) and number of ascospores (NA) in different
temperatures (20, 25, 30 and 35 ° C), salinity levels (0, 1, 4 and 8%), and pH levels (5.5, 6.0 and
8.0), as well as inhibition of mycelial growth to the fungicide fluazinam (IMGF), and to the
serverity index of the disease to melon and watermelon (SID). It was verified that the
temperature of 30 °C presented the highest values of MGR, whereas the one of 20 °C the smaller
ones. The highest values of NP were recorded in the temperature of 30°C while that of 25°C was
the only one where there was ascospore production. The levels of 0 of 1% of salinity registered
the highest values of MGR, and 8% of the lowest. NP values were only observed in the 0 and
1% salinity levels, with the highest values being 0%. Ascospores were only found at the 0%
level. Levels of pH 5.5 and 6.0 provided the highest values of MGR, while 8.0 had the lowest
values. Perithecias were observed at all pH levels, with level 6.0 giving the highest value. There
was no ascospore production at any pH level. All isolates presented low sensitivity to
fluazinam, with a mean of 15.53% IMGF. All isolates were pathogenic to melon and
watermelon with mean SID of 56.25 and 70.13%, respectively. In multivariate analysis it was
verified the formation of 4 similarity groups. In multivariate analysis it was verified the
formation of 5 similarity groups. Isolates from the same area were distributed in different

similarity groups, indicating high variability among the isolates.

Keywords: Cucumis melo. Melon collapse. Root pathogens. Fluazinam.
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1 INTRODUCAO

A Regido Nordeste do Brasil é responsavel por aproximadamente 95% da producéo
nacional de meldo, com 18,074 mil hectares plantados, sendo os principais estados produtores o
Rio Grande do Norte, Ceara, Bahia e Pernambuco (IBGE, 2015). A cadeia produtiva do meldo
nesses estados tem contribuindo para a geracdo de emprego e renda, com relevante importancia
econbmica e social para o semiarido, (CELIN et al, 2014).

A crescente expansdo da producdo do meldo (Cucumis melo L.) no Nordeste brasileiro,
associada ao cultivo intensivo e continuo sem rotacdo de culturas, tem proporcionado o aumento
da incidéncia e severidade de algumas doencas radiculares.

Dentre estas doencas, o colapso do meloeiro, causado por fitopatdgenos habitantes do
solo, tem se tornado especialmente importante. O fungo Monosporascus cannonballus Pollack
& Uecker é um dos principais agentes do colapso em varios paises, causando grandes perdas e
reduzindo a producdo do meloeiro em todo o mundo (SALES JUNIOR et al., 2003; 2004).
Estudos realizados por Garcia-Jimenez et al. (2000), mostraram que a produgdo de meldo na
Espanha diminuiu em torno de 40% em apenas 15 anos, em areas afetadas por esta sindrome.
Os sintomas incluem amarelecimento e morte das folhas mais velhas, com gradual declinio das
ramas, seguido de murcha e morte das plantas na época préxima a formacao dos frutos, podendo
em alguns casos provocar perda total da cultura (MARTYN e MILLER, 1996). Na etapa final
da doenca observam-se também os peritécios do fungo infiltrados nas raizes. Com o ataque, as
raizes apresentam coloracdo marrom que evoluem para podriddo, ocasionando necrose do
sistema radicular e perda de muitas raizes secundarias e terciarias, tornando-se incapazes de
absorver &gua e nutrientes (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000; FITA et al., 2007), além dos frutos
apresentarem um menor teor de agucares e tamanho reduzido, perdendo o seu valor comercial
(MERTELY etal., 1991; MARTYN e MILLER, 1996).

No Brasil, este patdgeno foi detectado pela primeira vez em 2002 em areas de cultivo de
meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara (SALES JUNIOR et al., 2003) e,
posteriormente, em 2008 e 2009 foi relatado pelo mesmo autor em areas de melancia nos
mesmos estados (SALES JUNIOR et al., 2010).

Algumas tentativas de controle tém sido utilizadas, entretanto tém sido pouco eficientes,
devido ao fato do fungo ser considerado terméfilo e bem adaptado ao clima arido e semiérido.
No Brasil, apesar de algumas medidas estarem sendo estudadas, estas ainda sdo pouco eficazes e
ainda ndo sdo bem estabelecidas, devido a falta de informacgdes sobre a epidemiologia desta
doenca, além disso, o Nordeste brasileiro dispde de condi¢des edafo-climaticas ideais para
0 desenvolvimento deste patégeno (SILVA et al.,, 2010). O controle quimico tem sido
insatisfatorio e/ou antieconémico (COHEN et a., 1999, 2000; EDELSTEIN et al., 1999;
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STANGHELLINI et al., 2004; FITA et al., 2007). N&do existem fungicidas registrados no Brasil
para o controle eficiente de M. cannonballus (MAPA 2016). A utilizag&o de plantas resistentes
parece ser a forma mais eficiente de controle do colapso do meloeiro, embora apresente algumas
dificuldades como a obtencdo de cultivares com caracteristicas agrondémicas desejaveis e o
tempo de sua obtengdo (ARMENGOL, 1998; FITA et al., 2007). Entretanto, até 0 momento,
néo existem cultivares comerciais de meloeiro resistentes a M. cannonballus.

O sucesso dos programas de melhoramento genético visando a resisténcia depende do
conhecimento prévio sobre a variabilidade do patdégeno, portanto é essencial que este aspecto
seja investigado antes da selecdo de fonte de resisténcia no hospedeiro (BRUTON, 1998).

Apesar da importancia do colapso do meloeiro a nivel mundial, a variabilidade das
populagdes de M. cannonballus tem sido pouco estudada. Investigacdes envolvendo a andlise da
viruléncia (MERTLELY, 1993; BRUTON et al.,, 1999; ANDRADE et al.,, 2005) e o
polimorfismo do dsRNA (LOVIC et al., 1995; CLUCK et al., 2009) constataram a presenca de
diversidade entre os isolados de M. cannonballus. Estudos realizados por Correia et al., (2014)
analisando a variabilidade de isolados de M. cannonballus oriundos de meloeiro, constataram
que existe variabilidade patogénica e fisiologica nas populagdes de M. cannonballus causadoras
do colapso do meloeiro nas areas de plantio dos estados do Cearé e Rio Grande do Norte.

Duas espécies de plantas daninhas, bredo (Boerhavia diffusa L.) e pega-pinto
(Trianthema portulacastrum L.) detectadas como hospedeiras de M. cannonballus em areas
produtoras de cucurbiticeas no Nordeste brasileiro (RODRIGUES, 2013), apresentam um 6timo
desenvolvimento na regido semiarida, tornando-se plantas de facil e rapida disseminacéo,
podendo servir como fonte de indculo deste fungo durante a entressafra. Nascimento et al.
(2011), realizando um levantamento das comunidades infestantes em diferentes sistemas de
cultivo de milho na regido de Mossord-RN, verificou que a espécie T. portulacastrum L. se
mostrou frequente em 100% das areas de plantio convencional de milho, indicando que a regiao
é bastante propicia para a propagacdo dessa planta, e que a mesma é comumente encontrada em
areas de cultivo de diversas espécies.

Entretanto, sdo escassas as informagdes sobre a variabilidade deste patdgeno obtido de
espécies daninhas, o que eleva a importancia de estudar o comportamento de isolados oriundos
destas plantas, tendo em vista que estas ocorrem comumente nas areas produtoras de meldo da
regido nordeste.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo investigar a variabilidade de 18
isolados de M. cannonballus oriundos de bredo (Trianthema portulacastrum L.), em éreas
produtoras de mel&o nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, com base nas caracteristicas

fisiologicas, severidade da doenga e sensibilidade ao fungicida fluazinam.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 DADOS GERAIS DOS EXPERIMENTOS

2.1.2 Obtencéo dos isolados de Monosporascus cannonballus

A escolha da espécie daninha foi feita com base em estudos anteriores, onde esta
espécie, bredo, foi relatada como hospedeira alternativa do fungo Monosporascus cannonballus,
em areas produtoras de cucurbitaceas no Nordeste brasileiro (RODRIGUES, 2013).

Foram coletadas 260 plantas de bredo (Trianthema portulacastrum L.), assintomaticas,
em éareas produtoras de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara. Posteriormente
as raizes dessas plantas foram levadas ao Laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA, onde o
sistema radicular foi cuidadosamente lavado em agua corrente, para eliminar residuos de solo
aderidos e realizado a desinfestacdo superficial com alcool 70%, por 60 segundos, e imersas em
solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% durante 60 segundos, apés isso foram lavadas em agua
destilada e esterilizada por trés vezes, para retirar o excesso de cloro. Os fragmentos foram
colocados em placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), suplementado
com estreptomicina (500 ppm). As placas foram mantidas em estufa tipo BOD a temperatura de
27+1°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 5-7 dias.

Apbs este periodo, 0s pontos que apresentaram crescimento flngico de M. cannonballus
tiveram fragmentos de suas coldnias repicados para placas de Petri contendo meio BDA,
visando & obtenc&o de culturas puras, para posterior identificagdo e preservacdo. Foram obtidos
18 isolados de M. cannonballus de bredo de diferentes localidades do Rio Grande do Norte e
Cearé (Limoeiro/CE, AssU/RN, Mossor6/RN e Pau Branco/RN), sendo cada isolado oriundo de
uma Unica planta. Todos os isolados foram purificados por meio da técnica de “ponta de hifa”,
para a obtencdo de culturas puras. A adaptabilidade saprofitica dos isolados foi comparada em
relacdo ao crescimento micelial, producdo de peritécios e producdo de ascosporos em diferentes
temperaturas, niveis de pH, niveis de salinidade, bem como em relacdo a sensibilidade ao
fungicida fluazinam. A adaptabilidade patogénica dos isolados foi comparada em relacdo a
viruléncia a meldo e melancia. Para identificagdo, foram confeccionadas laminas para
microscopia, contendo as estruturas reprodutivas e de infeccdo dos fungos, coloridas com azul
de algoddo em lactofenol, observadas em microscopio Optico e comparadas com as descricdes
das chaves para identificacdo de fungos (Barnett & Hunter, 1970; Carmichael et al., 1980;
Sutton, 1980; Hanlin,1990).
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2.1.3 Analise do crescimento micelial

Discos de micélio (5 mm de didmetro) retirados da margem de col6nia de cada isolado
com 15 dias de crescimento em BDA foram transferidos para o centro de placas de Petri (9 cm
de didmetro) contendo BDA. As placas foram mantidas nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C,
para o ensaio de diferentes temperaturas. Para o ensaio de pH, o meio BDA foi ajustado para pH
, 6 e 8 com a adicdo de tampéo fosfato citrato ou Tris-HCI, e a testemunha consistiu do BDA
padrdo, pH 5,5. As placas foram mantidas em estufa tipo BOD a 30 °C. Para 0 ensaio de
salinidade o meio BDA foi suplementado com 1, 4 e 8% (peso/volume) de NaCl,
respectivamente, a testemunha consistiu em placas contendo BDA sem NacCl, as placas foram
mantidas ha BOD a 30 °C. Para todos os ensaios foram utilizadas quatro placas (repeti¢Ges) para
cada isolado e tratamento, num delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo
fatorial. O crescimento das coldnias foi mensurado apds 24, 48 e 72 horas de incubacéo, em
duas direcbes perpendiculares. Os dados, subtraidos do tamanho do disco original (5 mm),
foram utilizados para calcular o didametro da coldnia. Os dados de crescimento micelial de cada
isolado foram utilizados para calcular a taxa de crescimento micelial (TCM; mm/hora), pela
equacdo TCM= DMF - 0,5/3 onde; o DMF=didmetro final, 0,5= ao didmetro do disco utilizado
e 3 = dias de duracdo do ensaio (tempo necessario para fungo preencher a placa) (CORREIA et
al., 2014).

2.1.4. Andlise da producdo de peritécios

Para a analise da producdo de peritécios em diferentes temperaturas, niveis de
salinidade e pH, as placas utilizadas na analise do crescimento micelial nos respectivos ensaios
foram mantidas até 45 dias para formacado e quantificacdo dos peritécios. Quatro discos de agar
(12 mm de didmetro) foram selecionados aleatoriamente e removidos de cada colonia,
totalizando 16 discos por tratamento/isolado. Cada disco foi colocado em laminas de vidro.
Sobre os discos foram colocadas laminulas, que foram pressionadas mecanicamente, visando
facilitar a observacdo e contagem do numero de peritécios sob microscopio estereoscopio
(lupa). Cada disco consistiu de um volume de 0,395 cm?® e 0 nimero de peritécios produzidos

(PP) nos diferentes ensaios foram expressos como peritécios por cm® (CORREIA et al., 2014).

2.1.5 Analise da producéo de ascdsporos

Para a andlise da producgéo de ascosporos, as placas utilizadas na analise do crescimento

micelial (item 2.1.3) nos diferentes ensaios, foram mantidas até 50 dias em estufa tipo BOD,
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qguando os peritécios foram removidos e transferidos para laminas de vidro para quantificacdo
dos ascasporos. Dez peritécios foram selecionados aleatoriamente e removidos de cada colénia
(placa) e cada conjunto foi considerado um tratamento (40 peritécios por isolado). Cada
peritécio foi colocado em laminas de vidro. Sobre os peritécios foram colocadas laminulas, que
foram pressionadas mecanicamente, visando facilitar a observagdo e contagem do nimero de
ascosporos produzidos (AP) nos diferentes ensaios. Os ascésporos foram observados sob
microscopio com ampliagdo de 40 x, e o numero de ascosporos foi expresso em
ascosporos/peritécio (CORREIA et al., 2014).

2.1.6 Sensibilidade ao fungicida fluazinam

Foi utilizada a formulacdo comercial do fungicida fluazinam (Frowncide 500 SC, 500
g/L i.a., Syngenta, Sdo Paulo, SP, Brasil). O fungicida foi dissolvido em agua esterilizada e
adicionado a BDA fundente (45°C) para alcancar a concentracdo 10ug de i.a./L, a sele¢do dessa
dose foi baseada em estudos anteriores (CORREIA et al., 2014). Discos de micélio (5 mm de
diametro) retirados da margem de cada col6nia de cada isolado com 15 dias de crescimento em
BDA foram transferidos para o centro de placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo BDA com
o fungicida. Placas contendo BDA sem fungicida foram utilizadas como testemunhas. As placas
foram mantidas na temperatura de 30°C, no escuro. Foram utilizadas quatro placas (repeti¢cdes)
para cada isolado, num delineamento experimental inteiramente casualizado. O crescimento da
colénia foi mensurado como descrito anteriormente (item 2.1.3). As porcentagens de inibicdo do
crescimento micelial pelo fluazinam (ICMF) foram calculadas para cada isolado, pela formula:
ICMF = [(C — F)/C]x100, onde C é o didametro da coldnia da testemunha (sem fungicida) e F é o
didmetro da colonia para o tratamento com fungicida (CORREIA et al., 2014).

2.1.7 Viruléncia em meloeiro e melancieira

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, localizada no municipio de Mossor6. Foi avaliada a
viruléncia dos 18 isolados de bredo a mel&o e melancia. A producdo do inoculo foi realizada a
partir de um meio liquido BD (batata e dextrose) contendo micélios do fungo. A contagem das
unidades formadoras de coldnias (UFC) foi feita através do método da contagem em placa
(TORTORA, 2006). O inéculo foi padronizado para a concentracdo de 2,5 x 102 UFC mL™. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dezenove tratamentos e quatro
repeticdes. Sendo realizado dois ensaios, um para meldo e outro para melancia. Vasos de 200 ml
cada, foram cheios com uma mistura de 1:3 de solo e substrato esterilizados, em seguida foi

realizada a inoculagdo, com o auxilio de uma proveta, 8 ml de inoculo foi colocado nos vasos, e
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a testemunha foi tratada com 8 ml de agua destilada. Posteriormente, sementes de meldo
(Amarelo-Goldex) e melancia (Crimson Sweet) pré- germinadas em papel germiteste foram
colocadas nos vasos.

Apo6s 21 dias, as plantulas foram removidas dos vasos e o sistema radicular de cada
planta suavemente lavado em agua corrente e avaliado quanto ao comprimento das raizes (CP),
peso fresco das raizes (PFR) e severidade da doenga, com o0 auxilio de uma escala de notas de 0
a 4 adaptada de Correia et al., (2014), onde: 0 = nenhuma descoloragdo ou reducéo de massa da
raiz; 1 = ligeira descoloracdo, com até 25% de reducdo da massa da raiz; 2 = descoloracao
moderada, com até 50% de reducdo da massa da raiz; 3 = descoloragdo grave, com até 75% de
reducdo da massa da raiz; 4 = reducdo da massa da raiz maior que 90%. A quantificacdo da
reducdo da massa das raizes foi baseada na massa das raizes apresentada pelas plantas da
testemunha. Os dados de severidade foram utilizados para calcular o indice de severidade da
doenca (ISD) em cada repeticdo pela formula de McKinney (MCKINNEY, 1923), onde: ISD =
(Zvn) / (NV) x 100, em que v representa o valor numérico da classe, n € o numero de plantas
atribuido a classe, N é o nimero total de plantas na repeticdo e V € o valor numérico da classe
mais alta.

Figura 1. Escala de notas utilizada para a avaliacdo da viruléncia de isolados de M.
cannonballus) 0 = nenhuma descoloracgao ou reducéo de massa da raiz; 1 = ligeira descoloracéo,
com até 25% de reducdo da massa da raiz; 2 = descoloracdo moderada, com até 50% de reducgao
da massa da raiz; 3 = descoloracdo grave, com até 75% de reducdo da massa da raiz; 4 =
reducdo da massa da raiz maior que 90%Adaptada de Correia et al. (2014). Mossor6, RN 2016.
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2.1.7 Andlises estatisticas

As anédlises foram conduzidas em duas etapas: inicialmente, foi realizada a analise
univariada, considerando cada varidavel separadamente. Posteriormente os dados foram
submetidos a andlise multivariada, considerando as variaveis em conjunto. Para a analise
univariada, os dados de severidade (SEV) taxa de crescimento micelial (TCM) e inibicdo do
crescimento micelial (ICM) foram transformados em (x + 0,5)*2, enquanto os dados de nimero
de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) foram transformados em log (x+1), e
submetidos & analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de agrupamento
Scott-Knott (P=0,05) com o auxilio do programa Assistat 7.7. As andlises de regressao foram
feitas com o auxilio do programa MiniTab 17. Na analise multivariada foi empregada a analise
de agrupamento pelo método hierarquico de Ward, utilizando como medida de distancia, o

guadrado da distancia euclidiana.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de M. cannonballus oridundos de bredo diferiram em relagdo a taxa de
crescimento micelial (TCM), independentemente da temperatura utilizada (Tabela 1).

Foi constatada variabilidade nos isolados sendo cinco grupos distintos de isolados a 20°
C, quatro a 25 °C, quatro a 30 °C e cinco a 35 °C. Na temperatura de 20 °C, a TCM média foi de
9,64 mm/dia e os valores variaram de 0,67 a 18,58. Valores da TCM maiores que 10 mm/dia
foram registrados em 33,33 % dos isolados incubados a 20 °C. Na temperatura de 25 °C, a TCM
média foi de 14,08 mm/dia e os valores variaram de 7,50 a 18,33 mm/dia, sendo que 88,88 %
dos isolados apresentaram valores da TCM maiores que 10 mm/dia e apenas o isolado MCh-11
mostrou TCM maior que 20 mm/dia. Na temperatura de 30 °C a TCM média foi de 21,74
mm/dia e os valores variaram de 9,37 a 26,96, apresentando 83,33 % dos isolados com TCM
maior que 20 mm/dia. Na temperatura de 35 °C a TCM média foi de 20,28 mm/dia e os valores
variaram de 0 a 28,33 mm/dia, com 72,22 % dos isolados apresentando uma TCM maior que 20
mm/dia.

Os isolados de M. cannonballus analisados apresentaram variabilidade na taxa de
crescimento micelial em funcéo das diferentes temperaturas (Figura 2A). A temperatura de 30
°C mostrou-se como sendo a mais adequada para o crescimento micelial dos isolados, enquanto
a de 20 ° C como a menos adequada. Espera-se que patdgenos do sistema radicular em solos
tropicais sejam favorecidos por temperaturas mais elevadas (MICHEREFF et al. 2005). Um
isolado canadense de M. cannonballus obtido de meldo quando submetido a diferentes
concentracdes de nutrientes no meio BDA e a diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C),
apresentou independentemente das concentracbes de nutrientes, maior taxa de crescimento
micelial na temperatura de 30 °C (WAUGH et al., 2003).

Os isolados de bredo analisados, quanto ao crescimento micelial, apresentam a mesma
tendéncia de comportamento que isolados de meloeiro, embora tenham sido extraidos de uma
espécie daninha, esta se adapta muito bem ao clima semi-arido assim como o meldo, fato que
contribui para o crescimento ser favorecido por temperaturas mais altas, decaindo a partir de
uma determinada faixa.

Isolados espanhois de M. cannonballus oriundos de meldo apresentaram grande
variabilidade na taxa de crescimento micelial, entretanto varios paralisaram o crescimento
micelial a partir de 37 °C (PANIAGUA, 2000). Correia et al. (2014), realizando estudo com 57
isolados de M. cannonballus obtidos de raizes de meloeiro infectadas em campos de producédo
nos estados do Rio Grande do Norte e Ceard, verificaram grande variabilidade na taxa de
crescimento micelial dos isolados, onde a temperatura de 28 °C foi a mais propicia ao

crescimento, enquanto a de 38 °C foi a menos adequada.
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Tabela 1. Caracteristicas fisioldgicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) em funcdo de diferentes
temperaturas e sensibilidade ao fungicida fluazinam (ICMF) mensurados para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos
de plantas de bredo em areas de cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisiologicas Fluazinam
ITCM (mm/dia) 2NP (peritécios/cm?®) 3NA (ascosporos/peritécios)
20°C 25°C 30°C 35°C 20°C 25°C 30°C 35°C 20°C 25°C 30°C 35°C 4ICMF
(%)

MCb-01  Limoeiro/CE 10,62c 14,12b 24,468 22,92b 0,00d 0,00b 0,79b 0,00c - 0,00b - - 32,06a
MCb-02  Limoeiro/CE 9,42¢c 16,75b 26,58  22,83b 0,00d 0,00b 0,00b 0,00c - 0,00b - - 35,03a
MCb-03  Limoeiro/CE 6,75¢C 16,33b  23,96° 16,21d 0,16d 0,00b 0,00b 0,00c - 0,00b - - 20,48a
MCb -04  Limoeiro/CE 9,54c 14,96b 22,678 2554a  53,16b 223,10a  452,85a 443,67a - 0,00b - - 17,24a
MCb-05 Limoeiro/CE 10,75¢  12,71c 21,46b 21,580  28,64b  1454la 401,42a  329,90b - 0,00b - - 26,22a
MCb - 06 AssU/RN 8,87c 8,50d  19,33b  18,75c 2,85d 0,00b 308,54a  75,63c - 0,00b - - 6,05¢c
MCb - 07 AssU/RN 7,46¢ 13,08c  20,17b  19,79c 2,69d 74,05b  277,69a  103,01b - 0,00b - - 8,59b
MCb - 08 AssU/RN 11,71c  16,00b 20,21b  21,71b 0,00d 2,53b 15,51b 85,60b - 0,00b - - 10,16b
MCb - 09 AssU/RN 3,37d 11,04c  1562c 14,71d 0,79d 1,58b 30,06b 137,03b - 0,00b - - 27,02a
MCb - 10 AssU/RN 8,62¢c 10,12¢  23,37a  26,54a 0,32d 0,00b 280,54a 0,00c - 0,00b - - 33,55a
MCb - 11 Mossor6/RN 18,58a 23,29a 26,96a  20,91b 9,49¢c 4,27b 25,79b 31,65¢ - 0,00b - - 5,49¢c
MCb-12  Mossoré/RN 9,71c 12,21c 21,29  23,37b 52,22b 0,00b 36,39b 841,46a - 0,00b - - 7,28¢c
MCb-13  Mossoré/RN 8,92¢c 1492b  22,75a 21,17b 0,63d 7,44b 2,06b 0,32c - 0,00b - - 4,33c
MCb-14  Mossoré/RN 15,00b 16,37b  23,54a  20,67b 6,49c 11,71b 0,63b 0,32c - 0,00b - - 13,42b
MCb —-15  Mossoré/RN 14250  18,33b  25,00a 22,71b 9,49c 30,06b 2,06b 10,13c - 0,00b - - 4,13c
MCb-16  PauBranco/RN  9,33c 14,46b  22,91a 28,33*  77,06b  20522a 392,72a  72,63b - 0,00b - - 13,01b
MCb -17 PauBranco/RN  0,67e 7,50d 9,37d 0,00e 0,00d 64,24b 301,11a 0,00c - 0,00b - - 12,50b
MCb - 18  PauBranco/RN 9,96¢ 12,71c  21,70b 17,41c 232,28a 116,452 249,52a 36,08c - 174,57a - - 3,03c
Médias 9,64 14,08 21,74 20,28 26,46 49,23 154,32 120,41 - 9,69 - - 15,53

Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob incubacdo a 20, 25 30 e 35°C; 2Numero de peritécios produzidos em meio BDA sob incubagéo a 20, 25, 30 e 35°C; 3NUmero de ascdsporos
produzidos em meio BDA sob incubagéo a 20, 25, 30 e 35°C; “Inibicdo do crescimento micelial por fluazinam, incubado a 30°C.

Médias originais. Para realizagdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%%, enquanto os dados de NP e NA foram transformados em Log (x+1). As médias
seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).

51



Temperaturas mais elevadas aumentam a penetracdo das hifas nas raizes e sdo
determinantes para agéo do colapso do meloeiro. A ocorréncia de altas temperaturas no ar e no
solo, sdo fatores limitantes para o desenvolvimento da doenca, sendo a temperatura do solo mais
critica para infeccdo e colonizagdo, aumentando a gravidade do colapso. (PIVONIA et al. 2002;
STANGHELLINI et al. 2004).

Houve producdo de peritécios em todas as temperaturas estudadas, entretanto, a maioria
dos isolados produziram nas temperaturas de 30 °C e 35 °C (Tabela 1). Na temperatura de 20 °C
o nimero médio de peritécios foi de 26,46 peritécios/cm®e os valores variaram de 0,0 a 232,28
peritécios/cm?®, com quatro isolados que ndo produziram peritécios. Ja na de 25 ° C o NP médio
foi de 49,23 e os valores variaram de 0,0 a 223,10 peritécios/cm?®, sendo que seis isolados ndo
produziram peritécios. Na condi¢do de 30 °C a média do NP foi de 154,32 e os valores variaram
de 0,0 a 452,85 peritécios/cm®, com dois isolados que ndo produziram peritécios. Na
temperatura de 35 °C a média do NP foi de 120,41 com valores variando entre 0,0 a 841,46 com
cinco isolados que néo produziram peritécios.

Os resultados indicam que 30 °C é a temperatura mais adequada para a formagéo de,
enquanto a menos propicia é 20 °C (Figura 1B). As observacdes feitas corroboram com estudos
anteriores, onde isolados de mel&o apresentaram a faixa de temperatura ideal para a formagéo de
peritécios entre 25 °C e 30 ° C, sendo 28 °C a temperatura 6tima (SIVANESAN, 1991;
MARTYN E MILLER, 1996). Um isolado de meloeiro do Canada apresentou o ndmero
maximo de formacdo de peritécios nas temperaturas de 25 °C e 30 °C, enquanto poucos se
formaram a 35 °C e nenhum a 20 °C (WAUGH et al., 2003). Os resultados obtidos confirmam
observacOes feitas por Correia et al. (2014) onde isolados de meldo do nordeste brasileiro
apresentaram maior formacgao de peritécios na temperatura de 28 °C que a 22 °C.

Com relagdo ao nimero de ascésporos (NA), houve producdo apenas na temperatura de
25 °C (Tabela 1). Nesta temperatura apenas um isolado (MChb-18) produziu ascOsporos com
média de 174,57 ascOsporos/peritécios. Isolados de meldo do nordeste brasileiro apresentaram
maior formacdo de acdsporos na temperatura de 28 °C que a 22 °C (CORREIA et al., 2014). As
observacdes corroboram com estudos anteriores (SIVANESAN, 1991; MARTYN E MILLER,
1996, PIVONIA et al., 2002) onde a faixa de temperatura entre 25 °C e 30 °C foi analisada
como a mais propicia para produgdo de ascosporos. Segundo Correia et al. (2014) a
variabilidade entre isolados de M. cannonballus com relacdo a formacdo de peritécios e

producdo de ascosporos, indica diferencas no potencial destrutivo dos isolados.
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Figura 2. Taxa de crescimento micelial (2A), e nimero de peritécios (2B) dos isolados de M.
cannonballus oriundos de bredo em fungéo de diferentes temperaturas.

A maioria dos isolados apresentaram baixa sensibilidade ao fungicida fluazinam quando
submetidos a 10ug de i.a./L (Tabela 1). A média da inibicdo do crescimento micelial por
fluazinam (ICMF) foi de 15,53 %, e os valores variaram entre 3,03 a 35,03 % sendo que a
maioria dos isolados, 66,66 % apresentaram niveis de ICMF entre 3,04 e 17,24 % e 33,33 % dos
isolados entre 20,48 e 35,03%. A baixa sensibilidade dos isolados ao fungicida fluazinam
divergem das observacfes encontradas por Correia et al. (2014), onde isolados de M.

cannonballus obtidos de raizes de meloeiro em campos de produgdo no RN e CE apresentaram
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alta sensibilidade ao fluazinam. Portanto, mesmo sabendo que esse fungicida ndo tem sido
utilizado especificamente para controle do colapso do meloeiro nas areas estudadas, o que faria
esperar uma alta sensibilidade desses isolados, jA que os mesmos ndo sofreram pressdo de
selecdo exercida pela aplicagdo sucessiva de um mesmo ingrediente ativo, o que observou-se foi
0 contrario, uma baixa sensibilidade, que leva a pressupor que esses isolados obtidos de uma
espécie daninha apresentam grande variabilidade e capacidade adaptativa para conseguirem
sobreviver em espécies de plantas com caracteristicas rusticas, como é o bredo.

Os isolados de M. cannonballus diferiram em relacdo a taxa de crescimento micelial
(TCM), independentemente dos niveis de salinidade utilizados (Tabela 2). Foi constatada a
formacdo de dois grupos distintos de isolados no nivel de 0%, trés no nivel de 1%, cinco no
nivel de 4% e quatro no nivel de 8%. Todos os isolados apresentaram crescimento micelial em
todos os niveis de salinidade, com exce¢do do isolado MCb- 17 que n&o cresceu ao nivel de 4
%.

No nivel de salinidade de 0%, a TCM média foi de 20,32 mm/dia e os valores variaram
de 5,56 a 28,3 mm/dia, sendo que 66,66% dos isolados apresentaram valores da TCM maiores
gue 20 mm/dia. No nivel de 1% de salinidade, a TCM média foi de 21,83 mm/dia e os valores
variaram de 3,89 a 28,33 mm/dia, com 66,66% dos isolados apresentando valores da TCM
maiores que 20 mm/dia. No nivel de 4% de salinidade, a TCM média foi de 17,79 mm/dia e os
valores variaram de 0,0 a 23,61 mm/dia, sendo que 55,55% dos isolados apresentaram valores
da TCM maiores que 20 mm/dia e apenas trés isolados, MCb-11, MCh-13 e MCh-15,
apresentaram valores de TCM maiores que 23 mm/dia. No nivel de 8% de salinidade, a média
da TCM foi de 7,07 mm/dia e os valores variaram de 1,11 a 10,32, com 83,33% dos isolados
apresentando valores da TCM até 10 mm/dia e apenas trés isolados, MCb-10, MCb-14 e MCb-
15, apresentaram valores maiores que 10 mm/dia.

Foi observada variabilidade entre os isolados de M. cannonballus analisados em funcao
dos diferentes niveis de salinidade (Figura 3A). Os niveis 0 e 1% de salinidade mostraram-se
COMO 0S mais propicios para o crescimento micelial dos isolados, enquanto o nivel 8% como o
menos adequado, porém houve crescimento micelial em todos os niveis. Estudos anteriores
demostram que o teor de salinidade que M. cannonballus tolera é de 8 a 10% dessas solugdes,
seja causado por cloreto de sddio ou cloreto de potéssio, quando avaliado “in vitro” (MARTYN
E MILLER, 1996).

Os isolados de bredo apresentam essa mesma tolerdncia relatada pelos autores
anteriores, obtendo crescimento micelial em todos os niveis analisados, embora haja um
decréscimo & medida que se aumentam as doses de NaCl. O agropo6lo RN-CE é responsével por
quase toda a producdo nacional de meldo, e para atender toda a demanda de mercado interno e

externo, as fontes de recursos hidricos de boa qualidade estdo ficando escassas e obrigando o
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uso de fontes de agua de qualidade inferior, que segundo Medeiros et al. (2003) é de origem
calcaria e tem salinidade média de 1,64 dS m™. Entretanto as culturas quando irrigadas com
agua salina podem provocar a salinizagdo do solo. O fato desses isolados continuarem crescendo
a um nivel de até 8 % de NaCl demonstram a adaptacdo as condi¢des locais, favorecendo a

manutencdo da doenca na regido.
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Tabela 2. Caracteristicas fisioldgicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) em funcédo de diferentes
niveis de salinidade, mensuradas para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos de plantas de bredo em areas de cultivo
de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisiologicas
ITC™M TCM TCM TCM NP NP NP NP SNA NA
0% 1% 4% 8% 0% 1% 4% 8% 0% 1%
(mm/dia) (peritécios cm3) (ascosporos/peritécios)

MCb-01 Limoeiro/CE 22,67a  24,28a 12,56¢ 3,22¢c 0,00b 0,00b - - 0,00b -
MCb -02 Limoeiro/CE 24,06a 2294a 10,06¢ 3,11c 0,00b 0,00b - - 0,00b -
MCb - 03  Limoeiro/CE 21,06a  16,11b 5,83d 1,11d 0,00b 0,00b - - 0,00b -
MCb—-04 Limoeiro/CE 2422a  17,94b  18,72b 6,39b 121,31a 1,27b - - 0,00b -
MCb - 05 Limoeiro/CE 5,56b 23,28a  18,50b 7,00b 31,22a 0,63b - - 0,00b -
MCb - 06 AssU/RN 27,00a  19,28b  20,83a 7,33b 13,29b 0,00b - - 0,00b -
MCb - 07 AssU/RN 28,33a  22,22b  21,06a 8,61a 0,00b 0,00b - - 0,00b -
MCb - 08 AssU/RN 14,00b 20,61b 21,83a 8,78a 194,94a 0,21b - - 0,00b -
MCb - 09 AssU/RN 21,44a  19,89b  22,06a 7,72b 3,38b 4,85b - - 0,00b -
MCb - 10 AssU/RN 28,33a  28,06a 20,83a  10,00a 33,76a 0,00b - - 0,00b -
MCb - 11 Mossor6/RN 16,89a 28,33a 23,17a 8,83a 0,00b 6,54b - - 0,00b -
MCb-12 Mossoré/RN 19,28a  21,00b  20,00b 9,89% 41,14a 0,00b - - 0,00b -
MCb -13  Mossoré/RN 10,78b  18,44b  23,61a 9,56a 12,66b 0,42b - - 0,00b -
MCb - 14 Mossoré/RN 21,78a  28,33a 22,17a  10,33a 22,36a 3,16b - - 0,00b -
MCb-15 Mossoré/RN 24,72a  28,33a 23,56a 10,72a 0,00b 8,86b - - 0,00b -
MCb-16 PauBranco/RN  24,67a  25,83a 16,39b 6,89b 0,21b 97,47a - - 0,00b -
MCb —-17 PauBranco/RN  6,00b 3,89c 0,00e 1,22d 65,61a 48,31b - - 0,00b -
MCb - 18 PauBranco/RN 2494a 24,22a 19,11b 6,50b 145,99a 69,20a - - 179,95a -

Médias 20,32 21,83 17,79 7,07 38,10 13,38 - - 9,99 -

1Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob os niveis de 0, 1, 4 e 8% de salinidade; 2NUmero de peritécios produzidos em meio BDA sob os niveis de 0, 1, 4 e 8% de salinidade;

3Numero de ascosporos produzidos em meio BDA sob os niveis de 0, 1, 4 e 8% de salinidade.

Médias originais. Para realizacdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%°, enquanto os dados de NP e NA foram transformados em Log (x+1). As

médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).
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Houve producdo de peritécios apenas nos niveis de 0% e 1%. (Tabela 2). No nivel de 0
% o NP médio foi de 38,10 peritécios/cm?® e os valores variaram de 0,0 a 194,94 peritécios/ cm?,
sendo que seis isolados ndo produziram peritécios. Neste nivel 44,44% dos isolados produziram
até 50 peritécios/cm?, e trés isolados, produziram mais que 100 peritécios/cm?®. No nivel de 1%
de salinidade o NP médio foi de 13,38 % e os valores variaram de 0,0 a 97,47 peritécios/cm?,
com sete isolados, 38,88%, que ndo produziram peritécios. Ao nivel de 1% 44,44% dos isolados
produziram até 10 peritécios/cm?®, e apenas trés isolados (MCb-16, MCb-17 e MCh-18)
produziram entre 40 a 100 peritécios/ cm?®.

Os resultados indicam que a condicdo ideal para produgdo de peritécios é ao nivel de
0% de salinidade, havendo uma producao bem reduzida ao nivel de 1% e nenhuma producéo a 4
e 8% (Figura 2B). Apesar de existirem poucos estudos, sabe-se que ambientes salinos
constituem um meio desfavoravel para a microbiota, assim como para a maioria das plantas. Os
fungos sdo os microrganismos mais sensiveis, enguanto as bactérias tém sensibilidade variavel
(STAMFORD et al., 2005).
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Figura 3. Taxa de crescimento micelial (3A), e nimero de peritécios (3B) dos isolados de M.
cannonballus oriundos de bredo em funcéo de diferentes niveis de salinidade.

Em relacdo ao numero de ascosporos (NA) houve producdo apenas no nivel de 0%
(Tabela 2). Neste nivel apenas um isolado (MCb-18) produziu ascésporos com média de 9,99.
Os isolados do presente estudo tiveram o seu potencial reprodutivo afetado, apesar de
apresentarem crescimento miceial em todos os niveis de salinidade, ndo produziram peritécios
nem ascosporos em teores de NaCl maiores que 1%. O potencial reprodutivo de M.
cannonballus é um aspecto significativo a ser considerado no manejo da doenca (WAUGH et
al., 2003). A variacdo entre isolados de acordo com estes componentes de reproducdo, como
observado neste estudo, indica a diferenca no potencial competitivo dos isolados.

Os isolados de M. cannonballus diferiram em relacdo a taxa de crescimento micelial
(TCM), independentemente dos niveis de pH utilizados (Tabela 3). Foi constatada a formagao
de dois grupos distintos de isolados nos niveis de 5,5, 6 e 8. Todos os isolados apresentaram
crescimento micelial independentemente dos niveis de pH. No nivel de pH 5,5, a TCM média
foi de 12,38 e os valores variaram de 4,94 a 20,00 mm/dia, sendo que 38,88% dos isolados
apresentaram valores da TCM até 10,0 mm/dia, e 61,61% dos isolados mostraram valores entre
10,0 e 20,0 mm/dia. No nivel de pH 6,0 a TCM média foi de 11,91 mm/dia e os valores
variaram de 5,39 a 18,78 mm/dia, com 27,77 % dos isolados apresentando valores da TCM até
10,0 mm/dia, e 72,22 % com valores entre 10,0 e 20,0 mm/dia. No nivel de pH 8,0 a TCM
média foi de 8,58 e os valores variaram de 0,28 a 16,17, com 66,66% dos isolados
aprensentando valores da TCM até 10,0 mm/dia e apenas um isolado (MCh-15) apresentou

valor da TCM maior que 15,0 mm/dia.
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Tabela 3. Caracteristicas fisioldgicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de
ascosporos (NA) em funcdo de diferentes niveis de pH, mensuradas para estimar a variabilidade de isolados de
Monosporascus cannonballus, oriundos de plantas de bredo em &reas de cultivo de meloeiro nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisiologicas
ITCM55 TCM6 TCM8 2NP55 NP 6 NP 8 SNA55 NAG6 NAS
(mm/d) (ascdsporos/peritécios) (%)

MCp-01  Limoeiro/CE 11,89 11,89a 12,6l1a  0,79c 27,37b 0,00b - - -
MCp-02  Limoeiro/CE 15,06a 9,61b  10,17a  0,00c 12,97b 0,00b - - -

MCp-03  Limoeiro/CE 16,28a 13,44a  8,72a 0,00c 0,00b 0,00b - - -
MCp-04  Limoeiro/CE 14,56a 1483a  6,89b  447.94a 559,8la  5.54b - - -
MCp-05  Limoeiro/CE 12,06a 13,00a 6,11b 353,0la 453,0l1a 2.53b - - -
MCp-06 AssU/RN 6,50b 7,94b 0,78b  226,42a 357,91a  0,00b - - -
MCp-07 AssU/RN 6,22b 5,39b 0,280  174,21b  329,90a  0,00b - - -
MCp-08 AssU/RN 7,44b 6,11b 3,50b  12,02c  38,45b 1.42b - - -
MCp-09 AssU/RN 16,78a 15,06a 13,282 38,92b  41,77b  16.45a - - -
MCp-10 AssU/RN 14,56a 10,50a  9,83a 162,34b  315,82a  0,00b - - -
MCp-11 Mossor6/RN 9,56b 13,17a 10,61a 28,16c  31,96b 1.58b - - -
MCp-12  Mossoré/RN 16,33a 1394a  8,78a  46,20b  49,84b 0.15b - - -
MCp-13  Mossoré/RN 7,67b 17,22a 12,33a  3,64c 6,17b 1,58b - - -
MCp-14  Mossoré/RN 17,28a 10,94a  9,39a 9,65¢ 1,42b 0,00b - - -
MCp-15  Mossor6/RN 15,83a 18,78a 16,17a  4,43c 5,54b 0,00b - - -

MCp-16  PauBranco/RN 9,89h 11,72a 7,61b  364,7la 452,68a 0,00b - - -
MCp-17  PauBranco/RN 4,94b 11,67a 8,00a 299,84a 359,18a 0,00b - - -
MCp-18  PauBranco/RN 20,00a 9,17b 9,39a 226,26a 300,32a 0.32b - - -
Médias 12,38 11,91 8,58 133,25 185,78 1,643 - - -
Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob os niveis de pH de 5,5, 6 e 8; 2NUmero de peritécios produzidos em meio BDA sob os niveis
de pH de 5, 6 e 8; 3NUmero de ascdsporos produzidos em meio BDA sob os niveis de pH de 5, 6 e 8.
Médias originais. Para realizagdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%°, enquanto os dados de NP e NA
foram transformados em Log (x+1). As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).

Foi observada variabilidade entre os isolados de M. cannonballus analisados em funcéo
dos diferentes niveis de pH (Tabela 3). Os niveis de 5,5 e 6,0 mostraram-se como 0S mais
adequados para o crescimento micelial, enquanto o nivel de 8 como o menos propicio, porém
houve crescimento micelial em todos os niveis. A faixa de pH que permite um melhor
crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi entre 6 e 7, podendo crescer até
um pH igual 8 9 (MARTYN e MILLER, 1996), sendo seu crescimento inibido com valores de
pH inferiores a 4. Entretanto, Andrade et al. (2005) analisando a relacdo entre frequéncia de
isolamentos de M. cannonballus em raizes com sintomas de colapso coletadas em areas
produtoras de meloeiro no Rio Grande do Norte e Ceard com o pH do solo, ndo encontraram
correlagdo significativa. Medeiros et al., (2006) avaliando a influéncia de caracteristicas
quimicas e fisicas do solo sobre a densidade populacional de ascdsporos de M. cannonballus,
observou que algumas caracteristicas dos solos tais como pH, teores de P disponivel, Al, Ca e
Mg trocaveis, densidade aparente, densidade real e porosidade possuiam relacdo com a
densidade populacional de M. cannonballus, ainda que com pequenos indices de correlacdo que
foram: -0,25; -0,34; 0,41; -0,39; -0,34; 0,41; 0,38 e -0,40, respectivamente.

Houve producédo de peritécios em todos os niveis de pH, 5,5, 6,0 e 8,0 (Tabela 3). No

nivel de 5,5 o NP médio foi de 133,25 peritécios/cm® e os valores variaram de 0,0 a 447,94
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peritécios/cm?, sendo que dois isolados ndo produziram peritécios. Nesse nivel 44,44% dos
isolados produziram até 50 peritécios/cm®, e trés isolados produziram mais que 300
peritécios/cm®. No nivel de pH 6,0 o NP médio foi de 185,78 e os valores variaram de 0,0 a
559,81 peritécios/cm?®, com um isolado que ndo produziu peritécios. Nesse nivel 50,00% dos
isolados produziram até 50 peritécios/cm?® e 44,44% produziram mais que 300 peritécios/cm?.
No nivel de pH 8,0, o0 NP médio foi de 1,64 peritécios/cm?, e os valores variaram de 0,0 a 16,45
peritécios/cm?®, com 10 isolados que ndo produziram peritécios. Neste nivel 38,88% dos isolados
produziram até 10 peritécios/cm® e apenas um isolado (MCh- 09) e produziu mais que 10
peritécios/cm?.

Em relacdo ao NA ndo houve producdo em nenhum nivel de pH (Tabela 3). Os
resultados indicam que o nivel de pH 6,0 foi o mais propicio para a producdo de peritécios,
confirmando as observac@es feitas por Martyn e Miller, (1996) onde a faixa de pH que permitiu
melhor crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi entre 6 ¢ 7. Os
resultados observados para a taxa de crescimento micelial, produgdo de peritécios e numero de
ascosporos por isolados de M. cannonballus a diferentes temperaturas, diferentes niveis de
salinidade e diferentes niveis de pH confirmam a observacéo de que a aptiddo de um individuo
ou classe de fendtipos sdo influenciados ndo apenas pelos atributos genéticos destes individuos,
mas também pelo ambiente no qual eles foram encontrados (ANTONOVICS & ALEXANDRE,
1989).

Todos os isolados de M. cannonballus foram patogénicos a meldo (Tabela 4). Houve
diferencas entre os isolados quanto ao indice de severidade da doenca (ISD), com um valor
médio de 56,25%. Usando o teste de agrupamento de Scott-Knott, foi possivel distinguir dois
grupos de isolados com base no ISD. Valores do indice de severidade da doenca (ISD), entre 50
e 100 %, foram apresentados por 50 % dos isolados, enquanto 33,33% dos isolados mostraram
ISD abaixo de 40%. Com relacdo ao comprimento de raiz (CR), houve a formacao de quatro
grupos distintos. Observou-se diferenca entre os isolados para essa variavel, com valores
variando entre 3,40 cm e 17,90 cm e um valor médio de 10,82 cm. Valores de CR maiores que
10 cm foram encontrados em 66,66 % dos isolados e apenas trés isolados apresentaram valores
menores que 8 cm.

Foi verificada diferenca entre os isolados quanto ao peso de raiz (PR), com um valor
médio de 0,24g. Observou-se a formacgdo de quatro grupos distintos, e os valores de PR
variaram de 0,04 a 0,52 g. Valores de CR maiores do que 0,20 g foram registrados em 50 % dos
isolados, enquanto 33,33% dos isolados mostraram valores menores que 0,10 g.

Diferentes isolados de uma mesma area foram classificados em grupos distintos com
relacdo ao ISD (Tabela 4). Valores do ISD maiores do que 90% foram registrados em trés
isolados, MCb-01, MCb-08, MCb-09, pertencentes a duas localidades diferentes. Estes isolados
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Tabela 4. Patogenicidade de isolados de Monosporascus cannonballus oriundos de plantas de
bredo em éareas de cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, baseada no
indice de severidade da doenca (ISD), comprimento de raiz (CR) e peso fresco de raiz (PFR).

Isolado Localidade Meldo Melancia
ISD (%) CR(cm) PFR(g) I1SD (%) CR (cm) PFR(g)
Testemunha 0,00b 14,20b 0,63a 00,00c 15,00a 0,67a
MCp-01 Limoeiro/CE 100,00a 3,40e 0,04d 93,75a 9,66b 0,09d
MCp-02 Limoeiro/CE 25,00b 13,12¢ 0,44b 75,00a 5,66b 0,33c
MCp-03 Limoeiro/CE 81,25a 8,71d 0,07d 75,00a 10,55b 0,36¢
MCp-04 Limoeiro/CE 56,25a 9,33d 0,09d 75,00a 9,57b 0,35¢
MCp-05 Limoeiro/CE 43,75b 11,43c 0,28c 62,50a 10,06b 0,42b
MCp-06 Assi/RN 18,75b 11,20c 0,49a 87,50a 11,90b 0,26¢
MCp-07 Assi/RN 62,50a 11,33¢c 0,44b 75,00a 9,50b 0,47b
MCp-08 Assi/RN 93,75a 6,80d 0,04d 81,25a 10,10b 0,13d
MCp-09 Assi/RN 100,00a 3,50e 0,04d 93,75a 10,45b 0,31c
MCp-10 Assi/RN 87,50a 11,01c 0,07d 81,25a 15,50a 0,45b
MCp-11 Mossor6/RN 25,00b 17,16a 0,52a 68,75a 10,60b 0,36¢
MCp-12 Mossor6/RN 31,25b 13,12¢ 0,29¢c 68,75a 11,15b 0,31c
MCp-13 Mossor6/RN 68,75a 10,50¢c 0,09d 37,50b 13,00a 0,64a
MCp-14 Mossor6/RN 43,75b 11,66¢ 0,18c 43,75b 10,55b 0,41b
MCp-15 Mossoré/RN 37,50b 14,33b 0,42b 93,75a 10,85b 0,19d
MCp-16 PauBranco/RN 62,50a 11,60c 0,23c 62,50a 11,90b 0,19d
MCp-17 PauBranco/RN 31,25b 17,90a 0,37b 31,25b 9,80b 0,52b
MCp-18 PauBranco/RN 43,75b 8,80d 0,25¢ 56,25b 9,20b 0,42b
Médias 56,25 10,82 0,24 70,13 10,55 0,35
Testemunha 0,00b 14,20b 0,63a 00,00c 15,00a 0,67a

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).

apresentaram também menores valores de peso fresco da raiz e de comprimento, indicando a
acdo do patdgeno na alteracdo da biomassa das raizes. A infecgdo causada por M. cannonballus
comega nas raizes, onde se observam necrose e apodrecimento, tanto na zona da raiz como no
colo da planta (MARTYN e MILLER, 1996). Com o avango da infeccdo, ocorre um
escurecimento nos tecidos das raizes primarias e, posteriormente, das secundarias (MERTELY
et al., 1993). Também se observa o reflexo deste apodrecimento e perda da funcionalidade
radicular.

Valores do ISD menores ou iguais a 25 % foram obtidos por trés isolados, MCh-02,
MCb-06 e MCb-11, pertencentes a trés localidades diferentes. Estes isolados apresentaram em
sua maioria maiores valores de peso fresco da raiz e de comprimento, indicando que isolados
menos severos provocam menores danos na biomassa das raizes, entretanto isso ndo ocorre para
todos. As variaveis de biomassa e volume de raizes ou plantas sdo facilmente obtidas, mas néo
conseguem refletir diferengas significativas entre tratamentos quando se consideram doengas
radiculares, devido a emissdo pela planta infectada de novas raizes e brotos, que acabam
influenciando as medidas obtidas por essas variaveis (BOX, 1996).

Todos os isolados de M. cannonballus foram patogénicos a melancia. (Tabela 4). Houve
diferengas entre os isolados quanto ao indice de severidade da doenga (ISD), com um valor

médio de 70,13%. Usando o teste de agrupamento de Scott-Knott, foi possivel distinguir dois
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grupos de isolados com base no ISD. Valores do indice de severidade da doenga (ISD), entre 50
e 90 %, foram registrados por 77,77 % dos isolados, com apenas um isolado MCb-01
apresentando valor de ISD maior que 90 %. Com relagdo ao comprimento de raiz (CR), houve
diferencas entre os isolados para esta variavel, com valores variando entre 5,66 cm e 15,50 cm e
um valor médio de 10,55 cm. Foi verificada a formag&o de dois grupos distintos. VValores de CR
entre 10 e 15 cm, foram encontrados em 66,66 % dos isolados, e apenas um isolado, MCh-02,
registrou valor inferior a 6 cm.

Foi observada diferenca entre os isolados quanto ao peso de raiz (PR), com um valor
médio de 0,35 g. Verificou-se a formacdo de quatro grupos distintos, e os valores de PR
variaram de 0,09 a 0,64 g. Valores de CR maiores do que 0,30 g foram registrados em 72,22 %
dos isolados, e apenas um isolado apresentou valor menor que 0,10 g.

Diferentes isolados de uma mesma area foram classificados em grupos distintos com
relacdo ao ISD em melancia (Tabela 4). Valores do ISD maiores do que 90% foram registrados
em trés isolados, MCb-01, MCh-09 e MCh-15 pertencentes a trés localidades diferentes. Esses
isolados ndo apresentaram, como para meldo, a sua maioria com menores valores de peso e
comprimento da raiz, confirmando as observagdes feitas por Box, (1996), onde as variaveis de
biomassa e volume de raizes ndo conseguem refletir exatamente a diferenca entre os tratamentos
quando se trabalha com doengas radiculares, devido a emissdo pela planta afetada de novos
brotos, que acabam alterando as medidas das variaveis.

Dois isolados apresentaram valores do ISD menores que 40 %. O isolado MCb-13 com
um valor de ISD de 37,50% e o isolado MCb-17 com 31,25%, pertencentes a duas localidades
diferentes. Esses isolados registraram maiores valores de peso fresco de raiz e de comprimento,
confirmando a baixa patogenicidade. A infeccdo causada por M. cannonballus comeca nas
raizes, onde se observam necrose e apodrecimento, tanto na zona da raiz como no colo da
planta, sequido de perda de massa radicular (MARTYN e MILLER, 1996). Entretanto registros
de altos valores de comprimento de raiz e peso de raiz, associados a um baixo ISD confirmam a
pouca viruléncia dos isolados citados acima.

O numero de agrupamentos de isolados obtidos pela anélise de Scott-Knott variou
conforme a variavel considerada (Tabela 4). A existéncia de diferentes grupos quando
considerada a mesma varidvel indica a ocorréncia de variabilidade entre os isolados de M.
cannonballus oriundos de uma mesma area, assim como de areas diferentes, semelhante ao
verificado em outros paises envolvendo esse patossistema (BRUTON, 1999; BRUTON, 2000;
Mertely, 1991; Mertely, 1993).

De acordo com Bruton (1996) e Martyn e Miller, (1996) h4 uma variacéo consideravel
na viruléncia em isolados de M. cannonballus que véo desde fracamente virulento a altamente

virulento. Esta variacdo pode ser devida ao carater genético dos isolados. Fato também
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comprovado por Bezerra et al. 2013, que avaliando estruturas populacionais de M. cannonballus
em meloeiros do nordeste brasileiro verificou uma diversidade genética do patogeno.

A diferenga na severidade entre isolados de M. cannonballus em relacdo a infeccéo de
diferentes espécies, pode ser reflexo da variabilidade genética existente entre eles, o que confere
a cada um, um grau especifico de viruléncia. Este fator, ja foi relatado por Andrade et al. (2005)
o qual classificou isolados de M. cannonballus obtidos de &reas de meloeiro dos estados do RN
e CE em trés grupos distintos, de acordo a severidade da doenca. Correia et al. 2014 realizando
estudo sobre teste de viruléncia em mudas de meloeiro com isolado de Monosporascus
agruparam os isolados do fungo em diferentes grupos de viruléncia.

Segundo Bruton (1998) a resposta de plantas de cucurbitacea a doencas incitadas por
patogenos radiculares pode ser influenciada pelo estadio de desenvolvimento da planta, nivel e
tipo de resisténcia envolvida, densidade do in6culo do patdégeno no solo, variabilidade do
patégeno e condicBes ambientais. Assim, a avaliacdo continua da variabilidade do patdgeno,
monitorando possiveis mudancas na populacdo, juntamente com a determinacdo dos niveis de
inoculo adequados para causar doenca, Sao necessarias para obtencdo de cultivares resistente.

Considerando a resisténcia de plantas como um fator critico no manejo do colapso do
meloeiro (BRUTON, 1999; BRUTON, 2000) na selecdo de fontes de resisténcia a doenca nas
condicdes brasileiras deve ser considerada a existéncia de variabilidade na viruléncia entre os
isolados de M. cannonballus obtidos de espécies daninhas como verificada nesse estudo,
evitando desta forma que genotipos de meloeiro suscetiveis sejam considerados resistentes, em
fungéo da utilizagdo de isolados pouco virulentos ou com capacidade reduzida de infectar e
colonizar a planta.

Utilizando o conjunto das varidveis analisadas, a analise multivariada da distancia
quadrada euclidiana por ligacfes de Ward permitiu a separacao dos isolados de M. cannonballus
de bredo em quatro grupos de similaridade quando considerado um nivel dissimilaridade de
70% entre grupos (Figura 4).

O grupo 1 apresenta seis isolados pertencentes a duas localidades diferentes. O grupo 2
possui oito isolados oriundos de quatro localidades diferentes. O grupo 3 apresenta dois isolados
pertencentes a uma mesma localidade. O grupo foi composto por apenas um isolado. Essas
observacdes permitem inferir que a distribuicdo dos isolados de M. cannoballus de uma mesma
area em diferentes grupos de similaridade, tanto na analise univariada quanto na multivariada,
indica a ocorréncia de alta variabilidade entre os isolados de uma mesma area.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos encontrados em estudos anteriores
envolvendo a avaliacdo da viruléncia para isolados de meldo (BRUTON et al., 2000;
ANDRADE et al., 2005; CORREIA et al., 2014). A ocorréncia dessa alta variabilidade nos
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Figura 4. Agrupamento geral de 18 isolados de Monosporascus cannonballus oriundos de bredo obtidos
em diferentes reas de cultivo de meldo dos estados do Rio Grande Norte e Ceard, baseado na anélise do
quadrado da distancia Euclidiana pela ligacdo de Ward, considerando as caracteristicas fisilégicas e a
sensibilidade ao fungicida fluazinam.

isolados de bredo é algo que deve ser mais bem estudado, tendo em vista que esta espécie
daninha ocorre comumente em alta frequéncia durante a entressafra do meloeiro na regido, fato
gue leva a um maior cuidado no manejo de controle desta espécie, ja que a mesma pode esta
servindo como fonte de sobrevivéncia e manutencdo do patdgeno nas areas produtoras de

mel&o.
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4 CONCLUSOES

1. Existe variabilidade fisioldgica nas popula¢des de Monosporascus cannonballus oriundas de
bredo (Trianthema portulacastrum L.), em éreas produtores de meldo nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara.

2. Todos os isolados de M. cannonballus foram sensiveis ao fluazinam.

3. Existe variabilidade patogénica entre isolados de M. cannonballus oriundos de bredo, tanto

em uma mesma area como em areas diferentes.
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CAPITULO Il

VARIABILIDADE DE ISOLADOS DE Monosporascus cannonballus ORIUNDOS DE
PEGA-PINTO PRESENTES EM AREAS PRODUTORAS DE MELOEIRO

RESUMO

O Nordeste se destaca no cenério nacional, tendo o cultivo do mel&o (Cucumis melo L.) como
uma das atividades de maior expressdo social e econémica da regido. Dentre o0s principais
problemas enfrentados pelos produtores, destacam-se as doencas, dentre ela o colapso do
meloeiro causado por Monosporascus cannonballus. Apesar da importancia da doenca pouco se
conhece sobre a variabilidade desse patdgeno. Visando investigar a variabilidade em isolados de
M. cannonballus oriundos de plantas daninhas em areas produtores de meldo nos estados do Rio
Grande do Norte e Ceara, 18 isolados de pega-pinto foram avaliados quanto a taxa de
crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA), nas
diferentes temperaturas, (20, 25, 30 e 35 °C), niveis de salinidade, (0, 1, 4 e 8%), niveis de pH,
(5,5, 6,0 e 8,0), bem como a inibi¢do do crescimento miceial pelo fungicida fluazinam (ICMF),
e ao indice de serveridade da doenca (ISD). As temperaturas de 30 e 35 C° apresentaram 0s
maiores valores de TCM, enquanto a de 20 °C os menores. Os maiores valores de NP foram
registrados nas temperaturas de 30 e 35°C enquanto as de 25 e 30 °C foram as Unicas que
apresentaram ascosporos. Os niveis 0 e 1% de salinidade registraram os maiores valores de
TCM, e 8% os menores. Valores de NP e NA foram observados apenas nos niveis de 0 e 1% de
salinidade. Os niveis de pH 5,5 e 6,0 proporcionaram os maiores valores de TCM, enquanto de
8,0 os menores. Peritécios foram observados em todos os niveis de pH, sendo o nivel 6,0 o que
proporcionou maiores valores. Ascésporos foram observados nos pHs 5,5 e 6, sendo o nivel 6
onde observou-se os maiores valores. Todos os isolados apresentaram baixa sensibilidade ao
fungicida fluazinam, com média de 19,76% ICMF. Todos os isolados foram patogénicos a
meldo e melancia, com excec¢do do MCp-09 que nédo foi a meldo, com um ISD médio de 56,25 e
70,13 % respectivamente. Na analise multivariada foi verificada a formagdo de 5 grupos de
similaridade. Diferentes isolados de uma mesma area foram distribuidos em diferentes grupos

de similaridade, indicando a alta variabilidade entres os isolados.

Palavras-chave: Cucumis melo. Espécies daninhas. Citrullus lanatus. Patogenos radiculares.
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VARIABILITY OF Monosporascus cannonballus ISOLATES FROM PEGA-PINTO
PLANTS IN AREAS OF MELON

ABSTRACT

The Brazilian Northeast stands out in the national scenario, with the melon (Cucumis melo L.)
cultivation as one of the activities of greater social and economic expression of region. Among
the main problems faced by the producers are the diseases, among them, the melon collapse
caused by Monosporascus cannonballus. Despite the importance of the disease, little is known
about the variability of this pathogen. Aiming to investigate variability in M. cannonballus
isolates from weeds in areas that produce melon, in the states of Rio Grande do Norte and
Ceara. Eighteen pega-pinto (Boerhavia diffusa L.) isolates were evaluated for mycelial growth
rate (MGR), number of perithecia (NP) and number of ascospores (NA) in different
temperatures (20, 25, 30 and 35 ° C), salinity levels (0, 1, 4 and 8%), and pH levels (5.5, 6.0 and
8.0), as well as inhibition of mycelial growth to the fungicide fluazinam (IMGF), and to the
serverity index of the disease to melon and watermelon (SID). It was verified that the
temperatures of 30 and 35 °C showed the highest MGR values, while the lowest were at 20 °C.
The highest values of NP were recorded at temperatures of 30 and 35°C while those at 25 and
30°C were the only ones that presented ascospores. The salinity levels of 0 and 1% had the
highest MGR values, while the lowest were at 8%. NP and NA values were observed only at the
0 and 1% salinity levels. Levels of pH 5.5 and 6.0 provided the highest values of MGR, while
8.0 had the lowest values. Perithecias were observed at all pH levels, with 6.0 being the highest
value. Ascospores were observed at the levels of 5.5 and 6, with 6 being the highest values. All
isolates were sensitive to the fungicide fluazinam, with a mean of 19.76% IMGF. All isolates
were pathogenic to melon and watermelon, except for MCp-09 that was not melon, with an
average SID of 56.25 and 70.13%, respectively. In multivariate analysis it was verified the
formation of 5 similarity groups. Isolates from the same area were distributed in different

similarity groups, indicating high variability among the isolates.

Keywords: Citrillus lanatus. Cucumis melo. Root pathogens. Weeds.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do meloeiro se destaca entre as principais do pais, gerando emprego
e renda. No ano de 2013, foram produzidas 191.412,6 t de meldo, rendendo 147.579.929
milhGes de ddlares, e no ano de 2014, de janeiro a julho, foram produzidas 47.001,12 t, gerando
36.065.199 milhdes de ddlares (ALICE WEB/MDIC, 2014).

A regido Nordeste se destaca na producdo, suas condi¢Bes edafo-climéaticas com alta
luminosidade, altas temperaturas e baixo indice de pluviosidade, sdo ideias para o crescimento e
desenvolvimento da cultura. O meldo tem uma importancia enorme para a regido, gerando
emprego e renda, provocando desenvolvimento social e econdmico para o local.

Apesar do mercado promissor, diversas doengas de solo que afetam o meloeiro
(Cucumis melo L.) tém sido detectadas, com importancia crescente ao longo dos anos (SALES
JUNIOR et al., 2002). O cultivo intensivo e continuo dessas cucurbitaceas aliado as praticas de
intenso manejo, tais como, utilizacdo do “mulch” e da manta térmica (tecido-ndo- tecido -
TNT), introducdo de hibridos, transplantio, irrigacdo por gotejamento, aumento na densidade de
plantio, auséncia de rotacdo de culturas adequadas, entre outros, desencadeou um aumento no
numero e na severidade das doencas radiculares (BRUTON et al., 1998).

Dentre essas enfermidades, destaca-se o “colapso” ou “declinio” de ramas das
cucurbitaceas, que é decorrente do desequilibrio hidrico entre o sistema radicular e a parte aérea
da planta, principalmente no estadio proximo a colheita, fase na qual a planta necessita de maior
e continuo aporte de agua para suprir a demanda hidrica, o que vem a ser comprometido devido
ao apodrecimento do sistema radicular (GARCIA-JIMENEZ et al., 2000; BELTRAN et al.,
2005).

O fungo Monosporascus cannonballus Pollack et Uecker encontra-se como um dos
principais fitopatdgenos causadores dessa enfermidade. Trata-se de um ascomiceto, habitante do
solo, que apresenta peritécios pretos e globosos, os quais geralmente aparecem no final do ciclo
da cultura, infiltrados em raizes afetadas (SALES JUNIOR et al., 2002), e que sdo facilmente
visiveis a olho nu, ou ainda, observados em lupa. No Brasil foi relatado pela primeira vez em
2002, em é&reas de cultivo de meldo nos estados do Rio Grande do Norte (RN) e Ceard (CE)
(SALES JR. et al., 2003) e posteriormente na cultura da melancia (SALES JR. et al., 2010). Até
0 presente momento ndo foi relatada a forma assexual de M. cannonballus. O mesmo apresenta
caracteristica termofila e elevada capacidade de sobreviver no solo, se adaptando bem a regifes
de climas aridos e semiaridos, por longos periodos, na auséncia de hospedeiro.

Embora inexistam informac®es precisas sobre as perdas relacionadas a esta doenga no
Brasil, estudos de prospeccdo de campo realizados por Andrade et al. (2005) observou que este

fungo se encontrava presente em 30% das areas de producdo de meldo que apresentavam
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“declinio” de ramas. Evidenciando assim a magnitude do problema ¢ a necessidade da adogdo
de medidas integradas de manejo da doenca

Diversos métodos de controle vém sendo testados para combater este patdgeno,
entretanto ainda ndo se tem algo satisfatorio. No caso do controle quimico ndo existem produtos
registrados no Brasil (MAPA, 2016) para controlar esse fungo, além de estudos evidenciarem
que o uso de agrotoxicos é pouco eficaz para o controle de patégenos radiculares. A utilizagdo
de plantas resistentes parece ser a forma mais interessante de controle do colapso, embora
apresente algumas dificuldades como a obtencéo de cultivares com caracteristicas agrondémicas
desejaveis e o tempo de sua obtencdo (GARCIA-JIMENEZ; ARMENGOL; MARTINEZ-
FERRER, 1998; FITA et al., 2007). Entretanto até 0 momento inexistem cultivares comerciais
de meloeiro resistentes a M. cannonballus.

Mesmo diante da importancia do colapso do meloeiro a nivel mundial, a variabilidade
das populagdes de M. cannonballus tem sido pouco estudada. Investigagdes envolvendo a
analise da viruléncia (MERTLELY, 1993; BRUTON et al., 1999; ANDRADE et al., 2005) e o
polimorfismo do dsRNA (LOVIC et al., 1995; CLUCK et al., 2009) constataram a presenca de
diversidade entre os isolados de M. cannonballus. Estudos realizados por Correia et al., 2014
analisando a variabilidade de isolados de M. cannonballus oriundos de meloeiro, constataram
que existe variabilidade patogénica e fisiologica nas populagdes de M. cannonballus causadoras
do colapso do meloeiro nas areas de plantio dos estados do Ceara e Rio Grande do Norte.

Estudos envolvendo a biologia do patdgeno e os componentes da doenga podem
constituir importantes instrumentos de investigagdo da variabilidade em populacdes de
patdgenos radiculares (CORREIA et al. 2014), servindo para o desenvolvimento de programas
adequados de melhoramento e manejo do patégeno.

A espécie de planta daninha, Boerhavia diffusa L., detectada como hospedeira deste
fungo em éareas produtoras de cucurbitaceas no nordeste brasileiro (RODRIGUES, 2013),
apresentam um O6timo desenvolvimento na regido semi-arida, tornando-se plantas de facil e
rapida disseminacgdo, podendo servir como fonte de in6culo de M. cannonballus durante a
entressafra.

Diante da crescente importancia dessa doenga e da escassez de informagdes sobre o
comportamento de isolados oriundos de plantas daninhas, objetivo do presente estudo foi
investigar a variabilidade de 18 isolados de M. cannonballus oriundos de pega-pinto (Boerhavia
difusa L.), em &reas produtoras de meldo nos estados do Rio Grande do Norte e Ceard, com base

nas caracteristicas fisiologicas, severidade da doenga e sensibilidade ao fungicida fluazinam.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 DADOS GERAIS DOS EXPERIMENTOS

2.1.2 Obtencéo dos isolados de Monosporascus cannonballus

A escolha da espécie daninha foi feita com base em estudos anteriores, onde esta
espécie, pega-pinto, foi relatada como hospedeira alternativa do fungo Monosporascus
cannonballus, em &reas produtoras de cucurbitaceas no Nordeste brasileiro (RODRIGUES,
2013).

Foram coletadas 260 plantas de pega-pinto (Boerhavia diffusa L.), assintomaticas, em
areas produtoras de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara. Posteriormente as
raizes dessas plantas foram levadas ao Laboratério de Fitopatologia Il da UFERSA, onde o
sistema radicular foi cuidadosamente lavado em agua corrente, para eliminar residuos de solo
aderidos e realizado a desinfestacdo superficial com alcool 70%, por 60 segundos, e imersas em
solucdo de hipoclorito de s6dio a 2% durante 60 segundos, apés isso foram lavadas em agua
destilada e esterilizada por trés vezes, para retirar 0 excesso de cloro. Os fragmentos foram
colocados em placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), suplementado
com estreptomicina (500 ppm). As placas foram mantidas em estufa tipo BOD a temperatura de
27+1°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 5-7 dias.

Apbs este periodo, 0s pontos que apresentaram crescimento flngico de M. cannonballus
tiveram fragmentos de suas coldnias repicados para placas de Petri contendo meio BDA,
visando & obtenc&o de culturas puras, para posterior identificagdo e preservacdo. Foram obtidos
18 isolados de M. cannonballus de bredo de diferentes localidades do Rio Grande do Norte e
Cearé (Limoeiro/CE, AssU/RN, Mossor6/RN e Pau Branco/RN), sendo cada isolado oriundo de
uma Unica planta. Todos os isolados foram purificados por meio da técnica de “ponta de hifa”,
para a obtencdo de culturas puras. A adaptabilidade saprofitica dos isolados foi comparada em
relacdo ao crescimento micelial, producao de peritécios e producao de ascosporos em diferentes
temperaturas, niveis de pH, niveis de salinidade, bem como em relacdo a sensibilidade ao
fungicida fluazinam. A adaptabilidade patogénica dos isolados foi comparada em relacdo a
viruléncia a meldo e melancia. Para identificagdo, foram confeccionadas laminas para
microscopia, contendo as estruturas reprodutivas e de infeccdo dos fungos, coloridas com azul
de algoddo em lactofenol, observadas em microscopio Optico e comparadas com as descricdes
das chaves para identificacdo de fungos (Barnett & Hunter, 1970; Carmichael et al., 1980;
Sutton, 1980; Hanlin,1990).
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2.1.3 Analise do crescimento micelial

Discos de micélio (5 mm de didmetro) retirados da margem de col6nia de cada isolado
com 15 dias de crescimento em BDA foram transferidos para o centro de placas de Petri (9 cm
de didmetro) contendo BDA. As placas foram mantidas nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C,
para 0 ensaio de diferentes temperaturas. Para o ensaio de pH, o meio BDA foi ajustado para
pH, 6 e 8 com a adicdo de tampéo fosfato citrato ou Tris-HCI, e a testemunha consistiu do BDA
padrdo, pH 5,5. As placas foram mantidas em estufa tipo BOD a 30 °C. Para 0 ensaio de
salinidade o meio BDA foi suplementado com 1, 4 e 8% (peso/volume) de NaCl,
respectivamente, a testemunha consistiu em placas contendo BDA sem NacCl, as placas foram
mantidas ha BOD a 30 °C. Para todos os ensaios foram utilizadas quatro placas (repeti¢bes) para
cada isolado e tratamento, num delineamento experimental inteiramente casualizado em arranjo
fatorial. O crescimento das coldnias foi mensurado apds 24, 48 e 72 horas de incubacéo, em
duas direcOes perpendiculares. Os dados, subtraidos do tamanho do disco original (5 mm),
foram utilizados para calcular o didametro da coldnia. Os dados de crescimento micelial de cada
isolado foram utilizados para calcular a taxa de crescimento micelial (TCM; mm/hora), pela
equacdo TCM= DMF - 0,5/3 onde; o DMF=diametro final, 0,5= ao didmetro do disco utilizado
e 3= dias de duracdo do ensaio (tempo necessario para fungo preencher a placa) (CORREIA et
al., 2014).

2.1.4. Andlise da producdo de peritécios

Para a analise da producdo de peritécios em diferentes temperaturas, niveis de
salinidade e pH, as placas utilizadas na analise do crescimento micelial nos respectivos ensaios
foram mantidas até 45 dias para formacdo e quantificacdo dos peritécios. Quatro discos de agar
(12 mm de didmetro) foram selecionados aleatoriamente e removidos de cada colonia,
totalizando 16 discos por tratamento/isolado. Cada disco foi colocado em laminas de vidro.
Sobre os discos foram colocadas laminulas, que foram pressionadas mecanicamente, visando
facilitar a observacdo e contagem do numero de peritécios sob microscopio estereoscopio
(lupa). Cada disco consistiu de um volume de 0,395 cm?® e 0 nimero de peritécios produzidos

(PP) nos diferentes ensaios foram expressos como peritécios por cm® (CORREIA et al., 2014).

2.1.5 Analise da producéo de ascdsporos

Para a andlise da producéo de ascosporos, as placas utilizadas na analise do crescimento

micelial (item 2.1.3) nos diferentes ensaios, foram mantidas até 50 dias em estufa tipo BOD,

77



guando os peritécios foram removidos e transferidos para laminas de vidro para quantificacdo
dos ascasporos. Dez peritécios foram selecionados aleatoriamente e removidos de cada col6nia
(placa) e cada conjunto foi considerado um tratamento (40 peritécios por isolado). Cada
peritécio foi colocado em laminas de vidro. Sobre os peritécios foram colocadas laminulas, que
foram pressionadas mecanicamente, visando facilitar a observagdo e contagem do nimero de
ascosporos produzidos (AP) nos diferentes ensaios. Os ascosporos foram observados sob
microscopio com ampliagdo de 40 x, e o numero de ascosporos foi expresso em
ascosporos/peritécio (CORREIA et al., 2014).

2.1.6 Sensibilidade ao fungicida fluazinam

Foi utilizada a formulacdo comercial do fungicida fluazinam (Frowncide 500 SC, 500
g/L i.a., Syngenta, Sdo Paulo, SP, Brasil). O fungicida foi dissolvido em &gua esterilizada e
adicionado a BDA fundente (45°C) para alcangar a concentragdo 10ug de i.a./L, a selecdo dessa
dose foi baseada em estudos anteriores (CORREIA et al., 2014). Discos de micélio (5 mm de
diametro) retirados da margem de cada col6nia de cada isolado com 15 dias de crescimento em
BDA foram transferidos para o centro de placas de Petri (9 cm de didmetro) contendo BDA com
o fungicida. Placas contendo BDA sem fungicida foram utilizadas como testemunhas. As placas
foram mantidas na temperatura de 30°C, no escuro. Foram utilizadas quatro placas (repeti¢Ges)
para cada isolado, num delineamento experimental inteiramente casualizado. O crescimento da
colénia foi mensurado como descrito anteriormente (item 2.1.3). As porcentagens de inibicdo do
crescimento micelial pelo fluazinam (ICMF) foram calculadas para cada isolado, pela formula:
ICMF = [(C — F)/C]x100, onde C é o didametro da coldnia da testemunha (sem fungicida) e F é o
didmetro da colonia para o tratamento com fungicida (CORREIA et al., 2014).

2.1.7 Viruléncia em meloeiro e melancieira

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, no campus da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido — UFERSA, localizada no municipio de Mossord. Foi avaliada a
viruléncia dos 18 isolados de pega-pinto a meldo e melancia. A producdo do indculo foi
realizada a partir de um meio liquido BD (batata e dextrose) contendo micélios do fungo. A
contagem das unidades formadoras de colnias (UFC) foi feita através do método da contagem
em placa (TORTORA, 2006). O indculo foi padronizado para a concentragdo de 2,5 x 102 UFC
mL™. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dezenove tratamentos e
quatro repeti¢des. Sendo realizado dois ensaios, um para mel&o e outro para melancia. VVasos de

200 ml cada, foram cheios com uma mistura de 1:3 de solo e substrato esterilizados, em seguida
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foi realizada a inoculacdo, com o auxilio de uma proveta, 8 ml de in6culo foi colocado nos
vasos, e a testemunha foi tratada com 8 ml de &gua destilada. Posteriormente, sementes de
meldo (Amarelo-Goldex) e melancia (Crimson Sweet) pré- germinadas em papel germiteste
foram colocadas nos vasos.

Apo6s 21 dias, as plantulas foram removidas dos vasos e o sistema radicular de cada
planta suavemente lavado em agua corrente e avaliado quanto ao comprimento das raizes (CP),
peso fresco das raizes (PFR) e severidade da doenga, com o auxilio de uma escala de notas de 0
a 4 adaptada de Correia et al., (2014), onde: 0 = nenhuma descoloracdo ou redugdo de massa da
raiz; 1 = ligeira descoloracdo, com até 25% de reducdo da massa da raiz; 2 = descoloracao
moderada, com até 50% de reducdo da massa da raiz; 3 = descoloragdo grave, com até 75% de
reducdo da massa da raiz; 4 = reducdo da massa da raiz maior que 90%. A quantificacdo da
reducdo da massa das raizes foi baseada na massa das raizes apresentada pelas plantas da
testemunha. Os dados de severidade foram utilizados para calcular o indice de severidade da
doenca (ISD) em cada repeticdo pela formula de McKinney (MCKINNEY, 1923), onde: ISD =
(Zvn) / (NV) x 100, em que v representa o valor numérico da classe, n é o nimero de plantas
atribuido a classe, N é o nimero total de plantas na repeticdo e V é o valor numérico da classe

maisalta.

Figura 1. Escala de notas utilizada para a avaliagdo da viruléncia de isolados de M.
cannonballus) 0 = nenhuma descoloracgao ou reducéo de massa da raiz; 1 = ligeira descoloracéo,
com até 25% de reducdo da massa da raiz; 2 = descoloracdo moderada, com até 50% de reducgao
da massa da raiz; 3 = descoloracdo grave, com até 75% de reducdo da massa da raiz; 4 =
reducdo da massa da raiz maior que 90%Adaptada de Correia et al. (2014). Mossor6, RN 2016.
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2.1.7 Andlises estatisticas

As anélises foram conduzidas em duas etapas: inicialmente, foi realizada a analise
univariada, considerando cada varidvel separadamente. Posteriormente os dados foram
submetidos a andlise multivariada, considerando as variaveis em conjunto. Para a analise
univariada, os dados de severidade (SEV) taxa de crescimento micelial (TCM) e inibicdo do
crescimento micelial (ICM) foram transformados em (x + 0,5)*2, enquanto os dados de nimero
de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) foram transformados em log (x+1), e
submetidos & analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de agrupamento
Scott-Knott (P=0,05) com o auxilio do programa Assistat 7.7. As andlises de regressao foram
feitas com o auxilio do programa MiniTab 17. Na analise multivariada foi empregada a analise
de agrupamento pelo método hierarquico de Ward, utilizando como medida de distancia, o

guadrado da distancia euclidiana.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi constatada variabilidade nos isolados de M. cannonballus de pega-pinto em relacao
a taxa de crescimento micelial (TCM), sendo trés grupos distintos de isolados a 20° C, quatro a
25 °C, trés a 30 °C e seis a 35 °C (Tabela 1). Na temperatura de 20 °C, a TCM média foi de 6,97
mm/dia e os valores variaram de 2,83 a 10,54 mm/dia. Valores da TCM menores que 10 mm/dia
foram registrados em 94,44 % dos isolados incubados a 20 °C. Na temperatura de 25 °C, a TCM
média foi de 10,83 mm/dia e os valores variaram de 3,70 a 17,37 mm/dia, sendo que 72,22 %
dos isolados apresentaram valores da TCM maiores que 10 mm/dia. Na temperatura de 30 °C a
TCM média foi de 18,28 mm/dia e os valores variaram de 3,20 a 26,50 mm/dia, apresentando
44,44 % dos isolados com TCM maior que 20 mm/dia. Na temperatura de 35 °C a TCM média
foi de 18,64 mm/dia e os valores variaram de 5,33 a 28,04 mm/dia, com 50,00 % dos isolados
apresentando uma TCM maior que 20 mm/dia.

Os isolados de M. cannonballus estudados apresentaram variabilidade na taxa de
crescimento micelial em funcéo das diferentes temperaturas (Figura 2A). As temperaturas de 30
e 35 °C mostraram-se como as mais adequadas para o crescimento micelial dos isolados,
apresentando valores muito semelhantes, enquanto a de 20 °C foi a menos propicia. Correia et
al. (2014), realizando estudo com 57 isolados de M. cannonballus obtidos de raizes de meloeiro
infectadas em campos de producdo nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, verificaram
grande variabilidade na taxa de crescimento micelial dos isolados, onde a temperatura de 28 °C
foi a mais propicia ao crescimento, enquanto a de 38 °C foi a menos adequada.

Segundo Michereff et al. (2005) os patdgenos radiculares ocorrentes em solos tropicais
sdo favorecidos por temperaturas mais elevadas. Um isolado canadense de M. cannonballus
obtido de meldo quando submetido a diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 35 °C), apresentou,
maior taxa de crescimento micelial na temperatura de 30 °C (WAUGH et al., 2003). Isolados
espanhdis de M. cannonballus oriundos de meldo apresentaram grande variabilidade na taxa de
crescimento micelial, entretanto varios paralisaram o crescimento a partir de 37 °C
(PANIAGUA, 2000).

Em Israel e no Arizona, os melGes sdo cultivados em duas épocas durante o0 ano. Em
ambos 0s casos, a infeccdo por M. cannonballus e a gravidade da doenca foi maior nas estacfes
mais quentes, e foi também correlacionada com o aumento das temperaturas do solo (PIVONIA
et al. 2002; STANGHELLINI et al. 2004)

A planta daninha analisada como hospedeira desse patégeno, pega-pinto, é uma espécie
herbacea, perene, de facil e rapida disseminacdo, caracteristica de clima tropical e se desenvolve

bem em altas temperaturas (PEREZ et al. (2000). Provavelmente por esses fatores, os isolados
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analisados apresentam comportamento semelhante aos isolados de meldo ja relatados na literatura, quanto ao aumento na taxa de crescimento micelial em

temperaturas mais elevadas, pois tanto 0 meldo como o pega-pinto séo espécies de 6timo desenvolvimento em climas aridos e semi-aridos.

Tabela 1. Caracteristicas fisioldgicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e niumero de ascosporos (NA) em funcdo de diferentes
temperaturas e sensibilidade ao fungicida fluazinam (ICMF) mensurados para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos de
plantas de pega-pinto em &reas de cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisiologicas Fluazinam
ITCM20 TCM25 TCM30 TCM35 2NP20 NP25 NP30 NP35 5NA20 NA25 NA30 NA35 4ICMF
(mm/dia) (peritécios/cm?) (ascdsporos/peritécios) (%)
MCp-01 Limoeiro/CE 5,75b 8,33c  14,62b  10,54d 0,00c 2,05¢ 12,02b 48,41a - 0,00b 0,00b 15,67b
MCp-02 Limoeiro/CE 8,08a 11,25b  15,79b  14,54c 0,00c 15,50c 127,37a 41,45a - 0,00b 0,00b 17,25b
MCp-03 Limoeiro/CE 8,00a 11,45b  14,41b  10,95d 0,00c 0,00c 8,54b 38,29a - 0,00b 0,00b 18,55h
MCp-04 Limoeiro/CE 7,37a 12,04b  15,00b 12,08d 2,05¢c 0,00c 10,60b 33,22a - 0,00b 0,00b 15,26b
MCp-05 Limoeiro/CE 4,37b 9,16c  17,20b  8,41le 0,00c 0,31c 7,43b 27,37h - 0,00b 0,00b 20,19h
MCp-06 AssU/RN 3,79 450d 15,70b  24,25a 2,05¢c 0,00c 10,75b 78,48a - 0,00b 0,00b 49,41a
MCp-07 AssU/RN 5,71b 3,70d  16,66b  28,04a 9,33c 0,15¢ 22,31b 187,50a - 0,00b 0,00b 23,25h
MCp-08 AssU/RN 8,71a 14,95a 23,04a 24,41a 0,31c 0,00c 41,93b 2,37b - 0,00b 0,00b 22,18b
MCp-09 AssU/RN 2,83c 550d 21,12a 14,79c 1,42¢c 0,00c 1,58b 75,31a - 0,00b 0,00b 55,92a
MCp-10 AssU/RN 7,58a 10,79b  14,08b  24,58a 0,00c 0,00c 0,00b 21,83b - 0,00b 0,00b 2,32b
MCp-11 Mossor6/RN 4,75b 8,67c 3,20c 5,33f 17,56b 16,77c 2,37b 70,88a - 0,00b 0,00b 16,31b
MCp-12 Mossor6/RN 7,83a 13,33b  20,20a 19,41b  232,27a 2,37c 112,97a 95,57a - 0,00b 0,00b 13,28b
MCp-13 Mossor6/RN 8,58a 10,71b  23,04a 18,16b  76,58b 0,00c 89,24a 553,16a - 0,00b 0,00b 21,64h
MCp-14 Mossor6/RN 10,54a  17,37a 26,50a 23,29a 0,94c 85,44a 156,01a  412,65a - 0,00b 0,00b 19,60b
MCp-15 Mossoré/RN 6,04b 11,33b  19,70a 23,66a  47,15b 85,12a 92,87a 11,86b - 21,77a  0,00b 6,24b
MCp-16 PauBranco/RN 9,16a 15,70a 22,79a 25,45a  68,19b 184,49a  223,57a  113,92a - 72,67a  22,60a 13,12b
MCp-17 PauBranco/RN 9,33a 13,29b  23,45a 26,00a  26,89b 95,88a 203,48a  143,67a - 0,00b 0,00b 11,05b
MCp-18 PauBranco/RN 7,04a 12,75b  2254a  21,58b 9,33c 27,37b 152,21a 24,05h - 0,00b 0,00b 14,36b
Médias 6,97 10,83 18,28 18,64 27,45 28,64 70,85 110,00 5,25 1,25 19,76

Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob incubacio a 20, 25 30 e 35°C; 2Numero de peritécios produzidos em meio BDA sob incubacéo a 20, 25, 30 e 35°C; 3NUmero de ascdsporos

produzidos em meio BDA sob incubagdo a 20, 25, 30 e 35°C; “Inibicdo do crescimento micelial por fluazinam, incubado a 30°C.

Meédias originais. Para realizagdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%®, enquanto os dados de NP e NA foram transformados em Log (x+1). As médias
seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).
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Figura 2. Taxa de crescimento micelial (2A), e nimero de peritécios (2B) dos isolados de M.
cannonballus oriundos de pega-pinto em funcéo de diferentes temperaturas.

Houve producdo de peritécios em todas as temperaturas estudadas, entretanto, a maioria
dos isolados produziram nas temperaturas de 30 e 35 °C (Tabela 1). Na temperatura de 20 °C o
nimero médio de peritécios foi de 27,45 peritécios/cm® e os valores variaram de 0,0 a 232,27

peritécios/cm?®, com cinco isolados que ndo produziram peritécios. Na temperatura de 25 °C o
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NP médio foi de 28,64 peritécios/cm® e os valores variaram de 0,0 a 184,49 peritécios/cm?,
sendo que sete isolados ndo produziram peritécios. Na temperatura de 30 °C a média do NP foi
de 70,85 peritécios/cm?® e os valores variaram de 0,0 a 223,57 peritécios/cm?, com um isolado
que ndo produziu peritécios. Na temperatura de 35 °C, todos os isolados produziram peritécios,
o NP médio foi de 110,00 peritécios/cm?® com valores variando entre 2,37 a 553,16.

A temperatura mais adequada para a formacao de peritécios foi a de 35 °C, enquanto a
menos propicia foi a de 20 °C (Figura 1B). Estudos realizados por Correia et al.(2014)
mostraram que isolados de meldo do nordeste brasileiro apresentaram maior formacéo de
peritécios na temperatura de 28 °C. Outros levantamentos com isolados de meldo apresentaram
a faixa de temperatura entre 25 e 30 °C, como a ideal para a formagéo de peritécios, sendo 28 °C
a temperatura 6tima (SIVANESAN, 1991; MARTYN E MILLER, 1996). Um isolado de
meloeiro do Canada apresentou o nimero maximo de formacdo de peritécios nas temperaturas
de 25 e 30 °C, enquanto poucos se formaram a 35 °C e nenhum a 20 °C (WAUGH et al., 2003).

Os isolados de pega-pinto analisados apresentaram maior formacdo de peritécios na
temperatura de 35 °C, divergindo de observagdes relatadas por outros autores com relagdo a
isolados de meldo, onde na temperatura de 35 °C havia uma menor producgdo dessas estruturas.
Entretanto, considerando que o pega-pinto é uma espécie de planta daninha muito adaptada as
condigOes éaridas, estes isolados podem estar sofrendo também adaptagdes com o intuito de
manter a sua sobrevivéncia em condi¢fes mais adversas.

Com relagdo ao numero de ascésporos (NA), houve produgdo apenas nas temperaturas
de 25 e 30 °C (Tabela 1). Dois isolados (MCp- 15 e MCp-16) produziram ascésporos a 25 °C,
com um NA médio de 5,25 ascOsporos/peritécios. A 30 °C apenas um isolado (MCp- 16)
produziu ascosporos com um valor de 22,60 ascosporos/peritécios. As observacfes corroboram
com estudos anteriores (SIVANESAN, 1991; MARTYN E MILLER, 1996, PIVONIA et al.,
2002) onde as temperaturas 25 e 30 °C foram analisadas como as mais propicias para producao
de ascosporos. Segundo Correia et al.(2014) isolados de meldo do nordeste brasileiro
apresentaram maior formacgado de acosporos na temperatura de 28 °C e menor producao a 22 °C.

Informacgdes sobre o comportamento de isolados de M. cannonballus de espécies
daninhas sdo inexistentes na literatura, contudo no presente trabalho percebe-se uma grande
variabilidade entre esses isolados de pega-pinto, principalmente com relagdo a produgdo das
estruturas reprodutivas do fungo.

Todos os isolados foram sensiveis ao fluazinam, apresentando em sua maioria uma
baixa sensibilidade ao fungicida quando submetidos a 10pg de i.a./L (Tabela 1). A média da
inibicdo do crescimento micelial por fluazinam (ICMF) foi de 19,76 %, e os valores variaram
entre 2,32 a 55,92 % sendo que a maioria dos isolados, 72,22 % apresentaram niveis de ICMF
entre 2,32 e 20,19 % e 27,77 % dos isolados entre 21,64 e 55,92%. Estudos realizados por
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Correia et al. (2014), analisando a variabilidade de isolados de M. cannonballus obtidos de
raizes de meloeiro em campos de producdo do RN e CE, verificaram alta sensibilidade dos
isolados ao fluazinam, diferindo dos resultados encontrados no presente estudo para os isolados
de pega-pinto. Entretanto deve-se levar em consideracdo que isolados extraidos de espécies
daninhas podem apresentar uma adaptabilidade a ambientes adversos, j& que conseguem
sobreviver em plantas de caracteristicas rdsticas, como é pega-pinto.

Foi verificado diferenca entre os isolados de M. cannonballus em relacdo a taxa de
crescimento micelial (TCM), independentemente dos niveis de salinidade utilizados (Tabela 2).
Constatou-se a formacao de dois grupos distintos de isolados nos niveis de 0 e 1 % e trés nos
niveis de 4 e 8 %. Todos os isolados apresentaram crescimento micelial nos niveis de salinidade
estudados, com excecdo do isolado MCp- 05 que néo cresceu ao nivel de 8 % .

A TCM média no nivel de 0% foi de 21,20 mm/dia e os valores variaram de 8,00 a
28,33 mm/dia, com 55,56% dos isolados apresentando valores da TCM maiores que 20 mm/dia.
Ao nivel de 1%, a TCM média foi de 22,17 mm/dia e os valores variaram de 16,78 a 28,33
mm/dia, com 72,22% dos isolados apresentando valores da TCM maiores que 20 mm/dia. No
nivel de 4%, a TCM média foi de 15,32 mm/dia e os valores variaram de 4,0 a 21,67 mm/dia,
sendo que 50 % dos isolados apresentaram valores da TCM maiores que 15 mm/dia. No nivel
de 8% de salinidade, a média da TCM foi de 5,04 mm/dia e os valores variaram de 0,0 a 10,83,
com 88,88% dos isolados apresentando valores da TCM até 10 mm/dia e apenas um isdolado,
MCp-06, apresentou valor maior que 10 mm/dia.

Foi constatada variabilidade entre os isolados de M. cannonballus de pega-pinto em
funcdo dos diferentes niveis de salinidade (Figura 2A). Os niveis de 0 e 1% de salinidade
mostraram-se como 0s mais adequados para o crescimento micelial dos isolados, enquanto o
nivel de 8% como o0 menos propicio, entretanto todos os niveis apresentaram crescimento
micelial. Martyn e Miller (1996) relatam que o teor de salinidade que M. cannonballus tolera é
de 8 a 10% dessas solucdes, seja causado por cloreto de sddio ou cloreto de potassio, quando
avaliado “in vitro”.

Os isolados de pega-pinto analisados apresentam esse mesmo comportamento,
mostrando crescimento micelial em todos os niveis utilizados no estudo, porém observa-se um
decréscimo nesse crescimento, a medida que se aumentam os niveis de salinidade. Esta espécie
de planta daninha é comumente encontrada nas areas produtoras de meldo do pélo RN-CE. Essa
regido se caracteriza por abranger quase a totalidade da producdo nacional de meldo. Esse
aumento de demanda dessa fruta pelo mercado tem provocado a escassez de recursos hidricos
de boa qualidade, levando aos produtores a utilizaram &guas de qualidade inferior, como por
exemplo, &4guas com altos teores de sais (MEDEIROS et al. 2003) Esta pratica de uso de

irrigacdo com aguas mais salinas, terminam por provocar a salinizagdo do solo. No entanto o

85



comportamento dos isolados demonstram boa adaptacdo as condigdes atuais da regido, mantendo a sobrevivéncia do patdégeno e desenvolvimento da doenca.

Tabela 2. Caracteristicas fisioldgicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) em funcéo de diferentes
niveis de salinidade, mensuradas para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos de plantas de pega-pinto em &reas de
cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisiologicas
TCM0% TCM1% TCM4% TCM8% 2NP 0% NP 1% NP4% NP8% 3NA0% NA1% NA4% NAS%
(mm/dia) (peritécios/cm?®) (ascdsporos/peritécios)

MCp-01 Limoeiro/CE 17,39 21,06b 14,00a 2,17b 48,31a 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-02 Limoeiro/CE 11,61b 22,50a 12,50a 1,61b 226,58a 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-03 Limoeiro/CE 19,39 17,50b 12,72a 2,83b 0,00d 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-04 Limoeiro/CE 18,83a 24,11a 10,06b 1,22b 40,72a 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-05 Limoeiro/CE 16,22a 20,17b 11,83a 0,00c 14,98b 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-06 AssU/RN 28,33a 22,72a 21,44a 10,83a 1,05d 0,00b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-07 AssU/RN 23,56a 23,44a 4,00c 7,61a 10,97c 6,12a - - 0,00b 0,00b - -
MCp-08 AssU/RN 25,39 28,33a 16,39 4,39 0,00d 0,00b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-09 AssU/RN 21,89a 17,28b 13,61a 5,50a 0,00d 0,00b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-10 AssU/RN 19,39 22,06a 13,50a 5,72a 0,00d 0,00b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-11 Mossor6/RN 8,00b 16,78b 10,06b 3,89 0,00d 0,00b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-12 Mossoré/RN 27,56a 23,33a 19,56a 4,89 24,89 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-13 Mossoré/RN 18,17a 26,17a 18,72a 7,89 49,58a 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-14 Mossoré/RN 27,33a 19,28b 19,11a 7,17a 16,67b 0,84b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-15 Mossoré/RN 24,56a 27,61a 19,72a 7,83a 4,01c 0,00b - - 0,00b  0,00b - -
MCp-16 ~ PauBranco/RN 23,11a 15,00b 17,06a 3,44b 33,54a 36,71a - - 89,47a  79,65a - -
MCp-17  PauBranco/RN 26,33a 23,33a 19,89 7,00a 20,46b 2,95b - - 0,00b 0,00b - -
MCp-18  PauBranco/RN 24,50a 28,33a 21,67a 6,72a 2,74c 0,42b - - 0,00b 0,00b - -
Médias 21,20 22,17 15,32 5,04 27,47 2,61 - - 4,97 4,42 - -

Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob incubagdo a 20, 25 30 e 35°C; 2Numero de peritécios produzidos em meio BDA sob incubagéo a 20, 25, 30 e 35°C; 3NUmero de ascdsporos
produzidos em meio BDA sob incubagéo a 20, 25, 30 e 35°C; “Inibicdo do crescimento micelial por fluazinam, incubado a 30°C.

Meédias originais. Para realizagdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%®, enquanto os dados de NP e NA foram transformados em Log (x+1). As médias
seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).
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Figura 3. Taxa de crescimento micelial (3A), e nimero de peritécios (3B) dos isolados de M.
cannonballus em funcéo de diferentes niveis de salinidade.

Houve producdo de peritécios apenas nos niveis de 0 e 1%. (Tabela 2). No nivel de 0 %
o NP médio foi de 27,47 peritécios/cm?® e os valores variaram de 0,0 a 226,58 peritécios/ cm?,
com cinco isolados ndo produziram peritécios. Nesse nivel 466,66% dos isolados produziram
até 50 peritécios/cm?®, e apenas um isolado produziu mais que 200 peritécios/cm?®. Ao nivel de
1% o NP médio foi de 2,61 % e os valores variaram de 0,0 a 36,71 peritécios/cm?, com treze
isolados que ndo produziram peritécios. Ao nivel de 1% todos os isolados produziram apenas

até 36,71 peritécios/cm®. Os resultados mostram que a condicdo ideal para produgdo de
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peritécios é ao nivel de 0% de salinidade, havendo uma producdo bem reduzida ao nivel de 1%
e nenhuma a 4 e 8% (Figura 2B). S&o escassas as informacdes na literatura com relacdo ao
comportamento de M. cannonballus frente a condicGes salinas, entretanto Stamford et al. (2005)
relata que os ambientes salinos constituem um meio desfavoravel para a microbiota, assim
como para a maioria das plantas, sendo os fungos sdo 0s microrganismos mais sensiveis.

Em relacdo ao NA houve producdo apenas por um isolado nos niveis de 0 e 1% (Tabela
2). Observa-se que os isolados de pega-pinto do presente estudo tiveram o seu potencial
reprodutivo afetado, apesar de apresentarem crescimento miceial em todos os niveis de
salinidade, ndo produziram peritécios nem ascdsporos em teores de NaCl maiores que 1%. O
potencial reprodutivo de M. cannonballus € um aspecto significativo a ser considerado no
manejo da doenca (WAUGH et al., 2003). A variacdo entre isolados de acordo com estes
componentes de reproducdo, como observado neste estudo, indica a diferenca no potencial
competitivo dos isolados.

Os isolados de M. cannonballus diferiram em relacdo a taxa de crescimento micelial
(TCM), para todos os niveis de pH, com excessdo ao nivel de pH 6,0 onde ndo houve diferenga
entre os isolados. (Tabela 3). Foi verificada a formagéo de dois grupos distintos de isolados nos
niveis de 5,5, e 8, e apenas um grupo ao nivel de 6. Todos os isolados apresentaram crescimento
micelial independentemente dos niveis de pH. Ao nivel de 5,5, a TCM média foi de 13,48 e 0s
valores variaram de 8,78 a 18,94 mm/dia, sendo que 83,33% dos isolados apresentaram valores
da TCM maiores que 10,0 mm/dia. No nivel de pH 6,0 a TCM média foi de 10,61 mm/dia e 0s
valores variaram de 6,89 a 13,06 mm/dia, com 66,66 % dos isolados apresentando valores da
TCM maiores que 10,0 mm/dia. Ao nivel de pH 8,0 a TCM média foi de 10,26 e os valores
variaram de 4,06 a 16,50 com 50 % dos isolados aprensentando valores da TCM maiores que
10,0 mm/dia e apenas um isolado (MCp-18) apresentou valor da TCM maior que 15,0 mm/dia.

Constatou-se variabilidade entre os isolados de M. cannonballus analisados em fungéo
dos diferentes niveis de pH (Tabela 3). Os niveis de 5,5 e 6,0 mostraram-se como 0S mais
propicios para o crescimento micelial dos isolados, enquanto o nivel de 8 como o menos
propicio, porém houve crescimento micelial em todos os niveis. Estudos relatam que a faixa de
pH que permite um melhor crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi
entre 6 e 7, podendo crescer até um pH igual a 9 (MARTYN e MILLER, 1996), sendo seu
crescimento inibido com valores de pH inferiores a 4. Entretanto, Andrade et al. (2005)
analisando a relacao entre freqiiéncia de isolamento de M. cannonballus em raizes com sintomas
de colapso coletadas em &reas produtoras de meloeiro no Rio Grande do Norte e Ceara com o
pH do solo, ndo encontraram correlagéo significativa.

Houve producgdo de peritécios em todos os niveis de pH, (5,5, 6,0 e 8,0) (Tabela 3). Ao

nivel de 5,5, todos os isolados produziram peritécios, 0 NP médio foi de 69,62 peritécios/cm®e
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os valores variaram de 6,65 a 204,40 peritécios/cm®. Neste nivel, 55,55% dos isolados
produziram até 50 peritécios/cm?, e cinco isolados produziram mais que 100 peritécios/cm®. No
nivel de pH 6,0 o0 NP médio foi de 89,47 e os valores variaram de 0,0 a 258,07 peritécios/cm?,
com apenas um isolado que ndo produziu peritécios. Nesse nivel 44,44 % dos isolados
produziram até 50 peritécios/cm?® e dois isolados produziram mais que 200 peritécios/cm®. No
nivel de pH 8,0 o NP médio foi de 1,44 peritécios/cm?, e os valores variaram de 0,0 a 12,66
peritécios/cm?®, com 13 isolados que ndo produziram peritécios.

Quanto ao namero de ascdésporos (NA) houve produgdo nos niveis de 5,5 e 6 (Tabela 3).
Os resultados indicam que o nivel de pH 6,0 foi 0 mais propicio para a produgdo de peritécios e
ascosporos. Observacdes feitas por Martyn e Miller, (1996) constaram que a faixa de pH que
permitiu melhor crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi entre 6 e 7. Os
resultados observados para a taxa de crescimento micelial, produgdo de peritécios e niumero de
ascosporos por isolados de M. cannonballus a diferentes temperaturas, diferentes niveis de
salinidade e diferentes niveis de pH, mostram que esses isolados obtidos pega-pinto, apresentam
alta variabilidade com relagdo a todas as caracteristicas avaliadas, demonstrando a capacidade
de adaptacdo as difentes condi¢fes ambientais.

Os isolados de M. cannonballus diferiram em relacéo a taxa de crescimento micelial
(TCM), para todos os niveis de pH, com excesséo ao nivel de pH 6,0 onde ndo houve diferenca
entre os isolados. (Tabela 3). Foi verificada a formagéo de dois grupos distintos de isolados nos
niveis de 5,5, e 8, e apena um grupo ao nivel de 6. Todos os isolados apresentaram crescimento
micelial independentemente dos niveis de pH. Ao nivel de 5,5, a TCM média foi de 13,48 e 0s
valores variaram de 8,78 a 18,94 mm/dia, sendo que 83,33% dos isolados apresentaram valores
da TCM maiores que 10,0 mm/dia. No nivel de pH 6,0 a TCM média foi de 10,61 mm/dia e 0s
valores variaram de 6,89 a 13,06 mm/dia, com 66,66 % dos isolados apresentando valores da
TCM maiores que 10,0 mm/dia. Ao nivel de pH 8,0 a TCM média foi de 10,26 e os valores
variaram de 4,06 a 16,50 com 50 % dos isolados aprensentando valores da TCM maiores que

10,0 mm/dia e apenas um isolado (MCp-18) apresentou valor da TCM maior que 15,0 mm/dia.
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Tabela 3. Caracteristicas fisiologicas, taxa de crescimento micelial (TCM), nimero de peritécios (NP) e nimero de ascosporos (NA) em funcdo de diferentes
niveis de pH, mensuradas para estimar a variabilidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos de plantas de pega-pinto em areas de cultivo de
meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara.

Isolado Localidade Caracteristicas fisioldgicas
TCM 5,5 TCM 6 TCM 8 NP 5,5 NP 6 NP 8 NA 5,5 NA 6 NA 8
(mm/dia) (ascosporos/peritécios) (%)

MCp-01 Limoeiro/CE 8,78b 7,33a 7,00b 8,86h 44,30b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-02 Limoeiro/CE 9,89b 11,72a 4,06h 137,022 176,89a 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-03 Limoeiro/CE 13,39b 10,50a 12,17a 13,13b 16,14b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-04 Limoeiro/CE 12,28b 7,33a 12,67a 10,44b 28,48b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-05 Limoeiro/CE 11,67b 9,83a 7,78b 14,24b 17,42b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-06 AssU/RN 17,00a 11,11a 16,50a 14,39b 18,04b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-07 AssU/RN 18,94a 10,17a 10,61b 18,98b 34,02b 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-08 AssU/RN 10,61b 9,94a 9,67b 41,14b 56,64h 2.53b 0,00b 0,00d -
MCp-09 AssU/RN 12,78b 13,00a 7,72b 6,65h 4,75¢ 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-10 AssU/RN 13,00b 12,44a 4,22h 6,80b 0,00c 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-11 Mossor6/RN 15,17a 7,22a 14,61a 12,66b 3,79 12.66a 0,00b 0,00d -
MCp-12 Mossor6/RN 12,28b 11,89a 8,83h 87,972 132,91a 3.01b 0,00b 0,00d -
MCp-13 Mossor6/RN 14,00b 11,00a 5,11b 85,442 114,39 0,00b 0,00b 0,000d -
MCp-14 Mossor6/RN 15,50a 10,67a 16,11a 150,32a 179,59a 0,00b 0,00b 0,00d -
MCp-15 Mossor6/RN 15,56a 14,11a 13,67a 92,728 104,58a 6.96a 0,00b 34,17¢ -
MCp-16 PauBranco/RN 10,44b 6,89a 8,67b 198,57a 241,14a 0.79b 0,00b 242,20a -
MCp-17 PauBranco/RN 17,61a 12,78a 9,89b 204,40a 258,07a 0,00b 40,35a 116.17b -
MCp-18 PauBranco/RN 13,67b 13,06a 15,44a 149,37a 179,27a 0,00b 0,00b 0,00d -
Médias 13,48 10,61 10,26 69,62 89,47 1,442 2,24 21,81 -

Taxa de crescimento micelial em meio BDA sob os niveis de pH de 5,5, 6 e 8; 2NUmero de peritécios produzidos em meio BDA sob os niveis de pH de 5, 6 e 8; NUmero de ascdsporos produzidos em meio
BDA sob os niveis de pH de 5, 6 e 8.

Meédias originais. Para realizagdo da ANOVA os dados de TCM e ICMF, foram transformados em (x+0,5)%®, enquanto os dados de NP e NA foram transformados em Log (x+1). As médias

seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).
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Constatou-se variabilidade entre os isolados de M. cannonballus analisados em fungéo
dos diferentes niveis de pH (Tabela 3). Os niveis de 5,5 e 6,0 mostraram-se como 0s mais
propicios para o crescimento micelial dos isolados, enquanto o nivel de 8 como o menos
propicio, porém houve crescimento micelial em todos os niveis. Estudos relatam que a faixa de
pH que permite um melhor crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi
entre 6 e 7, podendo crescer até um pH igual a 9 (MARTYN e MILLER, 1996), sendo seu
crescimento inibido com valores de pH inferiores a 4. Entretanto, Andrade et al. (2005)
analisando a relacao entre freqiiéncia de isolamento de M. cannonballus em raizes com sintomas
de colapso coletadas em &reas produtoras de meloeiro no Rio Grande do Norte e Ceard com o
pH do solo, ndo encontraram correlacao significativa.

Houve producdo de peritécios em todos os niveis de pH, 5,5, 6,0 e 8,0 (Tabela 3). Ao
nivel de 5,5, todos os isolados produziram peritécios, o NP médio foi de 69,62 peritécios/cm®e
os valores variaram de 6,65 a 204,40 peritécios/cm®. Nesse nivel 55,55% dos isolados
produziram até 50 peritécios/cm?, e cinco isolados produziram mais que 100 peritécios/cm®. No
nivel de pH 6,0 o NP médio foi de 89,47 e os valores variaram de 0,0 a 258,07 peritécios/cm?,
com apenas um isolado que ndo produziu peritécios. Nesse nivel 44,44 % dos isolados
produziram até 50 peritécios/cm? e dois isolados produziram mais que 200 peritécios/cm®. No
nivel de pH 8,0 o NP médio foi de 1,44 peritécios/cm?, e os valores variaram de 0,0 a 12,66
peritécios/cm?, com 13 isolados que nédo produziram peritécios.

Quanto ao namero de ascésporos (NA) houve produgdo nos niveis de 5,5 e 6 (Tabela 3).
Os resultados indicam que o nivel de pH 6,0 foi o mais propicio para a producdo de peritécios e
ascosporos. Observacdes feitas por Martyn e Miller, (1996) constaram que a faixa de pH que
permitiu melhor crescimento de M. cannonballus quando analisado “in vitro” foi entre 6 e 7. Os
resultados observados para a taxa de crescimento micelial, producdo de peritécios e nimero de
ascosporos por isolados de M. cannonballus a diferentes temperaturas, diferentes niveis de
salinidade e diferentes niveis de pH, mostram que esses isolados obtidos pega-pinto, apresentam
alta variabilidade com relacdo a todas as caracteristicas avaliadas, demonstrando a capacidade
de adaptacéo as difentes condigdes ambientais

Todos os isolados de Monosporascus cannonballus foram patogénicos a meldo, com
excecdo do MCp-09 (Tabela 4). Houve diferengas entre os isolados quanto ao indice de
severidade da doenca (ISD), com um valor médio de 42,01%. Através do teste de agrupamento
de Scott-Knott, foi possivel distinguir dois grupos de isolados com base no ISD. Valores do
indice de severidade da doenca (ISD), maiores que 50 % foram apresentados por 55,55 % dos
isolados, com trés isolados registrando valores abaixo de 20 %. Com relagdo ao comprimento de
raiz (CR), houve diferencas entre os isolados para essa varidvel, com valores variando entre

3,76 cm e 21,75 cm e um valor médio de 11,90 cm. Para essa variavel foi verificada a formagao
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de quatro grupos distintos. Valores de CR menores que 10 cm foram registrados em 38,88 %
dos isolados, enquanto valores maiores que 15 cm foram verificados em 22,22 % dos isolados.
Foi observada diferenca entre os isolados quanto ao peso de raiz (PFR), com um valor
médio de 0,24g. Quatro grupos distintos foram formados, e os valores de PFR variaram de 0,02
a 0,53 g. Valores de CR maiores do que 0,30 g foram registrados em 27,77% dos isolados,
enguanto valores iguais ou menor que 0,15 foram observados em 44,44 % dos isolados.

Tabela 4. Patogenicidade de isolados de Monosporascus cannonballus, oriundos de plantas de
pega-pinto em éareas de cultivo de meloeiro nos estados do Rio Grande do Norte e Ceard,
baseada no indice de severidade da doenca (ISD), comprimento de raiz (CR) e peso fresco de

raiz (PFR).

Isolado Localidade Melédo Melancia
ISD(%) CR(cm) PFR(g) ISD (%) CR(cm) PFR(9)

Testemunha 0,00b 14,20b 0,63a 00,00c 15,00a 0,67a
MCp-01 Limoeiro/CE 50,00a 10,86¢ 0,26¢ 37,50b 14,33a 0,40b
MCp-02 Limoeiro/CE 56,25a 9,87c 0,06d 68,75a 10,20b 0,51b
MCp-03 Limoeiro/CE 62,50a 10,84c 0,07d 56,25a 10,30b 0,44b
MCp-04 Limoeiro/CE 56,25a 9,33c 0,24c 93,75a 11,75b 0,16d
MCp-05 Limoeiro/CE 62,50a 10,03c 0,11d 75,00a 11,82b 0,42b
MCp-06 AssU/RN 18,75b 17,522 0,15d 25,00b 12,20a 0,48b
MCp-07 AssU/RN 18,75b 16,622 0,48a 68,75a 10,15b 0,23c
MCp-08 AssU/RN 31,25a 13,72b 0,26¢ 81,25a 11,57b 0,29¢c
MCp-09 AssU/RN 0,00b 21,752 0,53a 6,25¢ 11,55b 0,60a
MCp-10 AssU/RN 37,50a 18,132 0,48a 37,50b 10,85b 0,31c
MCp-11 Mossor6/RN 25,00b 9,0c 0,13d 87,50a 10,90b 0,27c
MCp-12 Mossoré/RN 50,00a 6,87d 0,02d 43,75b 12,30a 0,26¢
MCp-13 Mossoré/RN 50,00a 13.23b 0,39h 68,75a 11,13b 0,24c
MCp-14 Mossor6/RN 50,00a 9,66¢ 0,05d 68,75a 10,95b 0,31c
MCp-15 Mossoré/RN 31,25a 12,47c 0,44b 62,50a 9,30b 0,39h
MCp-16 PauBranco/RN 12,50b 10,83c 0,35b 68,75a 10,75b 0,16d
MCp-17 PauBranco/RN 62,50a 9,80c 0,15d 31,25b 11,90b 0,59
MCp-18 PauBranco/RN 81,25a 3,76d 0,20c 43,75b 9,85b 0,55a
Médias 42,01 11,90 0,24 59,92 11,21 0,36

As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott (P = 0,05).

Observa-se que diferentes isolados de uma mesma area foram classificados em grupos
distintos com relacdo ao ISD (Tabela 4). Valores do ISD maiores do que 60% foram registrados
em trés isolados, MCp-03, MCp-05 e MCp-17, pertencentes a duas localidades diferentes
Apenas um isolado apresentou valor maior que 80%, o MCp-18. Esses isolados que se
mostraram como 0s mais severos a meldo, apresentaram também menores valores de peso
fresco da raiz e de comprimento, indicando a acdo do patdgeno na alteragdo da biomassa das
raizes. A infec¢do causada por M. cannonballus comeca nas raizes, onde se observam necrose e
apodrecimento, tanto na zona da raiz como no colo da planta, com o avanco da infeccdo, ocorre
um escurecimento nos tecidos das raizes primarias e, posteriormente, das secundarias,
resultando na perda de massa radicular (MERTELY et al., 1993).

O isolado MCp-09 se mostrou como ndo patogénico com um ISD de 0%, e com 0s

maiores valores de comprimento e peso de raiz. Valores do ISD menores que 15 % foi
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registrado por apenas um isolado, MCp-16, que também mostram maiores valores de
comprimento e peso, indicando a relacdo entre a severidade e essas caracteristicas. Entretanto,
nem sempre as varidveis de biomassa e volume de raizes conseguem refletir diferencas
significativas entre tratamentos quando se consideram doencas radiculares, devido a emissao
pela planta infectada de novas raizes e brotos, que acabam influenciando as medidas obtidas por
essas varidveis (BOX, 1996).

Todos os isolados de Monosporascus cannonballus foram patogénicos a melancia.
(Tabela 4). Houve diferencas entre os isolados quanto ao indice de severidade da doenga (ISD),
com um valor médio de 59,92%. Através do teste de agrupamento de Scott-Knott, foi possivel
distinguir trés grupos de isolados com base no ISD. Valores do indice de severidade da doenca
(1SD), entre 60 e 90 %, foram registrados por 55,55 % dos isolados, com apenas um isolado
MCp-04 apresentando valor de ISD maior que 90 %. Em relagdo ao comprimento de raiz (CR),
houve diferengas, com valores variando entre 9,30 cm e 14,33 cm e um valor médio de 11,21
cm. Observou-se a formagdo de dois grupos distintos. Valores de CR entre 10 e 14 cm, foram
registrados em 88,88 % dos isolados, e apenas dois isolados, MCp-15 e MCp-18, apresentaram
valores menores que 10 cm.

Os isolados de pega-pinto apresentaram diferenca quanto ao peso fresco de raiz (PFR),
com um valor médio de 0,36 g. Verificou-se a formacéo de quatro grupos distintos, e os valores
de PFR variaram de 0,16 a 0,60 g. Valores de PFR menores do que 0,30 g foram registrados em
38,88 % dos isolados.

Foi verificado que diferentes isolados de uma mesma area se organizaram em grupos
distintos com relacdo ao ISD em melancia (Tabela 4). Valores do ISD maiores do que 80%
foram registrados em trés isolados, MCp-04, MCp-08 e MCp-11 pertencentes a trés localidades
diferentes. Estes isolados apresentaram também menores valores para PFR, entretanto 0 mesmo
ndo é observado para CR, indicando que a alta severidade da doenga reduz mais a massa
radicular do que o comprimento das raizes. O isolado MCp-09 apresentou 0 menor valor de
ISD, com 6,25%, paralelarmente mostrou também o maior valor de PFR, indicando que a massa
radicular foi pouco reduzida quando a severidade da doenca é baixa. E importante ressaltar que
esse mesmo isolado foi 0 que ndo se mostrou patogénico a meldo, todavia, estudos posteriores
devem ser realizados para se entender melhor o comportamento desses isolados de plantas
daninhas.

O numero de agrupamentos de isolados obtidos pela analise de Scott-Knott variou
conforme a variavel considerada (Tabela 4). A existéncia de diferentes grupos quando
considerada a mesma varidvel indica a ocorréncia de variabilidade entre os isolados de M.

cannonballus oriundos de uma mesma area, assim como de areas diferentes, semelhante ao
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verificado em outros paises envolvendo esse patossistema (BRUTON, 1999; BRUTON, 2000;
Mertely, 1991; Mertely, 1993).

A diferenga na severidade entre isolados de M. cannonballus em relacdo a infeccéo de
diferentes espécies, pode ser reflexo da variabilidade genética existente entre eles, o que confere
a cada um, um grau especifico de viruléncia. Este fator, ja foi relatado por Andrade et al. (2005)
o qual classificou isolados de M. cannonballus obtidos de &reas de meloeiro dos estados do RN
e CE em trés grupos distintos, de acordo a severidade da doenca. Correia et al. 2014 realizando
estudo sobre teste de viruléncia em mudas de meloeiro com isolado de Monosporascus
agruparam os isolados do fungo em diferentes grupos de viruléncia.

Tendo em vista que a resisténcia de plantas é um fator critico no manejo do colapso do
meloeiro (BRUTON, 1999; BRUTON, 2000) e na selecdo de fontes de resisténcia a doenca, a
existéncia de variabilidade na viruléncia entre os isolados de M. cannonballus obtidos de
espécies daninhas, é um fator de suma importancia que deve ser considerado, evitando desta
forma que gendtipos de meloeiro suscetiveis sejam considerados resistentes, em funcdo da
utilizacdo de isolados pouco virulentos ou com capacidade reduzida de infectar e colonizar a
planta.

Utilizando o conjunto das variaveis analisadas, a analise multivariada da distancia
quadrada euclidiana por ligacdes de Ward permitiu a separacdo dos isolados de M. cannonballus
de pega-pinto em cinco grupos de similaridade quando considerado um nivel dissimilaridade de
80% entre grupos (Figura 4).

O grupo 1 apresenta seis isolados pertencentes a duas localidades diferentes. O grupo 2
possui oito isolados oriundos de trés localidades diferentes. O grupo 3 é composto por dois
isolados de uma mesma localidade e os grupos 4 e 5 sdo compostos por apenas um isolado cada.
O grupo 1 foi composto basicamente por isolados da mesma localidade, indicando a semelhanca
dos isolados quanto ao local de origem. Entretanto os isolados, MCp-06 e MCp-07 apesar de
serem oriundos da mesma localidade, se oraganizarm em grupos diferentes. Essas observacdes
permitem inferir que a distribuicdo dos isolados de M. cannoballus de uma mesma area em

diferentes grupos de similaridade, indica a ocorréncia de alta variabilidade entre os isolados.
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Figura 4. Agrupamento geral de 18 isolados de Monosporascus cannonballus oriundos de pega-pinto
obtidos em diferentes areas de cultivo de meldo dos estados do Rio Grande Norte e Ceara, baseado na
andlise da distancia quadrada euclidiana pela ligacdo de Ward, considerando as caracteristicas fisilogicas
e a sensibilidade ao fungicida fluazinam.

A ocorréncia dessa alta variabilidade nos isolados de pega-pinto é algo que deve ser
mais bem estudado, tendo em vista que esta espécie daninha ocorre comumente em alta
frequéncia durante a entressafra do meloeiro na regido, fato que leva a um maior cuidado no
manejo de controle desta espécie, jA que a mesma pode estd servindo como fonte de

sobrevivéncia e manutencgdo do patdgeno nas areas produtoras de melao.
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4 CONCLUSOES

1. Existe variabilidade fisiologica nas populacdes de Monosporascus cannonballus oriundas de
pega-pinto (Boerhavia difusa L.), em &reas produtores de meldo nos estados do Rio Grande do

Norte e Ceara.

2. Todos os isolados de M. cannonballus apresentaram uma baixa sensibilidade ao fungicida

fluazinam.

3. Existe variabilidade patogénica entre isolados de M. cannonballus oriundos de pega-pinto,

tanto em uma mesma area como em areas diferentes.
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