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RESUMO

A melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) tem grande importancia econdémica
mundialmente e é uma das principais cucurbitaceas cultivadas globalmente, com destaque para
0 Nordeste brasileiro, especialmente o estado do Rio Grande do Norte, como uma regido
produtora significativa. No entanto, as plantagfes enfrentam desafios, principalmente devido a
doencas fangicas do solo, como a podriddo do carvao causada por Macrophomina phaseolina,
que pode resultar em perdas significativas na producao, além de que os tratamentos para a
podridao sdo pouco eficazes na diminui¢do da doenca e ndo sdo tdo benéficos para as plantas.
Diante disso, a inducdo de mutacdo surge como uma estratégia promissora para desenvolver
variedades resistentes a esses estresses bidticos, que associado a aplicacdo de analises
moleculares através dos marcadores moleculares, promove um detalhamento dos resultados
mais aprofundado para melhoria e desenvolvimento dos estudos, desse modo, os marcadores
ISSR sdo uma opcdo plausivel a ser analisada por conta de sua capacidade de replicacdo e
independéncia de conhecimento prévio. A pesquisa proposta teve como objetivo avaliar a
resisténcia de melancias Sugar baby M2 tratadas com radiacdo gama ao fungo M. phaseolina,
bem como analisar os polimorfismos genéticos associados a essas plantas mutantes por meio
de marcadores moleculares ISSR. Para a primeira analise, foram utilizadas sementes de 23
linhagens mutantes de melancia, juntamente com dois controles comerciais. Apos a inoculagao
do fungo pelo método do palito, as plantas foram mantidas por 30 dias em casa de vegetacéo e
avaliadas quanto a incidéncia e severidade da doenca. Para a segunda anélise, foram coletadas
folhas de 10 plantas de uma linhagem mutante e um grupo controle, e 0 DNA foi extraido pelo
método CTAB. Foi realizada a triagem de 13 marcadores ISSR, e os polimorfismos foram
analisados. A mutacdo induzida por raios gama em linhagens de melancia Sugar Baby mostrou
efeitos promissores na promogéo de resisténcia ao fungo M. phaseolina. Observou-se que a
dose de 200 Gy foi eficaz na inducdo de tolerancia em seis linhagens de melancia em
comparagdo ao grupo controle, enquanto doses de 100 Gy, 300 Gy e 400 Gy n&o produziram
resultados satisfatorios. Nao foram observados polimorfismos neste estudo, indicando que nao
foi possivel detectar as provaveis mutagdes ocorridas nas plantas a nivel de DNA, sugerindo a
necessidade de explorar outras técnicas de analise genética com outros marcadores, como SSR.
Contudo, foi possivel observar o potencial da mutacdo induzida por raios gama como uma
estratégia viavel para melhorar a resisténcia de culturas comerciais a patdgenos, embora sejam
necessarias investigacdes adicionais para melhor compreender 0os mecanismos subjacentes.

Palavras-chave: raios gama, mutacdo, marcadores moleculares, ISSR.



ABSTRACT

Watermelon (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) holds significant global economic
importance and is one of the major cucurbits cultivated worldwide, with particular emphasis on
the Brazilian Northeast, especially in the state of Rio Grande do Norte, as a significant
producing region. However, plantations face challenges, mainly due to fungal soil diseases,
such as charcoal rot caused by Macrophomina phaseolina, which can result in significant
production losses. Additionally, treatments for rot are often ineffective in reducing the disease
and not very beneficial for the plants. Therefore, mutation induction emerges as a promising
strategy to develop varieties resistant to these biotic stresses. When coupled with molecular
analysis through molecular markers, it provides a more detailed insight for improvement and
development of studies. In this regard, ISSR markers are a plausible option to be analyzed due
to their replication capability and independence from prior knowledge. The proposed research
aimed to evaluate the resistance of M2 Sugar baby watermelons treated with gamma radiation
to the fungus M. phaseolina, as well as to analyze the genetic polymorphisms associated with
these mutant plants through ISSR molecular markers. For the first analysis, seeds from 23
mutant watermelon lines were used along with two commercial controls. After fungus
inoculation using the toothpick method, the plants were kept for 30 days in a greenhouse and
evaluated for disease incidence and severity. For the second analysis, leaves from 10 plants of
a mutant line and a control group were collected, and DNA was extracted using the CTAB
method. Screening of 13 ISSR markers was performed, and polymorphisms were analyzed.
Gamma radiation-induced mutation in Sugar Baby watermelon lines showed promising effects
in promoting resistance to the fungus M. phaseolina. It was observed that a dose of 200 Gy was
effective in inducing tolerance in six watermelon lines compared to the control group, while
doses of 100 Gy, 300 Gy, and 400 Gy did not yield satisfactory results. No polymorphisms
were observed in this study, indicating the inability to detect probable mutations at the DNA
level, suggesting the need to explore other genetic analysis techniques with different markers,
such as SSR. However, the potential of gamma radiation-induced mutation as a viable strategy
to improve the resistance of commercial crops to pathogens was evident, although further
investigations are required to better understand the underlying mechanisms.

Keywords: gamma radiation, mutation, molecular markers, ISSR.
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1 INTRODUCAO

A melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai), fruto da melancieira, é
caracterizada como uma das cucurbitaceas mais produzidas no mundo, com uma quantidade de
1.912.909 toneladas produzidas no Brasil no ano de 2022 (IBGE, 2022). O Nordeste brasileiro
se apresenta como uma grande regido produtora de melancias, tendo em vista suas condicdes
climaticas, de luminosidade e baixa incidéncia de chuvas que favorecem o plantio. Além disso,
0 estado do Rio Grande do Norte esta entre os principais estados produtores de melancia da
regiao, com uma taxa de 204 mil toneladas (Sales Janior, et al., 2019; IBGE, 2022).

Plantacdes de cucurbitaceas podem ser afetadas por uma série de problemas, dentre elas
a ocorréncia de doencas causadas por fungos habitantes do solo, principalmente entre meloeiros
e melancieiras (Silva, et al., 2022). Poucas cultivares tém a capacidade de resistir a danos
causados por esses fungos, pois tais fatores perturbam o sistema normal das plantas e causam
condicdes de estresse, por isso, sdo definidos como estressores bioticos, além disso, 0s
tratamentos podem ser problematicos, visto que técnicas como fumigacédo do solo, solarizacao
e manutencdo da umidade do solo tém demonstrado pouca efetividade ou nenhum beneficio
para as plantas (Hussain, 2015; Cohen, Elkabetz & Edelstein, 2016). Nesse sentido, a
Macrophomina phaseolina € um dos principais fungos relacionados a doencas e reducdo da
produtividade, tanto de meldo, como de melancia, e entre outras 500 espécies de plantas (Cohen,
et al., 2022). As doengas causadas por M. phaseolina sdo frequentemente referidas como
podriddo do carvéo, tendo em vista 0 aspecto e a coloracdo escura dos tecidos afetados pelo
fungo (Pratt, et al., 1998), que € causado pela secrecdo de diversas enzimas e toxinas capazes
de penetrar nas células vegetais e destruir os tecidos da raiz e do colo do hospedeiro (Cohen, et
al., 2022).

Para superar os problemas causados por fatores bidticos e contornar a falta de
tratamentos eficazes, ferramentas biotecnolégicas como a indugdo a mutacdo tém sido
frequentemente utilizadas nesse contexto, e tem provado ser uma técnica eficiente no estudo de
varias plantas modelos, além de se caracterizarem como métodos seguros e acessiveis (Bhoi et
al., 2022). A radiacdo gama é o agente mutagénico fisico mais utilizado para indugéo a mutacéo.
Esse método possui vantagens por ter um bom custo-beneficio, ser rapido e robusto,
transferivel, facilmente aplicavel, e ecologicamente correto (Bhoi, et al., 2022; Celik et al.,
2021).

Varios autores ja demonstraram a eficiéncia da radiacdo gama na producdo de plantas

mutantes, gerando efeitos positivos contra estresses bidticos e abioticos. Ghani e Sharma (2019)
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ao aplicar doses 5 Gy de raios gama em linhagens de Gerbera jamesonii, identificaram trés
plantas que apresentaram resisténcia moderada ao oidio. Abdoun (et al., 2022) avaliaram a
resisténcia de plantas de gréo-de-bico a estresses abidticos causados por salinidade, ap0s
aplicacdo de varias doses de raios gama, e identificaram que a dose de 100 Gy se mostrou a
mais eficiente para gerar mutagdes que promovam alivio do estresse salinico.

Uma vez que sdo produzidas plantas resistentes a estresses bioticos através de mutagéo
génica, as analises moleculares sdo uma alternativa interessante para avaliar os efeitos dessa
mutagdo no genoma, desta forma a técnica de reacdo em cadeia polimerase (PCR) aplicada ao
estudo de marcadores moleculares sdo essenciais para a identificacdo de mutacdes em diversas
espécies vegetais, bem como na caracterizacdo genética e identificacdo de polimorfismos
(Barcaccia, 2009). Exemplos de marcadores amplamente utilizados e eficientes na deteccédo de
polimorfismos s@o o0s ISSR (Repeti¢des de sequéncias simples interespacadas), 0s quais podem
detectar variagOes genéticas sem necessidade de ter conhecimento prévio da sequéncia
especifica do genoma da planta (Savitri e Fauziah, 2020), e com base nisso, tais marcadores sdo
uma alternativa interessante para o estudo de plantas mutantes.

Desse modo, tem-se observado que os objetivos imediatos para 0 melhoramento da
Citrullus lanatus estdo focados na maior tolerdncia a estresses bioticos e abidticos. Nesse
contexto, a aplicacdo de raios gama para gerar plantas mais resistentes a danos causados por
fungos se apresenta como uma alternativa interessante para melhorar a producéo de culturas de
importancia econdémica. Portanto, esta pesquisa tem por objetivo avaliar a resisténcia de plantas
de melancia Sugar baby, submetidas a tratamentos com raios gama, ao fungo M. phaseolina,
bem como avaliar os polimorfismos gerados em amostras de plantas resistentes através da

analise de marcadores moleculares ISSR.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Cultura da melancia

A cultura de melancia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai) é de grande
importancia comercial, social e econdmica em todo o mundo, especialmente em paises tropicais
e subtropicais. De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO), a produgdo mundial de melancia em 2022 foi de cerca de 100 milhdes de
toneladas (Faostat, 2023).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais, com uma producdo anual de mais de 1
milhdo de toneladas, sendo o Rio Grande do Norte o maior produtor do Nordeste brasileiro,
com um valor de producédo de mais de 100 mil reais (IBGE, 2022). Os frutos de melancia podem
ser produzidos e comercializados em diferentes tamanhos, que variam de pequenos (caixa de
gelo) a gigantes; e diferentes formatos, que podem ser redondos, ovais, quadrados ou alongados
(Wehner, 2008).

As condi¢Oes de plantio da melancia podem variar de acordo com a regido e clima.
Variantes de melancias selvagens ja demonstraram ser capazes de tolerar condi¢des de maiores
estresses abidticos como seca, altas temperaturas e salinidade em regiGes desérticas, como
relatado por Malambane (et al., 2023) no sul da Africa. Ja no Brasil, especialmente nas regides
Norte e Nordeste, o cultivo adequado se deve as condigdes edafoclimaticas, que envolvem alta
incidéncia de luz, baixa ocorréncia de chuvas e clima seco (Sales Junior, et al. 2019). Além
disso, o cultivo adapta-se bem a solos de textura média, desde que esses solos apresentem boa
drenagem e fertilidade adequada, assim como também é possivel cultivar a melancia em solos
com baixa capacidade de retencdo de agua e fertilidade reduzida, porém, é necessario que sejam
reforcadas as irrigagdes e fertilizagdes de maneira adequada, a fim de atender as necessidades
hidricas e nutricionais da planta (Souza e Santos, 2019).

Outro ponto importante consiste na diversidade genética das melancias, a qual tem sido
amplamente estudada em diversos cultivares. Em um estudo recente, Pal (et al., 2020)
analisaram a diversidade genética e estrutura populacional de um banco de germoplasma
compreendendo 336 acessos de melancias Citrullus sp. na india, com o auxilio de marcadores
moleculares, onde foi possivel encontrar 69 alelos, com uma média de 3 alelos por locus,
indicando uma alta diversidade genética dentro do pais. No Brasil, a variabilidade genética de
melancias também tem sido objetivo de muitas pesquisas. Em um estudo realizado por

pesquisadores da Embrapa, foi relatado uma alta variabilidade genética entre 40 acessos de
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melancia de oito regides do Nordeste brasileiro, onde foi possivel encontrar 41 alelos através da
aplicacdo de 13 marcadores microssatélites (Gama et al., 2013). Além disso, o Nordeste é
considerado um centro secundario de diversidade de melancias no mundo inteiro, ficando
somente atras da Africa, em razéo de fatores historicos, genéticos e ecoldgicos que levaram a
amplificacdo da variabilidade da melancia na regido (Roméo, 2000).

Nesse contexto, o cultivo da variante de melancias conhecida como “Sugar baby” ou
mini melancias tem ganhado espaco no mercado brasileiro de frutas, sendo considerada uma
opcao lucrativa para pequenos produtores rurais, 0s quais sdo muito frequentes em regides
semiéridas do Nordeste (Souza, Nunes e Zonta, 2019). Desse modo, devido ao grande potencial
apresentado pelo cultivo de melancia Sugar baby no mercado, tem-se avaliado o desempenho
agronémico e a qualidade pds-colheita das minis melancias cultivadas em diferentes regifes do
pais, apds diversos tratamentos para controlar a fitossanidade e adaptar cultivares as condicoes
locais para o sucesso do cultivo (Cova, et al., 2020; Gomes et al., 2021; Silva, et al., 2021; Silva,
etal., 2022).

2.2 Resisténcia a doengas em melancia

Um problema recorrente na cultura de melancias consiste na ocorréncia de doengas que
atrapalham o desenvolvimento das plantas e causam perdas na producédo. Essas doencas podem
afetar qualquer parte das plantas e podem ser mais agressivas quando atacam as mudas
prematuramente (Damicone e Brandenberger, 2020). No Brasil, a ocorréncia de doencas é
facilitada devido as condi¢des climaticas e periodos de produgdes nos quais as melancias sao
cultivadas (Sales Junior, et al., 2010).

Por conseguinte, sabe-se que as doencas importantes que sdo ocasionadas em melancias
sdo: manchas foliares, ferrugem de folha, antracnose, oidio, mancha bacteriana de frutas,
mildio, murcha de fusario, ferrugem gomosa do caule, doencas virais, videira amarela,
nematoide das galhas, murcha de Verticillium e podriddo do carvéo (Sales Janior, et al., 2019;
Damicone e Brandenberger, 2020). Ademais, as principais estratégias para combater e gerir 0s
cultivos infectados por tais doencas, que variam entre métodos quimicos e fisicos, sdo: rotacdo
de culturas, enxertia, culturas de cobertura, consorciagéo, solarizagcdo do solo, correcbes do
solo, controle biolégico, fumigacdo do solo, fungicida, sementes e transplantes livres de
patdgenos, e escotismo. Vale salientar que a introducéo de linhagens resistentes a patdgenos se
caracteriza como um dos métodos mais eficientes e econdmicos em termos de controle de

doengas (LI et al., 2019; Damicone e e Brandenberger, 2020; Rahman et al., 2021). Nesse
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contexto, Jiang et al. (2022) descreveram e caracterizaram a expressdo de alguns genes que
podem estar envolvidos com a resisténcia de melancias a varias doencas, sendo eles: CINF-
YB8, CINF-YA3, -YBL, e -YC4, cuja super-expressdo pode levar a maior resisténcia contra
Botrytis cinerea e Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000.

E importante ressaltar que a resisténcia a doengas é uma caracteristica importante para
a producdo de melancias, e que o conhecimento dos mecanismos que promovem essa
resisténcia, bem como o emprego de estratégias que produzam melancias mais resistentes, por
exemplo, a mutagénese, pode ser utilizada para o desenvolvimento de variedades de melancias

mais resistentes a doencas e que atendam aos interesses do mercado (Marquez et al., 2021).

2.3 Macrophomina phaseolina

Dentre as doencas que afetam cultivares de melancia, uma que se destaca é a podriddo
do carvdo causada pelo fungo M. phaseolina, o qual € um habitante do solo e que provoca danos
significativos a mais de 500 espécies de plantas (Marquez et al., 2021; Cohen et al., 2022). A
presenca de M. phaseolina em cultivos de melancia ja foi registrada por diversos autores em
varias partes do mundo (Apablaza et al., 1993; Fujinaga et al., 2002; Pisani et al., 2021; WU et
al., 2022), e essa doenca pode ser desenvolvida nas plantas devido a condi¢gdes ambientais
favoraveis ao fungo e condicdes estressantes as plantas, como alta temperatura e baixa umidade
do solo, aglomeracédo de mudas, ferimentos nas plantas, floracdo ou enchimento de sementes
(Canaday et al., 1986). Além da podriddo do carvao, esse patdgeno também é capaz de causar
outras doengas como o cancro do caule, ferrugem das mudas, podriddo seca da raiz,
murchamento, ferrugem das folhas, ferrugem do caule e tombamento em pré-emergéncia e pos-
emergéncia (Singh, Nene e Reddy, 1990). O mecanismo de acdo pelo qual M. phaseolina
consegue penetrar nas células das plantas com eficiéncia se da pela secrecdo de enzimas
endoglucanases, as quais sdo codificadas pelos genes egll e egl2, sendo que a endoglucanase
egll possui a caracteristica de ndo ter o dominio de ligacdo a celulose, 0 que aumenta a
especificidade do substrato para incorporar celulose microcristalina (Kaur et al., 2012).

Além das enzimas, M. phaseolina também é capaz de secretar toxinas e metabolitos
fitotoxicos (Bhattacharya et al., 1992), os quais, em melancia, sd0 mais agressivos que as
enzimas, ja que se trata de plantas com caules inferiores mais duros e compactos, levando ao
murchamento da planta, com podriddo menos perceptivel (Cohen et al., 2022). Com o

reconhecimento da importancia da M. phaseolina na cultura da melancia, é importante a
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elaboracéo de estratégias de controle para combater os danos significativos causados por este

patdgeno, o qual afeta-o crescimento e a produtividade da planta.

2.4 Mutacao com raios gama

A mutacdo por raios gama € uma técnica utilizada para inducéo de mutacdes em plantas
visando a obtencdo de novas variedades com caracteristicas desejaveis, a qual € amplamente
utilizada como alternativa ao melhoramento genético tradicional, uma vez que ele é demorado
e de alto custo (Riviello-Flores et al., 2022). Esta técnica se utiliza do agente mutagénico fisico
mais aplicado, por possuir alto grau de reprodutibilidade e precisdo, e alta capacidade de
penetracdo (Bhoi et al., 2022), e tem sido utilizada como ferramenta para melhoramento
genético em plantas ornamentais, medicinais e arométicas (Agrawal e Kumar, 2021). Além
disso, sdo utilizados para modificar caracteristicas especificas em frutos, tais como tempo de
floracdo, tamanho e coloracdo dos frutos, morfologia, auséncia ou reducdo do numero de
sementes, niveis de ploidia, entre outros (Maurya et al., 2022). Outra aplicacdo importante da
mutagénese por raios gama consiste na producdo de frutos com maior resisténcia a estresses
bidticos e abidticos. O método tém sido amplamente empregado nesse contexto e varios
trabalhos ja foram realizados com esse intuito, tendo eles alcancado resultados promissores
(Oloriz et al., 2012; Kaur et al., 2016).

Em um estudo realizado por Hassine (et al., 2022), investigou-se o efeito da mutacéo por
raios gama na resisténcia do trigo duro (Triticum turgidum ssp durum) contra doencas causadas
por Septoria tritici, Pyrenophora tritici-repentis, Puccinia striiformisf. sp. tritici e P. triticina,
e foi verificado que a dose ideal para conferir efeitos positivos nas plantas mutantes G5 foi de
150 Gy. Abdoun (et al., 2022), também descrevem os efeitos de varias doses de raios gama
sobre o estresse por salinidade de grdos de bico (Cicer arietinum L.), demonstrando que a dose
de 100 Gy aliviou os impactos da salinidade em uma concentracéo de 25 mM NaCl. Além disso,
0 uso de radiacdo gama também demonstrou ser eficiente na resisténcia da gérbera (Gerbera
jamesonii) contra o fungo causador de oidio (Oidium crysiphoides f. sp.), a partir da aplicacao
da dose 5 Gy (Ghani e Sharma, 2019).

A melancia também tem sido objeto de estudo na aplicacdo de raios gama. Ernest (et
al., 2020) ao investigarem a radiossensibilidade de duas variantes de melancia, observaram que
a dose letal (LD50) para as duas variantes consistia em 225,40 e 221,56 Gy, a fim de estabelecer
um critério para produzir melancias mutantes sem que haja uma grande perda ou que 0S

resultados sejam indesejaveis. Semelhantemente, outros autores tambem investigaram o efeito
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dos raios gama na germinacdo de sementes de melancia, bem como determinaram a dose de
mutacdo eficaz (EMD50), e foi relatado que a dose ideal de raios gamas para germinar as
sementes em um periodo de 10 dias foi de 150 Gy, enquanto a dose de 278 Gy foi determinada
como a EMD50. Entretanto, Ha4 uma auséncia de estudos relacionados a aplicacdo de raios
gama voltados para indugéo de resisténcia de melancieiras a fungos de solo, o que destaca a
importancia deste trabalho para investigar o potencial dessa técnica nas plantas de melancia.
Desse modo, a mutacao por raios gama tem se mostrado uma técnica eficiente para o
melhoramento genético de varias espécies de plantas, permitindo a obtencdo de novas
variedades com caracteristicas desejaveis, como a maior resisténcia a estresses bioticos e
abidticos e caracteristicas fenotipicas interessantes para 0 mercado, levantando a hipdétese de
gue esse metodo é uma alternativa interessante para 0 melhoramento genético de melancias, no

intuito de torna-las mais resistentes a doencas.

2.5 Analises moleculares

As analises moleculares representam uma eficiente ferramenta no estudo da genética
molecular, permitindo a amplificacdo especifica de segmentos de DNA (4cido
desoxirribonucleico) e a analise de marcadores especificos envolvidos na diversidade genética
de varias espécies de plantas (Pandey et al., 2019). Essas técnicas desempenham um papel
fundamental na caracterizagdo genetica de organismos e na descoberta de polimorfismos em
plantas (Barcaccia, 2009). Com o avanco das técnicas gendmicas contemporaneas e 0 progresso
no estudo dos marcadores moleculares, as oportunidades na criagdo de mutacOes estdo
significativamente expandidas, além disso, no ambito dos programas de melhoramento genético
por meio de mutacOes, € crucial avaliar a variabilidade genética resultante da acdo dos
mutagénicos, visando a utilizacdo otimizada dos recursos genéticos disponiveis. Nesse sentido,
0 uso de marcadores moleculares oferece uma abordagem precisa e eficiente para identificar e
caracterizar variagdes geneéticas, fornecendo informacdes valiosas para a pesquisa e
melhoramento genético de plantas (Raina et al., 2020).

Nesse contexto, os marcadores ISSR sdo reconhecidos como a ferramenta mais eficiente
para estudar a diversidade genética, devido as suas vantagens de custo acessivel, facilidade de
uso, capacidade de replicacdo e independéncia de conhecimento prévio. Devido a sua elevada
variabilidade genética, os marcadores ISSR sdo extensamente utilizados. Além disso, esses
marcadores podem identificar variacbes genéticas sem precisar reconhecer a sequéncia

especifica de bases no genoma da planta, contanto que as sequéncias repetidas estejam
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distribuidas de forma abrangente e uniforme por todo o genoma (Satish et al., 2015; Savitri e
Fauziah, 2020).

Autores ja tém corroborado essas ideias ao analisar marcadores ISSR em diferentes tipos
de planta. Savitri e Fauziah (2020), aplicaram o método de inducdo a mutagcéo por raios gama
e EMS (metanosulfonato de etila) em plantas de soja preta e avaliaram sua diversidade genética
utilizando marcador molecular ISSR, com os primers UBC 810, UBC 811, UBC 812, UBC 828
e K18, os quais conseguiram amplificar com sucesso e demonstraram sua diversidade genética,
indicando que o tratamento com irradiacdo por raios gama resultou em um maior grau de
polimorfismo do que o controle e o tratamento com EMS. Também foi possivel observar em
outros experimentos a capacidade de detectar polimorfismos presentes em cultivos de
bananeiras (Musa paradisiaca var. sapientum (L.) Kunt.) que foram submetidas a tratamentos
com radiacdo gama, utilizando seis primers para marcadores ISSR (ISSR 835, ISSR 836, ISSR
846, ISSR 847, ISSR 848 e ISSR 855), dos quais apenas 2 foram capazes de detectar
polimorfismo acima de 50% (DUE et al., 2019). A deteccdo de polimorfismo também foi
verificada em uma pesquisa realizada com plantulas de morangueiro induzidas a mutacao por
raios gama, aplicando-se a técnica de PCR para analisar marcadores ISSR, onde foi
demonstrado que 93,36% das 192 bandas avaliadas eram polimérficas, e a média dos valores
para o grau de polimorfismo constatou o valor de 0,48 por primer (Asirah et al., 2022).

Marcadores ISSR também ja foram analisados em melancieiras para identificar
polimorfismos e avaliar diversidade genética para agrupar os diferentes tipos de melancia de
acordo com suas caracteristicas agromorfoldgicas. Soghani et al. (2018) avaliaram a
diversidade genética de 38 ecdtipos de melancias e detectaram a presenca de 89 bandas
polimorficas utilizando 11 primers (UBC811, UBC812, UBC813, UBC815, UBCB816,
UBC817, UBC823, UBC824, UBC825, UBC826 e UBC876). Pandey et al. (2019) também
aplicaram analises moleculares para avaliar polimorfismo em 25 gendtipos de melancia
utilizando marcadores ISSR (ISSR M1, ISSR M2, ISSR M3, ISSR M6, ISSR M8, ISSR M9,
ISSR M11, ISSR M12, ISSR M18 e ISSR F3) e detectaram 95,4% de polimorfismo.

Tendo em vista os resultados satisfatorios para deteccdo de polimorfismos em diversos
tipos de plantas, incluindo melancieiras, este trabalho também visa a utilizacdo de primers para
marcadores ISSR no intuito de identificar os polimorfismos presentes no genoma de melancias

Sugar baby mutantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar a resposta de linhas mutantes M2 de melancia Sugar baby quanto a resisténcia ao

fungo Macrophomina phaseolina visando a selecdo de linhas promissoras.

3.2 Objetivos especificos

e Observar a resposta de linhas mutantes M2 de melancia ao fungo M. phaseolina;
e Quantificar o nivel de tolerancia das linhas mutantes comparadas ao controle;
e Selecionar os materiais promissores com algum nivel de tolerancia para analisar

presenca de polimorfismos através de marcadores moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao do material vegetal

Foram utilizadas sementes de 23 linhagens mutantes de melancia (M2) do Laboratério
de Biotecnologia Vegetal (LBV) da UFERSA, e dois grupos controles de linhagens comerciais
da variedade Sugar baby ndo mutantes. As sementes mutantes sdo provenientes de melancias
M1, cujas sementes foram submetidas a radiacdo gama oriunda de Cobalto-60 (60Co), tipo
Gammacell-220, com quatro doses (Y1=100, Y2=200, Y3=300 e Y4=400Gy). O processo de
melhoramento esta representado na tabela 1. Foram semeadas 10 sementes por linhagem tratada
com raios gama e 10 de cada grupo controle pelo método de cultivo direto, formando 230

plantas mutantes e 20 plantas ndo mutantes, com um total de 250 unidades experimentais.

Tabela 1 - Identificacdo de linhagens mutantes de melancias Sugar baby por genétipo

Tratamento Gendtipos Dose de raios gama (Gy) Peso do fruto (g)
T1 Y1R3p8 100 174,4
T2 Y1R3p15 100 135,1
T3 Y1R4p18 100 287,7
T4 Y2R1p5 200 378,4
T5 Y2R1p9 200 273,3
T6 Y2R2p13 200 220,7
T7 Y2R2p24 200 128,3
T8 Y2R2p25 200 177,5
T9 Y2R3p2 200 243,3

T10 Y2R3p4 200 3931
T11 Y2R3p7 200 300,0
T12 Y2R3p8 200 200,0
T13 Y2R3p10 200 317,6
T14 Y2R3pll 200 316,7
T15 Y2R3p16 200 307,1
T16 Y2R3p21 200 265,8
T17 Y2R3p25 200 461,1
T18 Y2R4p10 200 279,0
T19 Y2R4p13 200 297,7
T20 Y2R4p21 200 89,5
T21 Y3R4pl 300 104,6
T22 Y4R1pl 400 100,0
T23 Y4R1p4 400 330,0

Fonte: Elaboragdo do autor, 2024
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4.2 Plantio e manutencgéo de plantas em estufa

As sementes foram desinfestadas por imersdo em solucéo de hipoclorito de sodio 2,5%
por 15 seg, e em agua esterilizada por 15 seg. Apos a lavagem das sementes em agua
esterilizada, foram secas em temperatura ambiente e semeadas em vasos de 700 mL contendo
solo + substrato (Tropstrato). Uma semente por linhagem mutante foi semeada em cada vaso
contendo a mistura de solo e substrato na proporcao 2:1. As plantas foram irrigadas diariamente

de acordo com sua necessidade e com a temperatura ambiente.

4.3 Obtencéo dos fungos

Foram utilizados isolados de Macrophomina phaseolina A5P4 do acervo do
Laboratério de Fitopatologia da UFERSA, previamente coletados de melancieiras em areas
produtoras do estado do Rio Grande do Norte - Brasil. Os isolados foram inoculados conforme

metodologia descrita por Ambrésio (et al., 2015).

4.4 Inoculagéo do fungo

Trinta dias ap6s a semeadura, as plantas foram inoculadas pelo método do palito
(Ambrésio et al., 2015), que consistiu em alocar palitos em placa de petri contendo meio de
cultivo para crescimento de fungo, onde posteriormente foi inserido uma ponta de palito coberta
com micélios e microesclerddios do isolado da M. phaseolina no caule de cada planta, 1 cm
acima do solo. Palitos ndo infestados e autoclavados foram usados como controles negativos.
Outros palitos infestados foram utilizados como controle positivo em melancias Sugar baby
ndo mutantes. As mudas foram mantidas em casa de vegetacdo por 30 dias e posteriormente

avaliadas quanto a sua severidade (Adaptado por Ambrdsio et al., 2015).

4.5 Avaliacdo da severidade, incidéncia e reacao de classe

As plantas foram retiradas da casa de vegetacdo apds 30 dias da inoculacao artificial, e
avaliadas quanto a incidéncia e severidade da doenca e a duracdo do dano. Para a avalia¢do da
incidéncia, foi considerada a auséncia e presencga de sintomas em cada planta de cada grupo e
estabelecida uma porcentagem. Para a avaliacdo da severidade, uma escala de progressdo da

doenca foi considerada para cada planta, onde 0 = assintomatico, 1 = 3% tecidos infectados, 2
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= 10% tecidos infectados, 3 = 25% tecidos infectados, 4 = 50% tecidos infectados e 5 = mais
de 75% dos tecidos infectados (Ambrosio et al., 2015).

Além disso, foi calculada a média de acordo com a severidade da doenca para cada
genotipo mutante a ser classificado de acordo com a reacdo, onde foram consideradas cinco
classes de reagdo: 0 = imune; 0,1 a 1,0 = muito resistente; 1,1 a 2,0 = moderadamente resistente;

2,1 a 4,0 = suscetivel e 4,1 a 5,0 = altamente suscetivel (Salari et al., 2012).

4.6 Extracéo e purificagdo de DNA do material vegetal

Uma planta do grupo T18, sem sintomas de podriddo de carvdo foi selecionada para
avancar a fase de frutos, com intencdo de coletar suas sementes e semea-las em campo para
analise genética e selegdo de primers de resisténcia polimoérficos. O DNA genémico foi extraido
de folhas de C. lanatus M3 do grupo T18 e do grupo controle, ambos né&o inoculados, usando o
método CTAB (Doyle e Doyle, 1990). As folhas foram maceradas em almofariz e pistilo com
nitrogénio liquido e transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL. Em seguida foram
adicionados 800 pL de tampéo de extracdo (100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1,4M NaCl, 20mM
EDTA, 2% CTAB, 1%PVP, 0,2% B-Mercaeptoetanol e agua Milli-Q) em cada tubo e aquecidos
em banho-maria a 60 °C por 40 min, sendo vertidos a cada 10 minutos.

Posteriormente, foi adicionado 800 uL de cloroférmio alcool isoamilico (CIA) as
amostras, as quais foram vertidos novamente e centrifugadas por 8 min a 10.000 RPM. Em
seguida, a fase aquosa superior de cada tubo foi transferida para novos tubos, onde foi
adicionado novamente 800 uL de CIA e repetido o processo de centrifugacdo. Apds isso, 0
sobrenadante foi transferido para novos Eppendorfs, onde foram adicionados 2/3 de
isopropanol gelado e depositados no freezer pelo periodo overnight. Ao retirar as amostras do
freezer, elas foram centrifugadas novamente nas mesmas condi¢des anteriores por 10 min para
formacao do pellet compactado no fundo do tubo, desse modo, o sobrenadante foi descartado e
foi adicionado 1 mL de etanol 70% para primeira lavagem do material precipitado, logo em
sequida, as amostras foram centrifugadas novamente por 5 min e foi realizada a segunda
lavagem com 1 mL de etanol 90%, para também serem centrifugadas por 5 min.

Com a finalizagéo da centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
postas para secar. Apos a secagem, foi adicionado 50 uL de RNA’se (45 pL de agua Milli-Q +

5 UL RNA'’se) aos tubos, os quais foram incubados em banho-maria a 37 °C por 30 min.
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4.7 Quantificagdo de DNA por eletroforese

Para a quantificacdo, as amostras foram aquecidas em banho maria a 60°C por 15 min
e homogeneizadas com auxilio do vortex. Em seguida, 2 mL de solugdo contendo DNA foram
coletados e depositados em placa com adi¢do de 2 mL de Gel Loading Dye Blue. Logo apds,
foi realizada a preparacdo do gel para eletroforese utilizando 1 g de agarose + 100 mL tampéo
TBE 1x pH 8,0, onde foi adicionado 5 pL de brometo de etidio. Posteriormente, em uma cuba
foi inserido um pente e depositado sobre a mesmo a solucdo de agarose, onde a eletroforese foi
posta para correr em 30 min. Apds esse tempo, as amostras foram levadas para analise em

fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP).

4.8 Selecao de primers ISSR e reacdo de amplificagéo via PCR

Foi conduzido um teste preliminar de polimorfismo utilizando 12 marcadores ISSR
(conforme Tabela 2) empregando a técnica de PCR, com o intuito de selecionar os primers que
apresentaram os melhores padrdes de amplificagdo. Os marcadores ISSR escolhidos durante o
teste de polimorfismo foram entdo empregados na amplificacdo do DNA de todos 0s acessos
em estudo.

As reacdes de amplificacdo utilizando os marcadores ISSR foram realizadas em um
volume final de 20 L, contendo tampao 10x, MgClz a 10 mM, primer a 10 pmol, dNTPs a 10
mM, 1 U de Tag DNA polimerase e 20 ng de DNA. As amostras foram submetidas a
amplificacdo em um termociclador (Nexus, Eppendorf), seguindo a seguinte programagao:
desnaturacao inicial a 95°C por 4 minutos, seguida de 35 ciclos compostos por desnaturacao a
94°C por 30 segundos, anelamento a uma temperatura variando entre 47°C e 58°C por 45
segundos (dependendo do primer utilizado), extensdo a 72°C por 2 minutos € uma extensdo
final a 72°C por 10 minutos. Os fragmentos amplificados foram entdo submetidos a eletroforese
em gel de agarose 2% em tampdo TBE 1X (Tris 89 mM, &cido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM,
pH 8.,3), contendo brometo de etidio a uma concentracao de 0,5 pg/mL, e foram visualizados
sob luz ultravioleta em um fotodocumentador (Proteinsimple, Alphaimager HP). O marcador

de peso molecular utilizado foi o "DNA Ladder Plus" de 100 pb (Sinapse Biotecnologia).
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Tabela 2 — Identificagdo, sequéncia e temperatura de anelamento (TA) de Primers ISSR

utilizados para a caracterizacdo molecular de melancias Sugar baby mutantes da linhagem T18

Nome do primer Sequéncia do primer (5’-----3) TA (°C)?
UBC-811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 47,6
UBC-812 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
UBC-825 ACACACACACACACACT 45,2
UBC-826 ACACACACACACACACC 47,6
UBC-835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 49,5
UBC-836 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 47,3
UBC-840 GAGAGAGAGAGAGAGAYT 47,3
UBC-841 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 49,5
UBC-842 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 49,5
UBC-846 GAGAGAGAGAGAGAGAA 45,2
UBC-866 CTCCTCCTCCTCCTCCT 52,4
UBC-889 DBDACACACACACACAC 46

Fonte: Elaboragéo do autor, 2024

4.9 Analise dos dados

Para os dados da incidéncia, severidade e classe de reacdo foi realizado uma analise de
variancia por ranks unidirecionais e uma comparacao de médias pelo teste ndo paramétrico de
Krukal-wallis através do software Statgraphics centurion 19. Os resultados foram expressos em
média, considerando p<0,0001. Para as analises moleculares os dados foram analisados quanto

a presenca ou auséncia de bandas entre os individuos analisados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise da incidéncia, severidade e reacao de classe

Na andlise da incidéncia da podridao do carvdo em melancias Sugar baby foi verificado
que seis linhagens dos grupos que receberam doses de 200 Gy de raios gama apresentaram 0s
melhores resultados, sem nenhuma incidéncia da doenca sobre as plantas, semelhantes ao
controle ndo inoculado. Esses grupos consistiram nos tratamentos T13, T14, T15, T16, T17 e
T18. Os grupos que apresentaram o menor desempenho, com alta incidéncia entre as plantas,
semelhante ao controle inoculado, consistiram nos tratamentos T6, T7, T10 e T12, os quais
também receberam doses de 200 Gy; T21, que recebeu dose de 300 Gy; T22 e T23, 0s quais
foram tratados com doses de 400 Gy. Ja as linhagens que receberam doses de 100 Gy (T1, T2
e T3), também apresentaram incidéncia da doenca, sendo que o tratamento T2 também foi
semelhante ao controle inoculado, e as outras duas linhagens iguais estatisticamente a outros

grupos que receberam dose de 200 Gy. Os respectivos resultados estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Efeito dos raios gama sobre a incidéncia de podriddo do carvdo em cada linhagem

de melancia Sugar baby, e diferengas estatisticas entre 0s grupos

Tratamento Incidéncia Ranks Grupo
T1 70,00 140,50 cd
T2 90,00 165,50 de
T3 70,00 140,50 cd
T4 10,00 75,50 ab
T5 20,00 85,50 abc
T6 100,00 210,50 e
T7 100,00 210,50 e
T8 60,00 115,50 bed
T9 30,00 100,50 bc

T10 100,00 210,50 e
T11 70,00 140,50 cd
T12 100,00 210.50 e
T13 0,00 35,50 a

T14 0,00 35,50 a
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T15 0,00 35,50 a
T16 0,00 35,50 a
T17 0,00 35,50 a
T18 0,00 35,50 a
T19 70,00 140,50 cd
T20 30,00 100,50 bc
T21 100,00 210,50 e
T22 100,00 210,50 e
T23 100,00 210,50 e
Controle + 0,00 35,50 a
Controle - 100,00 210,50 e
Faixa média gl C p
24 0,94 234,17 <0,0001

Fonte: Elaboracdo do autor, 2024

Quanto a analise da severidade, os resultados estdo descritos na tabela 4. A partir da

avaliacdo da incidéncia, foi possivel identificar que as linhagens que apresentaram os melhores

resultados, sem nenhuma severidade nos sintomas da doenca, consistiram nos grupos T13, T14,

T15, T16, T17 e T18, assemelhando-se ao controle ndo inoculado. Todos esses grupos foram

tratados com doses de 200 Gy. Ja outras linhagens (T7 e T10), também tratadas com a mesma

dose de raios gama, apresentaram sintomas da doenga, e apresentaram niveis de severidade

semelhantes ao controle inoculado. As linhagens tratadas com 100 Gy (T1, T2 e T3), 300 Gy

(T21) e 400 Gy (T22 e T23) também apresentaram niveis de severidade, assemelhando-se tanto

ao controle inoculado como a outras linhagens tratadas com 200 Gy.

Tabela 4 - Efeito dos raios gama sobre a ocorréncia de severidade causada pela podriddo do

carvao em cada linhagem de melancia Sugar baby, e diferencas estatisticas entre os grupos

Tratamento Severidade Ranks Grupo
T1 0,90 146,60 cde
T2 1,40 181,85 de
T3 0,90 146,60 cde
T4 0,50 78,50 ab
T5 0,20 80,90 ab
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T6 1,20 178,70 de
T7 1,60 194,20 e
T8 0,70 129,80 bcd
T9 0,30 91,60 abc
T10 1,50 197,00 e
T11 0,70 134,40 bcd
T12 1,20 174,25 de
T13 0,00 59,50 a
T14 0,00 59,50 a
T15 0,00 59,50 a
T16 0,00 59,50 a
T17 0,00 59,50 a
T18 0,00 59,50 a
T19 1,20 148,80 cde
T20 0,30 91,60 abc
T21 1,10 172,60 de
T22 1,50 186,85 de
T23 1,50 192,55 de
Controle + 0,00 59,50 a
Controle - 1,60 194,20 e
Faixa média gl C p
24 0,84 137,56 <0,0001

Fonte: Elaboracgdo do autor, 2024

A severidade da doenca nas plantas foi avaliada em cada uma e atribuida uma nota em
uma escala de 1 a 5, sendo 5 a nota referente a maior severidade. Nesse contexto, a figura 1A
demonstra um exemplo de uma planta do grupo T4 que, antes de completar o periodo de 30
dias na casa de vegetacdo, apresentou estagio avancado da doenca, chegando a morrer. E
possivel notar a presenca de muitos picnidios de M. phaseolina no colo da planta, indicando
que a planta ja estava apodrecida e morta. Alguns picnidios foram alocados em lamina e
observados na lupa, para visualizagdo dos esporos do fungo, como mostra a figura 1B. O grupo
T4 apresentou baixos niveis de severidade entre as plantas, exceto por uma Unica planta que
registrou uma severidade de nota 5. Isso pode ser atribuido a susceptibilidade genética

especifica dessa planta, que se diferencia das demais do mesmo grupo devido a mutacdes
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ocorridas de maneira aleatoria. Além disso, variacBes ambientais, como variacbes na
temperatura, umidade do solo ou exposi¢éao a luz, podem ter influenciado a capacidade da planta

de resistir a infeccao, ou ainda ter comprometido seu sistema imunoldgico.

Figura 1 - Imagens representativas de M. phaseolina coletadas de picnidios em melancia Sugar

baby tratada com 200 Gy de raios gama. A: picnidios presentes no colo da planta; B: esporos

visualizados em lupa

Fonte: Registros do autor, 2024

A figura 2 demonstra um exemplo de planta da linhagem T18 inoculada com M.
phaseolina, porém sem ocorréncia de morte da planta ou apari¢do de sintomas da doenca antes
de 30 dias de permanéncia na casa de vegetacdo, tal exemplo ndo apresentou niveis de
severidade, diferenciando-se do grupo controle inoculado (figura 2B), o qual possuiu lesdes no
colo e raizes mais escuras. Pode-se observar que as plantas das linhagens que ndo apresentaram
incidéncia de podriddo ou progressdo de sintomas possuiam o estado do seu colo integro, sem

manchas ou feridas externas.
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Figura 2 - Amostras de melancia Sugar baby inoculadas com M. phaseolina apds avaliacéo de

incidéncia e severidade. A: planta da linhagem T18 resistente a Macrophomina sem apresentar

sintomas da doenca. B: planta do grupo controle inoculado apresentando sintomas

Fonte: Registros do autor, 2024

Neste estudo, foi verificado que todas as linhagens que ndo apresentaram incidéncia
possuiram nenhum grau de severidade, o que pode ter sido causado por mudangas metabdlicas
ou inducdo da expressdo de genes de defesa, como 0s genes que estdo envolvidos na atividade
enzimatica de B-1,3-glucanase, fenilalanina aménia liase (PAL), peroxidase (POD) e polifenol
oxidase (PPO) (Jeong et al., 2017). Além disso, a defesa de planta contra patégenos também
esta relacionada com o acumulo de compostos fendlicos, os quais participam de uma variedade
de processos que impedem o crescimento e desenvolvimento de patdgenos e estdo envolvidos
em reacgdes de defesa em varias partes da planta, como folhas, caules e raizes, tanto de forma

localizada quanto sistémica (Daayf et al., 2012).

A partir das notas atribuidas as plantas durante a avaliacdo da severidade, a média dessas
notas foi calculada e utilizada para definir as classes de cada tratamento, a fim de detalhar o
nivel de resisténcia das plantas. A analise estatistica demonstrou que as mesmas linhagens que
ndo apresentaram incidéncia ou niveis de severidade da doenca (T13, T14, T15, T16, T17 e
T18) também se classificaram como imunes, uma vez que obtiveram nota 0, assemelhando-se
ao controle ndo inoculado. Apenas o grupo T7 foi semelhante estatisticamente ao controle
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inoculado, apresentando um nivel moderado de susceptibilidade a M. phaseolina, como descrito

na tabela 5.

Tabela 5 - Classificacdo das linhagens de melancia de acordo com a incidéncia e severidade
ocorrida em cada grupo

Tratamento R.C. Ranks Grupo
T1 0,90 140,50 cdef
T2 1,40 195,50 fgh
T3 0,90 140,50 cdef
T4 0,50 105,50 bcd
T5 0,20 75,50 ab
T6 1,20 175,50 efg
T7 1,60 240,50 h
T8 0,70 120,50 bedf
T9 0,30 90,50 abc
T10 1,50 215,50 gh
T11 0,70 120,50 bcde
T12 1,20 175,50 efg
T13 0,00 35,50 a
T14 0,00 35,50 a
T15 0,00 35,50 a
T16 0,00 35,50 a
T17 0,00 35,50 a
T18 0,00 35,50 a
T19 1,20 175,50 efg
T20 0,30 90,50 abc
T21 1,10 155,50 defg
T22 1,50 215,50 gh
T23 1,50 215,50 gh

Controle + 0,00 35,50 a

Controle - 1,60 240,50 h

Faixa média gl C p
24 0,97 242,10 <0,0001

Fonte: Elaboragéo do autor, 2024
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Os resultados deste trabalho mostraram que a geragcdo M2 de Sugar baby avaliada em
sua resposta contra infeccdo por M. phaseolina apresentou seis grupos onde foi induzida
tolerancia e foram classificados como imunes, as quais receberam tratamento com 200 Gy,
enquanto doses superiores ou inferiores ndo foram suficientes para gerar mutacdes satisfatorias,
demonstrando que uma dose intermediéria pode ser eficiente para gerar alteragfes no cultivo

de melancia.

Entretanto, outros grupos tratados com 200 Gy também foram suscetiveis a podridao do
carvao, que pode ter ocorrido por conta da variacdo de radiossensibilidade influenciada por
fatores genéticos existentes em diferentes plantas, onde a radiacdo pode atingir regides da
dupla-hélice que ndo sdo rapidamente reparadas e resultam em mutacOes detectaveis ou sdo
reparadas e resultam em mutagdo nenhuma (Sigurbjornsson, 1983), um fato que associado a
aleatoriedade das mutacGes geradas pela irradiacdo, leva a concluir que as alteragoes
genotipicas e fenotipicas podem variar de planta para planta, mesmo tendo recebido a mesma

dose de raios gama.

Outra explicacao para esses resultados envolve a quantidade eficaz de radiacdo gama
para combater doengas em plantas, que pode variar conforme o tipo especifico de patégeno
vegetal e pela capacidade de tolerancia a radiacdo do material vegetal em questdo (Zulkifli et
al., 2023).

Os dados de tolerancia deste estudo corroboram com os resultados encontrados por
Nikiéma (et al., 2020), ao aplicarem diferentes doses de raios gama em sementes de sorgo para
gerar resisténcia contra Striga hermonthica, e descobriram que a dose de 200 Gy também foi
eficaz para produzir mutagOes que geram resisténcia nas plantas. Badigannavar et al. (2018)
também relataram os efeitos dos raios gama junto com o tratamento com EMS sobre plantas de
sorgo mutantes, onde a irradiacdo gerou efeitos positivos em trés linhagens, as quais se

apresentaram tolerantes a podriddo do carvéo.

Entretanto, em termos de resposta a estresses bidticos, € necessario realizar analises
subsequentes em outras geracBes além da M2 para verificar se as alterages visiveis nos
genitores permanecerdo em todas as geracgdes, levando a conclusdo de que realmente houve
mutacdo em genes de resisténcia. Tendo em vista que alguns materiais apresentavam grande
potencial para seguir com o avango geracional, foi selecionada uma planta especifica do grupo
T18 que, durante os 30 dias na casa de vegetacdo, ndo apresentou sintomas de podridao de

carvao no colo, no intuito de continuar com a manutencdo da mesma até chegar a fase de dar
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frutos. Dos frutos dessa planta foram recolhidas algumas sementes e semeadas novamente em
campo para coletar seu material genético e realizar uma selecdo de primers de resisténcia que
apresentem polimorfismo. As plantas M3 de melancias Sugar baby do grupo T18 apresentaram

um excelente desenvolvimento com relagdo a resisténcia a M. phaseolina.

5.2 Selecdo de primers da deteccdo de fontes de resisténcia em linhagens mutantes

A andlise dos marcadores ISSR foi realizada neste estudo para identificar os
polimorfismos presentes no DNA de acordo com os padrdes de bandas de DNA das amostras.
A PCR foi realizada com dez amostras de plantas de melancias mutantes e uma amostra do
grupo controle ndo mutante. Nenhuma das plantas foi inoculada com M. phaseolina. Dos 12
primers utilizados, apenas dois apresentaram bom padréo de amplificacdo para a linhagem de
melancia T18 (UBC-811 e UBC-825), um deles esta representado na figura 3, enquanto 0s
outros ndo amplificaram bem, assim como, também nédo forneceram informacdes relevantes ou
apresentaram polimorfismos. Isso demonstra que neste trabalho ndo foi possivel identificar

mutacdes a nivel de DNA através dos marcadores ISSR.

Figura 3 - Gel de agarose 1,2% demonstrando os produtos da amplificacdo de dez plantas de
melancias Sugar baby mutantes (1 a 10) e o controle (11) com o marcador UBC-825. M.
Marcador 100 pb (DNA Ladder Plus)

Fonte: Registro do autor, 2024
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Embora a avaliagdo de marcadores ISSR tenha apresentado excelentes resultados em
diversos trabalhos, nem sempre sera possivel encontrar informacdes relevantes no genoma em
todas as espécies de plantas, embora as mesmas plantas apresentem alteracdes fenotipicas em
decorréncia da acdo de mutagénicos. 1sso pode ocorrer por causa das mutag6es ocorridas terem
sido apenas estruturais, com modificagcdes pontuais em uma molécula do DNA e ndo na troca
de nucleotideos, ou por causa de problemas na otimizacdo da PCR. Além disso, vale ressaltar
que as alteracOes ocasionadas pelos raios gama podem ter sido causadas apenas na superficie

das sementes M1, e ndo no DNA das plantas.

Desse modo, isso sugere que sejam realizadas novas analises subsequentes em trabalhos
futuros utilizando outras técnicas com novos marcadores, como SSR, 0s quais sdéo amplamente
utilizados em diversas espécies agricolas para estudar variacdes geneticas naturais, realizar
mapeamento genético comparativo, investigar taxonomia e evolucdo molecular, além de
exibirem caracteristicas como codominancia e presenca de maultiplos alelos, oferecendo uma
quantidade significativa de informagfes genéticas (Al-hadeithi e Jasim, 2021); ou outros
primers de ISSR, na intencdo de analisar mais a fundo o genoma destas melancias mutantes e

identificar polimorfismos, e avaliar a existéncia real da presenca de mutacdo genética.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo destacam a eficacia da indugdo de mutacdes por meio de
raios gama como uma estratégia promissora para promover resisténcia a estresses bidticos em
plantas comerciais, como a melancia Sugar baby. A analise das linhas M2 revelou uma resposta
diferenciada a infeccdo por M. phaseolina, com grupos significativos demonstrando tolerancia
a doenca apos tratamento com dose de 200 Gy de raios gama. No entanto, observou-se também
uma variagdo na suscetibilidade a podriddo do carvéo entre as diferentes linhas, indicando a
complexidade dos efeitos da radiacdo sobre o material genético das plantas.

Além disso, os resultados sugerem a necessidade de investigacGes adicionais para
confirmar a estabilidade das caracteristicas mutacionais ao longo de vérias geracbes e para
elucidar as alteracdes moleculares subjacentes. A utilizacdo de técnicas complementares de
analise genética, como marcadores ISSR, revelou-se valiosa, embora tenha destacado desafios
na deteccdo de polimorfismos em algumas amostras.

Portanto, para um entendimento mais abrangente dos efeitos da radiacdo gama e para
explorar plenamente o potencial das muta¢des induzidas, recomenda-se a aplicacdo de
abordagens moleculares adicionais, SSR ou outros marcadores, em estudos futuros. Essa
abordagem multidisciplinar permitird uma compreensdo mais profunda das mudancas genéticas
e fenotipicas nas plantas mutantes, contribuindo para o desenvolvimento de variedades mais

resistentes e adaptadas as demandas dos produtores e desafios ambientais.
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