DOI: 10.4025/actasciagron.v31i3.360

Eficiéncia de métodos para deteccao de Didymella bryoniae
associado a sementes de hibridos de meloeiros nobres

Francielli Gasparotto !, Jodo Batista Vida *

", Dauri José Tessmann *, Solange Maria

Bonaldo ?, Ronilda Lana Aguiar ' e Marcelo Paes Penharbel *

1Depar‘[amento de Agronomia, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual de Maringa, Av. Colombo, 5790, 87020-900,
Maring4, Parana, Brasil. 2Instituto Universitario do Norte Matogrossense, Universidade Federal de Mato Grosso, Sinop, Mato
Grosso, Brasil. *Autor para correspondéncia. Email: jovida@uem.br

RESUMO. As sementes constituem a principal fonte de inéculo primirio de Didymella
bryoniae em cucurbiticeas cultivadas em ambiente protegido. Este trabalho objetivou
comparar a sensibilidade de metodologias para avaliar a qualidade sanitiria de sementes de
meloeiro nobre quant o a D. bryoniae. Empregaram-se quatro metodologias para efetuar a
andlise de sanidade: teste em papel-filtro, com congelamento, para anilise de sementes
inteiras e, sem congelamento, para anilise de sementes divididas (casca e
perisperma+embrido); teste de sintomas em plintulas em substrato areia e teste de sintomas
em plantulas em substrato comercial tipo Plantmax®. Para cada teste foram utilizadas 200
sementes de cada um dos hibridos Sunrise, Bonus II e Prince Hakucho. Os resultados
indicaram que no teste em papel-filtro nio foram encontradas quaisquer estruturas de D.
bryoniae associadas s sementes inteiras e as sementes divididas de nenhum dos trés hibridos
de meloeiro. Pelo teste de sintoma em plantulas em areia nio ocorreu sintomatologia visivel
causada por D. bryoniae. J4 em substrato comercial Plantmax®, constatou-se elevado indice
de transmissio de D. bryoniae, com 52, 45 e 28% de plantas sintomdticas para os hibridos
Sunrise, Bonus II e Prince Hakucho, respectivamente, sendo este teste o mais eficiente.

Palavras-chave: podridio gomosa, Cucumis melo, patologia de sementes.

ABSTRACT. Efficiency of methods for the detection of Didymella bryoniae
associated with seeds of muskmelon hybrids. Seeds are the primary inoculum source of
Didymella bryoniae on cucurbits cultivated in plastic greenhouse. The objective of this work
was to compare the effectiveness of methodologies used for the detection of this pathogen
in muskmelon seeds. Four methodologies were evaluated: blotter test with seed freezing
and whole seed analysis; blotter test without seed freezing with the analysis of seed parts
(seed coat, perisperm, and cotyledons); test of seedling symptoms growing in sand; and test
of seedling symptoms growing in the commercial substrate Plantmax®. For each test, 200
seeds of the hybrids Sunrise, Bonus II, and Prince Hakucho were used. The results of the
blotter test did not show any D. bryoniae structure associated with seeds. The seedling test in
sand did not present any visible disease symptom. However, the seedlings growing in
commercial substrate presented gummy stem blight symptoms, with seed transmission
rates of 52, 45, and 28%, for the hybrids Sunrise, Bonus II, and Prince Hakucho,
respectively, showing that this was the most efficient method for detection.

Key words: gummy stem blight, Cucumis melo, seed pathology.

importante  (VIDA, 1995); com distribui¢io
Os meloeiros nobres (Cucumis melo var. reticulatus general.lz/ada em nivel mundial em que se cultivam
Naud. e C. melo var. catalupensis Naud.) constituem cucurbiticeas  (NEERGAARD,  1989;  BALA;

parte das cucurbiticeas mais importantes para o
cultivo em ambiente protegido na Regiio Norte do
Estado do Parand, nas estagdes quentes do ano
(primavera/verdo). Do ponto de vista sanitirio, a
podridio gomosa, causada por Didymella bryoniae
(Auersw.) Rehm, sinom. Mycosphaerella  melonis
(Pass.) Chiu e Walker (forma anamorfica Ascochyta
cucumis Fautr. ¢ Roum) se constitui na doenga mais

HOSEIN, 1986). Em ambiente protegido, tem-se
constatado que a agressividade do agente causal da
podridio gomosa mostra-se muito superior do que
em cultivo convencional. Esse fato se deve 2
favorabilidade dos efeitos diretos do ambiente aéreo
e do solo sobre o patégeno e indiretos pelas
mudangas fisiolégicas e anatdmicas nas plantas
hospedeiras (VAN STEEKELENBURG, 1983;
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VIDA et al., 2001). Os danos causados pelo patégeno
podem ser elevados ou totais, quando medidas de
controle forem inadequadas ou nio-empregadas
(VIDA et al., 2004).

Didymella bryoniae possui alguns mecanismos de
sobrevivéncia, ¢ um dos mais importantes ¢
constituido pelas sementes.

D. bryoniae s sementes nio tém sido relatados pela

Danos diretos de

literatura. O principal papel das sementes com este
patégeno associado é a disseminagio deste para
novos cultivos, constituindo fonte de indéculo
primidrio para infec¢oes (LEE et al., 1984). Embora
sejam poucos os trabalhos que trataram da associagio
e transmissio de D. bryoniae por sementes de
cucurbiticeas cultivadas, estes tém demonstrado
ocorréncias em elevadas taxas. Lee et al. (1984),
trabalhando com pepino e abdbora, e Sudisha et al
(2006), trabalhando com melio, observaram que em
lotes de sementes infectadas com D. bryoniae ocorreu
transmissio do patdgeno para plintulas numa taxa
aproximada de 40% em ambos os trabalhos.

No Brasil, sio raros os trabalhos sobre a sanidade
de sementes de meloeiro, inclusive quanto 2
associa¢io e transmissio de D. bryoniae. Vida et al.
(2007) constataram evidéncia de transmissio de
D. bryoniae por meio de dois lotes de sementes do
hibrido de meloeiro nobre Bonus II e um do hibrido
Sunrise para mudas transplantadas para ambiente
protegido. Os autores observaram que a incidéncia
de podridio gomosa foi de 8,4; 7,1 e de 5,7%,
respectivamente, com os primeiros sintomas da
doenga e a formacgio de picnidios observados no
caule, préximo ao solo. Verzignassi et al. (2004),
empregando teste de transmissio em areia utilizando
sementes do hibrido de pepino japonés Hokushin,
encontraram o patdégeno nas formas teleomérfica
(D. bryoniae) e anamorfica (Ascochyta sp.) e
observaram sintomas da doenga 21 dias apds a
emergéncia das  plintulas, especialmente em
condi¢oes de cAmara amida.

Segundo Menten (1991), para a obtengio de
resultados confidveis da relagio entre o transporte ¢
transmissio de patégenos pelas sementes e os danos
na cultura, é fundamental a existéncia de métodos
que permitam detectar e quantificar o inéculo nas
sementes. Lucca Filho (1991) cita que, para que um
método de anilise de sanidade de sementes possa ser
considerado satisfatério, ele deve ser econdmico no
uso do material e equipamento, ser ripido, oferecer
seguranga e resultados em curto periodo de tempo.
Além disso, seus resultados devem ser reproduzidos
por outros laboratérios dentro de limites estatisticos.
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Neergaard (1973) recomendou os métodos de
papel-filtro “blotter test” e de sintoma em plantulas
para detecgio de D. bryoniae associado a sementes. O
blotter test ¢é apropriado para as infeccoes
acompanhadas por hifas, frutificagdes ou por
esporos, sendo eficaz para detectar a maioria de
fungos veiculados por sementes. A identificagio ¢é
baseada na morfologia fingica desenvolvida durante
a incubagio no  papel-filtro (AGARWAL,;
SINCLAIR, 1987). O método, ainda, é uma das
técnicas mais simples e baratas para se detectar
patégenos e outros microrganismos associados com
sementes. Seu principio bisico é fornecer elevagio
em nivel da umidade relativa, luz e temperatura
ideais para o desenvolvimento fingico (AGARWAL;
SINCLAIR, 1987).

A finalidade do teste basecado no crescimento de
plintulas e  desenvolvimento de sintomas,
denominado de teste em plantulas, é prever o efeito
dos patégenos na emergéncia em campo do lote de
sementes de andlise. As sementes sio plantadas em
solo, areia ou em meio inerte semi-estéril. Este
método frequentemente permite avaliar o vigor de
germinagio da semente, assim como o potencial do
inéculo dos patégenos associados a esta (LUCCA
FILHO, 1991).

Como se pode notar,
metodologias disponiveis para a andlise sanitiria de
sementes, ¢ na escolha do método a ser utilizado
deve-se levar em consideragio o tipo de associac¢io
patégeno-hospedeiro e a forma como o patégeno se
expressa para ser detectado. Desta forma, neste
trabalho, objetivou-se comparar a sensibilidade de
metodologias para se avaliar a qualidade sanitdria de
sementes de meloeiro nobre quanto ao agente causal
da podridio gomosa.

existem  varias

Material e métodos

Os ensaios experimentais foram realizados entre
os meses de agosto/2005 e agosto/2006, junto i drea
experimental do Departamento de Agronomia, da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), no
municipio de Maringi, Estado do Parana.

Para o desenvolvimento do trabalho, foram
comparadas  quatro  metodologias  comumente
utilizadas em anilise sanitdria de sementes: teste em
papel-filtro, com congelamento, para anilise de
sementes inteiras e, sem congelamento, para anilise de
sementes divididas (casca e perisperma+embriio);
teste de sintomas em plantulas em substrato areia e
teste de sintomas em plintulas em substrato comercial
tipo Plantmax®. Utilizaram-se lotes de sementes
comerciais de meloeiro nobre dos hibridos Sunrise,
Bonus II e Prince Hakucho, adquiridas em casas
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comerciais da cidade de Maringj, Estado do Paran4.
Em todos os ensaios experimentais, para cada

hibrido foram empregadas oito repeticdes, com

25 sementes para cada uma, totalizando 200 sementes.

O delineamento experimental utilizado foi o
delineamento inteiramente casualizado. Os resultados
foram transformados (x+k)”~1/2 com k = 10,

submetidos 3 andlise de wvariincia e as médias
comparadas entre si utilizando o teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade. Para as anilises, utilizou-
se o Sistema de Anilise Estatistica SASM-Agri
(CANTERI et al., 2001).

Teste em papel-filtro com sementes inteiras

O teste em papel-filtro com sementes inteiras foi
realizado  conforme metodologia  descrita  por
Neergaard (1979). As sementes de cada hibrido foram
dispostas em caixas de acrilico tipo ‘gerbox’, em
ntmero de 25 para cada recipiente, contendo trés
folhas de papel-filtro esterilizadas e umedecidas com
dgua destilada-esterilizada. O material foi distribuido,
aleatoriamente, em cimara de incubagio tipo BOD,
com temperatura de 25 = 2°C, durante 24h, em
regime de luminosidade de 12h de luz fluorescente e
12h de escuro. Apds este periodo, os gerbox que
continham as sementes foram transferidos para freezer
a -20°C, onde permaneceram por mais 24h. Em
seguida, o material foi incubado novamente em 25 *+
2°C, sob o mesmo regime de luminosidade anterior,
durante sete dias. Passado esse periodo, cada semente
foi examinada no microscépio estereoscépico. Para as
sementes onde se observou a presenga de quaisquer
estruturas fingicas, prepararam-se liminas, as quais
foram observadas ao microscépio dptico com a
finalidade de identificacio do fungo associado. Os
resultados foram expressos em porcentagem de
sementes com estruturas reprodutivas de D. bryoniae
associadas.

Teste em papel-filtro com sementes divididas

O teste em papel-filtro com sementes divididas foi
realizado conforme metodologia descrita por Lee et al.
(1984). As sementes de cada hibrido foram lavadas
individualmente cinco vezes com dgua destilada-
esterilizada e em sequéncia embebidas por 2h em dgua
destilada-esterilizada. Apds este periodo, as sementes
foram dissecadas assepticamente com uma limina de
barbear descartivel desinfetada, separando-se em duas
partes: casca ¢ perisperma mais embrido. Os
componentes de cada semente foram plaqueados lado a
lado em ‘gerbox’, contendo trés folhas de papel filtro
esterilizadas ¢ umedecidas com dgua destilada-
esterilizada. Esse material foi distribuido,
aleatoriamente, na cAmara de incubagio tipo BOD,
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com temperatura entre 20 * 2°C, por sete dias, em
regime de luminosidade de 12h de luz fluorescente e
12h de escuro. Passado esse periodo, cada semente foi
examinada ao microscOpio estereoscopico e a0
microscopio dptico quanto 3 presenga de estruturas de
D. bryonige, como descrito anteriormente. Os
resultados foram expressos em porcentagem de
sementes com estruturas reprodutivas de D. bryoniae
associadas.

Teste de sintomas em plantulas em substrato areia

Para o teste de transmissio no substrato areia
lavada, foi utilizada a metodologia descrita por
Neergaard (1979). A areia foi desinfetada com
brometo de metila (120 mL m™) e distribuida em
caixas plisticas (40 x 28 x 10 cm). Em seguida,
procedeu-se a semeadura dos trés hibridos de
meloeiro nobre e mantiveram-se as caixas em casa-
de-vegetacio semiclimatizada. A irrigacio foi
realizada, diariamente, com dgua de torneira. ApGs a
emergéncia, durante 60 dias, todas as plantulas
foram examinadas, diariamente, quanto 3 presenga
de sintomatologia de podridio gomosa (sintomas da
doenga e sinais do patégeno). Os resultados foram
expressos em  porcentagem  de  plantulas
apresentando quaisquer sintomatologias de podridio
gomosa, em qualquer parte aérea da planta.

Teste de sintomas em plantulas em substrato comercial

Para realizagio deste teste, foi utilizado o substrato
comercial Plantmax® HA, indicado para hortaligas
cucurbiticeas e folhosas. O substrato comercial foi
autoclavado a 120°C, a 1 atm, durante 2h, com
intervalo de autoclavagem de 24h, seguido de mais 2h
de autoclavagem nas mesmas condi¢des. Apds um
periodo de descanso de 72h,, o substrato foi distribuido
em bandejas de poliestireno expandido de 72 células.
Em seguida, procedeu-se a semeadura dos trés hibridos
de meloeiro nobre e mantiveram-se as bandejas em
casa-de-vegetacio semiclimatizada. A irrigagio foi
realizada, diariamente, com 4gua de torneira. Apds a
emergéncia, durante 60 dias, todas as plantulas foram
examinadas, diariamente, quanto 3 presenga de
sintomatologia de podridio gomosa (sintomas da
doenga e sinais do patdgeno). As plantas que
manifestaram sintomas iniciais foram retiradas das
cflulas da bandeja e transferidas para vasos de
300 mL contendo o mesmo substrato nio-desinfetado.
Esse  procedimento foi adotado para  evitar
disseminag¢io de inéculo de plantas doentes para
plantas sadias. Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantas apresentando qualquer
sintomatologia de podridio gomosa, em qualquer
6rgio aéreo da planta.
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Resultados e discussao

Os resultados obtidos nos ensaios experimentais
encontram-se na Tabela 1. Nos testes em papel-filtro
com sementes inteiras ¢ sementes divididas de
meloeiro nobre dos hibridos Sunrise, Bonus II e Prince
Hakucho nio foi constatada a presenga de quaisquer
estruturas de D. bryoniae em nenhum dos hibridos
testados (Tabela 1). Como no teste de transmissio em
substrato comercial, foi constatada a presenca do
patdgeno associado as sementes dos trés hibridos. Os
resultados destes dois testes mostraram-se como falsos
negativos nas condigdes em que foram realizados. No
entanto, Lee et al. (1984), avaliando lotes de sementes
de melio e abdbora quanto i presenca de D. bryoniae,
pelo método em papel-filtro, nas mesmas condicdes
descritas neste trabalho, utilizando sementes divididas,
obtiveram indice de infecgio que variou de 0,5 a 38,0%.
Também neste trabalho, os autores empregando a
metodologia do teste em placa com dgar-dgua para o
mesmo lote de sementes encontraram indice de
associagio de D. bryoniae, consideravelmente mais
baixo, no miximo 19,0%. J4 em meio batata-dextrose-
dgar, Sudisha et al (2006) obtiveram indices de
D. bryoniae associado a sementes de meldo variando de
31% na casca a 4,0% no embriio.

Tabela 1. Ocorréncia de Didymella bryoniae (%) associado a
sementes ¢ a plintulas de trés hibridos de meloeiro nobre.
Maringi, Estado do Parani, 2006.

Hibrido de Melociro Nobre

Métod i
crodo Sunrise  Bonus II Prince

Hakucho
Sementes inteiras 0 a* 0a 0a
Papel-filtro  Sementes P4C$ 0a 0a 0a
divididas erlsperrfna + 0a 0a 0a
embriio

Substrato Areia 0a 0a 0a

Sintomas
em plantulas  Substrato Comercial 52b 45b 28b
CV (%) 20,89 33,08 47,19

*Médias seguidas da mesma letra, em cada coluna, nio diferem entre si pelo teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Delineamento inteiramente casualizado.

Os resultados também indicaram que ocorreu
alto indice de Cladosporium spp. associado as
sementes dos trés hibridos avaliados. Como este
fungo apresenta crescimento agressivo, é possivel ter
ocorrido restrigio de espago para expressio de
D. bryoniae. Lucca Filho (1991) cita que, apesar da
facilidade de aplicagio do teste em papel-filtro, este
método apresenta certas limitagoes, entre elas a
dificuldade de identificar fungos de crescimento
vegetativo muito lento associados is sementes, pois
podem ser rapidamente encobertos por outros mais
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vigorosos, ¢ por permitir o ripido crescimento de
fungos contaminantes (Rhizopus, Mucor, Penicillium,
Aspergillus e outros).

No teste de sintomas em plantulas em substrato
areia, nio se observou visualmente sintomatologia
de podridio gomosa em nenhuma plintula dos
hibridos testados durante o periodo de 60 dias em
que ensaio experimental foi desenvolvido (Tabela 1).
Verzignassi et al. (2004), utilizando o teste de
sintomas em plantulas, no substrato areia, também
nio constataram a presenca de D. bryoniae associado
a sementes do hibrido de pepino japonés Hokushin.
No entanto, ao final do teste, estes autores coletaram
caules de plantas assintomadticas, submeteram-nos as
condi¢des de cAmara timida, a 30°C e constataram
que em alguns segmentos de caule ocorreu a
formacio de picnidios e ascas com ascdsporos das
formas teleomérfica e anamérfica do patégeno,
abundantemente.

No teste de sintomas em plantulas, empregando
o substrato comercial, o indice de plantas com
sintomatologia ~ de  podridio  gomosa  foi
relativamente alto, registrando-se transmissio de D.
bryoniae de 52,0; 45,0 e 28,0% para os hibridos
Sunrise, Bonus II e Prince Hakucho,
respectivamente (Tabela 1). Os primeiros sintomas
visuais de podridio gomosa constatados nos hibridos
Sunrise, Bonus II e Prince Hakucho manifestaram-
se aos 28, 32 e 35 dias apds a semeadura,
respectivamente. O inicio  dos  sintomas
correspondeu com a senescéncia das folhas
cotiledonares, em todos os hibridos. Os sintomas
iniciaram-se no caule, na regido de inser¢io das
folhas cotiledonares senescentes, como lesdes
inicialmente aquosas e que, posteriormente,
tornaram-se necréticas, com coloragio palha clara.
Observou-se visualmente que as lesdes cresciam
longitudinalmente e transversalmente e, em muitas
plantulas, ocorria o fendilhamento do caule.
Também foi constatada, nas lesdes, a ocorréncia de
exsudagio de goma e, nos tecidos com sintomas
mais velhos, ocorreu a formagio de numerosos
corpos de frutificagio negros. A coleta dessas
estruturas e observacdes ao microscopio Optico
permitiu  a  constatacgilo da  presenga de
picnidios/conidios e peritécios com ascas ¢ oito
ascésporos/asca. Em muitas plantulas, a colonizagio
circunscreveu todo o caule, causando a seca do ramo
na regiio situada acima da lesdo, tombamento e
morte. Sintomas semelhantes em plantulas de
meloeiro foram observados também nos trabalhos
desenvolvidos por Wiant (1945) e Chiu ¢ Walker
(1949).
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Os  resultados  deste  trabalho  indicaram
associacio entre a senescéncia das folhas
cotiledonares e o aparecimento dos sintomas de
podridio gomosa em plintulas de meloeiro. Na
literatura, trabalhos mostraram que, em tecidos em
senescéncia, algumas espécies de Sphaeropsidales
mudam de comportamento. Guignardia citricarpa,
agente causal da mancha preta dos citros, é um
patégeno que produz picnidios/conidios em tecido
verde do hospedeiro, mas pseudotécios sé sio
formados em folhas caidas em decomposi¢io
(FEICHTENBERGER, 1996, SCHUTTE et al,
1997). Entio, é possivel que D. bryoniae esteja em
infec¢do latente nas plantas e os sintomas sé se
manifestem em condi¢io de estresse, como, neste
caso, a senescéncia de folhas cotiledonares.

O fato acima pode ser a causa de nio ter havido
sintomas nas plantulas no teste de transmissio no
substrato  areia. Neste substrato, as plantas
apresentaram baixo desenvolvimento por falta de
nutrientes, nio ocorrendo senescéncia das folhas
cotiledonares, as quais permaneceram verdes durante
todo o periodo do experimento para os trés hibridos.

Dentre os testes desenvolvidos neste trabalho,
somente pelo teste sintomas em plantulas, em substrato
comercial, foi possivel constatar que D. bryoniae estava
associado as sementes dos trés hibridos de meloeiro
nobre, ocorrendo a transmissio para plantulas.

Conclusao

Dos quatro métodos empregados (teste em papel-
filtro com sementes inteiras e divididas, sintomas em
plantulas em substrato areia e em substrato comercial)
para averiguar a presenga de Didymella bryoniae,
somente empregando o método de sintomas em
plantulas em substrato comercial foi possivel constatar
o patégeno associado 3s sementes dos trés hibridos de
meloeiro nobre (Sunrise, Bonus II e Prince Hakucho).
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