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RESUMO GERAL

ALBUQUERQUE, Leidiane Bezerra. Reacdo de acessos e cultivares de meloeiro a
Pseudoperonospora cubensis e identificagdo de Quantitative Trait Loci de
resisténcia do meloeiro ao mildio. 2014. 99f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia:
Fitotecnia) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN, 2014,

O mildio, causado pelo fungo Pseudoperonospora cubensis, € uma das principais
ameacas a producdo do meloeiro em areas Umidas em todo o mundo. Apesar de sua
importancia, sdo poucos os trabalhos envolvendo a avaliagdo de fontes de resisténcia,
bem como a identificacdo de marcadores moleculares que estejam ligados a esta
caracteristica e que possam auxiliar os melhoristas na selecdo assistida por marcadores
(SAM). Diante disso, 0s objetivos deste trabalho foram promover a selegcdo de fontes
de resisténcia ao mildio, a partir de acessos de meloeiro, coletados em diferentes
estados da regido Nordeste do Brasil e também identificar QTLs que co-segreguem
com genes de resisténcia a este patdgeno, utilizando progénies F,; obtidas dos
genitores MR-1 e Védrantais, contrastantes para o carater. Para a identificacdo de
fontes de resisténcia, foram avaliados trinta e seis acessos e quatro cultivares
comerciais em delineamento em blocos casualizados (DBC) com trés repeticOes e sete
plantas por parcela, cuja avaliacdo foi feita em campo. A avaliacéo se deu aos 24 dias
apos o transplantio das mudas para o campo, depois que 50% das plantas atingiram o
estagio de floragdo, com o auxilio de uma escala diagramatica. Observou-se que existe
variabilidade no germoplasma de meloeiro para reagdo ao mildio. Os acessos Al, A4,
A6, A9, Al12, Al17, Al8, A23, A27, A35 e A36 foram considerados promissores para o
uso em programas de melhoramento visando resisténcia a P cubensis. Todas as
cultivares comerciais analisadas foram altamente suscetiveis ao patdgeno. Para
identificacdo de marcadores ligados a QTLs de resisténcia, os genitores MR-1 e
Védrantais foram cruzados e posteriormente foi obtida a geracdo F,. Das 98 plantas
obtidas foi extraido o DNA para avaliagdo molecular com primers microssatélites
polimoérficos selecionados a partir dos genitores contrastantes. Das plantas F, foram
obtidas 98 progénies F,.; que foram utilizadas para as avaliagdes fenotipicas quanto a
severidade provocada por P. cubensis, seguindo a mesma época de avaliacdo descrita
no experimento anterior no periodo de abril a junho de 2013. O delineamento utilizado
foi o latice simples 10 x 10. A eficiéncia do latice foi baixa (100,28%), por isso, 0s
dados foram analisados em DBC. Foram identificadas diferencas genéticas
significativas (P<0,01) entre as progénies. A estimativa de herdabilidade foi
considerada alta (86,75%), indicando sucesso com a selecdo. Foram encontrados 23
primers polimorficos. Treze amplificaram em toda a populacéo e foram utilizados para
as analises genotipicas. Destes, dez marcadores apresentaram valores abaixo do nivel



critico especificado pelo teste FDR. Para oito locos houve maior proporcéo de alelos
do genitor Védrantais, enquanto que para dois locos houve maior proporgdo de alelos
do genitor MR-1. Para os demais locos (trés), as frequéncias alélicas ndo se alteraram.
Os valores dos coeficientes de determinacdo (R?) obtidos para os marcadores foram
relativamente baixos na populacdo. Pela regresséo linear simples, os marcadores que
mais explicaram a caracteristica na populagdo F,3; foram CMBR 139 e CMMS 22-2,
sendo os mesmos identificados pela regressdo linear maltipla, podendo, portanto,
serem utilizados na SAM.

Palavras-chave: Cucumis melo L. Germoplasma. Marcadores de DNA. Resisténcia
genética.



GENERAL ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Leidiane Bezerra. Reaction of cultivars and accessions of melon
Pseudoperonospora cubensis and the identification of Quantitative Trait Loci for
resistance to downy mildew of melon. 2014. 99f. Dissertation (M. Sc. In Agronomy:
Phytotechny) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossor6-RN-Brazil, 2014.

Downy mildew, caused by the fungus Pseudoperonospora cubensis, is a major threat
to the production of melons in wetlands worldwide. Despite its importance, there are
few studies involving the assessment of sources of resistance, as well as the
identification of molecular markers that are connected to this feature and that may help
breeders in marker-assisted selection (MAS). Given this, the objectives of this work
were promote the selection of sources of resistance to downy mildew, from melon
accessions, collected from different states in the Northeast region of Brazil and to
identify QTLs that co-segregate with the resistance gene of this pathogen, using the
F,.; obtained from parents and Védrantais MR-1, contrasting to the register character.
To identify sources of resistance, thirty-six accesses and four commercial cultivars in a
randomized block design (RBD) were assessed with three replications and seven plants
per plot, which evaluation was made on the field. The evaluation was carried out on 24
days after transplanting the seedlings to the field, when 50% of plants reached the stage
of flowering, with the aid of a diagrammatic scale. It was observed that there is
variability in melon germplasm for reaction to downy mildew. The accessions Al, A4,
A6, A9, Al2, A17, Al18, A23, A27, A35 and A36 were considered promising for use
in breeding programs aiming resistance to P cubensis. All commercial cultivars
analyzed were highly susceptible to the pathogen. To identify markers connected the
resistance QTLs, MR-1 and Védrantais parents were crossed and subsequently the F,
generation was obtained. It was extracted the DNA for evaluation molecular of the 98
plants obtained with microsatellite primers polymorphic selected from contrasting
parents. Of F, plants were obtained 98 progenies F,; that were used for the
assessments phenotypic of the severity caused by P. cubensis, it was used the same
time assessment described in the previous experiment, the period April-June 2013. The
experimental design utilized was lattice simple 10 x 10. The efficiency of lattice was
low (100.28%) thus data were analyzed in DBC. Significant genetic differences
(P<0.01) between the progenies were identified. The estimated of heritability was
considered high (86.75%), indicating successful selection. Were found 23 primers
polymorphic, of this sum, thirteen amplified in all the population and were used for
analyzes genotypic. Of these, ten markers presented values below level critical
specified by FDR test. There was more proportion allele of parent VVédrantais for eight
loci, while there was more proportion allele the parent MR-1 for two loci. For other
loci (three), frequencies allelic did not change. The values coefficients of determination



(R?) obtained for the markers were relatively low in population. By regression simple
linear, the markers explained the feature in population F,.; the most were CMBR 139
and CMMS 22-2, being the same identified by regression multiple linear, thus they can
also be used in SAM.

Keywords: Cucumis melo L. Germplasm. DNA markers. Resistance gene.
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CAPITULO I

1 INTRODUGAO GERAL

As regides produtoras de meldo (Cucumis melo L.) do Nordeste brasileiro séo
caracterizadas por um periodo seco, compreendido de julho a novembro, alternado por
um periodo chuvoso, compreendido de margo a abril (ambos bem definidos). O cultivo
do meloeiro, apesar de ser realizado durante todo o ano, é feito em sua quase totalidade
no periodo seco (95%), exatamente em razéo do elevado risco de perdas de producéo e
qualidade dos frutos devido a doengas oportunas como o mildio do meloeiro
(CARDOSO et al., 2001).

O mildio, causado pelo fungo Pseudoperonospora cubensis (Berkeley. & M.
A. Curtis) Rostovzev (1903), é uma das mais importantes doencas do meloeiro no
Brasil (CARDOSO et al., 2001). Além de sua ocorréncia endémica durante o periodo
seco, esta doenga limita a producdo do meloeiro no periodo chuvoso. As infecgbes que
ocorrem em genotipos suscetiveis durante o periodo endémico, resultam em fonte de
indculo primario para o periodo epidémico (BLANCARD et al., 1996; KUROZAWA,;
PAVAN, 1997). Trata-se de uma doencga do tipo explosiva que, sob condi¢des de
umidade relativa elevada e agua livre nas folhas, pode reduzir, sensivelmente, a area
foliar e, consequentemente, a fotossintese, provocando reducdo da producéo e do teor
de sélidos soluveis totais de 60% e 49%, respectivamente (KUROZAWA; PAVAN,
1997; CARDOSO et al., 2002a; CARDOSO et al., 2002b).

O principal método de controle desta doenca é a aplicacdo de fungicidas, no
entanto, esta estratégia tem sido comprometida pelo alto potencial de evolugdo do
patdgeno, selecionando racas resistentes a estes produtos (SHETTY et al., 2002;
URBAN; LEBEDA, 2004; URBAN; LEBEDA, 2006; URBAN; LEBEDA, 2007).

Além disso, os fungicidas tém sua eficacia reduzida em cultivares muito suscetiveis,
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sob alta pressdo de indculo e em condi¢gBes meteoroldgicas favordveis ao patdégeno
(THOMAS, 1988; URBAN; LEBEDA, 2006). Soma-se a isto, o fato de aumentar
substancialmente os custos de producédo com a utilizacdo deste método.

Uma alternativa que pode ser utilizada no controle do mildio do meloeiro é a
resisténcia genética que, apesar de também ser comprometida pelo alto potencial de
evolucdo do patégeno, ainda é a alternativa mais barata e segura para o controle da
referida doenca, pois reduz danos ao ambiente e proporciona maior Sseguranga
alimentar ao consumidor, podendo também ser utilizada de forma complementar ao
controle quimico, reduzindo os custos de producdo (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994; RONQUIST; HUELSENBECK, 2003; STAMATAKIS, 2006;
URBAN; LEBEDA, 2007; THINES; VOGLMAYR; GOKER, 2009).

Infelizmente, a falta de cultivares resistentes ao mildio, ainda é um fator que
impede a expansdo do cultivo do meldo no Nordeste brasileiro no periodo chuvoso.

Diversas fontes de resisténcia tém sido relatadas em paises produtores
(GAUMANN, E. 1918; COHEN, 1981; KANG et al., 2010). Entretanto, no Brasil, 0
numero de trabalhos relacionados a esta doenca é infimo e 0s encontrados nao relatam
qual o controle genético da resisténcia do meloeiro a este patdgeno ou mesmo o
nimero de genes que participam da resisténcia. Muito dessa resisténcia tem sido
encontrada em linhagens de meldo, tais como MR-1 onde Cohen et al. (1985)
encontraram dois genes, denominados Pc-1 e Pc-2 de dominancia incompleta. O
conhecimento sobre a heranga dessa resisténcia é de suma importancia para a criagéo
de uma estratégia de melhoramento mais eficiente para resisténcia durdvel. Por isso, ha
a necessidade de se identificar fontes de resisténcia nos acessos de meloeiro dos bancos
de germoplasma das regides produtoras de meldo do Nordeste do Brasil.

Apesar dessas informacOes, ainda séo poucos os trabalhos de melhoramento
visando resisténcia ao mildio em meloeiro. Uma razdo para este pequeno namero de
trabalhos pode ser a dificuldade de avaliacdo da resisténcia ao mildio em campo,

devido & influéncia do ambiente que determina o desenvolvimento da doenga. Uma
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possivel solucdo para esta questdo é a identificacdo de fontes de resisténcia utilizando
marcadores de DNA.

Os marcadores de DNA séo ferramentas Uteis que podem ajudar a identificar as
regides cromossdmicas envolvidas na resisténcia do meloeiro ao fungo P. cubensis.
Em meldo, genes de resisténcia a diversas doencas foram mapeados (PITRAT;
LECOQ, 1980; BAUDRACCO-ARNAS; PITRAT, 1996; JOOBEUR et al. 2004;
BROTMAN et al. 2005; MORALES et al. 2005; NIETO et al. 2006), no entanto, estes
mesmos mapas ndo relatam locos de caracteristicas quantitativas (QTLs) para mildio.
Este conhecimento poderia levar a uma estratégia de criagdo de resisténcia duravel
mais eficiente em programas de melhoramento do meloeiro.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram, promover a sele¢do de
fontes de resisténcia ao mildio a partir de acessos de meloeiro coletados em diferentes
estados da regido Nordeste do Brasil e também identificar (QTLS) que co-segreguem
com genes de resisténcia a este patdgeno, utilizando progénies F,s, obtidas dos
genitores MR-1 e Védrantais, contrastantes para o caréater.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MILDIO DO MELOEIRO

O mildio, causado pelo fungo Pseudoperonospora cubensis é uma das
principais ameagas a producdo de Cucurbiticeas em areas Umidas do mundo
(KENIGSBUCH; COHEN, 1992). Este patdégeno possui uma ampla distribuicdo
geografica e tem sido relatado na cultura do meloeiro em mais de 50 paises, incluindo
ambientes que variam de clima semiéarido a tropical (PALTI; COHEN, 1980).

Originalmente nomeado Peronospora cubensis quando descoberto em Cuba
por Berkeley e Curtis (1868), P. cubensis foi reclassificado em 1903 depois de mais
observacGes sobre a forma de germinacdo de seus esporangios (ROSTOVZEV, 1903).
Cerca de 20 anos mais tarde, foi relatado no Japdo (KUROSAWA, 1927). Desde entéo,
se espalhou para quase todos os paises onde espécies da familia Cucurbitaceae séo
cultivadas comercialmente (PALTI; COHEN, 1980).

Além disso, P. cubensis possui uma ampla gama de hospedeiros, infectando
mais de 49 espécies em 20 géneros dentro da familia das Cucurbitaceas, incluindo 19
espécies do género Cucumis (LEBEDA; WIDRLECHNER, 2003; PALTI; COHEN,
1980). Além do meldo (Cucumis melo L.), as espécies hospedeiras mais
frequentemente afetadas sdo o pepino (Cucumis sativus L), melancia (Citrullus
lanatus), abobora (Cucurbita maxima) e abobrinha (Cucurbita pepo) (LEBEDA;
WIDRLECHNER, 2003). Outras Cucurbitaceas hospedeiras de P. cubensis sdo Luffa
acutangula L., Lagenaria siceraria, Benincasa hispida, Momordica charantia L.
(PALTI; COHEN, 1980). Mudangas climéticas globais podem ser uma das principais
causas do aumento da capacidade do patdgeno de expandir sua gama de hospedeiros e
territorio geografico (GARRETT et al., 2006).
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P. cubensis pertence a divisdo Eukarya, reino Straminipila, filo Oomycota,
classe Oomycetes, ordem Peronosporales, familia Peronosporaceae, género
Pseudoperonospora. E um microorganismo biotréfico e produz estruturas de
resisténcia conhecidas como esporangios, os quais garantem a sua sobrevivéncia em
ambientes desfavoraveis (SAVORY et al., 2011). Copias assexuadas dos esporangios
sdo produzidas em folhas infectadas e liberadas para o ambiente através de
movimentos de contorcdo realizados pelos esporangioforos em condicdes de baixa
umidade relativa do ar (LANGE et al., 1989). A liberacdo das maiores concentragdes
de esporéngios é realizada no periodo da manh& e ao final da tarde quando mudancas
de temperatura e umidade relativa do ar tendem a ocorrer (COHEN; ROTEM, 1971b).

Apbs sua dispersdo, a sobrevivéncia dos esporangios pode ocorrer de 1 a 16
dias (COHEN, 1981; COHEN; ROTEM, 1971a) dependendo da temperatura, umidade
relativa (THOMAS, 1996) e da radiacdo solar (KANETIS et al., 2010). Copias
assexuadas dos esporangios sdo produzidas em folhas infectadas e podem ser dispersas
pelo ar a longas distancias (LANGE et al., 1989). Embora a liberagéo e dispersdo dos
esporangios ocorram em condigdes de baixa umidade da folha, 0 molhamento foliar é
necessario para o patégeno germinar e infectar a planta hospedeira com sucesso. A
temperatura 6tima para ocorrer a infec¢do é de 15°C. Quando altos niveis de in6culo
estdo presentes no hospedeiro, sdo necessarias apenas 2 horas de molhamento foliar
para ocorrer & infeccdo (SAVORY te al., 2011). Os esporangios podem germinar e
causar infecgdes em temperaturas que variam de 5 a 28°C (COHEN, 1981). O periodo
de incubagdo pode variar de 4 a 12 dias e depende de fatores como temperatura,
fotoperiodo, concentragdo do inoculo e do tempo em que a folha estiver Umida
(COHEN, 1977b; THOMAS, 1996).

A germinacgdo dos esporangios ocorre via clivagem citoplasmatica, resultando
na liberacdo de 2-15 zo6sporos moveis e biflagelados (PALTI; COHEN, 1980), que na
presenca de &gua, nadam em busca de estdmatos abertos e encistam (IWATA, 1949)

formando tubos germinativos e produzindo apressorios. A penetragdo da hifa se d& a
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partir de apressorios que entram no tecido foliar do hospedeiro através da abertura
estomatica (SAVORY et al., 2011). As hifas produzidas por P. cubensis possuem
forma cenocitica e hialina e crescem entre as células do hospedeiro através de
estruturas como o meséfilo e tecido palicadico. A partir dai, haustorios sao
estabelecidos em células do mesofilo onde invaginam através da membrana celular
(FRAYMOUTH, 1956; VOGLMAYR et al., 2004). Estas estruturas especializadas sdo
responsaveis pela absor¢do de nutrientes do hospedeiro pelo patogeno (HAN;
MENDGEN, 2001).

A parte do hospedeiro mais atacada por P. cubensis é a lamina foliar e em
alguns casos esta é a Unica parte afetada. Os sintomas da doenca podem variar um
pouco de acordo com a lamina foliar de diferentes espécies de Cucurbitaceas e até
mesmo entre variedades da mesma espécie (PALTI; COHEN, 1980). Quando em
condicbes ambientais ideais, 0os sintomas da doenga podem aumentar rapidamente,
reduzindo sensivelmente a area foliar e, consequentemente, a fotossintese, provocando
danos a produgdo (KUROZAWA,; PAVAN, 1997).

Na maioria dos hospedeiros, 0s primeiros sintomas sdo pequenas lesdes
encharcadas de dgua na parte abaxial da folha (PALTI; COHEN, 1980). Estas manchas
sdo limitadas pelas nervuras que depois de certo tempo, adquirem coloracao
amarronzada (SAVORY et al., 2011).

A necrose ocorre mais rapidamente em tempo quente e seco (COHEN;
ROTEM, 1971b). Folhas colonizadas por P. cubensis sofrem mudangas na temperatura
e taxa de transpiracdo, que variam durante o curso da infeccdo e sobre a superficie
foliar (LINDENTHAL et al, 2005; OERKE et al, 2006). Em baixas temperaturas
ocorre retardamento dos sintomas, no entando a colonizagdo do tecido foliar ainda é
promovido (COHEN, 1977b). Conforme a doenca progride folhas inteiras podem
morrer dentro de poucos dias (THOMAS, 1996). Em consequéncia da reducédo da parte

aérea, o desenvolvimento do fruto é cessado e ocorre uma maior exposic¢éo dos frutos
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ao sol, permitindo a escaldadura e apodrecimento secundério dos frutos (KEINATH et
al., 2007).

Além disso, exposicdo dos frutos a intensa radiacdo solar na faixa equatoriana
provoca queima da epiderme e alteracfes bioguimicas que podem produzir efeitos
deletérios a qualidade dos frutos (CARDOSQO; SANTOS; VIDAL, 2002). Desta forma,
a doenca desempenha um papel crucial na determinacdo da quantidade e qualidade da
producdo de Cucurbitaceas (LEBEDA; COHEN, 2010; PERCHEPIED et al., 2005).
Em infecgdes severas, ocorre queda precoce de folhas, raquitismo e producéo de frutos
mal formados e subdesenvolvidos (PERCHEPIED et al., 2005).

2.2 A IMPORTANCIA DOS RECURSOS GENETICOS VEGETAIS

Com a expansdo das fronteiras agricolas da cultura do meloeiro no Nordeste
brasileiro, trabalhos visando a conservacdo de recursos genéticos tornaram-se
estrategicamente importantes, uma vez que estes materiais sdo portadores de genes de
grande interesse para 0 melhoramento genético, como € o caso dos genes de resisténcia
a patégenos.

O meloeiro é atacado por diversas doencas. Entre elas, destaca-se o mildio,
considerada a principal doenca fungica desta cultura no periodo chuvoso nas regides
produtoras do Nordeste brasileiro (SANTOS et al., 2003). No entanto, apesar de sua
expressiva importancia, ainda sdo poucos os trabalhos desenvolvidos no Brasil,
relacionados ao estudo de identificagdo de fontes de resisténcia do meloeiro ao mildio
(SANTOS et al., 2009).

Dessa forma, ensaios envolvendo prospeccdo, conservagdo, caracterizagcdo e

uso do germoplasma de meldo sdo fundamentais para subsidiar a incorporagdo de
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novos genoétipos de meloeiro com caracteristicas agronémicas desejaveis, como a
resisténcia a doencas, aos programas de melhoramento genético.

Paiva et al. (2004), ao avaliarem a reacdo de 20 linhagens de meloeiro do tipo
Cantaloupe, obtidas a partir de varios gendtipos comerciais e de acessos de meloeiro,
observaram que a linhagem denominada L49, originada do acesso Pl 714423,
comportou-se como resistente ao mildio em condi¢des de campo. Santos et al. (2009)
também buscaram identificar fontes de resisténcia a este patdgeno. Para isso, estes
autores analisaram a reacdo de 28 genotipos de meloeiro, dentre acessos de diversas
origens e cultivares comerciais, e constataram que nenhum dos gendtipos expressou
resisténcia ao mildio.

A familia Cucurbitaceae é conhecida pela sua versatilidade e valor alimenticio
dos frutos de algumas espécies do género Cucumis (GONZAGA et al.,1999), como € o
caso do meldao (Cucumis melo L.), que integra juntamente com outras espécies 0
cultivo tradicional de variedades crioulas nas mais diversas areas do Nordeste
brasileiro (QUEIROZ 1999a).

Parte da variabilidade genética do germoplasma de meldo presente nesta regiao
encontra-se em poder dos pequenos agricultores que fazem a selecdo da prdpria
semente a partir dos frutos que consideram ser de qualidade superior e as cultivam na
safra seguinte.

Essa selecdo, realizada por varias geracfes, mesmo que de forma inconsciente,
resultou em diversos tipos de genotipos de meloeiro com elevada rusticidade e
adaptacédo as condicdes locais onde foram selecionados. Devido as suas caracteristicas
de rusticidade, essas variedades tornaram-se aptas ao cultivo em propriedades de
reduzido nivel tecnolégico e em sistemas agroecoldgicos (NEITZKE et al., 2009).

No entanto, com 0 objetivo de aumentar a produtividade, os agricultores tém
substituido as variedades crioulas por cultivares cada vez mais uniformes ou
padronizadas e em extensas areas, resultando na crescente substituicdo e degradacdo

das variedades locais e dos ecossistemas naturais, caracterizando 0 processo
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denominado de erosao genética (WALTER et al., 2007), que tem resultado na perda de
varios alelos, os quais podem estar relacionados com os mais diversos tipos de
caracteres de interesse econdémico, como a resisténcia a doencas.

Considerando que muitas dessas variedades foram sendo parcialmente
substituidas por cultivares comerciais e que muitas foram perdidas, torna-se necessaria
a realizacdo de coletas e a caracterizacdo dos mesmos a fim de se conhecer o grau de
variabilidade genética que estes genotipos possuem. Isto deve ser realizado com o
intuito de se indicar genotipos mais promissores para os trabalhos de melhoramento e
também para melhorar as condigdes de cultivo e producdo dos agricultores, permitindo

0 uso racional destes gendétipos na agricultura familiar.

2.3 FONTES DE RESISTENCIA A Pseudoperonospora cubensis

A utilizacdo de resisténcia genética ainda é a alternativa mais barata e segura
para o controle do mildio em meloeiro, pois reduz danos ao ambiente e proporciona
alimentos mais seguros ao consumidor, podendo também ser utilizada de forma
complementar ao controle quimico, reduzindo os custos de produ¢do (SHETTY et al.,
2002; URBAN; LEBEDA, 2004; URBAN; LEBEDA, 2006; URBAN; LEBEDA,
2007).

P. cubensis é um patégeno com alto potencial evolutivo (FANOURAKIS et al,
2001; LEBEDA; URBAN, 2007). A morfologia desse oomiceto e, principalmente, a
variabilidade patogénica é dependente do hospedeiro e das condi¢gdes ambientais
(LEBEDA; WIDRLECHNER, 2003). Especificidade hospedeiro-parasita e interagdes
qgue envolvem P. cubensis apresentam significativa variagdo tanto em termos
individuais quanto a nivel populacional (SARRIS et al., 2009). A diferenciacdo da

patogenicidade de P. cubensis ao nivel de patétipos foi esclarecida por Lebeda e
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Widrlechner (2003). O hospedeiro mais promissor para a diferenciacdo de racas em P.
cubensis é o meloeiro (LEBEDA et al., 2006; LEBEDA et al., 2007a) e a elucidacéo
desse sistema hospedeiro-patdégeno seria de suma importancia para os estudos
populacionais, que podem ser realizados utilizando tanto uma abordagem classica
guanto a molecular (LEBEDA et al., 2006).

H& poucos relatos sobre a identificacdo de fontes de resisténcia a P. cubensis
no Brasil. No meloeiro, sdo conhecidas varias fontes de resisténcia ao mildio,
incluindo Pl 124111 (COHEN et al., 1985), PI 124111F (COHEN; EYAL., 1983),
MR-1 (THOMAS, 1986), Pl 144112 (COHEN, 1981; THOMAS, 1982). Pl 414723
(EPINAT; PITRAT, 1989), Pl 164323 (COHEN, 1981) e Pl 165449 (COHEN, 1981).
No entanto, em investigacOes pelos paises produtores, trés acessos, MR-1, Pl 124111F
e Pl 124112, foram extensivamente estudados (THOMAS, 1988; KENIGSBUCH,;
COHEN, 1989; KENIGSBUCH; COHEN, 1992).

Ivanoff (1944), ao estudar a heranga da resisténcia ao mildio, observou que
quatro cultivares de meloeiro, de origem indiana, comportaram-se como resistentes em
condi¢cBes ambientais do sul do Texas e sugeriu que a resisténcia encontrada poderia
ser parcialmente dominante. Ele também concluiu que o material mais resistente neste
estudo foi a cultivar Smith’s Perfect. No entanto, Thomas (1982), ao realizar pesquisas
com esse mesmo proposito, observou que embora, esta mesma cultivar tenha sido a
mais resistente a um patétipo de P. cubensis, quando testada com outro, a mesma se
comportou como altamente suscetivel. Ainda neste estudo, outro acesso de C. melo
denominado PI 124111 exibiu um elevado nivel de resisténcia ao mildio.

Ainda neste contexto, Thomas et al. (1986), estudando a heranga da resisténcia
na linhagem MR-1, observaram que a mesma possuia dois genes dominantes de
heranca incompleta denominados Pc-1 e Pc-2. Esta linhagem foi desenvolvida a partir
do hibrido 90319 e selecionada por conferir um alto nivel de resisténcia ao mildio, cuja

resisténcia foi mantida mesmo quando testado em folhas de diferentes idades.
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2.4 AVALIACOES DA RESISTENQIA DE GERMOPLASMA DE MELAO A
Pseudoperonospora cubensis ATRAVES DE ESCALA DIAGRAMATICA

A heranga da resisténcia ao mildio do meloeiro é descrita como uma
caracteristica quantitativa (THOMAS et al., 1988; EPINAT; PITRAT., 1989) por isso
faz-se necessario quantificar a doenga para se distinguir genotipos.

Ao se avaliar germoplasma em busca de fontes de resisténcia a doencas, 0 uso
de métodos eficientes de avaliacdo da infeccdo torna-se necessario. Por isso, 0S
métodos adequados para avaliagdo de doencas devem ser escolhidos de forma
criteriosa, a fim de que se possibilite um melhor grau de acuréacia, precisdo e
repetibilidade das avaliagbes (GAUNT, 1987). Esses métodos variam com o agente
etiologico e com a caracteristica espacial da doenca (GAUNT, 1995).

Em principio, para se medir a intensidade de doengas, o ideal é comparar a
planta doente com a sadia e também com uma extremamente suscetivel. Para isto estdo
disponiveis varios procedimentos, como chaves descritivas, area sob a curva de
progresso da doenca, sensoriamento remoto, uso da produgdo, componentes de
resisténcia horizontal, taxa de infeccao e escala diagramatica (SANTQOS, 2008).

Neste contexto, 0 uso da escala diagramatica, principal ferramenta na avaliagdo
da severidade de patogenos foliares, € muito importante para quantificacdo de doencas
e na caracterizagdo da resisténcia varietal (AMORIM, 1995).

Um dos procedimentos mais eficientes para se realizar este tipo de avaliagdo
consiste no uso do método de escala diagramatica, que corresponde a ilustracdo da
parte da planta afetada com varias intensidades de doenca (SANTOS, 2008). Entre as
caracteristicas de uma boa escala diagramatica estdo a facilidade de uso, a sua
aplicabilidade sob ampla extensdo de condicBes com resultados reproduziveis e a
existéncia de intervalos que representem todos os estadios de desenvolvimento da
doenca (BERGER, 1980).
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Existem escalas diagramaticas para avaliagdo da severidade de varias doencas
em Cucurbitaceas, como o mildio do meloeiro (MICHEREFF et al., 2009), oidio em
meloeiro (AZEVEDO, 1998), mancha de cercospora em melancia (HALFELD-
VIEIRA; NECHET, 2006), crestamento gomoso em melancia (DUSI et al., 1994),
oidio em abbébora (AZEVEDO; LEITE, 1996), mancha alvo do pepineiro
(TERAMOTO et al.,, 2011), entre outras, que tém colaborado para avaliacGes de

importantes doencas em plantas desta familia.

2.5 MARCADORES MOLECULARES NA RESISTENCIA DE PLANTAS

A resisténcia das plantas aos patdgenos é resultante do processo evolucionario
que ocorre espontaneamente em suas populagdes. Por isso, ao longo da sua evolucao,
as plantas tém desenvolvido diversos mecanismos de defesa contra o ataque dos mais
variados tipos de patégenos.

Entre os eventos celulares, que caracterizam a resposta do hospedeiro por meio
destes mecanismos, estdo a expressdo dos genes de defesa os quais sdao conhecidos
como genes de resisténcia (R-genes) (DE WIT, 1995).

O primeiro modelo de interagdo patdégeno-hospedeiro foi proposto por Flor
(1947), como resultado de seus estudos com o patossistema linho (Linum
usitatissimum) — ferrugem do linho (Melampsora lini). A partir de seus resultados, o
autor formulou a famosa teoria gene a gene, na qual a resisténcia de determinada
cultivar de linho a uma raca do fungo é o resultado da interacdo entre um gene de
aviruléncia dominante no patégeno e um gene de resisténcia correspondente (R),
também dominante na planta hospedeira. Apés o pioneiro trabalho de Flor, resultados

semelhantes tém sido obtidos em outros patossistemas, envolvendo parasitas
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biotréficos e hemibiotréficos, incluindo fungos, bactérias, virus e nematoides
(AGRIOS, 2005).

Desta forma, o nimero de genes R, bem como 0 mapeamento de tais genes tem
sido determinado para diferentes patossistemas (PRYOR; ELLIS, 1993).

No caso do patossistema mildio — meloeiro sabe-se que o controle genético da
resisténcia é devido a dois genes de efeitos complementares denominados de Pc-1 e
Pc-2 (THOMAS, 1988; KENIGSBUCH; COHEN, 1989, 1992), os quais tém sido
descritos em alguns gendtipos de meloeiro, como é o caso do acesso MR-1 (COHEN et
al., 1985).

Uma das estratégias preconizadas no manejo de doencas e pragas consiste no
uso de cultivares resistentes. No entanto, a introgressao de alelos de resisténcia via
melhoramento convencional, dependendo da cultura, pode levar muitos anos
(ANTONIO, 2011). Esse processo de transferéncia de alelos de resisténcia pode ser
consideravelmente acelerado com o uso de marcadores de DNA. Esses marcadores, se
estreitamente ligados aos alelos de resisténcia, podem ser usados na selegdo assistida
por marcadores (SAM.) particularmente nas etapas iniciais e intermediarias do
melhoramento (ALZATE-MARIN et al., 2005). Além disso, esta ferramenta torna
possivel e mais rapida, a triagem molecular de populacfes segregantes para o fenétipo
resisténcia a doengas (MICHELMORE; PARAN; KESSELI, 1991), o que levaria
muito tempo e trabalho intensivo via método tradicional. O uso dos marcadores de
DNA ¢é também justificado em situagBes em que a avaliacdo fenotipica se torna um
tanto quanto subjetiva e de dificil mensuracdo (ALZATE-MARIN et al., 2005). Como
€ 0 caso da resisténcia a P. cubensis que € determinada pela avaliacdo visual de folhas
com o sintoma da doenga. Outra vantagem, do uso desta ferramenta no melhoramento
de plantas visando resisténcia a doengas, é possibilitar a sele¢do de plantas resistentes
em estadio de pléntula, tdo logo produza quantidade suficiente de DNA para a
realizacdo das andlises, independente das condi¢cbes do ambiente (MATIELLO;
BARBIERI; CARVALHO, 1997).
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A resisténcia, na maioria das vezes é classificada como poligénica ou de carater
quantitativo, normalmente envolvendo uma série de genes, com efeitos diferenciados,
associados a um pronunciado efeito do ambiente, 0 que leva a uma variacdo fenotipica
continua na reacdo do hospedeiro (ALZATE-MARIN et al., 2005). O que tem sido
comprovado com 0s experimentos de sequenciamento e mapeamento genético que
mostram que 0s genes de reacdo a patdgenos estdo geralmente organizados em blocos
génicos ou clusters (GEFFRQY et al., 1999).

Para grande parte das espécies comerciais, um grande nimero de alelos de
resisténcia tem sido isolado e os marcadores moleculares tém sido extensivamente
utilizados por facilitar a introducdo desses alelos em cultivares comerciais (ANTONIO,
2011) como, por exemplo, virus do mosaico PRSV-W (TEIXEIRA, 2004), oidio
(TEIXEIRA et al., 2008), entre outros, no entanto, sdo poucos 0s relatos de marcadores
ligados & locos de resisténcia em mel&o a P. cubensis.

O uso destas ferramentas associadas a genes de resisténcia a doencas, em
programas de melhoramento, requer a identificacdo prévia desses marcadores em
cultivares de interesse (CORREA et al., 2001), sendo sua maior utilidade empregada
no estudo de caracteres quantitativos, dadas as dificuldades envolvidas no processo de
selecdo. Desta forma, para que as informagbes fornecidas pelos marcadores
moleculares sejam Uteis no processo de selecdo, a primeira etapa € a identificacdo de
marcadores associados a QTLs (Quantitative Trait Loci) envolvidos no controle do
carater de interesse.

A identificagdo de QTLs de resisténcia, portanto, é uma forma de utilizar
marcadores para auxiliar na selecdo de gendtipos resistentes ao mildio do meloeiro.
Um estudo de mapeamento de QTLs foi conduzido para a fonte de resisténcia parcial
de meldo Pl 124112 onde foram detectados nove QTLs envolvidos no controle da
resisténcia. Um QTL derivado da linhagem P1 124112 explicou de 12 a 38% de toda a
variagdo fenotipica para a resisténcia a P. cubensis, baseada na avalia¢éo realizada por
meio de escalas semi quantitativas (PERCHEPIED et al., 2005).
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2.5.1 Identificacdo de QTLs e Mapeamento genético

Entre as varias ferramentas da genética molecular disponiveis para o
melhoramento de plantas, os mapas genéticos tém se revelado como um recurso de
grande valor em diversos aspectos da pesquisa e aplicacdes da genémica (BOREM;
CAIXETA, 2009). Desta forma, uma das aplicacGes mais importantes desta ferramenta
consiste na localizacdo de genes que controlam caracteristicas de importancia
econdmica, como €é o caso da resisténcia a doengas que resulta da acdo cumulativa de
um conjunto de genes (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). Tais caracteristicas sao
denominadas de quantitativas ou de heranca poligénica e os locos que as controlam séo
conhecidos como locos controladores de caracteristicas quantitativas ou QTLS
(TANKSLEY, 1993).

O primeiro estudo demonstrando a ligac&o entre um gene marcador e um QTL
foi realizado por Sax (1923). No entanto a base de apoio para a elucidacdo desta
técnica foi mais bem proposta por Thoday (1961), o qual sugeriu a idéia do uso de
marcadores de genes individuais para caracterizar e mapear poligenes controladores de
QTLs. A partir de entdo, a metodologia proposta para 0 mapeamento de QTLs baseia-
se na hipdtese de que, se a segregacdo de um gene marcador pode ser usada para
detectar e estimar o efeito de um poligene ligado e se genes marcadores estiverem
espalhados ao longo do genoma de uma espécie, foi possivel mapear e caracterizar
todos os poligenes que afetam um dado carater (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

A localizagdo de genes e regiGes gendmicas que controlam caracteristicas de
interesse econdmico, sejam elas qualitativas ou quantitativas, tém sido realizada
eficientemente através do emprego de marcadores moleculares organizados em mapas
de ligagdo (TANKSLEY et al., 1989), no caso de caracteres quantitativos,
naturalmente controlados por varios genes, os marcadores constituem uma ferramenta

diferenciada, pois permitem a identificacdo e a andlise de cada um dos genes
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envolvidos na caracteristica, ou pelo menos daqueles de maior importancia (BOREM;
CAIXETA, 2009), por isso, o advento dos marcadores moleculares, tornou viavel o
mapeamento e a caracterizacdo de poligenes responsaveis por caracteres de interesse
em populagbes naturais (TANKSLEY, 1993), além disso, a descoberta dos marcadores
de DNA tornou o mapeamento genético efetivamente ilimitado a todas as espécies
(BOSTEIN et al., 1980). Esta ferramenta possibilitou também o aumento do nimero de
estudos de mapeamento de diferentes genes R (KELLY; MIKLAS, 1998). A partir de
entdo, mapas genéticos que levaram décadas para serem desenvolvidos devido a
restrita disponibilidade de marcadores morfoldgicos e isoenzimaticos foram
amplamente saturados com o uso de marcadores moleculares (CARNEIRO; VIEIRA,
2002).

A eficiéncia na deteccdo de QTLs depende do nimero de QTLs, magnitude do
seu efeito, herdabilidade da caracteristica, interagBes entre 0s genes, tipo e tamanho da
populagdo segregante avaliada, tamanho do genoma, frequéncia de recombinacao entre
0 QTL e o marcador, saturagio do mapa e eficiéncia da avaliagio fenotipica (BOREM;
CAIXETA, 2009).

O mapeamento de QTLs ndo se trata apenas de determinar a posicao destes no
genoma, mas trata-se também da quantificacdo e da caracterizacdo de seus efeitos,
além do o grau de dominancia de cada QTL bem como das interagdes alélicas. Essas
interacOes podem ser epistaticas e pleiotropicas (BEARZOTI, 2000).

Visto que os genotipos desses locos controladores de caracteres quantitativos
sdo desconhecidos, uma alternativa é estimar os efeitos de QTLs fixados em posi¢des
intermediarias de marcadores moleculares genotipados que ndo tém efeito sobre o
carater em estudo, utilizando a informag&o do mapa desses marcadores.

Os pré-requisitos e 0s passos para 0 mapeamento de QTLSs s&o:

a) delineamento genético ou populacBes de mapeamento adequado: populagoes
do tipo F,, retrocruzamentos, linhagens recombinantes ou RILs (Recombinant Imbred

Lines), dentre outras;
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b) genotipagem das plantas;

C) mapa genético;

d) dados dos caracteres de interesse (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

Uma vez que a associacao entre as caracteristicas de interesse e 0s marcadores
seja feita com a analise de QTLs, a SAM pode ser feita tendo duas grandes vantagens
sobre os métodos tradicionais de selecdo: marcadores ndo sdo influenciados pelo
ambiente e a deteccdo € possivel em todas as fases de desenvolvimento da planta
(ANTONIO, 2011), além disso, é possivel selecionar os individuos com base no
fendtipo do marcador, sem que haja a necessidade de avaliar o fendtipo da
caracteristica (CARNEIRO; VIEIRA, 2002).

2.5.2 Marcadores moleculares mais utilizados na identificacdo de QTLs e no
mapeamento genético

Marcadores de DNA foram inicialmente utilizados como ferramentas de
auxilio ao melhoramento genético na década de 80 (SOLLER; BECKMANN, 1983).
Conceitualmente, sdo ferramentas U(teis para detectar variagbes no genoma,
aumentando o poder de analise genética das plantas (BOREM; CAIXETA, 2009). O
grande potencial do uso de marcadores moleculares no melhoramento reside no fato de
serem praticamente ilimitados em namero, de facil detecgdo e se comportarem como
“caracteres” de heranca simples e previsiveis, ndo sendo afetados pelo meio
(ALZATE-MARIN et al., 2005).

Atualmente, existe uma grande variedade de marcadores moleculares que
podem ser utilizados em mapeamento genético de espécies vegetais (BOREM;
CAIXETA, 2009). No entanto, os principais foram descritos a seguir com suas

caracteristicas, vantagens e desvantagens.
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O marcador molecular Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) é
uma técnica que associa a clivagem de fragmentos de DNA com enzimas de restrigao e
a praticidade da amplificacdo desses fragmentos por reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) (VOS et al., 1995). Nesta técnica o DNA a ser analisado € clivado por enzimas
de restricdo e as suas extremidades sdo ligados adaptadores, que servem de sitios de
ligacdo para primers em reacdo de PCR.

Entre as vantagens do uso de marcadores AFLP, estdo o elevado grau de
polimorfismo e 0 mais alto nimero de marcadores obtidos por gel analisado.

Apesar de ser um tipo de marcador muito Gtil para a realizacdo de
fingerprinting de DNA, seu uso no melhoramento de plantas tem sido limitado devido
a dificuldades metodoldgicas inerentes a técnica e ao seu elevado custo (ALZATE-
MARIN, et al., 2005).

Microssatélites ou Simple Sequence repeats (SSR) sdo baseados na presenca,
em genomas eucarioticos, de varias classes de sequencias arbitrarias repetidas, as quais
consistem em um a seis nucleotideos em tandem (BOREM; CAIXETA, 2009). As
sequencias que flanqueiam essas regides sdo conservadas entre individuos de uma
mesma espécie, permitindo que se construam primers que amplifiguem, via PCR,
fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos os genétipos (BOREM; CAIXETA,
2009). Para amplificar locos de microssatélites utiliza-se um par de primers, cada um
com um sitio de anelamento localizado em um dos lados da regido repetitiva. O
polimorfismo encontrado é do tamanho dos fragmentos e se deve ao nimero diferente
de repeticBes dos microssatélites (sequéncias repetitivas) (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

Resumidamente esta técnica consiste na clonagem, sequenciamento e
amplificacdo a partir de primers que flanqueiam as regides de interesse
sequencialmente, os produtos de amplificacdo sdo separados por eletroforese
(ALZATE-MARIN, 2005).

Cada microssatélite, independente do elemento repetido (CA, TG, ATG, etc.)

constitui um loco genético altamente varidvel e multialélico. Apresentam como

34



vantagens, sua ampla distribuicdo no genoma eucariotico, codominancia. Tem sido
utilizado em estudos evolutivos, fingerprints, teste de paternidade, estudos de genética
de populagdes, protecdo de cultivares, avaliagdo de pureza de sementes, utilizacdo ou
conservacdo de germoplasma, estudos de diversidade, analise génica e de locos
guantitativos (QTLs), analise de pedigree e selecdo assistida por marcadores.
Marcadores microssatélites também tém sido utilizados na construcdo de mapas de
ligacdo, os quais tém sido desenvolvidos e saturados para meloeiro (PERIN et al.,
2002; PERCHEPIED et al., 2005; FUKINO et al., 2008; YUSTE-LISBONA et al.,
2011).

Esses marcadores estdo substituindo rapidamente outros marcadores em varios
tipos de estudos genéticos, principalmente, devido a sua reprodutibilidade via PCR e
simplicidade técnica, a pequena quantidade de DNA requerida, ao baixo custo, ao
grande poder de resolucdo e aos altos niveis de polimorfismo (BOREM; CAIXETA,
2009).

A grande limitacdo dos microssatélites € a necessidade dos mesmos serem
isolados e desenvolvidos especificamente para cada espécie, nao sendo possivel utilizar
a estratégia de desenho de “primers universais”. Além disso, o desenvolvimento desses
marcadores envolve um processo demorado, trabalhoso e com elevado custo. No
entanto, estas desvantagens sdo compensadas pela facilidade e eficiéncia do uso desses
marcadores pela comunidade cientifica. Uma vez desenvolvidos, eles podem ser
utilizados com a facilidade e a rapidez tipicas da técnica de PCR (BOREM;
CAIXETA, 2009).
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2.5.3 Populag6es de mapeamento

Para se conduzir com sucesso a identificacdo de QTLs e o mapeamento de
genes, torna-se necessario considerar alguns critérios, o primeiro € a escolha dos
genitores, de modo a maximizar a probabilidade de se encontrar polimorfismo.
Também é necessario que sejam produzidas geracfes em que os locos estejam em
desequilibrio de ligacdo (TANKSLEY, 1993). O ideal é que os genitores sejam
geneticamente distantes e fenotipicamente contrastantes para um maior ndmero
possivel de caracteristicas. Genitores geneticamente divergentes também possuem a
vantagem de facilitar o processo de genotipagem, ou preferencialmente, da construcéo
do mapa genético de ligagio (BOREM; CAIXETA, 2009). Quanto mais divergentes os
genitores, maior a propor¢do de marcas polimorficas, simplificando a etapa de
genotipagem e permitindo, seguramente maior cobertura genOmica e
consequentemente maior eficiéncia na identificagdo, no mapeamento e na anélise de
genes de interesse (BOREM; CAIXETA, 2009).

Nos individuos F; o desequilibrio de ligacdo é maximo e nas populagdes
derivadas a partir desses individuos procura-se explorar esse desequilibrio. As
populagdes segregantes que podem ser utilizadas sdo: populacdo F,, retrocruzamentos
(RCs), RILs (Recombinant Imbred Lines ou linhagens recombinantes) e duplo-
hapldides (TANKSLEY, 1993). Essa etapa é considerada critica para o sucesso da
construgdo do mapa (STAUB; SERQUEN; GUPTA, 1996). Em casos cujo
polimorfismo é baixo, podem-se utilizar cruzamentos interespecificos para obter maior
namero de locos informativos (TANKSLEY et al., 1992), o que é, entretanto, de menor
utilidade para o melhoramento, cujo objetivo é utilizar as populagbes com méxima
adaptacéo.

Apos a obtencdo da populagdo de interesse, na maioria das vezes, utiliza-se

uma populagéo F,, os individuos da populagdo devem ser tanto “genotipados”, ou seja,
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submetidos ao processo de construcdo do mapa genético, quanto fenotipados, ou seja,
devem ser levados ao campo, em condic¢des ideais de cultivo, para que cada individuo
seja devidamente avaliado em termos fenotipicos (BOREM; CAIXETA, 2009). Esta é
uma etapa importante, pois o sucesso do mapeamento dos genes depende em grande
parte da eficiéncia do processo de avaliacdes fenotipicas (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

Como vantagens de sua utilizacdo, podem-se destacar a facilidade e rapidez de
sua obtencdo. No mapeamento de QTLs estdo disponiveis as informacfes de trés
gendtipos (AA, Aa e aa), 0 que aumenta a precisdo da estimativa dos componentes
genéticos (ZAMIR; TADMOR, 1986).

No entanto, uma desvantagem da utilizagdo da F, € a necessidade de avaliar as
caracteristicas com base em cada individuo per se. Portanto, a eficiéncia dessa geracéo
é relativa, restringindo-se mais aos caracteres qualitativos ou, ainda, aos quantitativos
tipicamente de alta herdabilidade. Esse problema pode ser contornado pela utilizagao
de populagdes F,.3, em que as plantas sdo genotipadas na geracgao F, e as caracteristicas
fenotipadas sdo medidas em progénies F3, permitindo assim o uso de repeticdes. Os
dados das médias das progénies F; sdo geralmente utilizados como valor fenotipico das
plantas F, que deram origem a essas progénies (BOREM; CAIXETA 2009). A
obtencdo de progénies segregantes provenientes de algumas dezenas de individuos é
necessaria para que se tenha uma amostra representativa de eventos meioticos
(SOUZA JUNIOR, 1993).

Numa préxima etapa, os individuos dessa populacéo sdo avaliados quanto aos
caracteres de interesse. Utilizando-se progénies F,, diferentes modelos podem ser
ajustados de forma a estimar separadamente contribuicbes de efeitos aditivos e
dominantes dos QTLs. O maximo de informacéo genética é alcangado quando se usa
uma populacdo F, e marcadores codominantes (STAUB; SERQUEN; GUPTA, 1996).
Os caracteres mapeados devem distribuir-se de acordo com um padréo de segregagéo

mendeliana. Este padrdo pode ser verificado através do teste do Qui-quadrado (x°)
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(BEARZOT]I, 2000). Quando este ndo é verificado diz-se que os locos apresentam
Distorcéo de Segregacdo, ou simplesmente DS.
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CAPITULO II

Reacdo de acessos e cultivares de meloeiro a Pseudoperonospora cubensis

RESUMO

O fungo Pseudoperonospora cubensis é o responsavel por uma das principais doencas
da parte aérea do meloeiro no periodo chuvoso da regido Nordeste do Brasil. Uma das
alternativas mais promissoras para o controle deste patdgeno € a resisténcia genética,
gue para ser utilizada, torna necessaria a busca por fontes de resisténcia. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de acessos e cultivares de meloeiro a P.
cubensis a partir do germoplasma coletado em diferentes estados da regido Nordeste do
Brasil. Para isso foram avaliados trinta e seis acessos e quatro cultivares comerciais,
em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC) com trés repeticfes e sete plantas
por parcela. Para garantir a infecgdo, além do indculo ja existente em campo foi
realizada a aplicacdo de uma suspensdo de indculo, coletados a partir de folhas de
meloeiro com sintomas da doenca em plantas suscetiveis da bordadura semeadas 30
dias antes da montagem do ensaio definitivo. Visando fornecer as condigdes ideais de
umidade necessarias ao desenvolvimento do patégeno utilizou-se da instalacdo de
aspersores por toda a area experimental. A avaliacdo ocorreu aos 24 dias apds o
transplantio, depois que 50% das plantas atingiram o estagio de floracdo, avaliando-se
quinze folhas por planta com o auxilio de uma escala diagramatica variando de zero a
cinco em um total de setenta e cinco folhas analisadas (5 plantas x 15 folhas/planta). A
partir das notas obtidas, foi calculado o indice de Porcentagem da Doenca (IPD) para
cada gendtipo. Concluiu-se que existe variabilidade no germoplasma de meloeiro para
reacdo a P. cubensis, sendo os acessos Al, A4, A6, A9, Al2, Al7, Al8, A23, A27,
A35 e A36 com menor IPD e avaliados promissores para uso em programas de
melhoramento genético do meloeiro visando resisténcia a P. cubensis.

Palavras-chave: Severidade. Mildio. Genoétipos. Resisténcia.
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Reaction of accessions and melon cultivars to Pseudoperonospora cubensis

ABSTRACT

The fungus Pseudoperonospora cubensis is responsible for one of the major foliar
diseases of melon in the rainy season in the Northeast region of Brazil. One of the most
promising alternatives for the control of this pathogen is genetic resistance, which to be
used, it is -necessary to search for sources of resistance. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the reaction of accessions and cultivars of melon to P. cubensis
from germplasm collected in different states in the Northeast region of Brazil. For this,
thirty-six accesses and four commercial cultivars were evaluated in randomized block
design (RBD) with three replications and seven plants per plot. To ensure the infection,
in addition to the inoculum existing in the field, an application of a suspension of
inoculum collected from melon leaves with symptoms of the disease in susceptible
plants of the surrounding seeded 30 days before to final implementation of the definite
assay was performed. In order to provide the ideal of necessary humidity conditions for
development of the pathogen sprinkler were installed throughout the experimental area.
The evaluation occurred 24 days after transplanting, after 50% of the plants reached
the flowering stage, fifteen leaves per plant were evaluated with the aid of a
diagrammatic scale ranging from zero to five for a total of seventy-five leaves analyzed
(5 plants x 15 leaves/plant). Based on the grades obtained, Index Percent Disease (IPD)
was calculated for each genotype. It was concluded that there is variability in melon
germplasm for reaction to P. cubensis, with accesses Al, A4, A6, A9, Al12, Al7, Al8,
A23, A27, A35 and A36 with lower IPD and considered promising for the use in
breeding programs of melon for resistance to P. cubensis.

Keywords: Severity. Downy mildew. Genotypes. Resistance.
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1 INTRODUCAO

O mildio, causado pelo oomiceto Pseudoperonospora cubensis (Berk. & M. A.
Curtis) Rostovzev, € uma das principais doengas que ocorrem na cultura do meloeiro
no periodo chuvoso quando sdo observadas temperaturas mais amenas, situadas na
faixa de 16 a 22°C (KUROZAWA; PAVAN, 1997) e maior umidade relativa do ar
como algo em torno de 90% (ROTEM et al., 1978). Apesar da importancia desta
doenca, sdo poucos os trabalhos envolvendo a identificagdo de fontes de resisténcia a
P. cubensis no Brasil (SANTOS et al., 2009).

O controle do mildio é feito principalmente pelo uso de fungicidas. No entanto,
esta estratégia tem sido comprometida pelo alto potencial de evolugdo dos patdgenos,
selecionando ragas cada vez mais resistentes a estes produtos (URBAN; LEBEDA,
2004; URBAN; LEBEDA, 2007).

O uso de cultivares resistentes para controle de doengas é a estratégia mais
eficaz e econbmica, impedindo ou dificultando seu estabelecimento na lavoura
(NOJOSA et al., 2004), além disso, este método de controle tem sido considerado
seguro e acessivel. O uso da resisténcia genética reduz danos ao ambiente e
proporciona maior seguranca alimentar ao consumidor, podendo também ser utilizada
de forma complementar ao controle preventivo, reduzindo custos de produgdo
(BARBOSA et al., 2010). Desta forma, torna-se necesséaria a busca por fontes de
resisténcia ao mildio, uma vez que este patdgeno impede a expansdo do cultivo do
meloeiro no Nordeste brasileiro durante o periodo chuvoso.

Uma das primeiras acBes para o controle via resisténcia a um determinado
patdgeno consiste na identificagdo de fontes de resisténcia. A busca pelos alelos de
interesse ocorre no germoplasma disponivel da espécie estudada, para isso, torna-se
imprescindivel a realizacdo de coletas e a caracterizagdo dos acessos disponiveis, a fim

de se conhecer o grau de variabilidade genética contida no germoplasma da espécie em
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questdo. Isto deve ser realizado, com o intuito de indicar geno6tipos mais promissores
para os trabalhos de melhoramento que visam o desenvolvimento de cultivares com
caracteristicas que atendam as necessidades dos agricultores e as exigéncias do
mercado consumidor.

Em meloeiro, estudos sobre fontes de resisténcia ao mildio tém sido realizados.
Cohen et al. (1995) avaliaram oito linhagens de meloeiro quanto a resisténcia ao mildio
em dois experimentos e observaram que duas dessas linhagens (P22a e P6a-3) foram
relativamente tolerantes a P. cubensis exibindo um menor indice da doenga em ambos
0s experimentos realizados. Pan e More (1996) avaliaram a reagdo de 72 genotipos de
meloeiro ao mildio e encontraram resisténcia em trés destes materiais, que foram:
Cucumis figarei, phoot (Cucumis melo var. Momordica) um semi-sobremesa de
origem Indiana e Iroquis um acesso de origem americana e. Thomas (1999) realizou
avaliagbes em campo para resisténcia ao mildio em 1076 gendtipos de meloeiro e
observou gue 68 exibiram comportamento resistente.

O meloeiro é a espécie mais polimorfica dentre as Cucurbitaceas, com
variabilidade para caracteristicas de fruto e resisténcia a patégenos (LUAN et al.,
2010). A descoberta de germoplasma resistente tem estimulado a criagcdo de programas
de melhoramento voltados a resisténcia genética a este patdgeno. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de acessos e cultivares de meloeiro a P.
cubensis utilizando-se do germoplasma coletado em diferentes estados da regido

Nordeste do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAIS DE REALIZACAO DO EXPERIMENTO

Os ensaios de campo foram conduzidos na &rea experimental da Horta
Didatica, do Departamento de Ciéncias Vegetais, da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), campus Mossor6-RN. A Horta Didatica, esta localizada na
regido noroeste do Estado a 5° 12° 26” de latitude sul, 37° 19’ 04 de longitude oeste, a
18 m de altitude.

O clima local, segundo a classificacdo de Kdppen ¢ do tipo BSwh’ (quente e
seco), caracterizado por temperatura média anual de 27°C, precipitacdo anual de 673
mm e umidade relativa média de 68,9%, com estacdo de chuva no verdo atrasando-se
para o outono (CARMO FILHO; OLIVEIRA, 1995).

O solo da érea experimental foi classificado como Argissolo Vermelho
Amarelo (EMBRAPA, 1999) com relevo plano. Foram retiradas amostras de solo, cuja
analise quimica foi processada no Laboratorio de Andlises de solo, dgua e planta da

Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Rio Grande do Norte S/A — EMPARN.

2.2 MATERIAL GENETICO UTILIZADO PARA REACAO A Pseudoperonospora
cubensis

Foram avaliados 36 acessos de meloeiro coletados em diferentes estados de
regido Nordeste do Brasil, (Tabela 1) e as cultivares comerciais Iracema e Olimpic
Express da empresa Agroflora/Sakata além de Amaral e Mabel da empresa Rijk Zwaan

gue serviram como testemunhas suscetiveis ao mildio.
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Entre os acessos sdo encontrados melGes momordica [C. melo L. Grupo.
momordica (Roxb.) Duthie et Fuller], também denominados de snapmelo, os quais séo
nativos da india e segundo Dhillon et al. (2007) s&o conhecidas fontes de resisténcia
genética a pragas e doencas, como por exemplo, Fusarium oxysporum Schitdl. fsp.
melonis Snyder et Hansen, Podosphaera xanthii (Castagne) Braun et Shishkoff e
também a P. cubensis. As principais caracteristicas desses frutos sdo o baixo teor de
solidos sollveis e rachadura em frutos maduros ndo possuindo valor comercial para a

fruticultura nordestina.

Tabela 1 - Local de coleta dos acessos de meldo utilizados no presente trabalho.
Mossoré — RN, UFERSA, 2014.

ACesso Local de coleta ACesso Local de coleta
Al Mossoré — RN A24 Arapiraca — AL
A3 Baralina — RN A 25 Cururipe — AL
A4 Baralna — RN A 26 Lagarto — SE
A5 Baralna — RN A 27 Séo Luis - MA
A6 Asst — RN A28 S&o Jodo dos Patos — MA
A7 Quixeré — CE A 29 Paraibano — MA
A9 Quixeré — CE A 30 S&o José do Mipibu — RN
A1l Petrolina — PE A 32 Itabuna — BA
A12 Petrolina — PE A 34 Juazeiro — BA
A 13 Patos — PB A35 Muribeca — SE
Al4 Sousa — PB A 36 Jaboatdo — PE
A 15 Arapiraca — AL A 37 Areia Branca — RN
A 16 Juazeiro — BA A 39 Irecé — BA
A1l7 Barra dos Mendes — BA A 41 Paulistana — PI
A 18 Picos — PI A 42 Brumado - BA
A 19 Parnaiba — PI A 43 Itapecurtd — MA
A 22 Séo Luis — MA A 44 Serra Talhada — PE
A 23 Ipanguassu — RN A 45 Messejana — CE
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2.3 CONDUCAO DO EXPERIMENTO PARA REACAO A Pseudoperonospora
cubensis EM CAMPO

A montagem do ensaio foi realizada em area com histérico da doenca. Para
isto, o preparo do solo constou de uma aracdo e uma gradagem, seguida de sulcamento
em linhas, espagadas de 2,0 m com profundidade de aproximadamente 20 cm, onde foi
realizada a adubacdo de fundacdo, utilizando-se 4,0 t ha™ de 27 polifértil e 120 kg ha™
de P,0s. Os adubos foram aplicados nos sulcos de plantio e incorporados com enxada
manual.

Em seguida os camalhdes foram construidos manualmente, ao mesmo tempo
em que o sistema de irrigagdo foi montado. Para isso, fitas de gotejamento de 16 mm
com vazdo de 1,6 litros por hora foram colocadas sobre os camalhdes. Utilizou-se a
cobertura de solo pléstica (mulching preto/preto com 1,2 metros de largura) sobre as
linhas.

As sementes dos acessos/cultivares foram semeadas em bandejas de
poliestireno expandido com 128 células compostas do substrato comercial Plantmax®,
sendo o transplantio realizado quando as mudas apresentaram um par de folhas
definitivas (15 dias apds a semeadura). O experimento foi conduzido em blocos
casualizados com trés repeticOes. A unidade experimental foi composta por uma linha
com sete plantas. O espagamento da cultura foi de 2,0 m entre linhas por 0,3 m entre
plantas.

As adubacdes de cobertura foram realizadas via fertirrigacdo, com inicio sete
dias ap6s o transplantio. Foram utilizadas as seguintes fontes: Uréia e acido nitrico:
126,7 kg ha™; cloreto de potéssio: 252,2 kg ha™ e acido fosférico: 66,1 kg ha™. A partir
da segunda semana foram feitas adubacGes foliares, semanalmente, junto com o0s
defensivos, empregando, 40 mL por 20,0 L de solucdo dos produtos contendo: 0,6 g L
'de Mg; 0,8 gL deCa;005gL"deB;03gL"dezn;02gL*deMne0,01gL™
de Mo.
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Devido & irregularidade de chuvas na regido, tornou-se necessario instalar
aspersores entre as linhas para propiciar umidade favoravel para o desenvolvimento do
fungo. O sistema era acionado duas vezes ao dia por 1,5 h/turno, cada turno, com uma
vaz&o média de 68 L h™.

Foi aplicado semanalmente o inseticida Abamectin para controle da mosca-
minadora (Liriomyza trifolii L.). Além disso, procedeu-se a realizacdo de duas capinas
manuais aos cinco e vinte dias apds o transplantio. As demais préaticas culturais e

manejo obedeceram as necessidades da cultura no estado (NUNES et al., 2006).

24 REACOES DE ACESSOS E CULTIVARES DE MELOEIRO A
Pseudoperonospora cubensis

2.4.1 Identificacdo morfoldgica do patégeno

Folhas com sintomas da doenca foram coletadas em fazendas produtoras de
meldo localizadas nas cidades de Assu e Mossord (RN) e Icapui (CE), acondicionadas
em um isopor com gelo e conduzidas imediatamente ao laboratério de Fitopatologia da
UFERSA para a identificacdo morfoldgica das estruturas de P. cubensis. Apds a
confirmacdo do patégeno, uma suspensdo contendo as estruturas do mesmo foi
preparada. Para tanto, o material contaminado foi lavado com agua destilada e a
suspensdo obtida foi imediatamente inoculada com auxilio de borrifadores manuais,
em plantas suscetiveis da bordadura semeadas 30 dias antes da montagem do ensaio
definitivo. A inoculagéo foi feita ao final da tarde, quando as temperaturas sdo mais
amenas. Esta medida foi tomada para garantir a presencga do inéculo em campo.

Ao se observar os primeiros sintomas da doenca na &rea experimental, folhas
de diferentes acessos de meloeiro foram coletadas, devidamente herborizadas e

encaminhadas para a clinica de doengas de plantas da Universidade Federal de Vicosa
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— MG. A partir dessas amostras foram realizadas observaces da morfologia de P.
cubensis, por meio de laminas contendo as estruturas representativas do fungo
montadas em lactofenol ou lactofucsina. Para observacdo das estruturas flngicas e
preparo das laminas foram realizados cortes a méo livre ou quando necessario foram
feitos cortes em criomicrétomo (Leitz, Kriomat), com espessuras de 20 e 30 pm.
Observagdes da morfologia e ilustracdes foram feitas sob microscdpio de luz Olympus
BX 51 equipado com DIC, camera clara e uma camera fotografica Olympus E330
(Figura 1). A partir da confirmagdo morfologica da presenca do patdgeno na &rea
experimental deu-se continuidade ao experimento com a avaliacdo da severidade da
doenca.

Figura 1 — Fotografia realizada através de microscopio de luz, mostrando aspectos
morfoldgicos do fungo Pseudoperonospora cubensis. (A) Esporangios. (B)
Esporangi6foro. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.
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2.4.2 Avaliacao da reacdo de gen6tipos de meloeiro a Pseudoperonospora cubensis

Para avaliacdo da reacdo dos acessos e cultivares a P. cubensis, foram tomadas
aleatoriamente 15 folhas no terco médio das cinco plantas que compunham a area Util
de cada tratamento em cada uma das trés repeticdes. Esta avaliacdo foi realizada na
época, de floracdo das plantas, ou seja, aos 24 DAT. Foi utilizada a escala diagramatica
proposta por Michereff et al. (2009), com modificagdes. Apds alteracdes, a escala
passou a ser composta por notas que variaram de zero a cinco, onde, zero = sem
sintoma; 1 = menos de 10 pontos isolados na area foliar; 2 = 11 a 20 pontos isolados; 3
= manchas e 30% da area foliar afetada; 4 = manchas necréticas e 50% da area foliar
afetada; 5 = manchas necroticas e mais de 50% da area foliar afetada.

Os dados das notas por acesso com a média das 75 folhas (5 plantas com 15
folhas/planta) foram utilizados para o célculo do indice de porcentagem de doenga

IPD, proposto por McKinney (1923), por meio da seguinte formula:

IPD = > (grau da escala x frequéncia) x 100

(n® total de folhas x grau méaximo da escala)

Com base no IPD foram propostas cinco categorias para 0 agrupamento dos
tratamentos: (1) 0 = altamente resistente (AR); (2) 1-12 = resistente (R); (3) 13— 25 =
moderadamente suscetivel (MS); (4) 26-50 = suscetivel (S); (5) > 50 = altamente
suscetivel (AS).
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2.5 ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS FENOTIPICOS

Com as notas médias das parcelas de ambos os experimentos, obtidas pela
avaliacdo da resisténcia de acessos e progénies ao mildio (tratamentos), foram
realizadas analises de variancia individuais (ANAVA) para cada ensaio, utilizando-se o
programa computacional GENES (CRUZ, 2006), com o seguinte modelo estatistico:

Yiik = W+ D) + 1+ pi +eij,

Onde:

Yij: observacéo referente ao tratamento i no bloco k, dentro da repetigdo j,
sendo:i=1,2,3,.,225;k=1,2,.,15;ej=1,2, 3;

l: média geral;

big): efeito aleatério do bloco k, na repeticdo j, by N N(0, o}), sendo o} a
variancia do efeito de blocos dentro de repeticao;

r;: efeito fixo da repeticéo j;

p;: efeito aleatério dos tratamentos i, p; N N(O, 05), sendo af)a variancia do

efeito dos tratamentos;
e - efeito aleatorio do erro experimental, e N N(0,6%).
O esquema da analise de variancia (ANAVA) esta representado na Tabela 2.

Tabela 2 - Esquema da analise de variancia (ANAVA) individual.

Analises Individuais

FV QM F
Repeticdes Q1
Bl/rep (aj.) Q2
Tratamentos (aj.) Q3 Q3/Q4
Erro Efetivo Q4
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As médias dos tratamentos para ambos 0s experimentos a partir da andlise
individual foram agrupadas pelo teste de Scott e Knott (1974) a 1% de probabilidade
para separar as progénies quanto a reacao a P. cubensis.

Foi estimado o coeficiente de variacdo (CV) para ambos 0s experimentos pela

expresséo:
_ || QMerro
\ X
Em que:

X média geral do experimento

Com o objetivo de verificar a precisdo experimental, procedeu-se com o
calculo da estimativa da acurécia seletiva. Esta estimativa tem a funcdo de informar
sobre a eficicia da inferéncia acerca do valor genotipico. A acurdcia depende da
proporcdo entre as variagdes de natureza genética e residual associadas ao carater em
avaliagdo, além do numero de repeticdes (RESENDE, 2002). Conforme Resende e
Duarte (2007), a avaliacdo da precisdo experimental por meio da acurécia seletiva,
varia de 0 a 1, sendo que, apresentando estimativa de 0,9 a 1,0 a classificacdo é dita
muito alta; de 0,7 a 0,89 precisdo alta; 0,5 a 0,69 precisdo moderada e valores de
acuracia de 0,1 a 0,49 é dita como precisdo baixa. Para cada experimento foi estimada

a acuracia seletiva (fgg} de acordo com a seguinte expressao:

1
== -\J :F
Em que:

F: valor do teste F de Snedecor para o efeito de tratamentos da analise de

variancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo da analise de variancia referente as notas da reacdo de acessos e
cultivares de meloeiro a P. cubensis, encontra-se na Tabela 3. A partir do valor do
coeficiente de variacdo (22,77%), pode-se associar uma boa precisdo do experimento.
Santos et al. (2009) encontraram CV de 10,8% em avalia¢do da reacéo de 28 gendtipos
dentre acessos e cultivares de meloeiro ao mildio por escala de notas em condigdes de

campo.

Tabela 3 - Resumo da andlise de variancia em DBC da reacgéo de acessos e cultivares
de meloeiro a Pseudoperonospora cubensis (IPD), coeficiente de variacao
(CV) e acuracia seletiva (fz;), sob condi¢Ges de campo. Mossord-RN,

UFERSA, 2014.

FV GL QM
Blocos 2 266,70
Tratamentos 39 208,36**
Residuo 78 77,70
Média 16,93
CV (%) 22,77
Tzg (%0) 62,74

**: Significativo pelo teste F (p < 0,01).

Pesquisas demonstram que ha restrigdes quanto ao uso do CV para se avaliar a
precisdo experimental, pois tal medida é muito influenciada pela média
(CARGNELUTTI FILHO; STORK, 2007; RESENDE; DUARTE, 2007). Por este
motivo, foi calculado o valor da acuracia seletiva {fgg}, que correlaciona o valor
genotipico verdadeiro do experimento com o predito a partir da informacdo fenotipica.

O valor da acuracia seletiva obtida para esta pesquisa foi de 62,74% podendo ser
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associado a uma precisdo moderada, 0 que atesta uma boa precisdo experimental na
avaliacdo do ensaio.

Houve diferencas significativas (p<0,01) entre os genotipos avaliados em
relacdo a severidade da doenca, o que leva a inferir que existe um comportamento
heterogéneo entre estes frente a respectiva caracteristica. Este resultado comprova a
existéncia de variabilidade genética e possivel sucesso com a selecdo de genotipos
resistentes ao mildio.

A média obtida no experimento foi de 16,93. Este resultado mostra que a
maioria dos genotipos comportou-se em campo, conforme a classificagdo do IPD,
como moderadamente suscetivel a infecgdo causada pelo mildio.

De acordo com o teste de Scott e Knott demonstrado na Tabela 4, as notas da
reacdo dos genotipos variaram de 6,1 a 40,4%, sendo os acessos Al7 e A37
classificados como mais resistente e suscetivel ao mildio, respectivamente. Dentre as
cultivares, as notas variaram de 27,5 a 29,2, com média de 28,4%.

O resultado do teste de médias permitiu a classificagdo dos gen6tipos em trés
categorias: R = Resistente; MS = Moderadamente Susceptivel e S = Suscetivel.

Nenhum dos genétipos avaliados comportou-se como altamente resistente a
infecgdo causada por P. cubensis. Por outro lado, os acessos Al, A4, A6, A9, Al2,
Al7, Al18, A23, A27, A35 e A36 expressaram comportamento resistente ao patogeno.
Outros autores também encontraram resisténcia ao mildio em acessos de meloeiro.
Thomas (1999) avaliou a reacdo de 1076 acessos em campo e observou que 68 destes
gendtipos expressaram comportamento resistente a este patdgeno, sendo os acessos Pl
271329 e Pl 401644, os que apresentaram maior resisténcia com indice de doenca de
2,6 e 2,8 respectivamente. Fontes de resisténcia ao mildio também foram encontradas
por Cohen et al. (1995), ocasido em que os autores avaliaram a reacdo de oito
linhagens de meloeiro (D 17-2, D17-5, P6a-1, P6a-2, P6a-3, P15a, P20a, P22a) e

observaram tolerancia ao mildio em duas dessas linhagens (P22a e P6a-3).
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Tabela 4 - Reagdo em campo de 40 gendtipos de meloeiro a Pseudoperonospora
cubensis. Mossord-RN, UFERSA, 2014.

N Mildio N Mildio
Genotipos 55T 06)  Reacao @O0 P TBD(96)  Reacao
Al 10,4b R A26 12,2b MS
A3 17,0b MS A27 11,3 R
A4 10,1b R A28 18,5b MS
A5 17,7 MS A29 15,9b MS
A6 11,6b R A30 13,9b MS
A7 17,4b MS A32 27,58 S
A9 9,9h R A34 14,3 MS
ALl 17,0b MS A35 10,0b R
A12 9,0b R A36 11,7 R
A13 15,3 MS A37 40,42 S
Al4 13,6b MS A39 24,4 MS
Al5 17,9b MS A4l 34,42 S
Al6 25,64 S A42 38,3a S
AL7 6,1b R A43 17,5b MS
Al18 880 R Ad4 22,0a MS
A19 13,8b MS A5 25,3 MS
A22 23,6 MS  AMARAL  292a S
A23 10,9b R IRACEMA 2792 S
A24 15,6b MS MABEL 27,58 S
A25 15,0b MS OLIMP 28,9 S

WMédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott e
Knott, a 5% de probabilidade. ® AR = Altamente resistente; R = Resistente; MS =
Moderadamente Susceptivel; S = Suscetivel; AS = Altamente suscetivel.

Outras pesquisas também foram desenvolvidas com este mesmo prop6sito por
Santos et al. (2004) e Santos et al. (2009). No entanto, em nenhuma dessas avaliacGes
foram encontradas fontes de resisténcia a P. cubensis. Discrepancias entre as pesquisas
citadas e os resultados encontrados neste trabalho eram esperadas. Uma possivel razéo
seria a diferenca entre os grupos de genoétipos avaliados, uma vez que Santos et al.

(2004) avaliaram um conjunto de 20 hibridos comerciais, enquanto Santos et al.
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(2009), analisaram a reacdo de 28 genotipos, entre eles estavam cultivares comerciais,
acessos coletados no Brasil e outros de diferentes origens. Enquanto que 0s gendtipos
utilizados no presente trabalho tratam-se, em sua maioria, de acessos coletados em
pequenas propriedades da agricultura de subsisténcia do Nordeste brasileiro, com
maior adaptacdo as condi¢Ges edafoclimaticas predominantes do clima seco desta
regido. No processo seletivo empregado pelos agricultores, é possivel que tenha sido
feita a selecdo para determinados patogenos, mesmo que ndo intencional. O fato de
30,55% dos acessos serem classificados como resistentes, reforga essa hipotese.

Verificou-se ainda, que os genétipos em geral, comportaram-se de forma
moderadamente suscetivel. Este resultado é um indicativo de que os acessos avaliados
podem conter genes de resisténcia. Portanto, a hibridizagdo entre os mesmos podera
produzir cultivares resistentes ou moderadamente suscetiveis ao mildio, o que pode vir
a contribuir para a reducéo do uso de agrotoxicos utilizados durante a produgédo desta
cultura (COHEN et al., 1995).

Ainda de acordo com a Tabela 4, p6de-se observar que todas as cultivares
comerciais apresentaram comportamento suscetivel ao mildio, néo diferindo quanto ao
nivel de suscetibilidade. Segundo a literatura, sdo encontradas poucas cultivares
apontadas como resistentes a este patdgeno, e estas sdo, principalmente, do tipo
Cantaloupe (McCREIGHT et al., 1993), momordica e galia (PAIVA et al., 2004), o
gue aumenta a necessidade de avaliacdo de germoplasma destes tipos de melGes, em
busca de fontes de resisténcia a este patdégeno. Ressalta-se que parte dos acessos
avaliados nesta pesquisa é do tipo momordica.

Com relagdo aos genotipos classificados como resistentes, inicialmente, podem
ser considerados como promissores para utilizagdo em programas de melhoramento
genético, visando resisténcia a P. cubensis. Ndo obstante, em razdo de variacOes
experimentais entre outros fatores, os referidos acessos deverdo ser investigados em

trabalhos posteriores para verificar a estabilidade da resisténcia. Além disso, esses
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materiais poderdo ser usados como genitores para geracdo de populagfes segregantes
em estudos de heranca.
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4 CONCLUSOES

Os acessos de meloeiro Al, A4, A6, A9, Al12, Al7, Al18, A23, A27, A35 e
A36 apresentaram resisténcia e sdo promissores para futuras utilizacbes em programas
de melhoramento visando resisténcia ao mildio do meloeiro.

Existe variabilidade no germoplasma de meloeiro coletado em diferentes

estados da regido Nordeste brasileira quanto a reacdo a P. cubensis.
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CAPITULO 111

Identificacdo de QTLs associados a resisténcia a Pseudoperonospora cubensis em
meloeiro

RESUMO

O mildio, causado pelo oomiceto Pseudoperonospora cubensis, ¢ uma das mais
importantes doencas do meloeiro. No entanto, ha grande dificuldade de avaliacdo da
resisténcia ao mildio em campo devido a influéncia do ambiente. Uma possivel solugdo
para esta questdo é a identificacdo de fontes de resisténcia utilizando marcadores de
DNA. Desta forma, este trabalho teve como objetivo identificar marcadores do tipo
microssatélite (SSR) ligados a Quantitative Trait Loci (QTLS) de resisténcia ao mildio
do meloeiro, em uma populacdo derivada do cruzamento entre as linhagens de
meloeiro MR-1 e Védrantais, contrastantes para o carater. Para isso, 0s genitores foram
cruzados e posteriormente foi obtida a geragdo F, da qual foram tomadas 98 plantas.
De cada planta F, foi extraido o DNA para avaliagdo molecular, com primers
microssatélites polimoérficos selecionados nos genitores. A partir da geracao F, foram
obtidas 98 progénies F,; utilizadas para as avaliagdes fenotipicas em campo. As
progénies foram avaliadas no delineamento em latice simples 10 x 10. Uma vez que a
eficiéncia do latice foi baixa (100,28%), a analise estatistica foi realizada em
delineamento em blocos casualizados (DBC). Entre as progénies foram detectadas
diferencas genéticas significativas (P<0,01) no periodo avaliado. A estimativa de
herdabilidade foi alta, 86,57% para as progénies F,3; Nenhuma das progénies
comportou-se como altamente resistente ou resistente a infeccdo causada por P.
cubensis. No entanto, 19,59% das familias apresentaram suscetibilidade moderada.
Dos 77 primers utilizados inicialmente, 23 foram polimérficos entre os pais. Dos quais
13 amplificaram em todos os individuos da progénie. Os valores das frequéncias
genotipicas foram submetidos ao teste y2 para verificar se houve segregacéo distorcida.
Dez dos treze marcadores apresentaram valores abaixo do nivel critico especificado
pelo teste FDR. Como a populagdo € derivada de dois genitores, cada genitor deveria
ter contribuido com a mesma frequéncia alélica. No entanto, para oito locos houve
maior proporc¢do de alelos do genitor Védrantais enquanto que para dois locos houve
maior proporcéo de alelos do genitor MR-1. Para os demais locos (trés) as frequéncias
alélicas ndo se alteraram. Na identificacdo de QTLs, pela regressdo linear simples e
mdltipla, os valores dos coeficientes de determinacéo (R?) obtidos para os marcadores
foram relativamente baixos na populacdo. Pela regressdo linear simples os marcadores
que mais explicaram a caracteristica na populacéo F,; foram CMBR 139 e CMMS 22-
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2 com R® de 16,40 e 10,18%, respectivamente. Os mesmos marcadores foram
identificados pela regressdo linear multipla. Estes marcadores poderdo ser utilizados na
SAM em futuros trabalhos de resisténcia do meloeiro ao mildio.

Palavras-chave: Mildio. Cucumis melo L.. Marcadores SSR. Progénie.
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Identification of QTLs associated with resistance to Pseudoperonospora cubensis
in muskmelon

ABSTRACT

Downy mildew, caused by the oomycete Pseudoperonospora cubensis, is one of the
most important diseases of melon. However, it is very difficult to assess resistance to
mildew in the field due to the influence of the environment. One possible solution to
this issue is to identify sources of resistance using DNA markers. Thus, this study
aimed to identify microsatellite markers (SSR) linked to Quantitative trait loci (QTLS)
for resistance to downy mildew of melon in a population derived from crosses between
the provenances melon MR-1 and Védrantais, contrasting character. For this, parents
were crossed and then the F, generation was obtained, of which 98 plants were taken.
Each F, plant was extracted DNA for molecular evaluation, with polymorphic
microsatellite primers selected on parents. From the F, generation were obtained 98
progeny F,5 used for phenotypic evaluations in field. The progenies were evaluated in
simple lattice design in 10 x 10. Since the efficiency of the lattice was low (100.28%),
statistical analysis was performed in a randomized block design (RBD). We detected
significant differences between the progenies (P<0.01) during the study period. The
heritability estimate was high 86.57% for the progeny F,.s. None of the progenies
showed highly resistant or resistance to infection caused by P. cubensis. However,
19.59% of families were moderately susceptible. Of the 77 primers used initially, 23
were polymorphic between the parents. Of which 13 are amplified in all individuals of
the progeny. The values of genotypic frequencies were subjected to %2 to determine
whether there was segregation distortion. Ten of the thirteen markers showed values
below the critical level specified for the test. As the population is derived from both
parents, each parent should have helped with the same allele frequency. However, for
the eight loci there was a greater proportion of the parent alleles of the Védrantais
while for two loci there was a greater proportion of the parent alleles MR-1. For other
loci (three) the allele frequencies did not change. In the identification of QTL by the
simple and multiple linear regressions, the values of determination coefficients (R2)
obtained for the markers were relatively low in the population. Through the simple
linear regression the markers that most explained the feature in F,: spopulation were
CMBR 139 and CMMS 22-2 with R? of 16.40 and 10.18%, respectively. The same
markers were identified by multiple linear regression. These markers may be used in
MAS in future studies of resistance to downy mildew of melon.

Keywords: Downy mildew. Cucumis melo L.. SSR markers. Progeny.

73



1 INTRODUCAO

A suscetibilidade a patdgenos foliares € um dos fatores que reduz
significativamente a produtividade do meloeiro. Alguns destes patdgenos, como 0
mildio induz lesBes necréticas nas folhas podendo matar as plantas mesmo na fase
adulta (PERCHEPIED et al., 2005).

O mildio caracteriza-se por ser um parasita obrigatério, por isso a avaliacdo da
severidade causada por este patdgeno, em genétipos de meloeiro, torna-se bastante
subjetiva uma vez que deve ser realizada em condi¢des de campo obstando a avaliagdo
da resisténcia.

A dificuldade de avaliacdo fenotipica, especialmente quando se trata de plantas
individuais, associada a erros experimentais, tem sido um dos grandes problemas que
acometem o melhoramento para resisténcia de plantas a patdgenos foliares como o
mildio. Por essa razdo, ainda sdo escassos 0s trabalhos nesse sentido. Assim, sdo
necessarias alternativas para melhorar a eficiéncia da seleg¢do de genotipos de meloeiro
resistentes a este patdgeno.

Uma das alternativas mais eficientes para este tipo de avaliacdo tem sido a
utilizacdo de marcadores moleculares, que permitem selecionar individuos superiores
com base no genétipo, uma vez que ndo sdo afetados pelo meio e ndo variam com o
ciclo de vida do individuo. Além disso, 0 uso destas ferramentas permite eliminar as
dificuldades de analise da severidade do patdgeno e de avaliacdo fenotipica das plantas
por meio da identificacdo direta de gendtipos resistentes. Isso é possivel quando se
utilizam marcadores moleculares que segreguem conjuntamente com os alelos de
resisténcia (MELO et al., 2002).

A resisténcia genética ao mildio esta sob controle genético complexo, sendo de
dificil compreensdo. Esses caracteres sdo controlados por varios genes (EPINAT;
PITRAT, 1994 |; EPINAT; PITRAT, 1994 II; PERCHEPIED et al., 2005) e as regides
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do genoma onde eles ocorrem podem ser acessados por marcadores de DNA sendo
denominadas de locos controladores de caracteres quantitativos (QTLS).

Vérios mapas de ligacdo genética foram construidos em meldo, mas poucos
tracos de locos quantitativos para resisténcia ao mildio foram relatados (PERCHEPIED
etal., 2005).

Um dos primeiros trabalhos, a ter esta finalidade, foi realizado por Perchepied
et al. (2005), ocasido em que estes autores identificaram nove QTLs de resisténcia ao
mildio em progénies de meloeiro obtidas do cruzamento entre Pl 124112 e Védrantais.
Este fato demonstra a complexidade e natureza quantitativa de resisténcia desta espécie
ao fungo fitopatogénico P. cubensis. Estes QTLs foram identificados em seis grupos de
ligacdo, que foram 2, 4, 6, 8, 11 e 12. Embora, nesta pesquisa, tenham sido
encontrados QTLs relativamente estaveis em condi¢Bes de clima temperado, alguns
QTLs ndo se expressam em condicGes de clima diferentes daqueles onde foram
identificados

Desta forma, ha a necessidade de identificacdo de QTLs que se expressem nas
condi¢des de cultivo da regido onde a cultura sera produzida. Uma vez identificados,
0s marcadores que definem esses locos podem ser utilizados para auxiliar na selecéo
assistida por marcadores (SAM). Assim sendo, no desenvolvimento de cultivares
resistentes de meloeiro, a partir da identificacdo destes QTLs, torna-se possivel a
identificacdo direta de genotipos resistentes.

O meloeiro é uma espécie com genoma considerado pequeno, estimado em
aproximadamente 375 Mb (GARCIA-MAS et al.,, 2012). Onde 211 genes de
resisténcia a doencas foram identificados (SANSAVERINO et al., 2010. SupGe-se que
estas caracteristicas facilitem & obtencdo de marcadores moleculares ligados a
resisténcia distribuida por todos os cromossomos, o que aumentaria a possibilidade de
deteccdo dos QTLs, pois, podem-se conseguir mais facilmente mapas genéticos
altamente saturados (MELO et al., 2002).
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Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi identificar marcadores do tipo
Microssatélite (SSR) ligados a QTLs de resisténcia ao mildio do meloeiro, em uma

populacgdo derivada das linhagens MR-1 e Védrantais, contrastantes para o carater.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAIS DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

As avaliagBes fenotipicas e 0s cruzamentos para obtencdo das populagdes
segregantes foram conduzidos na é&rea experimental da Horta Didatica, do
Departamento de Ciéncias Vegetais, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido e
as avaliacOes genotipicas foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do

mesmo departamento.

2.2 MATERIAIS GENETICOS E OBTENCAO DAS POPULACOES

As linhagens de meloeiro MR-1 e Védrantais foram os genitores utilizados. A
linhagem MR-1 foi desenvolvida nos Estados Unidos por Thomas (1986), a partir de
um acesso de origem indiana, denominado Pl 124111. A linhagem MR-1 é do tipo
momordica, seus frutos sdo oblongos ou achatados. Possui coloracéo de casca amarela
com nervuras verde-escura e polpa creme. Caracteriza-se principalmente por possuir
dois genes de efeitos complementares denominados Pc-le Pc-2 que conferem
resisténcia a P. cubensis. No entanto, ndo possui valor comercial para a fruticultura
nordestina.

A cultivar Védrantais pertence ao grupo Cantaloupensis, tipo Charentais
(Cucumis melo subsp. melo). Caracteriza-se por ser uma cultivar pertencente ao grupo
dos melBes aromaticos, sua casca é lisa, verde-clara e reticulada, forma arredondada e
as vezes achatada, polpa com coloracdo salmdo. No entanto, apresenta suscetibilidade

ao mildio.
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Os genitores foram cruzados em campo para obtencdo da geracdo F; e
posteriormente foi obtida a geragdo F,, da qual, foram tomadas 98 plantas. De cada
planta F, foi extraido o DNA para avalia¢do genotipica e obtida uma progénie F,.; para

as avaliagOes fenotipicas.

2.3 AVALIACOES GENOTIPICAS DAS PLANTAS F,

2.3.1 Extracdo do DNA das plantas F; e dos genitores

O DNA de cada planta F, foi extraido a partir do protocolo desenvolvido por
Doyle e Doyle (1990), com modificagdes.

As folhas foram maceradas com nitrogénio liquido adicionando-se
posteriormente 10 ml de tampdo de extracdo (2% de CTAB, 100 mM de TRIS (pH
8,0), 20 mM de EDTA (pH 8,0), 1,4 M de NaCl e 1% PVP (polivinilpirrolidona) a
65°C em um almofariz. Ao material macerado foi adicionado 30 pl de B-
mercaptoetanol, em seguida a solucgao foi colocada em um tubo falcon de 50 ml a qual
foi incubada por cerca de trinta minutos em banho-maria a 65°C hemogeneizando-se a
suspensdo a cada 10 minutos. Apds esta etapa foi adicionada uma mistura de
cloroférmio: &lcool isoamil, na proporcdo de 24:1 em volume igual ao do tampéo de
extracdo. Depois de homogeneizada, as fases organicas e aquosas foram separadas por
centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos e posteriomente procedeu-se a coletada do
sobrenadante. Em seguida, os acidos nucléicos foram precipitados com 30 ml da
mistura de 6 partes de alcool 95%: lparte de acetato de aménia 7,5M e colocados no
freezer por 24 horas. Apo6s a precipitacdo, os acidos nucléicos foram transferidos para
tubos de microcentrifuga e reidratados em tampdo TE (ImM TRIS, 0.1mM EDTA).
Apos a primeira etapa, realizou-se uma segunda extracdo com cloroférmio-fenol-alcool

isoamil 20:20:1 onde a solucéo foi centrifugada a 14000 rpm por 10 minutos e coletado
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0 sobrenadante, colocando-se em microtubos de 2 ml, acrescentando-se 900 ul da
solucéo de 20 partes de alcool a 95%: para 1 parte de acetato de sodio 3M e mantida no
freezer por mais 24 horas. Novamente a solucdo foi centrifugada a 14000 rpm por 10
minutos e apos a precipitacdo, o DNA foi reidratado em tampédo TE e quantificado. A
quantificacdo de DNA foi realizada em Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific
Inc.). Apéds a quantificacdo, as amostras foram diluidas em TE e padronizadas em 10

ng pL™* para serem utilizadas nas reacdes de PCR.

2.3.2 Pré-selecdo dos pares de primers para genotipagem da populagéo F,

Foram realizadas preliminarmente, reacbes com os genitores (MR-1 e
Védrantais), para a selecdo dos primers polimorficos. Foram utilizados 77 pares de
primers descritos em Chiba et al. (2003), Ritschel et al. (2004), Gonzalo et al. (2005),
Fernandez-Silva et al. (2008), Katsir et al. (1996), Danin-Poleg et al. (2001), Fazio et
al. (2002).

Para cada reacdo foram utilizados 20 ng de DNA, 100 uM de cada um dos
dNTPs, 1U de Taq DNA polimerase, tampao composto de 50 mM de TRIS pH 8,3, 20
mM de KCI, 2mM de MgCl,, 10ug de BSA, 0,25% de Ficoll 400, 10mM de tartrazine
e agua pura. O volume final para cada reacéo foi composto de 12ul. A amplificagio foi
realizada em termociclador modelo Mastercycler Eppendorf, em que foi empregado o
seguinte programa: cinco minutos, a 95°C, para desnaturacdo do DNA; oito ciclos, em
que foram usados 20 segundos, a temperatura de 94°C para desnaturacao; 20 segundos
para anelamento do primer, cujas temperaturas variaram de 46°C a 68°C de acordo
com o primer; 1 minuto a 72°C para extensdo de DNA; 24 ciclos que diferiram dos
primeiros apenas na temperatura de anelamento de 52°C a 65°C e uma extenséo final,

por quatro minutos, a 72°C.
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Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese horizontal por 2
horas a 80 VV em gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio a 10 mg mL™ e
fotografado com camera digital. Apds a verificacdo do polimorfismo nos genitores os
primers considerados polimorficos foram utilizados para genotipar a populacdo F, de
98 plantas. Os fragmentos de DNA amplificados por cada par de primer foram
identificados na progénie como: 0, para a banda proveniente do genitor suscetivel, 1
para a banda proveniente do genitor resistente e 2 para a progénie que possui as bandas

dos dois genitores.

2.3.3 Teste da alteragdo das frequéncias genotipicas na populagéo segregante

Para todos os marcadores foi considerado como “A' o fragmento de DNA
(alelo) proveniente do genitor resistente ¢ “A”*’ ao alelo proveniente do genitor
suscetivel. Em cada loco foi testada a alteragdo das frequéncias alélicas, utilizando o
teste do Qui-quadrado (x*) considerando a frequéncia de 0,5 para cada um, por se
tratar de uma populagéo F, sem selecéo.

A segregacdo dos marcadores foi avaliada aplicando-se o teste estatistico
(P<0,05 e P<0,01) que permite verificar se as frequéncias observadas desviam
casualmente ou ndo das esperadas. As frequéncias esperadas para a geracdo F, foram
estimadas para cada loco, em fungdo das frequéncias alélicas. Isso foi realizado porque
em alguns locos as frequéncias alélicas poderiam se desviar do valor esperado de 0,5.

A expressao geral foi representada por:
(FO - FE)?

7=2 FE

Onde:
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FO; é a frequéncia observada da classe i.

FE; é a frequéncia esperada na auséncia de selecdo da classe i.

A correcdo do erro tipo I, ou seja, aceitar uma diferenca estatistica quando na
realidade ela ndo ¢é verdadeira, foi realizada com o emprego do teste FDR, ou razdo de
falsas descobertas (BENJAMIN; HOCHBERG, 1995) com o auxilio do programa
GQMOL versao 2006.9.1 (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

2.4 AVALIACAO FENOTIPICA EM CAMPO DAS PROGENIES F,.;

A partir das plantas F, foram obtidas 98 progénies F,.; que foram avaliadas em
campo, juntamente com os genitores MR-1 e Védrantais, no periodo de abril a junho
de 2013. Foi utilizado o delineamento latice simples 10 x 10, com parcela constituida
de uma linha com cinco plantas.

O experimento foi conduzido no sistema convencional de plantio de acordo
com o item 2.3 do capitulo Il deste trabalho e as avaliacdes de reacdo das progénies

a P. cubensis foram realizadas de acordo com o item 2.4.2 do capitulo Il deste trabalho.

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas referentes a analise de variancia (ANAVA), coeficiente
de variacdo (CV) e acurécia seletiva {ffgg} foram realizadas de acordo com o item 2,5
do capitulo Il desta pesquisa.

A estimativa de herdabilidade para a andlise de variancia individual foi obtida

por meio da expressao:
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h® = (Q3 - Q4)/Q3
Os estimadores dos limites inferior (LI) e superior (LS) da herdabilidade foram
0s seguintes (KNAPP; STROUP; ROSS, 1985):
LI = {1-[Q3/Q4)F 1-02. GL progenies; GL ero] '}
LS = {1-[Q3/Q4)F w2, 6L progénies: GL erro]-l}
Onde:
Fi.un € F o»: valores tabelados da distribui¢ao de F, sendo a = 0,05.
As médias das progénies a partir da analise individual foram agrupadas pelo
teste de Scott e Knott (1974) a 1% de probabilidade para separar as progénies quanto a
reacdo a P. cubensis. Além disso, histogramas foram confeccionados com auxilio do
software SISVAR 4.6. (FERREIRA, 2008), com distribui¢do dos grupos de progénies,
de acordo com as diferentes IPD da reagéo a P. cubensis.

2.5.1 Identificacdo de QTLs por meio de regressao linear simples e multipla

Para as analises de regressdo linear simples e multipla, com os marcadores
moleculares e os dados de notas de doenca, foram utilizados procedimentos que
consideraram o0s marcadores moleculares como varidveis independentes. A
identificacdo foi realizada em duas etapas. Na primeira, foram considerados todos 0s
marcadores segregantes obtidos. Nessa fase, a identificacdo de ligacdo entre QTLs e
marcadores foi realizada utilizando o programa SAS, versdo 9.0, a partir do
procedimento backward. Por meio desse procedimento, todos os marcadores foram
inseridos no modelo inicialmente e 0 marcador de menor F e que ndo apresentou
significancia a 1% foi eliminado. Os marcadores remanescentes foram entéo
submetidos ao mesmo processo de eliminacao até que todos os marcadores do modelo

apresentassem F parcial significativo (FERREIRA, 1995). Foram obtidas as
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estimativas de R? (coeficiente de determinacéo) e R2; (coeficiente de determinagéo
ajustado). O valor do coeficiente de determinacdo da regressdo é a propor¢do da
variacdo fenotipica da caracteristica, explicada pelo marcador. Nas analises de

regressdo foram utilizadas as médias das notas de doenca por progénie.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACOES FENOTIPICAS

Inicialmente foi executada uma andlise do experimento para avaliagdo da
eficiéncia do latice. Como a eficiéncia do latice, relativo ao Delineamento em Blocos
Casualizados (DBC), foi baixa as comparac6es entre as parcelas foram realizadas sem
preocupacdo da existéncia de efeitos de blocos dentro de repeticdo onde as parcelas
estavam alocadas. Ou seja, a andlise de variancia de cada progénie foi executada
segundo o DBC, uma vez que a eficiéncia da analise do modelo em latice foi baixa
(100,28%).

O resumo da analise de variancia referente as notas da reacdo das progénies F,.3

de meloeiro a P. cubensis esta demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Resumo da analise de variancia em DBC da reacdo de progénies de
meloeiro a Pseudoperonospora cubensis (IPD), coeficiente de variacéo

2
(CV), estimativa da herdabilidade no sentido amplo (ha), com os
respectivos limites inferior (LI) e superior (LS) e acuracia seletiva (fz.).
Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

FV GL QM
Progénies 99 1163,44%*
Erro Efetivo 99 81,90
Média 51,07
CV (%) 17,72
2
ha (%) 86,57
(L1 -L2) (85,35 -92,72)
Fge (%) 93,00

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
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A estimativa de acuracia seletiva foi muito alta, com valor de (92,96%)
indicando boa precisdo experimental na avaliacdo da reagdo das progénies de meloeiro
a P. cubensis.

O coeficiente de variacdo obtido foi baixo, com valor de 17,72%, indicando
boa precisdo experimental e estd abaixo dos encontrados por Horejsi et al. (2000) que
obtiveram CVs de 19,6 e 28,1% em experimentos utilizando escalas de notas para
avaliagdo da resisténcia & P. cubensis a partir de progénies F3 de pepino originadas dos
cruzamentos entre as linhagens WI 1983G x Straight 8 e Zudm x Straight 8,
respectivamente.

A avaliacdo da severidade da doenga em condigdes naturais de ocorréncia do
patogeno foi eficiente em detectar diferencas genéticas (P<0,01) entre as progénies do
cruzamento entre MR-1 e Védrantais em resposta ao patégeno P. cubensis (tabela 1).
Parte dessa significancia pode ser atribuida as elevadas diferengas entre os genitores.
Este resultado indica a possibilidade de sucesso com a sele¢do para a caracteristica
avaliada e também para a identificacdo de QTLSs.

A estimativa de herdabilidade, assumiu um valor elevado de 86,57% para as
progénies F,s.Este resultado reforca a hip6tese de que o carater resisténcia ao mildio
tem um alto grau de herdabilidade e pode ser herdado de maneira expressiva de uma
geracdo para outra. Resultados proximos a este foram encontrados por Perchepied et al.
(2005) ao avaliarem este mesmo carater em 120 linhagens recombinantes (RILs) de
meloeiro, derivadas do cruzamento entre Védrantais x Pl 124112. Esses autores
encontraram valores de herdabilidade que variaram de 64 a 95%. Epinat e Pitrat. (1994
1) também obtiveram valores de herdabilidade similares a este (h? = 82 e 88%), a0
avaliarem a resisténcia ao mildio a partir progénies derivadas de cruzamentos
dialélicos entre oito linhagens de meloeiro, sendo quatro dessas de origem indiana,

dentre elas 0 acesso MR-1 e outras de diferentes origens.

85



Ressalta-se que os limites inferior e superior de herdabilidade foram positivos
(tabela 1), confirmando a maior confianga nessas estimativas como indicadores de
sucesso com a selecao.

O resumo do teste de médias aplicado com base no IPD expresso pelos

genitores e suas respectivas progénies esta representado na Tabela 2.

Tabela 2 - Reagdo em campo de genitores (MR-1 e Védrantais) e suas 98 progénies F,.3
de meloeiro a Pseudoperonospora cubensis. Mossord-RN, UFERSA, 2014.

Genétipos IPDY  Genétipos IPD  Genétipos IPD  Genétipos  IPD
MR-1 20,8d P24 75,5a P49 39,2¢c P74 50,4c
Véd 84,8a P25 75,5a P50 65,2b P75 30,4d
P1 40,3c P26 21,2d P51 57,3b P76 24,9d
P2 22,4d P27 87,2a P52 34,4c P77 21,6d
P3 79,5a P28 50,0c P53 38,8¢c P78 60,4b
P4 72,7a P29 93,9a P54 41,1c P79 87,3a
P5 41,9c P30 78,8a P55 37,1c P80 94,5a
P6 76,5a P31 63,7b P56 60,0b P81 84,8a
P7 21,7d P32 22,7d P57 28,7d P82 85,1a
P8 28,9d P33 75,3a P58 21,7d P83 24,8d
P9 84,4a P34 64,5b P59 36,4c P84 74,5a
P10 70,3b P35 28,4d P60 22,1d P85 87,5a
P11 73,7a P36 19,6d P61 56,5b P86 42,0c
P12 26,0d P37 65,5b P62 46,7c P87 52,4c
P13 70,0b P38 15,9d P63 40,5c P88 37,6¢
P14 13,1d P39 17,1d P64 30,3d P89 58,1b
P15 39,9¢ P40 18,9d P65 78,7a P90 42,3c
P16 18,0d P41 83,6a P66 28,3d Pa1 26,9d
P17 14,7d P42 57,3b P67 80,0a P92 31,3d
P18 82,0a P43 59,2b P68 78,9a P93 28,8d
P19 29,6d P44 86,4a P69 41,1c P94 72,7a
P20 25,9d P45 85,3a P70 56,0b P95 43,6¢
P21 19,2d P46 23,2d P71 92,5a P96 54,4b
P22 47,6¢ P47 48,3c P72 31,6d P97 82,7a
P23 68,7b P48 67,1b P73 39,9¢ P98 70,3b
W Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott e
Knott, a 1% de probabilidade.
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Os dois genitores, como esperado, diferiram quanto a expressdo do carater. De
acordo com o teste de Scott e Knott a 1% de probabilidade, as linhagens MR-1 e
Védrantais obtiveram IPD de 20,8 e 84,8%, ou seja, comportando-se como resistente e
suscetivel respectivamente. A linhagem MR-1 é conhecida fonte de resisténcia, sendo
utilizada em diversos trabalhos, que visam passar este caractere ndo apenas para o
meloeiro, mas também para outras espécies do género Cucumis com caracteristicas
agronémicas favoraveis (EPINAT; PITRAT, 1994 |; LEBEDA et al., 1996).

O teste aplicado permitiu a formacdo de quatro grupos. Este resultado é um
indicativo de que as progénies diferem geneticamente quanto a reacdo a P. cubensis
possibilitando sucesso com a sele¢do para esta caracteristica e também a possibilidade
de identificacdo de QTLSs.

A nota média do IPD entre as progénies variou de 13,1 a 94,5, com média geral
de 51,07 evidenciando a existéncia de diferentes niveis de resisténcia entre as
progénies avaliadas.

Um total de 31 progénies apresentou menor sensibilidade ao mildio, com notas
que variaram de 13,1 (progénie 14) a (progénie 72) 31,6%. As progénies P14, P16,
P17, P21, P36, P38, P39 E P40 apresentaram médias de IPD menores que a linhagem
resistente MR-1.

As progénies mais sensiveis ao mildio apresentaram médias que variaram de
72,7 (progénies 4 e 94) a 94,5% (progénie 80), sendo 27 progénies pertencentes a este
grupo.

Desta forma, a identificacdo de progénies que apresentam resisténcia ao mildio
¢ um passo importante para 0 melhoramento genético visando resisténcia a este
patégeno, uma vez que depois de identificadas, essas progénies poderdo ser
combinadas com cultivares que possuem caracteristicas agrondmicas favoraveis ou
cruzadas entre si, com o intuito de aumentar gradativamente a frequéncia de alelos

favoraveis, selecionando progénies com niveis cada vez mais favoraveis de resisténcia
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e com uso potencial em programas de melhoramento genético do meloeiro visando
resisténcia a P. cubensis.

Visando classificar as progénies, para melhor entendimento da reacdo expressa
por cada uma dessas, os dados medios do IPD submetidos ao teste de médias foram
agrupados em trés das cinco categorias propostas, como demonstrado na Figura 1

expressa abaixo.

Indice de Severidade da Doenca
50
40
301
201
10+
04
AR R MS S AS
Categorias de Reacdo a P. cubensis

Figura 1 - Ndamero de individuos com base nas categorias de IPD: (AR) altamente resistente =
0%; (R) resistente 1-12%; (MS) moderadamente suscetivel = 13— 25%; (S)
suscetivel = 26-50%; (AS) altamente suscetivel > 50%. Mossor6-RN, UFERSA,
2014.

De acordo com a anédlise realizada, nenhuma das familias avaliadas foi
altamente resistente a infecgdo causada pelo mildio. Também ndo foram encontradas
familias resistentes. Esses resultados ndo se diferenciam dos encontrados por Paiva et
al. (2004), quando avaliaram a reacdo de progénies de meldo cantaloupe ao mildio,
ocasido em que também nao detectaram progénies resistentes.

No entanto, 19,56% das progénies foram avaliadas como moderadamente

suscetivel o que demonstra a possivel presenca de alelos de resisténcia nesses
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genGtipos. E provavel que progénies classificadas nesta categoria possam ter herdado
alelos do pai resistente MR-1.

O fato de terem sido identificadas progénies em diferentes categorias evidencia
a ocorréncia de segregacao entre as familias.

Entretanto, a maioria das progénies avaliadas (48,45%) comportou-se como
altamente suscetivel ao patdgeno em questdo, o que justifica a preocupagdo com o
desenvolvimento de cultivares de meloeiro resistentes ao mildio.

O histograma de frequéncias com pontos médios das classes de IPD da reagéo

das progénies F,.; de meloeiro a P. cubensis, esté representado na Figura 2.

Frequéncias (%)

0.00 13.00 33.50 54.00 T4.50 §5.00 100.00
Sevedidade da Doenca

Figura 2 - Distribuicao de frequéncia da reagdo de progénies de meloeiro a Pseudoperonospora
cubensis. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Foi observada uma varia¢do continua sugerindo a existéncia de varios genes
controlando a expressdo dessa caracteristica. Este resultado é consistente com o
encontrado por Perchepied et al. (2005), onde estes autores concluiram sobre a

existéncia de varios genes controlando a resisténcia em meloeiro & P. cubensis.
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3.2 AVALIACOES GENOTIPICAS

3.2.1 Emprego de microssatélites na populagéo segregante

Foram utilizados inicialmente 77 pares de primers SSR, dos quais 23
(29,875%) foram polimorficos entre os genitores MR-1 e Védrantais (tabela 3). Essa
elevada taxa de polimorfismo ja era esperada, uma vez que o meloeiro é uma espécie
na qual naturalmente, se encontra grande variabilidade genética (STAUB et al., 2002),
principalmente quando se utiliza genitores muito contrastantes. Dos 23 primers, treze
amplificaram em toda a populagéo e foram utilizados para identificacdo dos QTLs.

Tabela 3 - Caracteristicas dos primers de microssatélite (SSR) polimdrficos entre os
genitores contrastantes para resisténcia ao mildio do meloeiro MR-1 e
Védrantais. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Primer Sequéncia

CMMS 33-2 F GCTACTTTTTATGGCGGCAGTGACG
CMMS 33-2R ATTCGGATGATTATTCTTCGCAGTT
CMMS 30-3 F TTCCCACCAGCCCAACGGACACACT
CMMS 30-3R GAGATACAGAAACGACGACTAACCT
CMMS 22-2 F CGTTATACAAGATAGAGATAGAGAG
CMMS 22-2 R TTCAACTAATCCCCAAGACAAACAA
CMMS 15-4 F GTCCGCCATCGCCACTACAAATCAA
CMMS 15-4 R CTCCGTAAAACCTTCTTCCTCTCTC
CMMS 35-4 F ACGGATACATCGAGGAGACTTCATG
CMMS 35-4R GTCAGCTTCAACCCTTTACTTTTTC
CSWCTO02B F TTCTGCATACCCTCTCCT
CSWCT02B R GAAACAAAAGCCTCCATTG
CMGAN94 F GAGAGAGAGAGAGAGATCTAAAC
CMGAN9%4 R GTCATGTCCGGTTATCTTGT
CMTCNG62 F AAGATCGCCTCTATCACAG
CMTCN62 R ATTTGTACTCCCAACGCATC
CMBR139 F AAACGCATCTTTCCAGTTAGGA

“...continua...”
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“TABELA 3, continua”

Primer Sequéncia
CMBR139 R TCCAAACCCATCTCCATTTC
CMBR143 F ACAAACCGCATCTTCCATT
CSWCT 10 F AGATCGGAATTGAAAAAG
CSWCT 10R AAAGGGGCTTCCTCTCTA
CAPS-Dde | F GCCCAACCTTCAACTCGATA

CAPS-Dde IR TTGAATCTCATTTTTCTGTTGCAT
CMTCN14 F TATATTGGCTTTGGCTCTCG
CMTCN14 R GATTCGTTATCTCGACCAAC
CSWCT29 F TGGACGAGTTGCTCTTGTAAGCCT
CSWCT29 R ATCAAACTTGGCATGTGGCATGAC
CSWCTO1 F TTCTGATCAACGACGAAG
CSWCTO1 R GAAACAAAAGCCTCCATTG
CMCTNI19 F GAATGATTGGAGCAACCAGT
CMCTN19R GCTTTTTGAATTTGTGCAGGG
CMCTNT7F AATGACACTGCCCACATTCT
CMCTN7R AGGTTTTTCAATGGAGGGGA
CMTCNG67 F TCTCTTACAACTCTTTGTCG
CMTCN67 R GGTTCAAGGATTCATCGTTG
CMCTN53 F CCACATTTGATGGAAATCTT
CMCTN53 R CATTTTATAGCTTATCTTCCG
CMTC163 F CTAAAACCTAACTCTTTTCC
CMTC163R TTTGTGGGACTCGTTGAATGA
CMGAN 73 F ATCCAACTCGACCAAGAAAC
CMGAN 73 R CAGCTCTACAACAACATCTG
CMAGN 68 F GGAAGGAAATTAGCATGCAC
CMAGN 68 R GCCACTCTGTCTTTCTTCC
CMMS 24-3 F GAGGGAGAGAGTTTGTAAAAAAATG

CMMS 24-3R TCGCCAATTACATTACAACCTTTTC

3.2.2 Segregacao dos marcadores na populacdo segregante

Os valores das frequéncias genotipicas foram submetidos ao teste %2 a 1% de
probabilidade (para verificar se houve segregacdo distorcida em relacdo & esperada e

para controlar a taxa da falsa descoberta (False Discovery Rate ou FDR), foi aplicado o
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método de Benjamim e Hochberg (1995). Foi obtido um nivel critico para o critério
FDR de 0,40%. Dez dos treze marcadores apresentaram valores abaixo do nivel critico

especificado, ou seja, dez marcadores apresentaram segregacao distorcida (Tabela 4).

Tabela 4 - Teste 2 para as frequéncias genotipicas, probabilidade FDR (%) e
frequéncias alélicas da geracdo F, do cruzamento entre as linhagens MR-1 e
Védrantais. Mossor6-RN, UFERSA, 2014,

Distor¢ao de segregacao Frequéncia
Marcador Frequéncia Genotipica alélica

AIAL AIA2 A2A2 %2 FDR (%) f(AY) f(A?)

CMBR 139 26 47 25 0,184™ 91,22"™ 0,50 0,50
CSWCT 01 22 21 55 b54,22** 0,0* 0,33 0,67
CMBR 143 22 3 73 138,45** 0,0* 0,24 0,76
CMGAN 94 30 46 22 167" 43,31™ 0,54 0,46
CMCTN19 29 23 46 33,49** 0,0* 0,40 0,60
CAPS Ddel 40 16 42 44)53** 0,0* 0,50 0,50
CMCCA 145 13 14 71 118,65** 0,0* 0,20 0,80
CMMS 35-4 25 28 45 26,16** 0,0* 0,41 0,59
CMMS 2-3 31 14 53 29,88** 0,0* 0,39 0,61
CMMS 33-2 44 12 42 55,10** 0,0° 0,50 0,50
CMMS 15-4 67 14 17 101,02** 0,0* 0,75 0,25
CMMS 22-2 28 35 35 9,0%* 1,11"™ 0,46 0,54
CMMS 30-3 23 25 50 38,90** 0,0* 0,35 0,65

A'A' homozigoto semelhante ao genitor MR-1; A*A? heterozigoto com alelos do genitor MR-1
e Védrantais; A*A? homozigoto semelhante ao genitor Védrantais. y2 das frequéncias
genotipicas, onde *,** significativo a 5% e 1% e "= ndo significativo; Critério FDR, em que:
*Valor abaixo do nivel critico especificado a 1%, para segregacdo esperada de 1:2:1; ™= ndo
significativo (marcadores que ndo apresentaram distorcdes).

As frequéncias alélicas observadas na populagdo estdo também descritas na
Tabela 5. Como a populagdo é derivada de dois genitores, cada genitor contribui com a
mesma frequéncia alélica. Assim, na auséncia de sele¢do, migracdo e mutagéo, espera-
se que a frequéncia de cada alelo do marcador seja 0,5. Para oito locos houve maior

proporcdo de alelos do genitor VVédrantais enquanto que para dois locos houve maior
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proporcdo de alelos do genitor MR-1. Para os demais locos (trés) as frequéncias

alélicas ndo se alteraram.

3.2.3 Identificacdo de QTLs por meio de regressao linear simples e multipla

Os valores dos coeficientes de determinagdo (R?) obtidos para os marcadores

foram relativamente baixos na populagdo (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo das analises de regressdo linear simples, considerando o0s
marcadores separadamente e de regressdo linear multipla, com sele¢do de
modelo pelo método backward, para resisténcia do meloeiro ao mildio,
grupos de ligacdo e estimativa dos coeficientes de determinacdo (R?) e de
determinacdo ajustado (R2aj.). Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Tipo de

Analise Marcador Pr>F R2(%) R2aj.(%0)
CMBR 139 0,0001 16,40 15,52
CSWCTO01 0,1607 2,10 1,00
CMBR 143 0,4323 0,00 0,00
CMGAN94 0,4335 0,00 0,00
CMCTN 19 0,0670 3,49 2,47
CAPSDI 0,2189 1,59 0,50
Simples CMCCA 145 0,7678 0,00 0,00
CMMS 35-4 0,5579 0,00 0,00
CMMS 2-3 0,1060 2,73 1,70
CMMS 33-2 0,2518 1,38 0,34
CMMS 15-4 0,3878 0,00 0,00
CMMS 22-2 0,0014 10,18 9,23
CMMS 30-3 0,3947 0,00 0,00
CMBR 139
Muiltipla + 0,0001 29,52 28,02
CMMS 22-2
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Para regressdo linear simples os marcadores que mais explicaram a
caracteristica na populagdo F,.; foram CMBR139 e CMMS 22-2, com coeficientes de
determinacdo (R?) de 16,40 e 10,18%, respectivamente (tabela 5). Mesmo sendo
considerados baixos esses coeficientes de determinacdo estdo dentro dos encontrados
por outros autores ao estudarem o carater resisténcia a doenca. Fukino et al. (2008)
também identificaram dois QTLs de resisténcia a oidio em uma populacdo de meloeiro
que explicavam 22 e 28% da variagdo fenotipica. Perchepied et al. (2005), estudando a
relacdo entre QTLs de resisténcia ao mildio e ao oidio, identificaram também dois
QTLs de resisténcia explicando de 12 a 38% da variacédo fenotipica.

Quando os marcadores foram avaliados utilizando a regressdo mdltipla de
Backward (Tabela 5), p6de se observar que os locos selecionados pela regressao linear
simples também foram selecionados pelo método de Backward explicando uma boa
parcela da variacdo fenotipica observada (R*= 29,52%). Um dos objetivos do presente
estudo foi identificar QTLs associados & resisténcia ao mildio que pudessem ser
utilizados na sele¢do indireta para essa caracteristica. Desta forma, a partir dos
marcadores identificados neste estudo, existe a possibilidade de utilizagdo de uma
combinacdo de marcadores associados a resisténcia ao mildio, por exemplo, CMBR
139 e CMMS 22-2 que juntos explicam 29,52% da variacdao fenotipica observada.
Estes marcadores podem auxiliar na selecdo, quando empregados na fase inicial de
avaliacdo da populacdo segregante, para auxiliar na selecdo das progénies que
reunirem o maior nimero de QTLs promissores. Dessa forma, no desenvolvimento de
cultivares resistentes, podem-se eliminar, pelo menos no inicio do programa, as
dificuldades de inoculacdo do patdgeno e de avaliagdo fenotipica das plantas por meio

da identificacdo direta de gendtipos resistentes.
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4 CONCLUSOES

Dois marcadores, CMBR 139 e CMMS 22-2, foram identificados como
potenciais para selecdo indireta, visando a resisténcia ao mildio.
Foi confirmada a heranca quantitativa da resisténcia do meloeiro ao mildio,

controlada, pelo menos, pelos dois QTLs identificados.
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