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RESUMO

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma hortalica com destaque mundial. No Brasil, tem
relevante importancia socioecondmica na regidao Nordeste. A mosca-minadora, Liriomyza spp.
(Diptera: Agromyzidae), é a principal praga da cultura, ocasionando sérios danos a planta e,
consequentemente, reduzindo a produgdo e a qualidade dos frutos. O uso de gendtipos
resistentes constitui 0 método mais eficiente e sustentavel de controle, entretanto, poucas
fontes de resisténcia a esse inseto ja foram identificadas em germoplasma de meloeiro. A
elucidacdo da heranca genética e o uso de marcadores moleculares sdo ferramentas que
auxiliam na introgressdo da resisténcia & mosca-minadora em hibridos comerciais de
meloeiro. Considerando duas fontes de resisténcia a mosca-minadora em meloeiro, objetivou-
se elucidar o controle genético na linhagem A915.34.01.08 e identificar marcadores
microssatélites (Simple Sequence Repeats - SSR) associados a resisténcia na linhagem
A56.10.04. Para o estudo de heranca, cada linhagem (P1), resistente por antibiose, foi cruzada
com uma linhagem suscetivel (P2), formando suas respectivas primeiras geragoes filiais (Fy),
as quais foram autofecundadas e retrocruzadas com ambos os genitores obtendo as segundas
geragdes filiais (F2) e retrocruzamentos (RC1 e RC»), respectivamente. As populagdes foram
submetidas a ensaios em gaiola e em campo, sob infestacdo de L. sativae, utilizando o
delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos (Pi1, P2, F1, F2, RCi, RC)),
distinto nimero de plantas por repeticdo, totalizando 300 plantas por experimento. Foram
quantificados o nimero de minas nas folhas e o desenvolvimento larval, no qual as plantas
foram classificadas em resistentes (sem desenvolvimento pupal) ou susceptiveis (pelo menos
um desenvolvimento pupal). Com relacdo a associacdo de marcadores SSR a resisténcia, um
total de 328 primers foram avaliados quanto ao polimorfismo nas geracbes P1, P2 e Fi e,
posteriormente, a geracdo F» foi genotipada com os marcadores identificados como
polimorficos. A anélise de geraces demonstrou que quatro genes controlam a resisténcia a
mosca-minadora na linhagem A915.34.01.08. Dois marcadores SSR, CM321 e CM333, estdo
associados ao gene de resisténcia a L. sativae na linhagem A56.10.04. Portanto, a linhagem
A915.34.01.08 apresenta heranga oligogénica, podendo ser utilizada na introgressdao da
resisténcia em linhagens-elite de meloeiro e, os marcadores CM321 e CM333 estéo ligados ao
gene Ls, estando aptos a serem utilizados na selecdo assistida & mosca-minadora no programa

de melhoramento genético do meloeiro.

Palavras-chave: Cucumis melo. Mosca-minadora. Antibiose. SSR. Selec¢éo assistida.



ABSTRACT

The melon (Cucumis melo L.) is a cucurbit crop with worldwide prominence. In Brazil, it has
relevant socioeconomic importance in the Northeast region. The leafminer, Liriomyza spp.
(Diptera: Agromyzidae), is the main pest of the crop, causing serious damages to the plant
and, consequently, reducing the production and the quality of the fruits. The use of resistant
genotypes is the most efficient and sustainable method of insect control, however, few sources
of resistance to this insect have been identified in melon germplasm. The elucidation of
genetic inheritance and the use of molecular markers are tools that aid in the introgression of
leafminer resistance in melon hybrids. Considering two new sources of resistance to leafminer
in melon, the objective was to elucidate the genetic control in line A915.34.01.08 and to
identify microsatellite markers (SSR) associated with resistance in line A56.10.04. For the
study of inheritance, each lineage (P1), resistant by antibiosis, was crossed with a susceptible
lineage (P2), forming their respective hybrid (F1), which were self-pollinated and backcrossed
with both parents obtaining the progeny (F2) and backcrosses (RC: and RC>), respectively.
The trials were conducted in a greenhouse and under field conditions, using natural
populations of L. sativae, using a completely randomized design, with six treatments (P1, P2,
F1, F2, RCy, RCy), different number of plants per replications, totaling 300 plants each
experiment. The number of mines in leaves was counted and larval development were
quantified, in which the plants were classified as resistant (without pupal development) or
susceptible (at least one pupal development). Regarding the association of SSR markers with
the resistance, a total of 328 primers were evaluated for the polymorphism in the P1, P2 and F:
generations and, later, the F> generation was genotyped with the markers identified as
polymorphic. Generation analysis demonstrated that four genes control leafminer resistance in
line A915.34.01.08. Two SSR markers, CM321 and CM333, are associated with the L. sativae
resistance gene in line A56.10.04. Therefore, the A915.34.01.08 lineage has an oligogenic
inheritance, and can be used for the introgression of resistance in elite lines of melon, and the
markers CM321 and CM333 are linked to the Ls gene, being able to be used in the selection

assisted to the leafminer in the melon breeding program.

Keywords: Cucumis melo. Leafminer. Antibiosis. SSR. Marker-assisted selection.
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1 INTRODUCAO GERAL

O meloeiro € uma cucurbitacea que possui grande importancia econémica
mundial por ser comercializado em larga escala produzindo, em 2016, mais de 31 milhGes de
toneladas (FAO, 2018). O meldo foi a fruta fresca mais exportada pelo Brasil em 2017, tendo
0 Nordeste como maior regido produtora, correspondendo a 95% da producdo nacional
(IBGE, 2018). A intensa producdo de meldo no semidrido nordestino esta relacionada ao
processo de adaptacdo desta hortalica as condi¢Ges edafoclimaticas locais, uso de novas
tecnologias no sistema de cultivo, ciclo reduzido e colheita de trés safras por ano, permitindo
boa qualidade dos frutos destinados, principalmente, as crescentes exportacdes (ARAUJO;
CAMPQOS, 2011).

Os problemas fitossanitarios ocasionados por ataque de pragas e doencas estdo
entre os aspectos mais limitantes para producdo de meldo (LIMA et al., 2012). A mosca-
minadora € a principal praga da cultura em virtude da severidade do ataque do inseto,
construindo galerias nas folhas e diminuindo a producdo e qualidade dos frutos
(GUIMARAES et al., 2009b). Além de reduzir a qualidade dos mel@es, o controle da mosca-
minadora ocasiona prejuizos econdmicos aos produtores, com um acréscimo de 13 a 30% dos
custos totais de producdo (FERNANDES, 2003; BRASIL et al., 2012).

Rio Grande do Norte e Ceara sdo os maiores produtores do pais e o meldo é a
principal fruta fresca de exportacdo desses estados (MDIC, 2018). Entretanto, para que a
cucurbiticea continue economicamente importante e competitiva no mercado nacional e
internacional é necesséario buscar alternativas para o controle da mosca-minadora. A
associacdo dos controles cultural, bioldgico e fisico vem sendo adotada a fim de integrar um
manejo adequado da praga. Contudo, o uso de gendtipos resistentes constitui 0 método mais
eficiente e sustentavel de controle, pois interfere no ciclo de vida do inseto, devido a
constituicdo génica das plantas, sem aumentar os custos totais de controle e degradar o
ambiente (MORAIS; CARVALHO, 2012).

No programa de melhoramento de meldo da Embrapa foram identificadas fontes
de resisténcia a mosca-minadora. Os acessos — BAGMEL 56(R) e CNPHO00-915(R) —
apresentam resisténcia do tipo antibiose por ocasionarem morte das larvas apos a alimentagéo
no mesofilo foliar, reduzindo, consequentemente, a formacéo de minas (CELIN et al., 2017a).
Ambos acessos estdo em heterozigose para a resisténcia, por isso populagdes segregantes
foram conduzidas pelo método de Melhoramento Genealdgico para obtencdo de linhagens
resistentes. Dessa forma, a partir dos acessos BAGMEL 56(R) e CNPH00-915(R) foram
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obtidas as linhagens A56.10.04 e A915.34.01.08, respectivamente (CELIN et al., 2017a). Para
as linhagens serem utilizadas como fontes resistentes a mosca-minadora é necessario elucidar
a heranca genética da resisténcia, ou seja, conhecer o controle genético do carater de interesse.

A heranca genética da linhagem A56.10.04 foi elucidada e trata-se de um gene
(Ls) com dominancia completa (CELIN et al., 2017b), porém, o controle genético da
linhagem A915.34.01.08 ndo foi elucidado. A partir do estudo de heranca genética da
resisténcia sera possivel escolher o método de melhoramento mais adequado a introgressao
desses alelos em linhagens-elite de meloeiro.

Uma forma de reduzir o tempo de avaliagdo durante a introgressao consiste na
identificacdo de marcadores moleculares associados aos genes de interesse. Dentre o0s
marcadores moleculares existentes os microssatélites (Simple Sequence Repeats - SSR) vem
sendo usados em maior frequéncia em estudos de associacdo ao carater de interesse, uma vez
que além de serem especificos, permitem ampla cobertura do genoma e possuem elevadas
informagdes de polimorfismo, sendo possivel diferenciar individuos homozigotos e
heterozigotos (BOREM; CAIXETE, 2006).

N&o ha estudos envolvendo o uso de marcadores moleculares associados a
resisténcia a mosca-minadora. A associacdo de microssatélites ao(s) gene(s) de resisténcia
permitird a selecdo direta do carater de interesse com base no gendétipo do individuo, sem
necessitar de avaliacdo fenotipica, possibilitando maior eficiéncia na estratégia de selecdo de
plantas resistentes, sobretudo, na selecdo assistida por marcadores (SAM). Desse modo,
objetivou-se elucidar o controle genético da resisténcia a mosca-minadora na linhagem
A915.34.01.08 e identificar marcadores microssatélites associados a resisténcia na linhagem
A56.10.04.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Meloeiro (Cucumis melo L.)

2.1.1 Importancia econémica

O meloeiro é uma hortalica de grande importancia econémica mundial cujo fruto
é comercializado na forma de fruta fresca. Em 2016, o mel&o foi considerado a nona fruta
mais produzida mundialmente, correspondendo a uma producéo superior a 31 milhdes de
toneladas em uma érea colhida cerca de 1,25 milhGes de hectares (FAO, 2018). China,
Turquia e Ird sdo os maiores produtores e o Brasil alcanga a décima segunda posicdo com
producdo aproximada de 600 mil toneladas, para 0 mesmo ano (FAO, 2018).

No Brasil, a produgdo além de atender a demanda do consumo interno é
destinada, sobretudo, as crescentes exportacdes (NASCIMENTO NETO et al., 2012). Em
2017, o meldo foi a primeira fruta mais exportada pelo pais em volume e a segunda em valor
monetario, correspondendo a uma exportacdo cerca de 234 mil toneladas e US$ 162,916
milhdes em divisas (MDIC, 2018), tendo a Europa (Reino Unido, Holanda e Espanha) como
principal importador. Além da comunidade europeia, a abertura de novos mercados para
meldes brasileiros (Argentina, Chile, Japdo e Vietnd) também contribuird para o constante
crescimento das exportacdes nacionais, permitindo o avanco da atividade produtiva
(ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2017).

O meldo é produzido em todas regides brasileiras, sendo o Nordeste a maior
regido produtora, concentrando 95% (570.838 t) da producéo nacional, seguido da regido Sul
(4,6%) e Centro-Oeste (0,4%) em 2016 (IBGE, 2018). A crescente producdo de meldo no
semiarido nordestino esta relacionada, principalmente, ao processo de adaptacdo da cultura as
condigdes edafoclimaticas locais e ciclo reduzido, favorecendo o desenvolvimento da espécie
e possibilitando maior producdo quando comparada com as demais regides do pais
(ANGELLOTI; COSTA, 2010).

O Polo Jaguaribe-Acu, formado pelos estados do Ceara e do Rio Grande do Norte,
é o principal polo de producdo de meldo do Brasil, responsavel por mais de 97% das
exportacdes nacionais (CELIN et al.,, 2014). Rio Grande do Norte é o maior estado
exportador, com aproximadamente 164 mil toneladas exportadas, gerando US$ FOB 108,192
milhdes em divisas, seguido do Ceara com exportacao de 68 mil toneladas e US$ FOB 53,383
milhdes (MDIC, 2018).
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A localizagdo geogréfica favoravel de ambos estados ao mercado externo, a
producdo de meldo durante as entressafras de paises europeus e o sistema logistico de
distribuicdo e comercializacdo da hortalica no polo agricola favorecem rotas estratégicas de
escoamento da producdo, sobretudo a exportacdo a comunidade europeia (ARAUJO;
CAMPOS, 2011). Além disso, a presenca de Area Livre de Pragas (APL) de Anastrepha
grandis (Gnica praga quarentenaria da cultura) nas areas produtoras de meldo no Ceara e Rio
Grande do Norte (MAPA, 2018) também contribui com a competitividade dos melGes
brasileiros no mercado internacional, mantendo o meldo como a principal fruta fresca de

exportacao nordestina.

2.1.2 Aspectos gerais da cultura

O meloeiro (2n = 2x = 24) é uma olericola com centro de origem na Asia e
numerosos parentes em nivel de espécie na Australia e ao redor do Oceano indico
(SEBASTIAN et al., 2010). A partir de sequéncias de DNA de plastidios e combinacdes de
marcadores nucleares usados em acessos de meloeiro provenientes da Africa, Asia e
Australia, as evidéncias mostraram que Cucumis callosus, originario da India, e Cucumis
picrocarpus, oriundo da Austrélia, sdo o progenitor silvestre e espécie irma de Cucumis melo,
respectivamente, fundamentando a origem do meloeiro na india (SEBASTIAN et al., 2010).
Com relacdo aos centros de diversidade os mesmos compreendem a regido do Mar
Mediterraneo, Asia Central (Ird, Iraque, Turquia), Asia oriental (China, Jap&o) e india
(WHITAKER; DAVIS, 1962).

A cultura apresenta ampla distribuicdo geografica. Nas Ameéricas, o meloeiro foi
introduzido por Cristovdo Colombo durante expedicGes maritimas, século XV, e distribuido
pelos indios (MCCREIGHT et al., 1993 apud CRISOSTOMO; ARAGAO, 2013). No século
seguinte, a olericola foi introduzida no Brasil por escravos africanos durante o Periodo
Colonial e reintroduzido pelos imigrantes europeus (sec. X1X) ap6s a aboli¢do da escravatura
(MOREIRA et al., 2009). Essa reintrodugdo ocorreu nas regides Sul e Sudeste do pais
(MOURA, OLIVEIRA; SILVA, 2011), no entanto, predominou-se a disseminagdo no
semiarido nordestino (PAIVA, 1999) em virtude das caracteristicas climaticas locais (alta
intensidade e duracdo da luminosidade, altas temperaturas e precipitacdo pluviométrica
concentrada nos primeiros trés-quatro meses do ano) (ANGELLOTI; COSTA, 2010).

Pertencente a familia Cucurbitaceae, género Cucumis e espécie Cucumis melo, o

meloeiro é uma herbacea, com sistema radicular pivotante e caule constituido de varios nos,
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no qual, cada nd possui gemas que se desdiferenciam em folhas, gavinhas (6rgdos de
sustentacdo) ou ramificacGes (LORENZI et al., 2006). A inflorescéncia é do tipo cacho, com
flores formadas por cinco pétalas amarelas. As masculinas crescem nas axilas dos ramos
principal e laterais, e as femininas ou hermafroditas nos ramos secundarios (CRISOSTOMO;
ARAGAO, 2013).

A reproducdo sexuada € do tipo mista, predominando alogamia em decorréncia
das diferentes formas de expressGes sexuais (monoica, hermafrodita, andromonoica e
ginomonoica) (SERRA; CAMPOS, 2010). O fruto é uma baga carnuda com tamanho, forma,
cor e aspectos variados, no qual, cada fruto produz, em média, de 200 a 600 sementes
presentes na cavidade interna da polpa (MCCREIGHT et al., 1993 apud CRISOSTOMO;
ARAGAO, 2013).

O meloeiro possui grande diversidade morfologica, principalmente nas
caracteristicas do fruto (cores, formatos e aromas). Esse polimorfismo possibilitou diferentes
classificagBes boténicas, incluindo a divisdo de C. melo em C. melo subespécie melo (ovario
com pelos curtos) e C. melo subespécie agrestis (ovario com pelos longos) (MUNGER,;
ROBINSON, 1991). Com relacdo ao aspecto comercial, os meldes sdo divididos em “tipos” e
0s principais produzidos no Brasil pertencem aos grupos boténicos cantalupensis, inodorus e
reticulatus (PITRAT, 2008):

e Grupo cantalupensis: sdo meldes aromaticos originarios da Franca. Os frutos
séo globulares e possuem cascas lisas ou rendilhadas de coloragédo verde clara
com suturas longitudinais verdes escuras. A polpa € firme e de cor salméo. Séo
climatéricos, necessitando maior cuidado no pdés-colheita. O tipo comercial
desse grupo é o Charentais (FONTES; PUIATTI, 2005).

e Grupo inodorus: sdo frutos ndo aromaticos, com forma ovalada, casca lisa e
coloracdo branca, amarela ou esverdeada. A polpa € espessa e varia ha mesma
cor da casca. N&o séo climatéricos e possuem uma melhor conservagao no pos-
colheita (MENEZES et al, 2000; SENAR, 2007). S& exemplos
comercializados desse grupo: Amarelo (origem espanhola), Pele de Sapo
(origem espanhola) e Honeydew (origem americana) (ARAGAO, 2010).

e Grupo reticulatus: sdo melbes aromaticos, caracterizados pela forma
arredondada. A casca é verde clara com presenca de rendilhamento. Possuem
polpa esbranquigcada a salmé&o, tornando-se amarelada durante a maturacéo.

Sdo climatéricos e necessitam de maior cuidado no pdés-colheita. Os tipos
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comerciais sdo o Cantaloupe (origem americana) e Galia (origem israelense)
(MENEZES et al., 2000; FONTES; PUIATTI, 2005).

Embora o meloeiro apresente ciclo curto (em torno de 60 dias), com
caracteristicas adaptadas a clima quente e baixa disponibilidade hidrica, a planta tem
desenvolvimento prejudicado em detrimento do ataque de pragas e doencas (MAIA, LIMA;
LIMA, 2013). Para que ndo haja reducdo na producédo e qualidade dos frutos é necessario
identificar os principais problemas fitossanitarios que afetam a cultura, uma vez que

constituem grandes entraves nas lavouras meloeiras (CAMARA et al., 2007).

2.1.3 Problemas fitossanitarios

Problemas fitossanitarios sdo considerados aspectos limitantes para o crescimento
e a producdo de meldo (LIMA et al., 2012). Dentre as doengas, 0 oidio do meloeiro, causado
pelas espécies flngicas Erysiphe cichoracearum e Podosphaera xanthii (Sphaerotheca
fuliginea), destaca-se como a principal doenca por reduzir a area fotossintética da cultura
devido ao aparecimento de manchas brancas pulverulentas na superficie das folhas (REIS,
2007). Em ataque severo ocorre reducdo dos frutos em tamanho e nimero (diminuicdo das
reservas metabolicas), acarretando em baixo rendimento e depreciacdo durante a
comercializacdo (PEREIRA, PINHEIRO; CARVALHO, 2012).

Quanto as pragas, a principal é a mosca-minadora, Liriomyza spp., caracterizada
por formar galerias nas folhas a partir da alimentag&o das larvas no tecido foliar (ARAUJO et
al., 2007). O inseto se tornou a praga-chave no meloeiro em decorréncia do cultivo intenso de
meldo durante o ano inteiro, dos danos severos ocasionados pelo ataque da praga e pela
diminuigcdo de populagBes de inimigos naturais, em decorréncia ao uso indiscriminado de
defensivos, sobretudo, para o controle da mosca branca (Bemisia tabaci) (GUIMARAES et
al., 2009b).

Além disso, o uso continuo de inseticidas para 0 manejo da mosca-minadora
também contribuiu para surtos populacionais da praga, implicando em aumento nos custos de
controle que, além de ocasionar perdas econdémicas aos produtores, também acresce 0s custos
de produgdo (BRASIL et al., 2012). Aradjo et al. (2007) avaliando as espécies de mosca-
minadora na regido da Chapada do Apodi-RN, relataram perdas referentes ao ataque do inseto
em areas produtoras de meldo. De acordo com esses autores, houve reducdo de 10 a 15% da
producédo em virtude da perda da qualidade dos frutos (baixo teor de solidos solUveis totais)
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para exportacdo e acréscimo de R$ 900,00/hectare para o controle quimico do inseto.

Outro estudo de caso em uma area produtora de meldo no Rio Grande do Norte
também foi realizado com relacdo aos prejuizos do ataque da mosca-minadora. Nessa
avaliacdo, os custos de controle atingiram 13,20% dos custos totais de insumos, equivalendo a
R$ 1.642,90/ hectare (BRASIL et al., 2012). Esses autores observaram que 80% dos custos
com inseticidas foram utilizados, apenas, para o controle do inseto, ocasionando perdas
significativas na producédo. Portanto, conhecer o ciclo de vida do inseto, bem como os danos

causados a cultura sao aspectos cruciais no controle da mosca-minadora.

2.2 Mosca-minadora (Liriomyza sativae)

2.2.1 Descricao e ciclo de vida do inseto

A mosca-minadora é um inseto pertencente a ordem Diptera, familia Agromyzidae
e género Liriomyza. Este é formado por centenas de espécies das quais, somente trés —
Liriomyza huidobrensis Blanchard, L. sativae Blanchard e L. trifolii Burgess — apresentam
ampla disseminacdo nas Américas, incluindo o Brasil (GUIMARAES et al., 2009c). L.
sativae se destaca como praga de importancia econdémica por estar presente e causar Sérios
danos ao meloeiro em é&reas produtoras no nordeste brasileiro (COSTA-LIMA, SILVA,
PARRA, 2010; GUIMARAES et al., 2009b).

Mosca-minadora ¢ um fitdfago que possui metamorfose completa durante seu
desenvolvimento (PARRELLA, 1987). Os adultos, de forma geral, apresentam um
comprimento variando de um a trés milimetros e possuem corpo de coloracdo preta com
manchas amareladas na regido do torax e da cabeca (GUIMARAES et al., 2009¢c). As fémeas,
além de serem maiores, se diferenciam dos machos pela presenca do aparelho ovipositor
usado para depositar ovos no tecido foliar (face abaxial e adaxial) e fazer puncturas para
alimentacdo (COSTA-LIMA; SILVA, PARRA, 2015).

O acasalamento ocorre a partir das 24 horas da emergéncia do adulto e a postura é
do tipo endofitica. Os ovos sdo esbranquigados, pouco transltcidos e normalmente o tempo de
incubacdo dura trés dias, em que, apos esse periodo, as larvas eclodem (GUIMARAES et al.,
2005). As larvas sdo vermiformes, medindo trés milimetros de comprimento e possuem
coloracdo amarelo-alaranjadas no fim do estdgio. A alimentacdo € iniciada logo depois da
eclosdo e, a medida que se alimentam do mesoéfilo, originam-se as minas ou galerias
(GUIMARAES et al., 2009b).
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Terminado essa fase, as larvas deixam as minas e empupam no solo ou na
superficie das proprias folhas. Finalmente, os adultos de vida livre emergem e passam por um
momento de pré-oviposicdo até que seus 6rgdos reprodutivos estejam maduros para iniciar o
acasalamento (GUIMARAES et al., 2009b). Quanto & duracdo do ciclo, o periodo oval dura
trés dias, o larval de quatro a seis dias, o pupal em torno de nove dias e os adultos variam de
sete a trinta dias (ARAUJO et al., 2013; GUIMARAES et al., 2005). A variacdo do ciclo
também depende das condices ambientais em que o inseto esta exposto incluindo
temperatura e umidade do ar (COSTA-LIMA, GEREMIAS; PARRA, 2009).

2.2.2 Danos ao meloeiro

Os danos causados por L. sativae envolvem degradacdo da planta e do fruto
(ARAUJO et al., 2013). Na planta, o consumo direto das larvas no meséfilo foliar reduz a
area verde e diminui a capacidade fotossintética, acarretando a morte das plantas, sobretudo,
se elas estiverem nos estadios iniciais de desenvolvimento (ARAUJO et al., 2007). Em
condicdes de altas infestacOes, as folhas ressecam e se tornam quebradicas sendo facilmente
perdidas durante 0 manuseio da cultura ou pela acdo dos ventos. Além disso, a formacéao das
minas também pode facilitar a entrada de fitopatdgenos, contribuindo para aumento na
intensidade de doencas e perdas na produtividade dos meloeiros (GUIMARAES et al.,
2009b).

Com relacdo ao fruto, devido a queda das folhas, 0 mesmo se torna diretamente
exposto a luz solar, ocasionando queimaduras na casca e depreciacdo do produto
(GUIMARAES et al., 2005). Essa queimadura interfere na fisiologia do fruto, diminuindo a
producdo e qualidade em virtude da reducdo na concentracdo de solidos sollveis totais,
tornando-o, em alguns casos, improprio a comercializagido (ARAUJO et al., 2007).

Métodos de controle da mosca-minadora sdo adotados a fim de minimizar os
danos ao meloeiro. Os mesmos devem integrar um programa de manejo adequado para o
controle da praga, uma vez que visam manter populacdes do inseto abaixo do nivel de dano

econdémico por meio do uso de diferentes medidas de controle (GALLO et al., 2002).

2.2.3 Métodos de controle

O uso de inseticidas constitui o principal método de controle da mosca-minadora.

Esses inseticidas compdem diferentes formulacGes, no entanto, somente dois ingredientes
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ativos (ciantraniliprole e fenpropatrina) e dois grupos quimicos (antranilamida e piretroide)
estdo registrados para o controle da L. sativae em meloeiro no Brasil (AGROFIT, 2018).

Devido ao uso indiscriminado dos defensivos quimicos e poucos produtos
registrados, populacGes de mosca-minadora estdo se tornando resistentes aos inseticidas
utilizados (GUIMARAES et al., 2005), ocasionando ineficiéncia no controle (HIDRAYANI et
al., 2005). Como alternativa, inseticidas naturais a base de outras plantas, como Nim
(Azadirachta indica A. Juss.) (HERNANDEZ, HARRIS; TONG-XIAN, 2011) e fumo
(Nicotiana tabacum L.) (DEQUECH et al., 2010) vém sendo utilizados no combate a praga.

O controle cultural consiste em uma medida no qual o ambiente ¢ alterado para
reduzir a populacdo do inseto e dificultar sua dispersdo e reproducdo (GUIMARAES et al.,
2005). Esses autores listam como principais praticas culturais a eliminacdo de restos culturais,
eliminacdo de plantas daninhas (hospedeiras), rotacdo de culturas, uso de cercas vivas e
manejo nutricional da planta, permitindo maior eficiéncia no controle do inseto.

O controle fisico corresponde ao uso da agdo fisica e mecanica como mecanismos
para impedir o ciclo de vida do inseto (GALLO et al., 2002). O tecido-ndo-tecido (TNT) é
utilizado no meloeiro, a priori, no controle do amareldao (Melon Yellowing-associated Virus-
MYaV) visando retardar a transmissdo do virus pela mosca branca durante o primeiro estadio
fenoldgico da cultura (35 dias apds o plantio) (LIMA et al., 2008). Com o beneficio dessa
medida, o TNT também passou a ser utilizado no controle da mosca-minadora evitando o
contato do inseto no periodo mais susceptivel da planta (trés primeiras semanas) sendo
retirado aos 21-23 dias ap0s o transplantio, correspondente ao inicio da floracdo (OLIVEIRA
etal., 2017).

A instalacdo de armadilhas adesivas de cor amarela nas bordaduras da éarea
também pode ser usada como método de controle fisico, pois essa tatica parte do principio
que os adultos sdo atraidos pela cor amarela e facilmente retidos nos adesivos, evitando
concentracBes do inseto no centro da area (GUIMARAES et al., 2005). A catacdo e
esmagamento das pupas de L. sativae também é outro método fisico adotado para evitar o
desenvolvimento do inseto (MORAIS; CARVALHO, 2012). Contudo, a adoc¢ao dessa medida
torna o controle da mosca-minadora mais prolongado e dispendioso em virtude da
necessidade de méao-de-obra excedente.

No controle bioldgico, diferentes inimigos naturais — parasitoides, predadores,
nematoides e fungos entomopatogénicos — sdo utilizados para o controle das larvas e adultos
da mosca-minadora (LIU et al., 2009). Conforme os autores, essa pratica vem alcangcando

resultados satisfatorios em ambientes protegidos e em campo. Porém, o uso de biocontrole se
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torna limitante por depender da densidade dos inimigos naturais para efetividade no controle
(YANO, 2004), necessitar de registro e importagédo dos organismos (SALVO, FENOGLIO;
VIDELA, 2005).

A utilizacdo das medidas de controle comp&e um manejo eficiente no controle da
mosca-minadora, entretanto, esses métodos apresentam limitacfes, sejam por aumentarem 0s
custos de implantacdo e/ou controle, sejam por necessitarem de maior mao-de-obra. O uso de
cultivares resistentes constitui um método de controle alternativo e promissor para o controle
da L. sativae, uma vez que interfere no ciclo do inseto, desfavorecendo o desenvolvimento e
reproducdo da praga, devido a constituicdo genotipica das plantas resistentes (MORAIS;
CARVALHO, 2012).

As principais contribuicdes da utilizacdo de gendtipos resistentes estdo
relacionadas a facilidade de aquisicdo pelos produtores, compatibilidade com outras préaticas
(NUNES et al., 2013), estabilidade na producdo, ndo necessitando de transferéncia de
tecnologia, eficiéncia a longo prazo e sem degradacdo do ambiente (GALLO et al., 2002;
MORAIS; PINHEIRO, 2012). Além desses beneficios, a resisténcia genética das plantas aos
insetos pode ser desencadeada em trés tipos: antibiose, antixenose e tolerancia (PAINTER,

1951), dificultando a acéo do inseto e tornando o0 método mais eficiente.

2.3 Resisténcia aos insetos

Planta resistente é aquela que, quando submetida as mesmas condi¢des, sofre um
menor dano que outra em virtude de sua constituicdo genotipica, isto é, o comportamento de
determinada espécie varia diante do ataque do inseto, sendo possivel distinguir as plantas em
resistentes ou susceptiveis (ROSSETTO, 1973). A condicdo de resisténcia € conferida devido
a presenca de gene(s) responsavel(is) pela expressdo do carater selecionado naturalmente ou
por acéo antropica, via melhoramento genético (BOICA JUNIOR et al., 2015).

Painter (1951) classificou as plantas conforme sua resisténcia aos insetos em trés
tipos: 1. Nado preferéncia; 2. Antibiose e 3. Tolerancia. No entanto, Kogan e Ortman (1978)
propuseram alteracdo do termo nao preferéncia por antixenose, uma vez que a nao preferéncia
se associa exclusivamente ao comportamento do inseto.

Antixenose € a resisténcia na qual a planta possui um efeito adverso em relacéo ao
comportamento do inseto, ou seja, ela é menos preferida pela praga para alimentacg&o,
oviposicdo ou abrigo se comparada a outra submetida em condic6es de igualdade (PAINTER,
1951; KOGAN; ORTMAN, 1978). Essa resisténcia estd atribuida as caracteristicas
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morfolégicas, quimicas e/ou fisicas da planta que modificam, de forma isolada ou conjunta, o
comportamento da praga resultando na escolha de outro hospedeiro (MORAIS; PINHEIRO,
2012).

A presenca de tricomas glandulares, dureza de camadas epidérmicas e quantidade
e espessura de serosidade nas folhas sdo exemplos de barreiras morfoldgicas ao artrépode
(HALDHAR et al., 2013). Quanto as caracteristicas quimicas, estdo impropriedades
nutricionais (toxinas que afetam a digestibilidade da praga), fitoquimicos exclusivos
(repelentes a alimentacdo e oviposicdo dos insetos) e grupos quimicos compostos por
flavonoides, alcaloides, fendis, glicosinolatos e inibidores de protease (HALDHAR et al.,
2013; MORAIS; PINHEIRO, 2012). Inerente a barreira fisica estdo a cor e a radiacdo
luminosa emitida pelos 6rgaos vegetais (BERNAYS; CHAPMAN,1994).

Oliveira et al. (2016) ao avaliar acessos de meloeiro quanto a resisténcia a L.
sativae, identificaram um acesso (CNPH 06-1047) com resisténcia do tipo antixenose devido
a menor oviposicao pelo inseto. Conforme os autores, uma provavel explicacdo para essa
resisténcia esta relacionada com a liberacéo de substancias quimicas repelentes, uma vez que
se observou diferenca na movimentacdo da mosca-minadora desse acesso em direcdo aos
demais. Celin et al. (2017a), ao selecionar fontes de resisténcia a mosca-minadora em
germoplasma de meloeiro, também identificaram acessos (CNPH 11-1072 e CNPH 11-1077)
resistentes por antixenose visto que eles foram os genotipos menos atacados.

Ao contrario da resisténcia do tipo antixenose, a antibiose é caracterizada por
exercer um efeito adverso na biologia do fitéfago através da liberacdo de componentes
secundarios pelas plantas (PAINTER, 1951). Esses metabdlitos responsaveis pela defesa das
plantas sdo produzidos em situacBes de estresses bidticos e constituem os alcaloides,
flavonoides, compostos fendlicos, proteinas inativadoras de ribossomos, quitinases,
glucanases, inibidores de proteases, aminoacidos ndo proteicos, saponinas e lectinas
(BOWLES, 1990).

Os efeitos deletérios (toxinas, inibidores de crescimento/reproducdo, propriedades
que interferem na nutrigdo) afetam o ciclo de vida do inseto, reduzindo o tamanho e peso dos
individuos; diminuindo o potencial reprodutivo e causando morte nos estagios larval, ninfal
ou pupal (CHRISPIM; RAMOS, 2007). A antibiose também pode ser manifestada quando as
plantas ndo dispdem dos nutrientes essenciais aos insetos, causando deficiéncia nutricional
para a biologia do fitéfago (BOICA JUNIOR et al., 2015).

Genotipos de meloeiro obtidos da Embrapa Hortalicas foram submetidos a teste

com e sem chance de escolha visando a resisténcia a L. sativae. Dos 27 genotipos utilizados,
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quatro (G76, NO23, NO24 e NO26) foram caracterizados como resistentes por antibiose, uma
vez que ocasionaram 100% de mortalidade larval em um periodo de 24h ap6s a eclosdo
(NOGUEIRA, 2016). Para o autor, outras pesquisas com esses genotipos devem ser realizadas
visando identificar quais substancias sdo letais ao inseto. Celin et al. (2017a), ao selecionar
fontes de resisténcia a mosca-minadora, também identificaram acessos (BAGMEL 56(R) e
CNPH 00-915(R) com resisténcia por antibiose. Conforme os autores, esses acessos devem
ser utilizados em programas de melhoramento visando a introgressdo dos alelos de resisténcia
em linhagens-elite de meloeiro.

Na tolerancia, a planta consegue suportar o ataque do inseto na mesma
intensidade de infestacdo que outra sem interferir ou causar sérios prejuizos na sua producgéo
(PAINTER, 1951). Essa resisténcia depende da prépria planta em vez da relagdo praga-
hospedeiro como ocorre nos outros tipos (CHRISPIM; RAMOS, 2007). Desse modo, nao ha
mudanga no comportamento ou biologia do inseto, caracterizando a tolerancia como a
capacidade da planta em conseguir crescer e regenerar os tecidos atacados sem afetar a
producdo (GALLO et al., 2002).

Acessos de meloeiro provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de
Cucurbitaceas da Embrapa Semi-Arido (Petrolina-PE) foram avaliados quanto a resisténcia a
mosca-minadora. Dentre os gendtipos utilizados, um acesso — A44 (Cantalupensis) —
apresentou resisténcia do tipo tolerancia, pois o teor de clorofila nas folhas néo foi reduzido,
ou seja, a planta utilizou mecanismos (aumento na fotossintese) para tolerar o ataque da praga
(LIMA, 2012). Para o autor, além da tolerancia, esse acesso também foi caracterizado como
resistente por antixenose (menor oviposi¢do) e antibiose (mortalidade larval), demonstrando a
acao concomitantemente dos demais tipos.

Em todos os tipos, a resisténcia sera manifestada a partir da associacdo entre
fatores inerentes a planta, ao inseto e ao ambiente (ROSSETTO, 1973). Para a planta, as
variaveis idade e regido infestada pelo inseto influenciam na manifestacao da resisténcia, pois
desencadeiam reagdes diferentes na planta e, conforme o 6rgéo atacado, os danos podem ser
maximizados ou minimizados (BUENO; MENDES, CARVALHO, 2006). O tipo de tecido
foliar e fenologia da planta também interferem na resisténcia, uma vez que a praga prefere se
alimentar de tecidos jovens (ndo lignificados) aos mais velhos. (MORAIS; PINHEIRO,
2012).

Com relacéo a praga, os principais fatores sdo: sexo (0 comportamento de fémeas
e machos difere na expressdo da resisténcia), idade (influencia na oviposicdo e taxa de

sobrevivéncia), condicionamento pré-imaginal (preferéncia dos adultos ao se alimentarem ou
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ovipositarem nas mesmas plantas hospedeiras que se alimentaram antes) e bidtipos do inseto
(influéncia da biologia do inseto em resposta a resisténcia) (MORAIS; PINHEIRO, 2012).
Esses autores ainda relatam que as varidveis relacionadas ao ambiente sdo as climaticas
(umidade relativa do ar e temperatura) e edéaficas (disponibilidade de nutrientes no solo), pois
0 ataque pode ser acentuado em decorréncia de condi¢bes adversas na qual a planta esta
submetida. Além dessas variaveis, infestacdo por outros insetos ocasionados pelas condi¢Bes
ambientais também contribuem com a associagdo entre praga e hospedeiro, pois uma planta ja
infestada tem sua fisiologia alterada e, por seguinte, seu comportamento para com a praga-
chave é modificado (MORAIS; PINHEIRO, 2012).

Por se tratar de uma expressdo génica, a resisténcia em plantas é relativa
(diferentes graus de resisténcia), hereditaria (transmitida a descendéncia) e especifica ao
inseto-praga (ROSSETTO, 1973). Pesquisas nessa area apresentam duas principais
finalidades: selecionar genotipos comercias resistentes e disponibilizar essa informacdo aos
produtores ou identificar alelos de resisténcia em bancos de germoplasma visando
introgressdo em cultivares comerciais (LARA, 1991). Desse modo, para introgredir os alelos

de resisténcia em linhagens-elite é necessario elucidar a heranca da resisténcia.

2.4 Herancga genética da resisténcia

Heranca genética se refere ao controle genético que governa determinado carater,
podendo ser classificada em simples ou poligénica. Conhecer o0 modo como a resisténcia
genética é herdada auxilia na escolha do método de melhoramento a ser adotado para
incorporacdo dessa resisténcia em cultivares comerciais (MORAIS; PINHEIRO, 2012). O
controle genético do carater de interesse pode ser elucidado por meio de testes estatisticos
envolvendo o teste do qui-quadrado (%) ou analise de geracOes (progenitores, geracdes filiais
e retrocruzamentos) (RAMALHO et al., 2012).

Para caracteres qualitativos, utiliza-se o teste do qui-quadrado para testar a
hipo6tese de herangca monogénica na segregacao das geragcdes por meio da associacao existente
entre variaveis (RAMALHO et al., 2012). E um teste ndo paramétrico (independe da média e
variancia) que tem como principio comparar as divergéncias entre as frequéncias observadas e
esperadas. No estudo de heranga, os individuos sdo separados em classes e as proporc¢des dos
resultados dos cruzamentos s&o avaliadas a partir da analise da distribui¢do fenotipica (CRUZ,
2012).

Em caracteres quantitativos, o estudo de heranga é baseado na analise de médias e
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variancias, ou seja, sdo avaliadas quais fracdes da média e da varidncia sdo de causas
genéticas, pois nas caracteristicas quantitativas ha o efeito do ambiente que pode aumentar ou
diminuir a manifestacdo fenotipica do carater (CRUZ, 2012). Na analise de médias e
variancias, busca-se quantificar a natureza e magnitude da variacdo genética presente na
populacdo segregante; e avaliar a importancia dos efeitos génicos que compdem as médias das
populagdes avaliadas (CRUZ, REGAZZI; CARNEIRO, 2004).

A partir dos valores das médias e dos componentes das variancias € possivel
identificar qual proporcdo da estimativa obtida € herdavel e qual ndo herdavel, ou seja,
estimar o valor genético aditivo e atribuido aos desvios da dominancia, bem como o valor
atribuido ao meio (CRUZ, REGAZZI; CARNEIRO, 2004). Esse conhecimento auxiliara o
melhorista na escolha das estratégias de selecdo para fins de melhoramento (RAMALHO et
al., 2012).

No estudo genético das médias sdo estimados os parametros genéticos como
média dos possiveis homozigotos (m), efeito aditivo (a), desvio de dominéncia (d) e
interacdes interalélicas (epistaticas) de natureza aditiva x aditiva (aa), aditiva x dominante
(ad) e dominante x dominante (dd) (CRUZ, REGAZZI; CARNEIRO, 2004). No es5tudo
genético das variancias, estima-se os parametros genéticos como herdabilidade, variancias
fenotipica, genotipica e ambiental. Além desses pardmetros, também é possivel estimar o
nimero minimo de genes envolvidos na determinacdo do carater, compondo outro parametro
atil na avaliacdo das potencialidades de uma populacdo (CRUZ, REGAZZI; CARNEIRO,
2004).

Na analise de geracdes estdo envolvidos os genitores puros contrastantes (P1 e P»)
para a referida caracteristica, bem como as geracdes filiais F1 (P1 x P2) e F2 (F1 X F1) e 0s
retrocruzamentos RC1 (P1 X F1) e RC2 (P2 x F1). Dessa forma, toda a populagdo é avaliada
simultaneamente a fim de obter informacdes sobre o nimero de genes e qual a interacdo
alélica envolvida na heranga do carater (RAMALHO et al., 2012).

No meloeiro, poucas fontes resistentes sdo relatadas quanto ao estudo de heranca
genética da resisténcia a mosca-minadora. Dogimont et al. (1999) identificaram uma
linhagem, Nantais Oblong, resistente do tipo antibiose a Liriomyza trifolii. Essa linhagem é
um meldo Charentais cuja resisténcia ¢ controlada por um gene com dominancia completa,
chamado de Lt. Com relagdo a L. sativae, acessos provenientes da Africa (Pl 282448) e india
(PI 313970) tiveram o controle genético elucidado para a resisténcia, sendo monogénica
recessiva para o acesso africano e de dominancia incompleta para o indiano (KENNEDY et
al., 1978).
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Acessos pertencentes a colecdo de germoplasma da Universidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA) foram avaliados no intuito de identificar fontes de resisténcia ao
inseto. Dentre 0s genotipos, o acesso indiano AM 55 (C. melo variedade acidulus) e o hibrido
Ruténio (tipo Amarelo) foram classificados como resistentes a mosca-minadora, no entanto, o
controle genético que governa a caracteristica-chave ndo foi elucidado (COSTA, 2017).
Recentemente, Celin et al. (2017b) elucidaram a heranca de resisténcia a L. sativae na
linhagem A56.10.04 (tipo Charentais) e um gene com dominancia completa (denominado de
Ls) é responsavel por condicionar essa resisténcia.

A partir do estudo de heranca genética sera possivel desenvolver outras pesquisas
a fim de buscar alternativas promissoras para a resisténcia & mosca-minadora. Dentre essas
alternativas, a identificacdo de marcadores moleculares associados aos genes da resisténcia
contribuird como uma ferramenta atil em programas de melhoramento visando, em um menor

intervalo de tempo, a introgressao dos alelos de resisténcia em linhagens-elite de meloeiro.

2.5 Marcadores moleculares associados a resisténcia

2.5.1 Marcadores moleculares

Marcadores moleculares sdo fenotipos moleculares originarios de um gene
expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998)
associados a locos de uma determinada caracteristica de interesse. Os marcadores moleculares
permitem diferenciar dois ou mais individuos a partir de caracteristicas polimorficas e
herdaveis geneticamente entre eles. Sdo evidenciados através de hibridizacdo ou amplificacdo
de DNA via PCR (Polymerase Chain Reaction) (MILACH, 1999).

Na identificagdo por hibridizagdo, enzimas de restricdo sdo utilizadas na
fragmentacdo do DNA e o polimorfismo é confirmado por hibridizagdo de uma sequéncia
clonada de DNA com sequéncias complementares de DNA obtidas pela a¢do das enzimas
endonucleases (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Entre os marcadores moleculares
revelados por hibridizagcdo estdo os Isoenzimaticos, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) e VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) (CAIXETAet al., 2016).

Na PCR ocorre a amplificacdo de uma regido especifica do DNA, milhares de
vezes, no intuito de se obter clpias desse fragmento para analisar a sequéncia que € alvo do
estudo (TOPPA; JADOSKI, 2013). O processo envolve diferentes ciclos de temperatura e

cada ciclo é constituido de trés etapas: desnaturacéo, anelamento e extensdo. Na desnaturacao
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a dupla fita é separada, tornando-se fita Gnica, a uma temperatura de 92-95°C (CAIXETA et
al., 2016). Na fase seguinte, um ou um par de primer(s) anela(m) nas fitas opostas iniciando a
duplicacdo das fitas. A temperatura de anelamento € especifica de acordo com o primer a ser
utilizado (CAMARGO; SILVA, 2011). Por fim, tem-se a acdo da enzima Taq DNA
Polimerase adicionando as bases complementares na extensdo das novas fitas usando o DNA-
alvo como molde a partir da extremidade 3’ do primer (CAIXETA et al., 2016).

O principal objetivo da PCR ¢é a amplificagdo de uma sequéncia especifica (regido
de interesse) do DNA a partir de uma fita-molde, ou seja, producdo de DNA in vitro
(CAMARGO; SILVA, 2011). Os marcadores moleculares baseados em PCR sdo RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), STS (Sequence Tagged Sites), SCAR (Sequence
Characterized Amplified Regions), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),
Microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats), ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) e
SNP (Single Nucleotide Polymorphism), dentre outros (CAIXETA et al., 2016).

Os descritores moleculares conceberam um grande avango para a ciéncia, uma vez
que as diferencas genéticas passaram a ser detectadas e identificadas diretamente no DNA do
individuo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). No melhoramento genético, os marcadores
moleculares permitem predizer as estimativas de distancias genéticas entre genétipos
(TOPPA; JADOSKI, 2013) por meio da analise genotipica de cada individuo sem necessitar
da avaliacdo fenotipica (CARNEIRO, 2009). A selecdo € feita de modo direto, apenas pela
presenca ou auséncia de uma sequéncia de DNA extraido de material vegetal (ALZATE-
MARIN et al., 2005).

Além de estudos de variabilidade genética, os marcadores moleculares também
sdo utilizados em avaliacdo da pureza de sementes, caracterizacdo de cultivares, mapeamento
de genes e SAM (GUIMARAES, 2009a). Na SAM a caracteristica de interesse é selecionada
indiretamente por meio da associagdo dos marcadores moleculares ao carater-chave
(CAIXETA et al., 2016). Essa associacdo ocorre, sobretudo, em situacBes especificas
envolvendo a baixa eficiéncia na selecdo fenotipica do individuo devido a baixa
hereditariedade do carater, em condicGes que a selecdo fenotipica é mais demorada ou quando
a selecdo é feita concomitantemente para varias caracteristicas ou um carater governado por
varios genes (SAKIYAMA et al., 2014).

A escolha do marcador molecular é outro fator importante em programas de
melhoramento, pois a genotipagem da populacdo segregante e a informacdo gerada séo
influenciadas pelo tipo de marcador (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Na resisténcia

genética as pragas e doengas, recomenda-se 0 uso de marcadores especificos e codominantes,
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uma vez que é possivel visualizar e distinguir individuos heterozigotos e homozigotos,
diferentemente dos marcadores ndo especificos e dominantes que ndo possibilitam essa
distincdo (SOUZA et al., 2001). Além disso, os marcadores moleculares também podem
identificar os genes de interesse, seja de heranca qualitativa ou quantitativa-QTL
(Quantitative Trait Loci) (SOUZA et al., 2001).

Em meloeiro do tipo Amarelo, marcadores AFLP foram associados a resisténcia
ao virus do mosaico (PRSV-W) em duas linhagens quase-isogénicas (LQI-R e LQI-S). Trés
fragmentos (EA270, HF155 e EK190) foram ligados ao gene Prv! de resisténcia, sendo o
marcador EK190 indicado em programas de SAM devido a sua grande proximidade para com
o0 gene Prv! (distancia 0,0526 cM) (TEIXEIRA; CAMARGO, 2006).

Diante de marcadores moleculares existentes e de suas funcdes, os marcadores
microssatélites estdo sendo utilizados em maior frequéncia no melhoramento de plantas, pois
auxiliam os melhoristas na selecdo de genotipos superiores, uma vez que sdo especificos,
codominantes, possuem alto grau de polimorfismo e permitem uma ampla cobertura do
genoma (BOREM; CAIXETA, 2006).

2.5.2. Marcadores microssatélites

Microssatélites correspondem a regifes no genoma constituidas de sequéncias de
repeticdes de um a seis nucleotideos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Essas repeticoes
sdo divididas em: repeticdes perfeitas (repeticdes sem nenhuma interrupcdo), imperfeitas
(repetices com interrupcdo de bases ndo repetidas), simples (regido formada por uma
repeticdo) e compostas (duas ou mais repeticdes estdo dispostas adjacentes) (CAIXETA et al.,
2016).

Marcadores moleculares baseados em microssatélites sdo especificos para
determinada espécie, pois foram desenhados a partir de regides repetidas dessa espécie. Além
disso, as sequéncias de DNA flanqueadas nessas regides sdo conservadas dentro da espécie,
permitindo o desenvolvimento de varios microssatélites (CAIXETA et al., 2016). Esses
marcadores permitem desenhar pares de primers entre 20 e 30 bases nas regides de sequéncias
repetidas (GUIMARAES et al., 2009a) e as caracteristicas polimérficas so identificadas em
um loco devido a diferenca no nimero de nucleotideos repetidos naquele loco (BUSO, 2003).

Os SSR sdo codominantes e altamente polimorficos, apresentam facil
reprodutibilidade e baixo custo, pois requerem menor quantidade de DNA para analise, alem
de facilidade na interpretacdo dos resultados (SCHLOTTERER, 2000). Podem ser usados
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para diversos fins, incluindo discriminacdo de gendtipos, estudos de genética de populagdes
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998) e monitoramento do nivel de endogamia em
linhagens-elite em programas de melhoramento (PADILHA, 2002).

Os microssatélites também podem ser utilizados durante a introgressdo de alelos
desejaveis em cultivares comerciais, reduzindo o tempo de avaliacdo nas geragdes de
retrocruzamentos (GUPTA et al., 1996), e em mapeamento de genes para determinados
caracteres, abrangendo a identificacdo de QTLs envolvidos em heranca complexa como a
resisténcia genética as pragas (YUAN et al., 2002).

No entanto, a maior limitacdo dos microssatélites consiste na necessidade de obter
primers especificos, ndo sendo possivel usar primers universais (ndo-especificos) (BOREM;
CAIXETA, 2006). Logo, esses marcadores moleculares requerem a construcao de bibliotecas
gendmicas, incluindo o sequenciamento e o desenho dos primers (GUIMARAES et al.,
2009a). Contudo, de acordo esses autores, essa desvantagem tem sido sanada pela quantidade
de primers SSR ja desenhados e publicados na comunidade cientifica para diversas espécies
vegetais.

Ritschel et al. (2004) desenvolveram marcadores microssatélites de uma
biblioteca gendmica enriquecida para analise genética de meloeiro. Centenas de pares de
primers foram desenhados e sintetizados, e diversos marcadores microssatélites foram
eficientes na predicdo de distancia genética de diferentes acessos, gerando banco de dados de
frequéncia alélica para a cucurbitacea. Aléem de estudos de variabilidade genética, diferentes
SSR desenvolvidos mostraram-se segregacdo mendeliana na analise de mapeamento,
indicando ampla cobertura no genoma e eficiéncia na analise genética de meloeiro
(RITSCHEL et al., 2004).

Marcadores SSR foram utilizados como ferramenta para analises de divergéncia
genética em cultivares comerciais e linhagens de meloeiro do tipo Pele de Sapo, Amarelo e
Cantaloupe (CARVALHO et al., 2017). Conforme os autores, esses marcadores possibilitam
identificar melhores cruzamentos visando hibridos superiores e, dos 44 primers SSR
selecionados, 25 foram Uteis na variabilidade dos genétipos, indicando que esses primers sdo
eficientes na distingdo dos genotipos e podem ser usados em programas de protegéo e registro
de cultivares para o meloeiro.

Com relacdo a resisténcia de pragas, o principal objetivo do melhoramento
consiste em introgredir o(s) alelo(s) resistente(s) em cultivares comercias (MORAIS;
PINHEIRO, 2012). Contudo, antes de iniciar o processo de introgressao, € necessario associar

0 marcador molecular ao loco de resisténcia a partir da otimizagdo de primers via screening
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entre os parentais e primeira geracao filial e, posteriormente, teste na geracao segregante.

2.5.3 Genotipagem com marcadores moleculares

Dentre os métodos de incorporacdo da caracteristica desejavel, o dos
retrocruzamentos é o mais utilizado no melhoramento classico. Nesse método, sdo necessarios
ciclos de retrocruzamentos para a obtencdo de uma geracdo com caracteristicas do genitor
recorrente mais o carater introduzido pelo genitor doador (YOUSEF; JUVIK, 2002). Uma
forma de reduzir o numero de ciclos e maximizar a eficiéncia na introgressdo consiste na
associacdo de marcadores moleculares aos genes de interesse, pois permite a selecao direta da
caracteristica com base no gendtipo do individuo, reduzindo o tempo de avaliacdo nas
geracOes de retrocruzamentos (ALZATE-MARIN et al., 2005).

O processo de identificacdo dos marcadores moleculares ligados aos genes
desejaveis envolve cinco etapas (SERAFINI; BARROS, AZEVEDO, 2001): 1. Escolha das
linhagens progenitoras contrastantes para o carater; 2. Obtencdo de uma populacdo segregante
(F2 ou retrocruzamentos) a fim de calcular a frequéncia de recombinacdo do loco do carater e
os locos do marcador molecular; 3. Identificagdo de polimorfismo na populagéo segregante; 4.
Anélise fenotipica dos individuos para a caracteristica; e 5. Estimativa da frequéncia de
recombinacéo entre o loco do carater e cada loco do marcador molecular.

A associacdo de microssatélites ao(s) gene(s) de interesse pode ser obtida a partir
a selecdo de primers polimérficos obtidos de screening entre 0s genitores e a primeira geracao
filial, por exemplo. Nessa sele¢do, identificados os marcadores polimoérficos, 0s mesmos séo
utilizados na genotipagem da geracdo segregante e se for identificado a presenca de
polimorfismo na geracdo segregante, tem-se alta probabilidade de o marcador molecular estar
correlacionado aos genes do carater-chave (ALZATE-MARIN et al., 2005). O screening
promove eficiéncia em detectar marcadores moleculares associados aos genes de interesse,
seja na regido especifica do gene ou préxima a ela.

Acessos de meloeiro — AM55-1A (C. melo variedade acidulus) e C-AC-15 (C.
melo variedade momordica) — foram avaliados visando estudar a heranca genética da
resisténcia a Podosphaera xanthii e associar marcadores SNPs a esses genes (NUNES, 2014).
A heranca é monogénica e dominante no acesso AM55 e em AC15 o controle genético é
governado por dois genes independentes com interacéo epistatica duplo recessiva (NUNES et
al., 2017). Quanto aos SNPs, populagdes de retrocruzamento (AM55-1A x ‘Véndrantais’) ¢ F»
(C-AC-15 x ‘Véndrantais’) foram utilizadas, por meio de analise de segregantes agrupados,
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na identificacdo de QTLs associados a resisténcia ao fungo. Dois QTLs (Pm-AM55-1A 1 e
Pm-AM55-1A 2) foram identificados no grupo de ligacdo V no cruzamento entre AM55-1A x
‘Véndrantais’ e dois QTLs (Pm-C-AC-15 5) e (Pm-C-AC-15_9) foram identificados nos
grupos de ligacdo V e IX, respectivamente, no cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’
(NUNES, 2014).

Com relagdo a resisténcia genética a mosca-minadora, ndo ha relatos de

associacdo de marcadores moleculares ao(s) gene(s) de resisténcia.
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3 CONTROLE GENETICO DA RESISTENCIA A MOSCA-MINADORA EM
LINHAGEM DE MELOEIRO

RESUMO

A mosca-minadora, Liriomyza sativae, € a principal praga do meloeiro na regido nordestina,
ocasionando prejuizos agronémicos e econdémicos aos produtores. A resisténcia genética
constitui 0 método mais eficiente de controle, pois 0s genotipos resistentes mantém 0s
prejuizos causados pela praga inferiores aos custos de seu controle, sem prejudicar o
ambiente. Considerando duas linhagens de meloeiro resistentes a mosca-minadora, objetivou-
se estudar a heranca genética da resisténcia na linhagem A915.34.01.08 e avaliar
fenotipicamente individuos segregantes obtidos da linhagem A56.10.04. PopulacGes de cada
linhagem, genitores (P1 e P2), primeira e segunda geracdes filias (F1 e F2) e retrocruzamentos
(RC1 e RCy), foram submetidas em experimentos em gaiola e em campo, na presenga da
praga, e as plantas foram classificadas em resistentes (letalidade larval) ou susceptiveis (sem
letalidade larval) a L. sativae. No estudo de heranca da linhagem A915.34.01.08 foram
avaliados os parametros genéticos: variancias fenotipica, genotipica e ambiental;
herdabilidade ampla e restrita; grau médio de dominancia; segregacdo transgressiva e nimero
de genes. A variancia genotipica da resisténcia foi atribuida, sobretudo, aos desvios de
dominancia e variancia aditiva. Na herdabilidade, 98,74% da variacdo fenotipica observada
foi de natureza genética e 32,83% decorrente de causas genéticas aditiva. O grau médio de
dominéncia indicou interacdo intra-alélica de sobredominancia e houve presenca de
individuos transgressivos na geracdo F» para o carater de susceptibilidade. Quatro genes estdo
envolvidos no controle da resisténcia a mosca-minadora. Quanto a fenotipagem da populacao
obtida da linhagem A56.10.04, um total de 328 individuos foram avaliados e classificados em
resistentes ou susceptiveis. A linhagem A915.34.01.08 apresenta heranca oligogénica a
resisténcia a L. sativae, podendo ser usada na introgressdo dos alelos de resisténcia em
linhagens-elite de meloeiro e os individuos avaliados fenotipicamente a resisténcia a L.
sativae, a partir da linhagem A56.10.04, podem ser utilizados em estudos envolvendo

associacao de marcadores moleculares ao gene de resisténcia.

Palavras-chave: Cucumis melo. Liriomyza sativae. Estudo de heranca. Introgressao.
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ABSTRACT

The leafminer, Liriomyza sativae, is the main pest of the melon in the Northeastern region,
causing agronomic and economic losses to the producers. Genetic resistance is the most
efficient method of control, since resistant genotypes keep the damage caused by the pest
inferior to the costs of its control, without harming the environment. Considering two lines of
melon resistant to the leafminer, the objective was to study the genetic inheritance of the
resistance in line A915.34.01.08 and to measure phenotypically segregating individuals
obtained from line A56.10.04. Populations of each lineage, parents (P1 and P>), first and
second progeny (F1 and F2) and backcrosses (RC1 and RC») were submitted to greenhouse and
field conditions experiments in the presence of the pest, and the plants were classified in
resistant (larval lethality) or susceptible (without larval lethality) to L. sativae. In the study of
inheritance of lineage A915.34.01.08 the genetic parameters were evaluated: phenotypic,
genotypic and environmental variances; broad and restricted heritability; average degree of
dominance; transgressive segregation and number of genes. The genotypic variance of the
resistance was attributed, above all, to deviations of dominance and additive variance. In
heritability, 98.74% of the observed phenotypic variation was of genetic nature and 32.83%
due to additive genetic causes. The mean degree of dominance indicated intra-allelic
interaction of over-dominance and there were presence of transgressive individuals in the F2
generation for the susceptibility character. Four genes are involved in flywheel resistance
control. As for the phenotyping of the population obtained from line A56.10.04, a total of 328
individuals were evaluated and classified as resistant or susceptible. The A915.34.01.08
lineage has oligogenic inheritance to resistance to L. sativae and can be used for the
introgression of resistance alleles in elite melon lineages, and phenotypically evaluated
individuals to resistance to L. sativae, from line A56.10.04, can be used in studies involving

the association of molecular markers with the gene resistance.

Keywords: Cucumis melo. Liriomyza sativae. Inheritance study. Introgression.
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3.1 Introducéo

O meloeiro cultivado € a segunda hortalica cujo fruto, comercializado na forma de
fruta fresca, € mais produzido mundialmente (FAO, 2018). A producdo mundial, em 2016,
superou 31 milhGes de toneladas, tendo a China como principal pais produtor, correspondendo
um pouco mais da metade da producdo mundial (FAO, 2018). No Brasil, 0 agronegdcio do
meldo se concentra na regido nordestina devido ao processo de adaptacdo da cucurbitacea as
condicdes edafoclimaticas semiaridas associado ao sistema logistico de producédo e rotas
estratégicas de exportacao.

Embora os melGes nacionais possuam frutos de qualidade, com boa conservagao
no pés-colheita, sendo economicamente competitivos no mercado internacional, a maioria dos
meldes comercializados (hibridos simples) ndo é de origem brasileira, apresentando
problemas de adaptacdo que ainda ndo foram completamente contornados, como a resisténcia
as pragas e doencas (ARAGAO, 2011). A mosca-minadora, Liriomyza spp., tornou-se a
principal praga da cultura em virtude de fatores relacionados a intensa producdo de meldo
durante o ano inteiro, o rapido ciclo da cultura e uso indiscriminado de defensivos
(GUIMARAES et al., 2009b). Esses fatores contribuiram para aumentar a severidade do
ataque do inseto atingindo um determinado nivel de dano econémico.

Devido ao Nordeste ser a maior regido produtora de meldo no pais e a mosca-
minadora a praga-chave da cultura, torna-se necessario buscar méetodos promissores para o
controle do inseto. Alternativas de controle no manejo integrado vém sendo utilizadas nas
areas produtores de meldo a fim de aumentar a mortalidade da praga e minimizar os prejuizos
econbmicos aos produtores. Dentre as estratégias de controle, a resisténcias de plantas €
considerada a mais promissora e sustentavel, uma vez o carater genético de resisténcia
mantém os danos causados pela praga inferiores aos custos de seu controle, sem prejudicar o
ambiente (PICANCO, 2007).

Para que 0 uso de genotipos resistentes seja eficiente no controle da mosca-
minadora é necessario dispor de cultivares resistentes no mercado interno. A caracterizagdo e
avaliacdo de germoplasma visando identificacdo de fontes resistentes a Liriomyza spp.
consiste nas etapas iniciais para introgressdo da resisténcia nessas cultivares. Entretanto,
poucos gendtipos resistentes foram identificados, seja pela baixa disponibilidade de fontes
resistentes, seja pela dificuldade de avaliacdo diante do grande numero de acessos
conservados em diferentes germoplasma.

Dentre 0s genotipos de meloeiro resistentes a mosca-minadora, a linhagem
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Nantais Oblong (Charentais) foi identificada com resisténcia por antibiose a Liriomyza trifolii,
cuja resisténcia € controlada por um gene com dominancia completa (Lt) (DOGIMONT et al.,
1999). Com relacdo a L. sativae, acessos provenientes da Africa (Pl 282448) e india (PI
313970) também foram identificados como resistentes, sendo a resisténcia monogénica
recessiva para o acesso africano e de dominancia incompleta para o indiano (KENNEDY et
al., 1978).

No Brasil, o programa de melhoramento da Embrapa vem desenvolvendo estudos

relacionados a resisténcia genética de meloeiro a L. sativae. Em avaliacGes de germoplasma,
dois acessos, CNPHO00-915(R) e BAGMEL 56(R), foram identificados como resistentes ao
inseto, pois ocasionam letalidade larval apds alimentacdo no meséfilo foliar, reduzindo,
consequentemente, populacdes da praga. Cada gendtipo originou uma linhagem resistente a
mosca-minadora por meio do método de melhoramento genealdgico (CELIN et al., 2017a),
contudo, para utilizacdo dessas linhagens como genotipos resistentes em programas de
melhoramento do meloeiro o controle genético do carater de interesse deve ser elucidado.
A partir da fenotipagem de individuos segregantes obtidos das linhagens resistentes e do
estudo de heranca genético serd possivel a realizacdo de outras pesquisas envolvendo, por
exemplo, associagdo de marcadores moleculares aos genes de resisténcia e introgressao desses
alelos de resisténcia em linhagens-elite de meloeiro. Portanto, objetivou-se estudar a heranga
genética da resisténcia a L. sativae na linhagem A915.34.01.08, oriunda do acesso CNPHOQO-
915(R) e caracterizar fenotipicamente individuos obtidos da linhagem A56.10.04, proveniente
do acesso BAGMEL 56-R.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Germoplasma

O programa de melhoramento de meldo da Embrapa selecionou novas fontes
resistentes a L. sativae em 2014. Dentre essas fontes, dois acessos — BAGMEL 56(R) e
CNPHO00-915(R) — foram identificados com resisténcia do tipo antibiose, pois interferiam na
biologia do inseto (CELIN et al., 2017a). O acesso BAGMEL 56(R) (Charentais, variedade
boténica cantalupensis) foi proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbitéceas
para 0 Nordeste Brasileiro (BAGMEL), Embrapa Semiarido, e o acesso CNPH00-915(R)
(Gélia, variedade botanica reticulatus) oriundo do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
Meldo da Embrapa Hortalicas.

Essas fontes ocasionam morte das larvas logo ap6s o inicio da alimentacdo no
mesofilo foliar e, consequentemente, apresentam minas menores que um centimetro de
comprimento, sendo caracterizadas fenotipicamente como resistentes. Entretanto, 0s acessos
encontram-se em heretozigose para a resisténcia, por isso, populacGes segregantes de cada
acesso foram submetidas a ensaios realizados sob infestacdo em gaiola para selecdo de
individuos resistentes (ndo permitiram o desenvolvimento das larvas até a pupacdo) e
susceptiveis (permitiram o desenvolvimento de pelo menos uma larva até a pupacao) a mosca-
minadora (CELIN et al., 2017a).

Ap0s 0 avanco das geracdes e sucessivas sele¢des de individuos entre e dentro das
familias, obtiveram-se uma familia homozigota resistente e uma familia homozigota
susceptivel de ambos acessos, isto é, com individuos de mesmo padrdo fenotipico para o
carater de resisténcia e susceptibilidade, respectivamente. No acesso BAGMEL 56(R) foram
autofecundadas trés geracGes para obtencdo de cada familia e no acesso CNPH00-915(R)
foram avancadas cinco geracdes também por autofecundacdo para a formagdo de suas
familias. Com o intuito de validar a selecdo, a segunda e terceira geracbes do acesso
BAGMEL 56(R) e a terceira e quarta geraces do acesso CNPH00-915(R) foram avaliadas
em campo, sob infestacdo natural, utilizando a mesma classificagéo de plantas resistentes e
susceptiveis, citada anteriormente.

Como resultado do processo de Melhoramento Genealdgico, o acesso BAGMEL
56(R) originou a linhagem resistente A56.10.04 e a linhagem susceptivel A56.17; e 0 acesso
CNPHO00-915(R) originou as linhagens resistente A915.34.01.08 e susceptivel A915.22.26

(CELIN et al., 2017a). Desse modo, foram utilizadas nos experimentos duas linhagens de
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meloeiro resistentes — A56.10.04 e A915.34.01.08 — por antibiose a Liriomyza sativae e duas
linhagens susceptiveis — A56.17 e A915.22.26 — ao inseto.

3.2.2 Obtencéo e manutencdo de mosca-minadora

Populagbes de mosca-minadora foram obtidas a partir de coletas de folhas
infestadas e de pupas em areas produtoras de meldo (Polo Jaguaribe-Agu) que continham a
presenca da praga. As mesmas foram criadas em quatro gaiolas individuais (60 cm x 60 cm x
50 cm), aclimatadas em ambiente com fotofase de 12 horas, temperatura (27°C) e umidade
relativa (60-70%) controladas.

O feijdo de porco (Canavalia ensiformis L.) foi utilizado como hospedeiro
alternativo para multiplicacdo e oviposicdo da mosca-minadora, no intuito de evitar o
condicionamento pré-imaginal do inseto. C. ensiformis foi multiplicado via propagacdo de
sementes com semeadura em bandejas de poliestireno (72 células) preenchidas pela mistura
de arisco e humus na proporcao de 2:1, respectivamente. Ao atingirem o desenvolvimento de
duas folhas verdadeiras, os feijoes de porco foram transplantados e distribuidos nas gaiolas
(contendo adultos de L. sativae) para infestacdo artificial durante o periodo de 24 horas.

Apos as infestacOes, as plantas foram retiradas das gaiolas e acondicionadas em
prateleiras, em torno de cinco dias, para a formacdo das minas. Depois desse periodo, as
plantas foram suspensas em recipientes plasticos até o desenvolvimento das pupas. A coleta
foi feita diariamente com um pincel fino, durante trés-quatro dias, e as pupas foram
armazenadas em tubos de ensaio. Estes foram vedados com pléstico filme e perfurados (micro
furos) para entrada de ar e fornecimento de mel durante a emergéncia dos adultos. Ao
emergirem, os adultos foram liberados nas gaiolas permitindo a manutencao de populac6es de
mosca-minadora. Os manejos do feijao de porco e L. sativae foram realizados trés vezes por

semana.

3.2.3 Obtencgéao das populagdes

Foram obtidas duas populacgdes (A56 e A915), conduzidas paralelamente, a partir
das linhagens descritas no item 2.1. As linhagens A56.10.04 (P1) e A56.17 (P2), bem como
A915.34.01.08 (P1) e A915.22.26 (P,), usadas como genitores, foram cruzadas formando suas

respectivas geracfes Fi. A partir das primeiras geracdes filiais, parte das plantas foram
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autofecundadas e as demais retrocruzadas com ambos progenitores obtendo as geracoes F2 (F1
X F1) e retrocruzamentos RC1 (P1 X F1) e RC2 (P2 x F1), respectivamente.

3.2.3.1 Conducéo das plantas

Sementes de cada linhagem foram semeadas em bandejas de polietileno (200
células) preenchidas pela mistura de fibra de coco e substrato comercial na propor¢édo de 1:1,
no qual uma semente foi semeada a 1,0 cm de profundidade em cada célula. O transplantio
ocorreu no décimo dia ap6s a semeadura com as plantulas transferidas para vasos de
polietileno com capacidade de 5,0 litros contendo substrato formado por arisco, esterco
bovino curtido e himus na proporc¢éo 8:1:1, respectivamente.

As plantas foram tutoradas utilizando fitilho plastico e a irrigacdo (automatica) foi
realizada duas vezes ao dia com fertirrigacéo trés vezes por semana usando solugdo nutritiva
de: 10,0 ml de nitrato de calcio [Ca (NO3)2.4H.0] + 10,0 ml de nitrato de potéssio (KNO3) +
10,0 ml de fosfato monoamaénico purificado [(NHs) H2PO4)] + 10,0 ml de sulfato de magnésio
(MgS04.7H20) + 10,0 ml de cloreto de potassio (KCI) e 1,0 ml de ferro-EDTA [sulfato
ferroso (FeSO4.7H20) + Nax-EDTA (CioH14Na2.2H20) + hidroxido de sédio (NaOH)]. A
solugdo foi diluida em uma calda de 10,0 L de agua.

3.2.3.2 Hibridacao artificial

Durante a floracdo foram realizadas polinizagbes manuais entre 0s genitores e as
geracOes de cada populacdo. Para tal, as flores foram protegidas no dia anterior a antese,
sendo identificadas pela coloracdo amarelada das pétalas. Nas flores femininas foram
retiradas as pétalas, expondo os aparelhos reprodutores, no quais foram protegidos utilizando
capsulas de gelatina. As hermafroditas foram emasculadas e protegidas do mesmo modo das
femininas, enquanto nas masculinas a protegdo foi feita (evitar contaminagdo de pdlen) sem
retirada das pétalas. O preparo das flores foi realizado no fim da tarde e a polinizacéo feita na
manh& do dia seguinte. Apos a polinizacgdo, as flores foram devidamente identificadas e as

capsulas mantidas por 24 horas a fim de evitar misturas de polen de outras flores.

3.2.3.3 Obtenc¢éo das sementes
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Os frutos foram colhidos em torno de 30 dias ap6s as hibridacGes e foram
identificados com as informacdes referentes as respectivas etiquetas de cruzamentos. Os
mesmos ficaram em repouso a sombra durante 24 horas (aumentar potencial
fisioldgico/germinacéo) e, em seguida, foram cortados. As sementes foram retiradas com
placenta e mucilagem e armazenadas em copos descartaveis, identificados com as
informagdes dos frutos, por 24 horas, a fim de permitir a fermentagcdo e facilitar o
desprendimento das membranas que as envolvem. Apos a fermentacdo, as sementes foram
lavadas em peneira de malha fina, em agua corrente, para retirada de toda placenta e
mucilagem.

Posteriormente, as mesmas foram secadas em papel-toalha durante 24 horas e
foram transferidas para sacos de papel, conforme identificacdo anterior, e foram levadas a
estufa com ventilacdo forcada, a 40°C por mais 24 horas. Retiradas da estufa, foram
quantificadas e transferidas para embalagens adequadas, devidamente identificadas. No final
do processo, as sementes foram armazenadas em cédmara fria a 10°C e 40% de umidade

relativa do ar até posterior uso.

3.2.4 Local

O experimento em gaiola foi realizado no Laboratério de Melhoramento e
Recursos Genéticos Vegetais (LMRGV) da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE.

O ensaio em campo foi conduzido no Campo Experimental de Pacajus-CE,
pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, situado nas coordenadas geograficas: latitude
4°10°S, longitude 38° 27°W e altitude 60 m. O Campo Experimental apresenta clima Tropical
Quente Umido (Aw) segundo a classificacio de Kdppen e Geiger, com temperatura média
anual de 26°C e pluviosidade média anual de 1020 mm (AGUIAR; BARRETO JUNIO,
LIMA, 2004; IPECE, 2016). Possui solo do tipo Argissolo Vermelho-Amarelo (LIMA;
OLIVEIRA, AQUINO, 2002).

3.2.5 Estudo de heranca genética

Para elucidar a heranga genética da resisténcia da populacdo A915 e validar o
controle genético da populacdo A56 a L. sativae, a populagdo A915 foi submetida a infestagéo
em gaiola e em campo, e a populacdo A56 apenas submetida a infestacdo em gaiola, pois 0

estudo de heranca genética foi elucidado.
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3.2.5.1 Infestacdo em gaiola

A infestacdo foi feita em uma gaiola de dimensdes 380 cm x 115 cm x 90 cm,
revestida com tecido voil. As condigdes de temperatura e luminosidade foram controladas a
27°C durante 24 horas de exposicdo a luz. Para obtencdo das plantas, os genitores e cada
geracdo foram semeados em bandejas de polietileno (200 células) preenchidas pela mistura de
fibra de coco e substrato comercial na proporcao de 1:1, em que uma semente foi semeada a
1,0 cm de profundidade em cada célula.

O transplantio ocorreu no décimo dia ap6s a semeadura com as plantulas
transferidas para vasos de polietileno com capacidade de 0,3 litros contendo substrato
formado por areia, substrato comercial e himus na proporcao 3:3:1, respectivamente. As
plantas foram transportadas a gaiola aos 23 dias apds o plantio, com trés folhas totalmente
expandidas e distribuidas ao acaso na mesma. Foram utilizadas 25 plantas P1; 25 plantas P»;
25 plantas Fy; 163 plantas F2; 45 plantas RC; e 45 plantas RC. da populagdo A56; e 20 plantas
P1; 21 plantas P2; 19 plantas F1; 158 plantas F2; 45 plantas RC; e 39 plantas RC; da populacéo
A915. O delineamento inteiramente casualizado foi utilizado com seis tratamentos, quatro
repeticdes e tamanho amostral de 328 e 302 plantas, respectivamente.

Foram liberados na gaiola para infestacdo uma média de oito insetos por planta,
com 72 horas de fase adulta, obtidas da criacdo de populacbes de mosca-minadora do
laboratério LMRGV. Apo6s 24 horas de infestacdo, as plantas foram retiradas e levadas a casa
de vegetacdo para avaliagdo. No quarto dia depois da infestacdo, foi quantificado o nimero de
minas por folha por planta, e nas folhas minadas foram colocados copos plasticos (300 ml)
para coleta larval. Do quinto ao décimo dia ap6s a infestacdo foi acompanhado o
desenvolvimento das larvas e um pincel fino foi utilizado na coleta das mesmas, nas quais
foram transferidas para tubos de ensaio devidamente identificados e revestidos de plastico
filme.

Apds o desenvolvimento das larvas, foi quantificado a viabilidade larval (VL) de

cada planta:
Numero de pupas

- : x 100 (1)
NUmero de minas

VL (%) =

As plantas foram classificadas em (CELIN et al., 2017a):
e Resistentes: 0% de viabilidade larval;
¢ Moderadamente resistentes: 1-25% de viabilidade larval;

e [ntermediarias: 26-50% de viabilidade larval;
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e Moderadamente susceptiveis: 51-75% de viabilidade larval; e,

e Susceptiveis: 76-100% de viabilidade larval.

O numero de pupas e de adultos também foram quantificados e com esses dados
foi possivel estimar a viabilidade pupal (VP) de cada planta, obtendo informacdes sobre o
ciclo completo de L. sativae:

VP (%) = Numero de adultos % 100 )
Numero de pupas

3.2.5.2 Infestacdo em campo

O experimento foi instalado na area experimental com a populacdo A915 e 0s
genitores da populagdo A56, pois a heranga genética da mesma ja foi elucidada. As linhas de
plantio foram cobertas com filme mulching no intuito de reduzir competicdo com plantas
daninhas ao redor dos meloeiros e diminuir a evaporacdo da agua do solo. Desse modo, foram
transplantadas aos dez dias ap6s a semeadura, 278 plantas (20 plantas P1; 20 plantas P2; 20
plantas F1; 138 plantas F2; 40 plantas RCy e 40 plantas RC>) da populagdo A915 e 40 plantas
(20 plantas P1; 20 plantas P2) da populacdo A56, obtidas conforme descrito o item 2.3.1. Foi
utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e quatro plantas por
repeticdo, sendo parcelas de tamanhos diferentes.

Adotou-se o espacamento de 2,0 m entre linhas e 0,4 m entre plantas, totalizando
55 plantas/linha. A irrigacdo usada foi por gotejamento com adubacdo (nitrogenada e
potassica) semanal via fertirrigacdo. A fim de avaliar a resisténcia dos meloeiros ao ataque da
mosca-minadora, uma avaliacdo foi feita durante o estadio de frutificacdo (41 dias ap6s o
transplantio- DAT). Notas subjetivas foram atribuidas a partir da presenca de minas nas
folhas, adotando-se uma escala de notas de 1 a 5 (OLIVEIRA et al., 2016):

e Nota 1: auséncia de minas nas folhas;

e Nota 2: 1-25% de folhas com minas;

e Nota 3: 26-50% de folhas com minas;

e Nota 4: 51-75% de folhas com minas; e,

e Nota 5: 76-100% de folhas com minas.

Além das notas subjetivas, as plantas também foram classificadas como
resistentes ou susceptiveis a L. sativae. Ap0s a ultima avaliagdo, 0 numero de minas nas

folhas foi quantificado por meio da coleta da décima folha (do &pice para a base) de trés
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ramos secundarios de cada planta (BRAGA SOBRINHO et al., 2003). A partir dos dados foi

estimada a média do nimero de minas nas folhas em planta adulta.

3.2.6 Analises genético-estatisticas

O controle genético da resisténcia de meloeiro a L. sativae foi elucidado por meio

da anélise de geracOes, baseada em estudo genético das médias e das variancias.

3.2.6.1 Estudo genético das médias

No sistema de analise de geracdes, os progenitores (P1 e P2) e suas geracGes
derivadas (F1, F2, RC1 e RCy) tiveram suas médias expressas por meio dos seguintes
componentes genéticos para n locos (MATHER; JINKS, 1974):

Pi=m+a+aa

P,=m-a+aa

Fi=m+d+dd

Fo=m+%d+%dd
RCi=m+¥a+%d+Yiaa+Yad+%dd
RCo=m-%a+%d+%aa-%ad+%dd

Em que,
m = média de todos 0s possiveis homozigotos dos genes que controlam o carater;
a = medida dos efeitos aditivos dos genes que controlam o carater;
d = medida dos desvios de dominancia dos genes que controlam o carater;
aa = medida das interagdes epistaticas aditiva x aditiva entre dois genes, considerando todos
0S genes que controlam o carater;
ad = medida das interacdes epistaticas aditiva x dominante entre dois genes, considerando
todos 0s genes que controlam o carater;
dd = medida das interacdes epistaticas dominante x dominante entre dois genes, considerando
todos os genes que controlam o carater.
Os efeitos foram submetidos ao teste de significancia t em nivel de 1% de

probabilidade, por meio do programa computacional GENES (CRUZ, 2013).
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3.2.6.2 Estudo genético das variancias

A partir da analise das variancias das geracdes foram estimados 0s seguintes componentes:
a) Variancia fenotipica

A2 A2

Ot(F2 =0k
b) Variéncia genotipica

~2 a2 ~2
Ogr2) =0 t(F2) ~Om(F2)

c¢) Variancia ambiental (F2)

A2 A2 A2 A2 A2 i A2

o} = e =—=—"=¢p0 =
m(F2) 4 m(RC1) 2 m(RC2) 2

d) Variancia aditiva:

A

A2 A2 a2
Gy =202 ~ [%(ch T Ug(Rcz)]

Onde:

S

A2 ~2 A A2 ~D
Oy(rer) = Ot (rey) ~ Om(ren) g Fg(re2) = Ot (re2) ~ Om(re2)

e) Variancia devido aos desvios de dominancia:

A2 A2 ~2
04 =0y ~Oa

Também foram estimados a herdabilidade no sentido amplo (hs) e restrito (hrz),

grau médio de dominancia (GMD), segregacdo transgressiva e niamero minimo de genes
envolvido na determinacao do carater (n):

f) Herdabilidade no sentido amplo

)
h? ==
r T A2

O (F2)

Para estimar o numero de genes que controlam o carater, considerou-se 0s

pressupostos: a diferenca entre dois homozigotos contrastantes para um loco é igual a 2a;
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existem m locos contribuindo para a manifestacdo fenotipica da caracteristica; e R é a
amplitude total (BURTON, 1951).
Logo:
i) Niumero minimo de genes envolvido na determinacdo do carater (1)
n =R+ 0,5k / 85°¢*

Em que,
R=2na
a = diferenca entre os homozigotos
k = grau médio de dominéancia

0= 0P+ &b = 112na? + 1/dnd?
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3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Infestacd@o em gaiola

Analisando os sintomas do ataque da mosca-minadora em ambas populacdes de
meloeiro, identificaram-se diferencas nas médias entre as geracdes com relacdo ao nimero de
minas (Tabela 1). Embora a amplitude tenha sido maior na populacdo A915, os genitores
resistentes de ambas as populagdes se caracterizaram por apresentarem minas pequenas, com
menos de um centimetro, ndo permitindo o desenvolvimento larval (antibiose); e 0s
susceptiveis com maior nimero e minas maiores, que permitiram o desenvolvimento de pelo
menos uma larva até a pupacdo. Nas demais geracGes de ambas as populacdes os valores do
namero de minas ficaram entre os valores obtidos pelos genitores contrastantes (Tabela 1).

Quanto a viabilidade larval, observou-se 100% de antibiose letal as larvas em
ambos progenitores resistentes (VL = 0%) e esse carater de resisténcia foi observado nas
geragdes F1, demonstrando a obtencdo de hibridos resistentes (Tabela 1). Na geracdo F-,
constatou-se segregacdo mendeliana na proporg¢do de 3 resistentes:1 susceptivel na populacao
A56 (y*=0,0187 ", aceita Ho), validando que o controle genético da resisténcia a L. sativae é
governado por um gene com dominancia completa (Ls/Is) (CELIN et al., 2017b).

Na populagcdo A915 se observou segregacao diferente das Leis Mendelianas na
geracdo F» (x* = 220,94", rejeita Ho) e nos retrocruzamentos houve maior distribuicio das
plantas nas demais classes de resisténcia e susceptibilidade, com amplitude de 0 a 100% de
viabilidade larval (Tabela 1). Celin et al. (2018) descreveram o processo de obtencdo da
linhagem A915.34.01.08 e as principais caracteristicas dessa nova fonte de resisténcia a L.
sativae. De acordo com esses autores, em experimentos testando a resisténcia foi observado
gue o controle genético da antibiose parece ser dominante e controlado por mais de um gene a
partir da segregacgéo da populagdo A915. Por isso, recomendou-se em futuros estudos que uma
analise de geracgdes fosse realizada a fim de elucidar a heranga genética da resisténcia dessa
linhagem.

Acessos de meloeiro resistentes por antibiose a L. sativae ja foram relatados em
experimentos realizados em casa de vegetacdo e campo. Os acessos Pl 282448 (Africa) e Pl
313970 (india) apresentaram menor nimero de minas por folha e maior mortalidade larval a

mosca-minadora. A partir dos resultados das geracbes Fi, identificou-se resisténcia
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monogénica recessiva para o acesso africano e de dominancia incompleta para o indiano a L.
sativae (KENNEEDY et al., 1978).

Para a variavel viabilidade pupal, observou-se que nas geracdes relacionadas a
resisténcia (P1, F1 e RC1), a emergéncia dos adultos foi nula ou minima, ou seja, além do
carater de resisténcia ser genético, a antibiose contribui para redugdo de populagdes do inseto
(Tabela 1), uma vez que ndo permite o ciclo completo da praga, ocasionando letalidade as
larvas (devido a liberacdo de metabolitos secundarios pelas plantas) e, consequentemente, a
ndo emergéncia dos adultos. Alem do mais, a introducdo dos genotipos resistentes também
permitird a diminuicdo no uso de inseticidas nas areas meloeiras, favorecendo um sistema
sustentavel de producdo, maximizando produtividade e qualidade dos frutos em um menor
custo de producdo.

Nesse contexto, a resisténcia genética surge como estratégia promissora no
controle da mosca-minadora, pois diminui a densidade populacional da praga mantendo os
prejuizos econdmicos e agrondmicos inferiores aos custos de controle, sendo motivo de
busca-la neste trabalho. Desse modo, torna-se importante a elucidacdo do controle genético
em linhagens resistentes de C. melo a L. sativae visando a introgressdo desses alelos de
resisténcia em linhagens-elite de meloeiro e, subsequente, em hibridos simples comerciais
para que 0S mesmos possam ser utilizados em programas de manejo integrado da mosca-

minadora.
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Tabela 1 — Avaliaces de populagdes de meloeiro quanto a resisténcia & mosca-minadora em ensaios em gaiola e teste de Qui-quadrado (%) nas
segundas geragdes filiais & heranga genética da resisténcia

Viabilidade Larval

Populacdo A56  N° plantas N° minas R(0%) MR (125%) 1(26-50%) MS (51-75%) S (76-100%) VL (%) VP (%)
P1 25 36,2+122a 25 0 0 0 0 0 0
P2 25 68,4+ 16,6 c 0 0 2 15 7 69,00 £ 12,74 83,26 + 6,44
F1 25 56,8 + 18,5 bc 25 0 0 0 0 0 0
F2 163 59,7+ 259 bc 123 0 11 20 9 14,80 + 27,13 21,65+ 37,60
RC1 45 45,7+ 159 ab 45 0 0 0 0 0 0
RC2 45 53,1+ 23,7 bc 24 0 1 12 8 33,19+ 37,05 40,35+ 43,87
%% (F2) = 0,0187 ™, P = 89,12%
~ R o Viabilidade Larval
Populacdo A915 N° plantas N° minas R(0%) MR (125%) 1(26-50%) MS (51-75%) S (76-100%) VL (%) VP (%)
P1 20 29,8+ 19,6a 20 0 0 0 0 0 0
P2 21 92,0+18,7c 0 0 0 3 18 82,58+750 90,48+7,85
F1 19 62,9+ 20,1b 19 0 0 0 0 0 0
F2 158 67,8+282b 40 23 18 50 27 41,48 + 33,43 56,78 + 38,56
RC1 45 350+330a 34 2 6 2 1 10,28 + 20,98 15,37 + 29,77
RC2 39 62,9+18,2b 6 5 1 5 22 61,15+ 37,78 65,02 £ 37,21

12 2 = 220,947, P = 0%

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade. P1 = genitor resistente; P2 = genitor susceptivel; F1 =
primeira geracdo filial; F2 = segunda geracdo filial; RC1 = retrocruzamento entre P1 e F1; RC2 = retrocruzamento entre P2 e F1; R = resistente; MR = moderadamente
susceptivel; S

resistentes; | =

intermediéria;

MS =

moderadamente

= susceptivel; VL

viabilidade

e, VP =

viabilidade

pupal.
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3.3.2 Infestagcdo em campo

Avaliando a resisténcia dos meloeiros na presenca natural de populacdes de L.
sativae, observou-se diferencas quanto a presenca de galerias nas folhas de acordo com a
escala de notas subjetivas (Tabela 2). Na populacdo A56 o genitor resistente apresentou
auséncia ou baixo percentual de folhas minadas, enquanto o susceptivel obteve de 1-25% de
folhas com minas. Na classificacdo R/S, de acordo com o Teste exato de Fisher, existiu uma
relacdo significante entre os genitores e o carater de resisténcia, de modo que os individuos Py
tiveram uma prevaléncia méxima de resisténcia (100%) em relacdo aos P2, de susceptibilidade
(Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliagdes de populagdes de meloeiro quanto a resisténcia a mosca-minadora nas
classes de notas subjetivas (valores médios + desvio-padrdo) e classificacdo R (resistente) ou
S (susceptivel) em ensaios em campo

Folhas minadas

Populacdo A56  N° plantas . R S Valor p
Notas subjetivas
n (%) n (%)
P1 20 1,15+0,37 20 (100,0) -
<0,001
P2 20 2,1+£0,31 - 20 (100,0)
Folhas minadas
Populacdo A915  N° plantas R S Valor
puiag P Notas subjetivas P
n (%) n (%)
P1 20 1+0a 20 (100,0) 0
P2 20 2+0c 0 20 (100,0)
F1 20 2+0,2c 1(5,0) 19 (95,0) <0.001
F2 138 1,8+0,5bc 35 (25,4) 103 (74,6) '
RC1 40 16+05b 19 (47,5) 21 (52,5)
RC2 40 2+x0c 0 40 (100,0)

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. P1 = genitor resistente; P2 = genitor susceptivel; F1 = primeira geracao filial; F2 = segunda
geracdo filial; RC1 = retrocruzamento entre P1 e F1; RC2 = retrocruzamento entre P2 e F1.

Para a populacdo A915 houve diferenca do percentual de folhas minadas entre as
geracOes, sendo o progenitor susceptivel o que obteve maior nimero de galerias nas folhas
(Tabela 2). A nota 2 atribuida aos individuos da F1 pode estar relacionada ao controle genético
da resisténcia ser quantitativo, pois ha a probabilidade de que nem todos os genes que
governam o carater estejam em homozigose (Tabela 2). Contudo, esses genes de resisténcia
podem ser usados na perspectiva de introgressdo e de estratégias para aumentar a resisténcia

de cultivares de meloeiro por meio de piramidacdo de genes (incorporacdo de varios genes de
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resisténcia no mesmo gendtipo) e uso de multilinhas (mistura de linhas puras que diferenciam
entre si por terem diferentes genes de resisténcia a determinada praga) (BESPALHOK;
GUERRA, OLIVEIRA, 2016). Na classificacdo R/S também existiu uma relacdo de
dependéncia entre as geracfes e a resisténcia e susceptibilidade, de modo que houve
predominancia de plantas susceptiveis na populacdo A915, com excec¢do do genitor P1 que
obteve 100% de resisténcia a L. sativae. Esses resultados corroboram para a presenca de
heranca complexa de resisténcia na linhagem A915.34.01.08, uma vez que foi observado um
maior numero de plantas susceptiveis nas geracdes segregantes. Além do mais, esses
resultados também podem ter sido afetados por variagdes ambientais (climéaticas e
desequilibrio nutricional) no qual a populacdo foi exposta, ocasionando um aumento na
incidéncia de plantas expressando sintomas de susceptibilidade.

A média do nimero de minas nas folhas diagndsticas também foi estimada a fim
de associar o caréater de resisténcia a partir da quantificacdo de galerias em folhas de plantas
adultas. Os genitores da populacdo A56 foram contrastantes para a resisténcia a L. sativae,
apresentando diferencas para o nimero de minas e na populacdo A915 se observou que o
nimero de minas foi proximo entre as geracGes, apresentando menor nimero de minas no
genitor resistente e maior numero na segunda geracdo filial, com 1,1 e 3,5 minas/folha,
respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores médios + desvio-padrdo do nimero de minas de Liriomyza
sativae em folhas diagndsticas® de meloeiro

Folhas diagndsticas

Populagdo A56 N° plantas

N° minas
P1 14 0,24 £0,44
P2 20 8,35+4,2
. Folhas diagndsticas
Populagdo A915 N° plantas -
N° minas
P1 20 11+10a
P2 19 35+28hbc
F1 20 2,8+1,7 abc
F2 132 35+£30c
RC1 38 16+15ab
RC2 40 2,6 £1,8 abc

Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. P1 = genitor resistente; P2 = genitor susceptivel; F1 = primeira geracdo filial; F2 =
segunda geracao filial; RC1 = retrocruzamento entre P1 e F1; RC2 = retrocruzamento entre P2 e F1.

1 Minas de L. sativae obtidas da 10? folha (do apice para base) de trés ramos secundarios.

Hibridos de meldo tipo Amarelo provenientes do programa de melhoramento da
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Embrapa Hortalicas foram avaliados quanto aos danos & mosca-minadora. Dos dez hibridos
avaliados, dois foram resistentes a L. huidobrensis por apresentarem menor nimero de minas
nas folhas amostrais coletadas, 1,0 e 1,8 minas/folha, respectivamente (GUIMARAES et al.,
2009b). Para esses autores, além dos gendtipos resistentes, dois hibridos no grupo dos
susceptiveis também demonstraram algum mecanismo de resisténcia ao inseto, pois
possuiram diferencas consideraveis quanto ao numero de minas, cerca de 8,8 minas/folha
(GUIMARAES et al., 2009b).

3.3.3 Andlise de geracdes

Aviabilidade larval foi utilizada para o estudo de heranca genética da resisténcia a

L. sativae por ser a variavel mais relacionada a antibiose da linhagem A915.34.01.08.

3.3.3.1 Estudo genético das médias

A partir do estudo genético das médias foram estimados os pardmetros genéticos
no modelo completo. O pardmetro que expressa a média (m) possuiu a maior estimativa e,
apenas, os parametros média e efeito génico aditivo (a) foram significativos pelo teste t, ou
seja, cada alelo contribui com um pequeno efeito fenotipico, criando efeito cumulativo no
carater da resisténcia (Tabela 4). O sinal negativo do componente de efeito aditivo
demonstrou que o genitor P; ndo foi 0 gend6tipo com maior expressdo do carater, para este
caso, pois 0 genitor resistente teve o menor valor no calculo da viabilidade larval e,

consequentemente, menor média, resultando o sinal negativo.

Tabela 4 — Estimativas, variancias e testes de significancia dos efeitos genéticos da
resisténcia a L. sativae, no modelo completo, avaliados em populagéo de meloeiro

PARAMETROS ESTIMATIVA VARIANCIA t
m 64,37 299,42 3,72%*
a -41,29 0,67 -50,43**
d -27,18 2128,97 -0,58 "
n aa -23,08 298,75 -1,33 "
: ad 19,2 188,19 1,40
dd 37,2 858,19 21,271

**significativo a 1% de probabilidade; ns — ndo significativo pelo teste t.
m = média dos possiveis homozigotos; a = efeito aditivo; d = desvio de dominancia; aa = epistasia
aditiva x aditiva; ad = epistasia aditiva x dominante; e, dd = epistasia dominante x dominante.
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Embora os desvios de dominancia ndo tenham sido significativos, o sinal negativo
também sugeriu que a dominancia ocorreu em direcdo ao fendtipo da resisténcia, isto €, ao
fenotipo de menor grandeza do carater (Tabela 4). Para os componentes epistaticos (aa, ad, dd),
0s mesmos nao foram importantes na determinacdo do carater de resisténcia genética a L.
sativae (Tabela 4).

Pela decomposi¢do nédo-ortogonal da soma de quadrados de pardmetros ajustada
se identificou que o efeito génico aditivo explicou cerca de 99% da variabilidade do carater-
chave, indicando o pardmetro mais importante na determinacéo da resisténcia (Tabela 5). Esse
efeito genético corrobora para satisfatorios ganhos nos ciclos de selecdo e possibilidades de
obtengdo de homozigotos superiores na geracdo F» (CRUZ; REGAZZI, CARNEIRO, 2004).
As interacOes epistaticas representaram menos que 1% da variabilidade total, ratificando que
0S componentes epistaticos ndo estdo envolvidos no carater de resisténcia a mosca-minadora
(Tabela 5).

Tabela 5 — Decomposicdo ndo ortogonal da soma de quadrados de pardmetros
ajustados para resisténcia a L. sativae, avaliado em populacdo de meloeiro

FV SQ R? EFEITO AJUSTADO
m 13,83 0,53 64,37

a 2544,03 99,23 -41,29

d 0,34 0,01 -27,18

aa 1,78 0,06 -23,07

ad 1,95 0,07 -19,16

dd 161 0,06 -37,18

m = média dos possiveis homozigotos; a = efeito aditivo; d = desvio de dominéncia; aa =
epistasia aditiva x aditiva; ad = epistasia aditiva x dominante; e, dd = epistasia dominante x
dominante.

Identificaram-se que as médias observadas se correlacionaram com as médias
esperadas em magnitude (r) e determinacdo (R? maximas, indicando adequacdo do modelo
completo ao estudo genético das médias, permitindo identificar as causas e magnitudes
dos efeitos génicos que governam o carater de interesse (Tabela 6). Estes se tornam
importantes para direcionar pesquisas envolvendo introducéo de alelos favoraveis em hibridos

comerciais.
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Tabela 6 — Médias observadas e esperadas para as geracées no modelo completo
quanto a resisténcia a L. sativae

~ c MEDIA
GERACAO MEDIA OBSERVADA ESPERADA DESVIO
P1 0,003 0,003 0
P2 82,58 82,58 0
F1 0,003 0,003 0
F2 41,48 41,48 0
RC1 10,27 10,27 0
RC2 61,15 61,15 0
r (média observada, média esperada) = 1,0
R2=1,0

P1 = genitor resistente; P2 = genitor susceptivel; F1 = primeira geragdo filial; F2 = segunda
geracdo filial; RC1 = retrocruzamento entre P1 e F1; RC2 = retrocruzamento entre P2 e F1.

3.3.3.2 Estudo genético das variancias

Por meio das analises das variancias foram estimados 0s principais parametros
genéticos: variancias fenotipica, genotipica e ambiental, herdabilidade, grau médio de
dominancia, segregacao transgressiva e niumero de genes (Tabela 7). A variancia genotipica na
geracdo F» foi atribuida, principalmente, aos desvios de dominancia (66,75%), fracdo nédo

herdavel do valor genotipico, e variancia aditiva, fracdo herdavel (Tabela 7).

Tabela 7 — Estimativas dos parametros genéticos de resisténcia
a L. sativae avaliados em populacdo de meloeiro

PARAMETROS ESTIMATIVA
VARIANCIA FENOTIPICA 1117,52
VARIANCIA GENOTIPICA 1103,45
VARIANCIA ADITIVA 366,87
VARIANCIA DOMINANCIA 736,58
VARIANCIA AMBIENTAL (F2) 14,07
HERDABILIDADE AMPLA (%) 98,74
HERDABILIDADE RESTRITA (%) 32,83
GMD (Baseado em variancias) 2,0
GMD (Baseado em médias) 0,99
VALOR MAXIMO NOS PAIS 94,12
VALOR MINIMO NOS PAIS 0
VALOR MAXIMO NAF; 100
VALOR MINIMO NAF, 0

NUMERO DE GENES 3,41
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As andlises das variancias divergiram dos resultados obtidos pelas andlises das
médias, em que o efeito aditivo mais contribuiu no carater da resisténcia. Essa discordancia
dos estudos genéticos sugere a existéncia de desvios de dominancia em dire¢cdes contrarias,
pois o sinal positivo indica que a dominancia ocorreu em direcdo ao fenotipo de maior
grandeza, o da susceptibilidade. De acordo com Cruz, Regazzi e Carneiro (2004) as
estimativas fornecidas pelos estudos genéticos das variancias devem ser preferidas quanto aos
estudos genético das médias, uma vez que nem sempre as medias representam 0 que
realmente estd ocorrendo no estudo de heranca devido a nulidade dos desvios de sinais
opostos.

Observou-se que a variancia ambiental em F2 pouco influenciou na manifestacéo
fenotipica dos individuos, uma vez que a variancia genotipica predominou nos fenétipos da
geracdo segregante (Tabela 7). Quanto ao parametro herdabilidade, 98,74% da variacao
fenotipica observada foi de natureza genética e 32,83% decorrente de causas genéticas de
natureza aditiva (Tabela 7). A herdabilidade permite prever o sucesso com a selecdo, pois
reflete qual a proporcdo da variacdo fenotipica é herdada (RAMALHO et al., 2012). A
ocorréncia de herdabilidade restrita no carater de resisténcia infere boa resposta a selecdo nas
geracOes segregantes, pois quantifica a proporc¢ao de natureza aditiva que pode ser herdada na
geracdo seguinte (obtencdo de genotipos resistentes), resultando em maior facilidade aos
programas de melhoramento.

O grau médio de dominancia (GMD) representa a posicao relativa do heterozigoto
em relagdo a media dos homozigotos. O GMD baseado em variéncia indicou interagdo alélica
de sobredominancia, no qual o fenétipo do heterozig6tico foi superior ao fenotipo dos
parentais, para a resisténcia; e baseado em médias, de dominancia parcial, quando o valor
fenotipico do heterozigoto se encontra intermediario aos valores fenotipicos dos homozigotos
(Tabela 7).

Segregacao transgressiva se refere aos individuos em geracfes segregantes que
estdo fora do intervalo dos progenitores para o carater de interesse (WESP et al., 2008). Na
resisténcia ou susceptibilidade, a segregacdo transgressiva pode indicar presenca de heranca
complexa no qual o carater é controlado por varios genes de pequeno efeito (HAUTEA et al.,
1987). Na variavel viabilidade larval, houve presenca de individuos transgressivos na geracéo
F> para valor maximo, ou seja, individuos com viabilidade larval maior que o genitor
susceptivel, sendo inapropriada a sele¢do desses individuos (Tabela 7).

Com relagéo aos genes que governam a resisténcia genética a L. sativae, quatro

genes estdo envolvidos no controle, indicando heranga oligogénica (Tabela 7). Em meloeiro,
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cardter quantitativo de resisténcia a mosca-minadora ndo foi relatado anteriormente. Os
genotipos resistentes ja identificados, por meio de caracterizacdo e avaliacdo de germoplasma,
tratam de heranca controlada por um ou dois genes. A exemplo disso, Dogimont et al. (1999)
elucidaram o controle genético da linhagem Nantais Oblong em que a resisténcia a Liriomyza
trifolii € governada por um gene com dominéancia completa (Lt). Para L. sativae, a resisténcia
€ monogénica recessiva e dominancia incompleta nos acessos P1282448 e PI313970,
respectivamente (KENNEDY et al., 1978).

Herancas genéticas de resisténcia a outras pragas e fitopatogenos também foram
elucidadas em meloeiro. Um alelo dominante Vat (Virus aphid transmission) e seis QTLS
governam a resisténcia ao pulgdo (Aphis gossypii) e outros dois QTLs condicionam
resisténcia a mosca branca (Bemisia tabaci) em linhas endogamicas oriundas do cruzamento
entre Veédrantais (Charentais) e Pl 161375 (acesso coreano resistente a ambos insetos)
(BOISSOT et al., 2010). Quanto aos fitopatdgenos, Zhang et al. (2013) elucidaram a heranca
da resisténcia ao oidio (raga 2F) controlada por um gene dominante (Pm-2F). Esses autores
associaram marcadores microssatélites a esse gene e identificaram que dois SSR (SSR02734 e
CMBRS8) estdo ligados ao loco Pm-2F. Esses microssatélites podem ser utilizados como
marcadores universais para a selecdo assistida da resisténcia de meloeiro ao oidio (ZHANG et
al., 2013).

A elucidacdo e compreensdo do controle genético de resisténcia as pragas devem
ser conduzidos em programas de melhoramento sob perspectiva de introgressao dos alelos de
resisténcia em hibridos comerciais. Dessa forma, a partir do estudo de heranca da resisténcia
da linhagem A915.34.01.08 sera possivel a transferéncia desses genes em cultivares que sejam
produtivas e com boa qualidade de fruto, uma vez que a linhagem de estudo ndo apresenta
caracteristicas agronémicas de interesse, como baixas concentracfes de solidos sollveis totais
e rachadura dos frutos (cracking) durante a maturacdo (CELIN et al., 2018).

Portanto, a introgressdo desses alelos de resisténcia a L. sativae permitird aos
produtores obtencgdo de cultivares com boas caracteristicas agrondémicas associadas ao carater
de resisténcia; e ao mercado, melBes brasileiros mais competitivos no ambito nacional e

internacional.
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3.4 Concluséao

A linhagem A915.34.01.08 apresenta heranca oligogénica a resisténcia a L.
sativae. Os individuos caracterizados fenotipicamente a resisténcia a L. sativae, obtidos da
linhagem A56.10.04, podem ser utilizados em estudos envolvendo associacdo de marcadores
moleculares ao gene de resisténcia.
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4 MARCADORES SSR ASSOCIADOS A RESISTENCIA GENETICA A MOSCA-
MINADORA NA LINHAGEM DE MELOEIRO A56.10.04

RESUMO

O agronegdcio dos meldes brasileiros se concentra no semiarido nordestino,
proporcionando ao pais centenas de toneladas exportadas e gerando milhdes em divisas.
Problemas fitossanitarios sdo os principais entraves para a producdo, sobretudo o ataque da
mosca-minadora, Liriomyza sativae, principal praga da cultura. O uso de marcadores
moleculares associados aos genes de resisténcia constitui ferramenta eficiente capaz de
identificar gendtipos resistentes a praga por meio da selecdo indireta do carater-chave,
possibilitando, em um menor tempo de avaliacdo, a introgressao desses alelos em cultivares.
Considerando um gen6tipo de meldo Charentais resistente a mosca-minadora, objetivou-se
identificar marcadores microssatélites associados a resisténcia a L. sativae na linhagem
A56.10.04. Foram avaliados 328 primers microssatélites, desenvolvidos para Cucumis melo
(tipo Amarelo), dos quais 161 foram monomdrficos, 163 ndo amplificaram e quatro
apresentaram polimorfismo. Os primers polimorficos foram utilizados para genotipar 110
individuos na geracdo segregante F.. Dois marcadores SSR (CM321 e CM333) estdo
associados ao carater-chave, com nivel de significancia de 0,1% e 0,01%, respectivamente.
Portanto, os microssatélites CM321 e CM333 estdo ligados ao gene Ls e podem ser utilizados

na selecdo assistida da resisténcia do meloeiro tipo Charentais a Liriomyza sativae.

Palavras-chave: Cucumis melo. Liriomyza sativae. Microssatélites. Selecdo assistida.
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ABSTRACT

The agribusiness of the Brazilian melons is concentrated in the semi-arid Northeast, providing
the country with hundreds of tons exported and generating millions in foreign exchange.
Phytosanitary problems are the main obstacles to production, especially the attack of the
leafminer, Liriomyza sativae, the main pest of the melon crop. The use of molecular markers
associated with resistance genes is an efficient tool capable of identifying pest-resistant
genotypes by means of indirect selection of the important character, allowing, in a shorter
evaluation time, the introgression of these alleles in cultivars. Considering a genotype of
Charentais melon-resistant, the objective this study was to identify microsatellite markers
associated with resistance to L. sativae in line A56.10.04. 328 microsatellite primers
developed for Cucumis melo (Yellow), of which 161 were monomorphic, 163 did not amplify
and four presented polymorphism. Polymorphic primers were used to genotype 110
individuals in the F2 segregating generation. Two SSR markers (CM321 and CM333) are
associated with the key character, with a significance level of 0,1% and 0,01%, respectively.
Therefore, the microsatellites CM321 and CM333 are linked to the Ls gene and can be used in

the assisted selection of resistance of the Charentais melon to Liriomyza sativae.

Keywords: Cucumis melo. Liriomyza sativae. Microsatellites. Marker-assisted selection.
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4.1 Introducao

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma hortalica que vem se destacando
mundialmente por ser economicamente importante e agronomicamente produtiva. No Brasil,
0 agronegdcio do meldo se concentra no Nordeste do pais proporcionando a exportacdo de
234 mil toneladas e gerando US$ 163 milhdes em divisas, em 2017 (MDIC, 2018). O
desenvolvimento de cultivares mais adaptadas em diferentes ambiente, com frutos de boa
qualidade e conservacdo poés-colheita, e resistentes as principais pragas e doencas sdo
caracteristicas cada vez mais demandadas nos programas de melhoramento da cucurbitacea
visando aumentar a competitividade dos meldes brasileiros no cenério internacional.

Problemas fitossanitarios estdo entre os principais entraves limitantes para a
producdo de meldo, sobretudo o ataque da mosca-minadora, Liriomyza spp., principal praga
da cultura (GUIMARAES et al., 2009a). A mosca-minadora apresenta distribuicio
cosmopolita, cujas as espécies L. huidobrensis, L. sativae e L. trifolii ttm ampla disseminacgéo
no Brasil e foram relatadas em areas produtoras meloeiras (GUIMARAES et al., 2009b). O
consumo das larvas no mesofilo foliar ocasiona a formacdo de minas, reduzindo a area verde
e diminuindo a capacidade fotossintética da planta. Consequentemente, ocorre perdas na
produtividade e qualidade dos frutos devido a reducdo na concentragdo de solidos sollveis
totais, tornando os frutos improprio & comercializacdo (ARAUJO et al., 2007).

A fim de minimizar os danos causados pela praga, alternativas promissoras estao
cada vez mais sendo buscadas para o controle da mosca-minadora em virtude da diminuigéo
da eficiéncia dos defensivos quimicos (resisténcia aos inseticidas/poucos principios ativos
registrados) e dos custos de suas aplicagbes. Dentre essas medidas, 0 uso de gendtipos
resistentes constitui a estratégia mais eficiente e sustentavel de controle do inseto, no entanto
poucas fontes resistentes foram identificadas, como o0s acessos Pl 282448 e Pl 313970
resistente a L. sativae (KENNEDY et al., 1978), a linhagem Natais Oblong resistente a L.
trifolii (DOGIMONT et al., 1999) e a linhagem A56.10.04 também resistente a L. sativae
(CELIN etal., 2017b).

Nos programas de melhoramento vegetal, 0s genotipos resistentes séo geralmente
identificados e avaliados com base no fenotipo da planta. Esse processo pode ter eficiéncia
maximizada com o advento de técnicas da biologia molecular, como o uso de marcadores
moleculares, constituindo ferramentas eficientes capazes de identificar as fontes resistentes a
partir da selecdo direta no genotipo do individuo, sem necessitar da presenga da praga ou

sofrer influéncia do ambiente. Dentre os marcadores moleculares existentes, 0s
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microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) destacam-se pela ampla utilizacdo no
melhoramento de meloeiro, em estudos de variabilidade genética (RAGHAMI et al., 2014),
avaliacdo de pureza de sementes (JU-FEN, GUO-BIN; LING, 2009), mapeamento de genes
(GONZALO et al., 2005) e resisténcia as pragas e doencas (BOISSONT et al., 2010; YUSTE-
LISBONAcet al., 2011).

A amplitude desses marcadores moleculares ao longo de toda cobertura do
genoma vegetal, a especificidade para cada cultura, sua natureza polimérfica e codominante, e
por apresentarem facil reprodutibilidade os fazem bastante Uteis e desejaveis em estudos
envolvendo associagdo entre marcadores moleculares ao carater de interesse (BOREM;
CAIXETA, 2006). Além disso, ha grande quantidade de microssatélites ja desenhados e
publicados na comunidade cientifica para o meloeiro, possibilitando sua maior utilizacdo em
diferentes pesquisas da espécie.

Com relagdo a resisténcia genética a mosca-minadora, ndo ha relatos de
associacdo de marcadores moleculares ao(s) gene(s) de resisténcia em meloeiro. A partir dessa
associacdo os marcadores moleculares poderdo ser utilizados no processo de introgressdo de
alelos ou transferéncia dos genes de resisténcia em diferentes cultivares, permitindo a selecéo
indireta do carater-chave em geragdes segregantes (CAIXETA et al., 2016). O intuito é
eliminar as limitacBes da selecdo fenotipica, reduzir o tempo de avaliacdo nas geragdes de
retrocruzamentos e tornar a selecdo mais eficiente se comparada com avaliacBes via
descritores morfolégicos.

A identificagdo de microssatélites associados a resisténcia a L. sativae torna uma
etapa fundamental para a selecdo assistida por marcadores (SAM). Dessa forma, a SAM
possibilita, durante as etapas de selecdo, a escolha dos individuos que tenham o(s) gene(s) de
resisténcia, diminuindo o tempo de avaliacdo e os custos relacionados a ensaios em casa de
vegetacdo e campo. Outra vantagem do uso de microssatélites na selecdo assistida é a
possibilidade de piramidacéao de alelos de resisténcia em uma Unica cultivar ou linhagem-elite,
permitindo o desenvolvimento de genotipos com resisténcia duradoura e de amplo espectro.

Desse modo, a utilizagdo de linhagens resistentes & mosca-minadora bem como a
associacdo de microssatélites ao(s) gene(s) de resisténcia constituem desafios aos programas
de melhoramento de meloeiro visando introgressdo da resisténcia em hibridos comercias,
melhorando a sanidade e qualidade dos frutos. Portanto, objetivou-se identificar marcadores
microssatélites associados a resisténcia genética a L. sativae na linhagem A56.10.04, meldo
tipo Charentais proveniente do Banco Ativo de Germoplasma de Cucurbitaceas para o
Nordeste Brasileiro da Embrapa Semiarido.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 Germoplasma

A populagdo A56 (genitores, primeira e segunda geracodes filiais) foi utilizada na
busca por marcadores microssatélites associados a resisténcia genética a L. sativae. As
linhagens A56.10.04 (resistente) e Ab56.17 (susceptivel) foram usadas como parentais
contrastantes para o carater de resisténcia. A linhagem A56.10.04 se caracteriza por apresentar
antibiose a mosca-minadora, ocasionando letalidade as larvas e, por conseguinte, formacao de
minas pequenas, menores que um centimetro de comprimento. Em contraste, a linhagem
A56.17 permite o desenvolvimento normal das larvas, possibilitando o ciclo completo do
inseto (CELIN et al., 2017a).

Ambas linhagens foram obtidas pelo método de melhoramento genealdgico do
acesso BAGMEL 56(R), meldo tipo Charentais, variedade botanica cantalupensis, oriundo do
Banco de Germoplasma de Cucurbitaceas da Embrapa Semiarido. Nesse método, plantas
resistentes oriundas do acesso foram selecionadas, autofecundadas e colhidas para obtencéo
da primeira geracdo. Nessa geracdo, foram selecionados individuos resistentes entre e dentro
de familias, autofecundados e colhidos, formando a segunda geracéo. O processo foi repetido
até a terceira geracdo obtendo uma familia homozigota resistente, ou seja, com individuos
apresentando o mesmo padrdo fenotipico para a resisténcia.

Em paralelo, também foi conduzido, a partir do acesso BAGMEL 56(R), a selecdo
de plantas susceptiveis. Foram avancadas trés geracfes de autofecundacdo até a obtencdo da
linhagem susceptivel a L. sativae. Para validar as selecfes, as segundas e terceiras geracdes de
cada familia resistente e susceptivel foram avaliadas em campo, sob infestacdo natural do
inseto, no qual as plantas também foram classificadas em resistentes (letalidade larval) ou

susceptiveis (sem letalidade larval).

4.2.2 Local

A fenotipagem da populacgdo A56 foi realizado no Laboratério de Melhoramento e
Recursos Genéticos Vegetais (LMRGV) da Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE.

A extracdo de DNA, reacédo de PCR, eletroforese e genotipagem foram realizadas
no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Agroinddstria Tropical e no Laboratorio de
Genética Vegetal da Embrapa Recursos Geneticos e Biotecnologia.
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4.2.3 Fenotipagem

As linhagens A56.10.04 (P1) e A56.17 (P2) descritas no item 2.1 foram utilizadas
como genitores contrastantes para resisténcia. Ambas linhagens foram cruzadas originando a
primeira geracdo filial (F1), no qual foi autofecunda para obtencdo da segunda geracéo filial
(F2). As plantas foram obtidas por hibridacdo artificial e as sementes de cada geragdo foram
semeadas em bandejas de polietileno (200 celulas) preenchidas pela mistura de fibra de coco e
substrato comercial na propor¢édo de 1:1, em que uma semente de mel&o foi semeada a 1,0 cm
de profundidade. O transplantio ocorreu no décimo dia apds a semeadura com as plantulas
transferidas para vasos de polietileno (0,3 litros) contendo substrato formado por areia,
substrato comercial e himus na proporc¢éo 3:3:1, respectivamente.

A populagdo A56 foi avaliada fenotipicamente a resisténcia a L. sativae a partir do
experimento “infestacdo em gaiola”, no qual as plantas aos 23 dias apds o plantio, com trés
folhas totalmente expandidas, foram infestadas em uma gaiola de dimensdes 380 cm x 115 cm
X 90 cm, revestida com tecido voil. Foram utilizadas 25 plantas P1; 25 plantas P; 25 plantas
F1; 163 plantas F2; 45 plantas RC: e 45 plantas RC> da populagdo A56 sob delineamento
inteiramente casualizado com seis tratamentos, quatro repeti¢cdes e tamanho amostral de 328
plantas. A infestacdo ocorreu durante um periodo de 24 horas com liberacdo de oito insetos
adultos de L. sativae por planta, obtidos da criacdo de mosca-minadora do laboratério
LMRGV. No quarto dia ap6s a infestacdo as geracdes foram avaliadas fenotipicamente por
meio da quantificacdo do numero de minas por folha por planta e da quantificacdo a
viabilidade larval (VL) de cada planta calculada pela razdo do nimero de pupas sobre o
namero de minas.

A partir do niumero de minas e do desenvolvimento larval, as plantas de cada
geracgdo foram classificadas em resistentes (sem desenvolvimento das larvas até a pupacéo) ou
susceptiveis (com desenvolvimento de pelo menos uma larva até a pupagdo) a mosca-
minadora. Quanto ao célculo da viabilidade larval, as plantas também foram classificadas em
(CELIN et al., 2017a): 1. Resistentes (0% de VL); 2. Moderadamente resistentes (1-25% de
VL); 3. Intermediarias (26-50% de VL); 4. Moderadamente susceptiveis (51-75% de VL); e,
5. Susceptiveis (76-100% de VL).

4.2.4 Microssatelites associados a resisténcia genética

4.2.4.1 Extracdo de DNA gendmico
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A coleta de folhas para extracdo de DNA foi feita apds as avaliacBes fenotipicas
do experimento “infestagdo em gaiola”. Coletaram-se a quarta, quinta e sexta folhas de cada
planta da populagdo A56. Apos coletadas, as folhas foram depositadas em envelopes de papel
laminado identificados e mantidas em nitrogénio liquido até serem armazenadas em freezer a
uma temperatura de -80° C.

O DNA total foi extraido conforme o protocolo desenvolvido por Doyle e Doyle
(1990) com algumas modificacdes. As folhas (150 mg) foram maceradas em nitrogénio
liquido até obtencdo de um po fino e foram transferidas para microtubos de 1,5 mL de
volume. Aos microtubos, foram adicionados 700 pL de tampao de extragdo CTAB (2%), PVP
(1%) e B-mercaptoetanol (1%). Os mesmos foram homogeneizados em vortex e aquecidos em
banho-maria a 65 °C por 30 minutos, sendo homogeneizados por inversdo dos microtubos a
cada 10 minutos. Apds esse processo, adicionou-se 600 uL de solugao de cloroférmio e alcool
isoamilico, na proporcédo 24:1 (v/v), seguido de homogeneizacao por 5 minutos.

As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos e os sobrenadantes
formados foram transferidos para outros microtubos, com adigdo de 400 puL de isopropanol
gelado para precipitacdo do DNA (formacao de pellet). Posteriormente, os microtubos foram
centrifugados a 6.000 rpm por 5 min e os sobrenadantes foram descartados, deixando apenas
0 DNA. Adicionou-se 1 ml de etanol gelado (70%) deixando imerso por 10 minutos para a
limpeza dos pellets. O processo foi repetido e, em seguida, o pellet foi novamente lavado com
adicdo de 1 ml de etanol absoluto gelado com imersdo de 5 minutos. Em seguir, o etanol foi
removido cuidadosamente e os pellets foram secados em capela.

Os DNA extraidos foram quantificados por meio de espectrofotdmetro
NanoDrop® 2000 e a qualidade do DNA avaliada pela razdo A260/A280 nm. Posteriormente,
0s DNA das amostras foram diluidos para concentracdo de 3 ng/uL para serem utilizadas em
reacOes de PCR e as quantificacdes foram feitas em gel de agarose a 1% (coradas com
brometo de etidio) para verificagdo visual dos DNA, usando Lambda DNA (Invitrogen) de

concentragdes de 3 e 6 ng como comparativo.

4.2.4.2 Genotipagem com marcadores microssatélites

Para a genotipagem da populacdo A56 foi realizado um screening entre 0s
parentais (P1 e P2) e a primeira geracgéo filial visando identificacdo de polimorfismo de DNA
entre eles. Para tal, 328 primers SSR foram testados, sendo 54 microssatélites desenhados pela
Dra. Glaucia Buso (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia) a partir de sequéncias de
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DNA de Cucumis melo depositadas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) e os demais descritos por Ritschel et al. (2004) e Ohse (2005) (Anexos A, B e
C). Identificados os primers polimorficos, os mesmos foram selecionados para genotipagem
da segunda geracéo filial, constituida de 110 individuos.

A partir da segregacdo da geracdo F» foi possivel identificar marcadores
microssatélites associados ao gene de resisténcia.

4.2.4.3 Reacdo de PCR e eletroforese

As reacOes de amplificacdo dos DNA vegetais foram feitas via PCR, preparadas
em um volume de 13 pL contendo: 9ng de DNA, 0,2 uM de primers (forward e reverse) e mix
[2,65 uL de 4gua ultrapura + 0,25 uM de dNTPs + 0,25 ng/mL de BSA + tampao 1x (100 pM
Tris-HCl pH 8,3; 500 uM KCI; 025 pL de MgCI2 50 uM) + 1,0 U/uL de Taq DNA
polimerase]. As amplificagfes foram realizadas em termociclador com o programa de
ciclagem padronizado para: 1. Desnaturacdo inicial do DNA a 94°C por 5 minutos; 2. 30
ciclos de amplificacdo formado por (a) Desnaturacdo do DNA a 94°C por 1 minuto; (b)
Anelamento dos primers a 56°C por 1 minuto; (c) Amplificacdo do DNA a 72°C durante 1
min; 3. Extens&o final do DNA a 72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram desnaturados a 94°C por 5 minutos em
termociclador. Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese vertical (90 W
de poténcia) em gel de poliacrilamida (5%) e APS (10%), e 0 padréo de peso molecular 10 bp
DNA ladder (Invitrogen) de foi usado para comparacdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados. Os géis foram corados com nitrato de prata (AgNO3) (CRESTE et al., 2001) e

os fragmentos revelados em solucdo de carbonato de sddio (Na2COz) e formaldeido.

4.2.5 Analises estatisticas e gendmicas

Os dados fenotipicos da geragcdo F», referente ao ataque da mosca-minadora,
foram agrupados nas cinco classes com suas respectivas frequéncias de acordo com a
atribuicdo de notas de resisténcia e susceptibilidade a L. sativae. Os valores da viabilidade
larval (antibiose) de cada geracdo da populacdo A56 foram submetidas a analise de variancia
e teste F a 5% de probabilidade. A partir da significancia do teste, os tratamentos (geracdes)
foram agrupados pelo teste de Tukey a fim de separar as geracdes quanto a reacdo ao inseto.

Além disso, também se estimou os parametros geneticos (variancia fenotipica, variancia
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genotipica, variancia ambiental e herdabilidade) visando conhecer a estrutura genética da
populagdo. As andlises estatisticas foram realizadas no programa computacional GENES
(CRUZ, 2013).

A partir dos valores obtidos na genotipagem da geracdo F» o teste de qui-quadrado
(x?) foi utilizado para testar a segregagio dos microssatélites, de acordo com as frequéncias
observadas da classe do marcador para cada loco do marcador, na hipotese nula de segregacéao
1:2:1 (codominancia) para todos marcadores polimorficos. A correcdo do erro tipo | (rejeitar a
hipdtese nula quando verdadeira) foi realizada por meio do teste de FDR (False Discovery
Rate) a um nivel de significancia de 5%. os microssatélites que ndo segregaram conforme as
proporcdes esperadas foram analisados quanto a natureza da distor¢do (zigotica ou gamética)
por meio de dois testes de 2 testando as hipoteses de igualdade das frequéncias alélicas entre
individuos homozigotos resistentes e susceptiveis, e de igualdade entre as frequéncias alélicas
observadas e frequéncias alélicas esperadas sob Equilibrio de Hardy-Weinberg,
respectivamente (LORIEUX et al., 1995).

As andlises de ligacdo foram estabelecidos usando um LOD escore (teste de
hipdtese de ligacdo de dois locos) minimo de 2 e uma fragdo de recombinag¢do maxima (0) de
0,35 como parametros. As fragdes de recombinacgdo foram convertidas em distancias de mapa
por meio da funcdo de Kosambi (1944), na qual converte frequéncias de recombinagédo
(assumindo a interferéncia de permutas génicas em segmentos adjacentes), em unidades de
mapa, cM: centiMorgan, em medidas de distancias para o ordenamento dos loci. Conhecidas
as fracBes de recombinacdo entre cada par de microssatélites, os grupos de ligacdo foram
identificados.

A distancias genéticas entre cada microssatélite e o gene Ls foi entdo calculada
com base na unidade de distancia de Kosambi, convertida em cM e para a deteccdo desse
gene, testou-se 0 método Mapeamento por Marca Simples. As analises genémicas foram
realizadas no programa GENES (CRUZ, 2013).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Avaliacdes fenotipicas

A partir da classificacdo das plantas no calculo da viabilidade larval, os individuos
da geracédo F, foram distribuidos em quatro das cinco categorias (Gréafico 1) de acordo com a
escala de nota de resisténcia e susceptibilidade a L. sativae (CELIN et al., 2017a). Observou-
se maior nimero de plantas na classe de resisténcia ao inseto com 100% de antibiose letal as
larvas (R = 0% de VL) e, por conseguinte, auséncia de plantas na categoria de

moderadamente resistente (Grafico 1).

Gréfico 1 — Distribuicdo da geragdo F» em classes fenotipicas a reacdo a L. sativae
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% de VL); MS = moderadamente resistente (1-25% de VL); | = intermediario (26-50% de VL);
MS = moderadamente susceptivel (51-75% de VL); S = susceptivel (76-100% de VL).

Em contraste, 12,3 e 55% dos individuos foram fenotipados como
moderadamente susceptiveis e susceptiveis ao inseto, respectivamente, ou seja, com
desenvolvimento das larvas a pupacdo (Grafico 1). Como esperado, foi possivel observar de
acordo com os resultados que a distribuicdo das classes fenotipicas na geracdo segregante
apesar de ser continua ndo e simétrica, mostrando uma inclinagdo para o lado do fendétipo
conferido pelo alelo dominante, uma vez que, conforme CELIN et al. (2017b), o controle da
resisténcia a L. sativae na linhagem A56.10.04 apresenta heranga simples.

De acordo com os valores da viabilidade larval, observaram-se diferencas
significativas entre as geracdes da populacdo A56 a resisténcia a mosca-minadora obtidos

pelo teste F (F = 35,2, p < 0,01), indicando variabilidade genética na populagdo para o estudo
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de identificacdo de microssatélites associados ao gene de resisténcia. Os genitores
demonstraram perfil contrastante quanto a viabilidade larval, com todas as plantas
apresentando antibiose letal as larvas no parental resistente e média de 69% de
desenvolvimento larval a pupacdo no genitor susceptivel (Tabela 8). O carater de resisténcia
também foi observado nas geracfes F1 e RCi, demonstrando a obtencdo de hibridos e

retrocruzamentos resistentes (Tabela 8).

Tabela 8 — Avaliagdo fenotipica da populagdo de meloeiro
quanto a resisténcia a L. sativae

Populacédo A56 N° plantas VL (%)
P1 25 Ob
P2 25 69,00+ 12,74 a
F1 25 Ob
F2 163 14,80+ 27,13 b
RC1 45 Ob
RC2 45 33,19 £ 37,05 ab

Na estimativa dos parametros genéticos, a variancia fenotipica na geragdo F foi
atribuida principalmente a variacdo genotipica referente a fracdo herdavel do carater de
interesse (Tabela 9). A variancia ambiental pouco influenciou na manifestacdo fenotipica dos

individuos da geragdo segregante devido a resisténcia apresentar heranca simples.

Tabela 9 — Estimativas dos parametros genéticos de
resisténcia a L. sativae na populacdo de meloeiro

PARAMENTROS GENETICOS ESTIMATIVA
VARIANCIA FENOTIPICA 444,84
VARIANCIA AMBIENTAL 12,65
VARIANCIA GENOTIPICA 432,19
HERDABILIDADE (%) 97,15

Quanto ao pardmetro de herdabilidade (sentido amplo), 97,15% da variagdo
fenotipica observada foi de natureza genética, demonstrando um alto grau de herdabilidade no
carater de resisténcia (Tabela 9). A ocorréncia da herdabilidade permite estimar o ganho com a
selecdo antes mesmo que ela seja realizada, pois quantifica a proporcao de natureza genética
que pode ser herdada na geracdo seguinte, possibilitando escolher o0 método de selegdo mais
eficiente para o carater-chave (RAMALHO et al., 2012).
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A partir das avaliacBes fenotipicas e da estimativa dos principais parametros
genéticos da populagdo A56 foi possivel observar que a linhagem A56.10.04 pode ser usada
como fonte promissora de resisténcia a mosca-minadora em programas de meloeiro, pois a
resisténcia por antibiose ocasiona letalidade larval sendo transmitida nas geracdes
relacionadas a resisténcia e, consequentemente, reduzindo popula¢Bes do inseto em &reas
produtoras de meldo. O carater de resisténcia controlado por um gene com dominéncia
completa (heranca simples) também contribuira para essa linhagem ser utilizada como
gendtipo doador de alelos de resisténcia em sistemas de retrocruzamentos, facilitando a
introgressdo em linhagens-elite de meloeiro.

Deste modo, com a fenotipagem da populacdo A56 serd possivel identificar
marcadores microssatélites associados ao gene de resisténcia a L. sativae em linhagem de

meloeiro.

4.3.2 Avaliages genotipicas

De um total de 328 primers microssatélites testados, 161 foram monomorficos
(sem alelos diferentes entre os genitores e a primeira geracao filial), 163 ndo amplificaram e
quatro foram polimdrficos (Tabela 10). O alto numero de primers ndo amplificados pode estar
associado aos microssatélites terem sido desenvolvidos a partir de meldo do tipo Amarelo e de
0S mesmos terem sido testados apenas para uma temperatura de anelamento (56°C), ndo

havendo tempo para otimizagé&o.

Tabela 10 — Caracteristicas dos quatro marcadores microssatélites (SSR) polimdrficos entre 0s
genitores contrastantes e primeira geracao filial para a resisténcia a L. sativae em meloeiro

SSR REFERENCIA SEQUENCIAS TA (°C)

F-5 GGCGTTTCTCTCTGGTTTCA 3’ _
CMa3zl G. Buso R-5 CTAAGCCTCGGACTCCTCAA 3’ S6°C

CM333 G. BUso F-5° AGCCTTTATCGGCAAGTCAAS 56°C

R-5" AAACTCTGATTACCCAAATTCAAAAA S

Ritschel etal., F-5’AATCCCCACTTGTTGGTTTG 3’

CM125B
(2004) R-5 GCATGTTTTNCAAATATTGTGTGG 3

56°C

M191 Ohse (2005) F-5 AACTATCCAAGAAATCCCCACTT 3 56°C
R-5’ TAATATGTGGAAAGGGAAATGC 3’

TA = temperatura de anelamento; F = sequéncia forward; R = sequéncia reverse.

O baixo numero de microssatélites polimdrficos encontrados pode estar

relacionado a similaridade genética entre as linhagens usadas como parentais contrastantes,
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uma vez que ambas foram provenientes do mesmo acesso, BAGMEL 56(R). Embora a
quantidade de polimorfismos tenha sido baixa, o meloeiro apresenta grande diversidade
genética sendo considerado a espécie mais polimorfica do género Cucumis. Essa variabilidade
decorrente de caracteres morfolégicos e fisiol6gicos, sobretudo nos frutos, foi estudada a
nivel molecular por varios pesquisadores que utilizaram diferentes marcadores dominantes e
codominantes, resultando na identificagdo de uma ampla base genética nos germoplasma
(STAUB et al., 2000; LUAN, DELANNAY; STAUB et al., 2008; NIMMAKAYALA et al.,
2016).

A partir dos primers polimérficos foram analisados todos os locos dos individuos
da geracdo F.> (por meio da visualizagdo das bandas) para o teste de segregacdo dos

marcadores microssatélites e associagdo a resisténcia genética (Figura 1).

Figura 1 — Genotipagem da populacdo de meloeiro com os microssatélites polimorficos: A.
primer CM321; B. primer CM333; C. primer CM12B; D. primer M191.

= |

L = marcador de peso molecular Ladder 10pb; 1 = genitor resistente; 2 = genitor susceptivel; 3 = primeira
geracdo filial; 4 = primeiro individuo da segunda geragdo filial; e, 113 = centésimo décimo individuo da
segunda geracéo filial.

4.3.2.1 Segregacao dos microssatélites na geracao F»

As frequéncias genotipicas da geragdo F, foram submetidas ao teste ¥*> a 5% de
probabilidade a fim de testar a hipdtese nula de que as segregacfes dos marcadores estavam
de acordo com as esperadas. Dentre os quatro marcadores codominantes testados, dois
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segregaram na proporcao 1:2:1 e dois apresentaram distor¢cdes dessa segregacdo, isto €, com
distor¢des a favor dos individuos homozigotos (Tabela 11).

Tabela 11 — Teste Qui-quadrado (x?) para frequéncias genotipicas e probabilidade FRD (%) da
segunda geracdo filial da populacdo de meloeiro A56

FREQUENCIAS GENOTIPICAS 2

CM321 35 54 21 3,68™ 16,53™ 15,89

CM333 36 48 26 5,27™ 16,53™ 7,17
CM125B 10 5 95 225,34* 0,0* 0
M191 11 5 94 219,17* 0,0* 0

¥2: *, significativo a 5% de probabilidade; ns = néo significativo; Critério FDR: *valor abaixo do nivel critico
especificado a 5%, para segregacao esperada de 1:2:1; ns= ndo significativo (marcadores sem distorcdes).
A'A! homozigoto resistente; A'A? heterozigoto; A?A? homozigoto susceptivel.

Uma explicacdo para a ocorréncia dessas distor¢des nos microssatélites CM125B
e M191 pode estar relacionada a uma distorcdo dos loci de natureza zigotica, uma vez que as
frequéncias alélicas de A'A! diferiram das frequéncias alélicas de A?A? e a frequéncia da
geragdo F» ndo foi distribuida de acordo com o esperado sob Equilibrio de Hardy-Weinberg,
para ambos marcadores (LORIEUX et al., 1995). DistorcOes de segregacOes de marcadores
codominantes ja foram relatadas para alfafa (DIWAN et al., 2000), meldo (RITSCHEL et al.,
2004), videira (MORA, 2014). Independentemente da natureza, a distorcdo dos loci acarreta

em limitagcOes para o uso dos marcadores moleculares em programas de melhoramento.

4.3.3 Microssatélites associados a resisténcia

4.3.3.1 Distancia genética e mapa de ligacdo entre os microssatélites e o gene de resisténcia

Os marcadores microssatélites CM321 e CM333 foram utilizados na anélise de
ligagdo ao gene de resisténcia Ls, uma vez que ndo apresentaram distor¢des na segregacdo de
codominancia. O teste qui-quadrado também foi usado para testar a hipdtese de segregacao
independente de cada marcador molecular ao gene Ls. Os valores de y? para os microssatélites
foram: CM321, 3,6 (p>0,05); CM333, 3,6 (p>0,05); e, para o gene, 2,1 (p>0,05). Esses
resultados indicaram que a hipdtese nula de segregacdo foi aceita, havendo ligacdo entre os
marcadores SSR ao loco de resisténcia.

Posteriormente, as distancias entre cada microssatélite e o gene Ls foram
estimadas pela distancia de Kosambi, nos quais os marcadores CM321 e CM333 estdo

distantes do gene Ls a 19,19 e 33,42 cM, respectivamente, e 0s microssatélites distam entre si
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52,61 cM (Figura 2).

Figura 2 — Mapa de ligacdo genética indicando as distancias dos microssatélites
CM321 e CM333 ao gene de resisténcia (Ls) a Liriomyza sativae em meloeiro.
cM Marcador

— CM321

19,19 —

t— Ls

3342 —

h— CM333

4.3.3.2 Andlise de regressao linear

A regressdo linear multipla foi utilizada visando testar se 0 marcador molecular
estd vinculado ao gene de resisténcia a L. sativae. Os dados de frequéncias genotipicas dos
microssatélites e as frequéncias fenotipicas da geragdo F» foram utilizadas nos célculos de
associacdo. A identificacdo foi realizada a partir dos marcadores SSR que obtiveram valores
significativos de F, aceitando a hipdtese alternativa de associacdo do microssatélite ao gene de
resisténcia Ls (Tabela 12).

Tabela 12 — Grupos de ligacdo e estimativa dos coeficientes de determinacio (R?)
dos marcadores microssatélites associados a resisténcia a L. sativae em meloeiro

SSR GRUPOS DE LIGACAO Prob (F) R?(%)
CMm321 1 0,002** 29,27
CM333 1 0,005** 14,68

CM125B 2 0,131 3,77
M191 2 0,112 4,02

** significativo a 1%; ns = ndo significativo.
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Os microssatélites foram localizados em dois grupos de ligacdo, cada um com
dois marcadores, sendo os marcadores CM321 e CM333 os que mais explicaram a resisténcia
a L. sativae, com coeficientes de determinacdo aproximado de 30 e 15%, respectivamente
(tabela 12). Por outro lado, os marcadores CM125B e M191 demonstraram estarem distantes
do gene Ls. Mesmo os valores dos coeficientes de determinacdo ndo serem tdo altos, eles
estdo proximos aos encontrados por outros autores ao associarem microssatélites a resisténcia
de meloeiro a determinadas doencas.

O acesso de meloeiro, Pl 414723, Gnica fonte de resisténcia comercial relatada ao
virus do mosaico amarelo da abobrinha-de-moita (Zucchini yellow mosaic virus — ZYMYV) foi
avaliado a fim de identificar a localizacdo do gene de resisténcia (Zym-2) por meio da analise
de ligacdo entre o gene e os microssatélites. A regressdo linear simples indicou a ligacdo de
dois SSR (MU6549 e CMBR55) ao gene Zym-2, no qual 16 e 19% da variacdo observada
entre as classes genotipicas foi explicada por essas ligaces (BIBIANO, 2016). Albuguerque
(2014) também identificou dois microssatélites (CMBR139 e CMMS 22-2) com coeficientes
de determinacdo explicando 16,40 e 10,18%, respectivamente, da variacdo fenotipica a
resisténcia ao oidio (Pseudoperonospora cubensis) na populacdo F2:3 oriunda do acesso de
meloeiro resistente MR-1 e a cultivar susceptivel Védrantais (ALBUQUERQUE, 2014).

A partir desse estudo foram identificados marcadores microssatélites associados
ao gene de resisténcia a L. sativae em meloeiro. Essas associagdes sdo fundamentais para
subsidiar programas de melhoramento da espécie, uma vez que a presenca da mosca-minadora
em éareas meloeiras € um dos principais fatores bidticos responsaveis pelas perdas na
produtividade e qualidade dos frutos. Além disso, a associacdo dos microssatélites ao gene
que controla o carater-chave podera auxiliar o processo de selecdo de plantas resistentes em
avaliacBes de populacBes segregantes em um menor intervalo de tempo, sem necessitar da
presenca da praga ou sofrer influéncia do ambiente, tornando os marcadores moleculares mais
vantajosos quando comparados com as avaliacOes via descritores morfoldgicos.

A identificacdo dos marcadores CM321 e CM333 associados a resisténcia a L.
sativae tambem possibilitard o uso desses microssatélites na selecdo assistida por marcadores,
constituindo como ferramenta Util aos programas de melhoramento visando introgressao de
alelos resistentes em hibridos de meloeiro. Dessa forma, o processo de introgressdo do gene
Ls podera ser monitorado de forma mais rapida e eficiente, reduzindo o tempo de avaliagdo
nas geracOes de retrocruzamentos e diminuindo os custos dos ensaios.

Portanto, a partir das avaliagcdes fenotipicas e genotipicas desse estudo foi possivel

identificar os primeiros marcadores moleculares associados ao gene de resisténcia a L. sativae
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na linhagem de meloeiro A56.10.04. Esses resultados auxiliardo outras pesquisas relacionadas
ao melhoramento da espécie visando a escolha do méetodo mais vantajoso e eficiente para

introgressdo do gene Ls em linhagens-elite de meloeiro.

4.4 Conclusao

Os microssatélites CM321 e CM333 estdo ligados ao gene Ls e estdo a uma

distancia genética de 19,19 e 33,42 cM, respectivamente.
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5 CONCLUSAO GERAL

A linhagem A915.34.01.08 apresenta heranca oligogénica a resisténcia a L.
sativae, podendo ser utilizada na introgresséo dos alelos de resisténcia em linhagens-elite de
meloeiro.

Os microssatélites CM321 e CM333 estdo ligados ao gene Ls e podem ser usados

na selecéo assistida a mosca-minadora no programa de melhoramento genético de meloeiro.
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F 5’-AGATGACCAAACCAAACCCA-3’

F5-CCATTCTTTACTCTCTCTGAAACCA-3’

CM1A MONO | CM14 MONO
R 5’-CAACGTTATGGGGATGAAGG-3’ R5’-TCACAATCTCTCCCTACCAAGAA-3’
CM2A F 5’ -TGCAAATATTGTGAAGGCGA-3’ NA CM15 F 5’-TATGAAGCGCGCATAAACAG-3’ MONO
R5-AATCCCCACTTGTTGGTTTG-3’ R 5’-CGAATGTGAAATCTCTTCTCCC-3
CM3 F5-TGCAACCGTTACAGAACTGC-3’ NA CM17 F 5’-TACATTATGCCCTGATCCGA-3’ NA
R 5 -CGAGTCTCATTTTAGAATCTTCTGTT-3’ R5-GTGCCGTTGGCAAAGATACT -3
CM4 F 5’-GCAATCAGGAATGAACAACTCA-3’ NA CM18 F 5’-AGATGACCAAACCAAACCCA-3’ MONO
R5-TCTTTTCGTGTTTTTGCGGT-3’ R 5’-CAACGTTATGTGGATGAAGGG-3’
CM5 F 5’-AAAGAAAGAAACGCAACTTCG-3’ NA CM19 F5-CTTTTGTACCGTGCCACGTC-3’ NA
R 5-TGGGAAAGAAAGAGAATCAAAA-3° R5’-TCACCAATGCATTAACTCTTTCA-3’
CM6 F 5’-GCATAGGTCACGTGGGAATAA-3’ NA CM20 F5-CTTTTGTACCGTGCCACGTC-3’ NA
R 5-GGGCCCCTTTAACTTCTATTCT-3’ R 5’-TCACCAATGCATTAACTCTTTCA-3
CM7 F 5’-AAAATGAATGGGAGTGCGTG-3 MONO | cM21 F 5 -AGATTCTGGTTGTTGGGCAG-3 MONO
R5-GCCTTCCTTTTCACCATCAA-3’ R 5’-CAGCGATGATCAACAGAAACA-3’
CM8 F5-TTTCACTTTTTCCCGCCG-3’ MONO | cM22 F 5’-CCAAAACGACCAAATGTTCC-3 NA
R 5’-AATGGAAAAGGGAAGTGCAA-3 R 5’-ATACAGACACGCCTTCCACC-3
CM9 F 5’-CGGGGGAGAGAAAGAGAGA-3 NA CM23 F 5 -TTTAACCCCAGCAGATGACC-3 MONO
R5-TGGTTTTTCGTTAATACCTTTTGG-3’ R 5’-CAACGTTATGGGGATGAAGG-3’
CM10 F5-CCGTTTGGATTCAGGCTAGA-3’ NA CM24 F 5 -TGGGGTTGTCAATACAGCAA-3 NA
R 5’-ACCGGTTATCAAGGGTCCAT-3 R 5’-AAAATGAATGGGAGTGTGTGG’-3
CM11 F 5’-CGTCAAAGATGAACATGGGA-3 NA CM25 F5-TGGGGTTGTCAATACAGCAA-3 MONO
R 5’-CCGCCAAGTTATTTTAGGTG-3’ R 5’-GGAGTGCGTGGAATGTACG-3’
CM12 F 5’-AAACAAACATGGAAATAGCTTTCA-3’ NA CM26 F 5’-CCAAAAGAAAAACCAAACGA-3’ NA
R5-GCCTTTTGTGATGCTCCAAT-3’ R 5’-ATCACAAGCCTTTGCACTCA-3’
CM13 F 5’ -AATTTGTGAAGAAATGGAAGTCA-3 MONO | cM27 F 5’-AAACAAACATGGAAATAGCTTTCA-3 NA

R5-TTTGTGATGATGGGTTTTGG-3’

R 5 -TAGTTGGGTGGGCTAAAGGA-3’

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado.
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F 5’-ACCAAACCAAACCAAACCAA

F 5 -GTACCGCCTAGGGTTTCTCC-3’

CM28 NA CM41 NA
R 5-TTCCATAGGATGTGAACCCC-3’ R 5’-CGAGGAAGAGAGAGAAGGGG-3’

CM29 F 5’-CCTAAAGAAAAACATTTTCAAAGAA-3’ NA CM42 F 5 -AACCAACTTCCATTCCCCTC-3’ NA
R 5-GCTGTCTGACATGAAGGGGT-3’ R 5’-GAGGCACTCATTTTCTCTGAATG-3’

CM30 F 5’-CACTGCATACACACACATCCA NA CM43 F 5-AGAGATGCTCCCTACACTGC-3’ MONO
R 5’-AAAAAGAAGGAGGAGGAGGG-3° R 5’-TCAAGCAAACCCTAATCGGT-3’

CM31 F 5’-AAACAAACCAAACCAAACCG-3 MONO | CM44 F5-AACAAGTCTGTGTGTGTGTGAGA-3’ MONO
R 5’-AAAAAGAAGCGGGAGTAATGA-3 R 5’-ACCATTTGAAAGAGGCAGGA-3’

CM32 F 5 -GAGTGCGTGGAATGTACGTG-3 NA CMU45 F 5 -AATCCATTCTGTATGCCACG-3 NA
R5’-GCCTTCCTTTTCACCATAAAA-3 R5-TTAGTTCGTTGATTGGGATGG-3’

CM33 F 5 -TGATCATCTACTTTTACACCATTCTTT-3’ MONO | CM46 F5-CATCCCTTTCTTTCAAACCC-3’ NA
R5-TCACAATCTCTCCCTACCAAGA-3’ R5- TCATTTTGATAAACGAGCCAAA-3’

CM34 F5-TCTCTTTGTTTCCTCCCCCT-3 MONO | CM47 F 5’-ATCCCAACCCATCACTCTCA-3 NA
R5-GTGGGGCTTGGTTCTTTTG-3’ R 5’-TGGGGACAGGTGAGAATATTAGA-3’

CM35 F 5 - GGGTATTATTTGCCCCACCT-3’ NA CM48 F 5’-GCGGTGAAATGCGTAGAGAT-3’ MONO
R 5’-TGAAGAATAGGGATGAGTGTGAGA-3’ R 5-ACGGCTAGGACTACTGGGGT-3’

CM36 F 5 -TGATTGGTGTCATTTAGCTCAT-3’ NA CM49 F5-TTTCACACAAGAGGACACCG-3’ NA
R 5’-GGGAGAGATTAGGCCAAGTAG-3’ R5-GTCGGAAACTTGAAGCCTTG-3’

CM37 F 5-TCAAGCAAACCCTAATCGGT-3’ NA CM50 F5-TTTCACACAAGAGGACACCG-3’ NA
R 5’-CACTGCATACACACACATCCA-3’ R5-TCCCCCTCTTTATGCTTTTT-3’

CM38 F5-TTTGAACCCTTTCGCCCT-3’ NA CM52 F 5’-CAGCGATGATCAACAGAAACA-3’ MONO
R5-TGTTTTGTAGAACGAGAGAAAGAGA-3’ R 5’-GGCTGACACTCCCTGTACCT-3’

CM39 F5-CTGTATTGCCACGTGTCCC-3’ MONO | CM53 F5-GCCTTTTGTGATGCTCCAAT-3’ MONO
R 5’-GGCAAAGAAGAAGGAAGAGTGA-3’ R 5’-AAACAAACATGGAAATAGCTTTCA-3

CM40 F 5’-CGACAATCACGGGAGAGTTT-3 MONO | CM54 F 5 -TCTGAAACCATTGCTTATGGTAA-3 NA

R5-TTGTTGCATCAAACTAACACAATC-3

R5’-TCACAATCTCTCCCTACCCAA-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado.
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CMB55 F5-GAGGCCTTTGTGGTTCGTAA-3’ NA CM68 F 5 -CCAAAAGCATCCATAAGGTTTG-3’ NA
R 5°-AAAGAAATGGATAAAGGAAACAGA-3’ R 5’-GAACTTTTATGATGAAGGAAGAGGA-3

CM56 F 5-ACCCCAGCAGATGAACAAAC-3’ MONO | CM69 F 5’-AGATGACCAAACCAAACCCA-3’ MONO
R 5-CAACGTTATGGGGATGAAGG-3’ R 5’-AACGTTATGGGGATGAAGG-3’

CM57 F 5 -GCTCTGAAGAGTGGAATGAGAGA-3’ NA CM70 F 5 -GGGGAGGCACTCATTTTCTC-3 MONO
R 5 -CCATTTGGGAAGTAGGCATC-3 R5-CCTCATTTTTCCAAGGATGC-3

CM58 F 5 -CAGCGATGATCAACAGAAACA-3 NA CM71 F 5 -GCATACGACTCTTGGAAATCG-3’ MONO
R 5 -TACCATTCAGGGGGACACTC-3 R 5’-GAATCACGAAGAGAGCTGCAC-3

CM59 F5-GGGGAGGCACTCATTTTCTC-3 MONO | CM72 F5-GGTATTATTTGCCCCCACCT-3 MONO
R 5-AACCAACTTCCATTCCCCTC-3’ R 5’-TGAAGAGTAGGGATGAGTGTGAGA-3’

CM60 F 5 -CATACTACCACGAAACCGTC-3’ NA CM73 F5-TGGCACACTATTTGAGAAGGA-3’ NA
R 5°-GGGAGAGTGTGAGGTATGTG-3’ R 5-CCCACTTGCCCACTTATCAT-3’

CM61 F5-TGACATCCACCCAGACTCAT-3’ MONO CM75 F5-5-TCACATGGTGGTGAATGTTTTT-3’ NA
R5-TGTGGTTTTTGTGAGCCAGA-3’ R 5 -TCCATCTTCTGTTGTGTTAAGATT-3’

CM62 F5-GGTATTATTTGCCCCCACCT-3 NA CM77 F 5-CGACAATCACGGGAGAGTTT-3’ MONO
R 5’-TGATTAAGAGCAGGGATGTGTG-3’ R 5 -TTGTTGCATCAAACTAACACAATC-3’

CM63 F 5 -TAAAAATCGTGGGTTCAGGG-3’ NA CM78 F 5°-AAAATGAATGGGAGTGCGTG-3’ MONO
R 5-CCAAGAGAGTGCGAAGTGAG-3’ R5-TTGCCTTCCTGTTCACCATC-3’

CM64 F 5-ATACAGCAGATCCACAGGGG-3’ NA CM79 F 5 -AGTGCGTGGAATGTACGTGA-3’ MONO
R 5 -ATGGGAGTGTGTGGGATGTA-3’ R5-TTGCCTTCCTTTTCACCATC-3’

CM65 F5-TTTCCTTATGAGTTAGGGTTTC-3’ NA CMsl F5-ATTGTGCTACTTTGGGGTGC-3’ NA
R 5’-TGAAGAGACTACCATCCCCA-3 R 5’-GCCCTGATTCCGGATAGAAT-3’

CM66 F 5’ -TCAAGCAAAAACCATAATCAGAA-3’ NA CM82 F5-ACGACTCTTGGAAATCGGTC-3’ NA
R5-TCCCTTTTCATCATTTCTCTTCA-3’ R 5’-TTTAGAAAAGAATCACGAAGAGAGC-3’

CM67 F 5’-CGACCCCAAACTGTCAAGAA-3 NA CM83 F 5 -CGGACAAATCCCTCTCTGAA-3 NA

R 5’-GAGAATCTCCCAAATACACGGA-3’

R 5’-GAACAAGCAGCCAAAGACG-3

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado.
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F 5’-GCGATGATCAACAGAAACAGG-3’

F 5 -TGGGTGAGACATCAACATCC-3’

CM84 NA CM99 MONO
R 5’-ACCATTCAGGCTGACACTCC-3’ R5-AGTTTATTTGGCCTCTCCCC-3’

CM87 F5’-TCCACCCAGACTCATCTCATC-3’ NA CM100 F 5’-GGACCAAACCAAACCCATTA-3’ MONO
R5-TGTGGTTTTTGTGAGCCAGA-3’ R 5’-ATGGGGATGAAGGGAGAAAG-3’

CM88 F 5 -CCACTAAAGTTTCCTTATGTTTTGG-3’ NA CM101 F 5 -GGTATTATTTGCCCCCACCT-3’ NA
R 5’-TGGTTGAGGAAGACTACCATCC-3 R 5-CAAAAGGAAAAGATAGGCCC-3’

CM89 F5-TCATCTCATTCTCATTCTTCCTCT-3 MONO | CM102 F 5 -GGGAGCCCCTCATTTTCTC-3’ NA
R5-TGAGGTTTATGAGTGTGTGGTTTT-3’ R5’-TTTTCAACCAACATCCACCC-3

CM90 F5-GTACCTCCGCCGTTGATCT-3 MONO | cM103 F5-TGGTTGAGGAAGACTACCATCC-3 NA
R 5’-TGAGATAATAAGAAATCCAACCCA-3 R5’-TCCACTAAAGTTTCCTTATGTTATGG-3’

CMO91 F 5’-AGCGTCATAAGTTGGGCTGT-3’ MONO | CcM104 F 5’-CAAAAGGAAAAGAAAAAGACCAAA-3’ MONO
R5-TTTTTCACCATTATTATCATCTTCACA-3’ R5-GGTATTATTTGCCCCCACCT-3’

CM92 F 5’-CAAACATGGAAATAGCTTTCATT-3 NA CM105 F 5 -TGGTAAGCATTTTGAAATCACTTTT-3 MONO
R 5’-GGTGGGCTAAAGGAACTTTCA-3’ R5-TTTGTATGGTTGGAGGGGAA-3’

CM93 F 5’-CCACGTAAAGAACGCTTTGG-3’ MONO | CM106 F5-GTACCTCCGCCGTTGATCT-3’ NA
R 5’-GTCGGAAACTTGAAGCCTTG-3 R 5’-TGAGATAATAAGAAATCCAACCCA-3

CMo94 F5-GGTATTATTTGCCCCCACCT-3’ NA CM107 F 5’-TATGAAGCGCGCATAAACAG-3’ MONO
R 5’-CCAAAAGGAAAAGAAAAAGCC-3 R 5 -CGAATGTGAAATCTCTTCTCCC-3’

CMO95 F5-TTGACCTTTTACGGTGGTCC-3’ MONO | CM108 F5-TGTATTGCCACCGTGTCC-3’ NA
R 5’-CGGACAAATCCCTCTCTGAA-3’ R 5-GGCAAAGAAGAAGGAAGAGTGA-3’

CM96 F5-TCACATGGTGGTGAATGTTTTT-3 NA CM109 F 5 -TGGAATGTACCGTGATGGGT-3 MONO
R 5’-CAATAAAGGATTTGACAAGATACCC-3 R 5’-ATACAGCAGATCCACAGGGG-3’

CM97 F 5’-CGACAATCACGGGAGAGTTT-3’ MONO | CcM110 F5-GCGTTTATCAACGGAAACTG-3 NA
R 5’-CATATTAGACCCATATTTGTTGCAT-3’ R 5’ -AGATTCTGGTTGTTGGGCAG-3’

CM98 F 5’-ATACAGCAGATCCACAGGGG-3 NA CM111 F5-TTTTCCTCCATT TTANCT TAG CC-3 MONO

R 5’-TGAATGGGAGTGTGTGGAAC-3’

R 5’-AAG AGA GAAGCCATGGATGAA-3’

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado.
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CM112A F5-TGTACT CCACCAGCAAAACATC-3 NA CM119A F 5’ -GGATGAACGTGAAAGGAAAA-3 NA
R 5 - TGATGCGTGTATGCCTAGAAA-3’ R5-TTGGGTTATCAGCTTGACCC-3’

CM112B F 5 -ATTGTAGAAACTTCAAAAGCAGCA-3’ NA CM119B F 5’-CCTAAAGAAAAACATTTTCAAAGAA-3’ NA
R 5’-ATCCCAAACAACAACTTTACAGC-3 R 5°-AAGAAAAAAATGGCAAACACTCC-3’

CM113A F5-TGTTGCTCAGGGCCTCTC-3’ NA CM120A F 5’ -GGTACAAGGTGACAAGGAAGG-3’ MONO
R 5’-AGACGTCCGGAGCTAAGTGA-3’ R 5-TGAACCTTGATCTTGGGGTC-3’

CM113B F5-AGCTTGACCCAACTGACCC-3¥ MONO CM120B F5-CTGGCCCCCTCCTAAACTAA-3’ MONO
R 5’ -TGGATGATTGTGAAGGGAAA-3’ R 5°-CAAAAAGCATCAAAATGGTTG-3’

CM114A F 5 -CCCTGTACTCCACCAGCAAA-3 NA CM121 F 5’-CAGGAAGCAGGATGGGTTTA-3 NA
R 5’-TGATGCGTGTATGCCTAGAAA-3’ R 5’-ATGGAGAGCTTTGCCAAAAA-3’

CM114B F5-TGCTTTGCCTTAACCGTCTT-3’ NA CM122 F5-TCATGGAAACCTGCATCACT-3’ NA
R 5- TGAGTGCCCAAGATGTTGTC-3’ R 5’-TGGAGATATAATTTGCTGACACC-3’

CM115A F5-TGTTCTCAGTTGACATATGAAGGG-3’ MONO CM123A F5-GGATTGGCTGCTGCTTTTT-3’ MONO
R 5- GATCATTGTCATCCAGTGGG-3’ R 5’-GCTATGCGATGAGATTCCTATG-3’

CM115B F 5 - AGGGTGGAAAGACCCCTATG-3 MONO CM123B F 5 -TCCGAAGTAAACATCAAAGACA-3 MONO
R5- TGTGAATGTATCTTTTCTGATACTGC-3’ R 5’-GGTCAGTCAAGATAGTTACGGTTG-3’

CM116A F5-ACCTCAAATCTCACCGTTGG-3’ MONO CM124A F5-TTCGCACTCTTTCGAACACTT-3 MONO
R 5’-CTACGGTTCCATTTCCCTGA-3’ R5-TTTGATGAGCTTGCGTATGA-3’

CM116B F5-GGGTTTGGGGTTGGTGAC-3’ MONO CM124B F5-TCACCCTATTCCAGGCTGTC-3’ MONO
R 5-CGCACTTTGTTTATTCCTCAA-3’ R5-CTTCCCTTCACGTCTGCAA-3

CMI117A F 5’-AGAATGGCTATGGGGAGAAG-3’ NA CM125A F5-CTTCTCTTCTCAATGCATAACCA-3’ MONO
R 5’-TAGATGCAGCAAAAGGATACC-3’ R 5°-AACCCATGAAGGAGAAGTACAA-3’

CMI17B F 5’-TGGCCGGATATATTTAACCAA-3’ MONO CM1258 F 5-AATCCCCACTTGTTGGTTTG-3’ POLI
R5-TGTAGCTGTGTTATGTATTCTTTACC-3’ R 5-GCATGTTTTNCAAATATTGTGTGG3’

CM118 F5-CCCCTCTCCCCTCAAATATC-3 MONO CM126 F 5’-CCAGCGAACAACAGGAAGAT-3 MONO

R5-GGTGTCGAGTGGTCTTGGAT-3’

R 5 TGGCTTATGGAAGGTCATGG-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado; Poli: polimorfico.
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CM127A F5-TCAACAACCTTTCAATAAATCTTAAC-3’ MONO CM134A F5-TGATCTGGNTACCTTACAACC C-3’ NA
R 5’-GGACTAAAGTGGGATTAGGAAAAA-3’ R 5 -CTCAGGCNGCCTACCTTCTA-3

CM127B F5-GTGTCGCCATGTCGGATATT-3’ NA CM134B F5-TTTGGAGTNNAGTGGGATTTTG-3’ NA
R 5-CCACTTTTCCAAAAGAGAAACA-3’ R 5-GCTCCNGANGCTTGATTCTT-3’

CM128A F5-GTTTGGCCTTGAGAAGGTGA-3’ MONO CM135 F5-TGTTGATTGTTTGTATTGTCTCTT-C-3’ NA
R 5-AGGCCCATAAAAGTTGTGTGT-3’ R 5 -GCTCCTGCTGGGGATGTAAT-3’

CM128B F 5 -GCCCTAAAAAGCTTCTTCTTC-C-3° NA CM136 F 5 -CCTGGACCCCACTTTGAAC-3’ MONO
R 5°-AACCCAGAAATAATTGGAGATG-3 R 5-CAAAGTCCTGTGCCTCCTTC-3’

CM129A F5-GTCAAGGCACTCTATGACACAC-3’ MONO CMI137A F 5 -ANCTGCTAGGTGAGAGCAGC-3 NA
R 5’-TATCAGAAACATTGTATTTTCACAG-3’ R 5 -TCGCTNCAATGAGGGAGTG-3’

CM129B F 5 -CAAATCATCGAAAGCAGAACA-3 NA CM137B F5-TGTAAGTTTGGAGGCCGAGT-3 NA
R 5-CTGCGAGCGAAANCCAAAT-3’ R 5 -CTGCGAGCGAGTTCCANTTA-3’

CM130A F5-TTTGATCACCTACAAGGAGCC-3’ NA CM138 F 5’-CTACCAAAGGGNGGGAAAG-3’ NA
R 5’-TAGAAGCATTTGTCAAGCCA-3’ R 5 -TGGAGGTAGTTGGAGCTTTTTC-3’

CM130B F5-ACACGTGTCACCAACTCAGC-3’ MONO CM139 F 5 -CTCCCCCACCTAAATGGC-3’ MONO
R 5°-ACCAAAAGAAACATAGTCAACAATAA-3’ R 5°-CGAGTAATGAGGGGCAGAAG-3’

CM131A F 5 -GCCTTCGACGGTGATAGATA-3’ NA CM140A F 5 -CCCNGTCAAATCCGCTATT-3 NA
R 5’-GAGTCGGAATTCCACTTTGA-3’ R 5’-TGATGCACATACCAAAAAGCA-3’

CM131B F 5 -CAGTACCTCGACGTGACATGA-3’ MONO CM140B F5TGGTCATCTGATTGATTGGGTA-3’ MONO
R 5°CCGTATTCGATGAAAGTCGT-3’ R 5-TCACAAGGAAAAGAAAAAGACC-3

CM132 F 5’-AGAGACCTCTCCCACCCATT-3 MONO CM141 F5-GCATCATTATTGGAATCCTTTTC-3 MONO

R5-ATTCGTTTCCGCCGTCAG-3 R 5-GGTGATGCGTTATAACTGTTTGAT-3

CM133A F 5 -AGTATGATGTAAATGACGGTATGG-3’ MONO CM142 F5-TATTGTACCTCTGCAGAGCC-3’ NA
R 5°-ACATACACATGGCATCAGCA-3 R 5’-CTAGACGTGGGTGGTCACG-3’

CM133B F5-TTTGGAGTNNAGTGGGATTTTG-3 NA CM143A F 5-GACGATGCGTACGGGAGG-3 MONO

R5’- GCTCCNGANGCTTGATTCTT-3’

R 5’-CGAACCACCGAGTCTTTGA-3’

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado.
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CM143B F5-ACAAACCGCATCTTCCATTC-3 NA CMI51B F5GTTGTGAGGGGATGAGATGC-3’ NA
R 5’-TCCAAAAAGGCTAAATCACANA-3’ R 5°CGGACTACGCAGTCATAAGTGA-3’

CcM144 F5-TCAACGTTCCAGCAA GTGAC-3’ MONO CM152A F5 CCCACATTGGTCTCAACAAG-3’ NA
R5-TTACTTACCCTTGGGCACCTT-3’ R 5’ AAAANATTTGGCATTAGCTATAAAAA-3’

CM145A F 5 -ACGGCTAGGACTACTGGGGT-3’ MONO CM152B F5TCCCTCCCCTCCTTTGATTC-3 NA
R 5-GCGGTGAAATGCGTAGAGAT-3’ R 5 CACTGTGGCGCTAAACAAAA-3’

CM145B F5-TGTGACAATGTGCAACCAG-3’ MONO CM153A F 5 GAGGAGGTTGTTTCTTGGGG-3’ NA
R 5’-AAAAATGGTGTTAAACGACATGG-3’ R 5’ GCATTCATATGAGATAACTACTCTGC-3

CM146 F5-TGGTCCCCTTTCTTAAATTT-3’ NA CM153B F 5’ TCAAAGACAAGAAGACCAACCA-3’ MONO
R 5-GACATGACTAACCGTATAATCACCA-3’ R 5 TGTGCTAAGAGAGAGAGAGAAGATC-3’

CM147A F 5 -TATATGCCTGACGAAGCCAG-3’ NA  CM154A F5 GATTCTTGCTCCTTCTAANGGATA-3’ MONO
R 5’-CAGAATAGAAGAGTAAATGGTACAACA-3’ R 5°’AATGTGGTGAGAGGNCATT-3’

CM1478B F 5°-GCTTCAATGATGCTGATAAAGN-3’ NA  CM154B F 5’ TAGGAAAGCCCATGAGCAAC-3’ MONO
R 5-CGTCACAATGTGCTTNTGAGA-3’ R 5’CACTAACTCCATCGGCTGAA-3’

CM148 F 5 -AGG CAAAAAGCATGGATGG-3’ NA  CM155A F 5’ GGGTAATCACGTGAATGCTGT-3’ NA
R 5°’-CATACACATACATAACACGGTTCTC-3’ R 5°GAAACACAAAATGTCCCGAAA-3’

CM149A F5-TATTGGGTTGGGTTGGGTTA-3’ MONO CM1558 F5TTCTTTAATCTCATCAACGCCA-3’ MONO
R 5 -CTGCGTCATGCTAATGGATG-3’ R 5 CTCGCTGTAAAGTCAACTTGC-3’

CM149B F5’-TGCTCAAAC TTTGGATGCAG-3’ NA  CM156 F 5>’ TCCGGGAGAAATCTTTAGCA-3’ MONO
R5-CTTGTGCGCGCANGTAGAG-3’ R 5’ CCACTTTCAAATCACTTCACCA -3’

CM150A F5TTTTTACTGTGTGTTTTGATTTGTT-3° MONO CM157 F5TGCCGCTCAACTAATGACAA-3’ MONO
R5TTG GTGGACTGGAATCCATA-3’ R 5’ AAAAATAGAAAAGTAAGAGGAACCTGG-3’

CM150B F 5 TACAAGGTGACAAGTGCCCC-3 MONO CM158 F 5’CGGGGGATATGTTTCCTCTC-3’ NA
R 5 TGAACCTTGATCTTGGGGTC-3’ R 5’CTCTCCCTAAGAAAGCCGGT-3

CM151A F 5°GGCTCAAAGACAATAATGAACTGA-3 NA CM159 F5TTNTCGGCAAATCTGATTAAGATAA-3 NA

R 5’AAAGAAAAGTTGGTGGACTGGA-3’

R5TTGTTGGGAAACTTCATGGC-3’

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado.
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cmigs T2 TTTTTCTTTATACCTATTTCCACTCAC-3 MONO CMo3s F 5 -AGACCTGGGCTTTGTAATG-3 NA
R 5-GGAATAAACTTGGTTGAAAAATATAA-3' R 5°-TGTGTAGACTCGGGTGCTTT-3’

CM22p F 5 -GTGGTGATAGAGCTTGTTGGA3’ NA M2z F 5 -GCCTTATGTCCCCGCTCTTA-3’ NA
R 5°-CCCACATGAGATAATAAGAAATCC-3’ R 5’- TGGAAAAAGCTGGTGAAAAGA-3’

cM223 | 5 "CGATTCAATAAAATAACTGCCATT-3 NA  cMp37 F - TCCCAATCGAAGAGGCACT-3 MONO
R 5’-GGTGGGGACCTTATTCTCAG-3’ R 5’-TCGCGGAAAAGTATCAGAGAA-3’

cM224 T 5-AAGAGAGCTTTCGCCTGTTC-3' NA  cMmao F 5 -CGGCGATTAAACACTTGGAT-3' NA
R 5-GAGATTTGCAAGTCGGAAAAA-3' R 5°-GCTAGCGAGTCGAAATCC-3

cMazs T O -AATGAGTTTGACTATTTTAGGAGCAAG-3 NA  CModp F 5-CCACATCAATCCAAATCCAA-3’ MONO
R 5-CAACAGATAAAATA TTCCCCCTCA-3' R 5’-GGAGGGCAAAGTGACTTGAT-3’

cMazs F 5 -TTTTAGGAGCAAGAGAGGACTA-3’ NA  cMm43 F 5-ATTTCCTCATGCCAGATGCT-3' NA
R 5°’-CCCCATGGGAAAAATATTACTA-3’ R 5’-~AGGTCAAACATCCCTTCCTT-3’

CMoz7 T B-AGAGACCTCTCCCACCCATT-3 MONO CMods F 5-CAGCAGATGACCAAACCAAA-3 MONO
R5-CGGTCTTCTTTGT TGTAAGTTGT-3' R 5-CGTTATGAGGATAAGGGAGAAA-3'

cMazg T O AACAAGGAACAGTCGGCTTG-3 MONO CMaas F 5-CCAAATACGACCAAAAGTTCC-3' NA
R 5-CTCCCATAGACAACCGATTT-3 R 5°-CACACGTTGTATTCCAGTCA-3’

cM22g F 5 ACGTTCAGAGTCTGGCGATG-3 NA  CMoag F 5 -GGTATTATTTGCCCCCACCT-3 MONO
R 5’-GCTGCTGCGAGTCGAATT-3’ R 5’-GCGTCGGAATTCCCACTTT-3’

cM23o | 5"ACACAAGACGTCTCAGAACTGC-3 MONO CM2a7 T 2 ATGATGTACGTTAGCCTGATCC-3 MONO
R 5-CAAAAAGCATCAAAATGGTTG-3' R 5-AGTGGGAATCTTCTCAACTTGG-3'

oMz F 5 GTTACCTGGACCCCACTTTA=3' NA  CMog | 3-CCACCTCTCTCAATGTAAGCA-3 MONO
R 5°- TCCTGACCTTCTTTATAATGTGAA-3' R 5-GGTCCAGACCAGAAACAAAA-3'

cM2zo F 5 -AACAGAGTAGGAAGTTGAATGG-3’ NA  CMdg F 5 -TTGATTTGCTGCGAGGTC-3’ NA
R 5’-TGGGAGAGGATAGAGAGAGAGA-3’ R 5’-GCAACAGCTTAGGTGTGGAA-3’

cMpag | 5 -ACATCCAGAACGGACTCATC-3 NA  cMosp 3 TACAATTGACCTCGCCGTTG-3 NA

R 5>-AAAAAGACACCGAGAGAAAGAGG-3’

R 5’-CAAATTCCCCCATGAGATAATAA-3

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado.
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CM251 F 5°- TGTGCGAGCGATTCAATAAA-3 NA
R 5’>-TTCGGAGAGAGACTGGTGGT-3’

CM252 F5-TTCTTGCTTGAGGAATAGCC-3’ NA
R 5’>-CTTAATGCCGGTGGGTTT-3’
F5-AA -3'

CM253 5 GCTTCTCCGCTATGGTCA-3 MONO
R 5-AGTGGAGAACAGAGGCCAGA-3'

CM254 F 5-TACAGACACGCCTTCACCTG-3 MONO
R 5-ACCAAATACGCCCAAATGTT-3'

CM255 F 5°>-CTTCAACCCCAGCAGATGAC-3 NA
R 5°-AACACCGTTATGAGGAAGAA-3’

CM256 F 5’-GCTTCAATGATGCTGATAAAGG-3’ NA
R 5’-TGTGTCTTATGAGAAGAGAGTATTGA-3’

CM257 F 5’-GGTATTATTTGCCCCCACCT-3’ NA
R 5’-GCACGGGGGAAGAAAAAG-3’

CM258 F5-TCCACCCAGACTCATCTCATT-3’ NA
R 5’-CTGCTGCGAGTCGATTCT-3’

CM259 F 5°-AAGGAAGGAACGTGTTCAGC-3 MONO

R 5’-AGATCATCTAGGAGGCTTCAGTC-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado.
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L 5’-GGAGGAGTTGAAGGAGCAGA-3’

L5 -ATCATTCTCATCCAATCTTCTCC-3’

CM301 MONO | CM314 MONO
R 5°-TTCCAGATCTCAAAATGTTTTCC-3’ R 5°- GACAGCTTGATGATTAAATAATGG-3’

cmaoy L5 -AACGAATGCTGAAGCTGTTG-3 NA | omats L5 -TTTTGATGAAGCTACCACACTCA-3 MONO
R 5’-GGATAATGTCACCATAGTAAAACC AA-3’ R 5-AAGGAAACCCCAAAAATCTTGT-3’
L 5°-CTGCAAGTGCGGTGACAACT-3’ . 3

CM303 MONG | cmatg L5 -TTGCTTTCTACAGCCAATTTTC-3 MONO
R 5-TCGAACACAATCTCCACTTAAG AA-3’ R 5- TTCCACTGTCTTCCTCAACAAA-3’

cmaos L5 - ATGTATAGGGATGAATTTGAAGAACT-3 MONG | cmary L5 -CTTAGGGTTTTAGCGCATTCC-3 MONO
R 5°- AAAAATAAAAAGACCACAAACCAGA-3’ R 5’-TAGTAATG GCGAGGGGACGA-3’
L 5’-GCAAACCCACCAAATTTCC-3’ . AAA 3

CM305 MONG | M a1 L5 -TEGGACAAAGATGGAAGTGGTG-3 MONO
R 5-AGAACATGGAATT GGGAATCG-3’ R 5°-CAAATGCTTTCGTAAGCTCCTC-3’

cmzos -5 "CCGCATATGATGAAGA CGAA-3 MONG | cmatg -5 “AAGATGGAGATGAGTTGGCAAT-3 MONO
R5-TTGTTCTTCTTGTACCGATTTCAA-3’ R 5-GAGCTCAATGTTCCTATTGGTTT-3’
L5 -TTGAGTTTGA -3 . 3

cvag7 L5 TTGAGTTTGAGATAAGAGTAAGAAAA-3 MONG | cMazg L5 -TGGAGAAAGAAAAACTGAGCTG-3 MONO
R 5°-TCTCATCCTCCAAACCTTCTTC-3’ R 5-GAACCCCAT AAACACATCCAA-3’

cmaog L5 -GGTGGATCTCTAGCTTCGAC-3' NA | oMagy L5 -GGCGTTTCTCTCTGGTTTCA3 oLl
R 5°-CAGATCTGCATTGCTTTGCT-3’ R 5-CTAAGCCTC GGACTCCTCAA-3’

cMaog L5 -GCGTTCAAACCCTACTACAACC-3 MONG | cMazp L5 -ATCAGGTGGCAGATGTTGC-3 NA
R 5’-GCTTCCGCAGAATACACCTG-3’ R 5’-TCTGCTAACTTGTCAACAATCTCA-3’

cmatg L5 -CACTGATGTACCACACATGACG-3 MONG | cMazg L5 -CTTCGCTCTTCCCCTTCTCT-3 MONO
R 5-TCGGTACCAATGGTTAGTCACTC-3’ R 5-GCCATTGTTGGTTTTTTTACTAAATC-3’
L 5-GACTCAACAAA -3’ " -3

cmayy -5 GACTCAACAAACCCATCAAAAA-3 MONG | eMaga |5 -CCTTTAAACCGACTCAAAATCC-3 MONO
R5-AGTTTGTCGTCGTCGGGAAT-3’ R 5~ ACCAGACAGTCG TTCCGAAG-3’

cmaty L5 -TGTTTCGTCATCACCTTCTTCTT-3 MONG | cMazs L5 -GAATTCTCGCCGGAGGTC-3 MONO
R 5°-GGTGATGGTATTTGAGGTTGAGA-3’ R 5°-GGTTTCGAAAAATTGAAAGCA-3’

. 3 L 5°-CCGGAGGTCAGGTAGTCGTA-3’
cmaly L5 -TGGCAATCCACTGTGACTTT-3 MONG | CM326 MONO

R5-TTTTCAGGTAGCCAGAAGTAAGC-3

R 5’-CTAAACGGATTCGCCAACTT-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado; Poli: polimorfico.
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CM327 L 5’-ATGCCACCCTGTTACACTCG-3 MONO | CM340 L 5’-AATCAATGGGTGGTGAGAGC-3 MONO
R 5’-AATGGCTTGTGTGGGTAAAC-3’ R 5>-TCAAAAAGAAGAGTGTTGTCTAATGA-3’

CM328 L 5’-TATGGAAGTAATATTTTTGTTTGGAA-3 MONO | CM341 L 5’-CCATAAATGATGTTCCCATCC-3 MONO
R 5’-AGCTTTGAGCAGATCGGAAA-3’ R 5°>-GCAGCTGCATACAAATTTCC-3’

CM329 L 5’-AGAGGGAGAGAGGTTCTTTTTATT-3 MONO | CM342 F5-TTCCATTAATCATCTCCTCCAAA-3 MONO
R 5-AAGGAAACGGCGAATTGAA-3’ R5-CTCAGTGTAAGTTGCTGGGAAA-3'
L5-TTTCCAAGTTTTTGCGCATT-3' > -3’

CM330 MONO | CM343 L 5’-GGAGGATTCCGAAATCTTTGA-3 MONO
R 5'-TAAGAGGATGGTCACAAATCG-3' R 5°-TTCAAAAGCTACAAACCATCG-3’

L 5-CAACAT -3 . e

CM331 5'-CAACATCAAGCATCAGAAGCA-3 MONO | CM344 L5 -CTTCAGCTCGTGCCGATAAG-3 MONO
R 5'-AAACTTAAGCTTCCAACC TCCT-3' R 5’>-TATTGCATCCGTTTGTGAGC-3’

CM332 L 5’-AGCCTTTATCGGCAAGTCAA-3 MONO | cM345 L 5’-ACGGCGACTCAGTAACAAC-3 MONO
R 5°-AAACTCTGATTACCCAAATTCAAAAA-3’ R 5°-TGAGTAGACCCAACTCCTTCG-3’

CM333 L 5’AGCCTTTATCGGCAAGTCAA-3 POLI CM346 L 5°>-AATCACTCAAGCGCGATTTT-3 MONO
R 5’>-AAACTCTGATTACCCAAATTCAAAAA-3’ R 5>-AATTCAAGTGCTTGGCGACT-3’

CM334 L 5’>-AATTCCGTCATGTTCAACGA-3 MONO | cM347 L 5>-CTCCACTTCTAAACTCTAAATGAAAT-3 MONO
R 5’-ATATCGCGGATTTGAACGTC-3’ R 5>-AACCTCTAAACATAAAATGACAATGA-3’

CM335 L5 -TCCTGAACAACGACGTCAAA-3 MONO | CM348 L5 -CTTTAAAGTTTGATCTCTCTCCTTG-3 MONO
R 5°-CAATGCAAGCAGTTTAAAGAGTAA-3’ R 5°-GATTATGTACACAAAAATGGAGGAA-3’

L 5'-CCAAAT -3 > By

CM336 5-CC CTCTCCCCCACATA-3 MONO | CM349 L 5’-ATTAAAGGGAAAAGGAATTTGGA-3 MONO
R5-TGTTTTAAATTTTGGGGTTTAACT-3' R 5’-ATCCTCCATCCTCCATCCTC-3’

CM337 L 5’-ATGGCCATGAGATGGAAAAC-3 MONO | CM350 L 5’-GGCTCAGCCAGAGACTCTTC-3 MONO
R 5°-TGTAGGAGGCCAATTTCACA-3’ R 5°-GGACAAGTGCTCTTCTTCTTTCTC-3’

CM338 L5-TTGATTTTTATTTTTGTGATGATGC-3’ MONO | cM351 L 5°>-AACCCACAACAACACCAACA-3 MONO
R >’ AAAATCAAAGTGACCCCTCTACTC-3’ R 3-TTTTTGTAAATGAGTTGATTGATGA-3’

CM339 L 5’>-CTAAAGAAGGTGAACTTCTTCCTAAA-3 MONO | cM352 L 5>-GAATTCACTGAACACAGAAGGAGA-3 MONO

R 5’-CGCAACACACACATTATCATT-3’

R 5>-GAGAGAACAGAGGAGGTGTCG-¥’

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado; Poli: polimorfico.



Continua

L5 -TGTTTATCTTGTTGCCTTCGT-3’

CM353 MONO
R 5’-CGGACGAAATCGACATCC-3

CM354 L 5’-TTCCATTAATCATCTCCTCCAAA-3 MONO
R5-CTCAGTGTAAGTTGCTGGGAAA-3’

CM355 L 5’-TGATAGGCTTTGGGAGGATT-3 MONO

R 5’-CAAACCATCGGTTGTGAGAA-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado.
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F 5’AGACTGCCAAGCGTTAGGAC-3

F 5’ AACTAAGAGTTTGCATTGATCCTC-3’

M156 MONO | M173 MONO
R 5 TCACATGTAAAAGACACATTGTTG-3’ R 5 GCTCCATATCCCATTGATTTC-3’

M158 F 5’GCAAACCAAAGGGCATTTTT-3 MONO | M174 F 5’ATTGGTGGTTTTTGCAGGAG-3 NA
R 5 GGCAATTCTCCATTTGAGTG-3’ R5 ACATTTTGAGCGGGGTTTTA-3’

M159 F 5’ TTGTGAGAGGAGACCATACC-3’ NA M175 F5CCTTTTCTTTTAACTTTCCTGAAGC-3’ NA
R 5’TAAAGCAAAGGGGGAGAACC-3’ R5 TATGTCTCAAATGGGCATCG-3

M160 F 5 CCCACTTTGATTCCGACACT-3 MoNO | M176 F 5 -TCACCAAACCCTAACACACAA-3 NA
R 5 GTGGAGTTTCGCGTAAATGA-3’ R 5’-TGGGGATATTCGGATGAAAA-3’

M161 F 5’-GCGCAAACCACAGAGAAGAT-3’ MONO | M177 F 5’ -TGGAATGAAATGATTGAGAGGTT-3’ MONO
R 5’-GCATAGGGAACTTGCCAGAG-3 R5’-ATCTCCCTATCCCCACCATA-3

M162 F 5 CTCTGCTAACGGGGAAAAA-3 NA M178 F 5’-CATAAGACTGCGAGCGAACC-3’ NA
R 5" TCACAAAACAAAAGGGGTTT-3 R 5’-TAATACCAAAATGGGGATGG-3’

M163 F 5 TGGATCTCCATTGAAGTGAGG-3 MoNO | M179 F 5’-TCCAATCGAAGAACCACTCG-3 NA
R 5’CCAGCAAAGAGCTCAAAAGG-3’ R 5’-CCCGAGAGAACCCAATGTAA-3

M165 F 5’CATGGAACAATGAGTTCAAAGG-3’ MONO | M180 F 5 -ATTCATCCAACCCCTATCCA-3’ MONO
R 5’AAGTAATGGGACCCACCTGA-3 R 5’-CAGGGGAGTAGTTATGGATGTGA-3’

M167 F 5 TGATATGATAAAGGTTAATTGGAAA-3’ NA M183 F5-TTGGATTATGATTTCTAGTCTGTTTG-3’ NA
R 5’ ACGGACAATGTGTCTTTTGA-3 R5-TGCGAGTGGATTTCAATTTT-3’

M168 F 5’-GAGACACGGAGAGAATGAGGTT-3’ MONO | M184 F 5’-CGTAAGGCCGTGTTATGAAA-3’ NA
R 5’-ATCCACCCAGACACATCTCA-3 R 5- TGCAGGGGGTCTGTATTGG-3’

M170 F5TCCATTGGGATTATTGTTGCT-3 MONO | M185 F5-GCTTTTGCTCTATTTTCTTCTTCTT-3 MONO
R 5’"GCAGTGGGAGATCCATTGTT-3 R 5-GGCTTGGTAACCGAAGATCC-3

M171 F 5’-CCAAATACGACCAAATGTTCC-3’ NA M186 FS-TTTTTCTTTATACCTATTTCCACTCAC-3’ MONO
R5-AGTTCTTCCAGTCAACACCCTA-3’ R 5’-GGAATAAACTTGGTTGAAAAATATAA-3’

M172 F5 ATTTGATTTGGGGGCAGGT-3 NA M188 F 5-GCAGCCATGGAAAGAAGTGT-3 NA

R 5’ GGGAGTGTTGACATGGAGGA-3

R 5’-GGGGGTAAAAGATCTAAACACA-3’

Mono: monomérficos; NA: ndo amplificado.
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F 5 -GTACCTCCGCCGTTGATCT-3’

F 5 -CAACACACCTCATTTTTCAAGG-3’

M190 MONO | M205 NA
R 5’-CCACATGAGATAATAAGAAATCCA-3’ R 5’-GCGCGTATTCTCTCAATGG-3’

M191 F 5’-AACTATCCAAGAAATCCCCACTT-3’ POLI M206 F 5’-CCGGGAAAAATACCCTAAA-3’ NA
R 5’-TAATATGTGGAAAGGGAAATGC-3’ R 5’-CCCCCGGGAGAATAAAAAA-3’

M192 F 5-TGACAACACACATACACCTTACCA-3’ MONO | M207 F 5’-TAAGAAATCCCACCCCAAAA-3’ NA
R 5’ -AGTGGGGTGGCCAAATAAAG-3’ R 5 -GTGGTGATAGAGCTTGTTGGA-3’

M193 F5-TCTCCATTGCTGTTCACCAC-3’ NA M212 F5’-GGCTTTCAATCCTGTTGTAAAAA-3 MONO
R 5-AAAAAGGGGTGCTATATTTGTG-3’ R 5’-CCGTTCAAGGCCCTAAAGTT-3’

M195 F5-TGGACTCTGGTTCACCTTGA-3’ NA M214 F5-TCCATTGGGATATTGTTGCTT-3’ MONO
R 5’-CCCCCATGCAAAGAAACATA-3’ R 5-GCAGTGGGAGATCCATTGTT-3’

M197 F 5-TGACATTCCCACCCAGACTCAT-3’ NA M215 F 5 -CGCAATGGCTTGTAATGTTT-3’ NA
R 5’-CAGAGACACGAAGAGAAAGAGG-3 R 5-GAGAGCTCACCAGTGTTTTT-3’

M198 F5-CGGTTCCATTTCCTGACATT-3’ MONO | M217 F 5’-AATGGCAGAGGAATAGCTGA-3’ NA
R 5’-GGATCTCCGAAAACCCTCA-3’ R 5-CTGCTCCGAGCGAAATAC-3’

M200 F 5 -CCCCGTTTACCCCATTAACT-3’ NA M218 F5-TTGAGTTTTGTCTCACTTTGCAG-3’ MONO
R5-CGGGTTTCTTGGAAACATGA-3’ R 5- CGGCGATTCCTAGTACTAAAACTTA-3’

M201 F 5’-AACCCATCGAACAAGAGCAA-3’ NA M219 F 5’-AGAAAGAAGCTTGTTGGGAAT-3’ NA
R 5’-AACAACCCATCGCCCAAC-3’ R 5’-CCCCCTGGGATAATTAAGAA-3’

M202 F 5’-GGGGAGGGTGATGAATAGAAA-3 MONO | M220 F 5’-CCAAAAGATCATAAGGTTTGGA-3’ NA

R 5’-CCAGCAAAGAGCTCAAAAGG-3’

R 5’-GAGTGGGGTCCACTTGAA-3

Mono: monomdrficos; NA: ndo amplificado; Poli: polimorfico.



