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RESUMO

RICARTE, Anéankia de Oliveira. Heranca da resisténcia do acesso AC-02 as ragas 1 e 5 de
Podosphaera xanthii em meloeiro. 2016. 41f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, Mossoro-RN, 2016.

O oidio é uma doenga que causa perdas significativas na producdo de meldo em todo o mundo. A
obtencdo de cultivares resistentes € feita mediante introgressdo de alelos de resisténcia. Neste
estudo, investigou-se a heranga da resisténcia do acesso AC-02 as racas 1 e 5 de Podosphaera
xanthii por meio de cruzamento com a cultivar suscetivel ‘Védrantais’, sob condi¢Ges de casa de
vegetacdo. As razdes de segregacOes de resisténcia/suscetibilidade observadas nas diferentes
populagdes (F1, F2, RC1 e RCy) indicaram que a heranca da resisténcia do AC-02 asracas 1 e 5 é
controlada, cada uma por um gene composto por dois alelos, de modo que o alelo que confere
resisténcia domina o alelo para suscetibilidade. A distancia entre o gene que controla a resisténcia
araca 1 (px1-ac02) e o gene que confere resisténcia a raca 5 (px5-ac02) € 28,5 cM.

Palavras-chaves: Cucumis melo. Oidio. Germoplasma. Monogénica. Ligagdo génica.



ABSTRACT

RICARTE, Anénkia de Oliveira. Inheritance of Resistance in melon AC-02 to Podosphaera
xanthii races 1 and 5. 2016. 41p. Thesis (MS in Crop Science) - Universidade Federal Rural do
Semi-Arido, Mossor6, RN, 2016

Powdery mildew is a disease that causes substantial losses in melon production around the world.
Obtaining resistant cultivars is possible through introgression of alleles in the breeding program.
In this study, it was investigated the inheritance of resistance of AC-02 accession to races 1 and 5
of Podosphaera xanthii in cross with susceptible cultivar ‘Védrantais’, under greenhouses
conditions. The segregations ratios for resistance/susceptibility observed in the different
populations (F1, F2, RC1 and RC») indicated a monogenic and dominant inheritance in AC-02 to
races 1 and 5. The distance between the gene controlling resistance to race 1 (px1-ac02) and the
gene which confers resistance race 5 (px5-ac02) is 28.5 cM.

Key Words: Cucumis melo. Powdery mildew. Germplasm. Monogenic. Gene linking.
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1.  INTRODUCAO

O oidio é a principal enfermidade de natureza fingica da parte aérea das cucurbitaceas em
todo o mundo. Os seus principais agentes causais sdo dois patdgenos biotroficos obrigatorios:
Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun and N. Shishkoff (BRAUN; TAKAMATSU, 2000),
Shishkoff (SHISHKOFF, 2000), anteriormente conhecida por Sphareotheca fuliginea (Schlecht
ex Fr.) Pollaci (S. fusca/Fr./Blumer, emenda Braun) (BRAUN, 1995); e Golovinomyces orontii
(Castagne) V.P. Heluta (1988), tambeém denominada Golovinomyces cichoracearum (D.C.) V.P.
Heluta (BRAUN, 1999), anteriormente conhecida por Erysiphe cichoracearum D.C. ex merat. No
Brasil, as duas espécies foram identificadas em condi¢cdes de casa de vegetacdo no estado do
Parana, em diversas cucurbitaceas de importancia econdmica (AGUIAR et al., 2012). No caso da
regido Nordeste, apenas a espécie P. xanthii foi encontrada (FAZZA, 2006).

No Nordeste do Brasil, a doenga ocorre principalmente no segundo semestre do ano (junho
a dezembro), periodo de baixa umidade relativa do ar e elevadas temperaturas. Os sinais do fungo
sdo facilmente visualizados em folhas, peciolos e hastes de cucurbitdceas, como um pé branco
composto por micélio denso, conidios e conidioforos da sua fase imperfeita, podendo cobrir ambas
as faces da folha e provocar desfolhacdo prematura nas plantas. A reducdo da produtividade e
qualidade dos frutos se devem basicamente a diminuigéo da area foliar para fotossintese (PEREZ-
GARCIA et al., 2009). No Brasil, ndo ha registros da quantificacdo de perdas ocasionadas por P.
xanthii, mas é consenso entre o0 setor produtivo e os académicos que é a principal doenca flngica
de parte aérea de meloeiro do pais.

O controle quimico é realizado com relativa eficiéncia por aplicac6es de fungicidas a base
de enxofre (McGRANTH, 2001). No entanto, por ser um método oneroso e, sobretudo, prejudicial
ao meio ambiente, a pressdo por métodos alternativos de controle ecologicamente desejaveis é
cada vez maior. Dentre estes métodos, destaca-se 0 uso de cultivares resistentes. As vantagens
desse metodo de controle sdo a facilidade de adocao por parte do produtor, a compatibilidade com
outros métodos e a ndo contaminacdo ou poluicdo do meio ambiente. O uso de cultivares
resistentes tem se concretizado com sucesso no controle do oidio em meloeiro (DHILLON et al.,
2012).
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As populagdes do referido fungo ascomiceto séo geneticamente heterogéneas e formadas
por racas patogénicas. Este fato € um grande problema para os programas de melhoramento
genético visando a resisténcia ao oidio, de vez que o fungo esta sempre se especializando,
ocasionando o surgimento de novas racas e, por conseguinte, a quebra da resisténcia nos genotipos
em cultivo (HOSOYA et al., 1999).

A identificacdo de fontes de resisténcia no germoplasma disponivel é uma das primeiras
acOes para se obter cultivares resistentes. Nos ultimos anos no Brasil, tém sido realizadas coletas
de variedades com o intuito de conhecer a variabilidade existente por caracterizacdes morfoldgica
e molecular (NEITZKE et al., 2009; ARAGAO et al., 2013). O conhecimento da variabilidade
auxilia na preservacdo do germoplasma e no seu uso em programas de melhoramento genético.
Dentre os acessos avaliados para a reacdo a P. xanthii, destacou-se 0 AC-02 como uma promissora
fonte de resisténcia a varias racas (NUNES et al., 2014).

Todavia, ndo ha informacdes referentes a resisténcia genética do acesso AC-02 a diferentes
racas do patdgeno em questdo. Estudos de heranca sdo fundamentais porque orientam sobre a
melhor estratégia que deve ser utilizada pelo melhorista para introgressao dos alelos de resisténcia.
Assim sendo, o presente trabalho teve o objetivo de estudar a heranca da resisténcia do acesso AC-

02 as ragas 1 e 5 de Podosphaera xanthii de meloeiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Variabilidade genética do meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.) é uma hortalica que pertence a familia Cucurbitaceae. A sua
origem ainda € um tema polémico entre os autores. Ha autores que defendem que o meloeiro é
originario da Africa em fungio do seu nimero de cromossomos, uma vez que as demais espécies
de cucurbitaceas de origem africana deste género tém o mesmo nimero basico de cromossomos
(x = 12) (KERJE; GRUM, 2000). Por outro lado, as informacbes de sequencias de DNA
mitocondrial e nuclear de acessos africanos, asiaticos e australianos indicam a Asia como local de
origem do meloeiro a partir da espécie Cucumis callosus (Rottle) Cogn. et Harms (SEBASTIAN
etal., 2010). Estudos sobre cruzamentos envolvendo o meloeiro tém confirmado a hip6tese de que
Cucumis callosus originou 0 meloeiro (JOHN et al., 2012).

O meloeiro possuiu uma grande variacdo de caracteres morfologicos e fisioldgicos, em
especial nos frutos, sendo considerado a espécie mais polimdrfica do género Cucumis (LUAN et
al., 2010). O primeiro esforgo para estudar a diversidade do meloeiro foi feito pelo boténico
Charles Naudin (NAUDIN, 1859). O referido autor trabalhou com uma cole¢do de 2.000 acessos
e dividiu a espécie C. melo em variedades. Trabalhos subsequentes tendo como fonte a
classificacdo de Naudin foram realizados por diversos autores (COGNIAUX; HARMS, 1924;
FILOV, 1960; WHITAKER; DAVIS, 1962; GREBENSCIKOV, 1986; MUNGER; ROBINSON,
1991). O meloeiro tem duas subespécies definidas a partir do comprimento de pelos no ovario
(JEFREY, 1980). Segundo o referido critério, cultivares com ovarios com pelos longos pertencem
a subespécie agrestes; enquanto que ovarios com pelos curtos identificam a subespécie melo.

As subespécies estdo subdivididas em variedades ou grupos botanicos (BURGER et al.,
2010). Uma das classificagcdes da variacao intraespecifica do meloeiro mais simples e aceita foi
proposta por Munger; Robinson (1991), modificada posteriormente por Robinson; Decker-Walters
(1997). Essa classificagdo baseia-se principalmente no tipo sexual e caracteres do fruto, dividindo
a espécie em seis grupos botanicos, sendo os grupos cantaloupensis, inodorus, flexuosus e dudaim
pertencentes a subespécie melo, e 0s grupos momordica e conomon, pertencentes a subespécie
agrestis. Posteriormente, Pitrat (2008) subdividiu os seis grupos em 15 variedades botanicas,

conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo intraespecifica do meloeiro conforme Munger e Robinson (1991) e Pitrat
(2008).

Subespécie Grupo! Variedade?
cantaloupensis cantaloupensis
reticulatus
adana
chandalak
Melo ameri
inodorus inodorus
flexuosus flexuosus
chate
Dudaim dudaim
momordica momordica
acidulus
conomon chinensis
agrestis makuwa
tibish
Meldo silvestre agrestis

IClassificacdo de Munger e Robinson (1991). 2Classificagdo de Pitrat (2008).

Dentro das variedades ou grupos botanicos hd mais uma subdivisdo denominada de tipo,
sendo 0s seguintes tipos mais comercializados no Brasil: Amarelo, Honey Dew, Pele de sapo,
Cantaloupe, Galia e Charenthais. Os trés primeiros tipos de meldo pertencem a variedade botanica
inodorus e se caracterizam por serem frutos sem aroma, boa resisténcia ao transporte e elevada
vida pos-colheita.

Os meldes do tipo Cantaloupe (americano) e Charentais (europreu) sdo aromaticos, tém
elevados valores de solidos solUveis e baixa conservagdo pds-colheita (NUNES et al., 2006). O
meldo Galia é de origem israelense a partir de um genitor Honey dew e outro Ogen (KARCHI,
2000). Todos séo pertencentes ao grupo botanico cantaloupensis conforme a classificacdo de
Munger; Robinson (1991).
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Esses tipos de meldo podem ser cruzados entre si e na verdade existe uma continuidade entre
eles. Com efeito, as diferentes caracteristicas fenotipicas dos tipos de meldo podem ser combinadas
e exploradas nos programas de melhoramento dessa cultura, propiciando a producao de genotipos
superiores (PITRAT et al., 2000).

O Brasil ndo é o centro de origem e de domestica¢do do meloeiro, porém existem variedades
tradicionais adaptadas as diferentes condi¢des edafoclimaticas nacionais. As variedades
tradicionais de meloeiro ainda existem devido aos trabalhos de selecéo realizados em varios ciclos
por pequenos agricultores. As referidas variedades coletadas na agricultura de subsisténcia de
varios estados do Nordeste brasileiro tém sido caracterizadas nos niveis morfol6gicos e molecular
(TORRES et al., 2009; DANTAS et al., 2012; ARAGAO et al., 2013). Em trabalho recente, Dantas
et al. (2015) estudando o relacionamento genético de acessos provenientes de pequenas
propriedades do Nordeste com acessos que representam a variabilidade genética do germoplasma
do meloeiro por marcadores microssatélites observaram que a maior parte dos acessos nacionais
pertencem ao grupo momordica de origem indiana. Foram identificados entre esses acessos
algumas fontes de resisténcia a patdgenos como Monosporascus cannonballus (GUIMARAES,
2016), Rhizoctonia solani (MELO, 2014; SALES JUNIOR et al., 2015). Myrothecium roridum
(DANTAS, 2011; NASCIMENTO et al., 2008); Macrophomina phaseolina (AMBROSIO et al.,
2015) e Pseudoperonospora cubensis (ALBUQUERQUE et al., 2015). Quatro acessos do grupo
botanico momordica resistente & Podosphaera xanthii foram identificados por Nunes (2014).

2.2 Podosphaera xanthii em meloeiro

O oidio é a principal enfermidade de natureza flngica da parte aérea das cucurbitaceas em
todo o mundo. Os seus principais agentes causais sdo dois patdgenos biotréficos obrigatorios:
Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun and N. Shishkoff (BRAUN; TAKAMATSU, 2000),
Shishkoff (SHISHKOFF, 2000), anteriormente conhecida por Sphareotheca fuliginea (Schlecht
ex Fr.) Pollaci (S. fusca/Fr./Blumer, emenda Braun) (BRAUN, 1995); e Golovinomyces orontii
(Castagne) V.P. Heluta (1988), também denominada Golovinomyces cichoracearum (D.C.) V.P.
Heluta (BRAUN, 1999), anteriormente conhecida por Erysiphe cichoracearum D.C. ex merat.

Ambos pertencem ao Filo Ascomycota, Subdivisdo Pezizomycotina, Classe Leotiomycetes,
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Ordem Erysiphales e Familia Erysiphaceae (WANG et al., 2006; BRAUN; COOK, 2012). As duas
espécies podem ocorrer a0 mesmo tempo na planta originando infeccdes mistas (KRISTKOVA et
al. 2009; LEBEDA et al. 2007).

A distin¢édo das duas espécies é feita somente pela observacao de varios aspectos nos estagios
sexual e assexual. Os conidios da P. xanthii sdo elipticos ou esféricos, com dimensdes de 25-37 x
14-25 pm e possui um tubo de germinagdo lateral frequentemente bifurcado. Os conidios da G.
orontii medem 25-45 x 14-26 um e possui um tubo de germinag¢ao apical (LEBEDA, 1983). Outro
aspecto determinante para a distingdo das espécies é a exclusividade da presenca dos corpos de
fibrosina em P. xanthii (UCHIDA et al., 2009). As referidas estruturas sdo de inclusdes celulares
lipidicas visiveis ao tratar os conidios com uma solucdo de hidroxido de potassio a 3% (KABLE;
BALLANTYNE, 1963). Além disso, as espécies diferem quanto ao tamanho do cleistotécio, o
numero de ascos e ascosporos. Em P. xanthii, o cleistotécio tem didmetro entre 65-98, contém um
asco com oito ascosporos hialinos enquanto que em G. orontii 0 seu tamanho varia de 80-140 um
e possui de 10-15 ascos contendo 2-3 ascosporos (LEBEDA, 1983; BRAUN; COOK, 2012).

As espécies tém diferentes distribuicdes geogréaficas. A espécie P. xanthii predomina em
areas temperadas, tropicais e subtropicais (NARUZAWA et al., 2011), enquanto G. orontii parece
ser prevalente no continente europeu (KRISTKOVA et al., 2009). A distingdo na distribuicio
geogréfica das duas espécies pode ser devida as suas exigéncias ecolégicas em especial devido as
condigBes de temperatura e umidade (PIRONDI et al., 2015). A espécie P. xanthii possui faixa de
temperatura para germinacdo conidial entre 20-30°C com um 6timo em 25°C contra uma faixa
mais ampla de 10-30°C de G. orontii com étimo de 22°C (NAGY, 1976; BERTRAND et al., 2002).
Concernente & tolerancia a umidade, P. xanthii é mais tolerante a alta umidade em relacéo a G.
orontii durante o processo de infeccdo (REUVENI; ROTEM, 1974; NAGY, 1976).

Os autores concordam que P. xanthii é a principal espécie causadora de oidio em todo o
mundo (HOSOYA etal., 2000; DEL PINO et al., 2002; COHEN et al., 2004; McCREIGHT, 2006;
MIAZZI etal., 2011; ZHANG et al., 2012). Até o presente, a especie P. xanthii € a Unica detectada
em paises como a Espanha (DEL PINO et al., 2002; FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2006), Israel
e Turquia (KRISTKOVA et al., 2009), Grécia (VAKALOUNAKIS et al., 1994), Egito (EL-
KAZZAZ, 1981) e Marrocos (ENDO et al., 2012). Em adi¢&o, a referida espécie € predominante
em paises como os Estados Unidos (McCREIGHT, 2004; McCREIGHT et al., 2012), Japéo
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(TAKIKAWA et al., 2015), Reptblica Tcheca (KRISTKOVA et al., 2009), Itdlia (MIAZZI et al.,
2011; PIRONDI et al., 2015; Bulgaria (VELKOV; MASHEVA, 2002), Hungria (NAGY; KISS,
2006) e Ucrania (TOMASON; GIBSON, 2006). No Brasil, as duas espécies foram detectadas
causando oidio em diversas cucurbitaceas de importancia econdmica em condi¢cfes de casa de
vegetacdo no Estado do Parand, (AGUIAR et al., 2012). No caso da regido Nordeste, principal
regido produtora e exportadora do meloeiro, ainda ndo foi detectada a presenca da espécie G.
orontii.

A doenca ocorre principalmente nos periodos de baixa umidade relativa do ar e elevadas
temperaturas, caracteristicas do semiarido nordestino. O oidio ocorre em folhas, peciolos e gemas
jovens do meloeiro como um p6 branco composto por micélio denso e esporos. Sob condi¢Ges
ideais para o desenvolvimento do fungo e hospedeiros com alta suscetibilidade, as plantas
severamente atacadas perdem o vigor e ocorre desfolhamento prematuro, tendo como
consequéncia a reducdo da produtividade, que se deve basicamente a diminuicdo da area foliar
para fotossintese (PEREZ-GARCIA et al., 2009). A reducdo da produtividade ocorre pela
diminuicdo no tamanho e nimero dos frutos. Além disso, a qualidade do fruto pode ser reduzida
pela senescéncia prematura das folhas que expde os frutos ao sol (ZITTER et al.,1996).

As populagBes das espécies P. xanthii e G. orontii s&o heterogéneas em termos de ragas
fisiologicas em todas as regiGes produtoras de meldo ao redor do mundo. A variabilidade
patogénica e viruléncia nestas espécies sao manifestadas pela existéncia de grande nimero de racas
e patétipos (LEBEDA; SEDLAKOVA, 2006; McCREIGHT 2006; McCREIGHT et al., 2005;
SEDLAKOVA et al. 2014). A variabilidade constatada em P. xanthii é maior em relacio aquela
observada em G. orontii uma vez que foram registradas 45 ragas de P. xanthii e 13 ragas de G.
orontii (McCREIGHT et al., 2012). A presenca de racas € um grande problema para o
melhoramento genético, isso porque a variacdo na populacao do patdgeno diminui a vida Gtil das
cultivares resistentes (HOSOYA et al., 1999; HOSOYA et al., 2000; HOSOYA et al, 2004). Com
efeito, sdo importantes levantamentos anuais ou mesmo dentro do ano para conhecer as ragas
prevalentes nos campos de producdo (BURGER et al., 2010). Essas informac6es serdo uteis para
nortear 0s melhoristas na condugéo dos programas de melhoramento para dada &rea geogréfica.

No Brasil, um dos primeiros relatos sobre a heterogeneidade de P. xanthii foi realizado com

isolados oriundos de varias regides produtoras (REIS; BUSO, 2004). Os referidos autores
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observaram que de 31 isolados, 21 eram da raga um e oito da raca 2, evidenciando a prevaléncia
daragal. Asracas 0, 1, 2 (Francesa), 3,4 e 5, com prevaléncia das racas 1 e 2, foram constatadas
em uma amostra de 65 isolados, sendo a maioria provenientes do Nordeste (FAZZA, 2006). No
ano de 2016, em levantamento feito em cinco locais do Agropolo Mossoro-Assu, foram
observadas as racas 0, 1, 3 e 5. Também foram detectadas ragas ainda ndo mencionadas na
literatura e a presenca da raca 3.5, ainda ndo relatada no pais, indicando uma mudanca no conjunto
de racas na principal regido produtora de meldo brasileira (Comunicacdo pessoal da Eng®.
Agronoma Anankia de Oliveira Ricarte).

A medida de controle mais comum é a aplicacdo de fungicidas protetores ou sistémicos a
base de enxofre (McGRANTH, 2001; TORES et al., 2006; SEDLAKOVA; LEBEDA, 2008). N&o
obstante, € um método oneroso, pouco eficiente em muitas situacdes e nocivo ao meio ambiente e
ao homem. Em razdo disso, a importancia de métodos alternativos de controle tem aumentado
significativamente frente as pressdes por produtos com menores quantidades de residuos e reducéo
da contaminacdo ambiental. Outro método de controle do oidio é o uso de cultivares resistentes.
Esta alternativa tem como vantagens a facil adocdo pelo produtor, maior seguranca alimentar e
ambiental e utilizacdo complementar ao controle preventivo, reduzindo custos de producdo. O
melhoramento genético para resisténcia a P. xanthii em meloeiro tem sido realizado com sucesso

em varias partes do mundo (JAHN et al., 2002).

2.3 Estudos de Heranga da resisténcia a Podosphaera xanthii

Em razdo da constante variagao observada na populacéo de P. xanthii em todas as regioes
produtoras ao redor do mundo, os pesquisadores estdo buscando continuamente novas fontes de
resisténcia as racas novas ou prevalentes. Uma vez identificado acessos com alelos que conferem
resisténcia as novas ragas ou prevalentes em determinada regido produtora, 0 passo seguinte €
saber o controle genético da resisténcia. O conhecimento do controle genético é importante porque
auxilia o processo de melhoramento utilizado para a introgressdo de alelos em genétipos com
excelente qualidade de fruto. No caso dos estudos de heranca a diferentes racas de P. xanthii em

meloeiro ha muitas discrepancias em funcdo de alguns fatores como a identificagcdo incorreta das
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espécies, uso de misturas de racas em vez de isolados monosporicos, uso de diferentes
germoplasma e metodologias na avaliagdo (EPINAT et al., 1993).

Os primeiros trabalhos de resisténcia genética a P. xanthii iniciaram-se nos Estados Unidos
na década de trinta com a coleta de acessos de meldo em diversas partes do mundo. Em um lote
de sementes proveniente da India (Pl 78374) identificou-se a resisténcia ao oidio. Em seguida,
através de um programa de retrocruzamentos combinado com sele¢do de campo, observou-se que
a resisténcia a raca 1 era controlada por um gene simples, denominado Pm-1, contido na cultivar
‘PMR 45’ (JAGGER et al., 1938). Epinat et al. (1993) observaram que a resisténcia da cultivar
‘PMR 45 a raga 1 € controlada por um alelo dominante denominado de Pm-A (= Pm-1). A
resisténcia da diferenciadora WMV-29 a raga 1 é determinada por um alelo dominante que esta
ligado ou é o proprio Pm-A. Kenigsbusch; Cohen (1992) observaram que a resisténcia do Pl
124112 araca 1 € controlada pelo alelo dominante Pm-5.

A resisténcia da cultivar ‘PMR 5’ a raga 1 é controlada pela presenga simultanea de dois
alelos dominantes de locos independentes (Pm-C! e Pm-D). O genétipo PMAR N°5 é uma
linhagem quase isogénica da ‘PMR 5’. A sua resisténcia a ra¢a 1 é condicionada por dois alelos
dominantes de locos independentes (FUKINO et al., 2004). No entanto, Floris; Alvarez (1995)
concluiram que a resisténcia da linhagem ‘PMR 5° ¢ controlada por um alelo dominante. Os
autores relatam que a discrepancia em relagdo ao trabalho de Epinat et al. (1993) é explicada pelas
metodologias empregadas e a agressividades dos isolados.

No ano seguinte ao seu lancamento, ‘PMR 45’ e suas sele¢oes foram suscetiveis ao oidio,
evidenciando uma nova raca. Genes de resisténcia a essa nova raca, denominada de raca 2, foram
obtidos em PI 78374. Trabalhos de sele¢do permitiram o langamento, em 1942, da cultivar ‘PMR
5’ resistente a raga 2. Esta cultivar possui os genes Pm-1 que confere resisténcia a raca 1 e o Pm-
2 mais modificadores que conferem resisténcia a raca 2 (BOHN; WHITAKER, 1964,
HARWOOD; MARKARIAN, 1968). Segundo Epinat et al. (1993), a resisténcia da cultivar ‘PMR
5> a raca 2 é controlada por um alelo dominante (Pm-C?). Segundo os autores, o alelo Pm-C!
corresponde ao alelo Pm-2 descrito por Bohn; Whitaker (1964) e Harwood; Markarian (1968).
Estes mesmos autores verificaram que a resisténcia de WMV-29 a raga 2 € condicionada pelo alelo
dominante Pm-B. Os autores relatam ainda que os locos Pm-A e Pm-B presentes neste material

estdo ligados (22+3 cM). A heranca da resisténcia do Pl 124112 a raca 2 foi estudada por
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Kenigsbusch; Cohen (1992). Os autores verificaram que o alelo parcialmente dominante Pm-4
confere resisténcia a raca 2. Todavia, Epinat et al. (1993) constataram que a resisténcia a 2 se deve
ao alelo dominante Pm-C?. A resisténcia araga 2 de P. xanthii no acesso Pl 124111 é condicionada
por um alelo parcialmente dominante (COHEN; COHEN, 1986).

A raca 3 de P. xanthii foi observada em casa de vegetacdo no Rio Grande Valley no ano
de 1976 e em campo no ano seguinte (THOMAS, 1978). Posteriormente, esta raca foi relatada na
india (KAUR; JHOOTY, 1986) e Israel (COHEN et al., 1996). Fontes de resisténcia & raca 3 como
Edisto 47, P1 414723, P1 124111, Pl 124112 e MR-1 foram identificadas (KUZUYA et al., 2006).
N&o ha muitos trabalhos de heranca para a referida raca. Fazza et al. (2013) estudaram a resisténcia
do acesso Pl 414723 verificaram que a resisténcia a raca 3 é controlada por um loco, com
dominéncia do alelo que confere resisténcia.

A heranca da resisténcia a raca 5 foi estudada nos acessos P1414723 e TGR 1551. No
primeiro caso, observou-se controle genético monogénico com dominancia do alelo que
condiciona a resisténcia (FAZZA et al., 2013). No segundo caso, 0 acesso TGR 1551, proveniente
de Zimbabue no sudeste africano, possui resisténcia a raca 5 controlada por dois locos que
interagem em uma epistasia recessivo-dominante. Foi o primeiro relato da presenca desse tipo de
heranca em meloeiro (YUSTE-LISBONA, 2010). Este acesso também ¢é resistente as racas 1 e 2.

A raga denomina de “S” foi observada em 2009 em campos de meldo em Holtville,
California, Estados Unidos. Avaliando 12 diferenciadoras de ragas de P. xanthii, McCreight;
Coffey (2011) observaram que somente o acesso Pl 313970 foi resistente. O referido acesso é
proveniente da india pertence ao grupo botéanico acidulus Naudin. Um loco com dois alelos sendo
que o alelo recessivo pm-S determina a resisténcia. O relacionamento deste loco com o0s genes
resistentes e codominantes que conferem as racas 1, 2US, 3, 3.5 e 5 ainda é desconhecido.

Estudando a resisténcia dos acessos AC-15, coletado em uma pequena propriedade do Rio
grande do Norte, no Brasil; e do acesso de origem indiana AM-55, Nunes et al. (2014) observaram
que para o primeiro acesso a heranca é condicionada por dois genes independentes com interacao
epistatica duplo recessiva no controle genético, enquanto que para o segundo a heranca é

monogénica e dominante. Este foi o primeiro relato da heranca feito em um germoplasma nacional.

3. MATERIAL E METODOS



23

3.1 Local

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo na Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), na cidade de Mossor6-RN, de Maio a Julho de 2015. A temperatura média
da estufa foi de 29,9°C e a umidade relativa do ar, de 75%. O municipio de Mossoré esté situado
na latitude Sul 5° 12°48°’; longitude 37° 18’44°> W e com altitude de 37 m acima do nivel do mar.
De acordo com a classificacéo climatica de Koppen, o clima de Mossor6 é do tipo BSwh’, ou seja,
clima seco, muito quente e com estagdo chuvosa no verdo atrasando-se para 0 outono,
apresentando precipitacdo pluviométrica anual bastante irregular, com média de 673,9 mm e
umidade relativa do ar de 68,9% (CARMO FILHO e OLIVEIRA, 1995).

3.2 Germoplasma

A linhagem ‘Védrantais’ € uma cultivar francesa, pertencente ao grupo boténico
cantaloupensis, desenvolvida pela Vilmorin Seed Company. Esta cultivar possui frutos do Tipo
Charentais de forma arredondada (IF = 1,0), mesocarpo de coloragdo laranja e elevado teor de
s6lidos soluveis (> 11°Brix). E suscetivel as racas identificadas até o presente momento, com
excecdo da raca 0. Em razdo disso, vem sendo um dos principais genitores suscetiveis utilizados
em estudos de heranca. O genitor resistente € o acesso de meloeiro AC-02, que pertence a
variedade botanica momordica (Roxb.) Duthie et Fuller, de origem indiana. Possui frutos
alongados, de coloracdo de mesocarpo branca e reduzido teor de sélidos sollveis (< 6°Brix), 0s
quais racham quando maduros. Este acesso foi coletado numa area de producdo de meldo
localizada no municipio de Mossor6-RN. Em todos os ensaios anteriores, ele tem se mostrado
resistente a P. xanthii. Ambos os genitores compdem a Colecdo Ativa de Germoplasma do
Departamento de Ciéncias Vegetais da UFERSA (Figura 2).

No ano de 2013, foi feito o cruzamento entre os referidos genitores, obtendo-se a primeira
geracdo filial (F1). No mesmo ano, autofecundou-se a geragcdo F1 para a obtengdo da segunda
geragdo filial (F2). Também foram obtidos os retrocruzamentos RC: e RC», por meio do

cruzamento da primeira geracao filial (F1) com ambos os genitores. O retrocruzamento RC1 foi o
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resultado do cruzamento da geracdo F1 com o genitor suscetivel; e 0 RC2, da geracdo F1 com o

genitor resistente.

Figura 2. Frutos dos genitores utilizados no estudo de heranca para resisténcia a P. xanthii.
“Védrantais’ (A) e AC-02 (B). Mossoro, UFERSA, 2015.
Fonte: Nunes, G.H.S. (2015)

3.3 Obtencao e manutencédo dos isolados: AMA 107 e Px 03 R1

O isolado AMA 107 foi coletado em folhas de meloeiro infectadas com o oidio,
provenientes de campo de producdo de meldo do Agropo6lo Mossord-Assu. O isolado monospérico
Px 03 R1, identificado previamente como raca 1, foi doado pela empresa Sakata®. Este isolado foi
coletado no municipio de Baralna, também pertencente ao Agropdlo Mossoro-Assu, no Rio
Grande do Norte.

Por se tratar de um parasita obrigatério, os isolados foram mantidos sob condi¢des de
laborat6rio em cotilédones da cultivar Vedrantais. Para isso, as plantulas eram mantidas em
bandejas de poliestireno com substrato comercial (Tropstrato®) até a fase de abertura total dos
cotilédones, quando eram destacados e levados ao laboratorio. Estes eram previamente
desinfestados com alcool 70%, e logo em seguida colocados em placas de Petri contendo meio de
cultura para manté-los vivos por mais tempo.

Os cotilédones foram repicados com os isolados e mantidos, através de transferéncias
periddicas, para outros cotilédones, com auxilio de um pincel fino n° 2 esterilizado. Apés a

transferéncia, as placas eram lacradas com filme plastico de polietileno de baixa densidade, e
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mantidas em estufa tipo BOD (Demanda bioquimica de oxigénio) a temperatura de 25+1°C, com
fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

O isolado AMA 107 foi submetido ao cultivo monospdrico para manter sua pureza e evitar
possiveis misturas com outras racas. O procedimento foi realizado com auxilio de um microscépio
estereoscopio, em que um Unico conidio foi capturado de uma coldnia do cotilédone de meloeiro
Védrantais com um pincel de cilio humano (um pelo de cilio colocado na ponta de uma agulha de
injecdo de insulina) e transferido para um novo cotilédone contido em uma placa de Petri, com

meio de cultura. As placas foram lacradas e mantidas sob mesmas condi¢Ges descritas acima.

3.4 ldentificacdo da raga do isolado AMA 107

A identificacdo da raca do isolado AMA 107 foi realizada utilizando as seguintes
diferenciadoras: ‘Hale’s Best Jumbo’, ‘Védrantais’, ‘PMR 45’, ‘PMR 5’, ‘PMR 6’, WMR 29,
‘Edisto 47’ e P1 414723, referentes ao sistema de determinacgéo de racas de P. xanthii desenvolvido
por Pitrat et al. (1998).

As diferenciadoras de oidio foram semeadas em vasos plasticos de 400ml contendo a
mistura na proporc¢do 1:1 de solo autoclavado e substrato comercial (Topstrato®). Foi utilizada
uma amostra de cinco plantas para cada diferenciadora. A inoculacdo foi feita aos 25 dias apos a
semeadura, na terceira folha verdadeira de cada uma das plantas, utilizando a metodologia de
Yuste-Lisbona et al. (2010), que consiste no dep6sito de uma pequena quantidade (<2g) de partes
do fungo (micélio e conidios) com o auxilio de um palito de dente.

A avaliacdo ocorreu 10 dias ap6s a inoculagdo, com auxilio de uma lupa (10X),
observando-se o desenvolvimento de micélio, conidi6foros e conidios do isolado. Para distinguir
0s niveis de resisténcia das diferenciadoras, foi empregada a escala de notas proposta por Yuste-
Lisbona (2010): Nota 1: sem colonizacéo e reproducéo do patdgeno; Nota 2: pequeno crescimento
de micélio e de conidioforos e cadeias curtas de conidios; Nota 3: crescimento de micélio, poucos
conidioforos e cadeias longas de conidios; Nota 4: crescimento abundante de miceélio, grande
guantidade de conidiéforos e cadeias longas de conidios. As notas 1 e 2 correspondem a
resisténcia, quando a reproducdo foi inexistente ou escassa, ao passo que notas 3 e 4 correspondem

a susceptibilidade.
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3.5 Estudo de heranca

As inoculacgdes foram feitas conforme a metodologia empregada por Yuste-Lisbona et al.
(2010), na terceira folha verdadeira em dois pontos equidistantes da nervura foliar central, com o
auxilio de um palito de dente. Foram inoculadas um total de 255 plantas, sendo 5 plantas do genitor
resistente, 5 plantas do genitor suscetivel, 5 plantas da geracdo F1, 120 plantas da geracdo F2 e 60
plantas de cada um dos retrocruzamentos. Apos a inoculacéo a irrigacao foi feita cuidadosamente
sem que as folhas das plantas fossem molhadas.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo isoladas e cultivadas em vasos plasticos
com capacidade de 2Kg contendo a mistura na proporcdo 1:1 de solo autoclavado e substrato
comercial (Topstrato®). Foram feitas trés avaliacdes, aos 10, 20 e 30 dias apds inoculagéo,
utilizando a mesma escala de notas de 1 a 4, descrita no subitem 3.4, os quais eram suscetiveis
quando houve reproducdo abundante de conidios (nota 3 e 4) e resistentes quando a reproducdo

foi inexistente ou escassa (nota 1 e 2).

3.6 Analises estatisticas

As analises foram feitas a partir das frequéncias observadas nas plantas das populagdes
segregantes em resistentes e suscetiveis. Adotou-se o teste de Qui-quadrado (y%) para testar

modelos genéticos visando explicar a heranca da resisténcia usando um erro nominal de 5% (o =

0,05). As analises foram processadas no programa SAS Versio 9.2® (SAS INSTITUTE, 2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo da raca do isolado AMA 107

No estudo de heranca, inicialmente deve-se ter o conhecimento da raga do isolado a ser
utilizado. Na identifica¢do das racas de P. xanthii geralmente é utilizado um grupo composto por
cultivares de meloeiro diferenciadoras de racas (COHEN et al., 2004). Com base no sistema de
classificacdo de ragas proposto por Pitrat et al. (1998), foi identificada a raca do isolado AMA 107
inoculado nas diferenciadoras (Tabela 2).

Tabela 2. Relacéo e reacdo esperada de cultivares de meloeiro quando inoculadas com diferentes
racas de Podosphaera xanthii.
Fonte: Pitrat et al. (1998).

Diferenciadora Raca

0 1 2US 2FR 3 4 5
‘Védrantais’ R S S S S S S
‘PMR 45° R R S S S S S
‘PMR 5’ R R R R S R R
WMR 29 R R H R S S S
‘Edisto 47’ R R S R S R S
P1414723 R R S R R R R
MR-1 R R R R R R R
P1124112 R R R R R R R

H: Heterogéneo

Ao comparar a reacdo esperada apresentada na Tabela 1 com a reacdo de resisténcia
observada nas diferenciadoras ‘PMR 6°, ‘PMR 5°, ‘MR-1" e ‘P1414723’; e de susceptibilidade nas
diferenciadoras ‘PMR 45, WMR 29, ‘Edisto 47’ e “Védrantais’, definiu-se que o isolado AMA
107 pertence a raca 5 de P. xanthii. Reis; Buso (2004) relataram pela primeira vez a ocorréncia da

raca 5 no Brasil.

4.2 Heranca da resisténcia em AC-02 a P. xanthii (racas 1 e 5)
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Observa-se na Tabela 3 que todas as plantas do genitor AC-02 foram resistentes, assim
como todas as plantas do genitor ‘Védrantais’ foram suscetiveis a raca 1 de P. xanthii. Todas as
plantas da geracdo F1 foram resistentes ao fungo. Na geracdo F2, foram observadas 86 plantas
resistentes e 34 plantas suscetiveis, ao passo que no retrocruzamento RC1 (F1 x VEN) foram
verificadas 22 plantas resistentes e 21 suscetiveis. Todas as plantas do retrocruzamento RC1 (F1

x AC-02) foram resistentes.

Tabela 3. Frequéncia absoluta, razéo esperada e teste de Qui-quadrado em seis populagdes
derivadas do cruzamento entre AC-02 x ‘Védrantais’ inoculadas com o isolado Px 03 R1 (Raca
1). Mossor6, UFERSA, 2016.
Fonte: Ricarte, A. O. (2016)

Populacao Frequéncia absoluta Razdo x> Probabilidade

Resistente  Susceptivel

AC-02 5 0 (1:0)
“Védrantais’(VED) 0 5 (0:1)
F1 5 0 (1:0)
F2 86 34 (3:11) 071 0,39
RC1 (F1 x VED) 22 21 (1:1) 0,02 0,88
RC2 (F1 x AC02) 43 0 (1:0)

Nota-se que ndo houve segregacédo na geracdo F1, confirmando que 0s genitores Sa0 puros.
A geracdo F1 apresentou a mesma reacdo do AC-02, o genitor resistente. Na geragdo F2, o
resultado parece se aproximar de uma relacdo de 3 resistentes para 1 suscetivel. O retrocruzamento
RC1 (F1 x VED) parece segregar numa proporcdo de 1 resistente: 1 suscetivel. A partir dessas
frequéncias observadas, foi proposto um modelo para explicar o controle genético da resisténcia
verificada no acesso AC-02. O modelo propde uma heranga simples, explicada por um gene
composto por dois alelos, em que o alelo que confere a resisténcia é dominante sobre o alelo que
confere suscetibilidade. O referido modelo foi testado utilizando o teste de Qui-quadrado a partir
dos desvios entre as frequéncias observadas e esperadas na populacdo F2 e no RC1.

De acordo com esse modelo, a proporgéo fenotipica esperada na geracao F» € de trés plantas

resistentes para uma planta suscetivel (3:1). No retrocruzamento RC1 (F1 x VED), a frequéncia
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esperada é de uma planta resistente e uma planta suscetivel (1:1). Os desvios entre as frequéncias
esperadas e observadas dos fendtipos para ambas as populagfes foram ndo significativos segundo
o teste de Qui-quadrado ¥’ = 2,84; p = 0,09; ¥%rc1 = 0,02; p = 0,88 (Tabela 2). Portanto, aceita-
se a hipotese formulada, ou seja, a frequéncia observada se ajusta a uma frequéncia esperada,
considerando uma segregacéo de 3:1 na geracdo F2 e de 1:1 no retrocruzamento RC1 (F1 x VED).
Em outras palavras, a diferenca entre as frequéncias observadas e esperadas se deve ao acaso.

Resultados semelhantes foram observados ao interpretar a reacdo de segregacao a raga 5
de P. xanthii (Tabela 4), onde os desvios entre as frequéncias esperadas e observadas dos fendtipos
também n&o sdo significativos pelo teste Qui-quadrado, ¥’ = 0,71; p = 0,39; ¥%rc1 = 0,02; p =
0,89.

Tabela 4. Frequéncia absoluta, razdo esperada e teste de Qui-quadrado em seis populagdes
derivadas do cruzamento entre AC-02 x ‘Védrantais’ inoculadas com o isolado AMA 107 (Raga
5). Mossor6, UFERSA, 2016.
Fonte: Ricarte, A. O. (2016)

Populacao Frequéncia absoluta Razdo x> Probabilidade

Resistente  Susceptivel

AC-02 5 0 (1:0)
‘Védrantais’(VED) 0 5 (0:1)
F1 5 0 (1:0)
F2 82 38 (3:1) 284 0,09
RC1 (F1 x VED) 22 21 (1:1) 0,02 0,88
RC2 (F1 x AC-02) 43 0 (1:0)

Desse modo, para as duas racas, a heranca da resisténcia do acesso AC-02 foi explicada
por um modelo com um gene composto por dois alelos (A e a), sendo que o alelo que confere a
resisténcia (A) possui dominancia completa sobre o alelo que confere suscetibilidade (a). Assim,
0 gendtipo do genitor suscetivel ‘Vendrantais’ pode ser descrito por aa, a0 passo que 0 gendtipo
do acesso resistente € AA. Todas as plantas resistentes na geragdo F1 tém o genétipo Aa. Na geracao
F2, 0s genotipos das plantas resistentes podem ser AA e Aa, totalizando proporc¢éo fenotipica de %,

ao passo que O genoOtipo das plantas suscetiveis € aa, com uma proporcdo de Ya. No
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retrocruzamento RC1, 0 genotipo das plantas resistentes é Aa, ao passo que em plantas suscetiveis
é aa.

A ocorréncia de uma heranca monogénica e dominante é a mais frequente em estudos
realizados com diferentes fontes de resisténcia a distintas racas de P. xanthii (JAGGER et al.,
1938; BOHN; WHITAKER, 1964; HARWOOD; MARKARIAN, 1968a; COHEN, COHEN,
1986; FLORIS; ALVAREZ, 1996; BARDIN et al., 1999; FUKINO et al.,, 2004; PITRAT,
BESOMBLES et al., 2008). Todavia, 0 acesso Pl 313970 possui resisténcia a raga “S”,
condicionada por um alelo recessivo denominado pm-S (McCREIGHT; COFFEY, 2011).
Também possui resisténcia as racas 1 e 2US, conferida por alelos recessivos (McCREIGHT,
2003). Além disso, em dois estudos observou-se a presenca de epistasia. No primeiro estudo, o
acesso TGR 1551, coletado em Zimbabue (sudeste africano), tem resisténcia as racas 1, 2 e 5. A
heranca da resisténcia do referido acesso as trés racas é determinada por dois loci que interagem
em uma epistasia recessivo-dominante. Foi o primeiro relato da presenca desse tipo de heranga em
meloeiro (YUSTE-LISBONA, 2010). No segundo estudo, Nunes et al. (2015) observaram que na
resisténcia do acesso C-AC-15 estdo envolvidos dois genes compostos por dois alelos com
interacdo de dominancia completa e interacdo génica (epistasia) do tipo duplo recessiva. Os
resultados discrepantes em estudos de heranca sdo em funcdo da variabilidade dos genitores,
variabilidade do patégeno (racas fisiol6gicas), métodos empregados e variaches ambientais
(COHEN et al., 2004).

Realizado o estudo de heranca para as duas racas, algumas questBes precisam ser
respondidas, tais como: a) a resisténcia as racas 1 e 5 é conferida pelo mesmo gene ou por genes
diferentes? Em caso de genes diferentes, eles estariam ligados? Se ligados, qual a distancia?
Visando a responder as referidas questdes, analisou-se ao mesmo tempo as frequéncias de plantas

resistentes e suscetiveis na geracdo F2 (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste Qui-quadrado envolvendo simultaneamente as frequéncias de plantas resistentes
e suscetiveis da geragdo F2 inoculadas com as racas 1 e 5 de P. xanthii, admitindo a ocorréncia de
distribuicdo independente. Mossord, UFERSA, 2016.

Fonte: Ricarte, A. O. (2016)

Fenotipos Frequéncia FR
Reacdo a raca 1 Reacdo araca 5 FO FE (%)
Resistente Resistente 68 67,5 0,57
Resistente Susceptivel 18 22,5 0,15
Susceptivel Resistente 14 22,5 0,12
Susceptivel Susceptivel 20 75 0,17
Total 120 120
(%) 24,94 (p < 0,05)

FR: Frequéncia de recombinagédo; FO: Frequéncia observada; FE: Frequéncia

esperada.

Quando se observa a reagdo as duas ragas a0 mesmo tempo, nota-se que a proporcao
fenotipica observada na F2 ndo € explicada pela lei da distribuicdo independente, a qual
corresponde a lei do produto de probabilidades: (3:1) (3:1) = 9:3:3:1. Para comprovacao, as
comparagdes das frequéncias observadas (FO) e esperadas (FE) foram usadas no teste do 2, que
foi significativo, rejeitando-se a hipdtese de segregacao independente (Tabela 5).

A distribuigéo independente ocorre quando 0s genes considerados estdo em cromossomos
diferentes. Considerando que os resultados da Tabela 4 excluem a ocorréncia de distribuicao
independente, pode-se deduzir que o gene que confere resisténcia a raca 1 e aquele que confere
resisténcia a raca 5 estdo no mesmo cromossomo, isto &, eles estdo ligados.

Houve formacéo de recombinantes (Tabela 5), em funcdo da permuta entre os genes. A
estimativa pode ser obtida a partir da segregacdo da geragdo F2. Um porcento de recombinacao é
igual, em média, a um centimorgan (cM), que representa a distancia linear de um gene para o
outro. Assim, a distancia entre os genes denominados px1-ac02 e px5-ac02 estimada foi de 28,5
cM. Apenas um relato foi encontrado na literatura sobre genes ligados que conferem resisténcia as
diferentes racas de P. xanthii. Fazza et al. (2013), estudando a heranga da resisténcia do acesso Pl

414723 as ragas 1, 3 e 5 de P. xanthii, constataram ligagdo completa entre os genes de resisténcia
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asracas 1 e 5 (3,1 cM). Nesta situacdo, em razdo da forte ligagdo entre os genes, a tarefa de obter
materiais resistentes as duas racas fica facilitada, diferentemente do resultado do presente trabalho,
devido a maior distancia entre 0s genes.

N&o obstante, ressalta-se que 0 acesso AC-02 é uma promissora fonte de resisténcia para
ser utilizada em programas de melhoramento visando a resisténcia as racas 1 e 5 de P. xanthii,
bem como a raga 3 (dado nédo publicado e heranca ndo determinada). A introgressdo dos genes
px1-ac02 e px5-ac02 em backgrounds de materiais com boas caracteristicas agronémicas, como
elevada produtividade e qualidade do fruto, pode ser feita pelo método de retrocruzamento. Como
0 acesso AC-02 possui baixa qualidade de frutos, frutos alongados e que racham quando maduros
(NUNES et al., 2015), serdo necessarios varios retrocruzamentos para obter genotipos resistentes,
produtivos e com frutos de excelente qualidade. O tempo pode ser reduzido com o uso de
marcadores moleculares nas geracdes de retrocruzamento, como tem sido sugerido e aplicado em
alguns programas (COLLARD et al., 2005).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A heranca da resisténcia do AC-02 as racas 1 e 5 é controlada cada uma por um gene
composto por dois alelos, sendo que o alelo que confere resisténcia domina o alelo para
suscetibilidade. A distancia entre o gene que controla a resisténcia a raca 1 (px1-ac02) e o gene

que confere resisténcia a raca 5 (px5-ac02) € 28,5 cM.
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