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RESUMO

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereir@aracterizacdo de germoplasma, heranca
e identificacdo de marcadores SNP associados a st8ncia aPodosphaera
xanthii em meloeiro.2014. 125p. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitotgchia
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSW)ssor6-RN, 2014,

O oidio causado pdPodosphaera xanthii, € a doenca foliar mais importante das
cucurbitaceas no Nordeste do Brasil. O melhoramget®tico para resisténcia é
uma das melhores maneiras de controlar esse patdQsrobjetivos deste trabalho
foram caracterizar morfologicamente e por marcadanicrossatélites acessos
resistentes de meldo, estudar a heranca e idantifiarcadores SNP associados a
resisténcia nos acessos AM55-1A e C-AC-15. Cingllentseis acessos de
meloeiro com diferentes origens geogréficas foreati@los para a resisténci®a
xanthii usando inoculacéo artificial em casa de vegeta@&oacessos resistentes
C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 e AMb55-1A podtmmente foram
caracterizados utilizando descritores morfolégieomarcadores microssatélites.
Os acessos C-AC-02 , C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 eaih caracteristicas da
variedade botanicaiomordica, enquanto o acesso AM55-1A exibiu caracteristicas
da variedade botanicacidulus. A caracterizacdo molecular confirmou os
resultados observados na caracterizagcdo morfologiteeranca da resisténcia em
AM55-1A e C-AC-15 em cruzamentos com a cultivarcstisel ‘Véndrantais’ foi
estudada em condicbes de casa de vegetacdo. Assrald segregacdo
resisténcia/suscetibilidade observadas nas difssepbpulagbes (FF, RG e
RC) indicou herangca monogénica e dominante em AMS55€lAlois genes
independentes com interacao epistatica duplo rieeass controle genético em C-
AC-15. A populacdo de retrocruzamento (R@erivado do cruzamento AM55 -
1A x ‘Véndrantais’ e a populagdo o cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’
foram utilizados para identificar QTLs associadeesisténcia #. xanthii usando
analise de bulk segregante com 243 marcadores BON® QTLs PmAM5S5-A 1

e PmA55-1A_2) foram identificados no grupo de ligac&ono cruzamento
AM55-1A x ‘Véndrantais’. Foram identificados um QTPm-C-AC-15_5) no
grupo de ligacdo V e outr@®i-C-AC-15_9) no grupo de ligacao IX .

Palavras-chaves: Cucumis melo L. Controle genético. Oidio. Marcadores
moleculares. QTL.



ABSTRACT

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereirt@dermplasm characterization, inheritance
and identification of SNP markers associated with @sistance to Podosphaera
xanthii in melon. 2014. 125p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crope&ee) —
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERS)ssor6-RN, 2014,

Powdery mildew, caused byodosphaera xanthii, is the most important foliar
disease of cucurbits in the Northeast Brazil. Biegedor resistance is one of the
best ways to control this pathogen. The objectiagns these work were to
characterize morphologically and by microsatelliteerkers resistant accessions of
melon, to study the inheritancand to identify SNP markers associated to
resistance in the accessions AM55-1A and C-AC-1l#ty-Bix melon plant
accessions with different geographical origins wevaluatedor resistance t®.
xanthii using artificial inoculation procedure under greemse conditions. The
resistant accessions C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, CG-3¢ and AM55-1A were
characterized with morphological traits and mictelites markers. The
accessions C-AC-02, C-AC-09, C-AC-16;AC-34 exhibited characteristicof
momordica botanical variety while the accessiolM55-1A exhibited
characteristicof acidulus botanical variety. The molecular characterization
confirmed he results observed in morphological ati@rization. The
inheritance of resistance iAM55-1A and C-AC-15in crosses with
susceptible cultivar ‘Véndrantais’ was studied undgreenhouses
conditions. The segregations ratios for resistauseeptibility observed in
the different populations (FF, BC; and BG) indicated a monogenic and
dominant inheritance in AM55-1A and two independeggnes with
epispastic interaction double recessive contraktasce in C-AC-15. The
backcross population (Bfderived from AM55-1A x ‘Véndrantais’ anc F
population fromC-AC-15 x ‘Véndrantais’ were utilized to identify QTLs
associated to resistanceRoxanthii using bulked segregation analysis with
243 SNP molecular markers. Two QTLBMAMS5-1A 1 and Pm-A55-
1A 2) were identified on ligation group V from AM55-1A‘Véndrantais’.
One QTL Pm-C-AC-15_5) on ligation group V and othePn-C-AC-15 9)

on ligation group IX.

Key words: Cucumis melo L. Genetic control. Powdery mildew. Molecular
markers. QTL.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Nordeste brasileiro responde por mais de 95%atdugdo e exportacao
de meldo Cucumis melo L., 2n=2x=24). Os principais Estados produtores no
periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2014 forddeara e o Rio Grande do
Norte, com respectivamente 61,14% e 38,76% da pé&mdexportacdo nacional
(MDIC/ALICE WEB, 2014) Os frutos produzidos tém como destino a
Comunidade Europeia, Estados Unidos, Asia e CNIgNES et al., 2011)0s
polos produtores séo Vale do Jaguaribe, no Ceardgropolo Mossoro-Assu, no
Rio grande do Norte. As razbes do destaque daosdeseEstados sédo as condicdes
climaticas favoraveis ao desenvolvimento da cultcoao altas temperaturas
(>28°C), baixa precipitacdo pluviométricag00 mm and), a alta luminosidade e
a adocao de tecnologia de precisdo pelas empresdsatgras. Nao obstante o
sucesso da cultura do meloeiro no Nordeste, muyitablemas de natureza
fitopatoldgica reduzem a producéo e qualidade dasd.

Dentre esses problemas, o oidio pode ser citado eoprincipal doenca
fungica da parte aérea na estacao “seca” de jurloera A referida doenca é
ocasionada pela espé&tedosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & N. Shishkoff
(SHISHKOFF, 2000), anteriormente conhecida p&hareotheca fuliginea
(Schlecht ex Fr.) Pollaci (S. fusca/Fr./Blumer, ade Braun) (BRAUN, 19950
fungo infecta principalmente a area foliar da aalfureduzindo a taxa
fotossintética da planta e por consequéncia dimdwa producéo e qualidade dos
frutos (SALES JUNIOR et al., 2011).

O controle do oidio do meloeiro é realizado pelicagdo de fungicidas a
base de enxofre (McGRANTH, 2001). No Brasil, osgioidas utilizados para o
controle de oidio representam uma parcela consieledbs custos de produgéo.
Todavia, nem sempre a doencga é totalmente condrotaino nos casos em que 0
fungo tem sua sensibilidade aos produtos quimiemtizida (HOLLOMON;
WHEELER, 2002). Por essa razdo, o uso de cultivasstente tem sido um dos

principais métodos utilizados com sucesso no clena®. xanthii (HOSOYA et

15



al., 2000). As principais vantagens do método safacil adocdo por parte do
produtor, a associacdo com outros métodos de ¢terra ndo agressdo ao meio
ambiente.

Uma primeira acdo € a identificacdo de fontes dsisténcia no
germoplasma disponivel. Por ser uma espécie extnenta polimorfica para
muitos caracteres, muitas fontes de resisténPiaxanthii, principalmente aquelas
de origem indiana, foram identificadas em meloeifodavia, em razdo da
variabilidade na populacéo do patégeno, a resisté&empre € superada, sendo
necesséaria uma busca incessante de novas fontesis&ncia no germoplasma
disponivel, em todo o mundo (DHILLON et al., 2012).

Uma vez identificadas fontes de resisténcia, éisweentender o controle
genético da resisténcia nessas fontes. Isso perdeanca depende da fonte de
resisténcia bem como dmackground genético do genitor suscetivel utilizado no
estudo. Em razdo disso, existem diferentes modoshatanca relatados na
literatura, todavia, a maioria dos estudos apontara modelos mais simples para
explicar o controle genético da resisténcia de eiedcaP. xanthii (JAHN et al.,
2002). O conhecimento da heranca é importante ponguteia 0 melhorista no
processo de transferéncia do(s) alelo(s) para ipasd&tomerciais.

Outro aspecto relevante nos programas de melhotameisando
resisténcia @&. xanthii é a eficiéncia do processo de selecdo. Em razatares
como métodos de inoculacao, avaliacdo, idade ddgpéacondicdes ambientais, a
fenotipagem é limitada e pouco eficiente em muitasos (COHEN et al., 2004),
sendo, portanto, necesséria a busca de ferramgquo&asubstitua ou tornem a
fenotipagem mais confiavel. Para isso, a ferrameatia utilizada é o emprego dos
marcadores moleculares de DNA para identificar Qndlacionados a caracteres
de interesse. O termo QTIQgantitative Trait Locis) corresponde as regides do
genoma responsaveis pela expressdo de caracteeepogsuam distribuicao
continua. Mapear um QTL significa identificar a gwsicdo no genoma e estimar
seus efeitos genéticos aditivos, de dominanciasta¢ipos dependendo do modelo
adotado COLLARD et al., 2005) Para realizar o mapeamento sdo utilizadas

diferentes populacdes come, Fetrocruzamentos, linhas recombinantes com o
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intuito € obter marcadores estritamente ligados gaoses de resisténcia. Nesse
sentido, para o patossiste@amelo e P. xanthii, foram realizados alguns trabalhos
gue identificaram QTLs em meloeiro (PITRAT, 1991ERN et al., 2002;
PERCHEPIED et al., 2005; FUKINO et al., 2008; YUSIISBONA et al.,
2011a; WANG et al., 2011; NING et al., 2013). Por@penas um deles foi capaz
de identificar um marcador estritamente ligado,G<cM) (ZHANG et al., 2012).
O presente trabalho foi realizado para atendeegsistes objetivos:
a) ldentificar e caracterizar morfolégica e moleculente fontes de
resisténcia &. xanthii;
b) Estudar o controle genético da resisténcia dosaseSM55-1A e C-
AC-15 aP. xanthii;
c) Identificar marcadores moleculares do tipo SNP @ados a genes de
resisténcia &. xanthii dos acessos AM55-1A e C-AC-15.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DIVERSIDADE GENETICA DO MELOEIRO

O meloeiro,Cucumis melo L., pertence ao génerBucumis da familia
Cucurbitaceae. A sua regidao de origem vem sendavenale debates entre
estudiosos. Um grupo defende o leste africano qumeavel centro de origem do
meloeiro. A principal linha de argumentacdo se &menta no numero de
cromossomos (2n=2x=24) uma vez que as demais espéeicucurbitaceas deste
género tém o mesmo numero basico de cromossomesl®} (KERJE; GRUM
2000; LUAN et al. 2008). Entretanto, a maior dsidade deandraces cultivadas
é encontrada na Asia (AKASHI et al. 2002; DWIVEDRIa. 2010). Em adicéo,
tem sido observado insucesso nos cruzamentos emdavo meloeiro e outras
espécies do géneftucumis da Africa (SEBASTIAN et al., 2010). Informacées de
sequencias de DNA mitocondrial e nuclear de acesfdsanos, asiaticos e
australianos apontam a Asia, mais especificamaritedia, como local de origem
do meloeiro a partir da espécecumis callosus (Rottle) Cogn. et Harms e que de
forma surpreendente, muitas espécies silvestregabasas sao estreitamente
relacionadas com o meloeiro (SEBASTIAN et al., 20H3tudos recentes sobre o
meloeiro se originou déucumis callosus (JOHN et al., 2012).

A espécie foi domesticada primeiramente devidoraposicdo nutricional
de suas sementes com posterior selecdo de frutmant® a sua domesticacao, o
meloeiro sofreu um intenso processo de diversificagroduzindo centros de
diversidade dessa cucurbitdcea. Os principais aentte diversidade estdo
localizados na bacia do Mar Mediterraneo (desdedeS8e europeu até a Turquia),
na Asia Central (Ird, Iraque e Uzbequistio), naaiedna Asia oriental em paises
como China, Japédo e Coréia (WHITAKER; DAVIS, 1962).

O meloeiro possuiu uma grande diversidade morfosgim toda a planta,
em especial em seus frutos, sendo considerada éie@smais polimorfica do
géneroCucumis (LUAN et al., 2010). Charles Naudin (1859) foi anpeiro a

subdividir a grande variacdo observada. O botafrecés trabalhou com uma
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colecdo de 2.000 acessos e dividiu a espécieelo em 16 variedades botéanicas.
O trabalho pioneiro de Naudin em 1859 foi a basa plassificacdes subsequentes
(COGNIAUX; HARMS, 1924; FILOV, 1960; WHITAKER; DAVS, 1962;
MUNGER; ROBINSON, 1991; PITRAT et al., 2000).

A espécieCucumis melo L. foi subdividida em duas subespécies em fungéo
da presenca e comprimento de pelos no ovario. 8egesse critério, cultivares
com ovarios de pelos longos pertencem a subespécestes; enquanto que
ovarios com pelos curtos identificam a subespémd (JEFREY, 1980). As
variedades ou grupo botanicagdulus, conomon, momordica, makuwa, chinensis
pertencem a subespédagrestis, enquantachate, flexuosus, tibish, adana, ameri,
cantalupensis, chandalak, reticulatus, inodorus e dudaim a subespécianelo
(PITRAT, 2008; BURGER et al.; 2010). Ressalta-sadaique algumas destas
variedades ndo sdo bem definidas pois muitas eaistatas sdo heterogéneas,
além disso, existem tipos intermediarios, dificulta, em muitas situacdes, a
classificacdo. Todavia, estudos atualizados conmcadares moleculares como
microssatélites e SNPs tém confirmado a class#izaroposta por Pitrat (2008)
(ESTERAS et al., 2013).

Dentro das variedades ou grupos botanicos estéipassde meldo, sendo
0os tipos comercializados no Brasil: Amarelo, Honegw, Pele de sapo,
Cantaloupe, Galia e Charentais. Os trés primeipiss tde meldo pertencem a
variedade botanicenodorus e se caracterizam por terem frutos sem aroma, boa
resisténcia ao transporte e elevada vida pés-tali@s frutos dos meldes do tipo
Cantaloupe (americano) e Charentais (europreu)asdmaticos, tém elevados
valores de solidos soluveis e baixa conservacaegbeita (NUNES et al., 2005).
O meldo Galia € de origem israelense (KARCHI, 20@3¥ses tipos de melédo
podem ser cruzados entre si, existindo continuidediee eles, com muitas formas
intermediérias. Com efeito, as diferentes carastieais fenotipicas dos tipos de
meldo podem ser combinadas e exploradas nos pragrdenmelhoramento dessa

cultura, propiciando a producao de genotipos sopE=i(PITRAT et al., 2000).
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2.2 OIDIO (Podosphaera xanthii)

O oidio é uma enfermidade de grande importancia@uira que afeta
mundialmente as cucurbitaceas, em especial 0 mélaoeferida doenca é
ocasionada pelas espécies fungiadosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & N.
Shishkoff (SHISHKOFF, 2000), anteriormente conhacidor Sphareotheca
fuliginea (Schlecht ex Fr.) Pollaci (S. fusca/Fr./Blumer eetia Braun) (BRAUN,
1995); e Golovinomyces cichoracearum (D.C.) V.P. Heluta (BRAUN, 1999),
anteriormente denominadarysiphe cichoracearum D.C. ex merat. As espécies
tém diferentes distribuices geograficas. A espétiexanthii é cosmopolita
(NARUZAWA et al., 2011), enquant@. cichoracearum parece ser prevalente no
continente europeu (MSTKOVA et al., 2009).

A possivel explicagdo para a distingdo nas disgiims geograficas pode
ser devida ao comportamento termofilo Be xanthii que possui faixa de
temperatura 6tima para germinacgao conidial entr@@®& contra uma faixa de 15-
25°C deG. cichoracearum (BERTRAND et al., 2002). E consenso entre os astor
gue P. xanthii é a principal espécie causadora de oidio em todmuado
(HOSOYA et al.,, 2000; DEL PINO et al., 2002; COHE& al., 2004;
McCREIGHT, 2006; MIAZZI et al., 2011; ZHANG et al2012). No Brasil, as
duas espécies foram detectadas em condi¢cdes deleasmetacdo no Estado do
Parana, ocasionando oidio em diversas cucurbitadeasmportancia econémica
(AGUIAR et al., 2012). Na regido Nordeste, apenasspécieP. xanthii foi
detectada em condicdes de campo (SALES JUNIOR, &(dl1).

A doencga ocorre principalmente nos periodos deabaixidade relativa do
ar e elevadas temperaturas. O oidio aparece easfgdleciolos e gemas jovens de
cucurbitaceas, como um po6 branco pulverulento cetoppor micélio denso e
esporos. Em condi¢des favoraveis ao desenvolvinsgmtoingo toda a superficie
da folha pode ser coberta pelas suas estruturdan@® pode chegar a cobrir
ambas as faces da folha e provocar desfolhacdo aprean nas plantas
(SITTERLY, 1978). A reducao da produtividade sealbasicamente a diminuigcao

da é&rea foliar para fotossintese.
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O oidio reduz o rendimento da cultura pela dimiaaiglo tamanho e
namero de frutos (VIANA et al., 2001) como da sualiglade do fruto (SALES
JUNIOR et al., 2011). Perdas de producéo proximag8% foram registradas em
lavouras de meloeiro em Cuba (DELGADO; LEMUS, 2004)

O fungo tem ciclos de vida assexual, mais comunsexual, que é
raramente observado em campos de cucurbitaceasdenotmundo. O ciclo de
vida assexual dB. xanthii inicia-se com deposi¢cdo do conidio em um hospedeir
suscetivel (Figura 1). O conidio produz um tubongeativo curto que se
diferencia em um apressorio a partir do qual unsttaio primario forma-se na
célula epidérmica. Do apressorio primario surge unfa primaria que forma
apressorios secundarios a partir dos quais se forhaustoérios secundarioA.
partir da hifa priméria formam-se hifas secundari@®nidiéforos emergem
verticalmente de algumas hifas secundérias. No depcada conidiéforo, cinco a
dez conidios de forma oval sdo produzidos em cadéiifas secundarias e
conidios formam o micélio branco na superficie @anta, sintoma caracteristico
do oidio. Por ser um fungo heterotalico, a repréadusexual ocorre somente apos o
encontro de hifas distintas quanto ao tipo de #mwaeato (Figura 1). Como
consequéncia, é produzido um tipo de corpo defifragido denominado de
chasmothecia. Os chasmothecium contém um asco com oito ascosporos
geneticamente diferentes (PEREZ-GARCIA et al., 2009
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e conidiéforos Producio de cleistotécios

Formacio de micélio /—’

Ciclo assexual Ciclo sexual

Germinagao conidial Coldnias de fungo sobre a folha

e desenvolvimento dehifas B

Deposicio de conidios Cleistotécio liberando um asco

em um hospedeiro suscetivel

Figura 1. Ciclos de vida assexual e sexuaPdeanthii (Adaptado de PEREZ-
GARCIA et al., 2009).

Existe variabilidade genética nas populacbes dpécesP. xanthii e G.
cichoracearum em todo o mundo (HOSOYA et al., 1999; HOSOYA et 2000).
A variabilidade constatada el xanthii € maior em relagdo aquela observada em
G. cichoracearum uma vez que foram registradas 45 ra¢aB.d@anthii e 13 racas
de G. cichoracearum (McCREIGHT et al., 2012). Isso sem levar em comsidao
a variagdo patotipica dentro das racas da espgckanthii. Em levantamento
preliminar de racas de xanthii no Brasil, Reis e Buso (2004) observaram que de
31 isolados, 21 eram da raca 1 e oito da racai@msiando a prevaléncia da raca
1. Com uma amostra de 65 isolados, a maioria pientes do Nordeste, Fazza
(2006) identificou as racas 0, 1, 2 (FR), 3, 4 edin prevaléncia das racas 1 e 2.
Sales Junior et al. (2011) também observaram pee@ das racas 1 e 2 no
Agropolo Mossoré-Assu. A presenca de racas € umdgrgroblema para o
melhoramento genético. A variacdo na populacédoadégeno diminui a vida util
das cultivares resistentes (HOSOYA et al., 2000). €sta razdo, é importante
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sempre acompanhar as racas prevalentes em ummideids regido para orientar
os programas de melhoramento (BURGER et al., 2010).

O controle quimico é realizado por aplicacbes dwiftidas a base de
enxofre (MCGRANTH, 2001). No entanto, além de sg€roso e perigoso para o
ambiente, tem sido pouco eficiente (HOLLOMON; WHHEHR, 2002). Por outro
lado, a importdncia de métodos alternativos de ronttem aumentado
significativamente frente as pressdes por prodotws menores quantidades de

residuos e reducdo da contaminacdo ambiental.

2.3 GENETICA DA RESISTENCIA

Uma das alternativas é o uso de cultivares corstéesiia genética. O uso
de resisténcia genética tem como principais vantage acessibilidade pelo
produtor, ndo contaminacgéo ou poluicdo ao meio embbie compatibilidade com
outros métodos de controle. O melhoramento genptica resisténcia R xanthii
tem sido realizado com sucesso em varias partesidalo, contudo a grande
variabilidade genética da populacdo do patégenouttd o trabalho de obtencéo
de cultivares resistente (HOSOYA et al., 1999).

Os trabalhos com resisténcia genétida ganthii iniciaram-se pela coleta
de acessos de meldao em diversas partes do mun@&GER et al., 1938). Em um
acesso proveniente da india (Pl 78374) observaoasisténcia ao oidio raca 1. Em
seguida, por meio de um programa de retrocruzameotmbinado com selecdo de
campo, observou-se que a raga 1 era controladampagene simples contido na
cultivar ‘PMR 45’. Todavia, no ano seguinte, ‘PMR’ & suas selecbes foram
suscetiveis ao oidio, evidenciando uma nova ragae§de resisténcia a essa nova
raca, denominada de raca 2, foram obtidos em PT4/83tilizando a cultivar
‘PMR 45’ como genitor, novas cultivares resisteraeaca 2 foram desenvolvidas,
como por exemplo: ‘PMR 5, '‘PMR 6 e PMR 7. BohWhitaker (1964)
verificaram que a resisténcia a raga 2 era cowl@ofgor um gene parcialmente
dominante,Pm2. Harwood; Markarian (1968), usando a variedademiSele’,

oriundo de Pl 124112, demonstraram que a resistéra controlada por dois
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pares de genes os quais tinham efeitos parcialnagtiti®os. Os genes maiores
mostraram dominancia parcial, enquanto genes merweninancia completa.
Essa resisténcia era diferente daquela Pag e foi altamente eficaz no leste dos
EUA, mas menos no Oeste.

A historia aponta alguns os acessos da variedatiniba momordica
como as principais fontes de resisténcia as digseragas deP. xanthii e G.
cichoracearum (DHILLON et al.,, 2012). Estudos mais recentes fifiearam
novas fontes de resisténcia, como ‘PMAR N° 5’ tesi® a raca 1 (FUKINO et al.,
2004), TGR-1551' (YUSTE-LISBONA et al., 2010) stsnte as ragas 1, 2 e 5, ‘PI
313970’ resistente a raca ‘SSEDLAROVA et al., 2009)Os principais hibridos
cultivados no Agropolo Mossor6-Assu tém resistériciaaca 1 e 2 em razdo da
prevalencia dessas racas nesta regiao de culthdZg, 2006; SALES JUNIOR
et al., 2011).

Para o aproveitamento das fontes de resisténcimsferéncia de alelos de
interesse é importante o conhecimento da herangadviaa na resisténcia. Nesse
sentido, muitos trabalhos foram realizados a medjda novas fontes eram
identificadas (JAGGER et al., 1938; HARWOOD; MARKAR, 1968; EPINAT
et al.,, 1993; FLORIS; ALVAREZ, 1995; FUKINO et al2004; PITRAT;
BESOMBLES, 2008; YUSTI-LISBONA et al., 2010; McCREHT; COFFEY,
2011). Os resultados relatados foram muito divaegerentre 0os manuscritos
devido a diversos fatores como genitores, racagmdog de avaliacdo e condi¢cdes

ambientais.

2.4 IDENTIFICACAO DE MARCADORES DE DNA RELACIONADOSA
GENES DE REISTENCIA APodosphaera xanthii EM MELOEIRO

Os primeiros marcadores moleculares, também chanadelanarcadores
bioquimicos, foram as isoenzimas. Esses marcadoaes populares no inicio dos
anos 70, devido aos avangos em géis de amido eldexgdo histoquimica de
proteinas. Avancos na biologia molecular permitiramdesenvolvimento de

marcadores de polimorfismos baseados em sequétei@NA. Os marcadores
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RFLP (polimorfismo de restricdo de comprimento dagfento) baseiam-se nas
variagbes do tamanho dos fragmentos de DNA. Estescatiores sao
codominantes e foram amplamente utilizados nos ase 90. Com o
estabelecimento da técnica de PCR, novos marcadamnes RAPD (polimorfismo
de DNA amplificado ao acaso), AFLP (polimorfismo demprimento de
fragmentos amplificados), SCAR (regides amplificadaaracterizadas por
sequéncias), SSR (seqiéncias simples repetidasNRs fpolimorfismo de
nucleotideo simples) foram desenvolvidos (BECERRAREDES, 2000).

Os marcadores SNPs s&o mais recentes e se baseiatateccdo de
polimorfismo resultante da alteragdo de uma Unaseldo genoma. Para que a
variagdo seja considerada SNP, ela precisa ocemerpelo menos 1% da
populacdo. A presenca de SNPs em meloeiro foiaddatnicialmente pelos
trabalhos realizados por pesquisadores espanh@isamF identificados 768
marcadores do tipo SNPs desenvolvidos na platafsbold Gate’ (MORALES et
al., 2004; DELEU et al., 2009; BLANCA et al., 201Esses SNPs identificados
silico foram posteriormente validados utilizando-se ifdlios representantes de
diferentes variedades boténicas (ESTERAS et dl3)20

O termo QTL (em inglés Quantiative Trait Loci) asponde a uma regido
do genoma relacionada a um caracter de herancditgtisa. O mapeamento de
QTLs consiste em se detectar uma associacdo erferdtipo em questdo e o
genotipo de marcadores (TANKSLEY, 1993). Além dissstima-se seus efeitos
genéticos aditivos, de dominancia e epsitaticoendgndo do modelo adotado
(COLLARD et al., 2005). Existem alguns trabalhog gelatam a identificagéo de
QTLs ligados a genes de resisténcia a determinadas deP. xanthii. Varios
QTLs foram identificados no grupo de ligagdo Rm-W da linhagem WMR-29
(PITRAT, 1991); PmNA (WANG et al.,, 2011),Pmv.1 da diferenciadora PI
124112 (PERCHEPIED et al. 2005) RmR do acesso TGR-1551 (YUSTE-
LISBONA et al., 2011a). Os QTLBmy do acesso VA 435 (PITRAT, 1991,
PERIN et al. 2002)PmXII.1 (PERCHEPIED et al. 2005) e um QTL relatado por
Fukino et al. (2008) estdo associados ao grupoigdedo XI. O QTL Pm-x

(PITRAT, 1991; PERIN et al. 2002) e um segundo FUKINO et al.
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2008) estdo associados com o grupo de ligacdoodllBhasil, foi identificado o
QTL Pm-1 da linhagem AF-125 associado ao LG IX (TEIXEIRA&kt 2008).
Estudando o cruzamento entre Pl 414723 x ‘Véndisinthazza et al. (2013)
observou a presenca de QTLs no grupo de ligacatehominados demx1.5 e
Pm-x3. O primeiro associado a resisténcia as ragas ,leeo5segundo, a raga 3.
Também foi detectado um marcador AFLP (H35M75_1d)ado a 1,3 cM de
Pm-x1.5 e 3,8 cM dePm-x3.

N&o h& informacdes sobre o mapeamento de QTLs domes de
resisténcias identificadas entre os acessos omurto pequenos produtores
brasileiros, sendo, portanto, importante, taisrmi;des para auxiliar a selecéo e
desenvolvimento de cultivares resistentes as rg@gasalentes no semiarido
brasileiro.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
ACESSOS DE MELOEIRO RESISTENTES A Podosphaera xanthii
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RESUMO

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereif@aracterizagdo morfologica e molecular de
acessos de meloeiro resistentes Rodosphaera xanthii. 2014. 125p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universiddeederal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

O oidio causado pdPodosphaera xanthii limita a producdo de meldo em todo o
mundo. O uso de cultivares resistentes é a prihegieatégia para controlar essa
doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar cerda e seis acessos de meldo de
diferentes origens geograficas para resisténcR @anthii usando inoculacao
artificial em condicbes de casa de vegetacdo eran¢a, Espanha. Os acessos
resistentes C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 e MB%5-1A foram
caracterizados com caracteres morfologicos e mareadmicrossatélites. Os
acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 exibirararacteristicas da
variedade botanicaomordica, enquanto o acesso AM55-1A exibiu caracteristicas
da variedade botanicacidulus. A caracterizagdo molecular confirmou os
resultados observados na caracterizacdo morfolo@dsaacessos identificados
podem ser Uteis como fontes de resisténcia emaragy de melhoramento p&a
xanthii.

Palavras-chave Cucumis melo L. Oidio. Germoplasma. Microssatélites. Pré-

melhoramento.
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ABSTRACT

NUNES, Elaine Welk Lopes PereiraMorfological and molecular
characterization of melon accessions resistant tBodosphaera xanthii. 2014.
125p. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Scienceniversidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

Powdery mildew caused WBodosphaera xanthii limits to production of melon in
worldwide. Cultivars resistant are main strategycsootrol Powdery mildew. The
aim objetive of the present work was evaluate ity melon accessions with
different geographical origins for resistance B xanthii using artificial
inoculation procedure under greenhouse conditiansValencia, Spain. The
resistant accessions C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, G4 and AM55-1A were
characterized with morphological traits and mictelites markers. The
accessions C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 exbi characteristics of
botanical variety momordica while the accession AM55-1A exhibited
characteristics of botanical varietgcidulus. The molecular characterization
confirmed the results observed in morphologicalratizrization. The accessions
identified may be useful as sources of resistanderéeding programs agairiat
xanthii.

Key Words: Cucumis melo. Powdery mildew. Germplasm. Microsatellites. Pre-

breeding.
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1 INTRODUGAO

O oidio é uma das principais doencas fungicas ttaraudo meldo em
todas as partes do mundo. Essa doenca € ocasipeladaespécidlodosphaera
xanthii e Golovinomyces cichoracearum (KUZUYA et al., 2006). As duas
espécies foram detectadas em condi¢cOes de casgekagdo no Estado do Parana,
ocasionando oidio em diversas cucurbitdceas deridmmia econémica (AGUIAR
et al., 2012). Na regido Nordeste, apenas a espexamthii foi detectada (SALES
JUNIOR et al., 2011).

A doenca é caracterizada pelo aparecimento de astiorento branco e
pulverulento correspondente ao micélio, conidiGoeo conidios do fungo. Sob
condicbes ideais para o desenvolvimento do fungo hespedeiro com alta
suscetibilidade, as plantas severamente atacadatenpeo vigor e ocorre
desfolhamento prematuro, tendo como consequéncéalg;do da produtividade
(KUZUYA et al.,, 2006). A reducdo da produtividade deve basicamente a
diminuicdo da area foliar para fotossintese (VIABtAal., 2001; SALES JUNIOR
et al., 2011). Foram estimadas perdas de produg@onms a 50% em Cuba
(DELGADO; LEMUS, 2004). Todavia, a experiéncia apamhando cultivos em
talhbes de meloeiro junto ao setor produtivo noofiglo Mossoro-Assu tem
mostrado estimativas de perdas superiores em @aeaeducdo da qualidade do
fruto.

O controle do oidio do meloeiro tem sido realizaoda aplicacdo de
fungicidas a base de enxofre (HOLLOMON; WHEELERQ2pe, ou, pelo uso de
cultivares resistentes (McCREIGHT, 2006; DHILLONa&t 2012). Nao obstante,
nos ultimos anos, em razao de pressdes dos cormesigor alimentos com
menor quantidade de produtos quimicos fitossaofatem sido dado um grande
enfoque ao controle genético. O controle genétiond vantagem de ser seguro ao
ambiente, ter f4cil adogéo e ser complementarr@®utétodos de controle.

Uma das primeiras acdes para se obter cultivarsstentes é a

identificacdo de fontes de resisténcia no germamagdisponivel. Historicamente,
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as principais fontes de resisténcia aos dois pat&gyeausadores de oidio sdo
provenientes da india, especialmente da variedadénisa momordica
(DHILLON et al., 2012). Introduc¢demomordica como Pl 124111, Pl 124112, PI
414723 e linhagem ‘MR-1' tém sido utilizadas emguemnas de melhoramento
genético (PITRAT, 2008). A primeira cultivar resiste ao oidio, ‘PMR N° 45’, foi
obtida a partir do cruzamento entre o0 acesso ee$est#525 da variedade
momordica e a cultivar ‘Hales Best' (JAGGER; SCOTT, 1937)eA de acessos
momordica, fontes de resisténcia pertencentes as outrastheaieés botanicas foram
identificadas, tais como o acesswculus TGR 1551 proveniente de Zimbabue e
resistente as racas 1, 2 e 5 (YUSTE-LISBONA e2@10) e o acesso Pl 313970
(McCREIGHT, 2003). Por outro lado, em raz&o daalilidade na populacdo do
patdgeno é necessario um trabalho continuo de ldescavas fontes de resisténcia
em bancos de germoplasma do mundo todo (HOSOYA é1989).

O meloeiro é a mais polimérfica dentre as cucucb#d do género
Cucumis, tendo germoplasmadisponivel em varias partes do mundo (BURGER et
al.,, 2010). Mesmo tendo seus centros de origem,esdtcacbes primaria e
secundaria em regifes distantes do Brasil, existamiedades tradicionais
adaptadas as diferentes condicdes edafo-climatieasonais. As variedades
tradicionais de meloeiro, introduzidos desde o Isé¥WI pela imigracdo, ainda
existem devido aos trabalhos de selecao realizaxhogarios ciclos por pequenos
agricultores. As referidas variedades tém sido tadés na agricultura de
subsisténcia de varios estados do Nordeste brasiteim como em outros estados
(DELWING et al., 2007).

Todavia, existe caréncia de informagfes sobre gioedo germoplasma
nacional aos principais patégenos da cultura, sivtuo agente causal do oidi,
xanthii. ~ Sendo, portanto, necessarias acgbes de pesogisgaspermitam a
identificacdo de fontes de resisténcia para ascipdais pragas e doengas
importantes na regido. Também existem carénciasadgcterizagdo de acessos
quanto as caracteristicas quantitativas e quabistie frutos, sendo essa uma das

limitacBes para o pouco uso do germoplasma dispbdéssa cucurbitacea.
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O presente trabalho que teve o objetivo de ideatifie caracterizar

morfologica e molecularmente fontes de resistéaBiaxanthii.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacao da reacao de acessBsxanthii
2.1.1 Local

O experimento foi conduzido no periodo de junhailag 14/06/2012 a
31/07/2012 na casa de vegetacdo e Laboratério deoMenento Genético de
Cucurbitaceas do Instituto de Conservacion Y Mejdea La Agrodiversidad
Valenciana (COMAV) na Universidad Politénica de &falia (UPV), em Valencia,
Espanha. O municipio de Valencia, na Comunidaén&na, esta situado a uma
latitude norte de 39° 281", longitude 0° 22' 38"a oeste de Greenwich e tem
13,0 m de altitude acima do nivel do mar. Duranteedodo de execucdo do
experimento, a temperatura média na casa de végefisicde 27,8°C e a umidade

relativa do ar de 61,5%.

2.1.2 Germoplasma

Foram avaliados 56 acessos do Banco de germopldsmiastituto de
Conservacion Y Mejora de La Agrodiversidad ValenaidCOMAYV) oriundos de
diversas partes do mundo (Tabela 1). Dentre osesewaliados, foram incluidas
dez cultivares diferenciadoras de raca$deanthii (JAHN et al., 2002). Entre os
acessos, quatro pertencem a Colecdo de Germoplerumiversidade Federal
Rural do Semi-arido (UFERSA).

No presente estudo, visando a identificacdo dgspdaram utilizadas dez
diferenciadoras MR1; WMR29; PMR5; PMR6; PMR45; Ealid7; Véndrantais;
Pl414723; P1124112 e PI1124111.
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Tabela 1. Acessos de meloeiro avaliados para reagdodosphaera xanthii.
Valencia, UPV, 2014.

Acesso Grupo Origem Acesso Grupo ) Origem
C-AC-02 momordica Brasil P1124112 momordica India
C-AC-09 momordica Brasil Pl 482393 agrestis Zimbabue
C-AC-15 momordica Brasil  ASI-C-11 ameri Georgia
C-AC-34 momordica Brasil PI185111 agrestis Ghana

Ra-chibber-1A agrestis india  Pl1164320 chito india
AHK-119-1B agrestis india C-30 makuwa Japao
WM-3-1B agrestis india Pat-81 conomon Coreia
WM-7-1D agrestis india CUM-287 agrestis Nigéria
WM-9-2A agrestis india Pl 436534 agrestis Senegal
WM-9-2B agrestis india C-61 inodorus Espanha
WN-19-1F agrestis india P1 167057  flexuosus Turquia
WM-22 agrestis india ASI-C-5 ameri Uzbequistdo
WM-24-2D agrestis india P1 505602 acidulus Zambia
WN-44-1A agrestis india P1 482429 agrestis Zimbabue
WM-64-2A agrestis india  Freeman's C. conomon Coreia

SM-81 momordica india Paul conomon Japéo

SM-113-B momordica india P1 161375  conomon Japéo
AM-78-1B momordica india 1-180 dudaim Afeganistdo
AM-7-2B momordica india Silka acidulus india
AM55-1A acidulus india 1-188 flexuosus Arabia
P1-414723 momordica india Tayer 7 agrestis Sudao

PMR-5 cantaloupensis  USA Tendelti agrestis Sudao

PMR-6 cantaloupensis  USA Khurtagat tibish Sudéao
PMR-45 cantaloupensis  USA BC1-1-19 tibish Sudéao

‘MR-1’ momordica india F1-1-199 tibish Sudéo
WMR-29 cantaloupensis  USA Gulf Cost cantaloupensis USA
Edisto 47 cantaloupensis  USA TGR-1551 acidulus Zimbabue

‘Véndrantais’ cantaloupensis Franca AR-HBJ cantaloupensis USA
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2.1.3 Obtencao e manutencao do inéculo

Foi utilizado o isolado dPodosphaera xanthii UP-PX-01 coletado em uma
planta do terceiro retrocruzamento da populacalindagem C-61’ (tipo pele de
sapo e variedade@odorus) e C-30 (Grupanakuwa) oriundo da casa de vegetagéo
na Universidad Politécnica de Valencia (UPV), enteYieia, Espanha.

O isolado foi mantido por inoculagdes periodicanda 30 dias em plantas
da linhagem C-61'. As inoculagdes foram realizagias cotilédones e folhas de
plantas no estagio de trés folhas verdadeiras caoxitio de pincel com cerdas de
camelo n® 2, previamente desinfestado em &lcool. 7@%oplantas inoculadas
foram mantidas em casa de vegetacgédo isoladasiwadalt em vasos plasticos com

capacidade de 3 litros, preenchidos com substom@icial Huminsubstrat N3
2.1.4 Inoculacéo e Avaliacdo

A inoculacdo e a avaliacdo foram feitas em caseedetacao isolada em
plantas cultivadas em vasos de 1 litro, preencipdo substrato comercial
supracitado. A inoculacao foi feita 20 dias ap&dsmeadura em plantas no estagio
de trés folhas verdadeiras conforme metodologiaregagla por McCreight
(2003). Realizou-se a avaliagdo nas folhas aosa®5aghds a inoculacao utilizando
a escala de notas de 1 a 9. Foram feitas adaptagdesitérios de classificagéo de
resisténcia/susceptibilidade definidos por McCrei¢gP003). Assim sendo, as
seguintes classes de reacdo foram definidas: Bet®s(R) [1;3,9], resisténcia
intermediaria (IR) [4,0;5,9]; Suscetivel (S) [6,86e altamente suscetivel (AS)
[7:9].

A escala de notas utilizada para a avaliacdo dgficedos acessosR
Xanthii conforme McCreight (2003), 1. Sem sintomas da daef@¢ Tracos de
hifas e sem esporulacdo na superficie adaxialjfaslfestritas sem esporulacdo na
superficie adaxial; 4: Poucas colbnias e com efgg#a na superficie adaxial; 5:
Colbnias espalhadas e esporulando na superficidadd: Numerosas coldnias

esporulando na superficie adaxial; 7: Aproximaddmén 50% da superficie
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adaxial coberta com hifas e esporos com poucasiiesléha regido abaxial e
abundante esporulacéo; 8: Mais de 50% da supedizgial coberta com hifas e
esporos com colbnias espalhadas na regido abazialiredante esporulacdo e 9:
Mais de 75% da superficie adaxial coberta com Rifasporos com numerosas ou

coalescentes coldnias na regido abaxial e abundapteulacéo.

2.1.5 Delineamento e Andlises estatisticas

O delineamento utilizado foi o inteiramente cassbd com cinco
repeticdes. A unidade experimental foi constitydda um vaso, com uma planta.
Os dados foram avaliados de acordo com o testepagamétrico de Kruskal-
Wallis, com nivel nominal de significancia de 5% mtebabilidade ¢ = 0,05). A
andlise foi realizada utilizando o Software SAS Szer 9.2 (SAS INSTITUTE,
2005).

2. 2 Caracterizacdo morfoldgica dos acessos

2.2.1 Local

A caracterizacdo foi realizada na Horta didatica Riepartamento de
Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rur@etui-Arido (UFERSA) entre
0s meses de setembro e novembro de 2013, no mordeiplossoré-RN, situado
na latitude Sul 5° 11, longitude 37° 20’ a oesteGteenwich e com altitude de
18 m. Conforme a Classificagdo de Kdppen, o clingb éipo BSwh’, ou seja,
seco e muito quente, com duas estacdes climatieas definidas, a seca que
ocorre de junho a janeiro e a outra chuvosa dedaweea maio (CARMO FILHO;
OLIVEIRA, 1989). Os valores médios da temperaturaxima, temperatura
minima, umidade relativa do ar e precipitacédo plnétrica durante o periodo de
setembro a novembro da caracterizagdo dos acesspectivamente: 33,3°C;
23°C; 64,3°C e 0.
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O solo do local foi classificado como Argissolo Wetho-Amarelo
Equivalente Eutrofico (EMBRAPA, 1999). Foram retiaa amostras simples na
profundidade de 0 a 20 centimetros para analismicali Destas, formou-se a
amostra composta, que foi preparada e enviadébaoalério de analises quimica
e fisica do solo da UFERSA para andlise. O resuiiiadanalise do solo com pH=
6,60 da area experimental apresentou os seguetesst Ca= 8,10; Mg =2,87;
Al=0,10; H + Al= 1,30 e k= 0,82 em meg/100ml. @sres em ppm de P= 23,50;
Na= 17,00 e M.O=1,3.

2.2.2 Germoplasma

Foram caracterizados os acessos C-AC-02, C-AC-08C a5, C-AC-34,
AMS55-1A avaliados como resistentes Fa xanthii no ensaio realizado em
Valencia na Espanha e os hibridos ‘Vereda’ e ‘Olim® hibrido ‘Vereda’ € do
tipo amarelo e pertence a variedade botaimodorus. O hibrido ‘Olimpic’ é do

tipo cantaloupe e pertence a variedade botaaiaal oupensis.

2.2.3 Caracteriza¢do morfolégica

O preparo do solo constou de uma aracdo e umaggadaeguida de
sulcamento em linhas, espacadas de 2,0 m com pidade de
aproximadamente 20 cm, onde foi realizada a adobdg&undacéo, utilizando-
se 6,0 t hdde esterco bovino e 120 kg'hde ROs. Os adubos foram aplicados
nos sulcos de plantio e incorporados com enxadauahai\pds a mistura do
adubo na linha de plantio foram estendidas manudén@s mangueiras e
colocou-se anulching preto/prata com 1,0 metro de largura.

As sementes dos acessos/hibridos foram colocadasnenestufa agricola
por um dia, a uma temperatura de 37°C. ApOs a &mida radicula, foram
transferidas para bandejas de polietileno com ¥8las, contendo substrato

comercial Plantm& sendo colocada uma plantula por célula, onde qezoeu
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por 15 dias. O transplantio foi realizado quandonasdas apresentavam a
primeira folha definitiva expandida.

A irrigacdo foi realizada com uso de mangueiras gotejadores de 1,6 I.
hora® de vazao. A fertirrigacéo foi feita com base efardintes concentracdes da
solugéo nutritiva proposta por Furlani (1999). @agmmento adotado foi de 2,0
metros entre linha e 0,3 metros entre plantas.

As colheitas foram realizadas manualmente no mésadembro. Os
frutos foram retirados das plantas com auxilio deiwetes, identificados com
marcadores permanentes e colocados em monoblot@s@am transportados
para o Laboratorio de Pds-colheita da Universideetieral Rural do Semi-Arido

para avaliagdo dos caracteres estudados.
2.2.4 Caracteres avaliados

A avaliacdo foi realizada por caracteres qualitetie quantitativos. Os
caracteres qualitativos utilizados foram os segsintor do epicarpo, cor do
mesocarpo, rachadura de fruto, expressao sexuggisdb do pedunculo e aroma
(IPGRI, 2003). As avaliagbes foram feitas pela olemgio visual das
caracteristicas.

Os caracteres quantitativos avaliados foram:

a) Numero de frutos por planta: razdo entre o numetad tle frutos e o

namero de plantas total da parcela;

b) Massa média do fruto: todos os frutos da amostenfg@esados com
uso de uma balanca, expressa em gramas (Q);

c) Indice de formato: obtida pela relacéo entre digonkngitudinal e
diametro transversal, medido na regido equatoadiuto com auxilio
de um paquimetro;

d) Espessura da polpa: utilizando um paquimetro fmiatta na regido
equatorial, a partir dos frutos seccionados trass¥@ente, a parte do
fruto que contém o inicio da cavidade placentat@& @ inicio da

formacgéo da casca, expressa em milimetros (mm);
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e) Firmeza da polpa: apds corte transversal do ffotam tomadas trés
leituras por fruto em cada lado da polpa, na regi@oatorial,
equidistantes em relacdo ao comprimento e a espedawolpa. Foi
utilizado um penetrometro Wagfietom pluncher de ponta conica de
8,0 mm (Fruit Pressure Tester — FT 011. MOD) paredima
resisténcia na polpa, os resultados foram expresaddewton (N);

f) Solidos soluveis: foi retirada uma amostra de apradamente 2/3 da
espessura da polpa na regido equatorial do fruvo,sentido da
cavidade. A amostra foi pressionada manualmentgueéuma parte
do suco fosse depositada em um refratbmetro didifagital

Refractometer Palette 100), e os resultados forqressos em © Brix.

2.2.5 Andlises estatisticas

O ensaio de caracterizacdo foi conduzido em detieeto de blocos
casualizado com trés repeticdes, sendo a parcelposta por uma linha com dez
plantas. A area util da parcela correspondeu as @lantas centrais, enquanto
gue as duas plantas nas extremidades formarandacuwwa.

Para os caracteres quantitativos realizou-se asard varidncia em um
modelo composto pelo efeito de blocos como alaatd efeito de acesso como
fixo. O agrupamento dos acessos foi realizado pékmdo de Scott-Knott (1974).
Todas as anadlises foram processadas no progra@&BI8ersado 5.3 (Build 77)
(FERREIRA, 2011).

2.3 Caracterizagdo molecular dos acessos
2.3.1 Local

A caracterizacdo molecular foi realizada no Lakipiat de Biologia
Molecular do Departamento de Ciéncias Vegetais miadusidade Federal Rural
do Semi-Arido (UFERSA).
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2.3.2 Germoplasma

Os acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 e AMA,
considerados resistentes Pa xanthii mais 18 acessos padrdes de referéncia
(Tabela 2) foram caracterizados molecularmente &BR. Os acessos de
referéncias contemplam a variabilidade das varesldzbtanicas observadas e
classificadas na espécemelo (ESTERAS et al., 2013).

Tabela 2. Cdédigo, origem e variedade dos acessadosiscomo padrbes de

referéncia, 2014.

Acesso Codigo* Origem Variedade
Cucumis mel o subespecies melo
Amaral” In-01 Rijk Zwaar? inodorus
Mandacarli In-02 Fitd® inodorus
Natal” In-03 Rijk Zwaar? inodorus
Pifionet Piel de sapo In-04 Espanha inodorus
Kizil Uruk Ame Uzbequistao ameri
Dulce Can-01 USA cantalupensis
Vedrantais Can-02 Franca cantalupensis
Snakemelon Fle Arabia flexuosus
Queen’s Pocket Dud Afeganistao dudaim
Melon
Cucumis mel o subespecies agrestis
Kharbuja Mom-01 india momordica
Pl 124112 Mom-02 india momordica
MR1 Mom-03 india momordica
P1161375 Con Coréia chinensis
P1482420, TGR1551 Aci Zimbabue  acidulus
Tibish Tib Sudéao tibish
P1 164320, Velleri Chi india chito
P1185111, 15591 Ag-01 Gana agrestis
Wild Chibbar Ag-02 Punjab agrestis
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2.3.3 Extracdo de DNA

DNA de cada um dos acessos foi extraido a partir pdatocolo
desenvolvido por Doyle e Doyle (1990), com modifi@as. As folhas jovens
foram maceradas em nitrogénio liquido e transferira microtubos estéreis de
2 mL. O tampéo de extragdo foi preparado conterifbul de Tris-HCI (100
uM), 280 uL de NacCl (1,4M), 40QuL de EDTA (20mM), 300 mL de CTAB
(2,0%), 0,01 g de PVP40 (1,0%), 2i(8 4gua Milig e 2uL de B-mercaptoetanol
(0,2%), e logo apos pipetou-se 70 desse tampédo de extracdo, os quais foram
colocados nos microtubos. Os microtubos foram destie colocados em banho-
maria a temperatura de 65 °C durante 40 minutosicsestes, agitados a cada 10
minutos. Em seguida, foram adicionados 8Q0de alcool isoamilico (24:1) nos
microtubos, os quais foram vertidos e centrifugado$4.000 rpm, durante 7
minutos e, em seguida, transferiu-se a fase supddaquosa) para novo
microtubo, sendo esta etapa, repetida mais umalegn apds, adicionou-se a
fase aquosa 40QL de isopropanol gelado, homogeneizando a solu¢écaa
formacdo dopellet. As amostras foram colocadas em congelador par@she
posteriormente centrifugadas a 14.000 gumante 10 minutos. Para limpeza do
pellet, adicionou-se 1 ml de etanol 70% no microtubo,dees mesmos
centrifugados a 14.000 rpdurante 5 minutos, descartando o sobrenadante. Em
seguida adicionou-se 1 ml de etanol 90% aos micostuos quais foram
centrifugados novamente a 14.000 rdorante 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado novamente, deixando aperaelet no microtubo. As amostras foram
colocadas em estufa a 70 °C durante 20 minutagyedpdés, adicionou-se pl
de RNAse nos microtubos, os quais foram incubad®s @ em banho-maria. A
quantificacdo de DNA foi realizada em géis de agm@ 1% (p/v), comparando-
se visualmente a intensidade das bandas do DNAgeldtipos extraidos, com
bandas de peso molecular conhecido de 1 kb. Ampsatificacdo, as amostras
foram diluidas em agua ultrapura e foram padromigain 10 nglL™ para serem

utilizados nas reacfes de PGRIfmerase Chain Reaction).
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2.3.4 Reacédo de PCR

As reacdes de amplificacdo foram feitas em um veldotal de 1QuL,
contendo 10 mM (pH 8,3) de Tris-HCI, 50 mM de K@l mM de MgC],
0,25mM de cada dNTP, 250 nM de cada um dos 15edifies primers SSR
(CMMS1-3; CMMS2-3; CMMS3-2; CMMS4-3; CMMS12-6; CMMS-4;
CMMS22-2; CMMS24-3; CMMS30-3; CMMS33-1; CMMS33-2;MBS34-8;
CMMS34-10; CMMS35-4 e CMMS35-5) (Tabela 3), 0,5 & dag DNA
polimerase e, aproximadamente, 10 ng de DNA. Adifioggdes foram realizadas
em termociclador Biocycler de acordo com o seguynbgrama: 94°C por 2 min +
40 ciclos de 94°C por 30 seg, 54°C por 1 min, 7@0€ 1 min, extenséo final de
72°C por 4 min e redugéo a 15°C.

As amostras foram diluidas em agua ultrapura erfgradronizadas em 10
ng/ uL para serem utilizadas nas analises de microgeatéhpds a reacéo foram
adicionados 1QiL de solucéo contendo 0,05% de azul de bromoféh0§% de
xyleno cianol, EDTA 10mM e formamida 95%. Os pradude amplificacédo
foram desnaturados a 95°C por 5 mim no termociclado

Os fragmentos amplificados foram separados emoébedise vertical em
gel de poliacrilamida 6%, corados com nitrato datgrconforme Creste et al.
(2003). O padrdao de peso molecular de 50 paresadesbfoi utilizado para

identificar os fragmentos amplificados.

2.3.5 Analises estatisticas

Foi estimada a similaridade genética de acordoenmem 1983 (CRUZ,
2011). O método usado para realizar a analise dpagento foi feito com base
na matriz de dissimilaridade do tipo hierarquicocGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean). As analises de divergéncia genética foram
processadas no programa Powermarker (LIU; MUSE5R0ED dendrogramé#oi
construido com o programa Mega 4.0 (TAMURA et2007). A Andlise Fatorial

52



de Correspondéncia (AFC) foi realizada conformecidkes por Perrier et al.
(2003).
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Tabela 3. Primers de microssatélite sintetizados @acumis melo. Mossoré-RN, UFERSA, 2014.

Primer

Sequencia

Scaffold

CMMS1-3
CMMS2-3
CMMS3-2
CMMS4-3
CMMS12-6
CMMS15-4
CMMS22-2
CMMS24-3
CMMS30-3
CMMS33-1
CMMS33-2
CMMS34-8

TTGAATGATTGGAGGGAAGATAACG / CAAATATTGATGGATTTAATATATT
ATCACCCACCCCACCACTGCCAAAA /| CCTTGAAAAACCACCAACATAACAC
AGTTTTTGGGCATTTTTAGTTGGAT / GGCTTATCTCCCACCCAACCATTT
ACCGAAATCATAAGGAACATAAGAG /| TATGAGCTGTGTTGTGTATGAAAAC
AACATGATGTGTTTACCAACTTTTT / GGTTAAGGGAAAGTGAAGAGATGGT
GTCCGCCATCGCCACTACAAATCAA / CTCCGTAAAACCTTCTTCCTCTTC
CGTTATACAAGATAGAGATAGAGAG / TTCAACTAATCCCCAAGACAAACAA
GAGGGAGAGAGTTTGTAAAAAAATG / TCGCCAATTACATTACAACCTTTTC
TTCCCACCAGCCCAACGGACACACT / GAGATACAGAAACGACGACTAACT
TGTAATAGGATGACCAAGGGGAGTT / TTCAGGAGCTACAACAAGATTTAAA
GCTACTTTTTATGGCGGCAGTGACG / ATTCGGATGATTATTCTTCGCAGT
TTTCTTACTTTTTGGTTTGGTTCTG / GGCGCTGTGGTGAGTGTCGGGAG

CMMS34-10 GGGGTGTGAAGCTGAAGGCAAAGTC / AAAGGAAGAAGAAGAAAAAGGAGAA

CMMS35-4
CMMS35-5

ACGGATACATCGAGGAGACTTCATG / GTCAGCTTCAACCCTTTACTTTTC
AACGGGATTTTGGAGGCATATTCGG / CTCCCCAGTGTATCAGCCAAATTC

CM3.5_scaffold00022
CM3.5_scaffold00022
CM3.5_scaffold00012
CM3.5_scaffold00026
CM3.5_scaffold00038
CM3.5_scaffold00011
CM3.5_scaffold00067
?
CM3.5_scaffold00081
CM3.5_scaffold00004
CM3.5_scaffold00063
CM3.5_scaffold00006
CM3.5_scaffold00016
CM3.5_scaffold00001
CM3.5_scaffold00005

VII
Xl

Vi

Xl

1 Obtido pelas informacdes presentes na base de d4ElbOGEN (MELOGEN, 2003).
2 Fonte:CHIBA et al., (2003).
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3 RESULTADOS
3.1 Avaliacao da reacao de acessPsdobsphaera xanthii

Em razdo da variabilidade genética existente nalpo@o deP. xanthii é
importante a identificagdo da raca ou racas presems condigcdes de casa de
vegetagdo nas quais foi desenvolvida a avaliacagriisente estudo, visando a
identificacdo de raca(s), foram utilizadas dez rdifeiadoras (Tabela 4). As
diferenciadoras PMR-45, ‘Véndrantais’, WMR-29 e létaBest Jumbo’ (HBJ)
foram suscetiveis, enquanto as diferenciadoras BMRAR-6, Pl 414723, Edisto
47, Pl 124112 foram resistentes. A inesperada oeagf suscetibilidade da
linhagem ‘MR-1" a reacdo das diferenciadoras namnjtiei a identificacdo da
raca presente na casa de vegetacao

Observou-se efeito significativo entre acesggs=(112,78; p < 0,001)
para a reacado R. xanthii. Os acessos foram discriminados nas quatro classes
reacoes definidas no presente trabalho (Tabela 4).

A maioria dos acessos (55,36%) avaliados foi alteensuscetivel ao
fungo com notas variando de 7,0 (aproximadameb@2o da superficie adaxial
coberta com hifas e esporos com poucas coldniaegi@ abaxial e abundante
esporulacdo) a 9,0 (mais de 75% da superficie aldaofberta com hifas e esporos
com numerosas ou coalescentes colbnias na regiasiahbe abundante
esporulacao).

Os acessos Pl 436534, SM-113-B, C-30 e Pat-81 fesuetiveis com
numerosas colbnias esporulando na superficie ddasibela 4). O primeiro € de
origem africana, o segundo de origem indiana e as dltimos do extremo
oriente (Japao e Coreia, respectivamente).

Os acessos WN-19-1F, WM-24-2D e WM-64-2A de origediana, o
acesso Pl 482429 de origem africana e o acessm&néeC. de origem coreana

foram classificados com medianamente resistentase(a 4).
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Tabela 4. Média da severidade da doenca na fakbacdo de acessos de meloeiro
aP. xanthii. Valencia, UPV, 2014.

Acesso Nota Reacao Acesso Nota Reacdo

C-AC-02 1,00 R Ra-chibber 7,00 AS
C-AC-09 1,00 R Pl 482393 7,50 AS
C-AC-15 1,00 R ASI-C-11 8,00 AS
C-AC-34 1,00 R Pl 185111 8,50 AS
AMS55-1A 1,50 R Pl 164320 7,50 AS
TGR- 1551 8,00 AS C-30 6,50 S
WM-3-1B 8,50 AS Pat-81 6,50 S
WM-7-1D 9,00 AS CUM-287 7,50 AS
WM-9-2A 8,00 AS Pl 436534 6,50 AS
WM-9-2B 9,00 AS C-61 7,50 AS
WN-19-1F 4,50 IR Pl 167057 9,00 AS

WM-22 8,00 AS ASI-C-5 9,00 AS

WM-24-2D 4,50 IR P1 505602 7,50 AS
WN-44-1A 7,50 AS Pl 482429 4,00 IR
WM-64-2A 4,00 IR Freeman’s C. 4,50 IR

SM-81 7,50 AS Paul 8,00 AS
SM-113-B 6,00 S P1161375 7,00 AS
AM-78-1B 8,00 AS 1-180 8,00 AS
AR-HBJ 5,50 S Silka 8,50 AS
Pl 124112 2,50 R Snakemelon 9,00 AS
P1-414723 1,00 R Tayer 7 7,50 AS

PMR-5 1,00 R Tendelti 8,00 AS

PMR-6 1,00 R Khurtagat 15 9,00 AS

PMR-45 7,00 AS BC1-I-19 7,50 AS

‘MR-T’ 5,50 S F1-1-199 9,00 AS
WMR-29 5,50 S ‘Gulf Cost’ 7,00 AS
Edisto 47 2,50 R AHK-119-1B 8,00 AS

‘Véndrantais’ 9,00 AS AM-7-2B 9,00 AS
G 112,78 (p < 0,00%)

! Classificagdo da reacdo (R: resistente, IR: resiéintermediaria; S: suscetivel, AS:
altamente suscetivePValor de Qui-quadradgf) pelo teste de Kruskal-Walli¥Escala de
notas de McCreight (2003).
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Os acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 e AMB, sem
sintomas, foram resistentes (Tabela 4). Os cinegsas sdo de origem indiana,
porém foram coletados em pequenas propriedadesdieste brasileiro, exceto
0 AM55-1A (Figura 2). O sexto acesso resistenteRTIB51, apresentou algumas
plantas com tracos de hifas e sem esporulacéopmafie adaxial. O referido
acesso foi coletado em Zimbabue no sudeste daaifric

C-AC-15 ' C-AC-34

o8 AMBS-1A

Figura 2. Frutos dos acessos identificados comdsteases. Mossoro-RN,
UFERSA, 2014.
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3.2 Caracterizacdo morfolégica dos acessos

A caracterizacdo evidenciou heterogeneidade ertracessos/linhagens
resistentes e hibridos para todas as variaveigtativels e quantitativas avaliadas
nos frutos (Tabelas 5 e 6).

Na caracterizagdo morfologica qualitativa dos azessesistentes,
observou-se que o0s acessos C-AC-02, C-AC-09, CHBC-C-AC-34
apresentaram cor do epicarpo creme, mesocarpo dyra@xpressao sexual
monoica, rachadura do fruto, abscisdo do peduneularoma (Tabela 5),

caracteristicas marcantes de frutos pertencemasealade botanicaomordica.

Tabela 5. Caracterizacdo morfolégica qualitativaadessos/hibridos. Mossoro-
RN, UFERSA, 2014.

Acesso/Hibrido VB CE CM ES RF AP AR

C-AC-02 MOM Creme Branca Mon Sim Sim Sim
C-AC-09 MOM Creme Branca Mon Sim Sim Sim
C-AC-15 MOM Creme Branca Mon Sim Sim Sim
C-AC-34 MOM Creme Branca Mon Sim Sim Sim
AM55-1A ACI Verde Branca And N&o Nao Nao
‘Vereda’ INO Amarela Branca And N&o Na&o Naéo

‘Olimpic’ CAT Verde Branca And Nao Na&o Sim

VB: variedade botanica, CE: cor do epicarpo, CE:dmmesocarpo, ES: expresséo sexual,
RF: rachadura do fruto, AP: abscisdo do pedincéi®:earoma. MOM:momordica; ACI:
acidulus; INO: inodorus; CAT: cantaloupensis; Mon: mondica; And: andromondica.

O acesso AM551-1A possui exocarpo de coloragdoeyamksocarpo
branco brilhante, expressdo sexual andromondicdpsfrsem abscisdo, sem
rachaduras e sem aroma (Tabela 5). As caractadstimbservadas na
caracterizacdo sdo inerentes a variedade botacishaus.

Os hibridos ‘Vereda’ e ‘Olimpic’ apresentaram asracgeristicas

peculiares aos tipos amarelo e cantaloupe prodsimddNordeste brasileiro.
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Concernente a caracterizacdo morfoldégica com eesctquantitativos,
0s acessos diferiram quanto ao nimero de frutoplpota, sendo 0s acessos mais
prolificos em relacdo aos hibridos. O acesso AM&Hdl o mais prolifico com
6,2 frutos por planta; seguido dos acessos C-ACEAC-15, C-A-34 e C-AC-02
(Tabela 6).

Tabela 6. Caracterizacdo morfologica quantitatiea genotipos de meloeiro.
Mossor6-RN, UFERSA, 2014.

Acesso/Hibrido NF MF IF EP FP SS
C-AC-02 2,7b 2,7a 2,2a 3,8b 14,8c 5,4b
C-AC-09 2,8b 2,7a 22a 33b 14,2a 5.3b
C-AC-15 2,7b 2,8a 190 33b 18,1c 5.2b
C-AC-34 2,7b 2,9a 2,6a 3,9b 19,2c 4,7b
AMS55-1A 6,2a 0,8b 2,1a 29b 41.3a 4,2b
‘Vereda’ 1,1c 1,2b 1,1a 5,7a 28,6b 10,4a
‘Olimpic’ 1,2c 1,3b 1,0a 59a 279 12/1a

NF: nimero de frutos por planta; MF: massa médi&uto, em kg; IF: indice de formato;
EP: espessura da polpa, em cm; FP: firmeza da,paipdl; SS: solidos sollveis totais, em
°Brix. Médias seguidas pela mesma letra pertenaemesmo grupo pelo agrupamento de
Scott-Knott (1974).

Houve variacdo quanto a massa meédia do fruto, alores de 0,8 a 3,5
kg (Tabela 6). Conforme a lista dos descritoresnétoeiro publicada pelo IPGRI
(2003), no presente estudo, os frutos do acessoSAMGforam classificados de
pequenos a intermediarios(9 kg), os frutos dos hibridos ‘Vereda’ e ‘Olimipic
sdo considerados intermediéarios (1,0 a 1,3 kg)yamg que os frutos dos acessos
momordica sdo considerados grandes (> 2,6 kg).

Os frutos variaram quanto ao indice de formatoinakf como a relacao
entre 0 comprimento longitudinal e o transversalncvalores entre 1,0 e 2,6
(Tabela 6). Segundo Paiva et al. (2002), frutos tmmma esférica tém indice de
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formato inferior ou igual a 1,0; com forma ovalnténdice de formato entre 1,01-
1,50 e comprido tém valor superior a 1,5. Consitiwmaessa classificacdo, os
acessos possuem frutos com formato comprido enguantibridos tém frutos de
formato esférico.

Concernente a espessura da polpa, o menor valob$eirvado no acesso
AM55-1A (2,9 cm) e o maior valor foi verificado robrido ‘Olimpic’ (5,9 cm)
(Tabela 6). Os acessos apresentaram menor espegsyelpa em relacdo aos
genotipos melhorados (hibridos), formando dois gsugonforme o agrupamento
de Scott-Knott (1974).

A maior firmeza de polpa foi observada no acess®@BHA, enquanto os
menores valores foram constatados nos acessos @2AC-AC-09, C-AC-15 e C-
AC-34 (Tabela 6).

Quanto ao teor de sdélidos sollveis, as estimatwasaram de 4,2
(AM551-A) a 12,1 °Brix (‘Olimpic’) (Tabela 6). Obegmu-se que 0S acessos
possuiam valores muito baixos desse descritorragiahdo com valores elevados
alcancados nos frutos dos hibridos.

3.3 Caracterizacdo molecular

Todos os pares derimers dos marcadores microssatélites foram
informativos para o estudo de caracterizagcdo mtzleqor serem polimorficos
(Tabela 7).

61



Tabela 7. Medidas descritivas para o estudo dargidade baseado nos
marcadores microssatélites polimérficos em acedsosneloeiro. Mossoré-RN,
UFERSA, 2014.

Marcador OBS (#%) NA NG FAP DG HET PIC

CMMS 2-3  24/1,00 3,00 3,00 0,54 0,60 0,00 0,53
CMMS 4-3  21/0,88 4,00 4,00 048 067 0,00 0,62
CMMS 12-6 21/0,88 4,00 5,00 0,57 059 0,20 0,53
CMMS 15-4 20/0,83 3,00 3,00 065 049 000 0,41
CMMS 22-2  20/0,83 4,00 8,00 0,38 0,73 0,20 0,68
CMMS 24-3 23/0,96 3,00 4,00 041 063 004 055
CMMS 30-3 22/0,92 5,00 5,00 041 0,71 0,00 0,67
CMMS 33-1 24/1,00 5,00 6,00 038 069 083 0,63
CMMS 33-2 24/1,00 4,00 5,00 0,44 0,67 0,9 0,60
CMMS 34-8 24/1,00 4,00 6,00 0,58 0,58 0,17 0,52
CMMS 34-10 24/1,00 4,00 5,00 054 062 042 0,57
CMMS 35-4 24/1,00 7,00 9,00 0,25 080 0,79 0,78
CMMS 35-5 24/1,00 5,00 7,00 040 0,73 0,96 0,68

Média 23/0,95 4,23 5,38 046 065 0,34 0,60

OBS (#%): observagcbes (numero/porcentagem); NA:emdnde alelos; NG: ndmero de
gendtipos; FAP: frequéncia do alelo principal; D@iversidade genética; HET:
heterozigosidade; PIC: contelido médio de informagdiondrfica.

O maior numero de alelos foi observado no marc&MMS 35-4 (7,0
alelos), enquanto o menor valor (3,0) foi observade marcadores CMMS 15-4,
CMMS 2-3 e CMMS 24-3, perfazendo uma amplitude @eadelos. Os 13 pares
de marcadores amplificaram um total de 55 aleles2®acessos, com uma média
de 4,23 alelos/primer.

Com relacdo ao numero de gendtipos, o maior vald) foi observado no
marcador CMMS 35-4 e o menor valor (3,0) nos maneEslCMMS 2-3 e CMMS
15-4 com amplitude média de 6,0 e 5,38 genotipasiqmo, respectivamente
(Tabela 7).

N&o se constatou grande predominancia de alelaipainnos marcadores
(média de 0,46). A maior frequéncia foi observadanmarcador CMMS 15-4
(0,65) e a menor valor (0,25) no marcador CMMS 35-4
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Os valores de diversidade genética variaram de (GHMS 15-4) a 0,80
(CMMS 35-4), resultando uma amplitude de 0,31. Aliméstimada foi de 0,65
(Tabela 7).

A maioria dos marcadores apresentou reduzida hégesidade com
valores abaixo de 0,20. Todavia, trés marcadordaMg 33-2, CMMS 35-5 e
CMMS 33-1) se destacaram com heterozigosidade isuper0,80. A média
estimada de heterozigosidade foi de 0,34 (Tabela 7)

Os valores de conteddo de informagédo polimoérficsiavam de 0,41
(CMMS 15-4) a 0,78 (CMMS 35-4), resultando uma amgée de 0,37. A média
estimada foi de 0,60 (Tabela 7).

O agrupamento conforme a metodologia UPGMA dividsuacessos nas
variedades botanicas preconizadas em Pitrat ({6@f)ra 3). O método UPGMA
foi eficiente em agrupar oS acessos uma vez qustimativa de correlacdo
cofenética (CC) entre a matriz de distancia e aimedsultante do processo de
agrupamento foi elevada e significativa (CC=0,8%;(p01).

Os acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 fommgrupados entre
0s acessos padrdes de metéamordica. (Mom-01, Mom-02 e Mom-03). Da
mesma maneira, 0 acesso AM55-1A de origem indiahadrupado no mesmo
grupo do acesso africano TGR 1551 (Aci), ambosrdpaacidulus, juntamente
com o acessP| 164320 (Chipriundo da india (Figura 3).

63



AC-15

MMom-03

AC-02

AMS5-1A

Chi

Can-02

Figura 3. Dendrograma de acessos de meloeiro obpelo método de
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agrupamento hierdrquico UPGMA a partir da matrizddgancia de Nei gerada

com informagdes de 13 marcadores microssatélisrrelacdo cofenética
(CC=0,87"). Mossor6-RN, UFERSA, 2014.
Da mesma forma, a analise fatorial de corresponmaéidenciou que os
acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 foranrupgdos com os
padrées de meldo indiameomordica (Mom-01, Mom-02 e Mon-03) (Figura 4).

O acesso AM55-1A foi agrupado com os padrBes deré&efia Aci e Chi

pertencentes as variedades botanicedul us e chito, respectivamente.

64



Can<l1

Con
L]

T

Figura 4. Disperséo gréafica bidimensional de acesk®d meloeiro obtida pela
analise fatorial de correspondéncia estimada come bam 13 marcadores
microssatélites. Mossor6-RN, UFERSA, 2014.
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4 DISCUSSAO

Para a identificacdo de racas em meloeiro é wlitizam grupo composto
por cultivares diferenciadoras (COHEN et al., 200¥gsim sendo, no ensaio de
busca de novas fontes de resisténci®. akanthii, considerando a reacdo de
suscetibilidade das diferenciadoras PMR-45, ‘Vénidia', WMR-29 e ‘Hales
Best Jumbo’ (HBJ) e a reacdo de resisténcia dasedifiadoras PMR-5, PMR-6,
Pl 414723, Edisto 47, Pl 124112 a raca seria ifiesdia como 4. A raca 4 foi
identificada no sudoeste espanhol (Almeria e Malaga Del Pino et al (2002).
Estes autores também identificaram as racas 152;0en prevaléncia da raca 1 e
posterior mudanca para equivaléncia de racas. kaientemente Torés et al.
(2009) relataram a presenga da raga 3.5 no sussgstehol.

Todavia, a reacédo inesperada de suscetibilidadbfel@nciadora ‘MR-1’
ndo confirmou a raga 4 (Tabela 4). A diferenciaddi&-1" foi originada da
linhagem 90319 derivada do acesso Pl 124111 coletad Madras na india
(THOMAS, 1986; COHEN; COHEN, 1986). A citada déaciadora € resistente
asracas 0, 1, 2US, 2Fr, 3, 4 e Fdaanthii e as ragcas 0 e 1 & cichoracearum
(BARDIN et al., 1999). Os trabalhos publicados atéfinal do século XX
apontavam a linhagem ‘MR-1" como resistente a tambs$solados coletados dos
dois referidos patégeno$odavia, Kistkova et al. (2004) relataram que isolados
de P. xanthii e G. cichoracearum provenientes da Republica Tcheca eram capazes
de provocar crescimento micelial intenso e espoaideem ‘MR-1" e Pl 124112.
Foi o primeiro relato de suscetibilidade nessass diiferenciadoras em folhas
verdadeirasuma vez que Cohen e Eyal (1995) haviam observadootilédones.
Nos anos de 2005 e 2009 em campos da Californid)U8cCreight; Coffey
(2011) observaram suscetibilidade em ‘MR-1’, PI1PY Pl 124112 e as demais
diferenciadoras avaliadas no presente trabalho.eStamo acesso Pl 313970 foi
resistente a uma nova raca denominada de “S” mlt®es. A observacao da
susceptibilidade de ‘MR-1' do presente trabalho grimeiro relato na Espanha.
N&ao obstante, ainda sdo necessérios trabalhosdetaihados para que possa ser

definida uma nova raca.
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Existe grande variabilidade nas populacGesPdexanthii nas regibes
produtoras de cucurbitaceas em todo o mundo. Apéesente momento foram
identificadas 45 racas (McGREIGHT et al., 2012)a60s patétipos (LEBEDA et
al., 2008) do referido fungo. Em razao disso, antifleacdo da raca ou racas
prevalentes é uma informacdo relevante para osonghis uma vez que o0s
esforcos devem ser canalizados para desenvolvévacab resistentes as ragas
prevalentes (HOSOYA et al., 2000).

Foram identificados como resistentes os acesso€02A C-AC-09, C-
AC-15, C-AC-34 e AM55-1A (Tabela 4). Os acessos apesentaram sintomas
tanto nos cotilédones (dados nédo apresentadosjoqeanfolhas verdadeiras. Os
acessos citados sdo pertencentes a variedaaierdica (Roxb.) Duthie et Fuller
(DHILLON et al.,, 2007). As caracteristicas geraiss dfrutos da variedade
momordica sdo a rachadura quando maduros, formato alondsdxo teor de
solidos soluveis (<6°Brix), textura da polpa facead, exocarpo fino, aromatico e
com abscisdo do pedudnculo. Além disso, as pla#ftagnonoicas (DHILLON et
al.,, 2009). Todas essas caracteristicas foram \d@#s nos quatro acessos
resistentes (Tabelas 5, 6).

A variedademomordica foi intensamente cultivada durante o século XX no
norte da india e atualmente esta presente em tpedae as partes do referido pais.
Os frutos imaturos sdo consumidos crus, cozidosnoypicles (DHILLON et al.,
2007). Por outro lado, espécimesrdamordica sdo cultivados em alguns estados
brasileiros. No Nordeste foram coletados acessosat@omomordica nos Estados
do Rio Grande do Norte, Ceara, Alagoas e MaranNao. obstante, acredita-se
gue esteja presente em todos os estados nordegtlaosdisso, este tipo de fruto
esta presente em pequenos produtores no Sul dp semido conhecido como
“meldo de neve”, “bola de neve” ou “pepino de neflBELWING, 2006). Neitzke
et al. (2009) caracterizando morfologicamente asepsovenientes de pequenos
produtores dos estados do Parana e do Rio Granflel diservaram que 0 acesso
C-88 foi 0 mais divergente dos demais acessosese@miou todas as caracteristicas

de melaanomordica.
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Os meldesmomordica tanto no Sul quanto no Nordeste brasileiro séo
produzidos por produtores de base agricola famdiae utilizam variedades
“crioulas” (oulandraces) para o consumo e comercializacdo. No Rio Grarde d
Sul, séo utilizados principalmente em forma de dod® Rio Grande do Norte,
em Mossor0, é comercializado em feiras e supermesgasendo consumidos
geralmente com acgucar apos as refeicdes ou em sotoazao de seu baixo teor
de sdlidos soluveis.

Por serem frutos endémicos da india, conforme ctanBhillon et al.
(2009), é de certa forma surpreendente a tradigdmltivo e a variabilidade deste
tipo de frutos em distintas regides do Brasil. N&sabe como e quando se deu a
introducdo de meldewmomordica no Brasil. Estas questdes tém sido a motivacao
para pesquisas realizadas conjuntamente entrepo tmasileiro da Universidade
Federal Rural do Semi-Arido e o grupo espanhol divéssidade Politécnica de
Valencia. As pesquisas preliminares com caract@em morfolégicas e
moleculares evidenciam grande variabilidade presant germoplasma coletado
no Brasil. Uma préoxima acdo € comparar o germopasrasileiro e o indiano. A
hipétese inicial é que os frutos foram introduzigas imigrantes europeus uma
vez que escravos, pelo menos a principio, ndovatdiin esse tipo de meldo no
continente africano. Sabe-se que além da indias dbas Japonesas (Hachijo e
Fukue) cultivaram meldesomordica para servir de alimento nas duas guerras
mundiais (FUJISHITA, 2004).

A resisténcia observada nos acessos C-AC-02, CHAGAC-15, C-AC-

34 a P. xanthii corrobora com um fato notério registrado na liinainternacional
sobre o potencial do germoplasma indiano como $odé&ealelos de resisténcia a
muitos patégenos. Os hibridos modernos resistadedungos. xanthii e G.
cichoracearum, agentes causais de oidio, cultivados nos paisssndolvidos
como Estados Unidos, Israel, Espanha, Japdo, Frangga outros, possuem
background genético indiano, em especiabmordica. Mel6es momordica também
sdo fontes de alelos de resisténcia a outros paiégeomo os fungos
[Pseudoperonospora cubensis (Berk et Curtis) Rostovzer usarium oxysporum

f.sp. melonis (Snyder et Hansen)], os virusigchini yellow mosaic virus, papaya
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ringspot virus entre outros) e insetoghis gossypii Glover) (DHILLON et al.,
2012). As principais fontes de resisténcia sao2RlL11, Pl 124112, Pl 414723, PI
134192 (PITRAT, 2008). Todos estes acessos s&@artss a maioria das racas de
P. xanthii. Esse € o primeiro relato da reacdo de resistélecaessosomordica
cultivados no Brasil &. xanthii. E um resultado importante por tratar-se de
acessos cultivados na agricultura tradicional etadi®s as condicdes ambientais
brasileiras, sendo, portanto, fontes promissorasa jpa melhoramento visando
resisténcia aP. xanthii. Uma informacdo adicional que deve ser obtida em
trabalhos subsequentes é saber para quais ragendos acessos sdo resistentes.
O quinto acesso identificado como resistente (ANMIB%- pertence a

variedade botanicacidulus Naudin. A variedadecidulus € nativa dos trépicos
Umidos do Sul da India. Os frutos sdo mondicosisova elipticos, casca lisa de
coloracdo amarela brilhante e polpa extremamegigare de coloragédo branca ou
creme. Possuem baixo solidos soluveis e ausénciaotiea. S0 consumidos em
saladas e pratos tipicos da india como o ‘Sambhar,ensopado vegetal com
tamarindo Tamarindus indica L.) (FERGANY et al., 2011). As caracteristicas
descritas para frutaxidulus foram observadas no acesso AM55-1A (Tabela 5; 6).
Este tipo de meldo € consumido em salada no Nantééste brasileiro.

Diferentemente da variedade botanioamordica, ndo tem sido registradas
muitas fontes de resisténcia eanidulus. A explicacdo légica € que somente
recentemente tem sido dado atencdo ao germoplkaschius (FERGANY et al.,
2011; DHILLON et al., 2012). Como os trabalhos i@miam-se no comeco da
presente década ainda ha muitas informacdes réésvane estdo sendo obtidas
com relacdo a resisténcia destes tipos de meldormagpais patdégenos da cultura.

Nao obstante, outra fonte importante de resisténBiaxanthii da variedade
acidulus foi identificada. Trata-se do acesso TG-1551, mlaude Zimbabue no
Sudeste africano, com resisténcia as racas 1fraRcésa) e 5. O controle genético
da resisténcia as trés racas € o mesmo, qualdsegagenes independentes que
interagem em uma epistasia dominante-recessiva TELISBONA, 2010).
Outra fonteacidulus é o acesso Pl 313970 resistente as racas 1, 28 e
(McCREIGHT, 2003).
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Além da caracterizacdo morfolégica realizou-se r@atarizacdo molecular
para investigar a distancia dos acessos resistemeslacido aos padrées de outras
variedades botanicas com o intuito de confirmataasfficacdo morfolégica. O
conteudo médio de informacédo polimérfica (PIC) obado foi 0,60 (Tabela 7).
Aragao et al. (2013) obtiveram uma estimativa PE@ B2 com acessos coletados
no Nordeste do Brasil e 17 marcadores microssegdditferentes daqueles usados
no presente estudo. Dhillon et al. (2007; 2009ndsanarcadores microssatélites
em germoplasmanomordica e referéncias observaram valores de 0,54 e 0,64.
Fergany et al (2011) trabalhando com germoplasmidulus e referéncias
constataram PIC de 0,70. O conteudo médio de irggdm polimérfica (PIC) € um
parametro relacionado a diversidade e frequéndébcal Resultados diferentes
entre trabalhos sdo comuns em fungdo do germoplasmarcadores genéticos
utilizados.

As analises de agrupamento via UPGMA e andliseoridht de
correspondéncia foram eficientes para agrupar nsmmegrupo 0S acessos
resistentes C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 cosnpadroesnomordica Pl
124111, Pl 124112 e Pl 414723. Da mesma forma, assac AM55-1A foi
agrupado no mesmo grupo do padadidulus TGR-1551 (Figuras 3, 4).

Os acessosomordica ndo foram agrupados no centro do grafico geraio pe
analise fatorial de correspondéncia (Figura 4)e Estultado é distinto daquele
observado por Dhillon et al. (2007). Na ocasidorebsridos autores interpretaram
o resultado como uma confirmacéo da india comaaegmimario de diversidade e
o mediterrdneo e os paises ao redor do Mar da Ctomao extremos da
distribuicdo geogréafica d€. melo. Conceito também suportado por Luan et al.
(2010) ao realizar andlises com germoplasma Chinés.

A posicéo lateral dos acessos C-AC-02, C-AC-09,@15, C-AC-34 e as
referéncias no presente estudo é um resultadoaditdio em relacdo ao que tem
sido reportado para meldmomordica. Este resultado indica que os referidos
acessos tém pouca relevancia na geracdo dos gesm@d oriental e ocidental,
representando, portanto, uma diversidade genétitda ando explorada pelos

melhoristas. Todavia, apenas 7,28% dos alelos s@&buse/os dos acessos
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momordica. Para o acesso AM55-1A a posicdo lateral confioraresultados
observados por Fergany et al. (2011), indicandooguderido acesso possui alelos
ainda ndo explorados. Contrapondo a essa hipdese éato do citado acesso nao
ter nenhum alelo exclusivo. Ressalta-se que umastaan@omposta por mais
acessos deve ser utilizada para a confirmacaoipéieses. Trabalho que tem sido
desenvolvido pela Universidade Federal Rural doi®eido nos sete ultimos
anos. Por outro lado, a técnica foi eficiente pacalizar os acessos resistentes nas
respectivas variedades botanicas.

A identificacdo das fontes de resisténcia no getasopa primario da cultura
€ a primeira etapa na busca de cultivares ressteftara as cinco fontes de
resisténcia identificadas, o passo seguinte éift@mtpara quais racas 0s acessos
sdo resistentes. No Brasil, ha registros das r@gds 2Fr (francesa), 3, 4 e 5
(REIS; BUSO, 2004; FAZZA, 2006). No caso da Espalueal onde foi realizado
o trabalho, as racas presentes no Sudeste sgat &,2(DEL PINO et al., 2002) e
3.5 (TORES et al., 2009). Ensaios preliminares tgpam todos 0s acessos como
altamente resistentes a raca 5 (dados ndo apréssghta

Outro aspecto importante revelado na caracterizeg@olégica € a menor
gualidade dos frutos dos acessos resistentes. Denado geral, os acessos
resistentes possuem maior prolificidade e menolidpade de frutos, ou seja,
menor espessura da polpa e baixos valores de sélidiaveis. Esse fato pode gerar
dificuldade, mas ndo impede a transferéncia desté&giia para materiais
melhorados. A histéria tem mostrado que program@asettrocruzamentos com
germoplasma indiano tém sido efetivos para a gerag# novas cultivares
resistentes a diferentes racasRlexanthii (JAHN et al., 2002; PITRAT, 2008;
DHILLON et al., 2012).

Ressalta-se ainda que ag¢fes de pesquisa visanideceoro controle genético
da resisténcia presente nos acessos devem sertagacuAs informacgdes
advindas dos estudos de heranga proporcionarammetier orientagdo sobre a
estratégia que deve ser utilizada pelo melhoriata trogressdo dos alelos de

resisténcia.
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5 CONCLUSOES

- Os acessos C-AC-02, C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34M5A-1A sao resistentes a

P. xanthii;
- As caracterizagdes morfolégica e molecular cordim que os acessos C-AC-02,

C-AC-09, C-AC-15, C-AC-34 sao da variedaghemordica, enquanto o acesso
AMS55-1A da variedadecidul us.
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CAPITULO 2

HERANCA DA RESISTENCIA A Podosphaera xanthii EM ACESSOS DE
MELOEIRO
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RESUMO

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereirbleranca da resisténcia aPodosphaera
xanthii em acessos de meloeiro.2014. 125p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) — Universidade Federal RutalSemi-Arido (UFERSA),
Mossoré-RN, 2014.

O oidio € uma doenca severa que causa perdadctads na producdo de melédo
em todo o mundo. A obtencao de cultivares resisteétfeita pela introgresséo de
alelos no programa de melhoramento. Neste estudestigou-se a heranga da
reisténcia AM55-1A e C-AC-15 em cruzamentos com udtivar suscetivel
‘Véndrantais’ que foi estudado em condi¢cBes defasti\s razdes de segregacdes
de resisténcia/suscetibilidade observados nasedifes populagées (F~, RG e
RGC,) indicou heranca monogénica e dominante em AM55€elAlois genes
independentes com interacao epistatica duplo rieeass controle genético em C-
AC-15.

Palavras-chavesCucumis melo. Oidio. Epistasia. Controle genético. Monogénica.
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ABSTRACT

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereifaheritance of resistance to Podosphaera
xanthii in melon accessions2014. 125p. Thesis (Doctorate em Agronomy/Crop
Science) — Universidade Federal Rural do Semi-A{lABERSA), Mossoré-RN,
2014.

Powdery mildew is a severe disease that causedastibb losses in melon
production around the worldObtaining resistant cultivars is done by
introgression of alleles in the breeding prograim.this study, it was
investigated the inheritance of that AM55-1A andAC-15 in crosses with
susceptible cultivar ‘Véndrantais’ was studied ungleenhouses conditions. The
segregations ratios for resistance/susceptibilitgseoved in the different
populations (F F, RG and RG) indicated a monogenic and dominant inheritance
in AM55-1A and two independent genes with epispagtiteraction double
recessive control resistance in C-AC-15.

Key Words: Cucumis melo. Powdery mildew. Epistasis. Genetic Control.

Monogenic.
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1 INTRODUCAO

O oidio, causado pela espécie fundromlosphaera xanthii, € a principal
doenca da parte aérea do meloeiro nos campos degdmdo Nordeste brasileiro.
Este patégeno € um parasita biotréfico que gerakneresce nas superficies
foliares adaxial e abaxial, obtendo nutrientesaddalas epidérmicas por meio de
haustorio (GREEN et al., 2002). As consequéncias maveras da acdo do
patégeno é a reducdo da area foliar e a queda pmamdas folhas. Por
conseguinte, o fungo pode reduzir o rendimento Waura, pela diminuicdo do
tamanho do fruto e do namero de frutos. Em congig@ais extremas o fungo
pode acarretar a morte da planta devido a intensaidade (SITTERLY, 1978).

A aplicacdo de fungicidas a base de enxofre tem sidizada para o
controle da doenca (McGRANTH, 2001), mas devidgatencial de resisténcia
em razdo da variabilidade patogénica, altos custp®tenciais danos ao meio
ambiente, e sobretudo, a pressdo para reducdo liflzacdp de produtos
fitossanitarios por parte do mercado consumidapl&acao de produtos quimicos
vem sendo reduzida. Em razdo disso, 0 uso devarnd§ resistentes tem sido
incentivado, pelas suas vantagens como facil adpeBoprodutor, menor custo,
compatibilidade com outros métodos e menor riseosathtaminacdo ao homem e
meio ambiente.

O melhoramento genético para resisténcRa ganthii € um exemplo de
éxito em meloeiro (JAHN et al., 2002). Todo o pssetem inicio na identificacédo
de germoplasma com alelos que conferem resisté&rieacas prevalentes em
determinada regido produtora. Nesse sentido, magehs realizadas tém sido
identificados varios acessos utilizados como fomtesresisténcia, em especial
aqueles provenientes de centros de diversidade ultara; como a india
(DHILLON et al., 2012), peninsula ibérica (FLORIS;,VAREZ, 1996) e oriente
(Japéo, Coréia e China) (McCREIGHT et al., 2013).

Para o aproveitamento das fontes de resisténciatifidadas nos
programas de melhoramento visando obter genotigsistentes &. xanthii, é

importante o conhecimento do controle genético idm na resisténcia. Esforgcos
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tém sido realizado para elucidar a heranca daé&esia aP. xanthii em meloeiro.
Com efeito, muitos trabalhos foram publicados nAGGER et al.,, 1938;
HARWOOD; MARKARIAN, 1968; EPINAT et al., 1993; FLAR; ALVAREZ,
1995; FUKINO et al., 2004; PITRAT; BESOMBLES, 2008;)STI-LISBONA et
al., 2010; McCREIGHT; COFFEY, 2011). Os resultadpssentados foram muito
divergentes quanto aos mecanismos de resisténdg@ode diversos fatores como
genitores, racas, métodos de avaliacdo e conde@bsentais (COHEN et al.,
2004).

Embora existam muitos artigos que abordem o estelderanca em
meloeiro a ragas d@. xanthii, sempre que uma nova fonte de resisténcia é
identificada s&o imprescindiveis estudos de herpargue as informag6e advindas
orientam sobre a melhor estratégia que deve skzadf pelo melhorista para
introgressdo dos alelos de resisténcia. Além dis&o,h4 relatos na literatura de
trabalhos sobre o controle genético de fontes destémcia cultivadas pelos
pequenos produtores brasileiroemo € o caso do acessomordica C-AC-15.

Diantes dessas consideracfes, 0 presente trabalieocomo objetivo
estudar a heranca da resisténcia genética hooackstbs5-1A e C-AC-15 aP.

xanthii.

85



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

O experimento foi conduzido no periodo de 16/02328124/03/2013 na
casa de vegetacdo e Laboratorios de MelhorameniétiGe de Cucurbitaceas do
Instituto de Conservacion Y Mejora de La Agrodiveasl Valenciana (COMAV)
na Universidad Politénica de Valencia (UPV), emeviaia, Espanha. O municipio
de Valencia, na Comunidad Valenciana, esta sit@adma latitude norte de 39°
28' 117, longitude 0° 22' 38'a oeste de Greenwich e tem 13,0 m de altitude acima
do nivel do mar. Durante o periodo de execucdoxgeranento, a temperatura

média na casa de vegetacédo folldg3°C e a umidade relativa dode 58,23%.
2.2 Germoplasma

A linhagem ‘Véndrantais’ foi utilizada como genit@uscetivel nos
cruzamentos para estudo de heranga da resistémiacessos resistentes AM55-
1A e C-AC-15 (Figura 5). A referida linhagem pedente & variedade botanica
cantaloupensis foi lancada pela Vilmorin Seed Company. E comumenitivada
na Franca e possui frutos do Tipo Charanthais deaf@rredondada (IF = 1,0),
mesocarpo de coloracdo salméo e elevado teor desd&oliveis (> 11°Brix). O
acesso AM55-1A € de origem indiana e pertence gdede botanicacidulus
Naudin (Figura 5). O acesso C-AC-15 foi coletadobstado do Rio Grande do
Norte, no municipio de Mossor6-RN (Figura 5). Peste a variedade botanica
momordica (Roxb.) Duthie et Fuller.

No ano de 2013, foram obtidas as seguintes popesaéd -, RG e RG
dos dois cruzamentos realizados entre a linhageémdkantais’ com cada um dos

acessos resistentes mencionados.
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“Véndrantais® AMSS-1A C-AC-15
Figura 5. Frutos dos genitores utilizados nos estuth heranca para resisténcia a
P. xanthii. Valencia, UPV, 2014.

2.4 Manutencdo do isolado

Foi utilizado o isolado dP. xanthii UP-PX-01 coletado em uma planta com
sintomas do terceiro retrocruzamento da popula¢c®i’ GTipo Pele de Sapo e
variedadeinodorus) x C-30 (variedademakuwa) em casa de vegetacdo da
Universidad Politénica de Valencia.

O isolado foi mantido por inoculacdes peridédicasidntervalos de 30 dias
em plantas da linhagem C-61'. A inoculacdo do patdgfoi realizada em
cotilédones e folhas de plantas no estdgio defdiésas verdadeiras com o auxilio
de pincel com cerdas de camelo n° 2 previamentefdstado em alcool 70%. As
plantas foram mantidas em casa de vegetacdo is@adaltivadas em vasos
plasticos pretos com capacidade de 3 litros, ptedos com substrato comercial
Huminsubstrat N3

A identificacdo da raca do isolado seguiu os mesmpa@xedimentos
adotados no Capitulo 1 do presente documento (@88

2.4 Avaliacdo da reacao nas populacdes
As avaliacbes foram feitas em casa de vegetacaplaatas das populacdes

cultivadas em vasos de 1 litro de com por substatoercial, conforme descrito

no capitulo 1 (subitem 2.1.4). A inoculagéo e diagao foram feitas conforme a
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metodologia empregada por Yuste-Lisbona et al. R0Q isolado foi inoculado
na terceira folha verdadeira em dois pontos edaialiss da nervura foliar central.
A inoculacgéao foi feita 25 dias apos a semeaduravdliacdo se deu aos 15 dias
apos a inoculacao realizada utilizando a escalaotis de 1 a 4 e os critérios de
classificagéo de resisténcia/susceptibilidade akfpor Yuste-Lisbona (2010).

A escala de notas utilizada para a avaliacdo dgicedas populacdesRa
xanthii foi seguinte conforme Yuste-Lisbona (2010): 1: Ssyporulacéo; 2: Baixo

nivel de esporulacéo; 3: Moderado nivel de espgéiola 4: Esporulagdo profusa.

2.5 Andlises estatisticas

As analises foram feitas classificando as plantagapulagéo segregante em
resistentes (notas 1 e 2) e suscetiveis (notagt)3 Adotou-se o teste de Qui-
quadrado para testar modelos genéticos visandicaxjal heranca da resisténcia
usando um erro nominal de 5% € 0,05). As analises foram processadas no
programa SAS Versdo 9.2SAS INSTITUTE, 2005).
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3 RESULTADOS

3.1 Identificacdo de racga

Um primeiro aspecto muito importante € a identf@ada raca nos estudos
de herancga. Nesse sentido foram inoculadas difedoras de meloeiro utilizando
a metodologia de Yuste-Lisbona (2010). Os resu#tarlzservados no capitulo 1
foram confirmados com seis isolados, ou seja, @ magQ foi definida em funcéo da
inesperada susceptibilidade da diferenciadora ‘MR{Tabela 8). A
suscetibilidade do acesso Pl 124111 era esperadovamque a diferenciadora
‘MR-1’ foi originado do mesmo. A diferenciadora B 47 foi resistente assim

COMo O seu genitor, 0 acesso Pl 124112.

Tabela 8. Reacgéao de diferenciadoras de meloesoladios dé°. xanthii coletados

em casa de vegetacdo em Valencia. Valencia, UPM.20

Diferenciadoras Isolados

1 2 3 4 5 6
‘Véndrantais’ S S S S S S
‘PMR 45’ S S S S S S
‘PMR 5’ R R R R R R
‘PMR 6’ R R R R R R
WMR 29 S S S S S S
Edisto 47 R R R R R R
Pl 414723 R R R R R R
HBJ S S S S S S
MR1 S S S S S S
Pl 124111 S S S S S S
Pl 124112 R R R R R R

R: resistente; S: suscetivel.

3.2 Cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais’

Todas as plantas do genitor ‘Véndrantais’ forancetigeis ao fungd®.
xanthii. Foi observado ainda que todas as plantas doogeAkI55-1A foram
resistentes, assim como todas as plantas da gdrafdi@m resistentes ao fungo
(Tabela 9).

89



Tabela 9. Frequéncia absoluta e teste de Qui-qdackealiado em populacdes
derivado do cruzamento entre AM55-1A e ‘Véndrantaisalencia, UPV, 2014.

Populacéo Frequéncia absoluta Razdo 2 Prob
Resistente  Suscetivel

AM55-1A (AM) 15 0 (2:0)
‘Véndrantais’ (VEN) 0 15 (0:1)
= 15 0 (1:0)
F 61 25 (3:1) 0,76 0,383
RC: (F1x VEN) 64 54 (1:1) 0,85 0,357
RGC (F1x AM) 44 0 (2:0)

Na geracdo F foram observadas 61 plantas resistentes e 25aplant
suscetiveis, enquanto que no retrocruzamento dac@ierkr com o genitor
suscetivel verificou-se 64 plantas resistentes susdetiveis (Tabela 9). Todas as
plantas do retrocruzamento entkeeFo genitor resistente foram resistentes.

A partir dessas frequéncias observadas foi propasto modelo para
explicar o controle genético da resisténcia vexdfac no acesso AM55-1A. O
modelo preconiza uma heranga simples, explicadaimmogene composto por dois
alelos, sendo que o alelo que confere a resist&dm@minante sobre o alelo que
confere suscetibilidade. No referido modelo as profes fenotipicas esperadas na
geracdo Fsao trés plantas resistentes para uma planta sa@$c€:1). Esse
modelo foi testado utilizando o teste de Qui-quddra partir dos desvios entre as
frequéncias observadas e esperadas na populac@s Hesvios observados entre
as referidas frequéncias foram néao significativels peste de Qui-quadradgi(; =
0,76; p = 0,383).

O modelo também foi testado no retrocruzamentoeehtre o0 genitor
suscetivel ‘Véndrantais’. Nesta populacdo a fregiaéasperada € de uma planta
resistente e uma planta suscetivel (1:1). Novameaotestataram-se que 0s desvios
entre as frequéncias esperadas e observadas dtipdensdo ndo significativos
pelo teste Qui-quadradg?c: = 0,85; p = 0,357).
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3.3 Cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’

Todas as plantas do genitor ‘Véndrantais’ forancatigeis ao fungd®.
xanthii. Observou-se que todas as plantas do genitor GB\@ram resistentes,

assim como todas as plantas da geragdior&m resistentes ao fungo (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncia absoluta e teste de Qui-adadavaliado em um
retrocruzamento derivado do cruzamento entre C-BCel ‘Véndrantais'.
Valencia, UPV, 2014.

Populacéo Frequéncia absoluta Razdo y? Prob

Resistente Suscetivel

C-AC-15 (AC) 7 0 (1:0)
‘Véndrantais’ (VEN) 0 8 (0:1)
Fy 10 0 (1:0)
F2 65 43 (9:7) 0,69 0,406
RC: (F1x VEN) 21 30 (1:3) 7,11 0,008
RC; (F1x AC) 45 0 (1:0)

Na geracdo F foram observadas 65 plantas resistentes e 43aplant
suscetiveis, enquanto que no retrocruzamento dac@erkr com o genitor
suscetivel verificou-se 21 plantas resistentes su36etiveis (Tabela 10). Todas as
plantas do retrocruzamento entkeeFo genitor resistente foram resistentes.

As frequéncias observadas emeFem RGE permitiram a proposi¢cao de um
modelo para explicar o controle genético da resis#éno acesso C-AC-15. O
modelo genético prevé uma epistasia denominada depéssiva com a propor¢ao
nove plantas resistentes e sete plantas suscgvéieem F. Na geragdo RCsao
esperadas uma planta resistente e uma plantaises¢et3).

O modelo foi verificado na geracde Bma vez que o valor de Qui-
quadrado foi ndo significativge: = 0,69; p = 0,406). Entretanto, na geracda RC
0 Qui-quadado foi significativo indicando que oswes ndo sdo devidos ao acaso
(x%*2=7,11; p = 0,008).
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4 DISCUSSAO

N&ao foi possivel, novamente, identificar a(s) ragafesente(s) na casa de
vegetacdo na qual foram realizados os estudos dmdae A suscetibilidade
apresentada da linhagem ‘MR-1’ foi a razé@o peld guaca 4 nao foi assinalada
como a identificada. Sdo poucos os relatos solsesaetibilidade da linhagem
‘MR-1’ a isolados deP. xanthii (KRISTKOVA et al., 2004; McCREIGHT;
COFFEY, 2011). No presente trabalho, o uso dedsoféio monospdrico pode ter
sido um fator limitante para a identificacdo de umwwa raca, uma vez que o
isolado utilizado foi proveniente de uma coldniikial de uma lesdo simples.
Todavia, para atenuar esse fato, Jahn et al. (2@@#tam que isolados coletados
no campo ou casa de vegetacdo, oriundos de uma Ueséio podem ser
considerados geneticamente homogéneos. O isotdidado para a produgdo de
inoculo do presente trabalho tem as caracteristitatdas por Jahn et al. (2002).

No estudo da heranca da resisténcia do acesso AM5Eentatou-se o
contraste entre os dois genitores utilizados quanteacdo ao fungB. xanthii
(Tabela 9). Para a linhagem ‘Véndrantais’ foi regda na literatura a sua
suscetibilidade as racgas 1, 2US, 2Fr, 3, 4 e 5 NA al., 2002), enquanto a
resisténcia do AM55-1A confirma os resultados veados no ensaio para
identificar fontes de resisténcias no primeiro Gdpi(Tabela 4).

A heranca da resisténcia do acesso AM55-1A foiiexgh por um modelo
com um gene composto por dois aleldse(a), sendo que o alelo que confere a
resisténcia A) possui dominancia completa sobre o alelo que ecenf
suscetibilidade d). Assim sendo, o genoétipo do genitor suscetiv@ndfantais’
pode ser descrito p@a, enquanto o genoétipo do acesso resisterdtd. dodas as
plantas resistentes na geracddé&m o gendtipdda. Na geracéo #0s genotipos
das plantas resistentes podem A&rou Aa totalizando uma propor¢do fenotipica
de % enquanto o gendtipo de plantas suscetiaicém uma proporcao de ¥a. No
retrocruzamento RCo gendtipo das plantas resistentefaé enquanto que em

plantas suscetiveisa.
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Os resultados nao significativos dos testes degQadrado confirmaram o
modelo proposto para explicar as propor¢des dasadafenotipicas nas geracdes
F. e RG (Tabela 9). Em outras palavras, os desvios estfeeguéncias esperadas
e observadas sdo meramente devido ao acaso. Adlwigrdo alelo que confere a
resisténcia no acesso sobre o alelo que confereiseetthilidade pode ser
confirmada ao se observar que a geracéo filialpFesentou todas as plantas como
resistentes, indicando dominancia completa do gledeente no acesso AM55-1A
gue confere resisténciaR xanthii.

Muitos estudos de heranca foram realizados corav&intes de resisténcia
(JAGGER et al., 1938; BOHN; WHITAKER, 1964; HARWOOQMARKARIAN,
1968; COHEN; COHEN, 1986; EPINAT et al., 1993; FLUSGRALVAREZ, 1995;
BARDIN et al., 1999; FUKINO et al.,, 2004; PITRAT;BSOMBLES, 2008;
YUSTI-LISBONA et al., 2010; McCREIGHT; COFFEY, 20110s resultados
conforme se esperaria sdo discrepantes em funcaariddilidade dos genitores,
variabilidade do patégeno (racas fisiologicas),adés empregados e variacbes
ambientais. Dois destes estudos sdo mais relevpataso presente trabalho pelo
fato das duas fontes de resisténcia, assim contessa AM55-1A, pertencerem a
variedade botanicacidulus (YUSTI-LISBONA et al., 2010; McCREIGHT,;
COFFEY, 2011).

No primeiro estudo, 0 acesso TGR 1551, coletad@iembabue no Sudeste
africano, tem resisténcia as racas 1, 2 e 5. Anggaraa resisténcia do referido
acesso as trés racas € determinada por dois loeomtgragem em uma epistasia
recessivo-dominante. Foi o primeiro relato da preaedesse tipo de heranca em
meloeiro (YUSTE-LISBONA, 2010). O acesso Pl 313908sui resisténcia a raca
“S” condicionada por um alelo recessivo denomingumeS (McCREIGHT,;
COFFEY, 2011). Também possui resisténcia as raga&US, conferida também
por alelos recessivos (McCREIGHT, 2003).

Uma possivel relagcdo da resisténcia apresentadapetso AM55-1A com
as resisténcias de TGR-1551 e Pl 313970 devertesar de outros estudos por

meio de teste de alelismo. N&o obstante, deveeterninada para quais ragas o
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acesso AM55-1A é resistente. Estudos preliminages ¢videnciado resisténcia
deste acesso a raca 5 (dados nédo apresentados).

A resisténcia do acesso C-AC-15 é mais complexaspotratar de uma
epistasia do tipo dupla recessiva. Assim sendagesivolvidos dois geneA €B)
com dois alelosA e a no gene AB eb no gene B) com relagdo de dominancia
completa. A resisténcia ocorre quando pelo menodasralelos dominantes estdo
presentes em cada locé B ). Nos demais genétipos, a auséncia de alelos
dominantes em um ou nos dois locos condiciona eesbdidade. Com base no
presente modelo os genétipos dos genitores queicanxplas frequéncias
observadas em todas as geragcbes 8a@B no acesso C-AC-15 aabb na
linhagem suscetivel ‘Véndrantais’. O genotipo piasitas resistentes em $eria
AaBb. Por conseguinte na geracdods genotipos das plantas resistentes seriam
(AABB, AABb, AaBB e AaBb), generalizand@ B ; e as plantas suscetiveis teriam
0s seguintes genodtiposaBB, aaBb, generalizando a@B ); AAbb, Aabb,
generalizandoA_bb) e aabb.

Do ponto de vista bioguimico, a resisténcia postepia dupla recessiva
ocorre quando duas enzimas séo produzidas pelddndi Cada uma das enzimas
€ produzida pelos alelos dominantes dos dois lam@glvidos no controle
genético do carater. Por conseguinte, na ausénaisnd das enzimas o individuo
é suscetivel (RAMALHO et al., 2012).

O modelo foi comprovado na geracdg Fas ndo foi na geracdo RC
(Tabela 10). Uma provavel explicacdo foi o tamambduzido na amostra da
geracdo RCuma vez que o numero de plantas suscetiveis forgwm em 9,0
individuos. Ressalta-se que algumas plantas ded&fgeracdo morreram. Outro
fato que reforca o modelo é que na geracée D foram observadas plantas
suscetiveis. Os genotipos das plantas desta gesagams seguinteSABB, AABD,
AaBB e AaBb. Portanto, todos genotipos que condicionam plaetsistentes.

Em germoplasmenomordica, como € o caso do acesso C-AC-15, a heranga
da resisténcia geralmente € mais simples envolvemtho ou dois genes
(McCREIGHT, 1987). Esse € o primeiro relato daspnea de epistasia do tipo

dupla recessiva no controle genético da resistéadra xanthii em meloeiro.
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Controle genético envolvendo modelo epistatico gsige-dominante foi
observado por Yuste-Lisbona et al. (2010) no acd$3R 1551. Resende et al.
(1999) observou epistasia dupla recessiva na herdag resisténcia em dois
cruzamentos de feijoeiro comum em condicdes de camp

A resisténcia presente nos acessos AM55-1A e CA(xaderd ser
transferivel para outros genoétipos que sejam phamhite possuam excelentes
qualidades de fruto. Deve ser considerado que essas resistentes ndo possuem
frutos com qualidades comerciais em especial s®lislnlveis (< 9,0 °Brix)
(Tabelas 5 e 6; Capitulo 1). Em razdo da simplagdanvolvida na heranga da
resisténcia nos dois acessos, € possivel executarmas geragfes de
retrocruzamentos para obter materiais resistentesne boas caracteristicas de
fruto. Foi por meio desse processo que a primeiltavar resistente a raca 1 &e
xanthii, Powdery Mildew Resistent (‘PMR 45’) foi obtida rpanelhoristas
americanosno final da década de trinta (JAGGER et al., 19B8ambém por esse

método que as cultivares modernas resistenteeesds/racas tém sido obtidas.
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5 CONCLUSOES

- A heranca da resisténcia do acesso AM55-1A éralawia por apenas um gene
composto por dois alelos, sendo que o alelo quimnesisténcia domina o alelo

para suscetibilidade;
- Dois genes compostos por dois alelos com interdgddominancia completa e

interacdo génica (epistasia) do tipo duplo recasgive controlam a heranga da

resisténcia do acesso C-AC-15.
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CAPITULO 3

IDENTIFICACAO DE MARCADORES SNP ASSOCIADOS A RESISTENCIA A
Podosphaera xanthii EM MELOEIRO
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RESUMO

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereirddentificacdo de marcadores SNP
associados a resisténcia Rodosphaera xanthii em meloeiro.2014. 125p. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) — Universideélederal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), Mossor6-RN, 2014,

O oidio em meloeiro € um problema fitopatogénicoapa producdo em
muitas areas do mundo. A selecdo fenotipica paiatéacia ao oidio &
dificil, trabalhoso e de baixa eficiéncia. O meHrmento para resisténcia ao
oidio pode ser assistido por marcadores molecul@sS). O objetivo
deste estudo foi identificar marcadores SNP asdosia resisténcia em
acessos de AM55-1A e C-AC-15. A populagéo de retzamnento (RC1)
derivado de AM55-1A x 'Véndrantais' e a populacde C-AC-15 x
‘Véndrantais' foram utilizados para identificar @Tdssociados a resisténcia
a P. xanthii usando andlise de segregacdo de bulk com 243 SNP
marcadores moleculares. Dois QTLs (PM-AM55-1A_ 1 me-A55-1A_2)
foram identificados no grupo de ligacdo V de AM55-% 'Véndrantais'.
Um QTL (Pm-C-AC-15_5) no grupo de ligacdo V e ost(®m-C-AC-
15 9) no grupo de ligacéao IX.

Palavras-chaves Cucumis melo. Oidio. QTL. Mapa genético. Genbmica.

Resisténcia.
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ABSTRACT

NUNES, Elaine Welk Lopes Pereifdentification of SNP markers associated
to resistance to Podosphaera xanthii in melor2014. 125p. Thesis (Doctorate
em Agronomy/Crop Science) — Universidade FederataRdo Semi-Arido
(UFERSA), Mossor6-RN, 2014.

Powdery mildew in melon is a phytopathogenic probler production in
many areas of the word. Phenotypic selection fowdmsyy mildew
resistance is difficult, laborious and low efficogn Powdery mildew
resistance breeding can be assisted by marketexbsislection (MAS). The
objective of this study was identify SNP markersoagated to resistance in
accessions AM55-1A and C-AC-15. The backcross m@djonl (BG)
derived from AM55-1A x ‘Véndrantais’ anc population from C-AC-15 x
‘Véndrantais’ were utilized to identify QTLs assaigd to resistance .
xanthii using bulked segregation analysis with 243 SNPemwdéar markers.
Two QTLs Pm-AMS5-1A 1 andPm-A55-1A 2) were identified on ligation
group V from AM55-1A x ‘Véndrantais’. One QTLP-C-AC-15 5) on
ligation group V and othePMm-C-AC-15 9) on ligation group IX.

Key Words: Cucumis melo. Powdery mildew. QTL. Genetic map. Genomic.

Resistance.
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1 INTRODUCAO

O meloeiro € uma cultura de grande valor econdéminaegides tropicais
e temperadas. E cultivado em praticamente todorioote brasileiro, porém tem
grande relevancia na Regido Nordeste, que respgmrdeais de 95% da producao
nacional (BUENO; BACCARINN, 2012). Entre os prinaip fatores limitantes da
cultura estdo as doencgas ocasionadas por patodennatureza diversa. Dentre
esses patdgenos, estd o furRmosphaera xanthii, principal agente causal do
oidio em todo o mundo (LEBEDA et al., 2011).

O oidio aparece em folhas, peciolos e gemas jodensucurbitaceas,
como um po6 branco pulverulento composto por micdkmso e esporos. Em
condicdes favoraveis ao desenvolvimento do funda tosuperficie da folha pode
ser coberta pelas suas estruturas. O fungo podgrchecobrir ambas as faces da
folha e provocar desfolhacdo prematura nas plamehjzindo a producédo e
gualidade dos frutos (SITTERLY, 1978).

Em razado das suas vantagens como economicidadiela@e de uso pelos
produtores e seguranca ambiental uso de cultivares resistente tem sido
incentivado para o controle do oidio. A obtencaewlévares resistentes € um dos
principais objetivos dos melhoristas em todo o noufMcCREIGHT, 2006). Nos
programas de melhoramento a selecéo para resst€treidicionalmente feita com
base no fendtipo. Todavia, esse processo tem rfiei&@eduzida devido a varios
fatores como variabilidade do patégeno, método mtulacdo e condicbes
ambientais (COHEN et al., 2004; LIU et al., 20l1@ntretanto existem
dificuldades e custos adicionais relacionadas &ergacao dos varios isolados do
fungo. Por outro lado, com o advento de técnicatebnoldgicas, 0s pesquisadores
tém concentrado esforcos em identificar marcadoredeculares de DNA
estreitamente ligados a genes de resistén&axanthii. O intuito € reduzir ou
eliminar as limitagcdes da selecéo fenotipica, redusstos e tornar o processo de
selecdo mais eficiente. O desenvolvimento de maread moleculares

estreitamente ligados a genes de resistéreiaanthii é a etapa fundamental para
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a selecdo assistida por marcadores (SAM) e clonad®rgenes com base no
mapeamento genético.

Em razao disso, trabalhos para identificar marasdoroleculares ligados
a genes de resisténciaRa xanthii foram feitos com diversos tipos de marcadores
como RAPD, AFLP, SCAR, SSR, SRAP e SNPs. Dessadpforam publicados
manuscritos que relatam a identificacdo de QTLadlbg a genes de resisténcia a
determinadas racas de. xanthii. Os QTLs PmW da linhagem WMR-29
(PITRAT, 1991), PmNA (WANG et al.,, 2011),Pmv.1 da diferenciadora PI
124112 (PERCHEPIED et al. (2005) VE NORMAP®-R do acesso TGR-1551
(YUSTE-LISBONA et al., 2011a) foram identificados grupo de ligacdo V. Os
QTLs Pmy do acesso VA 435 (PITRAT, 1991; PERIN et al., 2002mXIl.1
(PERCHEPIED et al., 2005) e um QTL relatado porifalet al. (2008) estéo
associados ao grupo de ligacdo XI. O (Hiixx (PITRAT, 1991; PERIN et al.,
2002) e um segundo QTL (FUKINO et al., 2008) estsésnciados com o grupo de
ligacdo Il. No Brasil, foi identificado o0 marcadem-1 da linhagem AF-125 (Pm-
1) associado ao LG IX (TEIXEIRA et al., 2008). Tedus trabalhos apresentados
anteriormente ndo alcancaram seu objetivo pringjpal é identificar marcadores
estreitamente ligados (< 1 cM) a genes de resistéamtretanto, Zhang et al.
(2012) identificaram o marcador CARRle | estreitamente ligado ao geRe2F,
responsavel pela resisténcia da linha chinesa KTata 2Fr. Os referidos autores
relataram que o marcador desenvolvido pode seousamtio marcador universal
para selecdo assistida.

Diante destas consideracdes, considerando a hipdatesque existem
marcadores moleculares do tipo SNP associadoses genresisténciaRa xanthii
presentes nos acessos AM55-1A e C-AC-15, o objetivgpresente trabalho foi
identificar marcadores moleculares SNP associadgenas de resisténciaRa
xanthii dos acessos AM55-1A e C-AC-15.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos foram conduzidos na casa de végetaaboratorios de
Melhoramento Genético de Cucurbitaceas do Instilet@onservacion Y Mejora
de La Agrodiversidad Valenciana (COMAV) na Univees Politécnica de
Valencia (UPV), em Valencia, Espanha. O municimovélencia, na Comunidad
Valenciana, esta situado a uma latitude norte d&28911", longitude 0° 22' 38”

a oeste de Greenwich e tem 13,0 m de altitude adonaivel do mar. Durante o
periodo de execugédo do experimento, a temperatétiZama casa de vegetagéo foi
de 12,3°C e a umidade relativa do ar de 58,23%.

2.2 Germoplasma

Os genitores utilizados para geracdo das populagégsegantes de
mapeamento foram a linhagem suscetivel ‘Véndrdreais acessos AM55-1A e
C-AC-15 (Figura 5). A descricdo completa dos cigadenitores esta no item 2.2
do Capitulo 2.

A populacdo de mapeamento do cruzamento AM55-1¥éxdrantais’ foi
o retrocruzamento RGF: x ‘Véndrantais’) com 118 plantas, enquanto que ar

cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’ utilizou-se aaggio Fcom 108 plantas.

2.3 Obtencdo, manutencdo, inoculacdo do isoladwadiagdo da reacdo nas

populacdes
A manutencdo do isolado e a avaliacdo da reacagogalacdo de

retrocruzamentos RGoram os mesmos descritos no item 2.1. e 2.1.Gajwtulo
1.
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2.4 Extracdo de DNA

A extragdo do DNA das plantas seguiu o protocoszd® no item 2.3.3 do
Capitulo 1.

2.5 Marcadores SNP e Analise de QTLs

Foi utilizada a metodologiBulk Segregant Analysis (BSA) desenvolvida por
Michelmore et al. (1991). Para isso foram criadus loulks de DNA de 20 plantas
avaliadas para a reagaoPa xanthii na populacdo RC1. O primeitaulk foi
composto de DNA das plantas classificadas cometegdes, enquanto o segundo,
por DNA de plantas avaliadas como suscetiveis.

Foram utilizados 243 marcadores SNPs identificaddsscritos em detalhes
por Esteras et al. (2013). A genotipagem com aafdaha GoldenGate foi
conduzida no Centro Nacional de Genotipado Espar{@it-GEN-ISCIII)
(http://www.cegen.org). A sequéncia de cddaus selecionado, incluindo o
nucleotideo polimérfico flanqueados por sequénd@ass0 pb foi submetida ao
lllumina (lllumina Assay Design Tool (ADT). A Genpagem GoldenGate foi
realizada conforme descrita por Blanca et al. (ROC2ensaio GoldenGate foi
desenvolvido na plataforma BeadXpress R usandocmoltmyia Veracode R
(lumina). Os produtos de PCR, denominados Cy3yB @ependendo do alelo
foram hibridizados a um vidro Veracode. Cada SNP identificado pelo
lllumicode e os alelos foram discriminados pela 8uarescéncia em um leitor
Veracode BeadXpress (BLANCA et al., 2012).

2.6 Andlises estatisticas

A andlise de QTLs ligados a resisténcia de melagitaxanthii foi realizada
utilizando o método de mapeamento por intervalopmsty conforme o programa

MapQTL®. Na metodologia por Intervalo composto, um marcaskiritamente
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ligado a um QTL potencial é selecionado utilizanto procedimento de selecao
de cofatores com um ponto de corte de 2% de pridteadié (p< 0,02). Utilizando
0 grupo de cofatores selecionados, a analise deednagnto por intervalo
composto) é conduzida. Teste de permutacBes deQLBiClos foi realizado para
estimar oLOD (Log of Odds-ratio)elativo a presenga de determinado QTL em
uma regiao genémica (VAN OOIJEN, 2004).

O mapa de ligacdo foi realizado utilizando o proggaWindows QTL
Cartographét 2.5 (WANG et al., 2007). A funcdo de Kosambi (19#4 utilizada

para calcular a distancia genética entre os mareado
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3 RESULTADOS

3.1 Cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais’

Entre os 243 marcadores SNP escolhidos para semdi QTLs, somente
12 (4,94%) foram polimérficos entre 0s genitoresFAvVLA e ‘Véndrantais’, bem
como entre os bulks resistentes e suscetiveise®esarcadores, cinco estavam

localizados no grupo de ligacdo V, cinco no gruph ¥m no grupo Il e um no
grupo Xl (Tabela 11).

Tabela 11. Marcadores SNP polimérficos entre ositges AMS55-1A e
‘Véndrantais’, bulks resistentes e suscetiveisehN@h, UPV, 2014.

Marcador GL  Posigédo Bulk AMS55-1A F; Bulk  ‘Véndrantais’
(R) (R) R (S (S)

SNP164 2 46,2 TC T TC C C
SNP726* 5 41,2 CA A CA CA C
SNP788 5 50,9 AG A AG G G
SSH9al5 5 52,5 AG A AG G G
SNP1155 5 79,8 GT T GT G G
AI13H12 5 89,4 GC C GC G G
AIO5F11 7 4,9 CG C CG G G
SNP249* 7 11,4 GA A GA GA G
SNP262 7 30,5 TC T TC C C
SNP1009 7 32,1 CT C CT T T
SNP56 7 43,3 AG A AG G G
SNP315 11 90,9 TA A TA T T

*. Marcadores nao polimoérficos nos bulks mas poliimés entre os genitores. (R):
resistente, (S): suscetivel. GL: grupo de ligacao.

A andlise de QTL realizada a partir do retrocruzamérG (entre ke 0

genitor suscetivel ‘Véndrantais’) revelou a preseme dois picos (QTLS) no grupo

de ligacdo V envolvidos com a resisténci®&.axanthii (Figura 6). Também foram
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observados picos menores nos grupos de ligacadXll Bo grupo de ligacédo Il
(aproximadamente entre 14 cM e 42 cM), enquanto goe grupo IX
(aproximadamente 6 cM) observa-se um pico abaixeatty limiar (LOD = 15,9),
sendo, portanto, ndo significativos. Por outro Jad@o se observou picos nos

grupos de ligagéo VIl e Xl que possuiam marcadpodmorficos (Tabela 11).

o

.1,;1'[ IT OOm IV W VI IWITWITTI X XD XT © XIT

Figura 6. Picos observados na andlise de QTLs palggho de retrocruzamento
RC.do cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais'. Valencia, WIR2014.

Os dois QTLs identificados foram denominadtre-AM55-1A 1 e Pm-
AMB55-1A 2. O primeiro QTL explica 87% (LOD = 19,9) da vadacobservada,
enquanto o segundo QTL explica 47% (LOD = 22,6)béla 12) no grupo de
ligacdo V.

Tabela 12. Informacdes dos QTLs identificados naufagdo de retrocruzamento
RC.do cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais'. Valencia, WIR2014.

QTL Posicdo LOD Intervalo a R?
(cM)
Pm-AM55-1A 1 53,0 19,9 50,1-56,2 3,15 0,87
Pm-AMS55-1A 2 69,0 22,6 68,3-74,0 3,23 0,47

LOD limiar = 15,09;a: efeito aditivo do QTL.
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A estimativa dea positiva de ambos os QTLs indica que o genitor
‘Véndrantais’ aumenta a nota dada na fenotipagem,seja, incrementa a
suscetibilidade, conforme era esperado (Tabela 12).

O QTL denominaddmAM55-1A 1 estd proximo do SNP polimorfico
SSH9al5 situado a 53 cM no grupo de ligacéo V. gurs#go QTL,Pm-AMS55-
1A 2, esta muito préximo ao SNP polimorfico 1155 sitwads9 cM (Figura 7).

cM

0.0 ——{3— aMPSNP898

16. snp387

23.&—? snp437

36.5 —/7aMF"SNF'?2Ei

45‘4\_ / snp788

46. SSH9a15 -
54,“:&; obals N Pm-AMS55-14_1 (53,0 M)
70.

/T snp1155
|i_ M’ -

Pm-AMS55-14-_2 (69,0 cM)

Figura 7. Localizacdo dos QTIBMAMS55-1A 1 e PmAMbB5-1A 2 no grupo de
ligacdo V. Valencia, UPV, 2014.

Para auxiliar no estudo da identificagdo dos QTdi, dontabilizado o
ndamero de plantas homozigotas do retrocruzamento (RCx ‘Véndrantais’)
fenotipadas como resistentes e suscetiveis (Tab8)a Com base nessas
frequéncias, constata-se que apenas no grupoaigdigy, mais precisamente na
regido entre 50,9 e 79,8 cM, hé efeito dos maresddtdo se confirmaram efeitos
nos grupos de ligagéao Il, 111, IX e XI.
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Tabela 13. Informacbes de grupo de ligacdo, posméinotipado dos genitores e
geracdao filial ke o numero de plantas homozigotas do retrocruzani®@ (Fi X
‘Véndrantais’) fenotipadas como resistentes e siv@is de quinze marcadores
SNPs. Valencia, UPV, 2014.

Marcador GL Posigdo ‘Véndrantais’ AM55-1A F. RC r RGCis
CMPSNP246 2 53 A G AG 14 12
SNP164 3 46,2 C T TC 15 16
SNP726 5 41,2 C A CA 7 19
SNP788 5 50,9 G A AG 2 21
SSH9al5 5 52,5 G A AG 5 18
SNP1155 5 79,8 G T GT 2 27
Al13H12 5 89,4 G C GC 9 24
AlO5F11 7 4,9 G C CG 11 15
SNP249 7 11,3 G A GA 6 15
SNP262 7 30,5 C T TC 12 15
SNP1009 7 32,1 T C CT 13 17
SNP56 7 43,3 G A AG 15 17
SNP315 11 90,9 T A TA 15 15
SNP1035* 9 33,6 C C C C C
SNP159 9 36,8 C T CT 13 13

*. Monomorfico; GL: grupo de ligacdo; RG& o nimero de plantas homozigotas do
retrocruzamento RQF: x ‘Véndrantais’) fenotipadas como resistentes; B@ nimero
de plantas homozigotas do retrocruzamenta f x ‘Véndrantais’) fenotipadas como
suscetiveis.

3.2 Cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’

Entre os 243 marcadores SNP escolhidos para seamdi QTLs, somente
quatro (1,65%) foram polimoérficos entre os gengo@AC-15 e ‘Véndrantais'.
Destes marcadores, um estava no grupo de ligac@im\ho grupo Il e dois no
grupo IX (Tabela 14).
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Um aspecto interessante é que para os marcadof@g88NSSH9al5 e
AIO5F11 o genitor C-AC-15 é segregante (Tabela E4ke fato evidencia que o
referido acesso embora tenha passado por cincdfeaunnlacbes ainda €
heterozigoto em alguns locos. A heterozigosidadegémitores ndo € indicada em
estudos de mapeamento e heranca de caractereseznguer a construcdo das

populagdes de mapeamento teoriza genotipos hontogigo

Tabela 14. Informacbes dos marcadores SNP polico&rfentre os genitores C-
AC-15 e ‘Véndrantais’. Valencia, UPV, 2014.

Posicdo

Marcador GL (cM) ‘Vendrantais’ C-AC-15
CMPSNP246 2 53 A G
SNP788* 5 50,9 G GA
SSH9al15* 5 52,5 G AG
SNP1155 5 79,8 G T
AIO5F11* 7 4,9 G CG
SNP56 7 43,3 G G
SNP1035 9 33,6 C G
SNP159 9 36,8 C G

*Marcadores em que o genitor C-AC-15 segrega.

A andlise de QTL realizada com a populacdp d& cruzamento
‘Véndrantais’ e C-AC-15 revelou a presenca de giaies (QTLs). O primeiro no
grupo de ligacao V e o segundo no grupo de lighgad&m pico menor também
foi identificado no grupo de ligacdo VII, porém ngignificativo por estar abaixo
do LOD limiar (LOD = 4,0) (Figura 8).
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Figura 8. Picos observados na analise de QTLs palagfio de Fdo cruzamento

C-AC-15 x ‘Véndrantais'. Valencia, UPV, 2014.

Os dois QTLs foram denominados®®&-AC-15 5 ePm-AC-15 9 (Tabela
15). O primeiro QTL explicou 21% (LOD = 4,9) da i&éo, enquanto o segundo,
22,0% (LOD = 5,9). A estimativa o positiva de ambos os QTLs indica que o

genitor ‘Véndrantais’ aumenta a nota dada na fpagém, ou seja, incrementa a

suscetibilidade, conforme era esperado (Tabela 15).

Tabela 15. Informagdes dos QTLs identificados raufagdo EFdo cruzamento C-

AC-15 x ‘Véndrantais’. Valencia, UPV, 2014.

QTL Posicdo LOD Intervalo a R2
(cM)
Pm-AC-15 5 40,4 4.9 33,8-45,8 0,61 0,21
Pm-AC-15 9 31,3 5,9 26,4-34,6 0,69 0,22

LOD limiar = 4,0;a: efeito aditivo do QTL.
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O QTL denominadaPm-C-AC-15 5 situado na posicdo 40,4 cM esta
préximo do SNP 788 localizado na posicao 45,4 ciduia 9A). O segundo QTL,
Pm-C- AC-15 9, estd extremamente proximo ao SNP poliformico 1€§i8%ado a
31,3 cM (Figura 9B).

cM o
A a g3}
0.0+ alMPSNP8S8 12 ~— 30173
607 | |/ swir 3 ~—
BAN )/ snsT o Lo
3657\ T/~ aMPSNPT% 5 e
4547\ J//~ snpT88 CAC5 ‘
45&:f SSF;'|9315 Pi-C-AC-15 5 (40,4 cM) :; \_3231#;. Pm-C-AC-15 9 (31,3 M)
647\ [/ 60K41.243 " v
70.r\ [/ sp158 %3 910
79. : ~—al3h12 2 /—‘51:'.*.33
T B kS - o
A) Grupo de ligagéo V B) Grugmligagéo IX

Figura 9. Localizacdo dos QTEsn-C-AC-15 5 e Pm-C-AC-15 9 nos grupos de
ligacdo V e IX, respectivamente. Valencia, UPV,£201
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4 DISCUSSAO

Em estudos de andlise de QTL sé@o necessarios raesgoblimérficos
entre os genitores (MICHELMORE et al., 1991). Rasadois cruzamentos foram
identificados poucos marcadores SNPs polimérfisesido 12 (4,94%) para o
cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais’ (Tabela 11) eemps 4,0 (1,65%) no
cruzamento C-AC-15 x ‘Vendrantais’ (Tabela 14). Uexplicacdo provavel para
o reduzido polimorfismo entre os marcadores é @datescolha ter sido feita pela
observacao do resultado de genotipagem de matdeaaisferéncialas variedades
botanicascantal oupensis, momordica e acidulus conforme descreve Esteras et al.
(2013). A linhagem francesa ‘Véndrantais’ foi w@#lda como padrédo
cantaloupensis, 0s acessos indianos Pl 414327, Pl 124111 e P11P24oram
utilizados como padramomordica e 0 acesso TGR 1551 foi o pade@odulus. Na
realidade, em virtude da variacdo no germoplasmaneleeiro (LUAN et al.,
2010), ndo é garantia que o polimorfismo mostradtree amostras sejam
reproduzidos quando se altera os individuos mesendral da mesma variedade
botéanica.

Foram observados dois picos significativos na sealQTL para o
cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais’ (Figura 6). Gsgs observados nos grupos
de ligacao Il e IX ndo séo significativos, fato fionado ao se observar o nUmero
de plantas homozigotas do retrocruzamenta Cx ‘Véndrantais’) fenotipadas
como resistentes e suscetiveis (Tabela 13). Poy lato, no cruzamento C-AC-15
X ‘Véndrantais’ foram observados dois picos sigaifivos. O primeiro no grupo
de ligacdo V e o segundo no grupo de ligacéo I¥Ui& 8).

Alguns estudos foram realizados para identificarLQBssociados a
resisténcia aP. xanthii. A localizacdo dos QTLs foi observada nos grupes d
ligacdo Il, V e Xll. Assim sendoPm-Edisto47-1 (NING et al.,, 2013),Pm-x
(PERIN et al., 2002)Pm-2F (ZHANG et al., 2012) e QTL (AR-5) (FUKINO et
al.,, 2008) no grupo de ligacdo Pmw (PITRAT, 1991),PmR1-2 e PmR5
(YUSTE-LISBONA et al.,, 2011la)PmAN (WANG et al.,, 2011) ePmV.1
(PERCHEPIED et al., 2005) no grupo de ligacddPuty (PERIN et al., 2002),
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PmXII.1 (PERCHEPIED et al., 2005) e QTL (AR 5) (FUKINO at, 2008) no
grupo de ligacao Xll. A localizacdo de QTLs nospgral de ligacdo depende dos
diferentes genitores envolvidos para a geraca@olaslacdes segregantes, tipo de
marcadores e racas do patdgeno. Pelos resultadosraloalhos fica evidente que
varias regides gendmicas estdo envolvidas naé&aesiatde meloeiro B. xanthii.
Este fato € comum na interagdo planta-fungo deqgeal espécie (YUSTE-
LISBONA, 2011a).

Nos dois cruzamentos do presente estudo foramifidadbs trés QTLs
(PmAM55-1A 1; Pm-AM55-1A 2 e Pm-C-AC-15 5) no grupo de ligacdo V
(Figuras 6, 7 e 8A). Os resultados de trabalhos €irhs tém levado alguns
autores a acreditam que o grupo de ligacdo V nmeitel contém uma regido
genOGmica que possui geneslugter) que conferem resisténcia a diferentes
patogenos (PITRAT, 1991; DOGIMONT et al., 2008)rdhepied et al. (2005)
relataram dois QTLs ligados no grupo de ligacdoOV primeiro associado a
resisténcia ao fungBseudoperonospora cubensis (Berk. and Curtis) Rostovzev,
agente causal do mildio; e o segundo, associado resisténcia &. xanthii
(PERCHEPIED et al., 2005). Perin et al. (2002)tegtaum QTL no grupo de
ligacdo V associado a resisténcia corfphis gossypii Glover. Este QTL esta na
mesma regido da resisténcia as racas 1, 2 e xbnthii (YUSTE-LISBONA,
2011a, b).

O gene que condiciona resisténcid.agossypii, denominado dé&/at, é
classificado como NBR-LRR (NBS: Ligacdo Local de cMwtideos; LRR:
Repeticbes Ricas em Leucina) (DOGIMONT et el.,, 2008 organizacdo em
cluster de genes de resisténcia NBS-LRR €& comum em gena®aglantas
(MICHELMORE; MEYERS, 1998). Andlises em outras espg como 0 arroz
(Oryza sativa) (ZHOU et al., 2004) érabidopsis thaliana (MEYERS et al., 2003)
também mostram a ocorréncia dasters de genes de resisténcia NBS-LRR. Os
primeiros genes NBR-LRR descritos para resistéadta xanthii, racas 1, 2 e 5
foram MRGH5 e MRGHG63 no grupo de ligagédo V (YUSTESBONA, 2011a).

Por outro lado, um dos QTLEf+C-AC-15 9) foi identificado no grupo
de ligagdo IX (Figuras 8 e 9B). Ndo é comum a ifieatdo de QTLs para
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resisténcia &. xanthii no referido grupo de ligacdo. Entretanto, Teixetaal.
(2008) verificou o QTLPm-1 para resisténcia a raca 1Rexanthii esta a 4,9 cM
do marcador AFLAV75/H35_155. Os referidos autores também relatam aju
marcadorAFLP M75/H35_155 esta a 40,9 cM do QRwrl. O citado QTL esta
associado a resisténcia ao virlEapaya Ring Spot Virus (TEIXEIRA,;
CAMARGO, 2006).Estes fatos evidenciam que na mesma regido gendrica
grupo de ligacado IX, assim como no grupo de ligad¢atambém pode existir um
cluster de genes que conferem resisténcia a diversos graidg Fukino et al.
(2008) comentam que no grupo de ligagéo Il ha wstel similar aquele do grupo
V. Todavia, ndo apontam maiores detalhes que dmpetal afirmativa.

No cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantais’, o QTPm-AM55-1A 1
explicou a maior parte da variagadd (R87%; LOD = 19,9) observada. O referido
QTL esta estreitamente ligado ao marcador SSH9ah% uma diferenca de
somente 0,8 cM (Figura 7). Embora exista variosaifzos que identificam QTLs
para resisténcia B. xanthii em meloeiro, sdo raros os relatos envolvendo QTLs
estreitamente proximos a um marcador. Uma das\misshzOes da dificuldade
para a identificacdo de marcadores estreitamentciorados a QTLs de
resisténcia é a dificuldade em se avaliar a reap&oindividuos em razdo dos
inimeros fatores ambientais que exercem influésctae o desenvolvimento do
oidio. Dentre estes fatores podem ser citados mbsade, umidade, idade da
planta e método de inoculacdo entre outros, cof@mmenta Cohen et al. (2004).
Uma possibilidade para melhorar a fenotipagem € so e linhagens
recombinantes em experimentos com repeti¢cdes eiwsvacais. Todavia, Zhang
et al. (2012) desenvolveu um marcador CAPS quendelia regido gendmica que
contém o QTLPmM-2F a 0,8 cM. Os autores apontam o marcador CAPS a@mo
utilizacdo universal em razéo da sua estreita aggarcom o QTL.

Um aspecto relevante que precisa ser levado emidevagdo € que
embora tenham sido observados dois QTLs no grupgatgio V. no cruzamento
AM55-1A x ‘Véndrantais’, ressalta-se que ha a pguobdade dos dois picos, na
verdade, ser apenas uma regido pelo fato de néiir emarcadores no intervalo de

20,9 cM compreendido entre os dois QTLs (Figur&sse possivel fato, mostra a
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necessidade de se estudar a regido genémica delen2@scM compreendida entre
0s marcadores SSH9al5 (52,5 cM) e 60k41.243 (M)4(Eigura 7). O estudo
seria feito incorporando novos marcadores SNPg irgsirvalo gendmico.

O QTL Pm-AC-15 5 do cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantais’ esta a 5,0
cM do marcador SNP 788 (Figura 9A). O marcaBorAC-15 9 situado na
posicdo 31,3 cM esta a 2,3 cM do marcador SNP18356 €M) e 5,5 do marcador
SNP159 (36,8 cM) (Figura 9B). Outros trabalhostagfaa identificagéo de QTLs
para resisténcia R. xanthii em meloeiro proximos (2,0-4,9 cM) a marcadores
moleculares (WANG et al., 2011; FUKINO et al., 200&IXEIRA et al., 2008;
LIU et al., 2010; ZHAO et al., 2010; YUSTE-LISBONARQ11a, b; NING et al.,
2013). O ideal para a selecdo assistida é a itemi#fo de marcadores de utilidade
universal estreitamente ligados a marcadores malesu(<1l cM). Assim sendo,
seria importante tentar saturar as regides gen8ndica grupos de ligagdo V e IX
do presente estudo com a inclusdo de novos maes@MPs pela técnica de
identificacdo de SNPs denominada de HMR (High MglfResolution).

N&o obstante, todos os QTLs identificados no ptesiabalho séo Uteis
guando se pratica a selecdo na populacdo de estydalem ser Uteis, em muitas
situagcBes para outras populagdes, ndo podendanmmrserem desprezados. Esses
QTLs deverao ser testados para validacdo na p@uuisegregante e em gendtipos

com reacgdo conhecida.
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5 CONCLUSOES

- A analise do cruzamento AM55-1A x ‘Véndrantaigrimitiu a identificacdo dos
QTLs PmAMS55-1A 1 que explica 87% da variacao fenotipicRra-AM55-1A 2
que explica 47%, situados, respectivamente, a&8®,0 cM no grupo de ligacdo
Vi

- A analise do cruzamento C-AC-15 x ‘Véndrantaistrpitiu a identificacdo do
QTL Pm-C-AC-15_5 na posicéo 40,4 cM no grupo de ligagéo V que eafil%
da variacéo fenotipica e do QRm-C-AC-15_9 na posic¢do 31,3 cM no grupo de
ligacdo IX que explica 22%.
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