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Identificacdo e Mapeamento de QTLs de
Resisténcia do Meloeiro a Podriddao do Colo
Causada por Fusarium solani f. sp. cucurbitae

Rafaela Priscila Antonio’

Irlane Cristine de Souza Andrade Lira?
Pedro Martins Ribeiro Junior?

Rita de Cassia Souza Dias*

Resumo - Nas regides produtoras do meloeiro (Cucumis melo L.) no Nordes-
te do Brasil, a podriddo-do—colo, causada por Fusarium solani f. sp. cucur-
bitae, se destaca por ser de dificil controle devido a capacidade deste pa-
tégeno em sobreviver no solo em restos de cultura e produzir estruturas de
resisténcia. O objetivo deste trabalho foi identificar e mapear marcadores do
tipo microssatélite (SSR) ligados aos Quantitative Trait Loci - QTLs (Loci de
Caracteristicas Quantitativas) que segreguem conjuntamente com a resis-
téncia a podriddo-do-colo, utilizando progénies F,, de meloeiro, obtidas de
genitores contrastantes para o carater (BGMel 109, genitor resistente e ES
12.0225.022, genitor suscetivel). Dos 12 marcadores microssatélites polimor-
ficos utilizados, sem distor¢do de segregacgao, trés foram considerados liga-
dos e mapeados em um grupo de ligagdo. Uma parte do genoma foi coberta
por esse mapa e o comprimento total do grupo obtido foi de 15,76 cM. Um
marcador, CMMS22-2, estava proximo a um QTL explicando uma parcela da
variagao fenotipica R? = 8,75%. A adigdo de novos marcadores moleculares
no mapa genético aumentara o poder do mapeamento de QTLs nas regides
que apresentaram grandes distancias, aumentando o nimero de QTLs ma-
peados e os valores de R2.

Termos para indexagao: selecdo assistida por marcadores, melhoramento
de plantas, Cucumis melo.
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Identification and QTL Mapping Associated with
Resistance to Fusarium solani f. sp. cucurbitae of
Melon

Abstract - Melon (Cucumis melo L.) is a largely cultivated crop in the
northeastern Brazil. Fusarium crown is a disease caused by Fusarium solani
f. sp. cucurbitae. This disease is so difficult to control due to the ability of this
pathogen to survive in soil in plant debris and produce resistance structures.
The objective of this work was to identify and map microsatellite markers (SSR)
linked Quantitative Trait Loci - QTLs (QTLs) that segregate with resistance
to fusarium crown, using melon F,, progenies, obtained from contrasting
progenitors (BGMel 109, resistant parent and ES 12.0225.022, susceptible
parent). Twelve polymorphic microsatellite markers without segregation
distortion were evaluated, and three were considered linked and mapped in
only one linking group. This map covered a small part of the genome, and the
total length of the group obtained was 15.76 cM. Only one marker, CMMS22-
2, was close to a QTL explaining a small portion of the R2 phenotypic variation
= 8.75%. Given the results obtained, it is understood that further studies will
be necessary to expand the number of microsatellite primers analyzed. The
addition of new molecular markers in regions that have long distances in
the genetic map will increase the power of QTL mapping in these regions,
increasing the number of mapped QTLs and R? values.

Index terms: marker assisted selection, plant breeding, Cucumis melo.
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Introducao

No Brasil, o meloeiro (Cucumis melo L.) ocupa uma area plantada de
aproximadamente 23 mil hectares, apresentando uma produgao estimada
em 873 mil toneladas, sendo a regido Nordeste responsavel por 89% desta
area plantada e 98% da produgéo nacional (IBGE, 2017). No Semiarido nor-
destino, incluindo o Submédio do Vale do Sao Francisco, ha possibilidade de
cultivo de melao durante todo o ano, no entanto, devido as diversas doengas
que podem acometer o meloeiro durante o periodo chuvoso, seu plantio é re-
alizado quase totalmente na época seca, quando sao realizados pelo menos
trés ciclos por ano (Nascimento et al., 2018).

Dentre as doengas, economicamente importantes, estdo aquelas pro-
vocadas por patégenos habitantes do solo e causam sintomas como mur-
chas (Fusarium oxysporum Schlechtend: Fr. f. sp. melonis Snyder & Hans),
podridées (Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich) e Fusarium solani
((Mart.) Sacc. f. sp. cucurbitae Snyder & Hansen), que se tornam importantes
por apresentarem estruturas de resisténcia que asseguram a sua sobrevivén-
cia em condi¢des desfavoraveis (Bedendo, 2011; Nascimento et al., 2018).

Nas regides produtoras do meloeiro no Nordeste, a podridao do colo cau-
sada por F. solani f. sp. cucurbitae se destaca por ser uma doenca de dificil
controle. Este patdgeno pode persistir no solo por varios anos, sobrevivendo
em restos de cultura e por produzir estruturas de resisténcia, denominadas
clamidésporos (Nash; Alexander, 1965; Reis et al., 2011). Esta doenga pode
causar danos graves a lavoura e, consequente, morte de plantas, sendo um
fator limitante para a cultura. O controle quimico nao apresenta eficiéncia e
nao ha fungicidas registrados no Brasil para esse fim (Brasil, 2019). Entre as
medidas de controle indicadas esta a utilizagdo de sementes sadias livres
do patégeno, rotacdo de culturas (com plantas de outras familias diferentes
das cucurbitaceas) (Nascimento et al., 2018), utilizagdo de controle biolégi-
co como Trichoderma spp. e utilizagdo de cultivares resistentes. O uso de
cultivares resistentes seria a alternativa mais eficaz, barata e segura para o
controle dessa doenga em meloeiro (Oumouloud et al., 2013; Dhaouadi et al.,
2019). No entanto, ndo existem cultivares comerciais de meloeiro resistentes
a F. solani f. sp. cucurbitae no Brasil. Para sanar esse problema, os progra-
mas de melhoramento desta cultura procuraram por fontes de resisténcia a
esta importante doenca mais adaptadas as regides de cultivo. No Banco Ati-
vo de Cucurbitaceas da Embrapa Semiarido, os acessos de meloeiro estéo
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sendo caracterizados para diversos aspectos, como resisténcia a pragas e
doencas. Nesses estudos, o acesso de meloeiro BGMel 109 apresentou nivel
de resisténcia moderado a F. solani f. sp. cucurbitae (Santos et al., 2015).

Para o fungo F. oxysporum f. sp melonis, causador da murcha do meloei-
ro, ja foram identificados genes de resisténcia as ragas 0 e 2 (gene Fom-1)
e as ragas 0 e 1 (gene Fom-2) e o gene recessivo (fom-4) que confere, com
Fom-1, resisténcia as ragas 0 e 2. Estes genes possuem heranga monogé-
nica e dominante (Joobeur et al., 2004; Brotman et al., 2005; Oumouloud et
al., 2010). A resisténcia a raga 1-2 é complexa e parece ser controlada por
varios genes recessivos (Herman; Perl-Treves, 2007; Herman et al., 2008).
Em populagdes estudadas por Perchepied e Pitrat (2004) e Perchepied et
al. (2005), a analise de QTLs revelou nove loci afetando a caracteristica. Os
genes Fom-1 e Fom-2 sdo amplamente utilizados em programas de melho-
ramento em paises produtores de melao (Burger et al., 2003). Entretanto,
para F. solani f. sp. cucurbitae o nimero de trabalhos é infimo e os que sao
encontrados nao relatam qual o controle genético da resisténcia do meloeiro
a este patdégeno ou mesmo o nimero de genes que participam na resisténcia.

O conhecimento sobre a heranca dessa resisténcia levara a criagao de
uma estratégia de melhoramento mais eficiente para resisténcia duravel. No
entanto, a analise de fungos de solo, como a podriddo do colo, em campo, é
de dificil mensuragao, pois a expresséo dos sintomas é afetada pelo método
de inoculacdo (Buger et al., 2003), pela viruléncia entre isolados, o back-
ground genético da planta, e por fatores ligados a eficacia de métodos e fer-
ramentas, como marcadores moleculares, usados para avaliar a resisténcia
das plantas (Oumouloud et al., 2013). Como consequéncia da unido desses
fatores, testes de inoculagdo podem produzir resultados com expressao am-
bigua da doenga conduzindo a selegao ineficiente de plantas com resisténcia
individual, o que poderia atrasar os programas de melhoramento e culminar
na perda de resisténcia a podridao do colo.

Uma possivel solugdo para esta questao é a identificagdo de fontes de
resisténcia utilizando-se marcadores de DNA, que sao ferramentas uteis e
podem ajudar a identificar as regides cromossémicas envolvidas na resis-
téncia do meloeiro ao fungo F. solani f. sp. cucurbitae. Em meloeiro, genes
de resisténcia a diversas doengas foram mapeados. Diaz et al. (2011) propu-
seram um mapa consenso, com marcadores de DNA ligados a diversas ca-
racteristicas quantitativas de importancia econémica em meloeiro, utilizando-
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-se marcadores de 18 estudos de mapeamento de QTLs responsaveis pela
resisténcia a varias doencgas. No entanto, estes mesmos mapas néo relatam
loci de caracteristicas quantitativas (QTL) para F. solani f. sp. cucurbitae. Este
conhecimento poderia levar a uma estratégia de criagdo de resisténcia dura-
vel mais eficiente em programas de melhoramento do meloeiro. Uma vanta-
gem adicional para a utilizacdo de marcadores de DNA é a possibilidade de
selecdo simultanea de genes de resisténcia a mais de um patégeno ou raga.

O objetivo deste estudo foi identificar e mapear marcadores do tipo mi-
crossatélite (SSR) ligados aos loci génicos (QTLs) que cossegreguem com a
resisténcia a podridéo do colo, utilizando-se progénies F, , de meloeiro, obti-
das de genitores contrastantes para o carater.

Material e Métodos

A partir do cruzamento da linhagem de meloeiro BGMel 109, que apresen-
ta nivel de resisténcia moderado ao fungo F. solani f. sp. cucurbitae — esse
nivel de resisténcia foi quantificado relacionando-se o menor tamanho de le-
sdo ou ao ndo desenvolvimento de infecgdo em plantas desse acesso, em
trabalho desenvolvido por Santos et al. (2015) —, e do genitor suscetivel ES
12.0225.022, do grupo Inodorus, provenientes do programa de melhoramen-
to de meloeiro da Embrapa Semiarido, foi obtida a geragéo F,. Posteriormen-
te, por autofecundacao, foi obtida a geragéo F, (Figura 1).

A area experimental, utilizada para a realizagdo destes cruzamentos, foi
implantada no Campo Experimental da Embrapa Semiarido, localizado no
perimetro irrigado do Projeto Bebedouro, no municipio de Petrolina, PE. Os
experimentos de fenotipagem foram realizados em casa de vegetagado e a
genotipagem foi realizada no Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Se-
miarido, Petrolina, PE.

Da geragéo F, foram amostradas sementes para a obteng&o da geracéo
F,, (Figura 1). Estas sementes foram plantadas em bandejas de poliestireno
expandido, contendo substrato comercial para a produgdo de hortalicas a
base de vermiculita e cinzas vegetais. Cerca de 20 dias apods o plantio da
F,, quando as plantas apresentavam duas folhas definitivas, as mudas foram
transferidas para vasos plasticos de 10 L, contendo substrato composto por
areia lavada, solo e esterco ovino (1:2:1). Ao final, foram obtidas, por autofe-
cundagéo, 54 progénies F,, (Figura 1)
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Figura 1 Esquema dos cruzamentos realizados entre BGMel 109 que
apresenta bom nivel de resisténcia do Fusarium solani f. sp. cucurbi-
tae e do genitor suscetivel ES 12.0225.022, progénies utilizadas na
genotipagem e fenotipagem.

Para a avaliagédo fenotipica, da reagdo dos gendtipos a F. solani f. sp.
cucurbitae, foram utilizados os genitores BGMel 109 (resistente) e ES
12.0225.022 (suscetivel), as progénies F, , e os hibridos comercias Gold Mine
e 10.00, como testemunhas comerciais suscetiveis. As sementes de todos
estes gendtipos foram semeadas em bandejas de poliestireno, e as mudas
transplantadas para vasos de 10 L, como descrito anteriormente.

Para as avaliagGes genotipicas, o DNA de cada planta F, foi extraido de
folhas jovens a partir do protocolo desenvolvido por Doyle e Doyle (1990).
Apoés a extragdo, as amostras de DNA foram quantificadas e padronizadas
em 10 ng pL' para utilizagdo nas reagdes de amplificagdo por PCR (reagéo
em cadeia da polimerase), para detectar polimorfismo entre os genitores com
0 uso de 200 primers microssatélites descritos para meloeiro por Chiba et al.
(2003), Ritschel et al. (2004), Gonzalo et al. (2005) e Fernandez-Silva et al.
(2008).

As reacgbes de PCR foram realizadas em termociclador Gene Amp 9600
(Applied Biosystems), onde cada amostra apresentou um volume final de 12
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pl contendo: 1 yL de DNA gendmico numa concentragédo de 10 ng pl'; 1.32
ML de cada primer (F-R) (10mM); 1,5 pL de solugédo tampéo (10X); 1,5 uL de
DNTp’'S (2,5 mM de cada um dos desoxiribonucleotideos dATP, dCTP, dGTP
e dTTP); 0,7 uL de TagPolimerase (5U); 0.75 uL de MgCI2 (50 mM) e agua
ultrapura para completar.

A amplificagao foi realizada em termociclador, modelo Applied Biosystems
Veriti, de acordo com o seguinte programa: 4 minutos, a 95 °C, para a des-
naturacdo do DNA; 30 ciclos de 30 segundos, a temperatura de 95 °C para a
desnaturacao; 45 segundos para o anelamento do primer, cujas temperaturas
variaram de 54 °C a 62 °C de acordo com o primer; 1 minuto a 72 °C para a
extensdo de DNA e uma extensao final, por 5 minutos, a 72 °C, e mantidos
a 10° «,

Os produtos de amplificagdo foram submetidos a eletroforese horizontal
por 2 horas, a 80 V, em gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio
a 10 mg mL" e fotografado com camera digital. Realizada a analise de po-
limorfismo nos genitores, os primers com algum tipo de polimorfismo foram
utilizados para genotipar a populagéo F, de 54 plantas. Cada fragmento de
DNA amplificado foi identificado na progénie da seguinte forma: 1, para a
banda proveniente do genitor suscetivel; 2, para a banda proveniente do ge-
nitor resistente e 3, para a progénie que possui as bandas dos dois genitores.

Finalizada a matriz com os dados de polimorfismo de toda a progénie e
genitores, as frequéncias genotipicas foram submetidas ao teste x? a 1%
de significancia, para a verificagdo da ocorréncia de segregagdo distorcida
em relagéo a esperada e para o controle da taxa da falsa descoberta (False
Discovery Rate ou FDR), aplicando-se 0 método de Benjamim e Hochberg
(1995). Foi utilizada a fungdo de mapeamento de Kosambi (1944), para a
confirmacgéo de ligagdo, ordenamento e posicionamento dos marcadores no
mapa para determinar mais precisamente o posicionamento de possiveis
QTLs. Para as analises de regressao linear simples, foi utilizado o procedi-
mento de backward que considerara os marcadores moleculares como varia-
veis independentes. Todas as analises relacionadas a identificagcdo e mapea-
mento de QTLs foram realizadas no software GQMOL (Cruz; Schuster, 2004).

Para avaliar a reagéo das plantas de mel&o (F, ,, genitores e das testemu-
nhas comerciais, como descrito anteriormente) ao F. solani f. sp. cucurbitae,
utilizou-se um isolado da colegédo de trabalho de fungos do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Semiarido proveniente de plantas de meldo com
sintomas da doenga, coletadas no municipio de Petrolina, PE.
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O fungo foi cultivado em meio BDA (batata, dextrose e agar) e mantido em
incubadora a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. Apos esse periodo,
a inoculagao foi realizada com a utilizagao de um disco de micélio com 0,5 cm
de didmetro retirado da borda da colénia. O disco de micélio foi depositado
no hipocétilo da planta, previamente ferido com um dispositivo contendo um
conjunto de trés agulhas entomolégicas com um milimetro de comprimento, a
altura de 1 centimetro da superficie do substrato. Para a fixagao do disco no
caule, foi utilizada uma fita adesiva transparente. Apos a inoculagéao, as plan-
tas foram submetidas a camara umida, por 24 horas, com o auxilio de sacos
plasticos. As avaliagdes foram realizadas apds 14 dias da inoculagéo. Para
cada gendtipo, foi utilizada também uma testemunha com disco de BDA sem
micélio do fungo colocado nas hastes das plantas previamente feridas, como
foi realizado para a inoculagdo. Em seguida, as plantulas foram colocadas em
camara umida, permanecendo por 24 horas.

Aos 14 dias apds a inoculagao, foi avaliado o tamanho das lesdes pro-
vocadas pelo fungo nos gendtipos com o auxilio de um de um paquimetro.
As medidas foram transformadas em raiz quadrada (x + 0,5) e submetidas
a analise de variancia utilizando-se o programa Genes e as médias foram
agrupadas pelo teste de Scott e Knott (P < 0,05). Foi realizada também a
distribuicdo de frequéncia utilizando-se o programa Sisvar.

Resultados e Discussao

O resumo da analise de variancia relativo as notas da reagédo das pro-
génies de meloeiro ao F. solani f. sp. cucurbitae é apresentado na Tabela 1.
As diferengas genéticas significativas (P < 0,01) entre as progénies e entre
as testemunhas compostas pelos genitores e hibridos comerciais indicam a
possibilidade de sucesso com a selegédo para essa caracteristica e também
uma possivel identificagdo de QTLs.
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Tabela 1. Resumo da analise de varidncia para reacédo de progénies de me-
loeiro (Cucumis melo L.) & Fusarium solani f. sp. cucurbitae.

Fonte de variacao GL QM
Gendtipos 57 4,79*
Progénies 59 4,63*
Testemunhas (genitores e hibridos 3 7 16
comerciais ’

G vs. Test. 1 5,84
Erro efetivo médio 522 0,31
Média geral 1,98

Média dos gendtipos 1,95

Média das testemunhas 2,35

CV (%) 28,20
Herdabilidade (%) 93,29

** Significativo, a 1% de probabilidade, pelo teste de F.

Poucos sao os relatos de resisténcia genética entre as cultivares de me-
loeiro cultivadas no Nordeste do Brasil que se restringem a alguns hibridos
(como por exemplo os hibridos ‘AF 682’ e ‘Vereda’, resistentes ao oidio e os
hibridos ‘Iracema’ e ‘Gold Mine’, resistentes ao oidio e a F. oxisporum ragas
0, 1 e 2), desenvolvidos por empresas privadas. O desenvolvimento de linha-
gens resistentes de meloeiro derivadas do acesso indiano PI-12411IF por
Cohen e Eyal (1987), em Israel e MR-1 por Thomas (1986), nos Estados Uni-
dos, estimulou um interesse consideravel no desenvolvimento de programas
de melhoramento voltados a resisténcia genética para esta cultura. Assim,
diversas linhagens foram derivadas do acesso PI-124111, que tem resistén-
cia ao oidio (Sphaerotheca fuliginea (Schlechtend.) Pollacci), mildio (Pseudo-
peronospora cubensis (Berk. E M. A. Curtis) Rostovzev), e para as ragas 0,
1, e 2 de F. oxysporum f. sp. melonis (Zink; Thomas, 1990). A reagéo desses
acessos a F. solani f. sp. cucurbitae foi relatada por Champaco et al. (1993),
sendo considerados suscetiveis. Dessa forma, a identificacao de fontes de
resisténcia dentre as progénies avaliadas, adaptadas ao Semiarido brasileiro,
como o caso das progénies provenientes do acesso BGMEL 109, utilizado
como genitor resistente, é importante para os programas de melhoramento
disponibilizarem gendétipos que contribuirdo para a produgdo comercial de
meldo no Nordeste do Brasil.
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A estimativa de herdabilidade é de 93,29% para as progénies F,, (Tabela 1)
é considerada alta. A herdabilidade é um dos parametros genéticos mais impor-
tantes para o trabalho do melhorista, uma vez que ele representa o quanto da
variagao fenotipica pode ser perpetuada via selegao, ou seja, a proporgéo da
variagao genética presente na variagao fenotipica total. Desta forma, a herdabi-
lidade é a confianga do valor fenotipico como um indicador do valor reprodutivo
(Bernardo, 2002).

Os dois genitores diferiram quanto a expresséo da resisténcia ao F. solani f.
sp. cucurbitae (Figura 2 e Tabela 2).

Fotos: Irlane Cristine de S. A. Lira

Figura 2 Reacdo dos genétipos (genitores) de meloeiro (Cucumis melo L.) ES 12.0225.022 (A,
suscetivel) e BGMel 109 (B, moderadamente resistente) a Fusarium solanif. sp. cucurbitae. Setas
mostram os locais de inoculagéo no colo das plantas.

Tabela 2. Reacgédo dos genitores ES 12.0225.022 (suscetivel) e BGMel 109
(moderadamente resistente), de suas progénies (P1 a P54) e de gendtipos co-
merciais (Gold Mine e 10.00) de meloeiro a Fusarium solani f. sp. cucurbitae.

Tamanho de Tamanho de Genéti- Tamanho de

Genoétipos lesdao Médio Genétipos lesao Médio os lesdao Médio
(cm) (cm) P (cm)

BGMel 109  *1,09f P17 1,75e P37 1,49f

ES

12.0225.022 2,81c P18 2,29d P38 1,60e

Gold Mine 2,62¢c P19 1,99e P39 1,32f

10.00 2,86¢ P20 1,84e P40 1,42f

P1 1,34f P21 1,47f P41 1,71e

P2 2,75¢ P22 1,45f P42 1,62e

P3 2,10e P23 1,71e P43 1,37f

P4 2,76¢ P24 1,11f P44 2,27d

P5 1,86e P25 1,32f P45 2,47d

P6 1,89 P26 1,32f P46 2,69c

P7 1,68e P27 1,24f P47 3,78a

Continua...
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Continuacao.

Tamanho de Tamanho de Genéti- Tamanho de

Genotipos lesao Médio Genétipos lesdao Médio os lesdao Médio
(cm) (cm) P (cm)

P8 2,36d P28 1,12f P48 2,69¢c

P9 1,87e P29 1,43f P49 2,50d

P10 2,17d P30 1,45f P50 2,54c¢

P11 2,34d P31 1,28f P51 3,13b

P12 2,18d P32 1,65e P52 3,36b

P13 1,69 P33 1,19f P53 3,11b

P14 1,97e P34 1,47f P54 4,10a

P15 1,63e P35 1,55e

P16 1,62e P36 1,35f

*Os dados foram transformados para ./(x + 0,5). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05).

Aleséo do acesso BGMEL 109 mediu 1,09 cm, em média, diferindo da linha-
gem ES 12.0225.022, com lesédo de 2,81 cm, que néo diferiu estatisticamente
dos hibridos comerciais ‘Gold Mine e 10.00’, apresentando lesbes medindo em
média 2,62 cm e 2,86 cm, respectivamente (Tabela 2). Existe numerosa quan-
tidade de trabalhos visando a identificacdo de fontes de resisténcia a doengas
em meloeiro nos ultimos 20 anos, como estratégia para reduzir a utilizagao de
defensivos quimicos. A linhagem MR-1 é resistente a diversas doencgas, sendo
frequentemente utilizada em analise de QTL, no entanto, a busca por fontes de
resisténcia ndo para (Branham et al., 2018). A linhagem ‘BGMEL 109’ demons-
trou resisténcia moderadada a F. solani f. sp. cucurbitae em testes realizados
na Embrapa Semiarido (Santos et al., 2015), além de ter demonstrado certa
resisténcia a Didymella bryoniae, agente causal do cancro das hastes (Dias et
al., 2016) e apresentou menor severidade aos virus associados ao amareldo
do meloeiro, em condi¢cdes de campo no Vale do Sao Francisco (Costa, 2016).

Os histogramas de frequéncia das progénies F,, para a reag&o das progénies
de meloeiro a F. solani f. sp. cucurbitae estdo apresentados na Figura 3. Foi
observada uma variagdo continua, sugerindo a existéncia de varios genes con-
trolando a expressao dessa caracteristica. Para F. solani f. sp. cucurbitae. Nao
foram identificados trabalhos que determinassem o controle genético da resistén-
cia do meloeiro a este patdgeno ou mesmo o nimero de genes que participam na
resisténcia. No entanto, para F. oxysporum f. sp. melonis, Branham et al. (2018)
obtiveram resultados positivos para QTLs de resisténcia (qFom1-11), explicando
91,5%, contrariando estudos anteriores que determinavam controle monogénico
dominante para raga Fom 1, pelo gene denominado Fom-2. Este fato indica que
a realizacdo de novos estudos é sempre necessaria para confirmar as hipéteses
ja consolidadas ou complementa-las.
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Foi observado que 17,24% das progénies apresentaram tamanho médio
de lesdo de 1,1 cm. Estas progénies podem ser consideradas com algum
nivel de tolerancia/resisténcia a doenga e podem seguir para as proximas
etapas do programa de melhoramento de meldo (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicao de frequéncia da reacéo de progénies de meloeiro (Cucumis melo
L.) a Fusarium solani f. sp. cucurbitae (médias em cm da lesdo no colo das plantas).

Dos primers microssatélites testados, 12 foram polimoérficos (Tabela 3 e Fi-
gura 4). Estes primers foram utilizados para a genotipagem das 54 progénies
ou populacao segregante e, posteriormente, utilizados para a analise de QTL,
como informado anteriormente. Este método € comumente utilizado para a
deteccado de QTLs associados a caracteristicas de interesse (Qiu et al., 2010;
Liu et al., 2015; Nie et al., 2015).

Tabela 3. Sequéncias dos primers de microssatélite (SSR) polimérficos entre
0s genitores contrastantes para resisténcia do meloeiro (Cucumis melo L.) a
podridao do colo (F. solani f. sp. cucurbitae).

Nome da sequéncia Sequéncia (5'-3")

CMMS2-3 -F ATCACCCACCCCACCACTGCCAAAA
CMMS2-3 -R CCTTGAAAAACCACCAACATAACAC
CMMS4-3 - F ACCGAAATCATAAGGAACATAAGAG
CMMS4-3 -R TATGAGCTGTGTTGTGTATGAAAAC
CMMS22-2 - F CGTTATACAAGATAGAGATAGAGAG
CMMS22-2 -R TTCAACTAATCCCCAAGACAAACAA
CMMS33-1-F TGTAATAGGATGACCAAGGGGAGTT
CMMS33-1 -R TTCAGGAGCTACAACAAGATTTCAA
CMMS34-8 - F TTTCTTACTTTTTGGTTTGGTTCTG
CMMS34-8 -R GGCGCTGTGGTGAGTGTCGGGAGAG
CMMS34-10 - F GGGGTGTGAAGCTGAAGGCAAAGTC
CMMS34-10 -R AAAGGAAGAAGAAGAAAAAGGAGAA
CMMS35-5 - F AACGGGATTTTGGAGGCATATTCGG
CMMS35-5 -R CTCCCCAGTGTATCAGCCAAATCTC

Continua...
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Continuagao.

Nome da sequéncia Sequéncia (5'-3")
CMBR120 - F CTggCCCCCTCCTAAACTAA
CMBR120 -R CAAAAAGCATCAAAATggTTg
CMBR111 -F TTTTCCTCCATTTTAACTTAGCC
CMBR111 -R AAGAGAgAAgCCATGgATGAA
CMBR150 - F TTTTTACTTGTgTTTTgATTTgTT
CMBR150 - R TTggTggACTggAATCCATA
CMBR8- F TTTCACTTTTTCCCYCCg
CMBRS - R AATggAAAAgggAAgTgCAA
CMCTN53 F CCACATTTGATGGAAATCTT
CMCTN53 R CATTTTATAGCTTATCTTCCG

Figura 4. Eletroforese dos produtos de amplificagdo dos DNAs com o marcador CMMS4-3. As
canaletas correspondem ao marcador de peso molecular de 100 pb (M); os genitores BGMel 109
e ES 12.0225.022 e das populagdes da F,, F.RC,, F.RC, e F, (amostra de plantas resistentes
“R”, e suscetiveis “S”).

Na Figura 4, pode-se notar que algumas plantas consideradas como resis-
tentes apresentam apenas a marca do genitor suscetivel, indicando assim um
falso-positivo. Resultados de falso-positivos podem ocorrer por diversos fatores,
entre estes, a presencga de crossing over entre o marcador e o alelo de interes-
se, provocando distorcdo nos resultados obtidos e reduzindo a eficiéncia da
selecdo assistida por marcadores (Lande; Thompson, 1990; Knapp, 1998). Com
relagéo as frequéncias genotipicas, foi obtido um nivel critico para o critério FDR
de 0,0004%. Todos os marcadores apresentaram valores iguais ou acima do
nivel critico especificado, ou seja, ndo houve segregacéo distorcida (Tabela 4).

Na Tabela 4, sdo observadas frequéncias alélicas na populagéo estudada.
Cada genitor deve contribuir com a mesma frequéncia alélica. Assim, segundo
o0 modelo de equilibrio de ligagao de (Hardy, 1908; Weinberg, 1908) na ausén-
cia de selecdo, migragdo e mutagao, espera-se que a frequéncia de cada alelo
do marcador seja 0,5. Para quatro loci, houve maior proporcao de alelos do
genitor BGMEL 109, enquanto para seis loci, houve maior proporcéo de alelos
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do genitor ES 12.0225.022. Para os demais loci (dois), as frequéncias alélicas
néo se alteraram.

Tabela 4. Teste x? para as frequéncias genotipicas, probabilidade FDR (%) e
frequéncias alélicas da geragdo F, do cruzamento entre os genitores BGMel
109 e ES 12.0225.022.

Distorcéo de segregacéo Frequéncia

hlEmelr Frequéncia genotipica alélica

A'A! AAZ AAZ g2 FDR (%)*  f(A") f(A2)
CMMS2-3 13 13 30 6,23ns 0,00048ns 0,50 0,50
CMMS4-3 13 30 13 0,07ns 4,44ns 0,50 0,50
CMMS22-2 17 13 26 4,38ns 6,03ns 0,54 0,46
CMMS33-1 22 34 4,54ns 10,34ns 0,39 0,61
CMMS34-8 17 13 26 4,38ns 10,34ns 0,54 0,46
CMMS34-10 13 17 26 3,30ns 11,17ns 0,46 0,54
CMMS35-5 34 22 4,54ns 11,17ns 0,80 0,20
CMBR120 4 35 17 2,08ns 15,19ns 0,23 0,77
CMBR111 22 12 22 3,76ns 19,13ns 0,59 0,41
CMBR150 26 17 13 3,30ns 19,13ns 0,57 0,43
CMBR8 26 30 5,62ns 35,40ns 0,46 0,54
CMCTN53 48 8 24,85ns 96,23ns 0,86 0,14

A'A" homozigoto semelhante ao genitor ES 12.0225.022; A'A? heterozigoto com alelos do genitor
ES 12.0225.022 e BGMEL 109; A%2A? homozigoto semelhante ao genitor BGMel 109 (c? das frequ-
éncias genotipicas, onde ns= nao significativo); Hipétese: 1:2:1; Critério FDR, em que: *Valor abai-
xo do nivel critico especificado, 0,0004%, a 1%, para segregacao esperada de 1:2:1 (marcadores
que nao apresentaram distorgdes).

As posi¢cdes dos marcadores foram calculadas usando-se a fungédo de
mapeamento de Kosambi, para confirmagéo de ligacdo, ordenamento e po-
sicionamento preciso dos marcadores de possiveis QTLs. Os 12 marcadores
polimérficos sem distorgdo de segregagao foram utilizados e usou-se um LOD
escore minimo de trés e uma fungdo de recombinagdo maxima de 30. Apenas
trés marcadores microssatélites foram considerados ligados ao QTL de resis-
téncia e mapeados em apenas um grupo de ligagdo (Figura 5). No entanto,
nove marcadores ndo puderam ser mapeados com os parametros de mapea-
mento adotados e uma pequena parte do genoma foi coberta por esse mapa,
sendo o comprimento total do grupo obtido foi de 15,76 cM. Diversos mapas
para meloeiro foram desenvolvidos utilizando-se marcadores SSR sozinhos ou
em conjunto com outros tipos de marcadores (Gonzalo et al., 2005; Perchepied
et al., 2005; Zalapa et al., 2007; Fukino et al., 2008; Diaz et al., 2011), o que é
de grande importancia como ferramenta para avang¢os no melhoramento.
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cM  GL1 Marca

— CMMS2-3

Figura 5 Mapa de ligagdo para a
7,9 _ populagdo obtida do cruzamento
entre os genitores BGMel 109 e ES
12.0225.022. Marcadores SSR sao
mostrados ao lado direito do grupo
i— CMMS22-2 ¢ a distancia as marcas é indicado
ao lado esquerdo em cM de acordo
com a fungéo de Kosambi.

79

t— CMMS34-8

Apenas um marcador, CMMS22-2, estava préximo a um QTL, no entanto,
o valor do coeficiente de determinagdo (R?), que é a proporgdo da variagdo
fenotipica da caracteristica, explicada pelo marcador foi muito baixo, 8,75%.
Nie et al. (2015), também identificaram um QTLs que explicava uma pequena
propor¢éo da variagédo fenotipica, quando realizaram mapeamento de QTLs
de resisténcia de meloeiro ao mildio (Podosphaera xanthii). Este QTL, deno-
minado pm5.1, explicava apenas 7,6% da variancia fenotipica observada. Da-
ley et al. (2017), utilizando uma populagéo obtida do cruzamento entre MR-1 x
AY, identificaram dois QTLs que explicaram 33,9% da variagdo da resisténcia
a queima das folhas de alternaria causada por Alternaria cucumerina. Per-
chepied et al. (2005) identificaram dois QTLs que explicaram entre 41,9% e
66,4% da variagao fenotipica em estudos, com o objetivo de identificar a re-
sisténcia ao F. oxysporum f. sp. melonis em meloeiro. Outro fator que pode ter
contribuido para o baixo R? identificado foi o pequeno tamanho da populagéo
(n = 54). Segundo Fall et al. (2019), os resultados dos estudos de analises de
QTL realizados com populacdes de tamanho pequeno sdo mais afetados por
fatores ambientais. No entanto, nao foi possivel realizar este estudo com uma
populagédo maior, devido a problemas na obtengao de sementes viaveis. Dian-
te dos resultados obtidos, serdo necessarios mais estudos com ampliagéo do
numero de primers microssatélites analisados. A adigdo de novos marcadores
moleculares nas regides que apresentaram grandes distancias no mapa ge-
nético incrementara o poder do mapeamento de QTL nestas regides, tanto
aumentando o numero de QTLs mapeados, quanto os valores de R2.
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Conclusao

Do mapa obtido com comprimento total de 15,76 cM, apenas um grupo
de ligagao cobriu uma pequena parte do genoma. Um marcador, CMMS22-2,
estava proximo a um QTL associado a resisténcia do meloeiro a F. solani f.
sp. cucurbitae, explicando uma pequena parcela da variagao fenotipica R? =
8,75%.
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