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Papaya Ringspot Virus-Watermelon Strain = Virus da mancha
anelar do mamoeiro-estirpe melancia

Watermelon mosaic virus = Virus do mosaico da melancia
Cucumber mosaic virus = Virus do mosaico do pepino
Squash mosaic virus = Virus do mosaico da abdbora

Zucchini vellow mosaic virus = Virus do mosaico amarelo da
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RESUMO

OLIVEIRA, Ana Claudia Bameche de Oliveira. Heran¢a da resisténcia ao
virus da mancha anelar do mamoeiro-estirpe melancia (PRSV-W) em
Cucurbita moschata Duch. e sua introgressio em Cucurbita pepo L.
Lavras: UFLA, 1999. 74p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia).”

O virus da mancha anelar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W) ¢ um
dos principais virus que causam doenga no género cucurbita. Plantas infectadas
exibem mosaico, deformacdes foliares ¢ deformagSes nos frutos. Infecgdes
precoces chegam a causar perdas de até 100%. O PRSV-W ¢ transmitido por
afideos de modo ndo-persistente, o que torna o controle desta virose via manejo
de insetos vetores pouco eficiente. Desta forma, a incorporagiio da resisténcia
genética ao PRSV-W ¢ altamente desejavel. Dentro do género cucurbita, foram
encontrados acessos resistentes a0 PRSV-W nas espécies C. ecuadorensis, C.
Joetidissima, C. maxima e C. moschata, sendo C. pepo sempre suscetivel. Este
trabalho foi realizado em Lavras - MG, e teve como objetivos estudar a heranga
da resisténcia a0 PRSV-W em C. moschata, ¢ a introgressio da resisténcia ao
PRSV-W oriunda de C. moschata na espécie C. pepo. A heranga foi estudada a
partir do cruzamento Baiana Tropical (P;- resistente) x Chirimen (P~
smcetivel), nas geraq&&s Pl, Pz, F], Fz, RCn (= F; x P]) e RC,; (=F1 X Pz)
Fizeram-se inoculagGes manuais com um isolado identificado de PRSV-W. As
avaliagGes foram feitas dando-se notas individuais para as plantas, usando uma
escala de notas de 1 até 5, sendo l=maioria das folhas sem sintomas e 5=
maioria das fothas com mosaico severo ¢/ou distorgdes foliares. A herdabilidade
da resisténcia € alta, e é controlada por mais de um loco génico com agio
predominantemente aditiva. A introgress3o da resisténcia foi realizada a partir
do cruzamento entre Asmara (C. pepo) x Duda (C. moschata). Foi utilizada a
técnica da cultura de embriGes para regenerar as plantas dos cruzamentos
interespecificos, de onde foram regeneradas 4 plantas. O hibrido interespecifico
recuperado mostrou nivel de resisténcia intermedirio aos pais. A recuperagio
de plantas F, resistentes ao PRSV-W indica que a introgressio da resisténcia ao
PRSV-W em C. moschata ¢ viavel tecnicamente.

* Comité Orientador: Wilson Roberto Maluf - UFLA (Orientador), José Eduardo B. P.
Pinto — UFLA e Antonia R. Figueira - UFLA
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Ana Claudia Bameche de Oliveira. Inheritance of the resistance
to papaya ringspot virus-watermelon strain in Cucurbita moschata
Duch. and its introgression in Cucurbita pepo L. Lavras UFLA, 1999.

74p. (Thesis - Doctorate in Program in Crop Science).”

Papaya ringspot virus — strain watermelom ( PRSV-W) is one of the main
viruses causing disease Cucurbita spp.. Infected plants display mosaic, leaf and
fruit deformations. Early infections may cause losses of up to 100%. PRSV-W is
transmitted by aphids in a non-persistent way which makes the control of this
viral disease via vector management hardly efficient. Use of Cucurbita spp.
cultivars with genetic resistance to PRSV-W is therefore highly desirable.
Accessions of C. ecuadorensis, C. foetidissima, C. maxima and C. moschata
with PRSV-W resistance have been identified, but that has not been the case
with C. pepo. Inheritance of PRSV-W resistance in the species C. moschata was
studied, with the objective of introgression into susceptible C. pepo. C.
moschata ‘Baiana Tropical’ (P, - resistant) was crossed with Chirimen (P; -
susceptible), and the F, was further backcrossed to both parents to obtain
generations BC;; (= F, x Py) and BC,, (F, x P;). Mechanical inoculations were
made with a known PRSV-W isolate. Evaluations were made by scoring plant
symptoms with a scale from 1 (= mostly symptomless leaves) to 5 (= most
leaves with severe mosaic and/or leaf distortions). Heritability of PRSV-W
resistance is high. There is probably more than one gene locus involved in
resistance, and gene action was predominantly additive. Embryo rescue
techniques were deployed to regenerate F, plants of the interespecific cross C.
pepo x C. moschata. Interespecific hybrid plants showed intermediate levels of
resistance relative to the parents. Recovery of highly resistant F, plants indicates
that introgression of the PRSV-W resistance of C. moschata on C. pepo being
technically viable.

* Guidance Committee: Wilson Roberto Matuf - UFLA (Major Professor), José Eduardo
B. P. Pinto - UFLA e Antonia R. Figueira - UFLA
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1 INTRODUCAO GERAL

A familia Cucurbitaceae & relativamente grande, contendo em torno de
130 generos e 900 espécies. Nela se inclui o género Cucurbita, composto por
cerca de 26 espécies, das quais apenas cinco sio cultivadas. Dentro do género
Cucurbita, as espécies de maior importincia econémica no Brasil sio Cucurbita
pepo, C. maxima e C. moschata.

Diversas viroses sdo responsaveis por considerdveis perdas na produgio
de cucurbiticeas. Destaca-se como uma das principais, no Brasil, a mancha
anelar do mamoeiro - estirpe melancia (PRSV-W Papaya Ringspot Virus -
Watermelon strain; sinonimia WMV-1 Virus do mosaico da melancia-1). O
virus ¢ membro do grupo dos Potyvirus, ¢ os sintomas da virose vio de clorose e
mosaico até distorgdes, principalmente nas folhas apicais. Também ocorrem
deformagdes das flores e posteriormente dos frutos, cujo desenvolvimento
normal pode ser inibido. Quando a infecgfio ocorre no inicio do ciclo, as perdas
podem chegar a 100% do produto comercial em cultivares suscetiveis.

O método de controle quimico é o mais utilizado no manejo de viroses,
mas mostra baixa eficiéncia no caso do PRSV-W porque o virus ¢ transmitido
pelos afideos-vetores de forma ndo persistente, fazendo com que antes que o
inseticida controle o vetor, 0 mesmo ja tenha transmitido o virus para as plantas.
Com isso, hi a necessidade de se buscarem outras formas de controle da doenca.
O uso de cultivares resistentes tem mostrado ser um método muito eficiente,
pois além do controle da virose, apresenta um baixo custo para o produtor,
diminuindo ou mesmo dispensando o uso de produtos quimicos.

Dentro das espécies cultivadas do género Cucurbita, apenas para C.
maxima ji se estudaram fomtes de resisténcia a0 PRSV-W e seus modos de
heranca (Provvidenti, 1982; Maluf ¢ Sousa, 1984; Garcia de Salcedo, 1984;
Maluf, Silva ¢ Moura, 1985; Maluf et al., 1986; Kuabara, Salcedo e Costa, 1987;
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Maluf, Pereira, Figueira ¢ 1997). Deatro da espécic C. moschata, existem
estudos mostrando que hi acessos com resisténcia a0 PRSV-W (Kuabara, 1934;
Maluf et al., 1986; Kuabara, Salcedo e Costa, 1987), mas até o momento nio hi
relatos sobre 0 modo de heranga desta resisténcia. Na espécie Cucurbita pepo,
estudos revelaram n3o existirem fontes de resisténcia descritas, o que leva &
busca da introgressdo da resisténcia a partir de acessos de outras espécies
(Demski e Chalkley, 1972; Provvidenti, Robinson ¢ Munger, 1978; Maluf et al.,
1986; Kuabara, Salcedo e Costa, 1987, McCandless, 1998).

O presente trabatho tem como objetivos: estudar a heranga da resisténcia
a0 PRSV-W em Cucurbita moschata, e a introgressdo da resisténcia ao PRSV-
W proveniente da espécie C. moschata na espécie C. pepo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais das Cucurbitéceas

Dentre as olericolas pertencentes a familia Cucurbitaceae, algumas
espécies destacam-se como economicamente expressivas no abastecimento de
hortaligas do Brasil. S&o elas as aboéboras, melfio, melancia, pepino € abobrinha.
As caracteristicas morfologicas mais importantes desta familia sdo: plantas
anuais ou perenes, herbaceas, de caule prostrado ou trepador, provido de
gavinhas axilares, com tendéncia a emitir raizes a partir dos nés;, folhas
raramente compostas, alternas, de nervura palmeada, base geralmente
cordiforme; flores solitarias, raramente em agrupamentos, axilares, opostas is
gavinhas; cdlice estrelado, esverdeado; corola campanulada, comumente
dividida em cinco lébulos, amarela ou branca; anteras bem desenvolvidas,
formando uma s6 massa; ovario infero, placentagiio central ou parietal; estigma
com trés a cinco 16bulos, com papidos; fruto geralmente indeiscente, constitui-se
de uma baga geralmente grande, cujas paredes externas endurecem ¢ as internas
permanecem carnosas; sementes planas, ricas em O6leo, com endosperma
reduzido ou nulo, cotilédones bem desenvolvidos, podem possuir uma
dorméncia até 30 dias pés-colheita ¢ neste periodo, a germinagdo, quando
ocorre, ¢ lenta (Casali, Saturnino ¢ Pedrosa, 1982).

Da familia Cucurbitaceae, destaca-se¢ o género Cucurbita, ao qual
pertencem as abdboras. O nome comum “abébora” ¢ muito amplo, com
variagles regionais, ¢, no Brasil, representa acessos de Cucurbita pepo,
Cucurbita maxima ¢ Cucurbita moschata. Em geral, empregam-se os seguintes
termos populares:

e abobrinha - quando os frutos sio consumidos ainda verdes;

geralmente pertencem as espécies C. pepo e C. moschata;
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e abdbora - quando os frutos sio consumidos maduros (secos),
geralmente pertencem & espécie C. moschata,

e moranga - quando os frutos, geralmente achatados ou arreglondados,
sio consumidos maduros; em geral pertencentes a espécie C.
maxima;

e mogango - quando os frutos, escuros, com gomos pronunciados ¢
casca bastante dura, sio consumidos maduros; geralmente
pertencem a espécie C. pepo.

O centro de diversidade do género Cucurbita situa-se no tropico,
concentrando-se na fronteira do México com a Guatemala. Existem cerca de 26
espécies de Cucurbita, das quais cinco sfio domesticadas e geneticamente
isoladas uma da outra: C. pepo — nativa da América do Norte, ao norte da cidade
do México, C. moschata — nativa do México ¢ América Central; C. maxima -
nativa do norte da América do Sul e América Central; C. mixta — nativa do
México e América Central e C. ficifolia — nativa do México, América Central e
norte da América do Sul. Dentre as espécies niio cultivadas, destacam-se: C.
martinezii, C. lundelliana, C. foetidissima e C. ecuadorensis (Maluf, 1996).

2.2 Viroses das Cucurbitéceas

Em razio da alta incidéncia de viroses, principalmente a causada pelo
virus da mancha anelar do mamoeiro, estirpe melancia, PRSV-W (Papaya
ringspot virus — watermelon strain), as perdas na produgiio de cucurbiticeas
podem ser drasticamente aumentadas nos casos em que as plantas sio infectadas
no inicio da cultura. Diferentes virus estdo associados com os sintomas severos
de doengas nas cucurbiticeas cultivadas em todo o mundo. No Brasil, tém sido
detectados, além do PRSV-W, o virus do mosaico do pepino, CMV -
“Cucumber mosaic virus”, o0 do mosaico da ab6bora, SqMV - “Squash mosaic
virus”, o virus do mosaico da melancia- WMV (antigo mosaico da melancia-2,



WMV-2) = “Watermelon mosaic virus-2”), o virus do mosaico amarelo da
abobrinha de moita, ZYMV - “Zucchini yellow mosaic virus” e um Tospovirus
(virus do grupo do vira-cabega do tomateiro). Além das infecgSes causadas por
um vires isoladamente, também ocorrem, com bastante freqiiéncia em
cucurbiticeas, infecgdes virais mistas. Nas infeccSes mistas, podem ocorrer
relagdes sinergisticas ou antagnicas, que podem causar aumento ou decréscimo
das leses produzidas ¢ modificagGes nos sintomas, que em alguns casos podem
ser muito mais severos do que os verificados nas infecgdes isoladas (Zambolim e
Dusi, 1995 e Richards, 1999).

O virus da mancha anelar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W)
(anteriormente conhecido como virus do mosaico da melancia, WMV-1)
pertence ao grupo dos Potyvirus. Seu genoma consiste de RNA com particulas
" simples, flexiveis ¢ filamentosas com dimensGes de 780 nm x 12 nm. Possui
uma fita simples de RNA positivo, ¢ estivel, ¢ os produtos génicos nio
estruturais acumulam em quantidades significativas nas células infectadas. Esse
virus pode ser transmitido mecinicamente e por varias espécies de afideos ( a
exemplo de Mjzus persicae e Macrosiphum euphorbiae) de forma nio
persistente, nio sendo transmitido por sementes. (Purcifull et al., 1984; Yuki,
1990 e Matthews, 1992). E um virus distribuido em todo o mundo, sendo o de
maior ocorréncia ¢ importincia econdmica em cucurbiticeas plantadas no Brasil
(Zambolim e Dusi, 1995 e Richards, 1999). Sua ocorréncia ji foi descrita no
Havai (Shanmugasundaram et al., 1969), nos Estados Unidos da América do
Norte (Anderson, 1954, Webb, Bohn e Scott, 1965; Milre, Grogan e Kimble,
1969; Provvidenti ¢ Schroeder, 1970 ¢ Webb, 1971), em El Salvador (Diaz,
1972), no México (Nelson, Laborde ¢ McDonald, 1966), na Venezuela (Lastra,
1968), entre outros paises; no Brasil sua ocorréncia foi descrita no Distrito
Federal ¢ Amazonas (Lin et al., 1977), no Piani (Lima, Souza e Martins, 1980),
no Rio Grande do Norte (Lima, Fernandes e Mendes, 1980; Rocha et al., 1997),



em S3o Paulo (Costa, Kitajima e Nagai, 1972), na Bahia e Pernambuco (Avila
et al., 1984; Lima, Barbosa e Avila, 1997), no Maranhio (Moura et al,, 1997), no
Para (Albuquerque, Ikeda ¢ Costa, 1972), em Minas Gerais (Pavan, 1985; Dusi,
Pessoa ¢ Gama, 1990 e Richards, 1999).

Ha relatos de infecgio por PRSV-W em 38 espécies dentro de 11
géneros de Cucurbitaceae, sendo o meldo, a abbora, a melancia ¢ o pepino, as
espécies de maior valor econdmico (Purcifilll et al., 1984).

A diagnose precisa dos virus que infectam cucurbitdceas é um requisito
essencial a0 desenvolvimento de medidas adequadas ao seu conmtrole. A
aplicagio simultinea de dois ou mais métodos é mmitas vezes necessaria ao
diagnéstico.

O uso de plantas indicadoras ¢ gama de hospedeiros ¢ um método
simples, de baixo custo ¢ de precisfo satisfatoria. Esse método pode ser utilizado
por extensionistas ¢ agricultores que possuam certo conhecimento da atividade
biologica do virus e que disponham de sementes das plantas testes, abrasivos ¢
tamp3o de inoculagdo. Nos laboratérios de fitovirologia bem estruturados, além
dos testes bascados na sintomatologia apresentada pelas plantas teste, o
diagnostico é auxiliado com o uso do microscépio eletrénico de transmissio.
Assim, por meio da técnica de “leaf dip”, é possivel visualizar o tipo de particula
viral e, com a sec¢do ultrafina, inclusdes, que no caso dos Potyvirus apresentam-
se na forma de cataventos e permitem diagnosticar o grupo viral (Purcifult et al.,
1984; Zambolim e Dusi, 1995).

Os métodos diagnésticos sorologicos mais usados sdo, principalmente,
os de dupla difusio em gel ¢ o ELISA (ensaio de imunoadsorgdo com enzimas
ligadas ao anticorpo). Ambos necessitam de anti-soros especificos ao virus em
estudo. ELISA é um método altamente sensivel ¢ mais adequado para o uso em
larga escala. No Brasil, esses métodos sdo usados rotineiramente na maioria dos
laboratérios das universidades e instituigbes de pesquisa, para onde as amostras



de cucurbiticeas infectadas deverdo ser enviadas para diagnéstico (Zambolim e
Dusti, 1995).

Outro método de identificagio é a técnica da hibridizagio com cDNA,
sondas que podem ser marcadas com compostos nio-radioativos. Esta técnica &
sensivel e permite a distingio de virus com até 90% de homologia em sua
seqiincia de nuclectideos (Richards,1999).

O PRSV-W pode ser identificado através de testes soroldgicos,
microscopia eletrdnica, sondas de cDNA, sintomatologia e circulo de plantas
hospedeiras, sendo esta tiltima uma técnica de ficil execugio € capaz, no caso de
mistura, de separar os isolados de viroses (Milne ¢ Grogan, 1969; Milne,
Grogan e Kimble, 1969; Webb, 1971; Purcifull ¢ Hiebert, 1979; Purcifull et al,
1984; Vega, Rezende e Yuki, 1995 e Richards, 1999).

As principais plantas hospedeiras diferenciadoras utilizadas na
identificagdo de virus em cucurbiticeas sio: Cucurbita pepo, Cucumis sativus,
Cucumis melo, Citrullus lanatus, Luffa acutangula, Chenopodium
amaranticolor, Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa, Nicotiana tabacum
cvs. Samsun e Turkish NN, Phaseolus vulgaris cv. Black Turtle 2, Nicotiana
benthamiana, Pisum sativum cv Alaska. Cucurbita pepo apresenta os sintomas
de mosaico sistémico e deformagdes foliares quando inoculada com SqMV,
PRSV-W, WMV, CMV; TRSV e ZYMV (Milne e Grogan,1969; Milne, Grogan
¢ Kimble,1969; Webb, 1971; Purcifull ¢ Hiebert, 1979; Avila,1982; Purcifull et
al., 1984; Pavan, 1985; Rezende et al., 1994; Vega, Rezende ¢ Yuki, 1995).
Cucumis sativus mostra os sintomas de mosaico ¢ de deformagdo foliar quando
infectado por PRSV-W, CMV, ZYMV ¢ WMV (Purcifull e Hiebert, 1979;
Avila, 1982; Purcifull et al., 1984; Vega, Rezende e Yuki, 1995). Cucumis melo
apresenta os sintomas de mosaico sistémico e lesdo local quardo inoculado com
PRSV-W, CMV e ZYMV respectivamente (Purcifull ¢ Hiebert, 1979; Avila,
1982; Purcifull et al., 1984; Vega, Rezende e Yuki, 1995); a linha B63-3 de



meldo ¢ infectada por TRSV, PRSV-W, WMV, CMV e SqMV, apresentando
sintomas de mosaico ¢ deformagbes foliares (Webb, 1971) e a linha B70-96
apresenta o sintoma de mosaico sistémico quando infectada por WMV (Avila,
1982). A melancia Citrullus lanatus apresenta o sintoma de mosaico quando
infectada por PRSV-W, ZYMV, TRSV, WMV ¢ CMV (Milne, Grogan ¢
Kimble, 1969; Webb, 1971; Purcifull et al., 1984; Vega, Rezende ¢ Yuki, 1995).
A bucha Luffa acutangula é infectada por PRSV-W, CMV ¢ TRSV
apresentando sintoma de mosaico ¢ mosqueado (Milne e Grogan, 1969; Webb,
1971; Purcifull e Hiebert, 1979; Avila, 1982; Purcifull et al., 1984 ¢ Pavan,
1985). Chenopodium amaranticolor e Chenopodium quinoa sio infectados por
WMV, CMV, TRSV ¢ ZYMYV, com sintomas de lesdio local (Milze ¢ Grogan,
1969; Milne, Grogan e Kimble, 1969 Webb, 1971; Purcifull e Hiebert, 1979;
Avila, 1982; Purcifull et al., 1984; Pavan, 1985; Vega, Rezende ¢ Yuki, 1995).
Deve-se ressaltar que embora Purcifull et al., (1984) relate que o PRSV-W ¢
capaz de infectar Chenopodium quinoa , trabalho feito por Vega et al., (1995)
mostra que os isolados de PRSV-W encontrados no Brasil nio o fazem.
Gomphrena globosa apresenta sintoma de lesio local quando infectada por
ZYMV, WMV (Milre e Grogan, 1969; Vega, Rezende e Yuki,1995). Nicotiana
tabacum cv. Samsun ¢ infectada por TRSV e CMV, apresentando sintoma de
mosaico sistémico (Webb, 1971) e a cultivar Turkish NN ¢é infectada por CMV
(Avila, 1982 ¢ Pavan, 1985). Phaseolus vulgaris cv. Black Turtle 2 nio é
infectado por ZYMV (Vega, Rezende e Yuki, 1995). Nicotiana benthamiana é
infectada por WMV, apresentando o sintoma de mosaico sistémico (Purcifull e
Hiebert, 1979 ¢ Purcifull et al., 1984). Pisum sativum cv Alaska ¢ infectada por
WMV, apresentando o sintoma de mosaico (Purcifull e Hiebert, 1979).

Os elevados indices de ocorréncia e a severa incidéncia de mosaico
verificados nos campos de cultura de cucurbiticeas resultam da presenca de
grandes populagSes ativas de afideos e da persisténcia de fontes de virus. A



sobrevivéncia, no campo, de cucurbiticeas silvestres e comerciais e de plantas
daninhasmfecmdas,dumnteeenneasmqbwdephmio,éapﬁncipalfomda
elevada incidéncia viral. Para os virus transmitidos de forma nio persistente, o
uso do inseticida para o controle dos insetos vetores das viroses nfio tém sido
medida eficiente, pois o inseto pode transmitir o virus antes da agio do
inseticida. Como regra, apenas medidas preventivas de controle podem ser
adomdaspamevitarouretardarainuoduﬁodasviros&snowmpo:usar
sementes de origem idonea (no caso de viroses que possam ser transmitidas por
sementes); preparar adequadamente o solo, com boa fertilizagio; controlar
adequadamente as plantas daninhas; evitar o plantio sucessivo e o plantio
préximo de campos mais velhos de cucurbiticeas; destruir restos de cultura
infectados; usar, sempre que possivel, cultivares resistentes (Zambolim e Dusi,
1995),

Dentre as medidas de controle mencionadas acima, o uso de cultivares
resistentes tem se destacado nos tiltimos anos, principalmente, em fungéio de seu
baixo custo ao produtor, e grande contribui¢io para redugio do uso de
inseticidas no controle de insetos vetores de virus. Até o inicio da década de 80
ndo havia cultivares importantes resistentes a0 PRSV-W: o que se conhecia era
que alguns acessos de abdboras ou morangas rasteiras (Cucurbita moschata ¢ C.
maxima) apresentavam um certo grau de resisténcia; em pepino, a linhagem
G4A-15 apresentava tolerdncia a infecgdo para PRSV-W ¢ WMV, ¢, em melio,
os materiais B63-3 ¢ B66-5 e PI 180283 apresentavam imunidade ao virus.
(Avila, 1982).

No Brasil, a partir da década de 80 comecaram a ser identificadas
abdboras (C. moschata) resistentes ao PRSV-W, como Baiana Tropical,
Jacarezinho AG1, Caravela (cultivares de polinizagio aberta), Duda e Piramoita
(hibridos); e cultivares de moranga (C. maxima), como Varzea Alegre,
Exposigdo, Coroa IAC (cultivares de polinizagio aberta) (Maluf et al., 1986) e
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mais recentemente o hibrido Samantha de C. maxima. Todavia, ndo se tém feito,
ainda, estudos para elucidar a heranca da resisténcia ao virus da mancha anelar
do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W) em Cucurbita moschata.
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CAPITULO 2

ESTUDO DA HERANCA DA RESISTENCIA AO
VIRUS DA MANCHA ANELAR DO MAMOEIRO
ESTIRPE MELANCIA (PRSV-W) EM ABOBORA

Cucurbita moschata



1 RESUMO

No Brasil, a principal virose em cucurbitaceas é causada pelo virus da
mancha anelar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W). Ele pertence ao grupo
dos Potyvirus, ¢ transmitido por afideos de modo nio-persistente, o que torna o
controle desta virose via manejo de insetos vetores pouco eficiente. Desta forma,
a incorporagdo da resisténcia genética ao PRSV-W ¢ altamente desejavel.
Dentro do género cucurbita, foram encontrados acessos resistentes ao PRSV-W
nas espécies C. ecuadorensis, C. foetidissima, C. maxima e C. moschata, sendo
C. pepo sempre suscetivel. Embora fontes de resisténcia a0 PRSV-W tenham
sido descritas em C. moschata, ndo se conhece ainda o tipo de heranga. Com
isso, o presente trabalho teve como objetivo estudar a heranga da resisténcia ao
PRSV-W em C. moschata. O trabalho foi realizado na UFLA, Lavras - MG. A
heranga foi estudada a partir do cruzamento Baiana Tropical (P;- resistente) x
Chirimen (P,- suscetivel), nas geragdes Py, Py, Fy, F,, RC), (=F; x Py) e RCpo (=
F1 x P2) com 120, 120, 120, 660, 300 ¢ 300 plantas, respectivamente. Fizeram-se
duas inoculagSes manuais (a primeira quando as folhas cotiledonares estavam
totalmente expandidas, e a segunda 5 dias aps a primeira) com extrato foliar de
plantas de C. pepo com um isolado identificado de PRSV-W. O material foi
transplantado logo apés a segunda inoculagio. As avaliagdes comegaram 14 dias
apés o transplante, sendo realizadas 3 avaliagdes com intervalos de 7 dias entre
elas. As avaliagdes foram feitas dando-se notas individuais para as plantas,
através de uma escala de notas de 1 até 5, sendo 1=maioria das folhas sem
sintomas ¢ 5= maioria das folhas com mosaico severo efou distorgdes foliares.
Os nameros de genes estimados foram 2.97, 2.91 ¢ 2.09 para a primeira, segunda
e terceira avaliagOes, respectivamente. A herdabilidade no sentido amplo é aita
independente da avaliagdo (0.70, 0.58 € 0.44 , respectivamente, para a primeira,
segunda e terceira avaliagbes). A anilise de médias de geragSes indicou que o
componente aditivo [a] é maior do que o niio aditivo [d]. O modelo aditivo-
dominante ¢ adequado para explicar os tipos de a¢3o génica envolvidos, e que os
efeitos epistiticos ndio sdo importantes. Os valores estimados dos grans médios
de dominincia (GMD) foram 0.09, 0.18 ¢ 0.31, respectivamente, para a
primeira, segunda e terceira avaliagbes. O teste da heranga monogénica da
resisténcia ao PRSV-W levou 2 rejeigfio da hipétese de heranca monogénica
para o cariter. Estes resultados, em conjunto com a ndo significincia da
estimativa de [d], indicam a presenca de 2 a 3 locos com agio génica
predominantemente aditiva ou de dominincia incompleta em baixo grau no
sentido da suscetibilidade.
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ABSTRACT

PRSV-W is the main virus affecting cucurbits in Brazil. It is a potyvirus
transmitted by aphids in a non-persistent way, wich makes the control of the
disease via aphid control handly efficient. Accessions of C. ecuadorensis, C.
Joetidissima, C. maxima and C. moschata with PRSV-W resistance have
been identified, but that has not been the case with C. pepo. Even though
sources of PRSV-W resistance in C. moschata have been dmnbe¢ there
have been no reports on the mod of inheritance PRSV-W in this species.
This paper reports on PRSV-W resistance in a cross between a resistant
(Baiana Tropical, P;) and a susceptible cultivar (Chirimen, P;) of C.
moschata. The F, (= P, x P,) was fusther backcrossed to both parents to
obtain generations BC,; (= F, x P;) and BC;, (= F; x P,). Plants of Py, P, Fy,
F,, BCy; and BC;, (120, 120, 120, 600, 300 and 300 plants respectively)
were mechanically inoculated twice with a macerate of infect C. pepo
leaves. Evaluations started 14 days afier transplanting, and repeated twice at
7 day intervals. Evaluations were made by scoring plant symptoms with a
scale from 1 (= mostly symptomless leaves) to 5 (= most leaves with severe
mosaic and/or leaf distortions). Estimated gene numbers obtained from the
Ist, 2nd and 3rd evaluation were 2.97, 291 and 2.09 respectively.
Regardless of the evaluation dates, broad sense heritability estimates were
high (0.70, 0.58 and 0.44, respectively). Generation mean analyses indicated
that the additive component [a] is greater than the non-additive component
[d]. The additive-dominant model is adequate to explain the types of gene
action involved, and epistatic effects were not important. Average degrees of
dominance estimated in the 1st, 2nd and 3rd evaluation dates were 0.09, 0.18
and 0.31 respectively. The hypothesis of monogenic inheritance was reject,
indicating that the trait is polygenically inherited. PRSV-W resistance in C.
moschata appears to be under control of 2 - 3 gene loci, with predominantly
additive gene action or with a low degree of incomplete dominance in the
direction of greater susceptibility.
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3 INTRODUCAO

Diferentes virus estdo associados com os sintomas severos de doengas
nas cucurbiticeas cultivadas em todo o mmndo. As perdas na produgio de
cucurbitaceas podem ser elevadas em razio da alta incidéncia destas viroses. No
Brasil, destaca-se principalmente a virose causada pelo virus da mancha anelar
do mamoeiro, estirpe melancia, PRSV-W (Papaya ringspot virus — watermelon
strain) (Zambolim e Dusi, 1995; Lima, Barbosa e Avila, 1997; Lima, Oliveira e
Gongalves, 1997; Moura et al., 1997 e Rocha et al., 1997).

Os virus podem causar infecgSes isoladas ou infecgbes mistas; nestas
iltimas podem ocorrer relagdes sinergisticas ou antagénicas (Zambolim e Dusi,
1995). Um exemplo de interagdo nfio sinérgica é a infecglio mista causada pelos
virus do mosaico da melancia (PRSV-W) e do mosaico do pepino (CMV) em
Caserta (C. pepo), em que as plantas duplamente infectadas nio mostraram
sintomas mais severos que aqueles observados nas infecgbes simples (Santos,
1990). Em infeccdo tripla com o PRSV-W, WMV-2 ¢ ZYMV em C. pepo,
ocorre a aceleracio nos sintomas induzidos quando comparados com plantas
com infecgdo simples (Richards, 1999).

O virus da mancha anelar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W)
pertencente ao grupo dos Potyvirus, é transmitido mecanicamente e por varias
espécies de afideos, como Myzus persicae e Macrosiphum euphorbiae, de forma
ndo persistente. Nao ¢ transmitido por sementes. (Purcifull ef al. 1984; Yuki,
1990 ¢ Matthews, 1992). O controle desta virose através do controle quimico
dos insctos vetores tem se mostrado ineficiente, ¢ 0 uso de superficies
reflectivas, como a casca de arroz, apenas retarda a entrada do virus (Yuki,
1990). A premunizacdo com isolados fracos de PRSV-W também ¢é um meio de
se controlar 2 virose, mas para sua utilizagdo ha a necessidade de uma avaliagio
da viabilidade pritica ¢ econ6mica da premunizacio em plantios comerciais,
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pois ¢ necessaria mais de uma premunizacio para se obter bons resultados
(Rezende et al.,1994).

Bascando-se na baixa eficiéncia e elevado custo financeiro das
estratégias usadas até o momento para o controle do PRSV-W, acredita-se que o
uso da resisténcia varietal seja a alternativa mais plausivel para um efetivo
controle desta virose. Seu custo € baixo ¢ 0 uso ¢ bastante facilitado, em fungio
da ndio exigéncia de conhecimentos especificos do controle por parte do produtor
(Pereira, 1995).

Virios trabalhos foram realizados dentro do género Cucurbita para
avaliacio da reaciio a0 PRSV-W, sendo encontrados bom niveis de resisténcia
em acessos das seguintes espécies: Cucurbita ecuadorensis, Cucurbita
Joetidissima, Cucurbita maxima (alguns acessos ¢ cultivares: Coroa IAC,
Exposi¢do, Varzea Alegre); Cucurbita moschata ( as cultivares: Jacarezinho
AG-1, Menina Brasileira, Caravela, e o acesso CM0S-003). Nio foi encontrada
nenhuma fonte de resisténcia ao PRSV-W entre os acessos de C. pepo testados
(Provvidenti, Robinson ¢ Munger, 1978; Provvidenti, 1982; Garcia de Salcedo,
1984; Maluf et al., 1986; Kuabara, Salcedo ¢ Costa, 1987). Os hibridos intra-
especificos mostraram niveis de resisténcia intermediirio em relagio ao seus
respectivos genitores. Existem boas fontes de resisténcia dentro de C. maxima ¢
C. moschata que podem ser exploradas em programas de melhoramento (Garcia
de Salcedo, 1984; Maluf et al., 1986; Kuabara, Salcedo e Costa, 1987).

Greber ¢ Herrington (1981) avaliaram, quanto i reag3o 2 infecgio com
PRSV-W, hibridos interespecificos entre C. ecuadorensis ¢ C. maxima ou C.
moschata, ¢ concluiram que os hibridos foram mais suscetiveis do que C.
ecuadorensis, mas os sintomas foram leves e ocorreram s6 durante o inicio do
desenvolvimento. A resisténcia ao PRSV-W mostrou-se persistente, dando boas
perspectivas para ser usada num programa de retrocruzamento. A resisténcia de
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C. ecuadorensis ao PRSV-W foi introgredida com sucesso em C. maxima
(Herrington et al., 1989) ¢, mais recentemente, em C. pepo (McCandless, 1998).

Do cruzamento interespecifico (C. pepo cv. Yankee Hybrid x C.
moschata cv. Butternut) e posteriores retrocruzamentos com a ¢v. Menina
Brasileira (resistente ao PRSV-W) obteve-se, no Brasil, a abobrinha cv.
Piramoita (Cucurbita moschata), também resistente ao PRSV-W, sendo a
resisténcia do tipo tolerdncia (ocorre a multiplicagdo do virus no hospedeiro
resistente, porém nio hi a manifestaciio de sintomas, principalmente nos frutos
imaturos) (Kuabara ¢ Costa, 1984 ¢ Kuabara, 1984).

Em trabatho realizado para estudar e avaliar a resisténcia ao PRSV-W
encontrada na introducio de C. maxima (Varzea Alegre), concluin-se que a

resisténcia € controlada por um cu poucos genes que parecem apresentar efeitos
predominantemente aditivos. Estimativas das herdabilidades no sentido amplo e
restrito foram similares (0.58 e 0.57, respectivamente) devido & agio dos genes
ser predominantemente aditiva (Maluf e Sousa, 1984; Maluf, Silva ¢ Moura,
1985).

A heran¢a da resisténcia a0 PRSV-W em um hibrido interespecifico
entre C. ecuadorensis x C. maxima é controlada por vérios genes com efeitos
aditivos. Ndo foi encontrada nenhuma associagdio entre o alto nivel de resisténcia
em C. ecuadorensis com caracteristicas indesejaveis (Herrington et al.,1989),

Em estudo realizado com a cultivar Menina (C. moschata) quanto a
resisténcia a0 ZYMYV, observou-se que a resisténcia é conferida por um alelo de
efeito dominante, denominado Zym. Esta cultivar também mostrou resisténcia ao
WMV-2, conferida também por um alelo de efeito dominante. Ha indicaggo de
que a resisténcia a estas duas viroses seja conferida pelo mesmo gene, ou por
dois genes ligados (Gilbert-Albertini et al., 1993).

Estudos desenvolvidos quanto & heranga da resisténcia a0 PRSV-W em
Redlands Trailblazer (cuja resisténcia a0 PRSV-W provém de C. ecuadorensis),
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ABL-010 (cuja resisténcia ao PRSV-W provém da cultivar Coroa ~ C. maxima)
e Buttercup (uma cultivar padrio suscetivel ao PRSV-W) sugerem que a
resisténcia conferida por ABL-010 é controlada por 3 genes com domindncia
parcial. Ja a resisténcia conferida por Redlands Trailblazer pode ser conferida
por no minimo dois genes com efeitos aditivos. Foram encontradas plantas
suscetiveis nas populagdes segregantes vindas do cruzamento entre ABL-010 x
Redlands Trailblazer (segregagio transgressiva), indicando que pelo menos um
dos locos envolvidos no controle da resisténcia em ABL-010 n#o foi alélico ao
seu homoélogo em Redlands Trailblazer. A resisténcia conferida por Redlands
Trailblazer parece possuir um maior nivel do que a conferida por ABL-010
(Pereira, 1995; Maluf, Pereira e Figueira, 1997).

Embora fontes de resisténcia ao PRSV-W tenham sido descritas na
espécie C. moschata (Provvidenti, Robinson ¢ Munger, 1978; Provvidenti, 1982;
Garcia de Salcedo, 1984; Maluf et al., 1986; Kuabara, Salcedo e Costa, 1987),
niio se conhecem estudos detalhados sobre a heranga da resisténcia ao PRSV-W
nesta espécie. O presente trabaltho teve, pois, como objetivo, estudar a heranga
da resisténcia a0 PRSV-W em Cucurbita moschata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencdio das geracdes

O experimento foi realizado na horta experimental do Departamento de
Agricultura — UFLA, no periodo de fevereiro a dezembro de 1997.

Foram utilizadas como acessos parentais as cultivares de Cucurbita
moschata Baiana Tropical ¢ Chirimen. Baiana Tropical ¢ uma cultivar de
abobora com habito de crescimento rasteiro, com frutos arredondados, de
coloragdo verde com estrias amarelas. Chirimen ¢ uma cultivar de abébora de
hibito de crescimento rasteiro mas compacto, os frutos s3o redondos, de
coloragdo verde-escura, com gomos.

A Chirimen ¢ suscetivel a0 PRSV-W (Maluf et al.,1986) ¢ a Baiana ¢
resistente ao PRSV-W, dados confirmados em avaliagio inicial.

Sementes de ambas cultivares foram semeadas em bandejas de isopor
(128 células) com substrato Plantmax ® + casca de arroz carbonizada. Quando
atingiram o estidio de dunas folhas definitivas expandidas, foram transplantadas
para canteiros (com 1,20 m de largura), com espagamento de 1,5 m entre
plantas.

Os cruzamentos foram efetuados entre as cultivares Baiana Tropical
(denominada P,) e Chirimen (denominada P,) em ambos os sentidos (P, x P> ¢
P.xP)).

Os cruzamentos foram realizados nas primeiras horas da manh3 (7 as 9
horas), conforme a seguinte metodologia: na tarde do dia anterior A antese, as
flores masculinas ¢ femininas, em botdo, eram protegidas com sacos de papel ¢
clipes; na manha do dia da antese efetuaram-se os cruzamentos através da
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polinizagio manual das flores femininas com o pélen das masculinas; logo apés,
as flores polinizadas foram protegidas com saco de papel e clipes e devidamente
identificadas com etiquetas. Os frutos foram colhidos aproximadamente 90 a
120 dias apés a polinizagio.

As sementes F, foram semeadas para obten¢io da geragio F, através da
autofecundacio controlada. As geragdes de retrocruzamentos foram obtidas pelo
cruzamento do F,(Baiana Tropical x Chirimen) com o genitor Baiana Tropical
(RC, =F, x Py), e pelo cruzamento do F; com o genitor Chirimen (RC; =F, x
P)).

4.2 Manutenc#o do inéculo viral do PRSV-W

O isolado do virus PRSV-W foi mantido em plantas de C. pepo cultivar
Caserta em casa-de-vegetagio. :

A pureza do isolado do PRSV-W foi testada através do uso do ciclo de

plantas indicadoras. Utilizaram-se as seguintes plantas indicadoras:
Cucurbita pepo; Chenopodium amaranticolor; Chenopodium quinoa;
Gomphrena globosa; Nicotiana tabacum cv. Turtkish NN;  Nicotiana
benthamiana e Luffa acutangula (Milne ¢ Grogan,1969; Milne, Grogan e
Kimble,1969; Webb, 1971; Purcifull ¢ Hiebert, 1979; Avila,1982; Purcifull et
al., 1984; Pavan, 1985; Rezende et al., 1994; Vega, Rezende e Yuki, 1995).

As plantas foram inoculadas com extrato foliar de plantas de C. pepo cv
Caserta que apresentavam sintomas severos de mosaico e deformagdes foliares.
O in6culo foi extraido através da maceragdo de folhas jovens de C. pepo com
sintomas da virose em uma solugfo tampdo fosfato 0,01 M, pH 7,0 com adigio
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de 0,1% de sulfito de sodio. Foi usada a proporgiio de 90 mL de tampdo para 10
g de tecido foliar fresco (Maluf, Silva, Moura, 1985).

As inoculagtes foram realizadas por fricgdo do extrato foliar, contendo o
inéculo, em folhas previamente polvilhadas com carburundum (400 mesh). Logo
em seguida, as folhas foram lavadas com agua corrente para retirada do
abrasivo.

A pureza do in6culo foi verificada através do uso do ciclo de plantas
indicadoras, € as reagGes das mesmas encontram-se descritas na Tabela 1.

TABELA 1. Reagbes de hospedeiros diferenciais inoculados
mecanicamente com isolado de PRSV-W.
UFLA, Lavras-MG, 1999.
Hospedeiro Reagdes observadas
Cucurbita pepo M
Luffa acutangula Mg
Chenopodium amaranticolor -
Chenopodium quinoa -
Gomphrena globosa -
Nicotiana tabacum cv. Turkish NN -
Nicotiana benthamiana -
- Auséncia de sintoma; M= Mosaico; Mq= Mosqueado

Pela combinagio das reag3es obtidas nas plantas indicadoras, confirma-
se tratar-se de um isolado de PRSV-W. O PRSV-W niio ¢ capaz de infectar
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa,
Nicotiana tabacum cv. Turkish NN e Nicotiana benthamiana;, infectando, no
entanto, Cucurbita pepo e Luffa acutangula (Milne e Grogan,1969; Milne,
Grogan e Kimble,1969; Webb, 1971; Purcifull ¢ Hicbert, 1979; Avila,1982;



Purcifull et al., 1984; Pavan, 1985; Rezende et al., 1994; Vega, Rezende e Yuki,
1995).

As geragbes obtidas (Py, P;, Fy, F, RC, ¢ RC,) foram inoculadas ¢ as
avaliagdes foram feitas através da escala de notas baseada na classificaciio da
severidade dos sintomas (Maluf et al., 1986), em que foram dadas notas
individualmente para cada planta, e depois foram calculadas as médias ¢ as
varidncias de cada populag3o (Tabela 2). A partir destes dados, obtiveram-se as
analises de varidncias, as distribuicdes de freqiiéncias, as estimages dos
componentes de varidncia e média, e o teste da hipétese da heranga monogénica.

4.3 Heranca da resisténcia em abébora o virus PRSV-W

4.3.1 Avaliacdes de plantas individuais nas geracdes Py, P,,
F 1 F21 Rcl ¢ RCZ

4.3.1.1 Delineamento experimental e condugio

O delineamento experimental usado foi o de blocos casualizados. Foram
utilizados 3 blocos, com a seguinte constitnicio cada: 40 plantas da Baiana
Tropical (P;), 40 plantas da Chirimen (P,), 40 plantas do F, (P, x P;), 200
plantas do F; (P, x P;), 100 plantas do RC, (F; x P;) e 100 plantas do RC; (F; x
P;). Assim, foram avaliadas, no total, 120 plantas do Py, 120 plantas do P,, 120
plantas do F;, 600 plantas do F,, 300 plantas do RC, e 300 plantas do RC,.

O material foi semeado em bandejas (128 células) com substrato
Plantmax ® + casca de arroz carbonizada. Foram realizadas duas imoculages
enquanto as plantas estavam na bandeja. A primeira quando atingiram o estadio
de folhas cotiledonares expandidas, ¢ a segunda 5 dias apés a primeira
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inoculagdo. As inoculagdes foram realizadas conforme a metodologia ja descrita
no item 4.2 (Maluf, Silva ¢ Moura, 1985). Apéds a segunda inoculagdo, as
plantas foram transplantadas (26/03/98) para canteiros (com 1,20 m de largura)
com espagamento de 0,30 m entre plantas, onde foram conduzidas até as
avaliagdes.

4.3.1.2 Avaliacdes dos sintomas

As avaliagGes comegaram 14 dias apés o transplante, sendo realizadas 3
avaliagGes com intervalos de 7 dias entre elas. As avaliagdes foram realizadas
observando-se as plantas individualmente quanto 3 sua reagiio ao PRSV-W. Foi
adotado o sistema de escala de notas na classificagio da severidade dos sintomas
(Maluf et al., 1986), como segue:

1 =maioria das folhas sem sintomas; uma folha nova apresentando
sintomas brandos e¢/ou leve clareamento de nervuras;

2 =maioria das folhas com sintomas brandos, leve clareamento de
nervuras ou manchas cloréticas esparsas;

3 = maioria das folhas com mosaico; sintomas variando de clareamento
de nervuras com pontos cloréticos em menos de 50% da érea foliar;

4 = quase todas as folhas com mosaico sistémico; coalescéncia de areas
cloréticas, chegando a até 50% da area foliar;

5 = quase todas as folhas com mosaico severo; apresentando folhas com
mais de 50% de sua érea foliar afetada ou com distorgdes severas.

4.3.1.3 Estimativas dos parimetros genéticos e fenotipicos

As médias e varidncias obtidas das populagdes Py, P;, F;, F2, RC; ¢ RC,
foram utilizadas para a obtengio das estimativas das varifincias genética (&7),
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ambiental (62), fenotipica (67,), aditiva (62) ¢ de domindncia (82) das
herdabilidades no sentido amplo (h?) e restrito (h?) (Quadro 1).

QUADRO 1. Expressies das estimativas dos pardmetros genéticos e fenotipicos
(Mather e Jinks, 1984; Vencovsky e Barriga, 1992; Ramalho,
Santos ¢ Zimmermann, 1993; Cruz ¢ Regazzi, 1994).

6:=[6%x 6;,x 631"

6;,= 6L+ 62

&é= &;z' &é

65=6, + 63
6,=26%,-[65,+ 6res
5= 8- 8}

b= 8/ 8,

b= 63/ &,

: estimativa da variiincia entre plantas dentro do P, (Baiana)

: estimativa da varidncia entre plantas dentro do P, (Chirimen)

: estimativa da variincia entre plantas demtro da geragio F, (Baiana x

Chirimen)

67, estimativa da variincia entre plantes dentro da geragio F, (Baiana x
Chirimen)

67, estimativa da varidncia entre plantas dentro da geragiio RC, [F(Baiana x
Chirimen) x Baiana]

G}, : estimativa da varidncia entre plantas dentro da geragio RC, [F;(Baiana x
Chirimen) x Chirimen]

h}: herdabilidade no sentido amplo

h?: herdabilidade no sentido restrito
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Os efeitos aditivo [a] ¢ nio-aditivo [d] do(s) gene(s) que controla{m) o
carater foram estimados a partir das médias de geragbes, pelo método dos
quadrados minimos ponderados (Mather e Jinks, 1984). Também foram
estimados o grau médio de domindincia (GMD) e 0 niumero minimo de genes (1)
envolvidos na expressdo do carater (Quadro 2).

QUADRO 2. Componentes de médias das geragdes Py, P2, F, Fz, RC; € RC,, e
estimativas do Gran médio de dominéincia (GMD), e niimero de
genes (n) (Mather ¢ Jinks, 1984; Vencovsky e Barriga, 1992;
Ramalho, Santos ¢ Zimmermann, 1993; Cruz e Regazzi, 1994).

m + [a]
-[a]
m + [d]
=m+ %[d]
RC, =m + %[a) + %[d]

=
P:=m
F
F=

RC, =m - ¥%[a] + %[d]
GMD=k=d/a

R}(1+0.5k%)
885

onde: R= amphmde total na na geragio | 29

P, P, B, E, RC e RC s30 as médias estimadas de Py, P, F), F2, RC, ¢
RC,, respectivamente

m = média dos genitores P, e P,

[a] = efeito génico aditivo

[d] = efeito génico ndo-aditivo
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4.3.1.4 Teste da hipitese de heranca monogénica

Os dados obtidos para notas, observados nas plantas das diferentes
geragdes estudadas, foram utilizados para verificagio da hipdtese de heranca
monogénica sob diferentes graus médios de dominéincia presumidos.

A distribuicio de fregii€éncias de plantas de cada geragio, quanto as
notas, foi determinada para cada populagdo. Escolheu-se um ponto de truncagem
(PT), abaixo do qual se situasse a maioria das plantas do genitor P, ¢ acima do
qual se situasse a maioria das plantas do genitor P,. No caso em questiio, a nota
2 foi escolhida como ponto de truncagem (PT=2). Sob varios grans médios de
domindncia (GMD) presumidos foi testada a hipitese de heranga monogénica,
sob um grau médio de dominincia (GMD) considerado, baseando-se nas
seguintes suposigdes e procedimentos:

a) a distribuigio das notas (fenétipos) em cada uma das geragdes (P,

P3, F;, F2, RC, e RC;) segue uma distribui¢io normal;

b) para cada uma das geragdes parentais, a média verdadeira (P:, P:)
foi considerada igual i respectiva média estimada, e a varidncia
verdadeira considerada igual A respectiva varidncia estimada;

¢) com base nas respectivas curvas normais, foram estimadas as
porcentagens esperadas de plantas em Py e P> com notas menor ou
igual a0 ponto de truncagem (PT) (admitindo como sendo PT = 2);

d) amédia verdadeira da populagiio F, foi admitida, como sendo:

Fi=(Pi+ P22 + GMD(P: - P2)2,

onde GMD ¢ o grau médio de dominéncia presumido.

A variincia verdadeira da populago F, foi admitida como sendo igual &

respectiva varidncia estimada;

€) com base na distribuicio normal da populagio F,, foi calculada, para
esta populacdo, a porcentagem esperada de plantas com notas < PT;
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h)

b))

sob hipétese de heranca monogénica, calculou-se, para F,, a
freqiiéncia esperada do miimero de plantas com notas < PT, como
sendo a média ponderada das freqiiéncias esperadas em Py, F, ¢ P,,
com ponderagdes de 1:2:1 respectivamente;

sob a hipdtese de heranga monogeénica, calcularam-se, para o RC; e
RC,, as fregiiéncias esperadas do mimero de plantas com nota < PT,
como sendo a média ponderada das freqiiéncias esperadas em P, e
F), com ponderagdes de 1:1, respectivamente, para o RC;; ¢ a média
ponderada das freqiiéncias esperadas em F; e P,, com ponderagdes
de 1:1 respectivamente para o RC;;

as freqiiéncias esperadas das plantas com notas < PT, obtidas para P,
(item c), P; (item c), F; (item d), F; (item ¢), RC, e RC; (item g)
foram multiplicadas pelo mimero de plantas avaliadas por geragiio,
obtendo, assim, o mimero esperado de plantas com notas < PT, soba
hipétese de heranga monogénica com o grau de dominfincia GMD
considerado;

os mimeros esperados de plantas em Py, P;, Fy, F,, RC,; ¢ RC; com
notas < PT foram comparadas aos nimeros efetivamente obtidos,
computando-se o valor de chi-quadrado com 4 gl., (pois as
freqiiéncias de P, e P, foram somadas em uma categoria). A soma de
P, e P, foi feita devido a se terem fregii€ncias esperadas “zero”, em
alguma destas populagGes, inviabilizando a soma dos desvios para o
calculo do chi-quadrado;

a significincia do valor de chi-quadrado obtido levara & rejeicio da
hipétese de heranca monogénica, sob o gran de domindncia
considerado. Por outro lado, a nfio significincia do valor de chi-
quadrado obtido levara a nio rejeigfo dessa hipétese, admitindo-se,
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entdo, a possibilidade de se tratar de heranga monogénica, sob o
GMD considerado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Estimativas de pardmetros genéticos e fenotipicos

As variincias obtidas em Py, P, ¢ F, sio de magnitudes bastante
discrepantes (Tabela 2), indicando que a magnitude da varifincia ambiental (c2)
depende da populagio considerada. Ndo obstante, a anilise das médias de
geragGes indicou que o componente aditivo [a] é maior do que o componente
ndo aditivo [d].

Os valores préximos a zero das estimativas dos graus médios de
domindncia (GMD) 0.09, 0.18 e 0.31 (Tabela 2), respectivamente, para a
primeira, segunda e terceira avaliagGes, em conjunto com a n3o significincia da
estimativa de [d), indicam agfio génica predominantemente aditiva ou de
dominéincia incompleta em baixo grau no sentido da suscetibilidade ao PRSV-
W. Os valores bem préximos das médias parentais nas populagdes F, e F , em
todas as avaliagdes, também indicam agdo aditiva dos alelos que condicionam o
fenétipo do carater resisténcia ao PRSV-W. Os valores de ¥ niio significativos
obtidos (Tabela 2) nas trés avaliagbes indicam que o modelo aditivo-dominante
¢ adequado para explicar os tipos de agdo génica envolvidos, e que os efeitos
epistaticos ndo sio importantes na expressio da resisténcia.
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Tabela 2. Valores obtidos das médias das geragdes e valores estimados dos
parametros, m, [a], [d], GMD e n para resisténcia ao PRSV-W em C.
moschata, em trés avaliagdes (aosl4, 21 e 28 dias apos a inoculagdo).
UFLA. Lavras-MG, 1999.

Pardmetros Primeira avaliagdo Segunda avaliagdo Terceira avaliagdo

P 1.0378 1.1228 1.4159
P 3.5166 43166 4,6333
;T 22338 2.8791 3.3556
E 2.1774 2.8731 3.3149
if(: 2.1666 2.6333 3.2133
RC, 2.7482 3.3120 3.8127
m* 22541 +0.1122 % 2.7122 +£0.0751 * 3.0761 £0.1383 *
[a] * 1.2160+0.1122 * 1.5844 +£0.0751 * 1.5483 +£0.1382 *
[dj * 0.1194+0.2846™ 0.2966 +0.2974 ™ 0.4895 +0.3908 ™
+* 0.1860 ™ 02813 ™ 0.3817%
GMD 0.0981 0.1872 0.3161
n 29764 29124 2.0973

respectivamente
m = média dos genitores P, ¢ P,

[a] = efeito génico aditivo

[d] = efeito génico nido-aditivo
GMD = Grau médio de dominAncia
1 = numero de genes estimado

* Nivel de significincia (0.05)

™ Nio significativo

* = estimativa + erro padrio

Pi, P, Fi, E, RC, ¢ RC, sdo as médias obtidas de P,, P,, F;, Fa, RC, ¢ RC,

Os nimeros de genes estimados (1) (Tabela 2) foram de 2.97, 291 e
2.09 para a primeira, segunda e terceira avaliagGes, respectivamente, indicando

ndo se tratar de herangca monogénica.
Independentemente da avaliag3o, os valores estimados da herdabilidade (Tabela
3) no sentindo amplo foram altos (0.97, 0.94 ¢ 0.93, respectivamente, para a
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primeira, segunda e terceira avaliagdes), indicando que a variincia genética
(63) foi maior do que a ambiental (62 ) e que a resisténcia a0 PRSV-W foi

pouco influenciada pelo ambiente, sob as condigdes ambientais utilizadas.

Tabela 3. Valores obtidos das estimativas das varifncias genética (672),
ambiental (6} ), fenotipica ( 63,), aditiva (67 ) ¢ de dominéncia (63)
das herdabilidades no sentido amplo (h}) e restrito (h?), para
resisténcia ao PRSV-W em C. moschata, em trés avaliagdes (aosl4,
21 ¢ 28 dias apés a inoculagiio). UFLA, Lavras — MG, 1999,

Pardmetros Primeira avaliacio | Segunda avaliagio | Terceira avaliacio
&}, 0.0557 0.2325 0.6379
61, 1.1102 0.6551 0.3014
63, 1.4881 1.6631 1.0872
&, 15118 1.5156 1.0684
& 1.4107 1.7513 1.0981
Grcy 1.9523 1.8854 1.2131
&2 1.0601 0.8823 0.4749
&2 0.4516 0.6328 0.5935
& <0.3394 -0.6055° -0.1743°
63 nc nc nc
h? 0.7012£0.1033| 0.5824+0.0604| 0.4445+0.0648
h? nc nc nc

.=E » cvasne -

nc = Nio calculada

Devido i obtengio de estimativas negativas para 65 em todas as avaliagdes, as
estimativas de o}, ¢ de herdabilidades no sentido restrito também nio puderam

ser obtidas (Tabela 3). No entanto, uma vez que a agdo génica é
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predominantemente aditiva e os valores da herdabilidade no sentido amplo sio
bastante altos, conclui-se que os verdadeiros valores das herdabilidades no
sentido restrito também sejam altos (iguais ou ligeiramente inferiores aos das
herdabilidades no sentido amplo). Em virtude de altos valores de herdabilidade
no sentido restrito, os ganhos genéticos obtidos pela selecio das plantas mais
resistentes em populagdes segregantes tendem a ser bastante altos.

5.2 Teste da heranga monogénica da resisténcia a0 PRSV-W
em C moschata

A distribuicdo de freqiiéncias de fenétipos nas populagdes Py, Py, Fy, Fs,
RC, e RC; indicam que a heranca da resisténcia ao PRSV-W em Cucurbita
moschata parece ser de natureza oligogénica ou poligénica. As distribui¢des de
frequiéncias encontradas em F, foram bastante semelhantes is encontradas em
Fi, embora no primeiro caso reflitam variincia genética e ambiental, e, no
segundo, apenas a ambiental (Figuras 1, 2 e 3). Este aparente paradoxo pode ser
atribuido & natureza heterogénea da varifincia ambiental, que depende da
populaciio considerada (Tabela 2).

A metodologia descrita no item 4.3.1.4, previamente utilizada por Souza
Sobrinho (1998), Gomes (1999) e Rezende (1999), permite testar a hipétese de
heranga monogénica mesmo em casos em que a variincia ambiental (isto é,
variincia dos progenitores ¢ do F,) seja nio homogénea. Para o cariter
resisténcia a0 PRSV-W, os valores de x* referentes 3 hipdtese de heranca
monogénica foram significativos para todos os graus médios de dominincia
presumidos, nas trés avaliagdes (Figuras 4, 5 e 6). Isso leva a rejeigio da
hipdtese de heranga monogénica para o cardter.
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A resisténcia a0 PRSV-W em C. moschata parece, pois, ser controlada
por mais de um loco génico. H&, provavelmente, 2 a 3 locos envolvidos no
controle da resisténcia, conforme estimativas previamente obtidas (Tabela 2). O
mimero de genes e 0 modo de agdo predominantemente aditivo concordam com
os resultados obtidos por vérios autores (Maluf e Sousa, 1984; Maluf, Silva e
Moura, 1985; Herrington et al., 1939; Pereira, 1995; Maluf, Pereira e Figueira,
1997) em relagdo 4 resisténcia ao PRSV-W em C. maxima ou C. ecuadorensis.
Estes autores verificaram que a resisténcia de C. maxima ¢ C. ecuadorensis ao
PRSV-W ¢ também controlada por mais de um gene, também com efeitos
predominantemente aditivos ou domindincia parcial em baixo gran no sentido de
menor resisténcia.
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FIGURA 4 - Valores de x* para a hipétese de heranca monogénica, sob
diferentes graus médios de domindncia presumido das notas, na

primeira avaliacio. UFLA, Lavras - MG, 1999.
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6 CONCLUSOES

A resisténcia da cultivar Baiana Tropical de Cucurbita moschata ao
PRSV-W ¢ controlada por mais de um loco génico, com agdo
predominantemente aditiva.

A herdabilidade da resisténcia a0 PRSV-W ¢ alta.
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CAPITULO 3

INTROGRESSAO DA RESISTENCIA AO
PRSV-W ORIUNDA DE Cucurbita moschata EM
Cucurbita pepo ATRAVES DE HIBRIDACAO
INTERESPECIFICA



1 RESUMO

Infecges precoces em Cucurbita pepo chegam a causar perdas em torno de
53% da produgdo, chegando a até 100% do produto comercial “abobrinha” No
Brasil, a principal virose em cucurbitaceas é causada pelo virus da mancha
anelar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W). Ele pertence ao grupo dos
Potyvirus, € transmitido por afideos de modo ndo-persistente, o que torna o
controle desta virose via manejo de insetos vetores pouco eficiente. Desta forma,
a incorporagio da resisténcia genética ao PRSV-W ¢ altamente desejavel.
Dentro do género cucurbita, foram encontrados acessos resistentes a0 PRSV-W
nas espécies C. ecuadorensis, C. foetidissima, C. maxima e C. moschata, sendo
C. pepo sempre suscetivel. Com isso, b4 a necessidade de cruzamento
interospeciﬁcoparaainungrmiodarwisténciaaoPRSV-Wemeepo. Os
cruzamentos interespecificos dentro do género cucurbita apresentam graus
variados de fertilidade. Para superar esta barreira, uma das técnicas usadas é a
cultura de embridio. O presente trabalho teve como objetivo regenerar o hibrido
interespecifico entre C. pepo e C. moschata e verificar a viabilidade da
transferéncia da resisténcia a0 PRSV-W de C. moschata para C. pepo. O
trabalho foi realizado na UFLA, Lavras-MG. Foram usados como genitores
Duda e Piramoita (C. moschata) e Asmara (C. pepo). Foram testados: dois meios
de cultura Meio 1- Murashige e Skoog (MS) mais 0,01 mg/L AIA (icido
indolacético), mais 0,1 mg/L de cinetina; e Meio 2 - Murashige e Skoog (MS)
mais 200 g/ de polpa de abdbora, mais 150 mL/L de leite de coco; e dois
regimes de luz, um deles constou de 48 horas no escuro, para depois serem
levados para a sala de crescimento. Em outro regime, os embrides cultivados
foram colocados dirctamente pa sala de crescimento. Para avaliagio da
resisténcia do hibrido interespecifico a0 PRSV-W Para avaliagiio da resisténcia
foram utilizados a populagio F, (C. pepo X C. moschata) (180 plantas), o
hibrido Asmara (20 plantas) e o hibrido Duda (20 plantas). Fez-se duas
inoculacSes manuais com extrato foliar de plantas de C. pepo com um isolado
identificado de PRSV-W. As avaliagdes comegaram 28 dias apés a inoculagio, €
foram feitas dando-se notas individuais para as plantas, através de uma escala de
notas de 1 até 5, sendo 1=maioria das folhas sem sintomas ¢ 5= maioria das
folhas com mosaico severo e/ou distorgdes foliares. Foram regeneradas 4 plantas
férteis a partir do cruzamento Asmara x Duda, com o uso do Meio 1 ¢ do regime
de luz sem o periodo escuro. O hibrido interespecifico recuperado mostrou nivel
de resisténcia intermediario aos pais (Asmara= 4.0, Duda=2.62 ¢ 0 F:= 3.56). A
média das estimativas da herdabilidade no sentido amplo ficou em torno de 0.48,
0 que indica a possibilidade de selecionar genétipos resistentes. A introgressdo
da resisténcia a0 PRSV-W de C. moschata em C. pepo parece ser viavel
tecnicamente.
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ABSTRACT

Early infections in Cucurbita pepo come to cause losses around 53% of
the yield, coming up to 100% of the commercial product. In Brazil, the
main viruses in cucurbitaceae is caused by papaya ringspot virus- strain W
(PRSV-W). It belongs to the Potyvirus group, it is transmitted by aphids in a
non-persistent way which makes the control of this viruses via management
of vector insects hardly efficient. So, the incorporation of the genetic
resistance to PRSV-W is highly desirable . Within the genus cucurbita, were
found accessions resistant of PRSV-W in the species C. ecuadorensis, C.
Joetidissima, C. maxima and C. moschata, C. pepo being always susceptible,
therefore there is no need for interspecific cross for the introgression of the
resistance to PRSV-W on C. pepo. The interspecific crosses within the genus
cucurbita present varying degrees of fertility to overcome this barrier one of
the techniques used is embryo culture. The present work was designed to
regenerate the interspecific hybrid between C. pepo and C. moschata and
verify the viability of the transfer of resistance to PRSV-W of C. moschata
to C. pepo. The work was performed at the UFLA, Lavras -MG. AS parents
were used Duda and Piramoia (C. moschata) and Asmara (C. pepo). Two
culture media Medium 1 -~ Murashige and Skoog (MS) plus 0.01 mg/L of
IAA (indolacetic acid) plus 0.1 mg/L of Kinetin; and Medium 2 — Murashige
and Skoog (MS) plus 200g/L of pumpkin pulp plus 150 ml/L of coconut
milk; and two light regimes, one of them consisted of 48 hours in the dark
and next they were taken to the growth chamber. In another regime, the
embryos cultivated were placed directly in the growth chamber for
evaluation of the resistance of the interspecific hybrid to PRSV-W. For
evaluation of the resistance were utilized population F, (C. pepo x C.
moschata) (180 plants), the hybrid Asmara (20 plants) and the hybrid duda
(20 plants). Two mechanical inoculations with leaf extract of plants of C.
pepo with an identified PRSV-W isolate were done. The evaluations began
28 days after inoculation and they were done scoring individually plants
through a score scale from 1 through 5 , 1= most symptomiess plants and 5 =
most leaves with severe mosaic and/or leaf distortions. Four fertile plants
were regenerated  from the cross Asmara x Duda, with the use of Medium
1 and of the light regime without the dark period. The interspecific hybrid
recovered showed resistance level intermediate to the parents (Asmara = 4.0,
Duda = 2.62 and F2= 3.56). The mean of the estimates of heritability in the
broad sense stayed around 0.48 which points to the possibility of selecting
resistant genotypes. The introgression of the resistance to PRSV-W of C.
moschata in C. pepo seems to be technically viable.
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3 INTRODUCAO

O vires da mancha amilar do mamoeiro estirpe melancia (PRSV-W) ¢
um dos principais virus que causa doenga no gépero cucurbita. Plantas
infectadas no imicio do ciclo exibem mosaico, deformagSes foliares e
deformagdes nos frutos. Infecgdes precoces em Cucurbita pepo chegam a causar
perdas em tomo de 53% da producdo, sendo que, em relagio ao produto
comercial “abobrinha”, esta perda chega a 100% em alguns casos (Demski e
Chalkley,1972 e Nagai, 1973).

Devido ao fato de o PRSV-W ser transmitido por afideos de modo nio-
persistmne,ooom'oled&stavimseviamanejodeinsetosvetorwépouco
eficiente. Desta forma, a incorporagiio da resisténcia genética a0 PRSV-W nas
principais cultivares de abobrinha (Cucurbita pepo) seria altamente desejavel
(Della Vecchia e Avila, 1985).

Em avaliagges feitas quanto 4 resisténcia a0 PRSV-W dentro do género
Cucurbita, foram encontrados acessos resistentes nas espécies C. ecuadorensis,
C. foetidissima, C. maxima ¢ C. moschata, sendo C. pepo sempre suscetivel
(Providenti,Robinson ¢ Munger, 1978; Kuabara, 1984; Maluf e Souza, 1984).

3.1 Género Cucurbita

O género Cucurbita compreende dois grupos importantes de
hortaligas, que sio as abSboras ou morangas (frutos maduros) e as abobrinhas
(frutos imaturos). E composto por 26 espécies, com niimero de cromossomos
20=40. Dentro destas espécies, cinco siio cultivadas: C. moschata, C. maxima,
C. pepo, C. mixta e C. ficifolia. Os cruzamentos entre estas espécies exibem
variados graus de fertilidade, que véiio desde completamente fertéis a estéreis. O
grau de fertilidade do F, destes hibridos interespecificos depende dos genitores
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utilizados. No cruzamento de C. moschata x C. joetidissima, o F, é
completamente estéril; ja no cruzamento de C. maxima x C. moschata, o F;
também ¢ estéril, mas se retrocruzado com um dos genitores, produz frutos, com
sementes vidveis (Erwin e Haber,1929; Grof e¢ Bemis, 1967, Whashek e
Munger,1983).

3.2 Hibridacdes

Em condigdes de campo, Erwin ¢ Haber (1929) deixaram ocorrer
intercruzamentos entre C. pepo, C. moschata e C. maxima e obtiveram apenas
poucos frutos partenocarpicos, levando 3 conclusio de que nio hi produgio de
hibridos interespecificos de Cucurbita sob condigSes de campo.

Em condigdes de cruzamentos controlados, os imtercruzamentos
realizados entre as principais espécies de Cucurbita levaram a conclusio de que
C. moschata ocupa uma posi¢io central entre as espécies anuais, ¢ pode ser
cruzada com certa dificuldade com C. pepo, C. maxima, C. mixta. Para superar o
pouco desenvolvimento dos embriGes e a esterilidade do F;, normalmente
encontrada nestes cruzamentos, utiliza-se a técnica de cultura de embriio e 0 uso
de anfidipldides (Bagget,1979).

Hibridos interespecificos entre C. moschata e C. maxima foram precoces
quanto i maturidade, mmito produtivos ¢ com 6tima qualidade, tomando-se
atrativos para produgdo (Robinson, Boettger e Shail, 1978). Os hibridos foram
predominantemente gindicos, enquamto os genitores s3o mondicos, com
predominincia de flores masculinas em relagio s femininas (Robinson,
Boettger e Shail, 1978). J4 hibridos interespecificos entre C. moschata x C. pepo
produziram frutos partenocirpicos ou com poucas sementes vazias
(Bagget,1979).
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Vérios trabalhos foram realizados visando a introgressio de genes em C.
pepo vindos de outras espécies de Cucurbita que possuem resisténcia a varias
docngas e insetos. Do cruzamento entre plantas de C. martinezii x C. pepo,
dentre as 25 plantas regeneradas, obtiveram-se, no final do ciclo, 4 plantas sem
sintomas do virus CMV, ao qual C. pepo é suscetivel. Outra populagio F, foi
testada para resisténcia a0 WMV, sendo encontradas virias plantas sem
sintomas da virose. Finalmente, 35 plantas F, foram inoculadas com PRSV-W e
apenas uma planta mostrou-se sem sintomas, apesar de ter apresentado sintomas
leves no inicio do ciclo de desenvolvimento. Na hibridizagio de C. ficifolia com
C. pepo, C. moschata ¢ C. maxima, utilizou-se a cultura de embrisio para
recuperar as plantas Fy, as quais se caracterizaram por apresentarem elevada
esterilidade masculina ¢ feminina (Washek ¢ Munger, 1983).

Em trabalho realizado por Pearson, Hopp ¢ Bohn (1951), buscou-se,
através dos hibridos interespecificos entre C. moschata e C. maxima, combinar a
resisténcia a alguns insetos de C. moschata com as caracteristicas boas do fruto
da C. maxima.

Em virios cruzamentos interespecificos, Gardingo (1986) obteve as
seguintes porcentagens de pegamento de fruto: C. moschata x C. lundelliana -
82,14%, C. moschata x C. okeechobeensis - 81,97%, C. maxima x C.
okeechobeensis - 80,56%, C. maxima x C. ecuadorensis - 80,00%, C. maxima x
C. lundelliana - 80,00%, C. moschata x C. maxima - 62,12%, C. maxima x C.
pepo - 51,32%, C. pepo x C. moschata - 55,96%, C. pepo x C. okeechobeensis -
32,16%.

Algumas técnicas, como encurtamento de pistilos, tratamento com
hormdnios e cultura de embrido, sio utilizadas para facilitar cruzamentos
interespecificos (Wall e York, 1960). Porém, estas técnicas nio ajudam a
transpor problemas genéticos de tais cruzamentos. Outra tentativa seria o uso de
materiais  altamente . heterozigotos, como genitores de cruzamentos
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interespecificos. Esta larga base génica tomaria possivel o isolamento das
combinagbes zigdticas mais compativeis se a barmeira interespecifica ¢
determinada por um desbalango génico, porém se esta barreira for causada por
uma falta de homologia dos cromossomos, pouco ou nenhum ganho devera ser
esperado deste aumento da base génica. O comportamento diferencial de
variedades em cruzamentos interespecificos € uma evidéncia a favor do uso de
linhas altamente heterozigotas nos cruzamentos interespecificos. Com relagdo a
diversidade gamética, alguns hibridos F, provém combinagdes mais favoraveis
do que outros na obtengio de hibridos interespecificos, embora nfo seja possivel
prever qual serda a methor combinagiio antes de se fazer o cruzamento (Wall ¢
York, 1960).

Gardingo (1986), usando as técnicas da diversidade gamética e
cruzamento em pomte € cultura de embrido, superou os problemas de
incompatibilidades interespecificas nas combinagdes de cruzamentos entre: C.
pepo x C. moschata, C. pepo x C. okeechobeensis, C. moschata x C.
ecuadorensis, C. maxima x C. pepo.

3.3 Cultura de Embrides

Uma das aplicagdes da cultura de embrifio é na regeneraciio de embriSes
de sementes. Na pratica, quando uma semente hibrida n#io é viavel, isto pode ser
devido a0 niio desenvolvimento do endosperma ou sua incompatibilidade com o
embrido, o que nfo implica, necessariamente, na inviabilidade do embrisio
(Narayanaswami e Norstog,1964).

O uso da cultura de embrides nos cruzamentos interespecificos de
Cucurbita tem sido de grande importincia na regeneragiio de plantas hibridas F,.
De Vaulx e Pitrat (1980), trabalhando com o cruzamento de C. pepo x C.
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ecuadorensis, regeneraram 15 plantas via cultura de embrifio, pois as sementes
advindas deste cruzamento nio apresentavam endosperma. As plantas F,
mostraram caracteristicas dos dois genitores.

Normalmente, sementes bem formadas resultantes de cruzamentos
interespecificos contém embrides vidveis. A cultura de embrifio foi utilizada
com sucesso para regenerar plantas vindas de sementes F; e retrocruzamentos de
C. pepo x C. moschata e seus reciprocos: de um total de 65 embrides, Wall
(1954) conseguiu regenerar 40 plantas; alguns embries tinham menos de 3 mm
de comprimento e regeneraram plantas normais (Wall, 1954).

O cultivo de embrides das espécies C. andreana e C. martinezii foi
realizado no meio de Murashige ¢ Skoog (1962) com metade da concentragio
salina padrio mais 40 mg/L de leite de coco, 0.1 mg/L de ANA e 0.1 mg/L de
cinetina. Os embriGes excisados foram cultivados e mantidos em sala de
crescimento a 23 °C e intensidade luminosa de 2,2 Klux. O desenvolvimento das
pléntulas foi mais ripido em C. andreana do que em C. martinezii; na primeira,
as radiculas desenvolveram-se num periodo de 9 a 12 dias, enquanto em C.
martinezii, levaram 16 dias para se¢ desenvolverem (Malter, Lebowitz e
Juvik 1984).

Nagai (1973), trabalhando com cruzamentos interespecificos de C. pepo
var. melopepo x C. moschata, verificou que quando C. moschata é usada como
planta-mie, tanto a frutificacio como o desenvolvimento de frutos sdo piores do
que no cruzamento reciproco. Porém , em ambos os casos, quase todos os frutos
formados sdo partenocarpicos e as sementes casualmente encontradas nesses
frutos sdo ocas ou contém embriSes menores que 2 mm. Tais sementes chegam a
aﬁngirlamanhonotmal,mas,quandosemeadasdemaneimusual,nﬁo
germinam. Os hibridos F, foram, entdo, obtidos através da cultura de embriso.
Uﬁlizou-seomeiobésicodeWhitemais30000mgLsamrose,3mg/Lde
glicina, 20 mg/L. de acido ascorbico, 0,15 mg/L de thiamina, 0,20 mg/L de

58



PROVVIDENTI R.; ROBINSON, RW.; MUNGER, HM. Multiple Virus
Resistance in Cucurbita species. Cucurbit Genetics Cooperative Report,
Madison, n. 1, p. 26-27, 1978.

RAMALHO, M.AP; SANTOS, JB.dos; ZIMMERMANN, M.J.de.O.
Genética quantitativa em plantas autégamas: aplicagdes ao
melhoramento do feijoeiro. Goidnia: UFG, 1993. 271p.

REZENDE,JAM.; YUKLV.A; VEGAJ., SCAGLIUSISANDRA MM
BORBA,L.F.; COSTA,A.S. Isolados fracos do potyvirus causador do
mosaico da abobrinha presentes em bolhas atuam na premunizagiio.
Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 19, n. 1, p. 55-61, mar. 1994.

ROBINSON, RW., BOETTGER, M.A; SHAIL, JW. Gynoecius Sex
Expression in Cucurbita Resulting from an Interspecific Cross. Cucurbit
Genetics Cooperative Report, Madison, n. 1, p. 31-32, June. 1978.

VENCOVSKY, R ; BARRIGA, P. Genética biométrica no fitomelhoramento.
Ribeirdo Preto: Sociedade Brasileira de Genética, 1992. 496p.

WALL, J. R. Interspecific Hybrids of Cucurbita Obtained by Embryo Culture.
Proceedings of the American Society for Horticultural Science,
Maryland, v. 63, p. 427-430, 1954,

WALL, J. R; YORK, TL. Gametic Diversity as an Aid to Interspecific
Hybridization in Phaseolus and in Cucurbita. Proceedings of the American
Society for Horticultural Science, Maryland, v. 75, p-419-428, 1960.

WASHEK, R.L.; MUNGER, HM. Hybridization of Cucurbita pepo with

Disease Resistant Cucurbita Species. Cucurbit Genetics Cooperative
Report, Madison, n. 6, p. 92, 1983.

74



MALUF, _W.R.; SILVA, LS.da.; MOURA, W.de.M. Inheritance of Watermelon
Mos.alc Virus-1 (WMV-1) Resistance in Squash Cucurbita maxima Duch.
Revista Brasileira de Genética, Ribeirdio Preto, v. 8, n. 1, p. 175-182, 1985.

MALUF, W.R; SOUZA E.L.S. Resisténcia ao virus do mosaico da melancia-1
(WMV-1) em moranga Cucurbita maxima Duch. Horticultura Brasileira,
Brasilia, v. 2, p. 22-25, 1984.

MALTER, A. B; LEBOWITZ, R J; JUVIK, J. A. Embryo Culture of
Cucurbita andreana and C. martinezii. Cucurbit Genetics Cooperative
Report, Madison, n. 7, p. 69-70, 1984,

MATHER, K_; JINKS, J.L. Introdugiio & Genética Biométrica. Tradugio de
Francisco A. Moura Duarte et al., Ribeirfo Preto: Sociedade Brasileira de
Genética, 1984. 242p. Tradugio de: Introduction to biometrical genetics.

METWALLY, EI; HAROUN, S. A; EL-FADLY, GA. Interspecific cross
between Cucurbita pepo L. and Cucurbita martinezii through in vitro
embryo culture. Euphytica, Wageningen, v. 90, p. 1-7, 1996.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
bicassays with tobacco tissue culture. Physiologia Plantarun, Copenhagen,
v.15, p. 473497, 1962.

NAGAL, H. Obtengio do hibrido entre Cucurbita pepo melopepo e C. moschata
por meio de cultura de embriio. Revista de Olericultura, Campinas, v. 13,
n. 25, p. 25, 1973. ’

NARAYANASWAMI, S.; NORSTOG, K. Plant Embryo Culture. The
Botanical Review, Lancaster, n. 30, p. 587-628, 1964.

OLIVEIRA,A.CBde; MALUF,WR.; AZEVEDO,SM. FERREIRAS,
BRAGAR.S.; MORETTO,P.; GOMES,L A A. Avaliacio da reacdo de
resisténcia de cultivares de abobrinhas (Cucurbita pepo e C. moschata) ao
virus da mancha anular do mamoeiro — estirpe melancia (PRSV-W). In:
CONGRESSO BRASILEIRO DE OLERICULTURA, 38., 1998, Petrolina,
PE. Horticultura Brasileira, Brasilia, v.16, n.1, 1998. (Resumo, 216).

PEARSON, OH.; HOPP, R; BOHN, G.W. Notes on Species Crosses in

Cucurbita. Proceedings of the American Society for Horticultural
Science, Maryland, v. 60, p. 310-322, 1951.

73



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BAGGET, J.R. Attemps to Cross Cucurbita moschata (Duch.) Poir. ‘Butternut’
and C. pepo L. ‘Delicata’. Cucurbit Genetics Cooperative Report,
Madison, n. 2, p. 32-34, 1979.

CRUZ, CD.; REGAZZI, AJ. Modelos biométricos aplicados ao
melhoramento genético. Vigosa: UFV, 1994. 390p.

DELLA VECCHIA, P.T.; AVILA, A.C. Heranga da Resisténcia ao Virus do
Mosaico da Melancia-1 em Meldo. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 10,
n. 3, p. 467474, out. 1985.

DE VAULX, R.D.; PITRAT, M. Realization of the Interspecific Hybridization
(F, and BC,) Between Cucurbita pepo and C. ecuadorensis. Cucurbit
Genetics Cooperative Report, Madison, n. 3, p. 42, 1980.

DEMSK], J. W.; CHALKLEY, J. H. Effect of watermelon mosaic virus on yield
and marketability of summer squash. Plant Disease Reporter, St. Paul, v.
56, n. 2, p. 147-150, Feb. 1972.

ERWIN, AT.; HABER, E.S. Species and Varietal Crosses in Cucurbits.
Bulletin: Ames-lowa, n.263, p. 341-371, June, 1929,

GARDINGO, J. R Aplicacfio das técnicas de cultura de embrido e
diversidade gamética na hibridag#o interespecifica no género Cucurbita.
Piracicaba: ESALQ, 1986. 139p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia).

GROFF, D.; BEMIS, W.P. Meiotic Irregularities in Cucurbita Species Hybrids.
The Journal of Heredity, Washington, v.58, n.3, May/June. 1967.

KUABARA, M. Y. Reaciio de abobrinha (Cucurbita moschata Duchesne) ao
virus do mosaico da melancia raga-1 (WMV-1). Piracicaba:ESALQ, 1984.
69p. (Dissertagio —~ Mestrado em Agronomia).

MALUF, W.R.; MOURA, W.de.M.; SILVA, 1.S.da.; CASTELO-BRANCO, M.
Screening of Cucurbita spp. Accessions for Resistance to Watermelon
Mosaic Virus-1. Revista Brasileira de Genética, Ribeirdo Preto, v. 9, n. 1,
p. 161-167, 1986.

72



6 CONCLUSOES

. Foi possivel recuperar o hibrido interespecifico entre C. pepo x C.
moschata, através do uso da cultura de embriGes, utilizando-se o
seguinte meio: Murashige e Skoog (MS) mais 0,01 mg/L AIA
(4cido indolacético), mais 0,1 mg/L de cinetina;

. O hibrido interespecifico recuperado mostrou nivel de resisténcia
intermedidrio aos pais;

. A alta estimativa da herdabilidade no sentido amplo para a
caracteristica avaliada e a agio génica predominantemente aditiva
indicam que a selegdo de plantas resistentes/tolerantes ao PRSV-W a
pattir do cruzamento interespecifico C. pepo x C. moschata,

. A introgressdo da resisténcia a0 PRSV-W de C. moschata em C.
pepo parece ser viavel tecnicamente.
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avaliagSes. A herdabilidade no sentido restrito deve ter um valor proximo da
herdabilidade no sentido amplo e, portanto, também ser um valor moderado a
alto. Isto se deve ao fato da acdio génica ser predominantemente aditiva. Assim,
espera-se bom ganho genético com a selegdio de gendtipos resistentes em F,,

Estes resultados sdo concordantes, em linhas gerais, com os obtidos no
capitulo 2, onde também se encontrou, para a resisténcia ao PRSV-W em
cruzamento intraespecifico C. moschata x C. moschata, alta herdabilidade nos
sentidos amplo e restrito e agio génica predominantemente aditiva.

Nagai (1973) obteve, através da cultura de embrifio, o hibrido
interespecifico entre C. pepo var. melopepo x C. moschata, mas nio teve sucesso
em identificar genétipos resistentes a0 PRSV-W nas populagdes segregantes.
Este fato contrasta com o aparente sucesso deste trabalho, no qual foi possivel
selecionar na populacio segregante materiais com um bom nivel de resisténcia
ao PRSV-W. Esta diferenca dos resultados pode ser devida ao tamanho da
populagio segregante usada que, no presente trabatho, foi de 180 plantas,
substancialmente maior que a utilizada por Nagai.

Os resultados do presente trabalho demonstram a viabilidade da
introgressdo da resisténcia a0 PRSV-W proveniente de C. moschata na espécie
C. pepo.
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geragbes (Tabela 2) indicou que o componente aditivo [a] ¢ maior do que o
componente ndo aditivo [d], nas trés avaliagdes. Os valores das estimativas dos
graus médios de domindncia (GMD) 0.713, 0.514 e 0.412 (Tabela 2),
respectivamente, para a primeira, segunda e terceira avaliagSes indicam agdo
génica predominantemente aditiva ou de dominincia parcial no sentido do
menor nivel de resisténcia.

Tabela 2. Valores obtidos das médias das geragGes, e valores estimados dos
pazameuos m, [a], [d], GMD, e estimativas das varifincias genética
(67 ), ambiental (&} ), fenotipica (62, ) e da herdabilidade no sentido

amplo (h?) para a reagdo de resisténcia ao PRSV-W. UFLA, Lavras-

MG, 1999.

Pardmetros Primeira avaliacdo | Segunda avaliacio | Terceira avaliacio
P 4.00 444 3.85
P 229 3.04 2.54
E 345 3.92 333
m 3.145 3.74 3.195
[a] 0.855 0.7 0.655
[d] 0.61 0.36 0.27

GMD 0.713 0.514 0412
82 0.85421 0.24022 0.46812
&2 0.56956 0.58381 0.34396
&, 1.42377 0.82403 0.81209
h? 0.59997 0.29151 0.57644

P1, P: e F, siio as médias obtidas de Py, P, ¢ F, , respectivamente
m = média dos genitores P, e P,

[a] = efeitos génicos aditivos

[d] = efeitos génicos nio-aditivos

GMD = Grau médio de domindincia

Os valores de herdabilidade no sentido amplo (moderado a alto) foram
0.599, 0.291 e 0.576 (Tabela 2), respectivamente, na primeira, segunda e terceira

69




As quatro plantas regencradas mostraram-se férteis (Figura 1C), o que
possibilitou sua autofecundacio e retrocruzamento para C. pepo. Os frutos
foram colhidos ¢ as sementes (tanto sementes F, como do primeiro
retrocruzamento para C. pepo) retiradas e secas. As plantas regeneradas
mostraram caracteristicas morfolégicas intermediarias entre os genitores.

Gardingo (1986), usando 0 Meio 2 combinado com o periodo de escuro,
obteve taxas de regeneragiio de plintulas que variaram de 51,3% a 78,8% usando
" embrides vindos do cruzamento entre C. pepo x C. moschata; no presente
trabatho, obteve-se 0% de regeneracio em cruzamento similar. J4 quando se
utilizou a combinacdo Meio 1 sem o periodo de escuro, obtiveram-se 66% de
regeneracdo; este valor foi superior 20 obtido por Metwally, Haroun ¢ El-Fadly
(1996), os quais, usando a mesma metodologia, obtiveram uma taxa de 10% de
regeneragiio em embrides vindos do cruzamento entre C. pepo x C. martinezii.

S22 Avaliagio da resisténcia so PRSV-W no hibrido
Interespecifico

A avaliagio foi feita através da escala de notas na classificagiio da
severidade dos sintomas (Maluf et al, 1986), em que foram dadas notas
individuaispmawdafolhademdaplama,edepoisfeﬁaamédiadaplantae
média de cada material. O hibrido Asmara obteve nota média em torno de 4,0 ;
o hibrido Duda obteve nota média de 2,62 e o F, obteve nota média de 3,56,
ﬁcandommposiﬁointermediéﬁaw&eopaitolemﬂeeosusoeﬁvel(rabela
2). Uma média das estimativas da herdabilidade em plantas individuais nas trés
avaliagBes efetuadas, ficou em tomo de 0,48 (média a alta), indicando a
possibilidade de selecionar genotipos resistentes, A anilise das médias de

68



-

crescimento. Dos seis embrides colocados diretamente na sala de crescimento,
foram regeneradas 4 plantulas (Figura 1A), que foram transferidas para vasos
(0,5 L) contendo substrato autoclavado ¢ mantidas em casa-de-vegetacdo. Numa
primeira etapa, as plantas foram mantidas dentro da casa-de-vegetagdo e sob um

tinel de sombrite (50% de sombra) durante 7 dias, depois foram retiradas de sob
o tinel e mantidas em casa-de-vegetacdo por 15 dias (Figura 1B). Entdo, foram
transferidas para vasos (8,0 L) e mantidas sob estufa plastica (Figura 1C).

FIGURA 1 - Cultura in vitro (A) dos embrides do cruzamento interespecifico C.
pepo cv. Asmara x C. moschata cv. Duda. Plantas do cruzamento
interespecifico Fy (C. pepo x C. moschata), apés a aclimatagdo
em casa-de-vegetaciio (B) e na fase de pré-florescimento (C).
UFLA, Lavras-MG, 1999.

No presente trabalho, obtiveram-se melhores resultados quando ambos
os genitores foram hibridos (o que aumenta a diversidade gamética).

O uso de genitores hibridos aumenta a diversidade gamética, o
que, segundo Wall e York (1960), redundaria num maior pegamento de frutos
nos cruzamentos efetuados. Gardingo (1986), utilizando a diversidade gamética,
também obteve um maior pegamento de frutos entre cruzamentos

interespecificos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtenciio do Hibrido Interespecifico C. pepo x C.
moschata

Foram realizados os seguintes cruzamentos Asmara x Duda, Asmara x
Piramoita, Duda x Asmara e Piramoita x Asmara. Somente quando se utilizou o
hibrido Asmara como genitor feminino, se obteve pegamento de fruto, o que
concorda com os resultados obtidos por Nagai (1973) e Gardingo (1986), que
também obtiveram um maior pegamento de frutos com sementes quando usaram
C. pepo como genitor feminino.

Dos cruzamentos feitos entre Piramoita x Asmara ¢ Duda x Asmara, nfio
se obteve pegamento de fruto. Do cruzamento Asmara x Piramoita, obteve-se o
pegamento de apenas um fruto, o qual foi colhido com 20 dias apds a
polinizagio. Deste retiraram-se as sementes, de onde foi possivel retirar 26
embrides; as demais sementes ndo continham embrides. Do total de 26
embribes, doze foram cultivados no Meio 1 e quatorze no Meio 2. Dos embrides
cultivados no Meio 1 ¢ no Meio 2, metade foram colocados no escuro por 48
horas ¢ depois levados para a sala de crescimento, e a outra metade foi colocada
dirctamente na sala de crescimento. A partir dos embriGes recuperados vindos do
cruzamento Asmara x Piramoita, nio se consegniu regenerar nenhuma plantula.

Do cruzamento entre Asmara x Duda, foi colhido um fruto apenas. Deste
fruto foram retiradas as sementes, ¢ destas foi possivel recuperar 24 embrides,
que foram colocados no meio de cultura. Do total de 24 embrides, doze foram
cultivados no Meio 1 e doze no Meio 2. Dos embries cultivados no Meio 1 ¢ no
Meio 2, metade foram colocados no escuro por 48 horas e depois levados para a
sala de crescimento, ¢ a outra metade foi colocada diretamente na sala de
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4.3 Estimativas dos parimetros genéticos e fenotipicos
As médias e varidncias obtidas das populagdes Py, P, ¢ F,; foram

utilizadas para a obtengdo das estimativas das varidncias genética (G2),
ambiental (82 ), fenotipica (62,) e da herdabilidade no sentido amplo (Quadro
1).

QUADRO 1. Expressies das estimativas dos parametros genéticos ¢ fenotipicos;
Componentes de médias das geragtes Py, P, e F;, ¢ estimativa do
Gran médio de dominéncia (Mather e Jinks, 1984; Vencovsky e
Barriga, 1992; Ramalho, Santos ¢ Zimmermamn, 1993; Cruz e
Regazzi, 1994).

§=m+ [a]
P:=m - [a]
F=m+ %[d]
GMD=d/a

6;,= 65+ 63
63 = %6}, + 63.]
6= 6¢,- 6;

b= 63/ &%,

G}, : estimativa da varidncia entre plantas dentro do P, (Asmara)

63, : estimativa da varidncia entre plantas dentro do P, (Duda)

&3, : estimativa da varidncia entre plantas dentro da geragio F» (Asmara x Duda)
b?: herdabilidade no sentido amplo, em plantas individuais.

P1, P: e F,sdo as médias estimadas de Py, P, ¢ F», respectivamente

m = média dos genitores P; e P,

{a] = efeito génico aditivo

[d] = efeito génico ndo-aditivo
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com leve pressio sobre a folha, o indicador com a suspensdo do indculo viral;
posteriormente, as folhas foram lavadas com agua corrente para retirada do
abrasivo.

Para avaliagdo da resisténcia, foram utilizados a populagio F; (C. pepo X
C. moschata), o hibrido Asmara (P) e o hibrido Duda (P,). Os genétipos foram
semeados em vasos (0,5 L) ¢ mantidos na casa-de-vegetacdo. A primeira
inoculagdo foi feita quando as plantas atingiram o estidio de primeira folha
verdadeira expandida (04/06/97), ¢ a segunda inoculagiio, 6 dias apds a primeira.
O delineamento usado foi inteiramente casualizado, com 180 plantas do F, (C.
pepo X C. moschata), 20 plantas do hibrido Asmara (P;) e 20 plantas do hibrido
Duda (P)). As avaliagdes foram iniciadas aos 28 dias apés a inoculagdo,
observando-se as plantas individualmente quanto i sua reagiio ao PRSV-W. Foi
adotado o sistema de escala de notas na classificagio da severidade dos sintomas
(Maluf et al., 1986), como segue:

1 =maioria das folhas sem sintomas; uma folha nova apresentando
stntomas brandos e/ou leve clareamento de nervuras;

2 =maioria das folhas com sintomas brandos, leve clareamento de
nervuras ou manchas clordticas esparsas;

3 = maioria das folhas com mosaico; sintomas variando de clareamento
de nervuras com pontos cloréticos em menos de 50% da 4rea foliar;

4 = quase todas as folhas com mosaico sistémico; coalescéncia de areas
cloréticas, chegando a até 50% da area foliar;

5 = quase todas as folhas com mosaico severo; apresentando folhas com
mais de 50% de sua rea foliar afetada ou com distorgdes severas.



TABELA 1. Reagdes de hospedeiros diferenciais inoculados
mecénicamente com isolado de PRSV-W.
UFLA, Lavras-MG, 1999.

Hospedeiro Reagdes observadas

Cucurbita pepo M

Luffa acutangula Mgq
Chenopodium amaranticolor -
Chenopodivm quinoa -
Gomphrena globosa -
Nicotiana tabacum cv. Turkish NN -
Nicotiana benthantiana -

- Auséncia de sintoma; M= Mosaico; Mq= Mosqueado

Pela combinac3o das reagGes obtidas nas plantas indicadoras, confirma-se trata-
se de um isolado de PRSV-W. O PRSV-W ni#o é capaz de infectar
Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinca, Gomphrena globosa,
Nicotiana tabacum cv. Turkish NN e Nicotiana benthamiana, infectando, no
eutanto, Cucurbita pepo e Luffa acutangula (Milne e Grogan,1969; Milne,
Grogan ¢ Kimble,1969; Webb, 1971; Purcifull ¢ Hiebert, 1979; Avila,1982;
Purcifull et al., 1984; Pavan, 1985; Rezende et al., 1994; Vega, Rezende e Yuki,
1995).

O inéculo foi extraido através da maceragdo de folhas jovens de C. pepo
com sintomas da virose (mosaico severo e¢ deformagSes foliares) por uma
solu¢dio tampao fosfato 0,01 M, pH 7,0 com adi¢do de 0,1% de sulfito de sédio.
Foi usada a propor¢io de 90 mL de tampdo para 10 g de tecido foliar fresco
(Maluf, Silva ¢ Moura, 1985).

As inoculagdes foram realizadas mecanicamente, aspergindo-se o
abrasivo carburundum (400 mesh) sobre a area foliar da planta e friccionando,
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de 7 dias. Apés esse periodo, o timel de sombrite foi retirado, permanecendo elas
por mais 15 dias na casa-de-vegetaglio. As plantas, apés o perdodo de
aclimatagdo, foram transferidas para vasos (capacidade de 8 kg) contendo uma
mistura de solo, substrato, areia e adubo. Estas plantas foram mantidas sob
estrutura de protegdo coberta com plastico. As plantas foram conduzidas até o
florescimento, quando se efetuaram as autofecundagdes e retrocruzamentos para
o genitor Asmara (C. pepo), de modo a obter as populagSes F; (C. pepo x C.
moschata) e F\RC; {C. pepo x (C. pepo x C. moschata)), respectivamente.

4.2 Avaliagdio da resisténcia do hibrido interespecifico ao
PRSV-W

0 isolado do virus PRSV-W foi mantido em plantas de C. pepo cultivar
Caserta em casa-de-vegetagdo. A pureza do isolado do PRSV-W foi testada
através do uso do ciclo das seguintes plantas indicadoras: Cucurbita pepo;
Chenopodium amaranticolor; Chenopodium quinoa; Gomphrena globosa;
Nicotiana tabacum cv. Turkish NN; Nicotiana benthamiana e Luffa acutangula
(Milne e Grogan,1969; Milre, Grogan ¢ Kimble,1969; Webb, 1971; Purcifull e
Hiebert, 1979; Avila, 1982; Purcifull et al,, 1984; Pavan, 1985; Rezende et al,,
1994; Vega, Rezende e Yuki, 1995).

A pureza do inéculo foi verificada através do uso do ciclo de plantas
indicadoras, cujas reagdes  inoculagio encontram-se descritas na Tabela 1.
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com o pdlen das masculinas; em seguida, as flores polinizadas eram protegidas
com saco de papel e clipes, e devidamente etiquetadas para identificacdo.

A retirada ¢ o cultivo dos embrides foram realizados no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura/UFLA, no periodo de
dezembro de 1996 a fevereiro de 1997. Os frutos, cothidos com idade de 20 dias
apés a polinizagiio, foram levados para o laboratorio, onde foram lavados com
bucha e detergente neutro. As sementes em desenvolvimento foram lavadas em
agua corrente para retirada da mucilagem e colocadas muma solugdo de
hipoclorito de sédio (Qboa® a 30%) sob agitagdo (10 minutos). Logo apds,
foram levadas para cimara de fluxo laminar, onde foram enxaguadas com agua
destilada e esterilizada (trés vezes). Com o auxilio de uma lupa estereoscopica
(com aumento de 40 x) e com o uso de pinga e estilete, foram retirados os
embrides imaturos, no formato de coragio, que foram colocados em tubos de
ensaio (25 x 150 mm) com 15 mL de meio de cultura.

Foram testados dois tipos de meio de cultura: Meio 1- Murashige ¢
Skoog (MS) mais 0,01 mg/L AIA (icido indolacético), mais 0,1 mg/L de
cinetina (Metwally, Haroun e Ei-Fadly, 1996); e Meio 2 - Murashige ¢ Skoog
(MS) mais 200 g/L de polpa de abébora, mais 150 mL/L de leite de coco
(Gardingo, 1986).

Os embrides cultivados foram submetidos a dois regimes de luz. Um
deles constou de 48 horas no escuro, para depois serem levados para a sala de
crescimento. Em outro regime, os embrides cultivados foram colocados
dirctamente na sala de crescimento. A sala de crescimento possuia temperatura
de 25 a 28 °C e regime fotoperiddico de 16 horas de claro por 8 horas de escuro,
com fluxo de 1500 a 2000 lux.

As plintulas regeneradas foram transplantadas para vasos de 0,5 L, com
substrato Plantmax® autoclavado. Elas foram mantidas sob um tinel de
sombrite (de 50% de sombra), dentro de uma casa-de-vegetagdo, por um periodo
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtenciio do hibrido interespecifico C. pepo x C. moschata

Os cruzamentos foram realizados na horta do departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, no periodo de setembro a
dezembro de 1996.

Utilizaram-se, como genitores, a cultivar Piramoita e o hibrido Duda, da
espécie C. moschatay e o hibrido Asmara, da espécie C. pepo.

O hibrido Duda foi escolhido por possuir habito de crescimento do tipo
moita, ¢ frutos do tipo alongados e ser resistente 3 virose causada pelo PRSV-W
(Oliveira et al., 1998).

A cultivar Piramoita, de polinizagio aberta, apresenta babito de
crescimento do tipo moita, possui frutos compridos, com bojo no qual se situa a
cavidade com as sementes; apresenta resisténcia ao PRSV-W (Kuabara e Costa,
1984).

O hibrido Asmara possui hibito de crescimento do tipo moita, frutos
alongados. Sendo um hibrido intraespecifico, ele presumivelmente contribui
para o aumento da diversidade gamética, e conseqiientemente maior pegamento
de frutos (Wall e York, 1960).

As plantas foram cultivadas em canteiros, com espagamento de 0,50 m
entre plantas e 1,20 m entre canteiros. Os cruzamentos foram realizados nas
primeiras horas da manhi (entre 7 ¢ 9 horas), conforme a seguinte metodologia:
na tarde anterior ao dia da antese, os botdes florais masculinos e femininos
foram protegidos com sacos de papel e clipes; na manhi do dia da antese,
efetuaram-se os cruzamentos através da polinizagio manual das flores femininas
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riboflavina, 1 mg/L de nicotinamida, 1 mg/L panthotenato de célcio, 0,2 mg/L
Vitamina Bs, 25 mg/L de Acido succinico, 20 mg/L de Adenina, 1 mg/L de
Cinetina, 0,05 mg/L de ANA e 15% de leite de coco. Apés um més da
transferéncia dos embrides para o meio de cultivo, foi iniciado o lento
crescimento das fothas cotiledonares.

Gardingo (1986), testando varios tipos e combinagdes de meios de
cultura com reguladores de crescimento em cultivo de embrides vindos de varios
cruzamentos interespecificos, obteve os melhores resultados usando o meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) mais 30 g/l. de sacarose, 200 g/L. de polpa de
abdbora, 150 mL/L de leite de coco, ¢ embrides com idade de 38 dias apos a
polinizacdo.

Recentemente, em cruzamentos interespecificos entre C. pepo e C.
martinezii, foi conseguido o indice de 10% de regeneragio de plintulas
utilizando a seguinte metodologia: meio MS (Murashige e Skoog, 1962) mais
0,01 mg/L de AIA e 0,1 mg/L de Cinetina, ¢ embrides com idade de 14 dias
apds a polinizag3o no formato de coragdo (Metwally, Haroun e El-Fadly, 1996).

Este trabalho teve como objetivo regenerar o hibrido interespecifico
entre C. pepo € C. moschata, superando a barreira interespecifica através da
utilizacio da técmica da cultura de embrido, e verificar a viabilidade da
transferéncia da resisténcia a0 PRSV-W da espécie C. moschata para a espécie
C. pepo.
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