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RESUMO

A ervilha (Pisum sativum L.) é um dos alimentos mais produzidos no
mundo. Uma das principais doengas que ocorrem na cultura é o oidio, causada por Erysiphe
pisi DC. O controle da doeng¢a tem sido realizado por meio de pulverizagdes com fungicidas,
no entanto, o uso de cultivares resistentes deve ser pensado como uma alternativa viavel e de
efetivo controle no manejo da doenga. O trabalho objetivou elucidar a heranca da resisténcia
ao oidio na cultivar de ervilha MK-10 e caracterizar alguns aspectos histoldgicos da infecg¢ao
de E. pisi nessa cultivar. Para o estudo da heranga, as geragdes F1, F2, retrocuzamentos e
geragdo F3 de MK-10 com duas populagdes suscetiveis foram avaliadas em ambiente
protegido e a epidemia foi aberta. Nas avaliagdes histoldgicas, os seguintes parametros foram
avaliados: % de germinacdo dos conidios, % de conidios germinados que formaram
apressorio, % de conidios germinados com apressério que estabeleceram colonia (%
colonizagdo) e numero de haustdérios por colonia. Para comparar as razdes de segregacdo
obtidas no estudo da heranga da resisténcia, adotou-se o teste do Qui-quadrado (X?) e para os
dados das analises histologicas, utilizou-se o teste Tukey a 5% de probabilidade. Com base nas
segregacdes obtidas no estudo da heranca e nas andlises histologicas realizadas, concluiu-se
que a resisténcia de MK-10 ao oidio ¢ devida a um par de alelos recessivos, provavelmente o
erlerl e que a resisténcia é expressa na fase de pré-penetracdo, completada por uma morte

celular localizada pds-penetragao.

Palavras chave: Erysiphe pisi, resisténcia genética, intera¢do patogeno-hospedeiro, MK-10,

histologia.



INHERITANCE OF POWDERY MILDEW RESISTANCE IN PEA AND ASPECTS
RELATIONSHIPS THE PATHOGENESIS. Botucatu, 2010, 52p. Dissertacdo (Mestrado
em Agronomia/Horticultura) — Faculdade de Ciéncias Agronomicas, Universidade Estadual
Paulista.
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SUMMARY

The pea (Pisum sativum L.) is the most produced foods in the world.
One of the main diseases that occur in the culture is the powdery mildew, caused for Erysiphe
pisi DC. The control of the disease has been carried through by means of sprayings with
fungicides, however, the use to cultivars resistants must be thought as a viable alternative and
of effective control about the handling of the disease. The work objectified to elucidate the
inheritance of the resistance to powdery mildew in cultivar of pea MK-10 and to characterize
some histological aspects of the infection of E. pisi in this cultivar. For the study of the
inheritance, the F1, F2, generations, backcrosses and F3 generations of MK-10 with two
susceptible populations had been evaluated in protected environment, the epidemic were open.
In the histological evaluations, the following parameters had been evaluated: percentage of
germination, percentage of germinated sporelings forming aprressorium, percentage of
germinated sporelings with appressorium that established a colony (% colonization) and
number of haustoria for colony. To compare the gotten reasons of segregation in the study of
the inheritance of the resistance, the test of Qui-square (X?) was adopted and for the data of the
histological analyses, the Tukey test was used 5% of probability. On the basis of the
segregations gotten in the study of the inheritance and the carried through histological
analyses, were concluded that the resistance of MK-10 to the powdery mildew must to a pair
of recessive alleles probably erlerl and that the resistance is express in the pre-penetration

phase, completed for a cellular death located post-penetration.

Keywords: Erysiphe pisi, genetic resistance, pathogen-host interaction, MK-10, histology



1. INTRODUCAO

A ervilha (Pisum sativum L.), um dos alimentos mais produzidos no
mundo, é pertencente a familia Fabaceae, originaria no Oriente Médio, do Nordeste da India
até o Afeganistdo. No Brasil, a cultura adapta-se melhor no centro sul, em regides serranas ou
de planalto, com elevadas altitudes.

Uma das principais doengas que ocorrem na cultura € o oidio, causada
pelo fungo biotrofico Erysiphe pisi DC. A doenga apresenta grande importancia econdmica
porque prejudica o desenvolvimento da planta, o fungo infecta as folhas, estipulas, hastes,
gavinhas, vagens e sementes, ocasionando desde murcha até a morte, gerando perdas diretas
ao produtor.

No Brasil Central, o clima seco, com baixa precipitagdo ¢ umidade
relativa, prevalente durante o periodo de cultivo, tem favorecido o desenvolvimento da
doenca, sendo registradas perdas de mais de 50% (STADNIK & RIVERA, 2001).

O controle do oidio tem sido realizado por meio de pulverizacdes com
fungicidas inibidores da sintese de ergosterol, porém estes quimicos ndo sdo registrados para a
cultura e os fungicidas registrados, proporcionam, na maioria das vezes, um controle
insatisfatorio. O uso de cultivares resistentes deve ser pensado como uma alternativa viavel,

mais sustentavel e de efetivo controle no manejo da doencga.



As primeiras fontes de resisténcia genética em ervilha ao oidio foram
relatadas em populagdes peruanas por Harland (1948) e nas cultivares comerciais Stratagem e
Mexique 4, origindrias de uma populagdo mexicana (PIERCE, 1948; COUSIN, 1965). No
Brasil, a primeira fonte de resisténcia relatada, foi a cultivar Triofin, que apresentou um bom
nivel de resisténcia ao patogeno (GIORDANO & REIFSCHNEIDER, 1984), porém, ha relatos
que essa resisténcia ja foi superada (MARQUES, 1993).

Em 2005, foi lancada no Brasil a cultivar MK-10, a planta é de cor
verde escura, crescimento semi-determinado com internddios curtos e apresenta alto nivel de
resisténcia ao oidio. A base genética da resisténcia de MK-10 ndo ¢ relatada, determinar o
modo de heranga deste carater é necessario, o que permite aos programas de melhoramento
genético da ervilha incorporar essa resisténcia em materiais suscetiveis ao oidio, porém, com
caracteristicas agronomicas superiores.

Desta forma, o presente trabalho objetivou elucidar a heranca da
resisténcia ao oidio em MK-10 e caracterizar alguns aspectos histologicos da infec¢do de E.

pisi nessa cultivar.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da ervilha

A ervilha (Pisum sativum L.), um dos alimentos mais produzidos no
mundo, é pertencente a familia Fabaceae, originaria no Oriente Médio, do Nordeste da India
até o Afeganistdo, tendo como origem secundaria a Etiopia. E uma das plantas de
domesticagdo mais antiga, sendo cultivada desde o periodo neolitico, em aldeias primitivas,
por volta de 7000 a 6000 a.C. (FILGUEIRA, 2007; CUTOLO FILHO, 2000).

A Organizagdo Mundial da Satde tem incentivado o consumo de
hortaligas, dentre elas, a ervilha. Essa leguminosa ¢ altamente nutritiva, destacando-se em sua
composi¢do centesimal, elevados teores de proteina, vitaminas do complexo B, principalmente
tiamina, riboflavina e niacina, além de minerais como calcio, ferro, fosforo e potassio
(PEREIRA, 1989). Possui ainda, luteina, B-caroteno e violaxantina (CARVALHO, 2007).

A participagdo do Brasil no mercado mundial de ervilhas ainda ¢
pouca, variando a area cultivada e a produg@o ao longo dos anos. O CEAGESP-SP registrou
no ano de 2008 um volume de comercializacdo de 1638 toneladas, volume 41% menor que o
ano de 2007 (AGRIANUAL, 2009). A ervilha industrializada perde competitividade para o
produto importado do Chile, que apresenta condi¢des agroecoldgicas mais favoraveis para o

cultivo da cultura (FILGUEIRA, 2007).



No Brasil, o cultivo da hortalica € realizado no inverno, entre margo e
maio, periodo em que milhdes de hectares de terra ndo geram renda e sofrem degradacio por
erosdo (RODRIGUES et al., 1998).

A cultura adapta-se melhor, no centro sul do pais, em regides serranas
ou de planalto, com altitude superior a 700m (FILGUEIRA, 2007), sendo as temperaturas
6timas as compreendidas entre 12 e 18° C, com maximas de 21 a 24° e minimas de 7°C.
Temperaturas consecutivas, superiores a 30° C, resultam em decréscimo do rendimento, pois
pode prejudicar a qualidade dos graos, por favorecer a transformagao dos agucares em amido
(REIS, 1989). Apesar de tolerar baixas temperaturas, a geada pode prejudicar as flores e a
formacdo das vagens (GIORDANO & REIFSCHNEIDER, 1984). Chuvas na época da
colheita comprometem a qualidade dos graos, ocasionando descoloragdo (FILGUEIRA, 2007).
A umidade do ar, ndo afeta diretamente o rendimentos dos grdos, fotoperiodo longo e alta
intensidade luminosa sdo favoraveis a cultura (REIS, 1989).

A ervilha € herbécea, sua raiz principal produz grande quantidade de
raizes laterais. Suas inflorescéncias sdo do tipo racemo e surgem das axilas das folhas. O
numero de nos até o surgimento da primeira flor, normalmente € constante, sendo a primeira
flor produzida do quinto ao décimo nd para cultivares precoces e do décimo terceiro ao
décimo quinto para cultivares tardias. As sementes sdo globosas, podendo ser lisas ou rugosas,
verde ou amarelas (GRITON, 1986).

De modo geral, as ervilhas s@o classificadas como ervilhas de grios e
ervilhas de vagens. As ervilhas de graos, geralmente apresentam flores brancas, sementes lisas
ou rugosas, verdes ou amarelas e suas vagens ndo sdo comestiveis. As de vagens apresentam
baixos teores de fibras e podem ser consumidas na forma de vagens verdes, incluindo graos os
imaturos, estas, apresentam flores roxas ou brancas, e sdo de crescimento indeterminado
(MARQUES, 1993; FILGUEIRA, 2000).

A ervilha ¢ autégama, e a sua polinizagdo ocorre 24h antes da abertura
da flor (COOPER, 1938). A germina¢do do tubo polinico leva de 8 a 12 horas e a fertilizagado
de 24 a 28 horas ap6s a polinizagdo (GRITTON & WIERZBICKA, 1975). O estigma pode
ficar receptivo ao pdlen de alguns dias antes da antese até um dia apds o murchamento da flor.
O pdlen ¢ viavel desde o momento da deiscéncia das anteras (WARNOCK & HAGEDORN,
1954).



A cultura apresenta quatro estadios de desenvolvimento: estadio
inicial, que compreende o periodo que vai do plantio até a planta atingir 10% do seu
desenvolvimento vegetativo (com quatro a cinco folhas verdadeiras); estadio vegetativo, que é
do estabelecimento inicial da cultura até inicio do florescimento; estadio de florescimento e
desenvolvimento de vagens, periodo entre o inicio do florescimento até o inicio da maturagio e
estadio de maturacao, inicio da maturagio até a colheita (DOORENBOS & KASSAN, 1979)

Diversos autores relatam a necessidade de agua nos diferentes estadios
de desenvolvimento da cultura. FERREIRA (1991) avaliando a suscetibilidade da producio de
graos de ervilha a deficiéncia hidrica em trés estadios fenoldgicos observou que um bom
suprimento de agua no estddio de florescimento e desenvolvimento de vagens, proporcionou
um incremento na produgdo de graos.

A época de colheita varia com o tipo de grao produzido, podendo ser a
producdo de grios secos, para posterior reidratacdo, grdos verdes ou vagens comestiveis
(FILGUEIRA, 2007). O tempo de colheita ¢ determinado pela aparéncia das vagens. Apos
atingirem a maturidade, a qualidade e o rendimento sdo inversamente proporcionais. Quanto
mais tardia € a colheita, menor € a propor¢do de ervilhas pequenas, aumentando o rendimento.
Por outro lado, o conteudo de amido e a rigidez das ervilhas aumentam, reduzindo a qualidade
e o valor comercial. Os valores de textura, densidade especifica, e sélidos insoluveis em
alcool, aumentam com a maturagdo o que contribui negativamente com a qualidade do produto
(CARVALHO, 2007).

Viroses, bactérias, nematdides e fungos prejudicam o bom
desempenho da cultura. Um dos patégenos que merece maior atengdo é o fungo Erysiphe pisi

DC agente causal do oidio (KIMATI et al., 2005).

2.2 O fungo Erysiphe pisi

E. pisi ¢ um ascosmicota da ordem Erysiphales, familia Erysiphaceae.
Na fase imperfeita corresponde a Oidium erysiphoides, ordem Moniliales, familia Moniliaceae
(KIMATT et al., 2005). Os fungos causadores dos oidios s@o biotréficos, obtendo nutrientes

para seu crescimento langando o haustério dentro das células epidérmicas. O micélio produz



pequenos conididforos que irdo produzir cadeias de conidios retangulares, ovais ou
arredondados, que serdo carregados pelo vento, disseminando a doenga (AGRIOS, 2005).

O indéculo primario pode ser constituido de conidios e micélios
sobreviventes em gemas dormentes ou em folhas que permaneceram em estadio vegetativo
através das estagdes; ou conidios provenientes de uma epidemia ocorrida em areas proximas a
da cultura (BUTT, 1978). Em regides que se observa a ocorréncia da fase perfeita, quando as
condigdes ambientais ou nutricionais sdo desfavoraveis, o fungo pode produzir corpos de
frutificagdo, os quais, quando maduros, rompem-se ou se decompde, liberando os ascésporos,
que também sao um dos in6culos primdrios do fungo (AGRIOS, 2005).

Em condig¢des favoraveis, esses esporos germinam, produzindo micélio
superficial, conidioforos, nas extremidades dos quais serdo formados os conidios que ddo o
aspecto pulverulento as folhas e que servirdo de indculo para infec¢des secundarias (KIMATI
et al., 2005).

A maioria dos isolados de oidio ndo possuem ascomas, ndo sendo,
portanto, conhecida sua forma perfeita. No Brasil, ndo existe nenhum relato da forma sexual
do fungo. A formacdo desses ascomas esta relacionada com o estado nutricional e a idade das
folhas do hospedeiro, além da baixa temperatura e atmosfera seca (ALLARD, 1971; DIXON,
1978; YARWOOD, 1978).

Caracterizagdes moleculares ¢ morfologicas tém mostrado que os
corpos de frutificagdes dos Oidios representam um tipo especial de ascocarpo que nio pode
ser propriamente classificado nem como cleistdtecio nem como peritécio (SAENZ et al.,
1994).

O apressorio € distinto ¢ moderadamente lobado. Os conidiéforos sdo
delgados, medindo de 7 a 10 um de largura, seguida por uma segunda célula conidiofora, de
20 a 55 pm. A célula-pé diminui em largura da base (7,2-8,5 um) para o topo (6,2-7 pum). Os
conidios sdo ovdide-cilindricos ou elipsoidal-cilindricos, hialinos, usualmente com 40 a 47 pm
de comprimento e 15 a 17 um de largura; s@o ausentes em corpos de fibrosina, sendo, também
solitarios. O tubo germinativo pode ser longo ou curto e nasce das extremidades do conidio
(BOESEWINKEL, 1977; BOESEWINKEL, 1980; FALLOON et al., 1989).

A liberagdo de conidios dos conidioforos ¢ de maneira passiva, sendo a

umidade do ar e a velocidade do vento que controlam essa liberacdo (BUTT, 1978). A agua da



chuva ou de irrigacdo lava os esporos das folhas para o solo, reduzindo a severidade da
doenca. Tempo seco e formagdo de orvalho sdo favoraveis ao fungo (KIMATI, 2005). A
temperatura Otima para germinacdo de varios conidios do oidio ¢ de 21°C
(SCHNATHORST, 1965) variando de 11 a 28°C para desenvolvimento da infecg¢do
(YARWOOD, 1957).

Diversos autores tem estudado a influencia do fotoperiodo na
germinagdo dos conidios de Erysiphe spp., incluindo E. pisi. Acredita-se, que o fotoperiodo
curto, influencia na germinag@o, no alongamento do tubo germinativo (AYRES, 1983; SINGH
& SINGH, 1981; YARWOOD, 1932) e afeta a formagdo do apressdrio da hifa e a formagao
das colonias (CARVER & CARR, 1978; HIRATA, 1967).

Quanto a umidade, o fungo tem a habilidade de germinar e colonizar o
hospedeiro em condigdes de deficiéncia de agua, porém, durante a colonizagdo, torna-se
menos resistente a essa falta (HANNAI 2001). De acordo Horsham (2008), a umidade ideal
para o crescimento do fungo é de 70%. Ja Uncinula necator (Schw.), agente causal do oidio da
videira, também pertencente a familia Erysiphaceae, necessita de uma alta umidade relativa,
entre 40 e 100% na superficie das folhas para haver a formagdo de haustorios (ALVES &
ALMEIDA, 2009).

Condigdes de cultivo e de alta fertilidade favorecem niveis elevados de
carboidratos na planta, fomentando o crescimento do hospedeiro e geralmente a severidade do

oidio (COELHO et al., 2000).

2.3 A doenca

Em ervilha, a doenga apresenta grande importidncia econdmica,
prejudicando o desenvolvimento de vagens e afetando a qualidade dos graos produzidos. As
perdas na producdo dependem do estadio de desenvolvimento da cultura e intensidade de
infeccdo (HANNALI, 2001). A doenga reduz a biomassa da planta, altura, nimero de ndédulos,
nimero de vagens e sementes por planta (GRITTON & EBERT, 1975).

No Canadd, existem relatos onde a ocorréncia da doenga produziu
perdas que vao de 25 a 50%. Nos Estados Unidos, as perdas variam de 10 a 20%, sendo

também, a qualidade das sementes afetada (HORSHAM, 2008). No Brasil, redugdes na
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produtividade de mais de 50% foram relatadas em cultivares suscetiveis com auséncia de
controle (STADNIK & RIVERA, 2001).

A planta ¢ mais suscetivel ao fungo no estadio de maturag¢do dos graos.
O fungo infecta as folhas, estipulas, hastes, gavinhas, vagens e sementes da ervilha,
ocasionando desde murchamento até¢ a morte da planta (DIXON, 1978). Os primeiros
sintomas sdo pequenos, pontos difusos, na superficie adaxial das folhas mais velhas. Com o
progresso da doenca, as lesdes sdo branco-pulverulentas e o tecido contaminado se torna
purpureo e ocorre a formagdo dos corpos de frutificacdo nas lesdes maduras (HAGEDORN,
1989).

Algumas cultivares apresentam um arroxeamento foliar ou pequenas
pontoacdes pretas nas folhas e vagens. Nas vagens, além desses sintomas pode haver uma
paralisa¢@o no crescimento, acarretando uma queda prematura. Em vagens mais velhas, pode
causar um desenvolvimento desigual da parte afetada e sadia. Quando a planta estd
severamente atacada, pode apresentar encarquilhamento nas folhas, paralisagdo no
crescimento e pode secar prematuramente, de baixo para cima, (KIMATI, 2005). A infeccio
na semente ocorre quando a severidade da doenga ¢ elevada (HAGEDORN, 1989).

As plantas infectadas com oidio apresentam alteragdes em processos
fisiologicos basicos como fotossintese e respiracdo (STADNIK & RIVERA, 2001). A taxa
fotossintética diminui com o progresso da doenca, mas alteragdes ocorrem antes mesmo que
os sintomas clordticos sejam visiveis. Existe uma perda progressiva de componentes dos
fotossistemas e clorofila durante o curso de infec¢do, ndo havendo especificidade de qual
componente serda perdido (HOLLOWAY et al.,, 1992). Alguns autores afirmam que o
decréscimo da fotossintese ¢ devido a reduc¢do da expressio dos genes que codificam
componentes do aparato sintético, outros dizem que a fotossintese aumenta em locais distantes
dos locais da planta ndo infectados (HIGGINS et al., 1985; WALTERS & AYRES, 1983).

O controle do oidio tem sido realizado por meio de pulveriza¢des com
fungicidas (KUROZAWA & PAVAN, 1997; MCGRATH & THOMAS, 1998; SALES
JUNIOR et al., 2002). No Brasil, os fungicidas registrados para controle do patégeno sdo os
benzimidazodis, triazois e inorganicos, a base de enxofre (AGROFIT, 2009), porém o uso de

fungicidas aumenta o risco de surgimento de novas ragas (GUIMARAES & SANTOS, 1991).
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2.4 Resisténcia a oidio em ervilha

O uso de cultivares resistentes deve ser pensado como uma alternativa
vidvel e de efetivo controle no manejo da doenga (MCGRATH E THOMAS, 1998;
REIS et al., 2002). Cultivares resistentes como Triofin, Luiza, Vigosa, Marina, Samba, Maria
ou Kodama sdo indicadas para o controle (KIMATI, 2005), porém, SANTOS et. al. (1993)
relatam que a resisténcia de Triofin, Luiza, Marina ¢ Kodama, ndo ¢ do tipo imune, pois
algumas linhagens cultivadas em condi¢des de ambiente protegido podem apresentar algum
crescimento micelial do fungo, com pontuagdes necrdticas no estadio inicial das lesdes.
Cultivares como Mikado, Kriter, Cobri, Flavia e Rag 1020 sdo muito prejudicadas pelo oidio
em anos quentes e quando se utiliza irrigagcdo por gotejamento (KIMATI, 2005).

Plantas resistentes a fungos produzem maiores niveis de enzimas
liticas, inibidores proteindceos de enzimas e uma grande variedade de produtos naturais que
podem funcionar como antibioticos na resisténcia. Iniimeras produzem B-(1,3)-glucanase e
quitinases, as quais, juntas, lisam e dissolvem as paredes das células dos fungos nao
melanizados. O etileno ¢ um dos sinalizadores que estimula sintese dessas enzimas, indicando
que elas podem fazer parte da resisténcia a doengas (MATIELLO et.al. 1997). Pode ocorrer
também maiores acumulos de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese
(PASCHOLATI & LEITE, 1995). Quanto ao teor de agucares, conteudo protéico e de
nitrogénio, geralmente cultivares resistentes possuem menores niveis destes compostos em
relacdo as cultivares suscetiveis (PARASHAR & SINDHAN, 1986).

Quando uma interagdo patdgeno-hospedeiro resulta numa intensidade
maxima da doenga, elas sdo descritas como compativeis, € as interagdes contrarias a essa, sao
ditas incompativeis (AGRIOS, 2005). No modelo gene-a-gene de FLOR (1946) a expressao de
incompatibilidade depende da presenga de genes para resisténcia no hospedeiro e de genes
correspondentes para aviruléncia no patdégeno, sendo esse modelo aplicado a maioria dos
sistemas de doengas de plantas.

A resisténcia do hospedeiro aos Oidios pode ser vista como a
capacidade da planta em evitar ou atrasar a penetragdo e ou subseqiiente desenvolvimento do

fungo. O isolamento de genes de resisténcia e de aviruléncia € uma ferramenta extremamente
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util na caracterizagdo das interagdes bioquimicas e pode ajudar, e muito, a desvendar questdes
revoluciondrias e de genética de populagdes de Oidio (STADNIK & RIVERA, 2001).

As primeiras fontes de resisténcia genética em ervilha ao oidio foram
relatadas por Harland (1948) em populacdes encontradas na cidade de Huancabamba, situada
nos Andes, ao norte do Peru. Realizando cruzamentos e retrocruzamentos dessas populagdes
locais com a variedade suscetivel “First of All”, o autor sugeriu que a resisténcia seria
monogénica recessiva, conferida pelo gene er (er: Erysiphe resistance) que ¢ ligado ao gene
responsavel pela produc¢do de antocianina (A) que confere cor a flor, e este estaria ligado a
série L, genes que determinam o numero de nos para o aparecimento da primeira flor. Sendo
que a ordem dos genes no grupo 1 seria L...A...Er.

Pierce (1948) relatou alto nivel de resisténcia ao oidio na variedade
mexicana Stratagem. Realizando cruzamentos com as cultivares suscetiveis Glacier e Shasta,
verificou-se em um total de 330 plantas na F2, que 243 plantas foram suscetiveis e 87 foram
resistentes, ajustando-se na razdo 3/4suscetivel: 1/4resistente. Os resultados foram
confirmados na F3, concluindo que a resisténcia da cultivar Stratagem seria dada por um gene
recessivo.

Na Franga, Cousin (1965) encontrou diferentes niveis de infec¢do em
cultivares de ervilha. Naquelas condig¢des, a cultivar Stratagem foi ligeiramente infectada por
E. pisi e a cultivar mexicana Mexique 4, permaneceu praticamente livre do oidio. Através do
cruzamento Stratagem x Mexique 4 e ambas com algumas cultivares suscetiveis, o autor
concluiu que a resisténcia é condicionada por um par de alelos recessivo e que Stratagem e
Mexique 4 possuem o mesmo alelo.

Heringa et al. (1969) testou em diferentes condicdes, as cultivares
SVP 950, Mexique 4, SVP 942, Stratagem, SVP 951 e SVP 952, consideradas resistentes em
seus paises de origem. Foi observado que o nivel de infecgdo € influenciado pela temperatura e
umidade, levando-o a enquadrar essas populag¢des em trés grupos resisténcia, de acordo o nivel
de ataque. Cruzando esses materiais com cultivares locais consideradas suscetiveis: Hylgro,
Pauli e Rondo, o autor concluiu que a resisténcia ¢ condicionada por dois genes (erl e er2)
com interacdo entre eles. A presenca de um deles ou de ambos na forma homozigota recessiva
confere resisténcia ao patéogeno. Sob esses aspectos, os autores propuseram a seguinte

constituicdo genética para as diferentes fontes de resisténcia estudadas: SVP 950 e Mexique 4
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(erl erl er2 er2), SVP 942 e Stratagem (erl erlEr2Er2), SVP 951 e SPV 952 (ErlErl
er2er2) e as cultivares suscetiveis Hylgro, Pauli e Rondo (Er1Erl Er2Er2).

Segundo Saxena et al. (1975) a resisténcia da ervilha ao oidio ¢
conferida por um par de alelos recessivos concordando com os resultados obtidos por Harland
(1948), Pierce (1948) e Heringa et al. (1969).

Kumar (1981) por meio do cruzamento de 14 linhagens suscetiveis de
ervilha (B 5115, B 5243, B 5064, B 5806, PI 2106613, PI 280064, 46C, R 300, NF, 477, 245,
Early december, Satha e Bonneville 31) com a linhagem resistente S-143 originaria da
Inglaterra, prop0s que a resisténcia ao oidio € devido a um par de genes recessivos duplicados,
que concorda com os resultados de Heringa et al. (1969) para algumas populagdes.

Tiwari et al. (1997a) realizando cruzamentos da progénie JI 1559
(Mexique 4) com a cultivar suscetivel Radley, a resistente Highlight (erl) e o acesso JI 2480
(er2), confrontou os resultados de Heringa et al. (1969), mostrando que a Mexique 4 carrega
somente o gene erl para resisténcia.

Diferentes fontes de resisténcia completa ou incompleta t€ém sido
descritas para E. pisi, havendo discordancia em qual grupo de ligacdo do mapa genético da
ervilha este (s) gene (s) pertencem. Marx (1971) mostrou que a resisténcia da ervilha ao oidio
(er) estaria ligada ao marcador morfologico “Gritty” (Gty), concluindo que o er estaria ligado
geneticamente ao grupo 3, indo em confronto aos resultados de Harland (1948). Mais tarde,
Marx (1986) reconsiderou sua designagdo, retirando o er e o Gty do grupo 3 e ndo os
enquadrando em outro grupo. Posteriormente, Wolko & Weeden (1990) colocaram o er e o
Gty no grupo 6, resultado confrontado por Gupta et al. (1992) que enquadrou o er no grupo 5.

Timmerman et al. (1994) confirmou os resultados de Wolko e Weeden
(1990) utilizando as cultivares “Slow” e “Almota”, com fonte de resisténcia possivelmente
originaria da cultivar Stratagem ou PI 185183. Além disso, os autores sugerem a resisténcia
dessas cultivares ¢ conferida pelo par de alelos erlerl, no entanto, ndo descartam a hipotese
da existéncia de outras fontes de resisténcia em outras cultivares.

Equipes de pesquisadores canadenses e americanos (Cereal Research
Centre, Winninpeg, Morden Research Centre, Manitoba e Washington State University)

determinaram por meio de marcadores moleculares, que a resisténcia ao oidio ¢ condicionada
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pelos genes erl e er2 (ODREJ et. al., 2003). Recentemente, Katoch et al. (2009) com o uso de
marcadores de RAPD, indicaram que o gene er2 esta ligado ao grupo de ligagao 3.

No Brasil, em observagdes preliminares de campo, feitas no Planalto
Central, foi relatada a primeira fonte de resisténcia ao oidio, a cultivar Triofin, de origem
Holandesa, desenvolvida pela Royal Sluis, que apresentou um bom nivel de resisténcia ao
oidio (GIORDANO & REIFSCHNEIDER, 1984). Porém, essa resisténcia vem sendo superada
(SANTOS et al. 1993). Atualmente, vem sendo utilizada a cultivar MK-10 como fonte de
resisténcia ao oidio no Pais, a planta é de cor verde escura, crescimento semi-determinado com
internodios curtos e apresenta alto nivel de resisténcia ao oidio, porém a base genética dessa
resisténcia ndo ¢ relatada.

Marques (1993), estudando a heranga de resisténcia, realizou
cruzamentos entre populacdes resistentes JI 1700, Stratagem e Triofin e a cultivar suscetivel
Mikado, apos obter geragdes F1, F2 e retrocruzamentos propds que a resisténcia era devida a
trés genes recessivos, dos quais erl e er2 comportaram-se como genes duplicados e o alelo
dominante de er3 para suscetibilidade, como epistatico a acdo dos genes erl e er2. Sendo a
resisténcia condicionada pelos gendtipos erlerler2er2er3er3, Erl-er2er2er3er3 e erlerlEr2-
er3er3.

Recentemente, um gene dominante que confere resisténcia ao oidio foi
identificado em P. fulvum, sendo nomeado de Er3. P. fulvum ¢ uma espécie selvagem, que
possui caracteristicas agrondmicas indesejaveis, porém pode ser usada em cruzamentos com
P. sativum para incorporagdo desse gene de resisténcia. Ao contrario do er2, o Er3 ndo é
dependente da temperatura e confere resisténcia completa sob condigdes de campo
(FONDEVILLA et al., 2007b). Em ambiente controlado, testes com dois isolados de E. pisi,
originarios de diferentes regides geograficas vem demonstrando a eficiéncia desse gene no
controle do oidio a campo (FONDEVILLA et al., 2007 a, b).

Atualmente, marcadores moleculares para o gene Er3 vem sendo
desenvolvidos para facilitar trabalhos de selecdo de materiais resistentes a E. pisi
(FONDEVILLA et al., 2008).

Até agora, o gene erl, presente em muitas linhagens de ervilha tem
sido efetivo no controle, tanto em condi¢gdes de campo quanto em ambiente protegido, porém

isolados de E. pisi capazes de superar essa resisténcia sob condi¢des experimentais tem sido
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relatados. O gene er2 tem provado ser menos duradouro, promovendo somente uma
resisténcia foliar, podendo esta ser superada com uma elevada pressao de inoculo ou de acordo
o ambiente de cultivo (TIWARI et al., 1997a; HERINGA et al., 1969). Essa instabilidade ¢
devido a influéncia da temperatura e idade da folha na expressdo do gene (FONDEVILLA et
al., 2006). Ambos os genes s3o herdados independentemente ¢ a combinacdo destes em uma
cultivar, pode aumentar a durabilidade dessa resisténcia (TIWARI et al., 1997b).

Em meados da década de noventa, um extenso programa de
melhoramento para conferir resisténcia ao oidio em ervilhas de sementes rugosas foi
desenvolvido pelos EUA, Canada e India. Diversas cultivares comerciais foram obtidas:
Almoto, Aspen, Concord, Dacota, Gypsy, Knight, etc. Através do processo de hibridizagao,
foram obtidas novas cultivares com resisténcia multipla ao oidio, podridao de raiz e a viroses
(WEEDEN & PROVIDENTI, 1999). As primeiras cultivares comerciais de sementes lisas
resistentes ao oidio foram registradas no Canada: Tara, Tamor e tipo afila cv. Highlight.
Subsequentemente, novas cultivares de sementes lisas, com resisténcia ao oidio e maior
potencial produtivo foram langadas: Melfort, Eclipse, Mozart, Montero, Minuet, etc. Nas
condigdes européias, cultivares de sementes lisas com resisténcia ao oidio também foram
lancadas na segunda metade da década de noventa (WARKENTIN et al., 2000).

A principal desvantagem da maioria das fontes de resisténcia ao oidio
¢ o baixo potencial produtivo (HERINGA et al., 1969, TIWARI et al., 1997a, VAID &
TYAGI, 1997). Porém, mutagdes induzidas t€ém dado um papel importante no melhoramento
genético da ervilha, onde mutagéneses quimicas e fisicas tem produzido gendtipos com alta
qualidade, alterando o florescimento, caracteristicas de maturagdo e ao mesmo tempo
conferindo resisténcia ao oidio (FILIPPETTI et. al., 2004). ODRE]J et. al. (2003) em trabalho
no sentindo de produzir linhagens de ervilha de sementes lisas, com alto potencial produtivo,
qualidade e nivel de resisténcia ao oidio, verificou que as progénies, AGT-01 (Gotik x
Highlight x Consort-R), AGT-GH (Gotik x Highlight) tiveram efeitos positivos na produgéo
de sementes, apresentando ao mesmo tempo resisténcia ao oidio.

Experiéncias gerais vém mostrando que a resisténcia génica ao oidio ¢
efémera, devido a evolucdo da viruléncia do patéogeno. E. pisi é uma ameaga porque ele
combina um infreqiiente ciclo sexual com altas taxas de reproducdo assexual e dispersdo de

esporos (FONDEVILLA et. al., 2007a). SCHROEDER & POVVIDENTI (1965) relataram a
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quebra de resisténcia em algumas cultivares, entre elas Stratagem, considerada resistente,
indicando a possivel existéncia de ragas especificas.

A dindmica de resposta do patogeno a utilizacdo de hospedeiros
resistentes envolve mecanismos de variabilidade, tais como a recombinagdo sexual, a
adaptacdo, a heterocariose e a mutagdo; os trés ultimos ocorrem independentemente da
presenga da forma perfeita. A heterocariose e a mutagdo sdo mecanismos de variabilidade

comuns aos fungos imperfeitos (ALLARD, 1971; AGRIOS, 2005).

2.5 Histologia da interacéo E. pisi — P. sativum

Pela teoria evolucionista de Darwin, as plantas em sua evolugdo
desenvolveram mecanismos diferentes de defesa contra agentes externos, competindo por luz
e nutrientes, estando presentes nos mais diferentes ecossistemas (HARBORNE, 1993).

Embora os vegetais ndo apresentem nenhum sistema imunologico, eles
sdo surpreendentemente resistentes a doencas provocadas por diversos agentes
fitopatogénicos. Esses mecanismos de defesa podem ser origindrios de mutagdes herdadas,
selecdo natural e mudangas evolutivas (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Em termos gerais, as plantas se defendem contra os patdégenos através
de reagdes bioquimicas (mecanismos bioquimicos) nas células e tecidos, que produzem
substancias consideradas toxicas ao patdgeno; ou através de barreiras fisicas (mecanismos
estruturais), como cuticula, estomatos ¢ lenticelas, células epidérmicas diferenciadas,
agregacoOes citoplasmaticas, halos, uma maior lignificagdo e a formagdo de papilas. Essas
barreiras interferem com o progresso do fitopatdgeno nos tecidos da planta e
consequentemente na sua colonizacio (BERGAMIN FILHO et al., 1995; AGRIOS, 2005).

A lignina ¢ uma dos maiores componentes das paredes celulares das
plantas, sendo acumulada nas papilas e em torno dos halos, atuando como a primeira linha de
defesa contra patogenos (BHUIYAN et al. 2009b).

Uma maior lignificagdo aumenta a resisténcia das paredes celulares a
difusdo de toxinas do patdégeno para o hospedeiro e de nutrientes do hospedeiro para o
patogeno (NICHOLSON & HAMMERSCHMITT, 1992), aumenta a resisténcia a degradagédo
das enzimas produzidas pelo fungo (BERGAMIN FILHO et al. 1995) e torna a parede celular
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do hospedeiro mais resistente as forgas aplicadas pelo apressorio na tentativa da penetragdo
(BECHINGER et al., 1999).

As papilas sdo caracterizadas pela deposicdo de material heterogéneo
entre a membrana plasmatica e a parede celular no sitio de infec¢do, sob a hifa peg de
penetracdo, atuando como uma barreira contra penetragdo e troca de metabolitos entre o
hospedeiro e o patdgeno (BERGAMIN FILHO et al. 1995). Andlises histoldgicas e quimicas
vém demonstrando a complexidade das papilas, as quais contém calose, proteinas, varios
compostos fendlicos e inorganicos, como opala silica e espécies reativas de oxigénio (ZEYEN
et al. 2002).

Quando um patdégeno supera essas primeiras linhas de defesa
existentes no hospedeiro, ha uma reorganizacdo metabolica na planta visando conter o
mecanismo invasor no sitio de infeccdo. Essa reorganizagdo ¢ desencadeada por proteinas
codificadas por genes de resisténcia que reconhecem as proteinas de aviruléncia produzidas
pelo patdgeno, constituindo uma interagdo incompativel (AGRIOS, 2005).

Apos esse reconhecimento, uma complexa rede de sinais mediada por
moléculas sinalizadoras sdo formadas, dentre elas a rota do acido salicilico, que atua na
resposta de defesa no local da infec¢do (RYALS et al., 1996). Este processo tem inicio pela
alteracdo do fluxo de ions através da membrana plasmadtica, seguido pelo acimulo de espécies
reativas de oxigénio, como superdxido (O;) e peroxido de hidrogénio (H,O,) que interagem
com o 6xido nitrico, causando a reagdo de hipersensibilidade (MCDOWELL & DANGL,
2000).

A ocorréncia da resposta de hipersensibilidade é comumente observada
em interagdes envolvendo patdgenos biotréficos (HAMMOND-KOSACK & JONES, 2000) e
parece ser um mecanismo freqiiente para resisténcia do tipo monogénica a oidio em diversas
espécies de plantas (COHEN et al., 1990).

A histologia da interacdo patogeno-hospedeiro, permite estudar o
processo de infecgdo, esclarecendo os eventos pré-penetracdo, penetragdo e colonizagdo nos
tecidos do hospedeiro, além de desvendar possiveis mecanismos estruturais de resisténcia

(BENTES & MATSUOKA, 2005).
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Para o patossistema E. pisi - P. sativum ha um razoavel numero de
estudos macroscopicos da reacdo de cultivares de ervilha resistentes (portadoras dos genes erl
e er2) e suscetiveis ao oidio, porém, a nivel histologico a literatura € escassa.

Fondevilla at al. (2006) realizaram o primeiro estudo a esse nivel,
observando que a penetragdo de E. pisi em popula¢des de ervilha carregando o gene erl foi
prevenida através de modificagdes nas células epidérmicas, havendo a formacgdo de poucos
haustorios e colonias. E em populagdes carregando o gene er2 que a resisténcia € pos-
penetragdo, com a morte celular, complementada com a maturagdo das folhas, que reduziu a
penetragdo do fungo.

O patossistema oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei) - cevada é o
caso mais bem estudado da interagcdo patdogeno hospedeiro, tanto a nivel histologico como
molecular (JORGENSEN, 1992). A nivel histologico foi observado que a resisténcia da
cevada a B. graminis f. sp. hordei ¢ devido a uma resposta de hipersensibilidade e a parede
celular epidérmica, que impede a penetragdo fungica. Essa resisténcia da parede celular, ¢
devido a falta de uma proteina selvagem Mlo (60 kDa) que desregula a morte celular da folha
(FREIALDEHOVEN et al., 1994, BUSHAGES et al., 1997).

Mutantes de Arabdopisis thaliana resistentes ao oidio (E. cruciferarum
e E. cichoracearum) tem sido identificados, no mutante pmr com imunidade induzida, o fungo
penetra a parede celular, mas ndo consegue se desenvolver. Acredita-se que essa resisténcia
pos penetracdo ¢ devido ao aumento na expressao de uma proteina relacionada a patogénese, a

PR-1 (FRYE & INNES, 1998; SCHULZE-LEFERT & VOLGEL, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizagdo Experimental

Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido, na
Fazenda Experimental da FCA-UNESP no municipio de Sdo Manuel-SP de maio a dezembro
de 2009 (Figura 1.).

O local apresenta altitude de 740 m, latitude de 22°46” Sul, Longitude
48°34’a Oeste do meridiano de Greenwich. O clima é subtropical umido, com estiagens no
periodo de inverno. A precipitagdo média anual ¢ de 1.534 mm e o solo classificado como
Argissolo Vermelho Amarelo Distrofico (Utissol), e foi corrigido de acordo com a analise
quimica coletada antes da instalagdo do experimento.

As médias de temperatura, umidade relativa do ar e radiagdo dentro do

ambiente de cultivo foram respectivamente: 24,8 °C, 46,8% UR e 425,6 pumol m?2s’
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Figura 1. Vista geral do experimento em Sdo Manoel-SP. A: Plantas de ervilha em
estadio vegetativo, quinze dias apds o transplante; B: Plantas de ervilha em floragdo

e inicio da produgdo de vagens.

3.2 Estudo da heranga da resisténcia ao Erysiphe pisi

Para os cruzamentos foram utilizadas as populagdes de ervilha: 08-02,
que ¢ uma linhagem avangada, originaria do cruzamento entre Triofin e Torta de Flor Roxa,
visando incorporar resisténcia poligénica ao oidio, obtida pelo professor Dr. Norberto da Silva
no setor de Agricultura, area de Melhoramento Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agronomicas, FCA-UNESP, Campus de Botucatu. A Ne 40, que ¢ uma ervilha de porte
determinado, destinada ao consumo de grios frescos, suscetivel ao oidio, comercializada por
diversas empresas. E a cultivar MK-10, langada em 2005 pela Sakata Seed Sudamerica,
apresentando plantas de cor verde escura, crescimento semi-determinado com internodios
curtos e alto nivel de resisténcia ao oidio, porém a base genética dessa resisténcia ndo ¢
relatada.

O periodo experimental foi dividido em duas fases. Na primeira, de
maio a agosto de 2009, foram avaliadas as geragdes F1 e F2, provenientes dos cruzamentos
entre as cultivares de ervilha Ne 40 x MK-10 e 08-02 x MK-10 ambas constituindo a
combinagdo suscetivel x resistente. Avaliaram-se ainda os parentais MK-10, 08-02, Ne 40; as
testemunhas: Triofin e Torta de Flor Roxa como padrdo de resisténcia e suscetibilidade

respectivamente; ¢ uma populacdo da cultivar Snap, para realizagdo dos retrocruzamentos
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(devido a indisponibilidade de sementes da N°40, utilizou-se Snap como padrdo para
suscetibilidade).

Para confirmar o modo de heranc¢a proposto na geracdo F2 conduziu-
se a segunda fase experimental, de setembro a dezembro de 2009. Foram avaliadas progénies
F3 de plantas suscetiveis e resistentes ¢ a geragdo F1 dos retrocruzamentos para os
progenitores suscetiveis [(08-02 x MK-10) x 08-02] e [(08-02 x MK-10) x SNAP] e resistentes
[(08-02 x MK-10) x MK-10]. Como testemunha, adotou-se a MK-10, Torta de Flor Roxa e
Snap.

Os retrocruzamentos foram realizados em ambiente protegido,
seguindo as técnicas descritas por GRITTON (1986). A emasculagdo foi realizada antes da
polinizagdo, para evitar que as flores fossem contaminadas com pdlen estranho.

A epidemia foi aberta no ambiente de cultivo, sendo a principal fonte
de in6culo a cultivar suscetivel Torta de Flor Roxa. Para determinacdo da hipdtese da heranga,
as plantas foram classificadas visualmente quanto a resisténcia ou suscetibilidade ao oidio,
com base na presenga ou auséncia dos sinais do patdégeno.

A primeira semeadura foi realizada em 16/05/2009 e a segunda em
23/09/2009. Foram utilizadas bandejas de poliestireno estendido (128 células) com substrato
composto de 50% solo + 25% plantmax® + 25% esterco bovino e transplantadas em sulcos
espacados 0,8 metros entre si e 0,20 metros entre plantas nos sucos, sob condi¢des de
ambiente protegido. A adubagdo bésica de plantio constou da aplicagio de 50 g.m™ do

formulado 8-28-16.
3.2.1 Conducéo experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo cada
planta considerada uma repetigao.

Foram avaliadas 18 plantas para a geragdo F1, 110 para o cruzamento
08-02 x MK-10 e 126 para o Ne 40 x MK-10 na geragdo F2. No cruzamento 08-02 x MK-10,
a cada onze plantas, foi intercalada uma planta de MK-10 como padrio de resisténcia, uma de
08-02 e outra de Torta de Flor Roxa, com padrdes suscetibilidade e fonte de indculo. Para o

cruzamento Ne 40 x MK-10, foi intercalada uma planta de Ne 40 e uma de Torta de Flor Roxa.
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Para o teste de progénies F3, foram selecionadas na geracdo F2, oito
plantas resistentes e oito suscetiveis ao oidio do cruzamento Ne 40 x MK-10 e duas plantas
resistentes e seis suscetiveis do cruzamento 08-02 x MK-10. Em ambos os casos, semearam-se
16 sementes por planta, totalizando 128 plantas resistentes e 128 suscetiveis do cruzamento
Ne 40 x MK-10 e 32 resistentes e 96 suscetiveis do cruzamento 08-02 x MK-10.

Para os retrocruzamentos, foram avaliados vinte e seis individuos do
retrocruzamento [(08-02 x MK-10) x MK-10], dezessete para o [(08-02 x MK-10) x 08-02] e
trinta e quatro para o [(08-02 x MK-10) x SNAP].

No teste de progénies F3 e para os retrocruzamentos, a cada 16 plantas,

foi intercalada uma planta de MK-10, uma de Snap e uma de Torta de Flor Roxa.

3.4 Anélises histoldgicas

Os estudos histologicos foram conduzidos nas dependéncias do
Departamento de Producdo Vegetal da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus
de Botucatu: Setor da Defesa Fitossanitaria.

Na primeira fase do periodo experimental, quando o patéogeno estava
distribuido uniformemente no ambiente de cultivo, foram coletados ao acaso, cinco foliolos de
cinco plantas resistentes e cinco suscetiveis ao oidio por populagao.

De cada foliolo coletado, foi retirado um disco foliar de 20 mm de
diametro. Os discos foliares foram colocados em placas de Petri ¢ imediatamente transferidos
para um camara B.O.D permanecendo por 48h, a uma temperatura de 20 + 1°C com
fotoperiodo de 12h, comegando pelo escuro (RUBIALES E CARVER, 2000). O delineamento
experimental adotado foi o inteiramente casualizado, constituindo cinco repeticdes por
tratamento e um disco por repeticao,

Para caracterizar os aspectos histologicos da infec¢do frente as
populacdes resistentes e suscetiveis de ervilha, adotou-se a metodologia proposta por
FONDEVILLA et al. (2006):

Apbs o periodo na B.O.D, os discos foliares foram colocados com a
face abaxial para cima, em placas de Petri contendo papel filtro umedecido com é&cido acético

glacial e etanol, na propor¢do 1:3, para fixacdo das estruturas fungicas. Quando os foliolos
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apresentaram-se descorados, foram transferidos para papel filtro umedecido com 4gua para
amolecer os tecidos, permanecendo por 2h. Em seguida, os discos foliares foram transferidos
para papel filtro umedecido com lactoglicerol na propor¢do 1:1:1 (acido latico:glicerol:agua),
para clareamento dos tecidos, permanecendo por 2h.

Para visualizagdo ao microscopio com aumento de 200 X, os discos
foliares foram corados em uma solu¢do de 0,2% de azul de metil em 95% de etanol

(CARVER et al. 2001) e avaliados para os seguintes parametros:

e Porcentagem de germinagdo de conidios por disco foliar.
e Porcentagem de conidios germinados que formaram apressorio.
e Porcentagem de conidios germinados com apressorio que estabeleceram uma colonia

(% de colonizagio)

Apos essa avaliacdo, foram escolhidas 20 colonias ao acaso por disco
foliar e contado o nimero de haustorios por colonia. Para tal, foi necessario imergir os discos
foliares em solug@o de azul de tripan (0,05%) em lactofenol e etanol (1:2) por 1h a 60°C. Apds

esse periodo foi observado em 400 X em microscépio interferencial de contraste (DIC).

3.5 Analises Estatisticas

No estudo da heranga, as propor¢des fenotipicas observadas nas
geragdes F2, F3 e no retrocruzamento para progenitor resistente, obtidas pela avaliagdo da
reacdo das plantas ao oidio, foram comparadas com as propor¢des fenotipicas esperadas, de
acordo com os gendtipos propostos para os progenitores, por meio do teste do Qui-quadrado
(%), conforme descrito por STRICKBERGER (1976).

Para os dados obtidos nas avaliacdes histologicas, foi realizada a
analise de variancia e as médias submetidas ao Tukey a 5% de probabilidade com o programa

estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da heranca de resisténcia

Na primeira fase do experimento, aproximadamente aos 60 dias apds o
plantio, iniciou a epidemia do oidio, época na qual a maioria das populacdes estavam em
estadio de florescimento, algumas iniciando a produgdo de vagens. Por volta dos 80 dias, todas
as plantas foram classificadas quanto a resisténcia ou suscetibilidade ao oidio.

Na geragdo F1, resultante do cruzamento entre progenitores suscetivel
e resistente, observou-se que as plantas foram completamente suscetiveis ao oidio. Para a
geracdo F2, todas as plantas foram qualitativamente classificadas em resistentes ou suscetiveis
a doenca (Tabela 1).

Do cruzamento 08-02 x MK-10 obteve-se de um total de 110 plantas,
77 suscetiveis e 33 resistentes, ajustando-se na razdo 3/4 suscetiveis: 1/4 resistente. O
cruzamento Ne 40 x MK-10 apresentou o mesmo padrdo de segregacdo, de 126 plantas, 97
segregaram para suscetibilidade e 29 para resisténcia (3/4 suscetiveis: 1/4 resistente). Para os

parentais, ndo houve segregacao para resisténcia e ou suscetibilidade.
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Tabela 1. Segregacdo para resisténcia ao oidio em ervilha da geragdo F2. S3o Manuel,

SP —2009.

Segregacédo Observada

Populacéo Geracao Suscetivel Resistente X2 (3/4:1/4)
P =0,05
08-02 x MK-10 F1 18 - -
08-02 x MK-10 F2 77 33 1,46 n.s
Ne 40 x MK-10 F2 97 29 0,25 n.s
08-02 Parental 23 - -
Ne 40 Parental 25 - -
MK-10 Parental - 15 -

n.s: ndo significativo a 5% de probabilidade

Razdes de segregacdo semelhantes foram obtidas por Saxena et al.
(1975) avaliando o comportamento de populagdes na geragdo F2, origindrias do cruzamento
entre plantas resistentes e suscetiveis, por dois anos consecutivos, obtendo uma F1 totalmente
suscetivel e uma F2 segregando na razdo 3/4 suscetiveis: 1/4 resistente, concluindo que a
heranca da resisténcia da ervilha ao oidio ¢ monogénica recessiva.

Tiwari et al. (1997a) nos cruzamentos entre as cultivares resistentes
Highlight, originaria da Suécia, AC Tamor e Tara, originarias Canadd com a cultivar
suscetivel Radley originaria da Inglaterra, obtiveram uma geragdo F1 totalmente suscetivel e
uma geracdo F2 segregando na razdo 3/4 suscetiveis: 1/4 resistente, sugerindo que a base
genética da resisténcia ao oidio dos gendtipos utilizados ¢ monogénica recessiva.

Vaid & Tyagi (1997) realizando cruzamentos de nove cultivares
resistentes (Wisconsin-7104, HPPC-63, HPPC-95, DPP-26, DPP-54, S-143, Mexique 4, SVP-

959 e P-6588) com a cultivar suscetivel Lincoln, frente a agdo de cinco isolados de E. pisi,
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encontraram uma geracdo F1 completamente suscetivel e uma geragdo F2 segregando em 3/4
suscetiveis: 1/4 resistente, sugerindo que a resisténcia dos gendtipos avaliados é conferida por
um alelo gene recessivo.

Sharma (2003) realizou cruzamentos das cultivares resistentes
Mexique 4, Tara, DMR 11 e S-143 com as suscetiveis Type 163 ¢ Pusa 10, obtendo uma
geracdo F1 totalmente suscetivel e uma geracdo F2 segregando na razdo de 3/4 suscetiveis
para 1/4 resistente, concluindo que a resisténcia da ervilha ao oidio € controlada por um alelo
recessivo.

Liu et al.(2003) cruzaram 13 linhagens de ervilha resistentes ao oidio
de um programa de melhoramento australiano, com oito cultivares suscetiveis, todas
originarias de diferentes regides geograficas. Foi observada uma geragdo F1 totalmente
suscetivel e uma geragdo F2 com segregacdo ajustando-se na razdo 3/4 suscetiveis: 1/4
resistente, concluindo que a resisténcia ao oidio de todas as progénies utilizadas é conferida
por um gene recessivo.

Os resultados da geracdo FI1, resultante do cruzamento entre
progenitores suscetivel e resistente e as segregacdes observadas na geragdo F2 do presente
trabalho, estdo de acordo com os resultados dos trabalhos citados, levantando a hipdtese que a
resisténcia ao oidio da cultivar MK-10 ¢ monogénica recessiva. Os dados apresentados na
tabela 1 ndo foram significativos a 5% de probabilidade pelo teste do Qui-quadrado, apoiando
a hipodtese que a resisténcia da cultivar MK-10 é monogénica recessiva.

Por volta dos 45 dias apos a instalagdo do experimento, deu-se inicio a
epidemia do oidio na segunda fase experimental. Aos 70 dias, as plantas obtidas nos
retrocuzamentos e as progénies F3 foram classificadas em resistentes ou suscetiveis ao oidio.

Para o retrocruzamento [(08-02 x MK-10) x MK-10], ocorreu
segregacdo conforme o esperado para um retrocruzamento [(suscetivel x resistente) x
resistente] de uma heranca monogénica recessiva. De um total de 26 plantas, 12 foram
resistentes e 14 suscetiveis, seguindo a razdo 1 suscetivel :1 resistente (Tabela 2). Esses
resultados estdo de acordo aos de Sharma (2003) que realizou 11 retrocruzamentos
[(suscetivel x resistente) x resistente], obtendo o mesmo padrdo de segregacdo observado

(1 suscetivel: 1 resistente).
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Nao foi observado padrdo de segregacdo para as plantas avaliadas dos
retrocuzamentos [(suscetivel x resistente) x suscetivel]. Para o retrocruzamento [(08-02 x MK-
10) x 08-02], todas as 17 plantas avaliadas foram suscetiveis e para o [(08-02 x MK-10) x
SNAP], de um total de 34 plantas observadas, todas foram suscetiveis. Os resultados obtidos
mostraram-se satisfatdrios, ajustando-se na razdo O resistente : 1 suscetivel (Tabela 2). A
mesma razdo (0:1) foi observada por Marques (1993) realizando retrocruzamentos [(suscetivel
X resistente) x suscetivel].

Os dados obtidos nos retrocruzamentos tanto para progenitores
resistentes como suscetiveis, apéiam consistentemente a hipdtese que a heranga da resisténcia

ao oidio da cultivar MK-10 ¢ monogénica recessiva.

Tabela 2. Segregagdo para os retrocruzamentos com progenitores resistentes e suscetiveis.
Sdo Manuel, SP — 2009.

Segregacao Observada

Populacéo Geracéao Suscetivel Resistente X2 (1:1)
P =0,05
[(08-02 x MK-10) F1 12 14 0.01™
x MK-10]
[(08-02 x MK-10) F1 17 - -
x 08-02]
[(08-02 x MK-10) Fl1 34 - -
x SNAP]
08-02 Parental 23 - -
Snap Parental 15 - -
MK-10 Parental - 15 -

n.s: ndo significativo a 5% de probabilidade
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No teste de progénies F3, em ambos os cruzamentos, observa-se que
ndo houve segregacao para as plantas resistentes e os parentais. Algumas plantas consideradas
suscetiveis na geragdo F2 segregaram de acordo o esperado para uma heranga monogénica
recessiva 3/4 suscetiveis : 1/4 resistente (Tabela 3).

Harland (1948) realizando cruzamentos de uma populagdo de ervilhas
peruanas, consideradas resistentes ao oidio, com a variedade suscetivel “First of All” obteve
os mesmos padroes de segregacdo nas geragdes F1 e F2 observadas no presente trabalho
(3/4 suscetiveis:1/4 resistente), confirmando na geracdo F3, que a heranca da resisténcia ao
oidio em cultivares peruanas de ervilha seria dada por um gene recessivo.

A mesma razao fenotipica de segregacdo na geracdo F3 foi encontrada
nos trabalhos ja citados: Tiwari et al. (1997a), Sharma (2003), Vaid & Tyagi (1997) e Liu et
al.(2003), os quais confirmaram através da geragdo F3, a hipétese levantada nas geragdes F1 e
F2, que a heranga da resisténcia ao oidio dos gendtipos utilizados nos respectivos trabalhos ¢
monogénica recessiva.

A reagdo frente ao oidio de todas as plantas observadas na geracdo F3
estdo de acordo as reagdes de resisténcia e ou suscetibilidade observadas na geragdo F2,
confirmando que a resisténcia ao oidio da cultivar MK-10 € monogénica recessiva.

Os resultados obtidos na F1, F2, retrocuzamentos e testes de progénies
F3 do presente trabalho, indicam que a base genética da resisténcia da cultivar MK-10, ¢
monogénica recessiva, visto que, em todas as geragdes, foi observada uma segregacdo de
acordo a esse tipo de heranga. Em todos os cruzamentos, os valores do Qui-quadrado foram

ndo significativos a 5% de probabilidade, ndo rejeitando essa hipotese.



29

Tabela 3. Segregacdo para resisténcia ao oidio em ervilha da geragdo F3.

Sao Manuel, SP — 2009.

Segregacao Observada

Populacéo Planta Reacao Suscetivel Resistente X2 (3/4:1/4)
na F2 P =0,05
Ne 40 x MK-10 199 S 13 3 0,33 .S
224 S 13 3 0.33 n.s
231 S 14 2 133 n.s
235 S 13 3 0.33 n.s
253 S 12 4 0.0 n.s
295 S 16 - -
308 S 12 4 0.0 n.s
369 S 16 - -
19 R - 16 -
24 R - 16 -
48 R - 16 -
130 R - 16 -
221 R - 16 -
294 R - 16 -
303 R - 16 -
366 R - 16 -
08-02 x MK-10 90 S 13 3 0,33 n.s
98 S 12 4 0’0 n.s
111 S 14 2 1,33 n.s
116 S 13 3 0,33 n.$
149 S 16 - -
157 S 16 - -
139 R - 16 -
145 R - 16 -
08-02 - Parental 23 - -
Ne 40 - Parental 25 - -
MK-10 - Parental - 15 -

n.s: ndo significativo a 5% de probabilidade. S: suscetivel, R: resistente
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Apesar de esclarecida a recessividade da resisténcia, os estudos da
heranca de resisténcia da ervilha ao oidio sdo altamente contraditérios, havendo discordancia
entre os autores quanto ao numero de genes envolvidos controlando essa caracteristica
(TTWARI et al., 1997a). Harland (1948) demonstrou que a resisténcia seria monogénica
recessiva; Heringa (1969) concluiu que a manifestacdo do carater ¢ devido a dois genes
recessivos distintos; Beek (1985) e Gupta et al. (1995) sugeriram que a resisténcia ¢ de
heranca poligénica; Kumar (1981) sugere que ¢ dada por um par de genes recessivos
duplicados.

Até entdo, sdo conhecidas trés fontes de resisténcia: Mexique 4 -
erlEr2 (TIWARI et al. 1997a); Stratagem - erlEr2 e Svp952 -Erler2 (HERINGA et al.,
1969).

As diferengas na interpretacdio do nuimero de genes envolvidos na
resisténcia da ervilha ao oidio podem ser devido a diversidade de genotipos que vem sendo
estudados; a possivel existéncia de ragas de E. pisi; e a fatores ambientais que podem
influenciar tanto na expressdo do genes de resisténcia quanto no desenvolvimento do fungo
(FONDEVILLA et al., 2008; KIMATTI et al., 2005; TIWARI et al., 1997a,b;).

A diversidade de gendtipos estudados ¢ um fator de grande influéncia
para os resultados contraditorios dos diversos trabalhos. Nao & assegurado que, apesar da
mesma origem geografica, alguns pesquisadores utilizaram em seus trabalhos as mesmas
fontes de resisténcia que outros, podendo existir grande variabilidade nas fontes de resisténcia
dentro de uma mesma regido.

O Oidio ¢ um patdgeno com alguns isolados mais virulentos que
outros (TIWARI et al., 1997b) sendo amplamente distribuido no mundo, havendo evidéncias
da existéncia de ragas fisioldgicas (SCHOROEDER & POVVIDENTI, 1965).

Tiwari et al. (1997b) estudaram a variagdo da patogenicidade de 31
isolados de E. pisi, coletados no Canada e nos Estados Unidos, em 14 progénies de ervilha,
realizando testes em nove regides geograficas. Os autores observaram que cultivares como
Radley, considerada suscetivel no Canada, foi resistente no Nepal; JI 2480 foi resistente na
Califérnia e Manitoba, porém suscetivel em Nova York, sugerindo assim, a existéncia de uma

grande variacdo da patogenicidade dos isolados.
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A possivel selecdo de novas racas se deve principalmente a base
genética da resisténcia ao oidio da maioria da cultivares de ervilha. Essa resisténcia ¢ do tipo
monogénica, condicionada por um ou poucos genes, gerando uma pressdao de selecdo sobre o
patogeno. Essa pressao neutraliza a agdo dos genes, principalmente devido a seus mecanismos
de variabilidade, como muta¢des ¢ recombinag¢des, tornando esse tipo de resisténcia pouco
duravel (MATIELLO et al., 1997). Porém, esse tipo de resisténcia ¢ preferida pelos
melhoristas, pois ¢ facilmente incorporada dentro de materiais suscetiveis através de simples
retrocruzamentos (FONDEVILLA et al., 2008).

Diferentes reagdes para resisténcia ou suscetibilidade de genotipos
especificos em diferentes locais, também pode ser devido ao nivel de indculo presente e das
condi¢des ambientais, como luminosidade, umidade e temperatura (TIWARI et al. 1997b).

No geral, elevadas temperaturas, bloqueiam a formagdo de compostos
fendlicos pela planta e o desenvolvimento de mecanismos estruturais que dificultam a
colonizagdo do tecido vegetal pelo patdogeno. Heringa et al. (1969) observou que ha influéncia
da temperatura ¢ umidade sob a severidade do oidio em genotipos de ervilha resistentes e
suscetiveis, dividindo as populagdes utilizadas em seu trabalho em grupos de resisténcia de
acordo o nivel de ataque nas trés condi¢des de cultivo adotadas, campo e ambiente protegido a
12° ¢ 20°C. Fondevilla et al. (2006) cita que populacdes de ervilha possuindo o gene er2, vém
demonstrando maior resisténcia a oidio em temperaturas acima de 25°C.

O uso de cultivares resistentes tem sido uma das principais medidas de
controle para o oidio em ervilha, porém a descoberta de novas fontes de resisténcia se faz
necessaria, principalmente fontes com resisténcia quantitativa ou poligénica, que € um tipo de
resisténcia mais durdvel. Nesse tipo de resisténcia, ocorre a auséncia da intera¢do diferencial
entre o patogeno e o hospedeiro, ou seja, o hospedeiro ¢ resistente a todas as ragas do

patogeno.
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4.2 Analises histoldgicas

Os resultados do presente trabalho demonstraram uma mesma
eficiéncia na porcentagem de conidios germinados e porcentagem de conidios germinados que
formaram apressdrio entre as populagdes da geragdo F2 consideradas resistentes e suscetiveis
ao oidio, ndo havendo diferenga estatistica entre os genotipos de ervilha utilizados (tabela 4).

Dados semelhantes foram obtidos por Resser & Hagedorn (1983),
concluindo que a germinagdo de conidios e a formagao de apressdrios ndo sdo suficientes para
caracterizar a infec¢do de populagdes de ervilha resistentes e suscetiveis ao oidio. Marques
(1993) realizou a contagem do numero de conidios nas populagdes de ervilha JI 1700, Triofin,
Stratagem, consideradas resistentes ao oidio e nas suscetiveis Mikado e Flavia, observando
que ndo houve diferenga na germinacgdo dos conidios entre essas populagdes.

Em  progénies de ervilha, origindrias do  cruzamento
Lathyrus odoratus x Lathyrus belinensis L. uma mesma razio de germinag@o entre acessos
resistentes e suscetiveis ao oidio foi encontrada, porém, apds a germinagdo, o tubo
germinativo entrou em colapso devido a uma morte celular (POULTER et al., 2003).

Fondevilla et al. (2006), verificaram que ndo houve diferenca na
porcentagem de conidios germinados e porcentagem de conidios germinados que formaram
apressorios entre populagdes resistentes e suscetiveis ao oidio em ervilha. Fernandez-Aparicio
et al. (2009) caracterizando os mecanismos histologicos de resisténcia em beterraba (Beta
vulgaris) ao oidio (Erysiphe betae), também ndo encontraram diferencas na germinacdo entre
0s genotipos resistentes e suscetiveis.

Resultados contrarios foram observados por Rubiales & Carver (2000)
que verificaram uma menor porcentagem de germinagdo de conidios em populagdes
resistentes de 15 acessos de cevada (Hordeum chilense) a Blumeria graminis DC Speer f.sp.
hordei, Blumeria graminis f.sp. tritici e Blumeria graminis f.sp. avenae, atribuindo esse
resultado a uma diferenga da viabilidade dos indculos testados. Johnson et al. (1981)
demonstraram que a germinagio dos esporos de B. graminis f.sp. tritici foi uniformemente alta
em trigo, aveia e centeio, sendo menor em gramineas e outras monocotiledoneas nao

hospedeiras, indicando que estas apresentam algum fator inibitorio para germinagao.
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Tabela 4. Valores médios dos estadios de desenvolvimento de E. pisi em populagdes F2

resistentes e suscetiveis ao oidio em ervilha. FCA-UNESP, Botucatu — SP, 2009.

Populaces Reacao Conidios Conidios que Colonizagdo  N° haustdrios
aooidio  germinados (%0) formaram (%) por col6nia
apressorio (%)

Torta de F. Roxa S 88,4 a 77,0 a 91,2 ¢ 2,8d
Ne 40 S 85,6 a 82,2 a 84,2 ¢ 2,0 bed
Snap S 86,2 a 88,4 a 83,2 ¢ 2,4 cd
MK-10 R 90,2 a 90,2 a 1,8a 0,4a
Triofin R 91,0 a 92,6 a 89,4 ¢ 1,8 bed
08-02 R 852 a 85,0a 354b 1,2 abc
(08-02 x MK-10 — F2) S 87,4 a 93,0a 88,0 ¢ 2,0 bed
(08-02 x MK-10 — F2) R 83,0a 90,8 a 2,0a 0,6 ab
(Ne 40 x MK-10 — F2) S 88,3 a 94,8 a 93,0¢ 2,2 bed
(Ne 40 x MK-10 — F2) R 86,4 a 93,8 a 1,8a 04a
CV (%) - 4,6 14,6 8,2 37,5

* Resisténcia moderada ao oidio
Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade

R - Resistente; S - Suscetivel

Fondevilla et al. (2007b) visando identificar novas fontes de resisténcia
em espécies de Pisum spp. a E. pisi, observaram menores médias na porcentagem de
germinagdo e na porcentagem de esporos germinados que formaram apressorio em gendtipos
resistentes quando comparados com os suscetiveis ao oidio. Os autores sugeriram que um
fator quimico ou estrutural em comum as espécies resistentes de Pisum spp. é o responsavel

pela reducdo da porcentagem dos componentes de resisténcia.
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Uma baixa formagdo de apressérios em espécies de ferrugem em
progénies resistentes de Hordeum chilense foi relatada por Rubiales e Nicks (1992). No
material resistente, a baixa formagdo de apressérios foi devido a uma possivel desorientagdo
do tubo germinativo (causada por alguma modificagdo morfoldgica, composi¢do da cuticula e
gradiente de pH na folha) ou devido a nao diferencia¢do da hifa em apressorio, pelo ndo
reconhecimento do estomato para posterior penetragao.

Para Vilijanen-Rollinson et al., (1998) o gendtipo de um hospedeiro
pode afetar a germinagdo dos conidios em algumas interagdes patdgeno-hospedeiro pela
auséncia de estimulos para germinagdo, presenca de componentes que a inibem, estes ainda
ndo sdo bem conhecidos, e caracteristicas morfoldgicas que afetam a folha favorecendo ou nédo
o processo. Ja a formagdo apressorial pode ser influenciada por mudangas quimicas e fisicas
nas células epidérmicas e na cuticula, ocasionadas por fatores ambientais ¢ idade da planta
(HOTO & PASCHOLATI, 2000).

Como nao foi observada diferen¢a na porcentagem de germinacao dos
conidios e na formagdo apressorial entre as populagdes de ervilha resistentes e suscetiveis ao
oidio do presente trabalho, acredita-se na auséncia de fatores que influenciam esses processos.
Esses resultados estdo de acordo a NIKS & RUBIALES, (2002) que tém concluido que a
germinacdo conidial ndo ¢ um fator importante que contribui na resisténcia das plantas a
Erysiphe spp.

Na tabela 4 encontra-se ainda os dados referentes a porcentagem de
conidios germinados com apressério que estabeleceram colonias (% de colonizagdo) e o
numero de haustdrios por colonia.

As populacdes suscetiveis ndo diferiram entre si para a % de
colonizagdo e o numero de haustorios por colonia. Nota-se que a Torta de Flor Roxa
apresentou as maiores médias para esses parametros; foi notavel o alto nivel de infec¢do dessa

populagdo também a campo (Figura 2).



35

A B

Figura 2. Torta de Flor Roxa infectada por E. pisi, FCA-UNESP, 2009. A: Planta infectada
aos 90 dias, periodo de maturagdo de vagens. B: Colonia estabelecida nos foliolos.

A populacdo de Triofin ndo diferiu das populagdes suscetiveis para a
% de colonizagdo. Para o numero de haustdrios, houve semelhanga estatistica com a Ne 40,
apresentando 1,8 e 2,0 haustorios/colonia respectivamente, sendo menor que a Torta de Flor
Roxa e Snap.

Apesar de ser relatada como resistente por Giordano & Reifschneider
(1984) a reacdo fenotipica observada no presente trabalho na cultivar Triofin foi de um
material suscetivel, estando de acordo aos resultados obtidos por Marques (1993). A reagao
para a suscetibilidade de Triofin e os elevados valores observados em Torta de Flor Roxa pode
ser devido a alta concentragdo do potencial de in6culo observada a campo, pois as condigdes
ambientais estavam extremamente favoraveis ao desenvolvimento do patégeno.

Valores intermediarios foram observados no parental 08-02, que
apresentou 35,4% de colonizacdo e 1,2 haustorios/colonia. Isso sugere que 08-02 ¢
moderadamente resistente ao oidio. Essa populagdo € originaria do cruzamento Triofin x Torta
de Flor Roxa e a base genética da resisténcia de Triofin ndo ¢ bem esclarecida (Comunicagao
pessoal’), existindo relatos que essa resisténcia ndo ¢ do tipo imune, podendo haver
crescimento micelial em condi¢des de ambiente protegido (SANTOS et al. 1993)

Para as progénies dos cruzamentos 08-02 x MK-10 e N°40 x MK-10,

que segregaram para suscetibilidade, 88% e 93% dos conidios germinados tiveram sucesso no

" Comunicagdo pessoal com o Prof. Dr. Norberto da Silva, Prof. Titular da FCA-UNESP, Campus de Botucatu -
SP, em dezembro de 2009.
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estabelecimento de colonias. O mesmo foi observado para o numero de haustorios, que
apresentou uma média de 2,0 e 2,2 haustorios/colonia respectivamente, ndo diferindo entre si e
das populagdes suscetiveis.

Nas plantas que segregaram para resisténcia dos cruzamentos
08-02 x MK-10 e N°40 x MK-10 e na cultivar resistente MK-10, observa-se que na3o houve
sucesso na formagao de colonias, apresentando uma média de 2%, 1,8% e 1,8 % dos conidios
germinados que estabeleceram colonias respectivamente.

Comportamento semelhante foi verificado para o numero de
haustorios, onde as progénies resistentes 08-02 x MK-10 e N°40 x MK-10 e a cultivar MK-10
apresentaram uma média 0,6, 0,4 e 0,4 haustdrios por coldnia respectivamente, valores
significativamente inferiores aos das demais populacdes.

Pela elevada producdo de apressorios e baixa porcentagem de
colonizagdo, sugere-se que a resisténcia expressa pelas progénies resistentes e a cultivar
MK-10 ¢ devido a algum mecanismo de defesa estabelecido antes da penetragdo (resisténcia
pré-penetragdo). Apesar de ndo ter sido identificado pela técnica utilizada, supdem-se que esse
mecanismo ¢ conferido por uma elevada lignificagdo e pela formagao de aposi¢des nas paredes
celulares, as papilas.

Moerschbacher et al. (1990), mostraram o papel da lignificagdo na
resisténcia contra fitopatdgenos aplicando um inibidor da sintese de lignina em plantas de
trigo. Nas plantas em que foi aplicado esse inibidor, os autores observaram um aumento da
coloniza¢do por Puccinia graminis f. sp. tritici quando comparadas com as plantas que
produziam lignina normalmente.

Um actimulo de lignina tem sido responsavel pela resisténcia do trigo a
Fusarium graminearum (MOHAMMADI & KAZEMI, 2002), do pepino a Pythium
aphanidermatum (CHEN et al. 2000) ao mildio (Peronospora parasitica) e ao Colletotrichum
lageniarum (MATSUMOTO & ASADA, 1984). Em trigo, a lignificagdo das papilas ¢ a
primeira linha de defesa ao oidio, Blumeria graminis (BHUIY AN et al. 2009a).

Por meio das papilas e refor¢o da parede celular, a penetragdo de B.
graminis f. sp. hordei em cevada vem sendo relatada, porém essa resisténcia é incompleta,

pois uma grande propor¢do das tentativas de penetragdo tem sucesso, causando infec¢do
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(GJETTING, et al., 2004). A resisténcia do hospedeiro nesse patossistema ¢ completada pela
morte celular, havendo um acumulo de HO, (HUCKELHOVEN et al., 1999).

A formacdo de papilas é responsavel pela resisténcia ao oidio
(Sphareotheca pannosa) nas espécies de roseira Rosa wichuraiana e R. laevigata, e quando o
fungo supera essa barreira, a resisténcia é complementada por um colapso celular em R.
wichuraiana e uma maior produgio de fitoalexinas em R. laevigata (DEWITTE et al., 2007).

Anker & Niks (2001) observaram que as papilas s3o as responsaveis
pela resisténcia de trés acessos de trigo dipléide (Triticum monococcum) a ferrugem Puccinia
triticina.

Nas plantas resistentes e na cultivar MK-10, verificou-se uma morte
celular localizada (reacdo de hipersensibilidade), quando a barreira possivelmente imposta
pela lignificagdo e papilas foi superada (Figura 3), o que justifica o reduzido niimero de
haustdrios encontrados nessas populagdes.

Esses resultados estdo de acordo aos de Fondevilla et al. (2006) que
objetivaram investigar os mecanismos celulares responsaveis pela resisténcia ao oidio em
populagdes de ervilha portadoras do alelo erl, verificando uma resisténcia a penetragao de E.
pisi através das células epidérmicas, o que reduziu a coloniza¢do, havendo a formagdo de
poucos ou nenhum haustorio por colonia, e quando estes eram formados, seu desenvolvimento
era suprimido pela morte celular.

Essa morte celular localizada ¢ relatada em outros patossistemas
envolvendo oidio em que a resisténcia ¢ conferida por alelos recessivos. No patossistema
oidio-cevada, a hipersensibilidade é correlacionada com a resisténcia mediada pelo alelo Mla
(ZEYEN et al., 1995). Em melao resistente quando inoculado com uma raga incompativel de
Sphaerotheca fuliginea (raga 1) observa-se reac¢do de hipersensibilidade, acumulagdo de calose
e lignificagdo das células epidérmicas(COHEN, et al. 1990).
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Figura 3 — Reagdo de hipersensibilidade (RH) em conidios germinados em foliolos de ervilha,

FCA-UNESP, 2009.

Em tomateiro, os genes dominantes Ol conferem resisténcia ao oidio
(Oidium neolycopersici) por meio da reagdo de hipersensibilidade e o gene recessivo 0l-2 por
meio da formacgao de papilas (BAI, 2004).

Em espécies de carvalho (Quercus spp.) apresentando diferentes niveis
de resisténcia ao oidio (Michosphaera alphitoides), ndo foi encontrada diferengas na formagao
apressorial, porém o desenvolvimento da infeccdo nas espécies mais resistentes foi devido a
morte celular e a produgdo de papilas. Foram identificadas ainda dois tipos de papilas,
lignificada ou ndo, as papilas com lignificacdo foi mais comum nas plantas mais resistentes
(EDWARDS & AYRES, 1981). Morte celular tem sido identificada em populacdes resistentes
de Lactuca saligna L. ao mildio (Bremia lactucae) conferida pelos genes DM (LEBEDA &
REININK,1994).

Os dados obtidos no estudo da heranga permitiram concluir que a
resisténcia de MK-10 ao oidio é monogénica recessiva. Embora a realizagdo de testes de
alelismo entre a cultivar MK-10 e cultivares com gendtipos de resisténcia conhecidos
permitem concluir asseguradamente qual o gene que confere resisténcia ao patégeno, no
presente estudo a identificagdo do gene foi por meio de estudos histolégicos.

As observagdes realizadas no presente estudo histologico estdo de

acordo as verificadas por Fondevilla et al. (2006). Assim, sugere-se que a resisténcia ao oidio
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da cultivar MK-10 é conferida possivelmente pelo par de alelos erlerl e que essa resisténcia ¢
dada na fase de pré e pos-penetracgao.

A pré-penetragdo, atuando através da formacdo de papilas e ou
lignificag¢do; pds-penetragdo quando a primeira barreira de resisténcia ¢ superada, havendo

uma resposta de hipersensibilidade, assegurando a resisténcia dessa cultivar.
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5. CONCLUSAO

Nas condigdes agroecologicas em que foi desenvolvimento o
experimento conclui-se que a resisténcia ao oidio da cultivar MK-10 ¢é conferida por um par de
alelos recessivos, provavelmente o erlerl, que se expressa na fase de pré-penetragdo e se
completa pela morte celular localizada (reacdo de hipersensibilidade) caso as barreiras

primarias sejam superadas pelo patégeno.
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