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RESUMO GERAL

A ervilha (Pisum sativum L.; familia Fabaceae) é uma leguminosa de inverno de grande
importancia econémica no Brasil e no mundo. O oidio (causada por espécies do género
Erysiphe) é uma doenga importante nas condicdes brasileiras, afetando folhas, caules e vagens
e resultando em consideraveis perdas de producao. O uso de variedades resistentes é a medida
de controle mais efetiva e sustentavel. Até o presente momento, dois genes recessivos (erl &
er2) e um gene dominante (Er3) foram identificados para resisténcia ao oidio em germoplasma
de ervilha. Marcadores moleculares tém sido utilizados em diferentes programas de
melhoramento de ervilha, proporcionando uma maior eficiéncia no processo de selegéo e
reduzindo o tempo para a incorporacao destes trés fatores de resisténcia ao oidio em diferentes
materiais genéticos. Os objetivos do presente trabalho foram: (1) avaliar 145 acessos de ervilha
em busca de novas fontes de resisténcia ao oidio nas condigdes brasileiras; (2) confirmar
(através do emprego de marcadores moleculares) a presenca dos loci de resisténcia erl, er2 &
Er3 no germoplasma avaliado e (3) identificar/caracterizar os isolados fungicos que foram
capazes de “quebrar” a resisténcia de acessos de ervilha previamente identificados como fontes
de resisténcia a essa doenca no Brasil. A avaliacdo do germoplasma de ervilha para reacdo ao
oidio foi conduzida sob condigdes de inoculo natural em 2017, na Embrapa Hortalicas,
Brasilia—DF, Brasil. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 145
tratamentos (= acessos de P. sativum) e duas repeticdes (20 plantas cada). As plantas foram
classificadas para a reacdo ao oidio empregando uma escala visual de notas de 1 a 5. Foram
também avaliadas as seguintes caracteristicas: (1) tempo para o inicio do florescimento; (2)
altura das plantas; (3) tipo de folha; (4) cor da flor; (5) rendimento de gréos; (6) numero final
de plantas (stand); (7) dias até o florescimento e (8) duracdo do florescimento. Um subgrupo
de acessos com resposta diferencial ao oidio também foi avaliado empregando seis marcadores
moleculares (dois RAPDs e quatro SCARS) ligados aos trés loci de resisténcia previamente
descritos em ervilha (erl, er2 & Er3). O acesso CNPH-144 = MK 13 (cultivar de ervilha de
vagens comestiveis) apresentou os maiores niveis de resisténcia ao agente causal do oidio no
Distrito Federal. Com base na avaliacdo com os marcadores moleculares, foi possivel identificar
que o acesso MK13 possui uma piramide de dois genes de resisténcia (erl + er2). De fato, 0s
acessos com 0s maiores niveis de resisténcia ao oidio, sob essas condicGes de avaliacdo, foram
aqueles portadores do gene er2. Acessos previamente identificados como resistentes ao oidio

na regido central do Brasil, tais como: ‘Triofin’ e ‘Kodama’, se mostraram como altamente
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suscetiveis aos isolados de campo. De acordo com as analises de marcadores moleculares,
‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’, possuem a combinac¢do dos genes erl + Er3, mas ndo o gene er2. Os
elevados niveis de suscetibilidade desses dois acessos indicam a presenca potencial de isolados
fungicos com perfil de viruléncia distinto daqueles prevalentes em décadas anteriores no Brasil
Central. Estudos de filogenia usando a informagédo de sequéncia da regido gendmica rDNA—
ITS de quatro isolados fungicos causadores de oidio revelaram que aqueles capazes de
"quebrar" a resisténcia de ‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’, pertencem & espécie Erysiphe pisi. Os
resultados do presente estudo fornecem novas informacgdes sobre a reagdo de cultivares, a
presenca de fatores de resisténcia distintos na colecdo brasileira de germoplasma de ervilha,
bem como a presenca de isolados fungicos com distintos padrGes de viruléncia. Essas
informac0es servirdo de base para o planejamento dos programas de melhoramento genético da
ervilha visando o desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais estavel e duradoura ao

oidio.

Palavras-chave: Pisum sativum, Severidade, Acessos, Fabaceae, PCR, RAPD, Filogenia

fangica.
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GENERAL ABSTRACT

The pea (Pisum sativum L.) is a winter legume of great economic importance in Brazil and
across the world. Powdery mildew (caused by Erysiphe species) is an important disease under
Brazilian conditions, affecting leaves, stems and pods and causing significant yield losses. The
employment of resistant varieties is the most effective and sustainable control measure. To date,
two recessive genes (erl and er2) and a dominant gene (Er3) have been identified for resistance
to powdery mildew in pea germplasm. Molecular markers have been used in different pea
breeding programs, providing greater efficiency in the selection process and reducing the time
for the incorporation of these three powdery mildew resistance factors into the same genetic
background. The objectives of the present work were: (1) to evaluate 145 pea accessions in
search for new sources of resistance to powdery mildew under Brazilian conditions; (2) to
confirm (via molecular markers) the presence of the powdery mildew resistance loci erl, er2
and Er3 in the evaluated germplasm and (3) to characterize the fungal isolates that were able to
breakdown the resistance in accessions previously identified as sources of resistance to this
disease in Brazil. The germplasm evaluation for the reaction to powdery mildew was conducted
under natural inoculum conditions in 2017 at Embrapa Vegetable Crops in Brasilia—DF, Brazil.
The experimental design was a randomized block design with 145 treatments (= P. sativum
accessions) and two replications (20 plants each). The plants were classified for the reaction to
powdery mildew using a visual scale from 1 to 5 grades. The following traits were also
evaluated: (1) time to start flowering; (2) plant height; (3) leaf type; (4) flower color; (5) grain
yield; (6) final number of plants (stand); (7) days until flowering, and (8) duration of flowering.
A subgroup of accessions with differential response to powdery mildew was also evaluated
using six molecular markers (two RAPDs and four SCARS) linked to the three resistance loci
previously described in peas (erl, er2, and Er3). The accession CNPH-144 = MK 13 (pea
cultivar with edible pods) displayed the highest levels of resistance to the causal agent of
powdery mildew in the Federal District. Based upon the evaluation with the molecular markers,
it was possible to identify that MK13 has a pyramid of two resistance genes (erl + er2). In fact,
the accessions displaying the highest levels of resistance to powdery mildew under these
evaluation conditions was the ones carrying the er2 gene. Accessions previously identified as
resistant to powdery mildew in the Central Brazil region such as: ‘Triofin’, and ‘Kodama’ were

found to susceptible to field isolates. According to the molecular marker analyses, ‘Triofin’,
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and ‘Kodama’ have a combination of erl + Er3 genes, but not the er2 gene. The high levels of
susceptibility of these two accessions indicate the potential presence of fungal isolates with a
virulence profile distinct from those prevalent in previous decades in Central Brazil.
Phylogenetic studies employing the using sequence information from the rDNA-ITS genomic
region of the fungal isolates revealed that the ones capable of ‘breaking-down’ the resistance
of “Triofin’, and ‘Kodama’ belong to the species Erysiphe pisi. The present study provides new
information on cultivar reaction, presence of distinct resistance factors in the Brazilian
germplasm collection as well as the presence of fungal isolates with distinct virulent patterns.
This information will serve as a basis for the planning of the pea breeding programs aimed at
the development of cultivars with more stable and durable resistance to powdery mildew.

Key-words: Pisum sativum, Fabaceae, PCR, RAPD, Severity, Accessions, Fungal Phylogeny.
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1 INTRODUCAO GERAL

A ervilha (Pisum sativum L.; familia Fabaceae) é uma espécie leguminosa anual
de inverno, diploide (2n=2x=14) e de grande importéncia econdmica e nutricional (REHMAN
etal., 2014, NASCIMENTO et al., 2016). Em geral, a ervilha tem sido cultivada em regides de
clima temperado, mas também pode ser explorada nos tropicos, desde que o cultivo em altitudes
elevadas possa compensar latitudes desfavoraveis. A ervilha é muito tolerante a baixas
temperaturas, embora possa ser prejudicada por geadas, principalmente na fase de
florescimento e de formacdo de vagens (REIS, 1989; CARVALHO et al., 2012).

Apresenta alto valor nutritivo, semelhante a outras leguminosas do tipo pulse,
contendo valores médios entre 18-30 % de proteina, 35-50 % de amido e 4-7% de fibra. As
proteinas da ervilha sdo deficientes em aminoacidos contendo enxofre, mas contém niveis
relativamente altos de lisina, tornando-se uma excelente fonte deste nutriente (PEREIRA, 1989;
MCPHEE, 2003). As ervilhas de grdos exibem, normalmente, flores brancas, as vagens séo
fibrosas (ndo comestiveis) e apresentam porte determinado. As cultivares com vagens
comestiveis apresentam flores roxas ou brancas e sdo de crescimento indeterminado,
necessitando tutoramento (FILGUEIRA, 2008).

O oidio ou mildio pulverulento (causado por Erysiphe pisi D.C. e por outras
espécies do género Erysiphe) afeta folhas, caule e vagens da ervilha, atingindo com maior
intensidade as plantas mais velhas e drgaos mais velhos. Essa doenca é favorecida pelo tempo
seco e noites de temperaturas amenas, podendo reduzir drasticamente a produtividade e
qualidade dos grdos. O sintoma inicial se caracteriza pelo aparecimento de pequenos pontos
descoloridos na superficie superior das folhas mais velhas. Estes pontos correspondem ao inicio
de formacdo de colbnias fungicas que evoluem até alcancar extensas areas cobertas por um
mildio (esporulacéo) de coloracdo branca na face superior das folhas (REILING, 1984; EK et
al. 2005; FONDEVILLA et al., 2011; GHAFOOR & MCPHEE, 2012). A expansdo da area
afetada pela doenca pode causar a seca e morte das folhas. O oidio é uma doenca que afeta
preferencialmente cultivares de ervilha de ciclo longo (maturacéo tardia) e pode causar reducao
de até 50% na producdo (REHMAN et al., 2014). Essas perdas podem atingir até 80% em
cultivares suscetiveis sob condicGes de forte pressdo de indculo (SMITH et al. 1996;
GHAFOOR & MCPHEE, 2012). A severidade da doenga é intensificada pelo clima seco, baixa

precipitacdo e baixa umidade relativa durante o periodo de cultivo. Essas condigdes climaticas
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séo muito similares as observadas no Brasil Central e favorecem o desenvolvimento da doenca
em cultivos de ervilha conduzidos nessa regido (SANTOS et al., 1991).

O controle quimico, manejo cultural e a utilizacdo de cultivares resistentes, tém
sido as principais formas de controle do oidio em ervilha (SANTOS et al., 1991). Do ponto de
vista ecoldgico e econdbmico, o melhoramento genético voltado para resisténcia ao oidio
representa um fator de incremento nos niveis de sustentabilidade da cultura (HANAI, 2001).
Outro fator positivo da resisténcia genética é a sua importancia como um fator mitigador do uso
mais intensivo de fungicidas, especialmente aqueles com a propriedade de inibir a sintese de
ergosterol nas células fangicas. Esse grupo de fungicidas, embora de grande eficiéncia,
apresenta um maior risco de selecionar isolados flngicos com resisténcia a esses principios
ativos (GUIMARAES & SANTOS, 1991; HANAI, 2001; CAO et al., 2011). Neste cenario, 0
emprego de variedades com resisténcia genética se constitui na maneira ideal para diminuir as
perdas de producdo, sem a necessidade do uso alternativo de fungicidas contra E. pisi. De fato,
0 emprego de variedades resistentes contra o oidio é considerado como a medida de controle
mais efetiva (SANTOS et al., 1991).

No entanto, isolados de Erysiphe spp. capazes de “quebrar” a resisténcia de
alguns dos fatores de resisténcia empregados no melhoramento genético da ervilha tém sido
reportados em diferentes regides produtoras (SCHROEDER, 1965; FONDEVILLA et al.,
2013). Desta forma, existe a necessidade de uma permanente busca e exploracdo do
germoplasma de ervilha por novas fontes de resisténcia com mais amplo espectro de eficiéncia
contra uma ampla gama de variantes dos agentes causais do oidio da ervilha (REHMAN et al.,
2014). Para aumentar a eficiéncia dessa busca, marcadores moleculares tém sido utilizados em
diferentes programas de melhoramento devido ao incremento na eficiéncia de selecdo e
reduzindo o tempo para a introgressdo de genes de resisténcia.

Através de estudos de heranca e de mapeamento genético, dois genes recessivos
(erl e er2) e um gene dominante (Er3) foram identificados para resisténcia ao fungo E. pisi em
germoplasma de ervilha (HARLAND 1948; HERINGA et al., 1969; FONDEVILLA et al.
2007). O gene de resisténcia ao oidio erl foi localizado no grupo VI da ligacéo da ervilha e foi
identificado pelo sistema de marcadores RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA). A
regido amplificada pelo RAPD foi posteriormente caracterizada via sequenciamento e
transformada em um marcador do tipo SCAR (Sequence characterized amplified region).
Marcadores de repeticdo de sequéncia simples (SSR) estreitamente ligados ao gene também
foram identificados (TIMMERMAN et al. 1994; TIWARI et al., 1998; JANILA & SHARMA,

18



2004; EK et al., 2005). Embora o gene er2 esteja caracterizado desde o final da década de 1960
(HERINGA et al.,1969), esse fator recebeu relativamente pouca atencdo dos programas de
melhoramento genético de ervilha. Ainda assim, trabalhos com esse gene ndo foram
descontinuados e TIWARI et al. (1998) identificaram marcadores AFLP (Amplified fragment
length polymorphism) com distancias do locus er2 variando de 5 a 12 cM. KATOCH et al.
(2010) também relataram o mapeamento genético do gene/locus er2, confirmando a sua
localizag&o gendmica.

Mais recentemente, o primeiro locus dominante de resisténcia ao E. pisi foi
identificado em acessos de P. fulvum (ervilha silvestre), sendo denominado como Er3
(FONDEVILLA et al., 2007; 2008). Dois marcadores SCAR foram desenvolvidos por
FONDEVILLA et al. (2008; 2011) que permitem a deteccdo molecular do locus Er3 em
populacdes oriundas de diferentes backgrounds genéticos, possibilitando assim um rastreio
preciso e em grande escala deste fator de resisténcia em programas de melhoramento de ervilha.

Neste contexto, identificar novas fontes de resisténcia ao oidio nas condicGes
brasileiras € uma acdo de pesquisa necessaria visto que essas informac6es poderdo contribuir
para o desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais duravel, contribuindo, desta forma,
para o estabelecimento de um sistema de producéo mais eficiente e menos oneroso a melhoristas

e posteriormente a produtores.

OBJETIVO GERAL

Avaliar um subgrupo de acessos do banco de germoplasma de ervilha (Pisum
sativum) da Embrapa Hortalicas visando confirmar e/ou identificar fontes de resisténcia ao

oidio nas condicdes brasileiras.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= |dentificacdo (através do uso de uma escala diagramética) de germoplasma de ervilha
com resisténcia ao agente causal do oidio no Distrito Federal.

= Empregar marcadores moleculares para identificacdo dos genes de resisténcia erl, er2
& Er3 em germoplasma de ervilha avaliado para a reacdo ao oidio nas condi¢des

brasileiras.
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= Caracterizar via morfologia e molecularmente, isolados causadores de oidio em acessos

de Pisum sativum L. previamente reportados como resistentes ao fungo Erysiphe pisi.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Aspectos Gerais da Ervilha

A ervilha (Pisum sativum L.) € uma espécie leguminosa anual de inverno, que
tem sido muito cultivada em regides de clima temperado, para producédo de graos secos ou
verdes para consumo humano e animal. A planta € originaria do continente Europeu e de regides
da Asia, mas adaptou-se muito bem na regi&o sul do Brasil e posteriormente nas condi¢es do
Cerrado (Brasil Central). No Cerrado, essa cultura apresentou melhor adaptacdo do que em
qualquer outra regido do pais (FILGUEIRA, 2008). A ervilha pertence a familia Fabaceae e ao
género Pisum, que é constituido por apenas duas espécies diploides (2n=2x=14): a espécie
cultivada P. sativum e a espécie silvestre P. fulvum (HOEY et al., 1996). A especie P. sativum
engloba as variedades botanicas P. sativum var. sativum e P. sativum var. arvense, ambas
utilizadas na agricultura comercial. A variedade botanica P. sativum var. sativum apresenta
flores brancas e sementes de cor verde ou amarela e a variedade botanica P. sativum var.
arvense apresenta flores violetas e sementes coloridas (SCHIAVON et al., 2018).

A ervilha é uma leguminosa altamente nutritiva, rica em proteina bruta,
alcancando ~ 22% da massa total do grdo (TOMM & LIMA, 2000). Em sua composicao
encontramos também fosforo, calcio ¢ ferro, luteina, B-caroteno e violaxantina, a pro-vitamina
A, vitaminas do complexo B (especialmente B1 e B2) e a vitamina C (PEREIRA, 1989;
CARVALHO, 2007). Reconhecida como alimento de elevado qualidade desde épocas remotas,
a ervilha foi consumida em forma de grdos secos (inteiros ou moidos) por um longo tempo. S6
a partir do século XVIII é que a ervilha verde (recém colhida) passou a ser utilizada na
alimentacdo humana. Entretanto, a cultura se destaca por ter multiplos propdsitos, pois pode ser
utilizada na cobertura de solo, adubacdo verde, fixacdo de nitrogénio, na alimentacdo humana,
como também para producdo de forragem para alimentacdo de animais e na producdo de
silagem (SCHIAVON et al., 2018).

A producdo global de ervilha seca foi de 34,24 milh0es de toneladas em 2016
(TRIDGE, 2016). De acordo com os dados de 2016, a China apresenta a maior parcela da

producio mundial de ervilhas secas com 39,1 % (13,4 milhdes de toneladas), sequido da india
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17% (5,8 milhGes de toneladas), Canada 13,6% (4,67 milhdes de toneladas), o continente
Europeu com 15,1% (5,19 milhdes de toneladas), Africa 1,6% (545 mil toneladas) e a Oceania
com 1% (331 mil toneladas) (TRIDGE, 2016). A ervilha seca foi segunda pulse mais exportada
em termos globais em 2015. A exportacdo de ervilhas secas, que foi de 31 mil toneladas em
2013, aumentou em 2014 para 24 mil toneladas. Em 2015, a exportacéo de ervilhas secas subiu
para 62 mil toneladas, mas diminuiu em 2016 para 46 mil toneladas (MILLERMAGAZINE,
2016).

O Brasil tem uma participagdo ainda inexpressiva no mercado mundial de
ervilhas. A éarea plantada em 2017 foi de apenas 1117 hectares, sendo Minas Gerais 0 estado
com maior area plantada (542 hectares), seguido do Rio Grande do Sul (479 hectares), Parana
(54 hectares), Distrito Federal (32 hectares) e Sao Paulo (10 hectares) (IBGE, 2018). Segundo
a CEAGESP, a maior oferta de ervilha ocorre no periodo de junho a outubro. A CEAGESP-SP
registrou de janeiro a julho do ano de 2010 a comercializagdo de 1092 toneladas de ervilha
vagem (AGRIANUAL, 2011).

A cultura da ervilha para gréos adapta-se melhor, no centro sul do pais, em
regides serranas ou de planalto, com altitudes superiores a 700 metros (GIORDANO, 1997,
FILGUEIRA, 2008), sendo as temperaturas 6timas as compreendidas entre 12 e 18° C, com
méaximas de 21 a 24° C 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 transformacéo dos agucares em amido (REIS, 1989).

O Planalto Central (que compreende o Distrito Federal e parte dos Estados de
Goias e Minas Gerais) apresenta condicdes edafoclimaticas que possibilitam, com auxilio de
irrigacdo, o cultivo da ervilha durante os meses de inverno. Porém, nos estadios finais de
desenvolvimento da planta ha uma menor exigéncia de agua, devendo a mesma ser reduzida.
Chuvas por ocasido da colheita provocam a descoloracdo ou amarelecimento dos gréos,
prejudicando a qualidade do produto destinado a reidratacdo (GIORDANO, 1997). A
necessidade de agua no cultivo da ervilha varia principalmente em funcdo das condigcdes
climéticas predominantes e do ciclo da cultivar. As cultivares de ciclo longo (110 a 120 dias)
consomem de 300 a 500 mm de agua ao longo do ciclo fenoldgico, enquanto as precoces
consomem entre 200 e 400 mm (GIORDANO, 1997).

Apesar de tolerar baixas temperaturas, a geada pode prejudicar as flores e a
formacédo das vagens (GIORDANO; REIFSCHNEIDER, 1984). Chuvas na época da colheita

comprometem a qualidade dos gréos, ocasionando descoloracdo (FILGUEIRA, 2008). A
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umidade do ar ndo afeta diretamente o rendimento dos gréos, mas o fotoperiodo longo e alta
intensidade luminosa sdo favoraveis a cultura (REIS, 1989).

A ervilha é uma planta anual herbacea com habito de crescimento
indeterminado. A raiz é profunda podendo atingir cerca de 1 a 1,50 m, com muitas raizes
secundarias. Possui nédulos nas raizes onde fixa o nitrogénio atmosférico por acdo da simbiose
que estabelece com a bactéria Rhizobium leguminosarum. Os caules possuem altura variavel
entre 0s 25 cm e 0s 3 metros; também possuem entrends com diferentes comprimentos podendo
variar entre 0s 5 cm e 50 cm. As folhas sdo alternas, compostas por foliolos ovais ou elipticos,
inteiros ou dentados. A inflorescéncia é axilar, solitaria ou em racimo floral de 2 ou 3 flores, de
cor branca ou violeta com um peddnculo de tamanho variavel. A fecundacdo é autogamica,
regida por um mecanismo de cleistogamia que controla a deiscéncia das anteras no interior das
flores, resultando em imediata auto-fecundacédo (GRITTON, 1986; SCHIAVON et al., 2018).

A ervilha é uma planta de dias longos, que, na regido Sul, é semeada no fim do
outono (junho) para ser colhida no fim da primavera, dependendo do ciclo da cultivar
(CAMPOS, 2014). A cultura esta adaptada a regides de clima seco, desde que a precipitacdo
ndo seja inferior a 400 mm, no entanto, prefere climas temperados e requer condi¢es umidas
e frias para a germinacdo. A temperatura média étima para o seu desenvolvimento situa-se entre
13° e 18°C. A producéo pode ser afetada negativamente se durante a floracdo e a frutificacdo
ocorrerem temperaturas altas ou se, durante a primavera, ocorrerem geadas (JEUFFROY et al.,
1990; NEY, 1994).

As variedades de ervilha podem ser classificadas em trés grupos de acordo com
a precocidade da maturacdo (GRITTON, 1986). Assim, as variedades precoces necessitam de
1.150 a 1.200 graus-dia acumulados para atingirem a maturacao; ja as variedades tardias cerca
de 1.550 graus-dia, e as variedades semi-tardias ou semi-precoces necessitam de valores que se
situam no intervalo entre 1.200 e 1.550 graus-dia (GRITTON, 1986). As variedades precoces

apresentam a primeira flor entre 0 8° e 9° né e as variedades tardias por volta do 13° ao 15° né.

2.2 O Oidio e o Principal Agente Causal — Erysiphe pisi

Os fungos responsaveis pelo oidio (ou mildio pulverulento) da ervilha séo
ascomicetos pertencentes a ordem Erysiphales. Esta ordem contém apenas a familia

Erysiphaceae que ¢ constituida por cinco tribos: Erysipheae, Golovinomycetinae,
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Cystotheceae, Phyllactinieae e Blumerieae (HUCKELHOVEN, 2005; KIMATI et al., 2005).
Estes fungos sdo parasitas obrigatorios que invadem apenas as células da epiderme. Apo6s o
aparecimento dos esporos na superficie dos tecidos vegetais, os fungos precisam penetrar a
cuticula e a parede celular da planta hospedeira. Para que a penetracdo ocorra € necessaria a
formacdo de apressorios que penetram na parede celular, desenvolvendo-se mais tarde,
estruturas denominadas haustérios que se localizam dentro das células epidérmicas (SMITH et
al., 1996). Os haustorios transferem da planta hospedeira 0s nutrientes necessarios para
desenvolvimento do fungo (IGLESIAS-GARCIA et al., 2015).

Vaérios outros agentes causais do oidio ja foram relatados em leguminosas
incluindo: E. difusa (oidio-da-soja), E. glycines, E. astragali, E. bremeri e E. trifoliorum
(BAISWAR et al., 2015). No entanto, na ervilha, a principal espécie fingica associada com
essa doenga é Erysiphe pisi D.C. (FONDEVILLA et al., 2011). Este patogeno infecta células
epidéermicas de folhas, caule e vagens, atingindo as plantas mais velhas com maior intensidade.
A doenca é favorecida pelo tempo seco e noites frescas, podendo reduzir drasticamente a
produtividade. O sintoma inicial é o aparecimento de pequenos pontos descoloridos na
superficie superior das folhas mais velhas. Estes pontos evoluem até alcangar extensas areas
com um mildio branco tipico, quase sempre na face superior das folhas, até causar a seca e
morte das folhas (REILING, 1984; EK et al., 2005; SANTOS, 2010; FONDEVILLA et al.,
2011; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

A doenca prevalece principalmente durante a maturacao tardia e em ervilhas de
ciclo longo, podem causar reducéo na producao de até 50% (REHMAN et al., 2014). Perdas na
producdo podem chegar até 80% sob forte pressdo de infeccdo em cultivares altamente
suscetiveis (SMITH et al. 1996; GHAFOOR & MCPHEE 2012). A doenca é mais intensificada
devido ao clima seco, baixa precipitacdo e umidade relativa durante o periodo de cultivo,
condicdes essas que favorecem o desenvolvimento da doenca no Brasil Central. As correntes
de ar espalham o fungo localmente e também por distancias mais longas, enquanto a chuva
reduz a incidéncia da doenca lavando os esporos da superficie foliar para o solo e/ou fazendo
com que eles estourem/colapsem ao invés de germinarem (HAGEDORN, 1989). Além disso, a
liberacdo de uma massa grande de esporos (observadas em grandes epidemias) pode causar
reacOes respiratdrias alérgicas em trabalhadores rurais (EK et al., 2005).

Para prevenir propagacdo do oidio, os agricultores costumam usar diferentes
classes de fungicidas (KRAFT & PFLEGER, 2001). No entanto, a estratégia mais eficiente e

mais sustentavel para o controle desse fungo biotréfico é o uso de cultivares resistentes. De
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fato, o controle de doencas através da resisténcia genética inerente a planta reduz a dependéncia
de fungicidas dispendiosos, minimizando as suas ameagas potenciais a0 meio ambiente e aos
consumidores. Portanto, a resisténcia genética ao oidio é um componente vital na producao
sustentavel da ervilha (IGLESIAS-GARCIA. R. et al., 2015).

A base genetica da resisténcia ao oidio na maioria dos cultivares de ervilha é do
tipo monogénica (= qualitativa), sendo governada por um unico gene/locus ou por poucos
genes. Essa caracteristica monogénica pode ocasionar uma maior pressdo de selecdo sobre o
patégeno em termos de selecionar popula¢des fungicas com novos fatores de viruléncia. Ainda
assim, a resisténcia qualitativa tem sido preferencialmente empregada em programas de
melhoramento, pois pode ser facilmente incorporada em materiais genéticos de interesse
atraves de estratégias simples via retrocruzamentos (MATIELLO et al., 1997; FONDEVILLA
et al., 2008.; SANTOS, 2010).

Os trés genes/loci de resisténcia ao oidio descritos até o presente momento em
ervilha (erl, er2 e Er3) tém se mostrado, com algumas poucas excecdes, eficazes contra grande
parte dos isolados de E. pisi. No entanto, mais recentemente, foi demonstrado que isolados de
uma outra espécie fungica (E. trifoliorum) se mostraram capazes de superar a resisténcia
conferida pelos genes erl e Er3 na india e na Espanha (FONDEVILLA et al. 2013). Esses
isolados com perfil de viruléncia diferenciado estdo amplamente distribuidos no mundo, onde
existem fortes evidéncias da presenca de racas fisiologicas de E. pisi (SCHOROEDER &
PROVVIDENTI, 1965; SANTOS, 2010). Essa informacao confirma o que alguns autores ja
haviam discutido, de que o oidio & um patdgeno que possui alguns isolados mais virulentos que
outros (TIWARI et al., 1997). Esses estudos demonstram que reconhecer de maneira precisa a
identidade do patégeno € um importante fator para o desenvolvimento de variedades com
resisténcia duravel (BAISWAR et al., 2015).

2.3  Marcadores Moleculares para Selecdo de Cultivares de Ervilha Resistentes ao
Oidio

O controle genético e o mecanismo de acdo dos trés genes de resisténcia foram
estudados em acessos de ervilha (FONDEVILLA et al., 2007; IGLESIAS-GARCIA et al.,
2015). O gene erl confere uma resposta do tipo imune ou de alto nivel de resisténcia, impedindo
a penetracdo de isolados de E. pisi nas celulas epidérmicas da ervilha. Em contraste, a

resisténcia conferida pelos genes er2 e Er3 é controlada, principalmente, por uma resposta
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hipersensivel que é desencadeada apds a penetragdo (FONDEVILLA et al., 2007). Contudo, a
resisténcia completa resultante de er2 se manifesta apenas a 25 °C ou em folhas com completa
maturacdo. Além disso, a resisténcia ao oidio regulada pelo gene er2 se mostrou especifica para
determinadas regides geogréficas (HERINGA et al. 1969; TIWARI et al., 1997; VAID &
TYAGI, 1997; FONDEVILLA et al., 2006).

Marcadores moleculares baseados em DNA fornecem ferramentas poderosas para
identificar e mapear genes e também podem ser usados para selecdo assistida por marcadores
(SAM). Os genes erl, er2 e Er3 foram identificados e mapeados em ervilha através de
marcadores moleculares ligados a esses fatores (DIRLEWANGER et al., 1994; TIMMERMAN
et al. 1994; TIWARI et al., 1998; JANILA & SHARMA 2004; EK et al., 2005; PEREIRA et
al., 2010; TONGUC & WEEDEN, 2010; SRIVASTAVA et al., 2012).

Os genes erl e er2 foram mapeados nos grupos de ligacdo VI e Ill, respectivamente
(DIRLEWANGER et al., 1994; TIMMERMAN et al., 1994; KATOCH et al., 2010). Por sua
vez, 0 gene Er3 foi localizado em um acesso desconhecido de ervilha estando ligado aos
marcadores Scw4637 e OPAG05_1240 (FONDEVILLA etal., 2008). O gene erl é amplamente
foi amplamente incorporado em um grande niumero de acessos e cultivares de ervilha (TIWARI
etal., 1997; VAID & TYAGI, 1997; LIU et al., 2003; FONDEVILLA et al., 2006). Além disso,
existem poucos relatos descrevendo a “quebra” da resisténcia conferida por erl, indicando que
esse fator pode fornecer resisténcia estavel e durdvel ao oidio (TIWARI et al., 1997;
FONDEVILLA et al., 2006; LAHOZ et al., 2013).

Abordagens gendmicas mais adequadas para usar em diferentes aspectos de
biologia molecular e no melhoramento genético para resisténcia a estresses bioticos e abioticos,
necessitam ser sempre criticamente avaliadas (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1995). O
emprego de estratégias de Selecdo assistida por Marcador, para identificar linhagens resistentes
contra o oidio em ervilha se justifica uma vez que essa seria a maneira mais simplificada de
“piramidizar” em um Unico material genético todos os trés fatores de resisténcia descritos (er1,
er2 e Er3). Os marcadores moleculares baseados em PCR sdo mais atraentes para a MAS
porque é necessario apenas uma pequena quantidade de DNA e estas estratégias podem ser
eficientemente aplicadas em grandes populagdes segregantes. A natureza dominante dos
marcadores AFLP e RAPD impedem a identificacdo de individuos heterozigotos em
populacoes segregantes. Por outro lado, a hatureza codominante dos marcadores microssatélites
e SCAR permite a detecgdo de individuos heterozigotos. A melhor combinacéo é encontrar

marcadores codominantes funcionais (dentro do préprio gene) (HUANG & RODER, 2004).
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Até agora, varios marcadores funcionais especificos ligados aos trés genes de resisténcia foram
desenvolvidos que podem facilitar a MAS no melhoramento da ervilha (TIMMERMAN et al.,
1994; TIWARI et al., 1998; FONDEVILLA et al., 2008; GANOPOULOQS et al., 2018).

Dois genes recessivos para resisténcia a Erysiphe pisi (erl & er2) foram
descritos em acessos de ervilha cultivada, enquanto que um gene dominante (Er3) foi
identificado em um acesso de ervilha selvagem (FONDEVILLA et al., 2007). Todos trés genes
sdo independentes (isto é, se localizam em diferentes cromossomos).

O gene erl tem sido amplamente utilizado em programas de melhoramento, no
entanto a eficiéncia desse gene tem sido ameagada pela introducdo de novos agentes causais do
oidio (ONDREJ et al., 2005; ATTANAYAKE et al., 2010). Marcadores moleculares (RFLP,
RAPD / SCAR e SSR) ligados aos genes erl e er2 estdo disponiveis. Recentemente foi
demonstrado que o gene erl e, de fato, um membro da familia de genes mlo, comumente usados
em programas de melhoramento para resisténcia a oidio em diferentes plantas cultivadas
(PEREIRA & LEITAO, 2010).

Por sua vez, 0 gene er2 nao tem sido amplamente utilizado no melhoramento da
ervilha. A expressdo fenotipica do gene er2 € influenciada pela temperatura e idade da folha
(SMYKAL et al., 2012). O gene que governa a resisténcia é baseado principalmente na morte
celular pds-penetragdo, complementada por uma reducdo da porcentagem de penetracao
fangica bem-sucedidas em folhas maduras (FONDEVILLA et al., 2006).

O gene Er3 foi identificado mais recentemente e tem sido considerado um fator
importante para ampliar a base genética da resisténcia ao oidio em P. sativum (FONDEVILLA
et al., 2008). A resisténcia conferida pelo gene Er3 € devida a uma alta frequéncia de morte
celular que ocorre tanto como resposta rapida a tentativa de infeccdo pelo fungo bem como no
atraso no estabelecimento de colonias.

Ensaios de PCR (polymerase chain reaction), embora requeiram muito menos
DNA gendmico, dependem, em geral, do conhecimento parcial ou completo, da sequéncia de
DNA do genoma do organismo ou do gene em estudo. No entanto, alguns sistemas de
marcadores tais como o RAPD (Random amplified polymorphic DNA) requer apenas pequenas
quantidades de DNA genémico e nenhum conhecimento prévio do genoma a ser analisado. A
técnica RAPD baseia-se na amplificacdo ao acaso de fragmentos de DNA, por meio de PCR,
usando iniciadores curtos (em torno de 10 pares de bases) e de sequéncias arbitrarias. A
estratégia de RAPD detecta polimorfismos abundantes na maioria dos organismos e apresenta

vantagens em certas circunstancias, sendo uma ferramenta béasica para estudos de relacGes
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genéticas entre organismos e para exploracdo da diversidade (fingerpriting) de colecdes de
germoplasma de plantas (WILLIAMS et al., 1990). O sistema RAPD tem proporcionado
identificacdo de centenas de marcadores moleculares em ervilha, porém esta técnica pode
apresentar algumas limitacGes, especialmente em termo de estabilidade de alguns dos
polimorfismos detectados. FONDEVILLA et al. (2008) desenvolveram marcadores
moleculares RAPD e SCAR para o gene Er3, visando facilitar trabalhos de sele¢do de materiais
resistentes ao fungo E. pisi. Marcadores RAPD ligados ao gene Er3 foram identificados e
convertidos em marcadores do tipo SCAR (FONDEVILLA et al., 2008; RUBIALES et al.,
2009). GHAFOOR & MCPHEE (2012), selecionaram varios marcadores associados com a
resisténcia ao oidio em ervilha reportados na literatura por diversos autores com o intuito de
fazer a selecdo dos mais estaveis para emprego em SAM. No entanto, esses autores indicaram
a necessidade de uma critica reavaliacdo desse conjunto de marcadores.

Marcadores do tipo SSR (= microssatélites) tambem tém sido desenvolvidos
para ervilha. AHMAD et al. (2015) avaliaram 50 marcadores SSR que mostraram variabilidade
significativa em 35 acessos de ervilha. Esses marcadores polimérficos podem ser combinados
em reacdes multiplex e com outras ferramentas moleculares previamente desenvolvidas para a
genotipagem de populacdes de ervilhas; isso sugere um uso potencial para esses marcadores
em estudos de associacdo. SUN et al. (2014) também desenvolveram unicamente por
marcadores SSR a construcdo de mapas geneticos de ervilha (Pisum sativum L.) do banco de
germoplasma chinés. GANOPOULOS et al. (2018) mostraram que a analise genética usando
uma combinagdo de marcadores microssatélites pode efetivamente genotipar e discriminar as
variedades de ervilhas e variedades crioulas no banco de germoplasma grego como uma etapa
de pré-melhoramento. Além disso, estes autores foram capazes de identificar a composicao
genética dessas variedades e acessos em termos de resisténcia ao oidio. De fato, a abordagem
combinada do uso de analise de fusdo de alta resolucdo (HRM) e marcador funcional para o
alelo erl-7 mostrou que a cole¢do possuia um acesso homozigoto resistente e outro acesso
resistente heterozigoto e que ambos poderiam ser incorporados em um esquema de cruzamentos
para transferir esse alelo erl-7 para variedades elite através de um programa convencional de
retro-cruzamento em combinacdo com SAM.

Neste contexto, em conclusdo, podemos observar a crescente importancia dos
marcadores moleculares e de MAS para identificar acessos com mais ampla resisténcia contra

0s agentes causais do oidio em ervilha.
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CAPITULO |

IDENTIFICACAO DE GERMOPLASMA DE ERVILHA RESISTENTE AO OIDIO
(Erysiphe pisi) NO DISTRITO FEDERAL
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RESUMO

O oidio é uma doenga que afeta a cultura da ervilha (Pisum sativum L.) em todas as regides do
mundo, ocasionando perdas de até 50% na producédo. Resisténcia genética para essa doenca é a
forma mais economicamente viavel de controle. No entanto, trabalhos que buscam novas fontes
de resisténcia ainda sdo escassos nas condi¢des brasileiras. Diante disso, objetivou-se com este
estudo avaliar, em condi¢des de campo aberto, a reacdo ao oidio de uma colecdo de
germoplasma de ervilha. A avaliacdo do germoplasma de ervilha para reacdo ao oidio foi
conduzida sob condi¢des de indculo natural em 2017, na Embrapa Hortalicas, Brasilia—DF,
Brasil. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 145 tratamentos (=
acessos de P. sativum) e duas repeticdes (cada uma com 20 plantas). As plantas foram
classificadas para a reacdo ao oidio empregando uma escala visual de notas de 1 a 5. Foram
também avaliadas as seguintes caracteristicas: (1) tempo para o inicio do florescimento; (2)
altura das plantas; (3) tipo de folha; (4) cor da flor; (5) rendimento de gréos; (6) numero final
de plantas (stand); (7) dias até o florescimento e (8) duracdo do florescimento. Todas as
caracteristicas analisadas diferem de maneira significativa entre os 145 acessos. O acesso
CNPH-144 = MK 13 (de ervilha de vagens comestiveis) apresentou os maiores niveis de
resisténcia ao agente causal do oidio no Distrito Federal. Acessos previamente identificados
como resistentes ao oidio na regido central do Brasil, tais como: ‘Triofin’ e ‘Kodama’, se
mostraram como altamente suscetiveis a essa doenca em condicGes de campo. Estes resultados
indicam a potencial presenca de isolados fungicos com um perfil de viruléncia distinto dos

predominantes em décadas anteriores nessa regiao.

Palavras-chave: Pisum sativum, Avaliacdo de germoplasma, Fabaceae.
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ABSTRACT

Powdery mildew is a disease that affects the pea (Pisum sativum L.) crop across the world,
causing yield losses of up to 50%. Genetic resistance is the most economically viable strategy
to control this disease. However, studies searching for novel sources of resistance are still scarce
under Brazilian conditions. The objective of the present study was to evaluate the reaction of
pea germplasm to powdery mildew under open field conditions. Evaluation of pea germplasm
for the reaction to powdery mildew was conducted under natural inoculum conditions in 2017
at Embrapa Vegetable Crops in Brasilia-DF, Brazil. The experimental design was a randomized
block design with 145 treatments (= P. sativum accessions) with two replications (20 plants
each). The plants were classified for the reaction to powdery mildew using a visual scale of 1
to 5 grades. The following traits were also evaluated: (1) time to start flowering; (2) plant height;
(3) sheet type; (4) flower color; (5) grain yield; (6) final number of plants (stand); (7) days until
flowering and (8) duration of flowering. All traits differed significantly in the 145 evaluated
accessions. The accession CNPH-144 = MK 13 (a pea cultivar with edible pods) displayed the
highest levels of resistance to the causal agent of powdery mildew in the Federal District. Pea
accessions previously identified as resistant to powdery mildew in central Brazil, such as
‘Triofin’ and ‘Kodama’, were found to be highly susceptible to this disease under field
conditions. These results indicate the potential presence of fungal isolates with a virulence

profile distinct from those prevalent in previous decades in this region.

Key-words: Pisum sativum, germplasm evaluation, Fabaceae.
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1 INTRODUCAO

A ervilha (Pisum sativum L.; familia Fabaceae) é uma pulse de grande
importancia econdmica, sendo cultivada predominantemente em regides de clima temperado
(REHMAN et al., 2014). Do ponto de vista da dieta humana, a ervilha apresenta elevado valor
nutritivo contendo de 18 a 30% de proteina, 35 a 50% de amido, além de ser uma importante
fonte (4-7%) de fibras (PEREIRA, 1989; MCPHEE, 2003). A ervilha pode ser consumida fresca
(verde), na forma de grdos secos ou industrializada (CORAL et al., 2017). As cultivares de
ervilha de grdos normalmente exibem flores brancas, as vagens ndo sdo comestiveis e sdo de
porte determinado. As cultivares de ervilha de vagens comestiveis apresentam flores roxas ou
brancas e sdo majoritariamente de crescimento indeterminado (FILGUEIRA, 2008).

A produgéo global de ervilha seca foi de 34,24 milhdes de toneladas em 2016
(TRIDGE, 2016). De acordo com os dados de 2016, a China apresenta a maior parcela da
producdo mundial de ervilhas secas com 39,1 % (13,4 milnhdes de toneladas), seguido da india
17% (5,8 milhGes de toneladas), Canada 13,6% (4,67 milhGes de toneladas), o continente
Europeu com 15,1% (5,19 milhdes de toneladas), Africa 1,6% (545 mil toneladas) e a Oceania
com 1% (331 mil toneladas) (TRIDGE, 2016). O Brasil ainda tem participacéo inexpressiva no
mercado mundial de ervilhas. A area plantada no Brasil em 2017 foi de 1117 hectares, sendo
que o Minas Gerais 0 estado com maior area plantada 542 hectares, seguido do Rio Grande do
Sul com 479 hectares, Parana 54 hectares, Distrito Federal com 32 hectares e Sdo Paulo com
10 hectares plantados (IBGE, 2018). Esses valores de area ocupada representam um enorme
retrocesso em relacdo as décadas de 1980-1990 quando a area ocupada por ervilha no Brasil
atingiu proximo de 20.000 hectares (SANTOS et al., 1993).

A ervilha é uma leguminosa muito tolerante a baixas temperaturas, embora possa
ser prejudicada por geadas, principalmente na fase de florescimento e de formacdo de vagens
(REIS, 1989; CARVALHO et al., 2012). Por sua vez, 0s notaveis avancos do melhoramento
genético da ervilha tém permitido a obtencédo de cultivares que podem ser também cultivadas
nos tropicos e subtropicos em locais com microclimas favoraveis e/ou regides de maiores
altitudes que atenuam e conseguem compensar 0 cultivo em latitudes consideradas
desfavoraveis para essa espécie (GIORDANO, 1997; CARVALHO et al., 2012). O Planalto
Central (que engloba o Distrito Federal e parte dos Estados de Goias e Minas Gerais) apresenta

condigdes edafoclimaticas que possibilitam o cultivo da ervilha durante os meses de inverno,

37



com auxilio de irrigacdo (GIORDANO, 1997). De fato, a producéo do Distrito Federal tem
apresentado maiores rendimentos (7000 kg.ha') quando comparada com as obtidas em Minas
Gerais que apresentou ~ 3817 kg.ha* (IBGE, 2018).

Um dos principais fatores limitantes da cultura é a doenca foliar denominada de
oidio que é causada por espécies fungicas do género Erysiphe (MUNJAL et al., 1963;
WARKENTIN et al., 1996). Esse fungo biotréfico infecta as folhas, gavinhas, hastes, estipulas,
vagens e sementes, ocasionando perdas de rendimento de que podem alcancar entre 26-50%.
Em casos severos, a doenca por causar murchas e, eventualmente levar a morte da planta,
gerando perdas qualitativas e quantitativas relevantes tanto em gréos frescos como em graos
secos (REILING, 1984; EK et al., 2005; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

A resisténcia genética € uma das estratégias mais eficientes e sustentaveis para
controlar essa doenga, minimizando ou até mesmo eliminando a necessidade de aplicagédo de
fungicidas. Desta forma, o emprego de resisténcia genética facilita 0 manejo da doenga na
plantacdo com impactos positivos na reducéo do custo de producdo. IGLESIAS-GARCIA et
al. (2015) consideram, a resisténcia genética da ervilha ao oidio um componente vital na
producdo sustentavel dessa hortalica. Através da anélise de heranca, dois genes recessivos (erl
e er2) e um gene dominante (Er3) foram identificados para resisténcia a isolados de Erysiphe
pisi (HARLAND, 1948; HERINGA et al., 1969; FONDEVILLA et al., 2007).

Fontes de resisténcia aos isolados causadores de oidio no Brasil (caracterizados
como Oidium sp. e/ou E. pisi) foram previamente identificadas em algumas cultivares de gréo
seco tais como: ‘Triofin’, ‘Luiza’, ‘Vigosa’, ‘Marina’, ‘Maria’ e ‘Kodama’ (GIORDANO &
REIFSCHNEIDER 1984; SANTOS et al., 1993). No entanto, a base genética ou os genes/loci
envolvidos com as reacOes resisténcia ndo foram ainda determinados nesses acessos. Além
disso, ainda sdo relativamente escassos, nas condi¢des brasileiras, 0s trabalhos de pesquisa que
exploram a grande diversidade genética das colecGes de germoplasma de ervilha para a reagédo
ao oidio. Neste contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar 145 acessos de

uma colecdo de germoplasma de ervilha em busca de novas fontes de resisténcia ao oidio.
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2 MATERIAL & METODOS

2.1  Condicbes Experimentais — O experimento foi conduzido em condicGes de campo
aberto, na Embrapa Hortalicas, em Brasilia—DF, situada a uma altitude de 1000 m, nas
coordenadas 15°56°14.3°S; 048° 08°30.8’W, durante os meses de maio a outubro de 2017. O
clima da regido € do tipo Aw, com uma temperatura média de 21,8 © C umidade relativa média
de 50,9 % e precipitacdo média de 0 mm/dia (Grafico 1). Os dados climatoldgicos observados
durante a conduc¢do dos ensaios na area experimental da Embrapa Hortalicas estdo apresentados
na Gréafico 1. Para implantacdo do experimento foram utilizados 145 gen6tipos (acessos) de
ervilna (P. sativum L.), pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Hortaligas.
Algumas cultivares comerciais também foram incluidas no ensaio (Quadro 1). Antes da
instalagdo do experimento, foi realizada a amostragem do solo, na camada de 0-20 cm de
profundidade, para determinacdo da composi¢do quimica do solo (Tabela 1). A adubacéo de
semeadura foi realizada no sulco de plantio utilizando 400 kg.ha* de adubo da férmula 4-30-
16 (NPK). Foi ainda utilizado o inoculante trufoso (TotalNitro) nas sementes para o plantio,
com a dose de 60 g para cada 50 kg de semente. As sementes foram tratadas com fungicida
Proteat®, na dose de 180 mL para 100 kg de sementes, sendo a semeadura realizada em 31 de
maio de 2017. Os tratos culturais para controle de plantas daninhas consistiram em capina
manual durante todo o ciclo da cultura. Foram realizados levantamentos periddicos de insetos-
praga como vaquinha, pulgdo, lagarta, minadora e percevejo. No entanto, ndo foi necessario
realizar nenhum tipo de controle desses insetos. Durante a conducdo do experimento utilizou-
se irrigacdo por gotejamento fornecendo 400 mm de &gua durante o ciclo. A irrigacdo foi
interrompida no final do enchimento dos grdos nas vagens para possibilitar a maturacdo das
plantas. O delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 145 tratamentos e
duas repeticGes. A parcela experimental foi formada por uma linha de 1 m, espacadas de 0,50
m, totalizando uma é&rea til de 0,5 m2? por parcela. Em cada linha foram semeadas,
manualmente, 30 sementes. A colheita foi realizada manualmente no dia 13 de setembro de
2017. Na colheita, cada parcela foi identificada e colocada em sacos de papel separadamente,
posteriormente levada a camara de pré-secagem da Unidade Beneficiadora de Sementes (UBS)

da Embrapa Hortalicas.
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2.2  Fontede Indculo e Critérios Adotados para Avaliar a Reac¢do de Acessos de Ervilha
ao Oidio — A fonte de indculo foi obtida naturalmente no ambiente de cultivo. As plantas foram
classificadas visualmente quanto a resisténcia ou suscetibilidade ao oidio, com base na presenca
ou auséncia dos sinais do patdgeno. O grau de severidade de oidio, ocorrido naturalmente sob
condi¢des de campo, foi quantificado em cada parcela por dois avaliadores, aos 70 dias apds o
plantio (Quando as plantas estavam em pleno florescimento e inicio de producdo de vagens)
com o uso da seguinte escala diagramatica proposta por HANAI (2001), determinando assim o
grau de severidade da doenca nos foliolos, onde 1 = incidéncia baixa doenca (0 a 10% de
foliolos infectados); 2 = incidéncia leve (11 a 20% de foliolos infectados); 3 = incidéncia
intermediaria (21 a 40% de foliolos infectados), 4 = incidéncia alta (41 a 75% de foliolos
infectados) e 5 = incidéncia extrema (mais de 76 % de foliolos infectados). As caracteristicas
avaliadas foram: (1) Nota de severidade de oidio nos foliolos no terco baixo da planta; (2) Nota
de severidade de oidio nos foliolos no terco médio da planta; (3) Nota de severidade de oidio

nos foliolos no terco alto da planta;

2.3  Caracteristicas Fenotipicas Adicionais Avaliadas nos Acessos de Ervilha — Outros
critérios de avaliacdo foram incluidos nas analises: (4) data para inicio do florescimento (F),
periodo que correspondeu ao nimero de dias decorridos entre a emergéncia das plantulas até
50% do florescimento das plantas da parcela; (5) Altura das plantas (AP), realizada na
maturacdo medindo da base da planta até a insercdo do racimo no apice da haste principal, em
cinco plantas da area (til; (6) Tipo de folha (afila, semi-afila ou normal); (7) Cor da flor (CF);
(8) Rendimento de graos por parcela (RG): determinado apds a trilha das plantas e limpeza das
sementes manualmente, com posterior corre¢do da umidade dos graos para 13%, convertendo-
0s em g planta?, sendo a pesagem realizada em balanca de precisdo; (9) NUmero de plantas
(NP), realizada na colheita; (10) Dias até o florescimento, contado desde a semeadura até o
aparecimento das primeiras flores na parcela; (11) Duracdo média do florescimento, contado

desde o inicio da floracdo até o aparecimento das primeiras vagens.
2.4  Analise dos dados — Os dados obtidos para todas as 11 caracteristicas avaliadas foram

submetidos a andlise de variancia, e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Scott-
Knott a 0 nivel de 5% de significancia (ANOVA, p > 0.05).
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Gréfico 1 — Dados climatologicos da &rea experimental da Embrapa Hortalicas, utilizados

durantes o ensaio. Embrapa Hortaligas, Brasilia—DF, 2017.
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Quadro 1 — Lista dos 145 gen6tipos (acessos) de ervilha (Pisum sativum L.) do BAG da

Embrapa Hortalicas, utilizados para as avalicbes. Embrapa Hortalicas, Brasilia—DF, 2017.

CODIGO
COLEGAO DE DENOMINACAO DO TIPO DE
N° DE CAMPO
GERMOPLASMA ACESSO/CULTIVAR FOLHA
DO CNPH
001 001 FROSTROY NORMAL
002 002 PRIMEROY NORMAL
003 003 HYDRA NORMAL
004 004 FRILA NORMAL
005 006 KWARTELLA NORMAL
006 007 TRITON NORMAL
007 008 PROFINO NORMAL
008 009 FRIMENTO NORMAL
009 010 VERDO NORMAL
010 011 COMIROY NORMAL
011 012 FILBY NORMAL
012 013 SPIKET NORMAL
013 014 ASTERIX NORMAL
014 020 PRIMAVIL NORMAL
015 021 SOMETTE NORMAL
016 022 VILVENCE NORMAL
017 024 RONDO NORMAL
018 028 FRISKY NORMAL
019 030 ABADAR NORMAL
020 036 CLAUSE-50 NORMAL
021 037 KALIFE NORMAL
022 039 VOLANTAIRE NORMAL
023 040 ALDERMAN NORMAL
024 041 SPRING NORMAL
025 046 MYZAR NORMAL
026 047 CENTURION CLAUSE NORMAL
027 048 ONWARD NORMAL
028 049 ORFEO NORMAL
029 051 EMA-RAMIFICADA NORMAL
030 053 RITA NORMAL
031 054 MORENINHA NORMAL
032 055 ELEGANTE NORMAL
033 057 PACEMAKER NORMAL
034 058 TROJAN NORMAL
035 059 PETROLINI NORMAL
036 064 RAG-1020 NORMAL
037 076 CONSERVIL NORMAL
038 079 ALDERMAN-(3-585) SEMI-AFILA
039 085 RONDO (198-111) NORMAL
040 171 MULTISTAR NORMAL
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041 180 WIS 716 NORMAL
042 412 SUGAR SNAP NORMAL
043 417 WANDO NORMAL
044 418 LITTLE MARVEL NORMAL
045 419 GREEN ANOW NORMAL
046 420 SPRING NORMAL
047 421 BOLERO NORMAL
048 424 RALLY 8818 NORMAL
049 696 GARFIELD NORMAL
050 697 CV.M163 NORMAL
051 699 EDULA NORMAL
052 700 HENDRIKS NORMAL
053 704 PONTIROY NORMAL
054 705 ATIROY NORMAL
055 706 PROFINO NORMAL
056 708 ARIETTE NORMAL
057 716 BRA-005126 NORMAL
058 717 BRA-005118/011703 NORMAL
059 723 RALLY NORMAL
060 724 KLOS NORMAL
061 725 TROLLY SEMI-AFILA
062 727 BRA-005215 NORMAL
063 729 BRA-005231 NORMAL
064 731 BRA-005258 NORMAL
065 734 SKINADO NORMAL
066 736 FONADO NORMAL
067 737 CORONADO NORMAL
068 738 JOF NORMAL
069 806 STRATAGEN IMPROVED NORMAL
070 807 STRATAGEN NORMAL
071 808 WISC. 729 NORMAL
072 809 74 SN5 NORMAL
073 810 P1-140 165 NORMAL
074 812 WISC. 741 NORMAL
075 813 WISC 7105 NORMAL
076 815 PH 91-3 NORMAL
077 816 WIS 729 NORMAL
078 817 84-700 NORMAL
079 818 PIA 242 028 NORMAL
080 820 EMA NORMAL
081 821 OREGON SUGAR POD NORMAL
082 829 ALDERMAN NORMAL
083 830 FREEZONIAN NORMAL
084 831 PROGRESS#9 NORMAL
085 832 EARLY MARKET NORMAL
086 833 OLYMPIA NORMAL
087 834 NOVELLA SEMI-AFILA
088 835 WANDO NORMAL
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089 836 EARLY SNAP NORMAL
090 837 MAYFAIR (XP171) NORMAL
091 839 SUGAR SNAP NORMAL
092 840 EARLY FROST NORMAL
093 841 DWARF WHITESUGAR NORMAL
094 842 SINILAS NORMAL
095 843 ARVEJA GRANO DE ORO NORMAL
096 845 WR-1167 NORMAL
097 846 RR-1178 NORMAL
098 847 WR-1158 NORMAL
099 849 NEW SESSON AJSTTL AFILA
100 850 NEW SESSON AFTL AFILA
101 851 NEW SESSON NORMAL NORMAL
102 852 NEW SESSON-AJ SEMI-AFILA
103 853 NEW SESSON-AJST AFILA
104 855 NEW SESSON STTL NORMAL
105 856 B 77-157 NORMAL
106 857 B77-158 NORMAL
107 858 B77-159 NORMAL
108 861 B77-162 AFILA
109 863 B77-164 NORMAL
110 864 B77-165 NORMAL
111 865 B 77-166 NORMAL
112 866 B77-167 NORMAL
113 867 B 77-168 MORMAL
114 870 B 77-171 AFILA
115 871 B77-172 NORMAL
116 883 IMPROVED CAMPBELL NORMAL
117 884 TRACER 81 NORMAL
118 885 GARFIELD NORMAL
119 886 HORAL NORMAL
120 887 74-SN-3 NORMAL
121 888 79-2022 SEMI-AFILA
122 890 WR 1167 NORMAL
123 891 TRACER NORMAL
124 892 RR 1178 NORMAL
125 893 ALASKH1 NORMAL
126 894 VR-1492-1 NORMAL
127 895 PI 189 171 NORMAL
128 896 T*4/WIS 7105 SBM NORMAL
129 898 ERVILHA 1984 NORMAL
130 899 ERVILHA 1984 NORMAL
131 900 PEAS SEGREG. SEMI-AFILA
132 901 PEAS 1983-F2 NORMAL
133 902 HYDRARS NORMAL
134 989 B81-255 NORMAL
135 991 B81-257 NORMAL
136 AMELIA 37/01 AMELIA 37/01 SEMI-AFILA
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137 DILETA DILETA NORMAL
138 KODAMA KODAMA SEMI-AFILA
139 LUIZA 35/01 LUIZA 35/01 NORMAL
140 MARIA MARIA NORMAL
141 MARINA 14/02 MARINA 14/02 NORMAL
142 MIKADO MIKADO NORMAL
143 MIK x TRIOF02/16 MIK x TRIOF02/16 NORMAL
144 MK13 MK13 NORMAL
145 TRIOFIN TRIOFIN NORMAL

Tabela 1 — Resultado da analise de solo da area experimental empregada para cultivo da
colecdo de germoplasma de ervilha (Pisum sativum L.). Profundidade de 0-20 cm. Embrapa
Hortalicas, Brasilia—DF, 2017.

MACRONUTRIENTES

pH CTC H+AlI AP* Cb" Mg?* K+ P (Mehlich) Sat.Bases
(CaCly

.................... cmoldm?®................ ...mgdm?.... %
5,2 5,8 4,3 0,9 0,5 0,5 0,06 2,9 27

MICRONUTRIENTES
B CuU Fe Mn Zn S

mg dm
0,03 1,6 84,0 22,3 1,9 2,6

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

O resumo da analise de variancia e coeficientes de variacdo mostra que todas
caracteristicas analisadas nos 145 acessos avaliados diferem de maneira significativa (Tabela
2), demonstrando assim que ha diferenca entre 0s acessos, que possuem diferentes potenciais
fisiologicos bem como reacdes diferenciadas em relacédo ao oidio, o que pode ser constatado no
teste de médias (Tabela 3).
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Tabela 2 — Resumo da anélise de variancia para a escala de notas (Nota) de 1 a 5 para Oidio no Tergo
Baixo da Planta (NPOTB), Nota de 1 a 5 para Oidio no Ter¢o Médio da Planta (NPOTM), Nota de 1 a
5 para Oidio no Tergo Alto da Planta (NPOTA), Tipo de Folha (1 = Normal, 2 = Afila e 3 = Semi-Afila),
Altura de Planta (cm) (AP), Peso / Parcela (g) (PP), Numero de Plantas (NP), Dias até o Aparecimento
da 12 flor (DAF) e Duragdo do Florescimento (DF) de 145 acessos de ervilha (Pisum sativum L.).
Brasilia—DF, 2017.

QM

FV

(NPOTB) (NPOTM) (NPOTA) TF AP PP NP DAF TF
Acessos 144 0.641™ 1,289™ 1.397™ 0,473™ 753,94  418,578™ 58,32™  69,444™ 159"
Residuo
Méd 144 0.388 0,658 0,387 0,00345 9,876 2,355 3,706 0,220 0,00345
éd.
Média

4.41 3.67 2.031 1,148 73,5 15,61 17,44 43,81 7,64
Geral
CV (%) 14.12 22,05 30.63 511 4,28 9,83 11,03 1,07 0,77

™ Significativo a 1% de probabilidade;
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade;
"s Ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 3 — Médias dos dados de nota de Nota de 1 a 5 para Oidio no Terco Baixo da Planta
(NPOTB), Nota de 1 a 5 para Oidio no Terco Médio da Planta (NPOTM), Nota de 1 a 5 para
Oidio no Terco Alto da Planta (NPOTA), Altura de Planta (cm) (AP), Peso / Parcela (g) (PP),
Numero de Plantas (NP), Dias até o Aparecimento da 12 flor (DAF) e Duragdo do Florescimento
(DF) de 145 genotipos (acessos) de ervilha (Pisum sativum L.). Brasilia-DF, 2017.

GENOTIPOS  (NPOTB) (NPOTM) (NPOTA) AlturaPlanta PP NP DAF  DF
MK13 15a 10a 10a 76,0 e 93b  21,0d 560x 80d
B77-165 25a 15a 15a 80,5 f 60,71 190c  480r 80d
OREGONS.POD  25a 25a 15a 720e 387h 17,0c  480r 70c
VR-1492-1 25a 2,5a 1,0a 62,0d 247f 205d  460p 90e
B77-171 25a 2,0a 15a 62,5d 36,8h 190c  470q9 90e
EMA-RAMIF. 3,0b 1,5a 1,5a 745e 6201 21,0d  470q 90e
PI-140 165 30b 25a 15a 50,0 c 52a 115a  560x 80d
B77-159 30D 15a 1,0a 705€ 479j 160b 4709 90e
EMA 35b 25a 1,0a 55,0 ¢ 541k 170c  480r 80d
MAYFAIR 35b 25a 15a 76,5¢ 350h 16,0b  430m 80d
JOF 35b 20a 1,0a 83,0f 112b  150b  470q 80d
WIS 729 35b 25a 15a 55,0 ¢ 60a 110a  480r 80d
B81-257 35b 25a 15a 73,0 203e 280f 430m 80d
MIKADO 35b 25a 15a 71,0e 318g 21,0d  470q 80d
B77-162 35b 25a 10a 77.0e 47,6 170c 430m 8,0d
B81-255 35b 25a 15a 65,0 d 3219 130b 400§ 70c
STRATAGEN I. 40¢ 30a 20a 30,5a 45a  110a  520u  60b
KALIFE 40¢ 35b 15a 81,5f 65a  20,0d  480r 80d
WR-1167 40c 4,0Db 15a 67,0d 3,6a 18,0c 48,0r 8,0d
OLYMPIA 40¢ 25a 15a 46,5b 110b  135b  280b 6,0b
NS NORMAL 45¢ 45b 2,5b 67,5d 96b  7.0a 39,00 80d
NS AJ 45¢ 4,0b 25b 705€ 60a 135b 4201 80d
FRILA 45¢ 35b 15a 65,5 d 259f 170c  480r 70c¢
WR-1158 45¢ 45b 2,5b 62,0 d 72a  125b  430m 8,0d
NS AJSTTL 45¢c 45b 2,5b 415b 55a 115a 4201 70c
NS AFTL 45¢ 4,0b 25b 73,0¢ 40a  13,0b  480r 80d
NS AJST 45¢ 35b 20a 56,0 ¢ 69a  80a 4201 80d
B77-157 45¢ 3,5b 25b 53,0 ¢ 7,2a 10,0a 430m 70c
B77-158 45¢ 25a 25b 70,0 e 60,11  23,0d  440n 80d
KWARTELLA 45¢ 35D 25D 64,5 d 123b 2204 4709 90e
B77-164 45¢ 35b 15a 66,5 d 62a  230d  480r 90e
SPIKET 45¢ 35b 20a 90,2 g 119b  250e  480r 8,0d
NS STTL 45¢ 45b 25b 56,0 C 97b  140p  480r 70c
FREEZONIAN 45¢ 3,5b 40c 86,0 f 97b  140b  280b 60D
PROGRESS*9 45¢c 3,5b 1,0a 29,54 67a 1153 500t 60b
E. MARKET 45¢c 35b 35¢ 89,0 g 6,4a 110a 33,0e 6,0b
TRITON 45¢ 35b 25b 65,0 d 10,4b 21,5d 48,0r 8,0d
SOMETTE 45¢ 35b 2.0a 1235] 11.2b 250e 4201 6,0b
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PEA 242 028
PRIMAVIU

SINILAS

ARVEJA GRANO
DE ORO
WR -1167

EARLY FROST
NOVELLA
ASTERIX
SUGAR SNAP
COMIRQY
AMELIA 37/01
DILETA
FILBY

PEAS SEGREG
PEAS 1983-F2
HYDRARS
MIK*TRIOF02/16
FROSTROY
TRIOFIN
VERDO
LUIZA 35/01
MARIA
MARINA 14/02
ERILHA 1984
IPV. CAMPBELL
TRACER 81
HORAL
B77-172
B77-167
B77-168
HYDRA

PI189 171
T*4/WIS 7105
ERVILHA 1984
PRIMEROY
79-2022
TRACER
ALASK H1
EDULA
HENDRIKS
CV.M163
FRIMENTO
GARFIELD

PONTIROY

45c

45¢c
45c

45c

45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45c
45c
45c
45c

45c
45c

45c
45¢c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45c

35b
35b
45b

40b

35b
35b
45b
35b
25a
35b
35b
35b
25a
45b
35b
35b
45b
45b
35b
35b
25a
35b
35b
45b
45b
45b
4,0b
25a
35b
25a
35b
4,0b
35b
45b
25a
45b
45b
45b
35b
45b
45b
25a
3,0a
4,0b

2,0a
15a
25b

15a

15a
15a
25b
20a
10a
25b
15a
15a
10a
25b
20a
15a
25b
25b
15a
10a
15a
15a
15a
15a
25b
15a
15a
15a
15a
15a
15a
15a
15a
25b
10a
35¢c
25b
2,0a
15a
35¢c
45d
10a
15a
25b

110,01
108,01
835f

60,5d

815f
720e
535¢
720e
1005 h
78,7¢e
63,5d
710e
75,5e
73,0e
82,0f
570c
75,0e
69,0d
91,09
915¢g
74,0e
69,5d
76,5¢e
925¢g
850 f
80,0 f
69,0d
50,0¢c
850f
725e
75,5e
735e
110,01
110,01
74,5e
80,0 f
97,09
120,0
74,5e
110,01
61,0d
75,7e

1210]
64,5d

13,8¢
15,4c¢c
59a

69a
6,1a
10,1 b
10,1 b
38,2h
16,8 d
246 f
9,4b
16,3 d
9,7b
12,4b
79a
12,0b
10,0b
85a
144c
16,4 d
16,3 d
11,1b
13.8¢
30,79
45a
13.8¢
9,3b
26,8 f
457§
52,6 k
6,4a
57a
76a
18,6 d
7,1a
6,3a
74a
359h
54a
75a
8,4a
58a
12,7b
54a

90a
25,0e
9,0a
13,0b

13,5b
10,0a
13,5b
250e
15,0b
250e
20,0d
21,0d
250e
18,5¢
21,5d
12,0b
20,5d
22,0d
21,0d
250e
15,0b
21,0d
18,0¢c
21,5d
12,0b
14,0b
20,0d
12,0b
19.0c
70a
18,0c¢c
90a
15,0b
14,0b
19,0c¢c
21,0d
115a
28,0f
18,0c¢c
22,0d
20,5d
20,0d
235¢e
185¢

40,0j
44,0n
36,0f

49,0s

48,0r
40,0j
43,0m
50,0t
48,0r
44,0 n
43,0m
45,00
50,0t
48,0r
45,00
47,0q
40,0
44,0 n
47,0q
48,0r
47,0q
46,0 p
48,0r
41,0k
39,0i
47,0q
47,0q
42,01
43,0m
40,0
49,0s
43,0m
48,0r
3709
49,0s
43,0m
47,0q
26,0a
47,0q
40,0
32,0d
49,0s
49,0s
42,01

8,0d
70c
8,0d
70c
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70c
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8,0d
8,0d
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8,0d
6,0b
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6,0b
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8,0d
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005118/011703
ONW ARD
BRA-005126
ATIROY
PROFINO
RAG-1020
PETROLINI
CONSERVIL
ALDERMAN

RONDO(198-111)

PACEMAKER
BOLERO
RITA
ELEGANTE
WANDO

L. MARVEL
WISC.729
CLAUSE-50
STRATAGEN
VOLANTAIRE
VILVENCE
ABADAR
RONDO
PH91-3
FRISKY
PROFINO
WISC.741
ALDERMAN
BRA-005215
BRA-005231
TROLLY
KLOS
CENTURION
MYZAR
SKINADO
SPRING
BRA-005258
KODAMA
MORENINHA
TROJAN
ORFEO
RR1178
EARLY SNAP
WANDO

45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
4,50 c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45¢c
45c
45c
45c
45c
45c
45c
45¢c
45¢c
45¢c
45c
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45c
45c
45c
45c
45c
45c
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45c
50c
50c
50c
50c
50c
50c
50c

40b
40b
35b
40b
40b
45b
3,5b
45b
35b
45b
45b
45b
35b
35b
35b
30a
35b
45b
45b
45b
35b
45b
35b
35b
45b
45b
35b
45b
35b
40b
40b
35b
40b
45b
45b
35b
4,50 b
45b
45b
45b
50b
40b
45b
35b

15a
15a
15a
40c
3,0b
3,0b
10a
3,0b
20a
25b
35¢
20a
20a
20a
20a
15a
10a
25b
20a
20a
25b
3,0b
20a
15a
3,0b
25b
20a
20a
15a
25b
25b
15a
15a
25b
25b
15a
25b
15a
25b
25b
5,0d
15a
15a
10a

55,0¢c
68,0 d
67,0d
455b
56,0 ¢
65,0d
730e
76,0 e
78,0e
75,0e
570c
62,5d
80,5f
855f
725e
56,5¢
106,0 h
1135i
37,0b
9304
74,0e
275a
74,0e
84,5f
90,09
80,5f
770e
58,7¢
86,0 f
127,0 k
74,5¢e
71,0e
43,0b
64,0d
65,0d
74,0e
63,0d
62,0d
84,7f
80,5f
330a
66,0d
69,0d
55,5¢

6,2a
17,3d
10,1 b
10,8 b
55a
6,2a
18,9d
9,7b
74a
83a
12,0b
10,4 b
9,1b
9,4b
6,4a
246 f
41,1
7,2a
55a
12,5b
17,5d
14,3¢
9,1b
76a
150¢
135¢
78,5¢
11,3b
76,7¢
9,8b
18,2d
9,0b
6,5a
70a
12,6 b
10,1b
10,1b
76a
11,3b
54a
53a
12,8b
11,5b
22,0e

90a
14,0b
15,0b
22,5d
18,0c
20,0d
13,5b
15,0b
22,0d
10,0a
175¢
245e
22,0d
80a
20,0d
240e
21,5d
16,0b
10,0 a
22,0d
18,0c
23,0d
240e
18,0c
18,0c
16,0b
175¢
21,0d
18,0c
15,0b
21,0d
21,0d
17,0c
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22,5d
18,0c¢c
16,0b
70a
245e
18,0c¢c
110a
17,0c
13,0b
13,5b

33,0e
48,0r
42,01
26,0a
39,0i
50,0t
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49,0s
49,0s
42,01
37,09
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49,0s
40,0j
49,0s
38,0h
47,0q
42,01
50,0t
37,09
41,0k
47,0q
40,0
40,0
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48,0r
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90e
70c
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70c
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70c
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FONADO 50c 45b 25b 68,0d 6,5a 140b 43,0m 70c

RR-1178 50¢ 45D 25b 61,0d 5la  70a  380h 80d
WHITE SUGAR s0c 50b 50d 915¢ 133c  125b 3709 7.0¢
WISC 7105 50c 35b 15a 46,0b 115b 17,0c 49,0s 7,0c
84-700 50¢ 35b 154 83,0 f 70a 205d 320d 70c
ALDERMAN 50¢ 35b 15a 1282k 148c  130b 430m 70c
CORONADO 50¢ 45b 45d 44,0b 122b  225d  31,0c 80d
74 S N5 50¢ 35b 154 400b 62a 140b  480r 70c
RALLY 50¢ 45b 20a 66.5 d 106b 235e 4201 60b
GARFIELD s0c 4,0b 3,0b 105,0 h 8la  225d 4201 80d
SUGAR SNAP 50¢ 45b 25b 770e 188d 20,0d  460p 10,0f
WIS 716 50¢ 45b 35¢ 93,0g 98b  160b 3709 7.0c
MULTISTAR 50¢ 40b 15a 57,0 ¢ 45a 220d  550v  80d
74-SN-3 50c 35b 15a 107,51 11,0b 2154 410k 70c
RALLY 8818 50¢ 450 25b 82,0f 123b 904 380h 70c
ARIETTE 50¢ 35D 15a 740e 382h 230d 430m 80d
B 77-166 50¢ 40b 10a 7706 16,1d 110a  390i 70¢
GREEN ANOW 50¢ 35b 20a 80,0 f 131b  230d  460p 90e
SPRING 50¢ 45b 45d 415b 48a  100a 280b 60b

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

A temperatura média no periodo de conducédo do experimento foi de 21,8 °C e
umidade relativa média de 50,9 % (Grafico 1). Essas condi¢cdes de temperatura e umidade sao
consideradas favoraveis para o desenvolvimento do agente causal do oidio da ervilha
(PLOPER, 1981; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

Quanto as notas de severidade para Oidio no Terco Baixo da Planta (NPOTB),
foram detectados trés grupos distintos pelo teste de Scott-Knott a 5%, sendo as notas do
primeiro grupo compreendidas entre os valores de 1,5 a 2,5, receberam a classificacdo de
incidéncia baixa e incidéncia leve da doenca (= 25% ou menos dos foliolos cobertos pelo oidio).
No segundo grupo as notas variaram de 3 a 3,5, sendo 0s acessos classificados como de
incidéncia média (= menos de 40% dos foliolos cobertos por oidio). O terceiro grupo englobou
acessos com notas que variaram entre 4 a 5, recebendo classificacdo de extrema suscetibilidade
a doenca (= 41 a 100 % dos foliolos cobertos por oidio). Os resultados observados (com o0s
acessos pertencentes ao segundo e ao terceiro grupos) corroboraram dados de VIEIRA et al.
(2000) que indicaram 0 més de marco como sendo a época de plantio mais favoravel em termos

de intensidade/severidade da doenca. REHMAN et al. (2014), observaram a maior severidade
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(52,34%) na cultivar Meteor, mostrando-se, segundo estes autores, altamente suscetivel ao
oidio.

Para nota de severidade para Oidio no Terco Médio da Planta (NPOTM), foram
formados apenas dois grupos, sendo o grupo 1 com notas que variam 1 a 3, sendo classificado
como incidéncia baixa, incidéncia leve, incidéncia média da doenca. E 0 segundo grupo com
notas de 4 a 5, incidéncia alta e extrema da doenca. Para nota de severidade para Oidio no Terco
Alto da Planta (NPOTA), foram formados trés grupos, sendo que o primeiro englobou acessos
com notas 1 e 2 (classificados com notas de incidéncia leve e baixa da doenga) e o segundo
grupo foi composto por acessos de ervilha com notas variando entre 2,5 e 3, (classificado como
de incidéncia média a doenca). O terceiro grupo englobou acessos com notas variando entre 3,5
e 5, com incidéncia alta e extrema a doenca. REHMAN et al. (2014) avaliando dez variedades
de ervilha, verificou que os acessos 018337, 019309, 026721, 018398 e 018395 apresentaram
valores de severidade da doenca de 6,71%, 7,59%, 7,12%, 8,64%, 9,21%, respectivamente.
Todos esses acessos foram classificados como moderadamente resistentes ao oidio (REHMAN
et al., 2014). Interessante salientar que o acesso CNPH-144 correspondendo a cultivar MK 13
(acesso de ervilha de vagens comestiveis), que apresentou 0s mais elevados niveis de resisténcia
para a resposta ao agente causal do oidio (Erysiphe sp.) em todos os critérios empregados nas
nossas condicdes experimentais (Tabela 3). No entanto, MK 13 ndo diferiu estatisticamente
dos acessos B77-165, OREGON, SUGAR POD, VR-1492-1 e B77-171.

Para o tipo de folha, foram formados trés grupos distintos, sendo a maioria dos
gendtipos com folhas normais. Acessos que apresentaram folhagem do tipo é&fila, tiveram notas
em relacdo ao oidio consideradas baixas, a exemplo os genétipos CNPH-108 e CNPH-114
(Tabela 2). A arquitetura da planta de ervilha e as altas densidades de plantio, aliadas a outros
fatores, podem ajudar a criar um microclima mais ou menos favoravel as doencas fangicas
(OLIVEIRA et al., 1999), incluindo o oidio. De fato, observacGes de campo indicam que
cultivares afilas ou semi-afilas de ervilha podem apresentar menores niveis de severidade dessa
doenca e também facilitar o controle quimico (SANTOS, 1990; OLIVEIRA et al. 1999).

Avaliacdes realizadas no Parana com ervilha forrageira mostraram que altura
média da planta pode variar entre 60-80 cm do solo (CALEGARI & POLA, 2009), resultados
intermediarios aos encontrados neste trabalho que variaram de 27,5 a 128,2 c¢cm, havendo
diferenca significativa entre 0s acessos.

Na caracteristica Peso/Parcela houve diferenca significa com formacao de 11

grupos distintos, e pode ser observado que acessos apresentando notas 1, 2 e 3 de incidéncia ao
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oidio no terco baixo foram, com algumas raras excec¢des, as mais produtivas. Esse resultado
indica que os acessos de ervilha respondem de maneira diferenciada ao patdégeno e que a doenca
pode impactar negativamente a producdo. Esses dados corroboram os obtidos por REHMAN et
al. (2014), onde foi observado nas variedades suscetiveis uma consideravel redugdo na
producdo por parcela, sendo que o grupo de cultivares mais produtivas rendeu, em média, 38,7
g/parcela enquanto que as suscetiveis renderam, em média, 26,63 g/parcela. VIEIRA et al.
(2000) também relataram que quanto mais tardio o plantio maior a incidéncia da doenca e a
perda de rendimento.

Foram observadas diferencas significativas para numero de plantas, sendo
formados cinco grupos distintos, mostrando que o patdgeno pode ter influenciado de forma
prejudicial, reduzindo o estande em acessos mais suscetiveis. Houve uma grande diferenga no
namero de plantas, que variou de 7 a 25. O acesso CNPH-846 (= RR-1178) apresentou 0 menor
namero de plantas no final do ciclo. Coincidentemente, esse mesmo acesso recebeu nota 5 para
severidade do oidio, indicando que o oidio pode influenciar negativamente a producgéo e
também o estande final em um subgrupo de acessos mais sensiveis a essa doenca.

A temperatura média durante a conducao do ensaio ficou em torno de 21,8 °C,
favorecendo o desenvolvimento da doenga. Em caso de infeccdo grave, o rendimento tende a
diminuir drasticamente (PLOPER, 1981). Sob condi¢fes de doenca favoraveis, o peso da
vagem pode apresentar reduces na ordem de 26-47% e reducgdes entre 21-31% podem ser
observadas para a quantidade de vagens (MUNJAL et al., 1963). A incidéncia do oidio é mais
severa em épocas de semeadura tardia e em acessos de ervilha de maturacao tardia, onde 0s
niveis de reducdo de produtividade podem aumentar em 50% (REHMAN et al. 2014).

Para dias até o florescimento (DAF) houve formacdo de 23 grupos distintos
(Tabela 2), variando de 26 a 56 dias o inicio do aparecimento das flores, demonstrando a
diferenca entre 0s acessos precoces e 0s acessos mais tardios, onde a duracao do florescimento
(DF) variou entre 6 e 10 dias aproximadamente. VIEIRA et al. (2000) relatou resultados
proximos aso obtidos nessa variavel e SCHIAVON et al. (2018) avaliando 35 genotipos de
ervilha verificaram que o florescimento ocorreu apds 61 a 83 dias.

A duracdo do florescimento variou de 6 a 10 dias aproximadamente, havendo
diferenca significativa entre os genotipos avaliados. VIEIRA et al. (2000) avaliando seis épocas
de plantio de ervilha em Patos de Minas — MG, verificaram uma variacdo da duragdo de
florescimento entre 15 e 25 dias, sendo que periodos de floragdo mais longos coincidiram com

0s meses mais frios (junho-agosto).
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Neste presente trabalho, encontrou-se diferentes niveis de resisténcia ao oidio
nos acessos de ervilha avaliados, demostrando a variabilidade genética para essa doenga.
IGLESIAS-GARCIA et al. (2015) consideram que a resisténcia genética da ervilha ao oidio um
componente vital na producdo sustentavel dessa hortalica.

4 CONCLUSOES

1. O acesso de ervilha de vagens comestiveis (CNPH-144 = MK 13) comercializado pela
Sakata Seed Sudamerica apresentou os mais elevados niveis de resisténcia ao agente
causal do oidio (Erysiphe sp.) nas nossas condi¢fes experimentais de campo.

2. Acessos previamente identificados como resistentes na regido do Brasil Central tais
como ‘Triofin’, ‘Luiza’, ‘Vigosa’, ‘Marina’, ‘Maria’ e ‘Kodama’, se mostraram
suscetiveis.

3. Estes resultados indicam a potencial presenca de isolados fungicos com um perfil de
viruléncia distinto dos predominantes em décadas anteriores.

4. Nenhum acesso de ervilha destinado a industria apresentou niveis elevados de
resisténcia ao oidio. Neste contexto, seria de interesse para 0 melhoramento da ervilha
para enlatamento e colheita verde iniciar cruzamentos envolvendo o acesso de ervilha
de vagens comestiveis (CNPH-144 = MK 13) visando incorporar o(s) fator(es) de

resisténcia desse material nesse grupo morfo-agronémico.
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CAPITULO II

EMPREGO DE MARCADORES MOLECULARES PARA IDENTIFICACAO DOS
GENES erl, er2 e Ers EM GERMOPLASMA DE ERVILHA AVALIADO PARA
RESISTENCIA AO OIDIO NAS CONDICOES BRASILEIRAS
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RESUMO

A cultura da ervilha (Pisum sativum L.) apresenta grande importancia econdomica no Brasil. O
oidio ¢ uma importante doenca da ervilha nas condi¢des brasileiras, causando importantes
perdas de producéo e qualidade de grdos. O uso de variedades resistentes é considerado como
sendo a medida de controle mais efetiva e sustentavel. Marcadores moleculares ligados a
genes/loci de resisténcia aos agentes causais do oidio de ervilha tém sido utilizados em
diferentes programas de melhoramento. Esses marcadores proporcionam uma maior eficiéncia
no processo de selecdo, reduzindo o tempo necessario para piramidizar os distintos genes de
resisténcia em diferentes materiais geneticos. Até o presente momento, dois genes recessivos
(erl & er2) e um gene dominante (Er3) foram identificados para resisténcia ao oidio em
germoplasma de ervilha. O objetivo do presente trabalho foi confirmar (atraves do emprego de
marcadores moleculares) a potencial presenca dos loci de resisténcia erl, er2 e Er3 no
germoplasma de ervilha da Embrapa Hortalicas. Um subgrupo de 20 acessos com resposta
diferencial ao oidio foi avaliado empregando seis marcadores moleculares (dois RAPDs e
quatro SCARS) ligados a esses trés loci de resisténcia previamente descritos em ervilha (erl,
er2 e Er3). Os resultados indicaram que o acesso CNPH-144 = MK 13 (de ervilha de vagens
comestiveis) que apresentou os maiores niveis de resisténcia ao oidio possui uma piramide de
dois genes recessivos de resisténcia (erl e er2). De acordo com as analises de marcadores
moleculares, ‘Triofin’ e ‘Kodama’ (duas cultivares previamente reportadas como resistentes
que apresentaram respostas suscetiveis em condi¢cdes de campo) possuem 0s marcadores
moleculares associados com 0s genes erl e Er3, mas ndo o gene er2. De fato, acessos com 0s
maiores niveis de resisténcia ao oidio, sob essas condicBes de avaliacdo, foram os portadores

do gene er2.

Palavras-chave: Pisum sativum, PCR, RAPD, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The pea (Pisum sativum L.) crop has great economic importance in Brazil. Powdery mildew is
an important disease of peas under Brazilian conditions, causing important grain yield and
quality losses. The use of resistant varieties is considered to be the most effective and
sustainable control measure. Molecular markers have been used in different pea breeding
programs, providing higher efficiency in the selection process and reducing the time for the
incorporation of different resistance genes into different genetic materials. To date, two
recessive genes (erl and er2) and one dominant gene (Er3) have been identified for resistance
to powdery mildew in pea germplasm. The objective of the present work was to confirm the
potential presence of the resistance loci erl, er2 and Er3 in the pea germplasm bank from
Embrapa Vegetable Crops. A subgroup of 20 accessions with differential response to powdery
mildew was evaluated using six molecular markers (two RAPDs and four SCARS) linked to the
three resistance loci previously described in pea (erl, er2 and Er3). The results indicated that
the accession CNPH-144 = MK 13 (a pea cultivar with edible pods), which displayed the
highest levels of resistance to powdery mildew has a pyramid of two recessive resistance genes
(erl and er2). According to the molecular markers, ‘Triofin’ and ‘Kodama’ (two cultivars
previously reported as resistant that displayed susceptible responses under field conditions)
have molecular markers associated with erl and Er3 genes but not with the er2 gene. In fact,
the accessions with the highest levels of resistance to powdery mildew under these evaluation

conditions were those with the er2 gene.

Key-words: Pisum sativum, PCR, RAPD, molecular markers.
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1 INTRODUCAO

A ervilha (Pisum sativum L.) é uma leguminosa de grande importancia e é afetada por
Varios estresses bidticos e abioticos durante todos os estagios de crescimento (ALI et al., 1994;
WANG et al., 2007). Na producéo de ervilha, o oidio (ou mildio pulverulento) é uma doenca
que pode resultar em perdas de rendimento que variam de 25 a 50% (MUNJAL et al., 1963;
WARKENTIN et al. 1996; FONDEVILLA et al., 2011). As perdas de rendimento podem
atingir até 80% em condicBes de forte pressdo de indculo com o emprego de cultivares
altamente suscetiveis (SMITH et al., 1996; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

O principal agente causal do oidio em ervilha é o fungo Erysiphe pisi DC. O ataque
desse fungo pode limitar consideravelmente a producdo de ervilhas (SMITH et al., 1996). A
doenca pode acelerar a maturidade da colheita e reduzir o rendimento total da biomassa
(GRITTON & EBERT, 1975; BANYAL & TYAGI, 1997; FALLON & VILJANEN-
ROLLINSON, 2001). Para controlar o oidio, os agricultores muitas vezes usam tratamentos
quimicos, que ndo sdo muito eficientes e ainda provocam danos ambientais (FONDEVILLA &
RUBIALES, 2012). O uso de variedades com fatores naturais de resisténcia continua a ser o
método de controle mais eficaz e econémico da doenca (GHAFOOR & MCPHEE, 2012;
FONDEVILLA & RUBIALES, 2012). HARLAND (1948) foi o primeiro a relatar a resisténcia
ao oidio em ervilha e revelou que a resisténcia foi devido a um Unico gene recessivo.
Posteriormente, muitos acessos de ervilha de diferentes regifes geograficas foram identificados
como resistentes a E. pisi com base nos resultados de rastreio fenotipico (FONDEVILLA &
RUBIALES, 2012; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

Dois genes recessivos para resisténcia a E. pisi (erl & er2) sdo conhecidos em
ervilha cultivada, enquanto que um gene dominante (Er3) foi identificado em um acesso de
ervilha silvestre (FONDEVILLA et al., 2007). Todos trés genes sdo independentes um do outro
(isto é, se localizam em diferentes cromossomos). Os genes erl e er2 foram descritos e
caracterizados até agora apenas em acessos de P. sativum. O gene erl tem sido amplamente
utilizado em programas de melhoramento, no entanto a sua eficiéncia tem sido ameacada pela
introducdo/surgimento de novos agentes causais do oidio (ONDREJ et al., 2005;
ATTANAYAKE et al., 2010). Marcadores moleculares (RFLP, RAPD / SCAR e SSR) ligados
aos genes erl e er2 ja estdo disponiveis. Recentemente foi demonstrado que o gene erl é, de
fato, um membro da familia de genes mlo, comumente usados em programas de melhoramento
para resisténcia a oidio em diferentes plantas cultivadas (PEREIRA & LEITAO, 2010). Por sua
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vez, 0 gene er2 nao tem sido amplamente utilizado no melhoramento da ervilha. A expresséo
fenotipica do gene er2 ¢ influenciada pela temperatura e idade da folha (SMYKAL et al., 2012).
O mecanismo associado com a resisténcia € baseado principalmente na morte celular pds-
penetracdo, complementada por uma reducdo da porcentagem de penetracdes fungicas bem-
sucedidas na epiderme de folhas maduras (FONDEVILLA et al., 2006). O gene Er3 foi
identificado mais recentemente e tem sido considerado um fator importante para ampliar a base
genética da resisténcia ao oidio em P. sativum (FONDEVILLA et al., 2008). A resisténcia
conferida pelo gene Er3 se caracteriza por uma alta frequéncia de morte celular que ocorre tanto
como resposta rapida a tentativa de infec¢do pelo fungo como se manifesta em um atraso no
estabelecimento de col6nias fungicas.

Os mecanismos e modo de expressdo dos trés genes de resisténcia foram estudados por
FONDEVILLA et al. (2007) e IGLESIAS-GARCIA et al. (2015). O gene erl confere
propriedades sistémicas e imune ou de alto nivel de resisténcia, impedindo isolados de E. pisi
de penetrar nas células epidérmicas da ervilha. Em contraste, a resisténcia conferida pelos genes
er2 e Er3 € principalmente controlada por uma resposta hipersensivel que ocorre pds-
penetracdo da célula hospedeira (FONDEVILLA et al., 2007). Contudo, a resisténcia completa
resultante da acdo do gene er2 se manifesta apenas a 25 °C ou em folhas com completa
maturacao. Além disso, a resisténcia ao oidio regulada pelo gene er2 se mostrou especifica para
determinadas regides geograficas (HERINGA et al., 1969; TIWARI et al., 1997; VAID &
TYAGI, 1997; FONDEVILLA et al., 2006).

Marcadores moleculares baseados em DNA fornecem ferramentas poderosas para
identificar e mapear genes e também podem ser usados para selecdo assistida por marcadores
(SAM). Os genes erl, er2 e Er3 foram identificados e mapeados em ervilha através de
marcadores moleculares ligados a esses fatores (DIRLEWANGER et al., 1994; TIMMERMAN
et al. 1994; TIWARI et al., 1998; JANILA & SHARMA, 2004; EK et al., 2005; PEREIRA et
al., 2010; TONGUC & WEEDEN, 2010; SRIVASTAVA et al., 2012). Os genes erl e er2
foram mapeados nos grupos de ligacdo VI e Ill, respectivamente (DIRLEWANGER et al.,
1994; TIMMERMAN et al., 1994; KATOCH et al., 2010). Por sua vez, o gene Er3 foi
localizado em um acesso desconhecido de ervilha estando ligado aos marcadores Scw4637 e
OPAGO05_1240 (FONDEVILLA et al., 2008).

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi empregar marcadores moleculares
ligados aos genes erl, er2 e Er3 para identificar a presenca desses fatores em germoplasma de

ervilha avaliado para resisténcia ao oidio nas condi¢des brasileiras.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1  Obtencdo de Material Genético de Ervilha: Foram selecionados 20 acesssos com
respostas contrastantes ao oidio (Quadro 1). Estes materiais genéticos foram selecionados por
escala diagramatica quanto a severidade ao oidio incluindo acessos resistentes, suscetiveis e
bem como um acesso com resposta intermediaria. As sementes desses acessos foram semeadas
em bandejas de isopor de 200 células, utilizando substrato Plantmax®. As bandejas foram
posteriormente levadas para casa de vegetacdo. Apés 30 dias foram coletadas (folhas jovens e

livre de infeccdo) genético para extracdo de DNA e andlise molecular.

Quadro 1- Acessos de germoplasma de ervilha com respostas contrastantes para oidio em

condicdes de campo em Brasilia-DF, 2017 e 2018.

Cadigo de campo dos
Cadigo de campo dos Designacéo da linhagem [acessos suscetiveis (S) ou |Designagado da linhagem
acessos resistentes OU acesso intermediario (1) OU acesso
E-051 Ema-ramificada Amélia (S) Amélia
E-738 JOF E-006 (S) Kwartella
E-857 B77-158 E-054 (S) Moreninha
E-858 B77-159 E-419 (S) Green Anow
E-864 B77-164 E-697 (S) M-163
E-870 B77-171 E-851 (S) New Sesson-Normal
E-871 B77-172 E-855 (S) New Sesson-stte
E-894 VR-1492-171 Kodama (S) Kodama
E-991 B81-257 Triofin (S) Triofin
MK13 MK13 Mikado (I) Mikado
2.2  Extracado e Quantificacdo do DNA Gendmico

Apos a avaliagdo por escala diagramatica foram selecionados para extracdo de DNA dez
acessos mais resistentes, nove suscetiveis e um acesso com resposta intermediaria. O DNA
gendmico foi extraido de tecido foliares dos 20 acessos de ervilha por meio do método CTAB

usando um protocolo modificado (BOITEUX et al., 1999). O DNA gendmico foi utilizado
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como molde em ensaios com diferentes sistemas de marcadores, baseados em PCR: Colocou-
se seis billes no tubo Precellys® e logo apds a coleta de 2 disquinhos da folha, foi adicionado
750 pL de CTAB no tubo ja com o material; logo em seguida, foi realizado a maceracdo em
dois ciclos de 30 segundos a 2000 rpm em agitador (Precellys® — Bertin Technologies)
(Programa 2), e ap0s os tubos foram incubados a temperatura de 65°C por 10 minutos, sendo
entdo retirados do banho-maria e deixado ao ar livre por 3 minutos. Em seguida foram
adicionados 750 pL de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico) e agitados (em vortex). Os
tubos foram ent&o centrifugados por 5 minutos a 9.000 rpm, sendo o sobrenadante transferido
para um novo tubo e a este foi adicionado 300 pL de isopropanol. Apos agitacdo lenta dos
tubos, os mesmos permaneceram a temperatura ambiente por 20 minutos para precipitacdo do
DNA. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados por 13 minutos a 12.000 rpm, e 0
sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 600 pL de etanol 70% gelado; a lavagem
foi repetida duas vezes. Apos as lavagens, o sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco
a temperatura ambiente e ressuspendido em 100 pL TE (Tampéao de extracdo), sendo entdo
deixado por 12 horas em um refrigerador com temperatura em torno de 5°C. A quantificacéo e
determinacéo da pureza do DNA extraido foram obtidas por comparacéo visual de cada amostra
com padrdes de DNA de concentracdo conhecida em gel de 1% de agarose e por
espectrofotometria, por leitura da absorvancia a 260 nm. As amostras de DNA de trabalho

foram obtidas por diluicdo com agua destilada até a concentracéo final de 20 ng/uL.

2.3 Analise com Marcadores Moleculares

2.3.1 Marcadores RAPD (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”)

A técnica de RAPD permite a amplificacdo de fragmentos de DNA a partir de
um udnico primer (constituido por 10 bases) com sequéncia de nucleodtidos arbitraria
(WILLIAMS et al., 1990). Foram preparados dois conjuntos separados de DNA a partir de dez
plantas resistentes homozigotas e dez plantas homozigotas suscetiteis. Foi produzido um pool
de cada acesso, 0s quais continham uma quantidade igual de DNA. O volume final da reacédo
de PCR para o RAPD foi de 12,5 mL. O mix da rea¢do consistiu em 5,95 pL de dgua destilada,
1,25 pL de tampdo 10X, 0,6 pL MgCly, 0,5 pL de dNTP, 0,2 pL da emzima Taq DNA
polimerase, 2 uL do primer iniciador e 2,0 uL de DNA gendmico (20 ng/uL). O DNA molde

para a PCR foi desnaturado durante 2 minutos a 94 °C e amplificado durante 35 ciclos (30

63



segundos a 94 °C, 60 segundos a 36 °C e 90 segundos a 72 °C) em um termociclador GeneAmp®
PCR System 9700. Apos o ciclo final, todos os filamentos foram completados com um
segmento de 10 minutos a 68 °C seguido de armazenamento a 4 °C. A eletroforese foi realizada
em agarose a 1,6% com um tampéo Tris-Acetato-EDTA (Tris-acetato 40 mM mais EDTA 1
mM) para 3,5. 4 horas a 100 V (tensdo constante). Os géis corados com brometo de etidio foram
visualizados num transiluminador de luz ultravioleta e fotografados. Primers RAPD capazes de
gerar marcadores ligados ao locus erl (TIWARI et al., 1998; FONDEVILLA, 2008, KATOCH
et al., 2010) foram: OPO-18 (erl) (5’-CTCGCTATCC-3’) que amplifica um fragmento
polimorfico de aproximadamente 1200 pb no progenitor suscetivel e primer OPX-17_1400 erl
(5-GGACCAAGCT-3") que amplifica um fragmento polimérfico de aproximadamente 1400
pb ligados ao alelo resistente.

2.3.3 Marcadores SCAR (“Sequence Characterized Amplified Region”)

Nesta técnica, utilizam-se pares de “primers” que amplificam fragmentos
gendémicos de DNA especificos previamente isolados e sequenciados. As reacc¢Oes de
amplificacdo foram realizadas num volume de 20 ul contendo na reaccdo (10,48 pL de agua
destilada (H20), 2,0 uL de tampéo 10X, 1,2 uL MgCly); 0,32 pL de Tag DNA polimerase, 2,0
puL de dNTP; 0,5 puL de cada “primer” e 3,0 uL de DNA (20 ng/uL). As condicbes de
amplificacdo foram as seguintes: um ciclo inicial de 4 minutos a 94 °C, seguido de 35 ciclos de
30 segundos a 94 °C, 16 segundos a 50 °C, 2 minutos a 72 °C, finalizando com 7 minutos a 72
°C, seguido de armazenamento a 4 °C. Amostras dos produtos das reacdes de PCR (5 ulL) da
reacdo foram aplicados em gel de agarose a 1%, utilizando marcador de peso molecular 1Kb
DNA ladder (Invitrogen® Life Technologies), em cuba por 2 horas de 100 V. Os géis foram
corados com brometo de etidio e visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta e

fotografados.
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Quadro 2: Primers do tipo SCAR empregados para ampliagdo de marcadores ligados aos genes
de resisténcia ao oidio — erl, er2 e Er3 (TIMMERMAN et al., 1994; TIWARI et al., 1998;
JANILA & SHARMA, 2004; FONDEVILLA et al., 2008).

Marcador Fragmento RAPD Cadigo do Sequéncia do primer (5’ para 3°)
SCAR original primer

ScOPD-10gs0 (er) OPD-106s0 ScOPD-10gs0-F GGTCTACACCTCATATCTTGATGA
ScOPD-10e50-R | GGTCTACACC TAAACAGTGTCCGT

ScX17_1400 (er2) OPX17_1400 ScX17_1400-F GGACCAAGCTCGGATCTTTC

ScX17_1400-R GACACGGACCCAATGACATC

SCW4e37 (Er3) OPW04_637 SCWA4F1-F CAGAAGCGGATGAGGCGGA

SCWA4R1-R CAGAAGCGGATACAGTACTAAC
Sc-OPE-161600 (er1) OPE-16 Sc-OPE-161600-F GGTGACTGTGGAATGACAAA
Sc-OPE-161600-R GGTGACTGTGACAATTCCAG

F = forward; e R = reverse primer.

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Foram utilizados seis marcadores moleculares do tipo RAPD e SCAR (SCW4g37,
Scx17-1400, ScOPD-106s0, SC-OPE-16(1600, OPX17-1400 e OPO-18). De acordo com a
Figura 1 (A), o produto da amplificacdo do marcador Sc-OPE-161600 (€r) é um fragmento de
aproximadamente 1600 pb. Nao foi possivel fazer a diferenciacdo dos acessos avaliados em
relacdo ao gene de resisténcia erl, pois em todos 0s acessos (resistentes, intermediario e
susceptiveis) apresentaram a mesma banda de 1600 pb. O mesmo resultado foi observado na
amplificacdo do marcador ScOPDsso (erl) (Figura 1 B), que amplificou um marcador de 650

pb em suposta ligacdo com o gene erl em todos 0s acessos analisados.
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Figura 1 — Anélise da presenca de fatores de resisténcia ao oidio em acessos contrastantes para
reacdo ao oidio de ervilha através de marcadores moleculares ligados ao gene erl.
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Desta foram, esses marcadores ndo foram capazes de gerar polimorfismos entre
0s acessos avaliados. Desta forma, ndo foi possivel identificar marcadores ligados a resisténcia
ou a suscetibilidade ao oidio usando esses dois marcadores. Por sua vez, o0 marcador OPO-18
(erl) (Figura 1 C), revelou polimorfismo para o gene de resisténcia erl, sendo que, onze dos
acessos analisados apresentaram uma banda esperada de 1200 pb (738 (R), MK 13 (R), 51 (R),
Amélia (S), 6 (S), 851 (S), 54 (S), 855 (S), Mikado (1), Kodama (S), Triofin (S)). Dentre eles
estdo acessos considerados resistentes, intermediarios e suscetiveis, e nove acessos (864 (R),
991 (R), 858 (R), 870 (R), 894 (R), 419 (S), 871 (R), 697 (S)) ndo apresentaram essa banda.
TIWARI et al. (1998) identificaram dois marcadores RAPD (OPE16_ 1600 e OPO18 1200)
ligados ao gene de resisténcia ao oidio presente na cultivar Highlight. No entanto, no presente

estudo, apenas marcador OPO18 1200 foi capaz de revelar a presenca de polimorfismo
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associado com esse gene de resisténcia em alguns dos acessos. O gene erl recessivo fornece
resisténcia estavel e durdvel ao oidio causado pelo patdgeno E. pisi (LAHOZ et al., 2013; SUN
et al., 2016). No entanto, de acordo com os resultados das amplificagdes dos géis, 0 gene erl
ndo estd manifestando o esperado fendtipo de resisténcia nos acessos avaliados em campo.
Nota-se que nesse trabalho foi verificado diferentes niveis de resisténcia ao oidio, demostrando
a variabilidade genética para essa doenga.

Figura 2 — Anélise da presenca de fatores de resisténcia ao oidio em acessos contrastantes para
reacdo ao oidio de ervilha através de marcadores moleculares ligados ao gene er2.
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O marcador OPX-17-1400 (er2) que amplifica um fragmento polimérfico de
aproximadamente 1600 pb, ndo revelou polimorfismos entre os acessos analisados neste
trabalho (Figura 2). Desta forma, ndo foi possivel identificar marcadores ligados quer a
resisténcia quer a suscetibilidade ao oidio. Porém, o marcador ScX17-1400 (er2) que amplifica
um fragmento polimérfico de aproximadamente 1400 pb foi capaz de revelar polimorfismo,
onde treze acessos apresentam essa banda [864 (R), 738 (R), MK13 (R), 991 (R), 858 (R), 870
(R), 894 (R), 857 (R), 871 (R), 851 (S), 54 (S), 855 (S) e Mikado (I)] e sete ndo apresentam a
referida banda [51 (R), 419 (S), Amélia (S), 6 (S), 697 (S), Kodama (S) e Triofin (S)].

KATOCH et al. (2010) converteram o marcador RAPD OPX-17 1400 (em
estreita ligagdo com o gene er2) em um marcador de SCAR (ScX17_1400), visando facilitar a
genotipagem desse gene via PCR. Segundo eles o marcador SCAR ir4 garantir introgressao
rapida e precisa do gene er2 em cultivares de ervilha suscetiveis, permitindo a selecdo de
portadores do gene er2 e subsequentes geracoes de backcross sem testes de progénie e triagem

de resisténcia. A precisdo da selecdo er2 pode ser mais melhorada pelo uso combinado de
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ScX17_1400 e o marcador RAPD OPY17_550 em SAM. O uso simultaneo de ambos os
marcadores € estimado em resultar em uma maior eficiéncia de selecdo comparavel a obtida
com um Unico marcador localizado. O ScX17_1400 representa uma ferramenta eficiente para
a genotipagem em larga escala de er2 em comparacdo com os marcadores AFLP relatados
anteriormente (TIWARI et al. 1999).

O marcador SCW4e37 para 0 gene Er3 (Figura 3), que amplifica um fragmento
polimorfico de aproximadamente 637 pb, apresentou polimorfismo entre os acessos avaliados,
sendo que onze acessos [864 (R), 738 (R), 991 (R), 870 (R), 419 (S), Amélia (S), 6 (S), 871
(R), 697 (S), Kodama (S), Triofin (S)] apresentaram a banda e nove acessos [MK13 (R), 858
(R), 894 (R), 51 (R), 857 (R), 851 (S), 54 (S), 855 (S) e Mikado (I)] ndo apresentaram a banda.

Figura 3 — Analise da presenca de fatores de resisténcia ao oidio em acessos contrastantes para

reacdo ao oidio de ervilha através de marcador molecular ligado ao gene Er-3.
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As cultivares Kodama (semi-afila) e Triofin (folha normal) apresentaram perfis
de bandas idénticos para todos 0os marcadores moleculares avaliados, reforcando a hipotese de
que a primeira cultivar ¢, muito provavelmente, um mutante natural da segunda (COELHO et
al., 1991).

FONDEVILLA et al. (2008) estudando uma populagéo F, de ervilha segregando
para resisténcia ao oidio, identificou dois marcadores moleculares (SCABlg7a € SCW4e37)
fortemente ligados a um novo gene de resisténcia dominante (Er3). Para FONDEVILLA et al.

(2011) o uso destes marcadores facilitara a introgressao deste gene de P. fulvum, um parente
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selvagem de ervilha com caracteristicas agronémicas indesejaveis, em ervilha comercialmente
competitiva. De fato, um marcador do tipo SCAR (SCW4e37) descrito por FONDEVILLA et
al. (2008) se mostrou informativo e muito simples de ser avaliado nas condi¢des experimentais
utilizadas no presente trabalho (ver Figura 3).

Desta forma, o emprego combinado de marcadores moleculares ja disponiveis
em ligagdo com o gene erl (TIMMERMAN-VAUGHAN et al., 1994; TIWARI et al., 1998;
JANILA & SHARMA, 2004; EK et al., 2005) com o gene er2 (KATOCH et al., 2010) e com
0 gene Er3 (FONDEVILLA et al., 2008), vai facilitar o processo de piramidizacdo desses trés
fatores em um mesmo material genético de ervilha, aumentando a possibilidade de obtencédo de

cultivares resistentes com maior durabilidade e amplitude.

4 CONCLUSOES

1. O acesso MK13, baseado na avaliacdo dos marcadores, possui a combinacdo dos genes
erl e er2, porém o gene que demonstrou ser mais eficiente ao oidio nessas condicdes de
avaliacao foi o er2.

2. Acessos previamente identificados como resistente na regido do Brasil Central tais
como: ‘Triofin’, e ‘Kodama’ se mostraram suscetiveis. Estes acessos possuem
marcadores ligados aos genes erl e Er3, mas possuem o gene er2.

3. Estes resultados indicam a potencial presenca de isolados fungicos com um perfil de
viruléncia distinto dos predominantes nas em décadas anteriores, podendo infectar, de

maneira eficiente, cultivares contendo os genes erl e Er3.
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CAPITULO 111

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS CAUSADORES DE OIiDIO EM ACESSOS DE
Pisum sativum L. PREVIAMENTE REPORTADOS COMO RESISTENTES NAS
CONDICOES BRASILEIRAS

74



RESUMO

A cultura da ervilha (Pisum sativum L.) € mais adaptada a regiGes de temperaturas amenas ou
em regides subtropicais com altitudes elevadas. No Brasil, 0 oidio é uma das principais doencas
da ervilha, apresentando alta incidéncia e severidade. Essa doenca é mais importante na regiao
do Planalto Central durante o periodo de inverno, onde ocorrem condi¢cdes favoraveis ao
desenvolvimento da doenca (baixa umidade relativa, temperaturas amenas e formacdo de
orvalho). Os fungos descritos causando o oidio da ervilha sdo ascomicetos do género Erysiphe.
A principal espécie fungica associada com o oidio da ervilha no mundo é Erysiphe pisi. A
estratégia mais eficiente e mais sustentavel para o controle desse fungo biotréfico € o uso de
variedades resistentes. Trés genes de resisténcia ao oidio foram descritos em ervilha (erl, er2
e Er3) e eles tém se mostrado, com algumas poucas excecoes, eficazes contra grande parte dos
isolados de E. pisi. No entanto, isolados de E. pisi e de outras espécies de Erysiphe com perfil
de viruléncia diferenciando estdo amplamente distribuidos no mundo. Estudos de
caracterizacdo molecular dos agentes causais de oidio em ervilha ainda ndo foram conduzidos
no Brasil. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar isolados atipicos que
se mostraram capazes de induzir severos sintomas de oidio em acessos de P. sativum (‘Triofin’
¢ ‘Kodama’) previamente reportados como resistentes a essa doenca. Aspectos morfométricos
das estruturas de quatro isolados (denominados de EryPeal, EryPea2, EryPea3 e EryPead)
foram analisados e para confirmar a identificacdo, o DNA genémico foi extraido de suspensées
conidiais usando um protocolo CTAB modificado. Estudos da filogenia usando a informacao
de sequéncia da regido gendmica rDNA-ITS revelaram que os isolados capazes de “quebrar”
a resisténcia das cultivares ‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’ (portadoras de uma combinacdo dos genes erl
+ Er3) formaram um agrupamento com o isolado de referéncia da espécie E. pisi (LC163915).
Esses resultados indicam a potencial presenca de variantes desse patégeno gque apresentam um
perfil de viruléncia distinto daqueles prevalentes em décadas anteriores no Brasil Central. Os
resultados fornecem novas informacdes sobre o perfil de virulencia de isolados de E. pisi, que

podem, muito provavelmente, estar representando novas ragas fisioldgicas deste patdgeno.

Palavras-chave: Filogenia, oidio, Erysiphaceae, quebra de resisténcia.
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ABSTRACT

The pea (Pisum sativum L.) crop is more adapted to areas of mild temperature or subtropical
regions with high altitudes. In Brazil, powdery mildew is one of the major pea diseases
displaying high incidence and severity, especially in the Central Plateau region, during the
winter period when favorable conditions for disease development (low relative humidity, mild
temperatures, and dew formation) are present. The fungi responsible for the powdery mildew
are ascomycetes of the genus Erysiphe. The main fungal species associated with the pea
powdery mildew around the world is Erysiphe pisi. The most efficient and sustainable strategy
for the control of this biotrophic fungus is the use of resistant varieties. Three powdery mildew
resistance genes described in peas (erl, er2 and Er3) have been shown, with few exceptions, to
be effective against a large number of E. pisi isolates. However, isolates of E. pisi and other
Erysiphe species with distinct virulence profiles are also worldwide distributed. Molecular
characterization studies of the causal agents of powdery mildew in pea have not yet been
conducted in Brazil. In this context, the objective of this work was to characterize atypical
isolates that were able to induce severe powdery mildew symptoms in P. sativum accessions
(e.g. ‘Triofin’ and ‘Kodama’) previously reported as resistant to this disease. Morphometric
aspects of the structures of four isolates (named EryPeal, EryPea2, EryPea3 and EryPea4) were
analyzed. In order to confirm the fungal identification, the total genomic DNA of four isolates
(designated as EryPeal, EryPea2, EryPea3, and EryPea4) was extracted from conidial
suspensions using a modified CTAB protocol. Studies of phylogeny using sequence
information from the sequence of the rDNA-ITS genomic region revealed that the isolates
capable of “breaking-down” the resistance of the cultivars ‘Triofin’ and ‘Kodama’ (carrying a
combination of the erl + Er3 genes) belong to a cluster together with the reference E. pisi
isolate (LC163915). These results indicate the potential presence of variants of this pathogen
with a distinct virulence profile from those isolates prevalent in previous decades in Central
Brazil. The results provide new information on the virulence profile of E. pisi isolates, which

may most likely represent new physiological races of this pathogen.

Key-words: Phylogeny, powdery mildew, Erysiphaceae, resistance breakdown.
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1 INTRODUCAO

A ervilha (Pisum sativum L.) pertencente a familia Fabaceae adapta-se melhor a
regides de temperatura amena ou a regides tropicais com altitudes elevadas (GRITTON, 1980).
A producdo nacional de ervilha se expandiu consideravelmente a partir de 1983, principalmente
em razdo do incremento das areas plantadas no Planalto Central, sendo empregada como uma
opcao de cultivo no periodo de inverno na entressafra das grandes culturas (COUTO, 1989).

Uma das principais doencas na cultura da ervilha é o oidio (REILING, 1984).
Esta doenca afeta a produtividade e também a qualidade dos grdos (MUEHLBAUER et al.,
1983). Ataques nos primeiros estadios de crescimento causam maiores prejuizos. No Brasil, a
doenca possui alta incidéncia e severidade, principalmente na regido do Planalto Central
durante o periodo de inverno, onde ocorre baixa umidade relativa, temperaturas amenas e
formacdo de orvalho, condicdes favoraveis ao desenvolvimento do oidio (GIORDANO et al.,
1997). O oidio prevalece principalmente durante a maturacdo tardia e em ervilhas de ciclo
longo, podem causar reducdo na producdo de ate 50% (REHMAN et al., 2014). Perdas na
producdo podem chegar até 80% sob forte pressdo de infeccdo em cultivares altamente
suscetiveis (SMITH et al., 1996; GHAFOOR & MCPHEE, 2012).

Os agentes causais do oidio (ou mildio pulverulento) da ervilha e de outras
hospedeiras leguminosas sdo ascomicetos pertencentes a ordem Erysiphales. Esta ordem
contém apenas a familia Erysiphaceae que é constituida por cinco tribos: Erysipheae,
Golovinomycetinae, Cystotheceae, Phyllactinieae e Blumerieae (HUCKELHOVEN, 2005;
KIMATI et al., 2005; MEEBOON et al., 2017). Estes fungos sdo parasitas obrigatorios que
invadem apenas as células da epiderme. Os esporos (conidios) apds atingirem a superficie dos
tecidos vegetais de plantas hospedeiras, precisam germinar e penetrar atraves da cuticula e da
parede celular. Para que a penetracdo ocorra, € necessaria inicialmente a formacdo de
apressorios e a subsequente formacdo de estruturas denominadas haustérios (SMITH et al.,
1996). Os haustorios sdo formados dentro das células epidérmicas da planta hospedeira e tém a
funcdo de transferir os nutrientes necessarios para desenvolvimento do fungo que ocorre na
superficie externa do 6rgdo afetado (IGLESIAS-GARCIA et al., 2015). Estes patdgenos
infectam folhas, caules e vagens, atingindo as plantas mais velhas com maior intensidade
(SMITH et al., 1996).

Vérios outros agentes causais do oidio ja foram relatados em leguminosas
incluindo: E. difusa (oidio-da-soja) (ALMEIDA et al., 2008), E. glycines, E. astragali, E.
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bremeri e E. trifoliorum (BAISWAR et al., 2015). No entanto, a principal espécie fungica
associada com o oidio da ervilha é Erysiphe pisi D.C. (FONDEVILLA et al., 2011). Para
prevenir propagacéo da doenga, os agricultores costumam usar diferentes classes de fungicidas
(KRAFT & PFLEGER, 2001). No entanto, a estratégia mais eficiente e mais sustentavel para
o controle desse fungo biotréfico tem sido o uso de variedades resistentes.

Os trés genes/loci de resisténcia ao oidio descritos em ervilha (erl, er2 e Er3)
tém se mostrado, com algumas poucas excecdes, eficazes contra grande parte dos isolados de
E. pisi. No entanto, mais recentemente, foi demonstrado que isolados E. trifoliorum (outra
espécie causadora de oidio em ervilha) sdo capazes de superar a resisténcia conferida pelos
genes erl e Er3 na india e na Espanha (FONDEVILLA et al., 2013). Esses estudos demonstram
que reconhecer de maneira precisa a identidade do patégeno é um importante fator para o
desenvolvimento de cultivares resistentes (BAISWAR et al., 2015).

Isolados de E. pisi e de outras especies de Erysiphe com perfil de viruléncia
diferenciando estdo amplamente distribuidos em areas de cultivo de ervilha no mundo,
existindo evidéncias da presenca de racas fisiolégicas (SCHOROEDER & PROVVIDENTI,
1965; TIWARI et al., 1997; SANTOS, 2010). No entanto, estudos de caracterizacdo molecular
dos agentes causais de oidio bem como de isolados capazes de quebrar a resisténcia conferida
pelos fatores erl, er2 e Er3 ainda ndo foram conduzidos no Brasil. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar isolados considerados atipicos uma vez que eles induziram
severos sintomas de oidio em acessos de P. sativum previamente reportados como resistentes

ao oidio no Brasil.

2 MATERIAL & METODOS

Durante a estacdo seca (julho de 2017), sintomas severos de oidio (branco,
coldnias circulares no tecido foliar seguido por necrose progressiva devido a coalescéncia da
lesdo e esporulacdo profusa) foram observados em plantas de ervilha cultivadas em condicdes
de campo em Brasilia. Distrito Federal, Brasil. Os ensaios foram realizados em campos

experimentais da Embrapa Hortalicas em Brasilia-DF.
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2.1  Caracterizacdo Morfologica e Morfométrica dos Isolados Fungicos

Amostras das folhas sintomaticas foram examinadas ao microscopio e imagens
das estruturas fungicas foram capturadas com uma camera Leica DFC 490 conectada a um
computador. As andlises morfométricas foram realizadas com o auxilio do programa Leica
QWin-Plus. Medidas de conidios e conidiéforos (comprimento e largura) foram obtidas de 30
conidioforos e de 30 conidios.

2.2  Caracterizacdo Molecular dos Isolados Fungicos

A fim de confirmar essa identificacdo, o DNA gendmico total de quatro isolados
(EryPeal, EryPea2, EryPea3 e EryPead) foi extraido de suspensdes conidiais usando um
protocolo CTAB 2X modificado (BOITEUX et al., 1999). Os trés primeiros isolados foram
obtidos de plantas de ervilha infectada enquanto o quarto isolado foi obtido da planta daninha
Desmodium incanum. Amostras de micélio obtidas de culturas puras, foram maceradas em
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, contendo 750 puL de Tampdo CTAB (2% de CATB; 100
mM de Tris-HCI; pH 8,0, 50 mM NaCl e 0,2% de 2-p-mercaptoetanol). A maceracdo foi
realizada em dois ciclos de 30 segundos a 2.000 rpm em agitador (Precellys® — Bertin
Technologies), e a seguir, os tubos foram incubados a temperatura de 65°C por 10 minutos,
sendo entdo retirados do banho-maria e deixado ao ar livre por 3 minutos. Em seguida, foram
adicionados 750 pL de clorofil (cloroférmio: alcool isoamilico) e agitados (em vértex). Os
tubos foram entédo centrifugados por 5 minutos a 9.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e a este foi adicionado 300 L de isopropanol. Apos agitacao lenta dos tubos, os
mesmos permaneceram a temperatura ambiente por 20 min para precipitacdo do DNA. Apds
este periodo os tubos foram centrifugados por 13 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com 400 pL de etanol 70% gelado. A lavagem foi repetida
duas vezes. Apos as lavagens, o sobrenadante foi eliminado e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 200 pL TE (Tampdo de extracdo), sendo entdo
deixado por 12 horas em um refrigerador com temperatura em torno de 5°C. A concentracdo
de DNA nas preparacGes foi determinada com a utilizacdo de um espectrofotdmetro
(NANODROP®) e, entdo, ajustada para 50 ng/uL. A amplificagdo das sequencias ITS foi
realizada por meio da técnica de PCR, com o uso de iniciadores ITS1 (5’-TCC-GTA-GGT-
GAA-CCT-GCG-G-3°) e ITS4 (5-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA- TAT-GC-3%), visando
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amplificar segmentos da regido ITS do rDNA (CUNNINGTON et al., 2003). As reacoes
apresentaram um volume final de 50 uL contendo 3 uL de DNA (50 ng/uL), 5 pL de tampéo,
1 puL de dNTP 10 mM, 4 uL de MgCl (50 mM), 2,6 uL de cada um dos oligonucleotideos
iniciadores ITS1 (10 mM) e ITS4 (10 mM), 0,2 uL de Tag DNA polimerase (5 u/uL Invitrogen®
Life Technologies) e agua Milli-Q ultrapura para completar o volume final da reacdo. Os
microtubos contendo as reagdes foram submetidos ao termociclador PCR System 9700
(Applied Biosystems), respeitando-se a seguinte sequéncia: desnaturacédo inicial (94 °C por 5
minutos) seguida de 39 ciclos compostos por uma etapa de desnaturagdo (94 °C por 60
segundos), uma etapa de anelamento de (55 °C por 60 segundos) e extensdo de (72 °C durante
60 segundos), seguida de uma etapa final de 72 °C por 8 minutos. Ao final da reacdo, o produto
foi mantido a 4°C. Amostras dos produtos das reaces de PCR (5 uL) foram aplicados em gel
de agarose a 1%, utilizando marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Invitrogen® Life
Technologies), em cuba de voltagem de 100V. Os produtos obtidos pela PCR foram purificados

e sequenciados.

2.3 Analise das Sequéncias

A qualidade das sequéncias foi avaliada com o uso do programa SegMan
(Lasergene, Madison,WI). As sequéncias correspondentes ao fragmento do genoma dos
diferentes isolados foram obtidas a partir do consenso dos fragmentos sequenciados com 0s
iniciadores senso e anti-senso, também com o auxilio do programa SeqMan (Lasergene,
Madison,WI). Foram realizadas pesquisas para a verificacdo da autenticidade de todas as
sequéncias nucleotidicas, sendo comparadas com as disponiveis no banco de dados do
GenBank, na pagina eletrénica do National Center for Biotechnology Information — NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov) e analisadas para niveis de identidade, usando o algoritmo BLASTN.
O alinhamento multiplo das sequéncias obtidas neste trabalho e as disponiveis no GenBank foi
realizado por meio do software Megalign (Lasergene,Madison, WI), utilizando-se 0 método
Clustal W. Este alinhamento permitiu também o célculo da identidade de nucleotideos entre as

varias sequéncias analisadas.
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2.4 Patogenicidade dos Isolados Fungicos Obtidos de Ervilha e Desmodium

Ensaios de patogenicidade dos isolados de campo foram realizados em casa de
vegetacdo inoculando 20 plantas de cada um dos acessos de P. sativum (‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’)
previamente reportados como resistentes a essa doenca (GIORDANO & REIFSCHNEIDER,
1984; SANTOS et al., 1991). Inoculagdo foi conduzida via contato folha-a-folha
(REIFSCHNEIDER & BOITEUX, 1988).

3 RESULTADOS

3.1  Caracterizacdo Morfoldgica de Isolados de Oidio Obtidos de Ervilha e Desmodium

Medidas de conidios e conidioforos (comprimento e largura) foram obtidas de
30 conidioforos e conidios. Observou-se micélio persistente ou evanescente, apressorios
lobados, solitarios, ocasionalmente em pares opostos; conidioforos com comprimento entre 74—
123 um, eretos, surgindo na maior parte central ou um pouco lateralmente do topo da célula-
mée; células pé 35-70 x 8-12,5 um, cilindricas, retas, curvas seguidas por 0-2 células,
geralmente mais curtas, as vezes com o comprimento da célula pé, formando conidios isolados;
conidios 30-44 x 12-19 um, elipsoide-ovoide a doliforme. Todas essas caracteristicas se
enquadram com aspectos morfologicos e morfométricos de isolados do fungo Erysiphe pisi
(Figura 1).
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Figura 1: Plantas de ervilha em campo infectadas com oidio (Erysiphe pisi) (A, B e C).
Conidios isolados elipsoide-ovoide a doliforme (D, E e 1), Conidiéforos eretos (F, G e H).
Célula pé (F e G).
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3.2  Caracterizagdo Molecular dos Isolados de Oidio Obtidos de Ervilha e Desmodium

Os amplicons purificados em gel foram sequenciados diretamente usando o
mesmo par de primers. Amplicons simples (~ 526 pb) foram obtidos. Foi realizada uma analise
de inferéncia Bayesiana com as seqliéncias obtidas (Geneious R8), juntamente com varias
outras referéncias do GenBank. Erysiphe huayinensis ex isolado (AB015914) foi usado como
grupo externo. A filogenia revelou agrupamento de isolados com outros isolados de Erysiphe
pisi (LC163915) (MEEBOON et al., 2017), com 0,99 de probabilidade posterior (Figura 2).

498: Isolado 1- Desmodium
g9 Emilha 4
7s— Emilha 1 _
s s
Ervilha 3
E. pisi
4 E.pisi ex1
E. pisi ex

99— E. baliensis
L—— Ebaliensis ex

E.convolvuli
58 E. cruciferarum
67 E. heraclei
99 E. heraclei ex

E. polygoni

100 E.lespedezae
L E lespedezae ex

99 — Erysiphe trifoliorum

Erysiphe trifoliorum ex

E. alphitoides

E. pseudolonicerae

E.quercicola

E. magnifica

E. syringae

4100: E. aquilegiae

E.macleayae
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100 ——— E.cornicola
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E.paeoniae
E. symphaoricarpi
E. weigelai

E. huayinensis

89

51
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Figura 2: Agrupamentos filogenéticos de espécies de Erysiphe reportadas como agentes
causais do oidio em leguminosas, incluindo isolados de campo que foram reportados infectado
cultivares de ervilha (Pisum sativum) em Brasilia-DF.
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3.3  Teste de Patogenicidade dos Isolados Obtidos de Ervilha e Desmodium

Ensaios de patogenicidade dos isolados de campo foram realizados em casa de
vegetacdo inoculando (via contato folha-a-folha) 20 mudas dos acessos de P. sativum (‘Triofin’
e ‘Kodama’) previamente reportados como resistentes a essa doenga. Sintomas idénticos aos
observados em condic6es de campo foram observados em plantas inoculadas 10-15 dias ap6s a
inoculagéo. De acordo com as analises de marcadores moleculares, ‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’ (duas
fontes previamente reportadas como resistentes, mas que apresentaram respostas suscetiveis
nos ensaios de campo) possuem os marcadores moleculares associados com os genes erl e Er3,
mas ndo o gene er2 (VER CAPITULO 2). Estes resultados também indicam a presenca de
isolados fungicos com perfil de viruléncia distinto daqueles prevalentes em décadas anteriores
no Brasil Central, podendo infectar, de maneira eficiente, cultivares contendo os genes de
resisténcia erl e Er3. Um dos isolados de E. pisi estudados foi obtido da planta daninha
Desmodium incanum e foi capaz de também infectar as duas cultivares de ervilha. Desta forma,

essa planta € uma hospedeira alternativa do oidio da ervilha nas condic@es brasileiras.

4. DISCUSSAO

A identificacdo e caracterizacdo de patdgenos fungicos sdo cruciais para a
desenvolvimento de estratégia eficazes para a incorporacdo de fatores de resisténcia no
melhoramento genético. Os métodos morfologicos e moleculares de diagnose utilizados na
deteccdo de plantas sintomaticas confirmaram a infeccé@o por isolados de Erysiphe pisi D.C. de
acessos de P. sativum (‘Triofin’ e ‘Kodama’) previamente reportados como resistentes a essa
doenca (GIORDANO & REIFSCHNEIDER, 1984; SANTOS et al., 1991). Esses resultados
confirmar oidio da ervilha nas condi¢es de campo no Distrito Federal € uma causada por
isolados de E. pisi. Taxas de incidéncias de E. pisi relativamente altas foram verificadas para a
maioria das cultivares estudadas nos anos de 2017 e 2018. A severidade variou em funcédo do
material genético (VER CAPITULO 1).

De acordo com as analises de marcadores moleculares (VER CAPITULO 2),
‘Triofin’ e ‘Kodama’ (reportadas como resistentes, mas que apresentaram respostas suscetiveis
nos ensaios de campo em 2017) possuem os marcadores moleculares associados com 0s genes
erle Er3, mas ndo o gene er2. Ou seja, esses fatores de resisténcia foram, muito provavelmente,

“quebrados” pela populacao de isolados de E. pisi presentes em condic¢des naturais no Brasil
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Central. Estudos conduzidos com o objetivo de avaliar a reacdo de diferentes populagdes de
ervilha ao oidio, entre elas a cultivar Triofin foi considerada uma das melhores fontes de
resistencia a essa doenga em ensaios conduzidos em Brasilia—DF (MARQUES, 1993). Esses
resultados indicam a potencial presenca de variantes desse patégeno que apresentam um perfil
de viruléncia distinto daqueles prevalentes em décadas anteriores no Brasil Central
(GIORDANO & REIFSCHNEIDER, 1984; SANTOS et al., 1991; MARQUES, 1993),
podendo infectar, de maneira eficiente, cultivares contendo os genes de resisténcia erl e Er3.

Nesse estudo, também foi possivel observar ocorréncia de E. pisi em plantas
daninhas como (Desmodium incanum). As plantas daninhas associadas a cultura podem
funcionar como reservatério constante de fonte de indculo de oidio, dessa forma pode ocorrer
infeccdo nos primeiros dias apds emergéncia das plantulas. O conhecimento de possiveis
hospedeiros alternativos também é de grande importancia para realizar uma boa estratégia de
controle do fungo, sendo que relatos na india indicam a presenca E. pisi e E. trifoliorum em
trevo branco, ao lado de campos de producdes de ervilha (BAISWAR et al., 2015). Recomenda-
se, portanto, utilizar materiais genéticos resistentes ou tolerantes, eliminar plantas doentes no
inicio da epidemia e eliminar plantas hospedeiras alternativas tais como D. incanum.

Como conclusdo, estudos da filogenia empregando a informacéo de sequéncia da regido
gendmica rDNA-ITS revelaram que os isolados capazes de “quebrar” a resisténcia das
cultivares ‘Triofin’ ¢ ‘Kodama’ (portadoras de uma combinagdo dos genes erl + Er3) sdo todos
classificados como pertentecentes a espécie E. pisi. Esses resultados indicam uma atual
predominancia de variantes desse patogeno contendo um perfil de de genes de viruléncia
distinto das populacbes fangicas observadas em décadas anteriores no Brasil Central. Os
resultados apresentados aqui fornecem novas informacGes sobre o perfil de virulencia de
isolados de E. pisi, que podem, muito provavelmente, estar representando novas racas
fisiologicas deste patdgeno. Além disso, a superacdo dos fatores de resisténcia erl e Er3 por
esses isolados representa uma preocupacdo adicional para os programas de melhoramento
genético da ervilha no Brasil. Neste cenario, a busca por novas fontes de resisténcia € uma acao

de pesquisa recomendada para essa regido geografica.
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4 CONCLUSOES

1. Os estudos morfologicos e moleculares indicaram que os isolados obtidos em
condi¢Bes de campo no Distrito Federal pertencem a espécie Erysiphe pisi D.C.

2. Um dos isolados de E. pisi estudados foi obtido da planta daninha Desmodium
incanum e foi capaz de infectar ervilha. Desta forma, essa planta é uma hospedeira
alternativa do oidio da ervilha nas condi¢des brasileiras.
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A cultura da ervilha (Pisum sativum L.) apresenta grande importancia econémica no
Brasil. O oidio (causado por espécies do género Erysiphe) é uma das principais doencas que
acometem a cultura tanto nas condi¢fes do Brasil quanto a nivel mundial. No presente estudo,
uma colecdo de germoplasma de ervilha foi avaliada para reagdo ao oidio em condicOes de
indculo natural em 2017, na Embrapa Hortalicas, Brasilia—DF, Brasil. As plantas de 145 acessos
de P. sativum foram classificadas para a reacao ao oidio empregando uma escala visual de notas
de 1 a 5. Foram também avaliadas as seguintes caracteristicas: (1) tempo para o inicio do
florescimento; (2) altura das plantas; (3) tipo de folha; (4) cor da flor; (5) rendimento de gréos;
(6) numero final de plantas (stand); (7) dias até o florescimento e (8) durac&o do florescimento.
O acesso CNPH-144 (= MK 13) de ervilha de vagens comestiveis apresentou os mais elevados
niveis de resisténcia ao agente causal do oidio (Erysiphe sp.). Um resultado atipico foi a reacéo
de suscetibilidade de acessos previamente identificados como resistentes na regido do Brasil
Central tais como ‘Triofin’, ‘Luiza’, ‘Vigosa’, ‘Marina’, ‘Maria’ ¢ ‘Kodama’. De fato, nenhum
acesso de ervilha destinado a industria apresentou niveis elevados de resisténcia ao oidio. Neste
contexto, seria de interesse para o melhoramento da ervilha para enlatamento e colheita verde
iniciar cruzamentos envolvendo o acesso de ervilha de vagens comestiveis (CNPH-144 = MK
13) visando incorporar o(s) fator(es) de resisténcia desse material nesse grupo morfo-
agrondmico. Marcadores moleculares ligados aos trés genes/loci de resisténcia aos agentes
causais do oidio da ervilha (erl, er2 & Er3) tém sido utilizados para ‘piramidizar’ estes fatores
em diferentes materiais genéticos. No entanto, estes marcadores ndo foram ainda validados nas
condices brasileiras. No presente trabalho, um subgrupo de 20 acessos do banco de
germoplasma de ervilha (apresentando respostas contrastantes ao oidio) foi avaliado com um
painel de marcadores moleculares (dois RAPDs e quatro SCARs) ligados aos loci de resisténcia
erl, er2 & Er3. Os resultados indicaram que as cultivares Triofin’, e ‘Kodama’ possuem
marcadores ligados aos genes erl & Er3, mas ndo apresentam o gene er2. Por sua vez, 0 acesso
MK13 apresenta uma combinacdo de dois genes de resisténcia (erl & er2). Os resultados
indicaram que, no presente estudo, 0s acessos apresentando 0s maiores niveis de resisténcia
foram aqueles portadores do gene recessivo er2. Os resultados dos CAPITULOS 1 & 2
indicaram a potencial presenca de isolados fungicos com um perfil de viruléncia distinto dos
predominantes em décadas anteriores. Os fungos descritos causando o oidio da ervilha séo

ascomicetos do género Erysiphe, sendo que Erysiphe pisi é a principal espécie fangica
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associada com essa doenca no mundo. Os genes de resisténcia ao oidio descritos até 0 momento
em ervilha (erl, er2 & Er3) tém se mostrado, com algumas poucas excecoes, eficazes contra
grande parte dos isolados de E. pisi. No entanto, isolados de E. pisi e de outras espécies de
Erysiphe, com perfil de viruléncia diferenciado estdo amplamente distribuidos em outras partes
mundo. Neste contexto, foram conduzidos no presente trabalho estudos (ainda inéditos no
Brasil) de caracterizacdo morfométrica e molecular de isolados do(s) agente(s) causa(is) do
oidio em ervilha. Estas analises indicaram que os isolados obtidos em condi¢des de campo no
Distrito Federal pertencem a espécie Erysiphe pisi D.C. Um dos isolados de E. pisi estudados
foi obtido da planta daninha Desmodium incanum e foi capaz de também infectar acessos de P.
sativum (‘Triofin” e ‘Kodama’). Desta forma, D. incanum é uma nova hospedeira alternativa
do oidio da ervilha se constituindo no primeiro relato no Brasil e, muito provavelmente, no
mundo. Estes resultados também indicaram a presenca de isolados capazes de induzir severos
sintomas de oidio em acessos de P. sativum ‘Triofin” ¢ ‘Kodama’ (ambos contendo uma
combinacgdo dos genes erl & Er3). Estes acessos haviam sido previamente reportados como
resistentes a essa doenca no Brasil. Em concluséo, as informacdes obtidas no presente estudo
representam um importante avango no conhecimento do oidio da ervilha nas condicGes
brasileiras e poderdo servir de base para o planejamento dos programas de melhoramento
genético da ervilha visando o desenvolvimento de cultivares com resisténcia mais estavel e

duradoura a essa doenca.
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