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RESUMO GERAL

A existéncia de variabilidade genética no género Capsicum tem
permitido controlar com eficiéncia as doengas causadas pelo complexo
potyvirus, que podem ser controladas por pelo menos um dos locos génicos da
série pvr descritos na literatura. Desses, apenas Pvr4 e Pvr7 tém heranca
monogénica dominante e localizam-se no cromossomo 10 do pimentdo a 2 cM
de distancia um do outro. O loco Pvr4 esta associado a um marcador tipo CAPS
codominante, cuja banda de 444 pb é associada ao alelo de resisténcia e a banda
de 458 pb ao alelo de suscetibilidade. O objetivo deste trabalho foi determinar se
a resisténcia ao Pepper yellow mosaic virus (PepYMYV), encontrada em
gen6tipos de pimentdo ndo associados ao marcador Pvr4 € alélica ao mesmo. As
avaliacdes da resisténcia dos gendtipos ao PepYMV foram realizadas em casa
de vegetacdo na area experimental da empresa HortiAgro Sementes SA e 0s
trabalhos de laboratério foram realizados na Universidade Federal de Lavras.
Foram utilizados os genétipos: Myr-29-10 (P1) resistente ao PepYMV e
portador do alelo de resisténcia Pvr4 (associado a banda de 444 pb); PIM-025
(P2) resistente ao PepYMV (com padrdo de banda 458 pb); F1 (P1 x P2) (com
duas bandas, uma de 444 pb e outra de 458 pb); F2 (P1 x P2); RC1(P1)={[F1
(P1 x P2)] x P1}; RC1(P2)={[F1 (P1 x P2)] x P2}; Magali-R; Konan-R;
Mallorca; Criollo de Morelos 'CM- 334-UFV'; Criollo de Morelos 'CM-334-
INRA'; PIM-HE-133; PIM-013 e lkeda. Através da segregacdo na geracdo F2,
foi possivel inferir que a resisténcia de genotipos nao associados a este marcador

e que apresentam padrdo de banda Pvra*/Pvr4™ ¢ devida a um gene diferente
daqueles descritos na literatura até o presente momento.

Palavras-chave: Capsicum annuum. Potyvirus. PepYMV. Resisténcia. Pvr.



GENERAL ABSTRACT

Genetic variability in Capsicum has been exploited to control virus plant
diseases caused by potyvirus complex, which can be imparted by at least one of
the pvr genes described in literature. Among these described genes, only Pvr4
and Pvr7, both closely linked on Capsicum chromosome 10, have dominant
monogenic inheritance. The Pvr4 gene is linked to a codominant marker, for
which the resistant allele is associated to the 444 pb band pattern and the
susceptible allele is associated to the 458 pb band pattern. The objective of this
research was to determine if the resistance found in pepper genotypes, and
which are not associated to the CAPS marker Pvr4, is allelic to this gene.
Genotypes resistance to PepYMYV were evaluated in a greenhouse at HortiAgro
Sementes SA, located in ljaci, Minas Gerais, Brazil. Genotyping was done in the
Molecular Genetics Lab, of the Biology Department at the Universidade Federal
de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil. The genotypes used in this trial were
the following: Myr-29-10, carrying Pvr4 gene (P1 with a band pattern of 444
pb); PIM-025 (P2 with a band pattern of 458 pb); F1 (P1 x P2); F2 (P1 x P2);
BCL1(P1) ={[F1 (P1 xP2)]x P1}; BC1(P2) ={[ F1 (P1 x P2)] x P2}; Magali-
R; Konan-R; Mallorca; Criollo de Morelos 'CM-334-UFV'; Criollo de Morelos
'CM-334-INRA"; PIM-HE-133; PIM-013 and Ikeda. From the F2 generation and
its segregation, the results indicated that the resistance found in the genotype
PIM-025 is not associated with the Pvr4 marker, and the presence of band
pattern Pvrd+/Pvrd+ is due a different gene from those described in the
literature so far.

Keywords: Capsicum annuum. Potyvirus. PepYMV. Resistence. Pvr.
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PRIMEIRAPARTE

1 INTRODUCAO

O potyvirus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) causador do
mosaico amarelo do pimentdo tem ocorréncia natural na maioria das regides
produtoras de pimentdo do Brasil e causa grandes perdas na cultura,
caracterizando-se como um entrave ao aumento da produgdo (NOGUEIRA et
al., 2012).

A principal forma de controle do PepYMV é a resisténcia genética
(BENTO et al.,, 2013), que apresenta vantagens econdmicas e ecoldgicas
(GONCALVES etal., 2013; REVERS; NICAISE, 2014).

A existéncia de variabilidade genética no género Capsicum tem
permitido controlar com eficiéncia, via resisténcia genética, as doencgas virdticas
causadas pelo complexo potyvirus. Fontes de resisténcia tém-se mostrado
eficientes e duradouras em condicBes de inoculacdo artificial e em nivel de
campo (CARANTA; THABUIS; PALLOIX, 1999; ECHER; COSTA, 2002;
NOGUEIRA etal., 2012).

A resisténcia as potyviroses no pimentdo pode ser controlada por pelo
menos um dos locos génicos da série pvr, 0s quais 0s autores denominaram:
pvrl; pvr2; pvr3; Pvrd; pvr5; pvr6 e Pvr7 (CARANTA; THABUIS; PALLOIX,
1999; GRUBE; RADWANSKI; JAHN, 2000; NOGUEIRA et al., 2012;
PARRELLA etal., 2002). Com excecéo do alelo pvr3, todos os demais alelos da
série pvr estdo associados a um ou mais marcadores moleculares (CARANTA;
THABUIS; PALLOIX, 1999).

Em Capsicum annuum L. “Serrano Criollo de Morelos-334”, foi
identificado mais um gene cuja heranca é monogénica e recessiva, o qual foi
denominado pvr8 (ARNEDO-ANDRES; LUIS-ARTEAGA; GIL-ORTEGA,
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2006), de acordo com a nomenclatura proposta por Kyle e Palloix (1997). Em
um estudo recente foi identificado um outro gene de resisténcia ao Pepper
mottle virus (PepMoV), uma espécie de potyvirus, em Capsicum annuum cv.
Floral Gem (EUA), localizado no cromossomo 6, o qual foi denominado Pvr9
(TRAN etal., 2015).

Pvrd e Pvr7 tém heranga monogénica dominante e conferem resisténcia
a todos os patétipos das espécies conhecidas e testadas (ARNEDO-ANDRES et
al., 2002; CARANTA; THABUIS; PALLOIX, 1999; NOGUEIRA et al., 2012).
Os locos Pvr4 e Pvr7 foram ambos mapeados no cromossomo 10 do pimentédo,
entretanto sdo oriundos de espécies diferentes (GRUBE et al., 2000).

No Brasil, varias fontes de resisténcia de amplo espectro a estirpe
comum de PVY e a PepYMV tém sido identificadas, entre elas as resisténcias
encontradas no acesso CM-334 e em algumas linhagens e hibridos comerciais, e
nas cultivares de polinizacdo aberta Myr-29 e Myr-10 (ECHER; COSTA, 2002).
O acesso CM-334-UFV (‘Criollo de Morelos-334', proveniente da Universidade
Federal de Vigosa) distingue-se do CM-334-INRA (‘Criollo de Morelos-334',
proveniente do Institut National de La Recherche Agronomique); embora ambos
0S acessos sejam resistentes ao PepYMV, apenas em CM-334- INRA a
resisténcia foi associada a banda de 444 pb (Pvr4/Pvrd). E possivel que, no
acesso CM-334-UFV, o alelo Pvr4d ndo esteja associado a banda de 444 pb ou
mesmo gue sua resisténcia ao PepYMYV seja controlada por outro gene que ndo o
Pvr4 (NOGUEIRA etal., 2012).

O gendtipo Myr-29-10 é resistente ao PepYMV e estd associado ao
mesmo marcador tipo CAPS codominante presente em CM-334-INRA, que esta

a2,1+0,8 cM do alelo Pvr4 e gera bandas de 458pb nos genétipos suscetiveis

(Pvr4d*/Pvrd™) e 444 pb nos resistentes (Pvr4/Pvr4). A linhagem PIM-025 ndo
apresenta a banda de 444 pb, associada ao alelo Pvrd, embora seja resistente ao

PepYMV. E possivel que esta resisténcia seja originaria do acesso CM-334-
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UFV, e ndo do 'CM-334' de Caranta, Thabuis e Palloix (1999), mas a real fonte
da resisténcia de PIM-025 ndo é divulgada (NOGUEIRA et al., 2012).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de determinar se a
resisténcia encontrada em PIM-025 (onde a banda de 444 pb do marcador CAPS
esta ausente) é alélica a encontrada em Myr-29-10 (onde a banda de 444 pb

associada ao alelo Pvr4 esta presente).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura do pimentao

O pimentéo e as pimentas pertencem a familia Solanaceae e ao género
Capsicum, que € originario das regides tropicais e subtropicais da América
(BENTO et al., 2013; MO et al., 2015). Um estudo recente aponta o México
como possivel centro de origem da espécie Capsicum annuum L. (KRAFT et al.,
2014). Ap6s o processo de domesticagdo, os pimentdes e pimentas foram
levados para a Europa, e posteriormente difundidos por todo mundo (ARACELI
etal., 2009; BENTO etal., 2013).

O género Capsicum possui cerca de 31 espécies, das quais cinco sao
mais amplamente cultivadas: C. annuum, C. frutescens, C.chinense, C. baccatum
e C. pubescens (DI DATO et al., 2015a). Dessas cinco espécies, Capsicum
annuum L (2n=24) é a mais cultivada do género (KRAFT etal., 2014; MO et al.,
2015).

Dentre as hortalicas cultivadas no Brasil, 0 pimentdo estd entre as
principais (GOMIDE; MALUF; GOMES, 2003; RUFINO; PENTEADO, 2006),
sendo a terceira solandcea mais cultivada, superada apenas pelo tomate e pela
batata.

O Brasil é considerado um dos centros de diversidade do género
Capsicum, especialmente as regifes de Mata Atlantica. Além disso, no Brasil,
este género possui grande importancia econémica e cultural uma vez que 0s
frutos sdo utilizados no preparo de pratos tipicos, compreendendo os pimentdes,
as pimentas doces para paprica, as pimentas picantes, além de variedades
ornamentais (SUDRE et al., 2010).

No pais, o pimentdo é em grande parte consumido verde, imaturo (70%).

Em menor escala (30%), é consumido também no estagio de frutos maduros
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(SEDIYAMA; VIDIGAL; JACOB, 2014) (vermelhos ou amarelos, dependendo
da cultivar). A area cultivada com pimentdo anualmente no pais € cerca de
13.000 hectares, com producdo aproximada de 290 mil toneladas
(MARQUELLLI; SILVA, 2012). O pimentdo é cultivado em todos os estados,
concentrando-se nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (CARVALHO, 2013).

Em 2012, o Estado de S&o Paulo produziu 65.637,27 toneladas e a area
cultivada foi de 2.276,78 hectares, alcancando uma produtividade média de
28,83 toneladas por hectare (CARVALHO, 2013). No ano de 2013, o Estado de
S&o Paulo produziu 52.545 toneladas de pimentdo (AGRIANUAL, 2013).

Nos Gltimos anos, tem sido observado um aumento significativo na
producdo de pimentdo, principalmente apés a utilizagdo de cultivares hibridas
(CARVALHO, 2013; GOMIDE; MALUF; GOMES, 2008). As principais
vantagens de utilizar hibridos F1 sdo a heterose, que costuma ser pronunciada
em pimentdo e a maior resisténcia dos hibridos a doencas em decorréncia da
natureza dominante dos genes que controlam essas resisténcias (CARVALHO,
2013).

2.2 Melhoramento genético de pimentéo

O pimentdo comegou a ser cultivado no Brasil em escala comercial
provavelmente a partir da década de 20. As primeiras cultivares plantadas
tinham frutos de formato cOnico e eram supostamente de origem espanhola
(CARVALHO, 2013; SILVA, 2002).

Estas cultivares com frutos de formato cénico foram intensamente
utilizadas entre os anos de 1920 e 1950, e se espalharam para as regifes de Sao
Paulo e para a Baixada Fluminense. Os produtores provavelmente fizeram
selecdes nessas populagdes iniciais, originando cultivares de polinizagdo aberta

como Moura, Avelar, Casca Dura, lkeda, entre outras, que predominaram em
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plantios comerciais de pimentdo no pais (CARVALHO, 2013; ECHER;
COSTA, 2002).

O primeiro programa de melhoramento de pimentdo foi implantado no
inicio da década de 60, sob coordenacdo do pesquisador Hiroshi Nagai, no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), visando localizar fontes de resisténcia
ao Potato virus Y, o potyvirus causador da principal doenca da época (ECHER;
COSTA, 2002), bem como combinar essa resisténcia com caracteristicas
desejaveis de outras cultivares e prevenir a "quebra" da resisténcia através da
caracterizacdo de estirpes do patégeno e de gendtipos que conferissem
resisténcia.

Através de cruzamentos seguidos de selecdes para resisténcia a estirpes
de PVY, H. Nagai lancou a série Agrondémico, da qual a cultivar Agronémico
10G passou a ser, durante muitos anos (até meados da década de 80), a principal
cultivar no Sul do pais. Nessa mesma década, foram registrados em plantacGes
comerciais nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, surtos de uma nova estirpe
de potyvirus infectando as cultivares de pimentdo resistentes ao PVY (ECHER;

COSTA, 2002). Essa nova estirpe, capaz de vencer as fontes de resisténcia até

entdo utilizadas, foi primeiramente denominada de PvyMe ¢ hoje considerada
como uma nova espécie, conhecida como Pepper yellow mosaic virus
(PepYMYV) (INOUE-NAGATA et al., 2002). Desde entdo, 0 mosaico amarelo do
pimentdo passou a ser reconhecido como a principal virose nos polos de
producéo, prejudicando lavouras com cultivares suscetiveis.

Até o fim da década de 80 as cultivares utilizadas pelos produtores, além
de serem suscetiveis ao PepYMV (ECHER; COSTA, 2002), foram
desenvolvidas em paises de clima temperado e eram adaptadas as condigdes
brasileiras apenas para o cultivo protegido, Unica situacdo em que estas
apresentavam desempenho superior as cultivares de polinizacdo aberta
(LORENTZ etal., 2005).
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Somente nos anos 1990 é que surgiram os primeiros hibridos comerciais
de pimentdo, desenvolvidos em condigbes brasileiras, com a introducdo e
fixacdo de novos padrbes heteréticos nos programas de melhoramento genético
das empresas privadas, e posteriormente também incorporando resisténcias a
doencas, como as viroses causadas por potyvirus (NOGUEIRA, 2010).

Atualmente, em sua maioria, os programas de melhoramento tém-se
dedicado a obtencdo de hibridos que aliam produtividade a resisténcia maltipla a
doencas (CARVALHO, 2013), visto que estas — em especial as causadas por
potyvirus - sdo o principal entrave para a produtividade de Capsicum spp (DI
DATO etal., 2015).

2.3 Potyviroses

Os potyvirus constituem um dos grupos mais numerosos de fitovirus,
atingindo uma ampla gama de hospedeiros com mais de 30% das espécies de
virus descritos (CHUNG et al., 2008). As espécies virais classificadas neste
género sdo capazes de infectar mais de 2000 espécies de plantas (FAUQUET et
al., 2005), e afetam severamente a producdo de culturas economicamente
importantes, especialmente aquelas pertencentes a familia das Solanaceae (KIM
etal., 2015).

As potyviroses podem ser transmitidas por uma ou mais espécies de
afideos (modo ndo persistente), mecanicamente e via enxertia. Alguns virus
também podem ser transmitidos via sementes; no entanto, em espécies do género
Capsicum, este fato ndo tem sido conclusivamente provado (LOEBENSTEIN;
KATIS, 2014).

H& no minimo 11 espécies diferentes de potyvirus que causam doengas
em pimentas e pimentfes em diferentes partes do mundo (LOEBENSTEIN;
KATIS, 2014).
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Todos os potyvirus formam corpos de inclusdes cilindricas no
citoplasma de células infectadas, também denominadas “cata-ventos”, sendo esta
uma caracteristica relevante para identificacdo de espécies pertencentes a familia

Potyviridae. Estes virus possuem particulas alongadas, flexuosas e
genoma composto por uma Unica molécula de RNA de fita simples, de sentido
positivo, com aproximadamente 10.000 nucleotideos. O RNA viral possui uma
proteina de origem viral denominada VPg, ligada covalentemente a extremidade
5’ e uma cauda poli-A localizada na extremidade 3’ sendo envolto por
aproximadamente 2.200 cOpias de uma proteina capsidial (KING et al., 2011).

A proteina capsidial é importante para o desenvolvimento da infeccdo
viral, pois esta relacionada aos movimentos célula-a-célula, a longa distancia e
na replicagdo viral. Na regido N-terminal estd localizada uma sequéncia de
aminoacidos altamente conservada entre os potyvirus transmitidos por afideos.
Mutacbes de aminodcidos nesta sequéncia ou mudancas em &reas préximas
resultam na perda ou na reducdo da transmissdo dos virus pelos afideos (KING
etal., 2011).

Os sintomas ocasionados por estes virus variam de acordo com a
espécie, com a estirpe, com o genétipo do hospedeiro e com as condigGes
ambientais, variando desde infeccdo latente seguida ou ndo por deformacdo
foliar, até necrose pronunciada das folhas e do caule, que pode culminar com a
morte da planta (MURPHY, 2002).

2.4 Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)

Na década de 1980, uma nova estirpe de virus primeiramente
denominada PVY"™ (NAGAI, 1983) foi identificada em plantaces comerciais de
pimentdo em Sdo Paulo e Minas Gerais, infectando as cultivares entdo
resistentes: Agrondmico 10G, Magda, Margareth e Ikeda (ECHER; COSTA,
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2002). Inoue-Nagata et al. (2002) verificaram que se tratava de uma nova
espécie de potyvirus pela clonagem e andlise da sequéncia da capa proteica do
virus que revelou uma proteina de 278 aminoacidos com identidade de 77,4%
com a capa proteica do Pepper severe mosaic virus, a espécie mais relacionada
do género. Em funcdo desses resultados, 0s autores propuseram um novo nome
para o virus - “Pepper yellow mosaic virus” (PepYMV).

A espécie PepYMV, causadora da principal doenca virética de pimentdo
no Brasil (BENTO etal., 2013; ECHER; COSTA, 2002), € de ocorréncia natural
nas regides produtoras do pais (LOEBENSTEIN; KATIS, 2014), provocando a
doenca conhecida vulgarmente como mosaico amarelo do pimentdo. No Estado
do Espirito Santo, essa espécie também foi relatada infectando plantas de
tomates em plantios comerciais (MACIEL-ZAMBOLIM et al., 2004).

Os sintomas ocasionados pela infeccdo pelo PepYMV em pimentéo
incluem o enrolamento das folhas, desenvolvimento de mosaico verde-
amarelado, nanismo das plantas e deformacdo dos frutos (BENTO et al., 2013;
GONCALVES etal., 2013).

Atualmente, 0 genoma do PepYMYV ja foi completamente sequenciado.
Em um estudo realizado por Lucinda et al. (2012), foi constatado que a
sequéncia do virus possui 9.745 nucleotideos, desconsiderando a cauda poli-A.
Além disso, a espécie PepYMV possui uma similaridade de 63.84% com o
Pepper mottle virus (PepMoV), seguido pelo Verbena virus Y (VVY, 62.11%),
Potato virus Y (PVY, 62.07%) e Peru tomato mosaic virus (PTV, 62.00%).

2.5 Melhoramento genético visando resisténcia ao PepYMV
Variabialidade genética é o requisito basico para se ter sucesso em

qualquer programa de melhoramento genético (HASAN et al., 2015). A

existéncia de variabilidade genética no género Capsicum tem permitido
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controlar com eficiéncia, via resisténcia genética, as doencas viréticas causadas
pelo complexo potyvirus (NOGUEIRA etal., 2012).

Fontes de resisténcia tém se mostrado eficientes e duradouras em
condi¢Oes de inoculacdo artificial e em nivel de campo para o controle do
PepYMV (CARANTA; THABUIS; PALLOIX, 1999; ECHER; COSTA, 2002).

Em Capsicum spp, as primeiras fontes de resisténcia ao PepYMV foram
encontradas em C. annuum, “Criollo de Morelos” e C. chinense Pl 159236.
Outras fontes de resisténcia foram identificadas em C. chinense e C. baccatum
var. pendulum (BENTO et al., 2009). Apesar da identificacdo de resisténcia em
diferentes espécies do género Capsicum, os mecanismos envolvidos nesta
resisténcia ainda ndo sdo bem elucidados (GONCALVES etal., 2013).

A resisténcia a potyvirus no pimentdo pode ser controlada por pelo
menos um dos locos génicos da série pvr, 0s quais os autores denominaram:
pvrl; pvr2; pvr3; Pvrd; pvr5; pvr6 e Pvr7 (CARANTA; THABUIS; PALLOIX,
1999; GRUBE et al., 2000; NOGUEIRA etal., 2012; PARRELLA etal., 2002).

Em sua maioria, esses genes conferem resisténcia a duas ou mais
espécies de potyvirus. Com excecdo do loco pvr3, todos os demais da série pvr
estdo associados a um ou mais marcadores moleculares descritos (CARANTA,
THABUIS; PALLOIX, 1999).

Em Capsicum annuum L. “Serrano Criollo de Morelos-334”, foi
identificado mais um gene cuja heranca é monogénica e recessiva, o qual foi
denominado pvr8 (ARNEDO-ANDRES; LUIS-ARTEAGA; GIL-ORTEGA,
2006), de acordo com a nomenclatura proposta por Kyle e Palloix (1997). O
gene pvr8 confere resisténcia ao potyvirus Potato virus Y (PVY) (ARNEDO-
ANDRES; LUIS-ARTEAGA; GIL-ORTEGA, 2006).

Em um estudo recente foi identificado mais um gene de resisténcia ao

Pepper mottle virus (PepMoV), uma outra espécie de potyvirus, em Capsicum
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annuum cv. Floral Gem (EUA). Este gene, localizado no cromossomo 6, foi
denominado Pvr9 (TRAN etal., 2015).

Os alelos dominantes dos genes Pvr4 e Pvr7 conferem resisténcia a
todos os patétipos das espécies conhecidas e testadas (ARNEDO-ANDRES et
al., 2002; CARANTA; THABUIS; PALLOIX, 1999). Estes dois genes foram
mapeados no cromossomo 10 do pimentdo a uma distancia de 2 ¢ctM um do outro
(GRUBE et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2012). Entretanto, Pvr4 é originado de
C. annuum, acesso CM-334 (Criollo de Morelos-334) e Pvr7 de C. chinense,
acesso ‘P1159236° (GRUBE etal., 2000).

Genes recessivos fornecem uma resisténcia passiva. A multiplicacdo do
virus é comprometida pela incompatibilidade da interacdo entre o virus e 0s
fatores do hospedeiro, que na sua maioria sdo variantes de fatores de iniciagédo
da traducdo em eucariotos (elf4E) (TRAN et al., 2015). Este fator de iniciacdo
da traducdo (elf4E) do hospedeiro é o fator necessario para multiplicagdo do
potyvirus dentro do hospedeiro, e a proteina VPg (Viral protein genome-linked)
é o fator viral que interage diretamente com a elF4E, promovendo a
multiplicacdo do potyvirus (DIAZ-PENDON et al., 2004). Em contrapartida,
genes dominantes conferem uma resisténcia ativa através da codificacdo de
proteinas de resisténcia que reconhecem os efetores do patdgeno, ou seja, 0s
fatores de aviruléncia. Estes genes de resisténcia codificam proteinas que
possuem um sitio de ligacdo de nucleotideos (NBS) e uma regido repetitiva rica
em leucina (LRR). O NBS compreende um “bolso” de liga¢do de nucleotideos
capaz de ligar e hidrolizar ATP, e é responsavel por sinalizar respostas de
resisténcia, e a LRR estd envolvida no reconhecimento do fator de aviruléncia
(TRAN etal., 2015).

No Brasil, varias fontes de resisténcia de amplo espectro a estirpe
comum de PVY e a PepYMV tém sido identificadas, entre elas as resisténcias

encontradas no acesso CM-334, e em algumas linhagens e hibridos comerciais, e
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nas cultivares de polinizacéo aberta Myr-29 e Myr-10 (ECHER; COSTA, 2002).
O gendtipo Myr-29-10 é resistente ao PepYMYV, e esta associado a um marcador
tipo CAPS codominante que estd a 2,1 + 0,8 ¢cM do loco Pvr4 e gera bandas de
458pb nos genotipos suscetiveis (Pvrd*/Pvrd®) e 444 pb para os resistentes
(Pvrd/Pvr4) (NOGUEIRA et al., 2012).

O acesso CM-334 cedido pela empresa Sakata Sudamerica, proveniente
da Universidade Federal de Vicosa (CM-334-UFV) distingue-se do CM-334
cedido por Carole Caranta proveniente do Institut National de La Recherche
Agronomique (CM-334-INRA). Embora ambos o0s acessos tenham sido
resistentes ao PepYMV, apenas em CM-334-INRA a resisténcia foi associada a
banda de 444 pb (Pvr4/Pvr4d) (NOGUEIRA etal., 2012).

A linhagem PIM-025 ndo apresenta a banda de 444 pb, associada ao
alelo Pvr4, embora seja resistente ao PepYMV. E possivel que esta resisténcia
seja originaria do acesso CM-334-UFV, e ndo do 'CM-334' de Caranta, Thabuis
e Palloix (1999) (NOGUEIRA et al., 2012), mas a real fonte de resisténcia de
PIM-025 ndo é divulgada.

E possivel que a resisténcia de PIM-025 seja conferida pelo proprio
Pvr4, obtido a partir de uma introducdo onde a banda CAPS de 444 pb ndo
esteja a ele associada, como (possivelmente) em CM-334-UFV. Por outro lado, é
também possivel que ela seja conferida por outro alelo de resisténcia com agéo
génica dominante (dada a reacdo de resisténcia do Fi1, segundo Nogueira et al.

(2012), seja ele Pvr7, Pvr9, ou outro ainda ndo relatado na literatura.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

A cultura do pimentdo possui grande importancia econdémica, sendo a
terceira solanacea mais consumida no Brasil. Avancos na melhoria dos sistemas
produtivos da cultura assim como a utilizagdo de cultivares hibridas tém
contribuido para o aumento na produgdo nacional. No entanto, problemas
fitossanitarios tém sido o principal entrave a um aumento expressivo da
produtividade. Dentre os problemas fitossanitarios os virus pertencentes ao
género potyvirus ocupam lugar de destaque. O mosaico amarelo do pimentéo
causado pelo PepYMV pode ser transmitido por afideos, mecanicamente e via
enxertia. A forma de controle mais eficiente consiste na utilizacdo de gen6tipos
resistentes.

A presenca de variabilidade genética no género Capsicum tem permitido
encontrar e introduzir resisténcia a esse patégeno em cultivares e isto tem sido
feito em programas de melhoramento de pimentdo. Apesar de haver varios genes
que conferem resisténcia ao PepYMV descritos na literatura, apenas dois da
série pvr - Pvrd e Pvr7 - tém heranca monogénica dominante. Ambos 0s genes
foram mapeados no cromossomo 10 do pimentdo e estdo localizados a uma
distancia de 2 cm um do outro. O gene Pvr4 est4 associado a um marcador tipo
CAPS codominante (2,1 + 0,8 cM).

Através do cruzamento entre dois genotipos resistentes ao PepYMV
‘Myr-29-10" (onde a banda de 444 pb associada ao alelo Pvr4 esta presente), e
‘PIM-025’ (onde a banda de 444 pb do marcador CAPS esté4 ausente), buscou-se
identificar se a resisténcia encontrada em PIM-025 é alélica a encontrada em
Myr-29-10.
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RESUMO - A existéncia de variabilidade genética no género
Capsicum tem permitido controlar com eficiéncia as doencas
virGticas causadas pelo complexo potyvirus, que podem ser
controladas por pelo menos um dos locos génicos da série pvr
descritos na literatura. Desses, apenas Pvr4 e Pvr7 tém
heran¢a monogénica dominante, sendo ambos localizados no
cromossomo 10 do pimentdo a 2 cM de distancia um do
outro. O gene Pvr4 esta associado a um marcador tipo CAPS
codominante (2,1 +0,8 cM). O objetivo deste trabalho foi
determinar se a resisténcia ao potyvirus Pepper yellow mosaic
virus (PepYMV), encontrada no gendétipo de pimentdo PIM-
025, sem o marcador Pvr4 ¢ alélica ao mesmo, ou trata-se da
existéncia de outro gene de resisténcia. Através da segregacao
na geracdo F,, foi possivel inferir que a resisténcia do
gendtipo PIM-025 o qual apresenta padrdo de banda 458 pb
(Pvrd®/Pvr4™) é devida a um gene diferente daqueles
descritos na literatura até o presente momento.

Palavras-chave: Capsicum annuum L., PepYMV, genes,
resisténcia.

ABSTRACT- Genetic variability in Capsicum had been
allowing to control potyviruses effectively. Potyvirus
resistance can be promoted by one of the pvr genes already
known. Between these genes, only Pvrd and Pvr7 have
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dominant monogenic inheritance, and are located in
chromosome 10 (2 cM distance) in pepper genome. The Pvr4
gene is linked to a codominant marker (2,1 £0,8 cM). The
objective of this research was to determine if the resistance
present in PIM- 025 genotype, which is not associated to the
CAPS marker Pvr4, is allelic to this gene, or if is another pvr
series gene, indicating the existence of a new gene not
described before. Through the F, segregation, our results
indicated that the genotype resistance is not associated with
Pvr4 marker, and feature susceptible band pattern
(Pvrd®/Pvr4™), is due a different gene from those described
in the literature so far.

Key words: Capsicum annuum L., PepYMYV, genes, resistence.

1 Introducéo

Os pimentdes e pimentas do género Capsicum estdo
entre as espécies olericolas mais importantes ho mundo e
pertecem a familia das Solanaceae (Devran et al. 2015). O
género Capsicum possui cerca de 31 espécies, das quais
apenas cinco sdao amplamente cultivadas: C. annuum, C.
frutescens, C.chinense, C. baccatum e C. pubescens (Di
Dato et al. 2015). Dessas cinco espécies, 0 pimentdo,
Capsicum annuum L. (2n=24) ¢é a mais cultivada (Kraft et
al., 2014; Mo etal., 2015).

Assim como as demais culturas, o pimentdo esta
sujeito ao ataque de muitos patégenos que ocasionam uma
grande perda de produtividade e oneram 0s custos de
producdo. Dentre as doengas viréticas, 0 potyvirus Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV) tem se destacado por causar

grande prejuizo nas lavouras do centro-sul do Brasil (Moulin
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et al., 2014). Hoje, a principal doenca virética na cultura do
pimentdo no Brasil é o mosaico amarelo do pimentdo,
causada por este virus (Lucinda et al., 2012). Os primeiros
relatos da ocorréncia desse patégeno no Brasil ocorreram em
1980 em plantios comerciais de pimentdo nos estados de Sdo
Paulo e Minas Gerais, sendo a estirpe a principio
classificada como PVY" por Nagai (1983). No entanto, em
2001, concluiu-se que se tratava de uma nova espécie de
potyvirus, denominada PepYMV (Inoue- Nagata et al. 2002).

Fontes de resisténcia a este virus tém sido
encontradas em gen6tipos de pimentdo. Atualmente ha uma
ampla diversidade de hibridos resistentes ao PepYMV
disponiveis no mercado, no entanto, ndo se tem conhecimento
do controle da resisténcia em todos estes hibridos. Apesar
dessa grande disponibilidade de hibridos resistentes,
recentemente tem havido relatos de quebra de resisténcia por
novas estirpes do PepYMV (Lucinda et al. 2012).

Os sintomas ocasionados pelo PepYMV em pimentéo
incluem o enrolamento da folhas, desenvolvimento de
mosaico verde-amarelado, nanismo das plantas e deformacéo
dos frutos (Bento et al., 2013; Gongalves et al., 2013).

A principal forma de controle do PepYMV é a
resisténcia genética (Bento et al. 2013), a qual apresenta
vantagens econémicas e ecoldgicas (Gongalves et al., 2013,;
Revers and Nicaise, 2014). Variabilidade genética disponivel
na espécie ou no “gene pool” da espécie a ser melhorada é o
requisito basico para se ter sucesso em qualquer programa de

melhoramento genético (Hasan et al. 2015). A existéncia de
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variabilidade genética no género Capsicum tem permitido
controlar com eficiéncia, via resisténcia genética, as doencas
virGticas causadas pelo complexo potyvirus (Nogueira et al.
2012). A resisténcia a potyvirus no pimentdo pode ser
controlada por pelo menos um dos locos génicos da série pvr,
0s quais os autores denominaram: pvrl; pvr2; pvr3; Pvr4;
pvr5; pvr6 e Pvr7 (Caranta et al., 1999; Grube et al., 2000a;
Parrella et al.,, 2002). Em sua maioria, esses alelos s&o
resistentes a duas ou mais espécies de potyvirus (Nogueira et
al. 2012).

Em Capsicum annuum L. “Serrano Criollo de
Morelos-334”, foi identificado mais um gene de resisténcia a
potyvirus cuja heranca é monogénica e recessiva, o qual foi
denominado pvr8 (Arnedo-Andrés et al. 2006), de acordo
com a nomenclatura proposta por Kyle e Palloix (1997). O
gene pvr8 confere resisténcia ao potyvirus Potato virus Y
(PVY) (Arnedo-Andrés et al. 2006). No entanto, ndo se sabe
se 0 gene pvr8 também confere resisténcia ao PepYMV.

Recentemente foi descrito um novo gene de
resisténcia ao potyvirus Pepper mottle virus (PepMoV),
denominado Pvr9, encontrado em C. annuum cv. Floral
Gem e localizado no cromossomo 6 (Tran et al. 2015). No
entanto, este gene de resisténcia ainda ndo foi testado para
0 PepYMV, visto que até entdo esta espécie s foi relatada
no Brasil (King et al. 2011).

Da série pvr descrita por Grube et al. (2000a), apenas
Pvrd e Pvr7 possuem heranca monogénica dominante. Estes

dois locos estdo localizados no cromossomo 10 de Capsicum
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annuum, a aproximadamente 2 cM de distancia um do outro.

Com excecdo do pvr3, todos os demais alelos da série
pvr estdo associados a um ou mais marcadores moleculares,
seja do tipo RFLP, ou obtidos a partir de cDNA. O alelo
Pvrd, para cuja identificagdo se utilizavam, inicialmente,
marcadores do tipo AFLP (Caranta et al. 1999; Arnedo-
Andrés et al., 2002), foi convertido em marcador PCR com
iniciadores especificos (Parrella et al. 2002). Desenvolvido
por Caranta, Thabuis e Palloix (1999), o marcador PCR com
iniciadores especificos é do tipo CAPS, codominante, e este
marcador esta a 2,1 + 0,8 cM do alelo Pvr4 e gera bandas de
458 pb nos genotipos suscetiveis e 444 pb nos resistentes, o
que constitui uma importante ferramenta para identificacdo e
selecdo em diferentes genoétipos. O gendtipo resistente CM-
334 utilizado nesta identificacdo foi o existente no INRA
(CM- 334-INRA) (Nogueira et al. 2012).

O acesso CM-334-UFV (‘Criollo de Morelos-334',
proveniente da Universidade Federal de Vigosa) distingue-se
do CM-334-INRA ('Criollo de Morelos-334', proveniente do
Institut National de La Recherche Agronomique); embora
ambos 0s acessos sejam resistentes ao PepYMV, apenas em
CM-334- INRA a resisténcia foi associada a banda de 444 pb
(Pvr4/Pvrd) (Nogueira etal. 2012).

O marcador revela a presenca de uma banda de 444
pb, que caracteriza 0s gendtipos homozigotos resistentes
(Pvr4/Pvr4), nas plantas da cultivar Myr- 29 e no acesso CM-
334-INRA. Genotipos suscetiveis como a cultivar comercial

Ikeda apresentam uma banda de 458 pb, caracteristica dos
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gendtipos homozigotos suscetiveis (Pvr4*/Pvr4™). O hibrido
Konan-R apresenta duas bandas, uma de 444 pb e outra de
458 pb, que caracteriza o0 genoétipo resistente heterozigoto
(Pvr4*/Pvr4) (Nogueira et al. 2012).

Alguns geno6tipos resistentes ao PepYMV ndo estdo
associados a banda de 444 pb (Pvr4/Pvr4d), como € o
exemplo do acesso CM-334-UFV e da linhagem PIM-025,
obtida a partir do hibrido comercial Magali-R (Nogueira et
al. 2012). Através do estudo da segregacdo da geracdo F-,
oriunda do cruzamento entre uma linhagem resistente
homozigota Pvr4/Pvr4 (uma banda de 444 pb) e uma
linhagem resistente homozigota Pvr4™/Pvr4™ (uma banda de
458 pb), é possivel considerar pelo menos trés hipoteses: (a)
ambos 0s genotipos resistentes seriam portadores do alelo
Pvrd, no entanto, este alelo em PIM-025 ndo estaria
associado ao marcador CAPS de 444 pb, devido a prévia
ocorréncia de recombinacdo; neste caso na geracdo F; 100%
das plantas seriam resistentes, ndo ocorrendo segregacdo para
reacdo de resisténcia ao PepYMV, (b) o gene gque controla a
resisténcia ao PepYMV em PIM-025 pode ser alélico ao
Pvr7, e neste caso a geracdo F. apresentaria plantas
suscetiveis numa frequéncia muito baixa, equivalente a
esperada para uma distancia de 1.2-1.6 cM (distancia entre
Pvrd e Pvr7) (c) o gene ndo é alélico ao Pvr4d ou Pvr7, e a
menos que estivesse no entorno destes, a populagdo F
apresentaria uma porcentagem de plantas susceticeis
equivalentes a uma distancia maior que 1.2-1.6 cM (que é a
distdncia entre Pvrd e Pvr7). Caso as resisténcias ao
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PepYMV nos diferentes genotipos fossem monogénicas e a
segregacdo independente, a porcentagem de plantas
suscetiveis ao PepYMV em F; seria 25%, e as hipoteses (a)
e (b) teriam de ser rejeitadas.

Este trabalho teve por objetivo estudar o controle
genético da resisténcia ao PepYMV presente na linhagem

PIM-025, e testar a hip6tese de alelismo em Pvr4.

2 Material e Métodos

2.1 Local

As avaliacbes da resisténcia dos gendtipos ao
PepYMV foram realizadas em casa de vegetacdo na area
experimental da empresa HortiAgro Sementes SA, situada no
municipio de ljaci — MG. Sua altitude é de 842 m, esta
situado a 21° 09 50 de latitude Sul e a 44° 55 00" de
longitude oeste. Os trabalhos de laboratorio foram realizados
no Laboratério de Genética Molecular do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras.

2.2 Genotipos utilizados para o teste de alelismo e estudo de
heranca

Ambos os gendtipos utilizados para estudo de heranga
e teste de alelismo apresentam resisténcia ao PepYMYV, sendo
diferentes quanto a associacdo ao marcador Pvr4. Os
genitores utilizados foram: 'Myr-29-10' (P1), cultivar de
polinizacdo aberta com marca para Pvr4d (Pvr4d/Pvrd); e a
linhagem, 'PIM-025' (P,), obtida a partir do hibrido Magali-R,
resistente a0 PepYMV e sem marca para 0 Pvrd

(Pvr4*/Pvr4™) (Nogueira etal. 2012).
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As populagbes experimentais obtidas e testadas
foram: F1(P1 X P2), F2 (P1X P2), RC1(P1)= {[F1 (P1x P2)] x P}
e RC1(P2) ={[ F1(P1x P2)] x P2}.

2.3 Genotipos utilizados como testemunhas

Foram avaliados o0s seguintes gen6tipos de pimentdo,
incluindo cultivares comerciais resistentes a PepYMV:
'‘Magali-R', hibrido da Sakata Sudamerica, com procedéncia
da resisténcia ao PepYMYV ndo revelada; 'Konan- R', cultivar
hibrida da HortiAgro/Agristar do Brasil, oriunda  do
cruzamento entre 'Myr-29' e uma linhagem suscetivel a
PepYMV; 'Mallorca', cultivar hibrida com padrdo de banda
ndo previamente determinado; acessos resistentes a PepYMV,
Criollo de Morelos 'CM-334-UFV', proveniente da
Universidade Federal de Vicosa, cedido pela empresa Sakata
Sudamerica, e Criollo de Morelos 'CM-334-INRA’,
proveniente do Institut National de La Recherche
Agronomique, cedido por Carole Caranta; 'PIM-HE-133,
hibrido experimental resistente a PepYMYV, oriundo do
cruzamento entre Myr-29-10-08 e a linhagem PIM-013;
cultivar comercial de polinizacdo aberta 'Ikeda’, suscetivel ao
PepYMV; e 'PIM-013', linhagem suscetivel ao PepYMV
(Quadrol).

2.4 Condug&o do experimento

Os gendtipos testados foram semeados em bandejas
de isopor de 128 células, com substrato comercial
Topstrato®, em delineamento inteiramente casualizado e com

namero variavel de parcelas (cada parcela foi constituida de
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oito plantas). Foram utilizadas 48 plantas para cada um dos
tratamentos Myr-29- 10 (P1), PIM-025 (P2), F1 (P1 X P2),
PIM-013, Ikeda, PIM-HE-133, Konan-R, Magali-R e
Mallorca; 640 plantas para F2 (P1 X P2); 320 plantas para cada
retrocruzamento e 168 plantas para CM-334-UFV e CM-
334-INRA, com um total de 2048 plantas no experimento
(Quadro 1). Foram semeadas em cada célula trés sementes e
ap6s a germinacdo e emergéncia, procedeu-se o0 deshaste

deixando apenas uma plantula por célula.

Quadro 1 Numero de parcelas e total de plantas de cada tratamento

utilizado no experimento em quest&o.

Padrao de banda

Tratamento  N°Parcelas” N°Plantas esperado
segundo Nogueira et
al. (2012)
Myr-29-10 (P1) 6 48 444 pb
PIM-025 (P>) 6 48 458 pb
F1(P1 X P2) 6 48 444/458 pb
Fz(Pl X Pz) 80 640 (C)
Fi1 xP; 40 320 (C)
Fi xP; 40 320 (©
Ikeda 6 48 458 pb
PIM-013 6 48 (b)
CM-334-INRA 21 168 444 pb
CM-334-UFV 21 168 458 pb
PIM-HE-133 6 48 (b)
Konan-R 6 48 444/458 pb
Magali-R 6 48 458 pb
Mallorca 6 48 (b)
Total 256 2048 -

A Cada parcela foi constituida de 8 plantas. (b) N&o determinado por
Nogueira (2012). (c) Populagdo segregante para o padrdo de bandas.



As inoculacbes do isolado de PepYMV e as
avaliagbes de sintomas foram feitas em plantas mantidas nas
bandejas. Para isso, foi utilizado um isolado cedido pela
Sakata Seed Sudamerica, Braganga Paulista - SP, coletado
no Municipio de Lins - SP, proveniente de plantas de
pimentdo naturalmente infectadas com sintoma sistémico e

caracterizado sorologicamente.

2.5 Manutencédo do isolado

Para a manutencdo do isolado em condicBes de
armazenamento, plantas de Nicotiana tabacum “TNN” e de
pimentdo da cultivar lkeda previamente infectadas com
PepYMV, foram mantidas em dessecadores com silica-gel
e também em nitrogénio liquido, a temperatura de — 80°C
(ultra-freezer). A producdo de inoculo para posterior teste dos
gendtipos de pimentdo foi realizada a partir de plantas
indicadoras de N. tabacum “TNN” mantidas em estufas com
telas; as plantas foram substituidas a cada dois meses
(Nogueira etal. 2012).

2.6 Método de inoculagdo

Para inoculagdo, folhas de N. tabacum “TNN”
infectadas experimentalmente com isolado de PepYMV
foram maceradas em tampéao fosfato 0,01 M, pH 7,0. Em
seguida, as plantas dos gendtipos de pimentdo a serem
avaliadas foram polvilhadas com abrasivo carborundum (400
mesh) e posteriormente, a solugdo de extrato vegetal foi
aplicada por friccdo do polegar sobre as folhas. Ap6s a

inoculacdo do virus, as plantas foram lavadas com &gua e
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mantidas em estufas providas de cobertura de plastico e
laterais teladas.

Foram realizadas duas inoculagBes, para evitar
possiveis escapes. A primeira foi realizada quando as plantas
atingiram o estadio de desenvolvimento, com a primeira folha
definitiva plenamente expandida (64 dias apds semeadura), e

a segunda inoculacdo foi feita sete dias ap6s a primeira.

2.7 AvaliacOes dos gendtipos

As avaliacBes foram realizadas aos 48, 62, 76, 96
e 133 dias apdés a segunda inoculacdo, totalizando cinco
avaliagdes. Considerou-se como o resultado final a avaliacéo
realizada aos 133 dias apds a segundainoculacéo.

Para cada planta avaliada, foram atribuidas notas que
variaram de 1 a 5 (Quadro 2). As plantas foram classificadas
como resistentes (notas de 1 a 2), e suscetiveis (notas de 3 a
5).

Quadro 2 Escala descritiva de notas para avaliagdo da severidade do
PepYMV em plantas de piment&o.

Nota Descrigao Classificagdo
1 Sem sintomas Resistente
2 Clareamento internerval Resistente
3 Mosaico leve Suscetivel
4 Mosaico bem desenvolvido, sem deformagdo  Suscetivel
5 Mosaico amarelo, bolhoso, com deformagéo Suscetivel

Além da fenotipagem com relagdo ao sintomas de
PepYMV, foi feita a genotipagem dos tratamentos, utilizando

0 marcador tipo CAPS codominante para o loco Pvr4. Para
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as extracbes de DNA foi coletada aleatériamente uma
planta de por parcela de cada tratamento, num total de 256
amostras. Foram amostradas seis plantas de cada um dos
seguintes tratamentos — Myr-29-10 (P1), PIM-025 (P.), F1 (P1
X P), PIM-013, Ikeda, PIM-HE-133, Konan-R, Magali-R e
Mallorca; 80 plantas da geragdo F» (P1 x P2); 40 plantas de
cada um dos retrocruzamentos; 21 plantas para CM-334-UFV
e CM-334-INRA (Quadro 1). Estas amostras foram
armazenadas em embalagens plasticas  devidamente
identificadas e acondicionados em caixa de isopor contendo
gelo (procedimento utilizado para minimizar a ocorréncia de
oxidacdo). A extracdo de DNA foi feita em microtubos de 1,5
ml a partir 120 mg de tecido foliar, conforme sugerido por
Ferreira e Grattapaglia (1998).

O marcador utilizado foi o marcador do tipo CAPS
(codominante), desenvolvido por Caranta et al. (1999). As
sequéncias dos  primers foram CSO- F  (5’-
CGAAGAGAGAAGGTC-3?) e CSO-R (5’-
TCAGGGTAGGTTATT-3’).

As reacdes de PCR para clivagem dos fragmentos
amplificados e eletroforese foram feitas conforme sugerido
por Caranta et al. (1999). Plantas com padrdo de banda Unica
de 458 pb correspondem, nos casos em que ha ligacdo
entre 0 marcador e o alelo Pvr4, aos genotipos suscetiveis
homozigéticos (Pvr4d*/Pvr4d™); plantas com padrdo de banda
Unica de 444 pb correspondem a gendtipos homozigotos
resistentes (Pvr4/Pvr4), enquanto plantas contendo ambas as

bandas correspondem aos gendtipos resistentes heterozigotos
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(Pvr4*/Pvr4) (Caranta et al. 1999).

2.8 Analises

A partir das frequéncias observadas de individuos
para as classes fenotipicas, foi testada a hipétese de nao
alelismo entre 0 gene de resisténcia presente em PIM-025 e
o alelo Pvrd. A hipétese foi testada pelo teste de Qui-
quadrado (x?), utilizando um nivel nominal de significancia
de 5%, aplicado as geracOes segregantes com relacdo a
resisténcia ao PepYMV.

3 Resultados e Discussao

3.1 Reacdo de genotipos de pimentéo ao PepYMV

Nas parcelas que continham as testemunhas
resistentes CM-334-INRA, CM-334-UFV, PIM-HE-133,
Konan-R, Mallorca e Magali-R ndo foram observadas plantas
com sintomas do virus, indicando 100% de resisténcia (notas
1 e 2). As testemunhas CM-334-INRA, CM-334-UFV,
Konan-R e Magali-R apresentaram resultado conforme
previamente relatado (Nogueira et al. 2012). No caso das
duas testemunhas suscetiveis utilizadas neste experimento,
Ikeda e PIM-013, ambas apresentaram sintomas com notas 3
a 5 em 100% das plantas, conforme descrito na literatura
(Carvalho, 2013) (Tabela 1).

A reagdo dos genotipos ap6s inoculagdo do virus,
confirmam a resisténcia das linhagens PIM-025 (P2) e Myr-
29-10 (P1) ao PepYMV (Tabela 1), pois ndo foi observada
nenhuma planta com sintomas, fato previamente relatado por

Nogueira et al. (2012). Em virtude da conhecida constituicdo
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genotipica Pvr4/Pvr4 de Myr-29-10 (P,) (Figura 1), em F; é
esperado 100% de plantas resistentes com gendtipo
heterozigoto Pvr4*/Pvr4 (duas bandas, sendo uma com 458
pb e outra com 444 pb), independentemente de qual seja o
loco de resisténcia presente em PIM-025 - fato que foi
observado no experimento.

Assim como em Myr-29-10 (P1), PIM-025 (P,) e F1
(P1 X P2), em F1 x Py e F1 x P, também foram observadas
100% de plantas resistentes ao PepYMV. Isto indica que o(s)
alelo(s) de resisténcia em P, é (ou s&o) dominante(s).
Entretanto, estes resultados ndo fornecem evidéncia de
alelismo entre os locos de resisténcia em Myr-29-10 (P1) e
PIM-025 (P2) (Tabelal).

Ja na fenotipagem realizada através da avaliacdo da
severidade do PepYMV em plantas da geracdo F, (Myr-29-
10, Pvr4/Pvr4 x PIM-025, Pvr4*/Pvr4™), foi encontrada
uma segregacdo que se ajustou a proporcdo de 15R:1S
(P>0.05). Esta segregacdo exclui a possibilidade de que o
loco gque confere resisténcia ao PepYMYV na linhagem PIM-
025 seja 0 Pvr4, ou mesmo o loco Pvr7, que estd ligado ao
Pvr4d por uma distancia de 1.2-1.6 cM apenas. Portanto, a
hipbtese mais provavel de estar correta é a hipGtese de que o
loco ndo é alélico ao Pvrd e nem ao Pvr7 (Tabela 1). Portanto,
possivelmente se trata de um loco distinto, o qual segrega
independentemente do Pvr4 (associado a banda de 444 pb).
Este fato pode ser confirmado pelo uso do marcador
associado ao loco Pvr4.
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Tabela 1 - Andlise da segregacdo da resisténcia ao PepYMV
obtidas através da avaliagdo das populagdes experimentais P1
(Myr-29-10), P2 (PIM-025), F1 (P1 X P2), F2 (P1 X P2), F1x P1
e F1x P2; e das testemunhas Ikeda, PIM-013, CM-334- INRA,
CM-334-UFV, PIM-HE-133, Konan-R, Magali-R e Mallorca.

Freq. Obs? 2
Tratamento HO q x

R S Calc  Tab
Myr-29-10 (P;)  1R:0S 44 0 - -
0
0

PIM-025 (P,) 1R:0S 37
Fi(P1X Py) 1R:0S 48
F2(P1 X Py) 15R:1S 551 40 0,2708™ 3,84

FixP; 1R:0S 310 0 - -
FixP, 1R:0S 299 0 - -
Ikeda OR:1S 0 48 - -

PIM-013 OR:1S 0 42 - -
CM-334-INRA 1R:0S 126 0
CM-334-UFV  1R:0S 40 0
PIM-HE-133 1R:0S 45 0 - -
0
0

Konan-R 1R:0S 47 - -
Magali-R 1R:0S 37 - -
Mallorca 1R:0S 45 0 - -

™S ndo significativo ao nivel de 5% de significancia; HO: hipé6tese
nula; R: resistente; S: susceﬁivel. Com base no numero total de
plantas em cada geragdo; Hipbtese de ndo alelismo entre os
genes de resisténcia de P, e P, com genes de segregacgdo
independente.

Para a confirmagdo dos resultados foi feita a
genotipagem das geracdes testadas, através da utilizacdo
deste marcador. Gen6tipos conhecidamente resistentes ao
PepYMV e ndo associados ao marcador codominante do tipo
CAPS descrito por Caranta et al. (1999), como é caso da
linhagem PIM-025, CM-334-UFV e Magali-R (Nogueira et
al. 2012) - apresentaram uma banda de 458 pb
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(Pvr4*/Pvr4™)(Tabela 2) no gel de poliacrilamida (Figura 1).

Tabela 2 - Caracterizacdo dos gendtipos utilizados no
experimento quanto a reacdo ao PepYMV e ao padrdo de
banda apresentado para o marcador Pvr4.

Gendtipos Reacéo Fendtipo no gel de
poliacrilamida

Myr-29-10 R Pvra/Pvra
PIM-025 R Pvrd*/Pvr4*
Ikeda S Pvr4*/Pvr4*
PIM-013 S Pvr4*/Pvr4*

CM-334-INRA R Pvr4/Pvra
CM-334-UFV R Pvr4*/Pvr4*
PIM-HE-133 R Pvr4*/Pvr4
Konan-R R Pvr4*/Pvr4
Magali-R R Pvr4*/Pvr4*
Mallorca R Pvr4d*/Pvr4*

Reagdo ao PepYMV: R- resistente; S- suscetivel. Padrdo de banda:
Pvr4/Pvr4 - 444 pb; Pvrd*/Pvr4 — uma banda com 444 pb e outra
banda com 458 pb; Pvr4*/Pvr4” - 458 pb.

Figura 1 - Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA
amplificados para o marcador CAPS em plantas de piment&o.

500 pb

1-PIM-025 (P2); 2- F2 (P1 x P2); 3- F1 x P1; 4- F1 x P2; 5- F2 (P1
X P2); 6- F1 x P2; 7- PIM- HE-133; 8- F2 (P1 x P2); 9- Konan-R;
10- F1 (P1 x P2); 11- PIM-013; 12- CM-334-INRA; 13- Mallorca;
14- CM-334-UFV; 15- Magali-R; 16- Myr-29-10 (P1); 17-
Ikeda; 18 - Ladder (500pb). S- apresenta uma banda com 458 pb
(Pvr4+/Pvr4+); R- resistente homozigoto dominante, apresenta
uma banda com 444 pb (Pvr4/Pvr4); H- resistente heterozigoto,
apresenta duas bandas, uma com 458 pb e outra com 444 pb
(Pvr4+/Pvr4).



Genotipos resistentes como PIM-025, apresentaram
uma banda de 458 pb, caracteristica do gendtipo Pvr4*/Pvr4*,
conforme relatado por Nogueira et al. (2012). Estes
resultados confirmam que o loco que confere resisténcia ao
PepYMV na linhagem PIM-025, ndo estd associado ao
marcador Pvr4 (Figura 1).

No gel de poliacrilamida, 100% das amostras Fi
apresentaram padrdo de banda Pvr4*/Pvr4, conforme
esperado (Tabela 1). No retrocruzamento com o Myr-29-10
(F1RC4y(P4)), era esperado que 100% das amostras com banda
de 444 pb, sendo 50% com uma Unica banda de 444 pb
(Pvr4/Pvr4), e 50% com duas bandas, uma de 444 pb e outra
de 458 pb (Pvr4*/Pvr4). Foram observadas 22 amostras com
uma unica banda de 444 pb, num total de 40. Através do
teste de qui-quadrado a hipotese de ¥ Pvr4/Pvr4d para Y2
Pvr4*/Pvr4 foi aceita (P>0.05). No retrocruzamento com o
gendtipo PIM-025 (FiRC2(P2)), 50% das amostras
apresentaram marca com padrdo de bandas de 444/458 pb
(Pvr4*/Pvr4) e 50% apresentaram uma Unica banda de 458 pb

(Pvr4d*/Pvr4™), também conforme esperado (Tabela3).
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Tabela 3 - Proporgéo observada de amostras associadas ao marcador Pvr4 nas populacdes experimentais Myr-29-10 (P1),
PIM-025 (P2), F1 (P1 X Py), F1 X P1, F1 X P, Ikeda, PIM-013, CM-334-INRA, CM-334-UFV, PIM-HE-133, Konan-R,
Magali-R e Mallorca.

Freq. Observada Freq. Esperada
Tratamento Pvr4/Pvrd  Pvrd*/Pvrd  Pvrd*/Pvrd®  Pvrd/Pvrd  Pvrd*/Pvrd  Pvrd*/Pvrd*
(444 pb) (444 pb+458 pb) (458 pb) (444 pb) (444 pb+458 pb) (458 pb) e At

Myr-29-10 (P1) 6 - - 6 - - - -
PIM-025 (P,) - - 6 - - 6 - -
F1(P1 X Pz) - 6 - - 6 - - -
F1 xP1 22 18 - 20 20 - 0.4™ 3.8
F1 x P2 - 20 20 - 20 20 - -
Ikeda - - 6 - - 6 - -
PIM-013 - - 6 - - 6 - -
CM-334-INRA 21 - - 21 - - - -
CM-334-UFV - - 21 - - 21 - -
PIM-HE-133 - 6 - - 6 - - -
Konan-R - 6 - - 6 - - -
Magali-R - - 6 - - 6 - -
Mallorca - - 6 - - 6 - -

P1, Linhagem resistente ao PepYMV e apresenta uma banda com 444 pb; P, linhagem resistente ao PepYMYV e apresenta uma
Unica banda com 458 pb. ™ n&o significativo ao nivel de 5% de significancia.
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Considerando a hipétese de segregacgdo independente
de dois locos, cada um com dois alelos e com dominéncia
completa, entre as 80 plantas F, amostradas é esperada uma
proporcéo de 60 amostras com a banda de 444 pb (Pvr4/Pvr4
e Pvrd®/Pvrd) (Tabela 4). No experimento em questdo foi
observada uma proporgdo de 56 amostras com banda de 444
pb (Pvr4/Pvr4 e Pvr4*/Pvr4) num total de 80 (Tabela 4). O
teste de Qui-quadrado permitiu concluir que a frequéncia
observada adequou-se a frequéncia esperada de 3:1, que
resultou em um qui-quadrado néo significativo (P>0.05).

Dessas 56 amostras da geracao F,com a banda de 444
pb, 14 apresentaram uma Unica banda de 444 pb
(Pvra/Pvrd), e 42 apresentaram duas bandas (uma banda de
444 pb e outra de 458 pb, Pvr4*/Pvr4). O teste qui-
quadrado ndo significativo (P>0.05), permitiu concluir que a
frequéncia observada se ajustou a frequéncia esperada de 1/3
(Pvr4/Pvr4) para 2/3 (Pvr4*/Pvr4) (Tabela 4).

Das amostras que apresentaram marca com padrao de
banda de 458 pb (Pvr4*/Pvr4™), é esperado sob a hipétese de
ndo alelismo e genes com segregacao independente, 3/4 de
plantas resistentes ao PepYMV, e apenas Y. suscetiveis. A
proporcdo observada foi 21 plantas resistentes e 3 plantas
suscetiveis, para uma propor¢do esperada era de 18 plantas
resistentes para 6 plantas suscetiveis. O teste de qui-quadrado
mostrou-se ndo significativo. Este fato confirma que a
resisténcia ao PepYMYV encontrada no gendtipo PIM-025 é
devida a um gene cuja heranga é monogénica, que o alelo que

confere resisténcia é dominante sobre o alelo que confere
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suscetibilidade, e que este loco ndo estd ligado ao Pvr4,
mostrando segregacdo independente deste Ultimo (Tabela 4).
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Tabela 4 - Dados da genotipagem realizada através da utilizagdo do marcador Pvr4, referentes a reacdo de plantas

da geragdo F2 aoPepYMV.

Geno6tipos Descric&o FE FO 1
Populacéo F» Com banda 444 pb 3/4 56 Lo7
(80 plantas) Banda 458 pb somente 1/4 24 '
Plantas com banda 444 pb Com banda 444 pb somente 1/3 14 175
(56 plantas) Com banda 444 pb + 458 pb 2/3 42 ’
Plantas com banda 458 pb somente Resistentes ao PepYMV 3/4 21 2 00™
(24 plantas) Suscetiveis ao PepYMV 1/4 3 '

L FE - frequéncia esperada; 2 FO — frequéncia observada; " n&o significativo (P > 0.05).
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Dos genes da série pvr descritos na literatura: pvrl;
pvr2; pvr3; Pvrd; pvr5; pvr6; Pvr7 (Caranta et al. 1999;
Grube et al. 2000b; Parrella et al. 2002) e pvr8 (Arnedo-
Andrés et al. 2006), somente Pvr4d e Pvr7 sdo dominantes e
estdo localizados no cromossomo 10 do pimentdo (Caranta et
al. 1999; Arnedo- Andrés et al. 2002).

Os resultados do presente trabalho mostram que o
alelo de resisténcia ao PepYMV presente em PIM-025 é
dominante, mas ndo se trata do Pvr4 e nem do Pvr7 que esta
ligado ao Pvr4.

Recentemente, Tran et al. (2014) fizeram o screening
de 99 genes candidatos para a resisténcia a potyvirus em
Capsicum spp. e encontraram um gene de resisténcia que
confere resposta de hipersensibilidade ao Pepper mottle virus
— PepMoV (uma espécie de potyvirus) em Nicotiniana
benthamiana: dentre os genes candidatos, um ortélogo do
gene Rpi-blb2 em pimentas e pimentdo, encontrado em
Capsicum annuum cv. Floral Gem (suscetivel ao PepMoV),
denominado RP28, confere resisténcia a infeccdo pelo
PepMoV em um sistema de expressdo transiente em
Nicotiniana benthamiana. Este gene foi caracterizado
molecularmente por Tran et al. (2015), e denominado Pvr9.

A posicdo do Pvr9 no genoma da pimenta e do
pimentdo foi predita através do nucleotide BLAST contra 0
banco de dados do genoma de Capsicum. A sequéncia de
maior homologia (> 99%), com 4041 pb pertence ao
cromossomo 6 em C. annuum Zunla-1 e C. annuum var.

grabiusculum. Essa sequéncia esta relacionada com alguns
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marcadores ja descritos na literatura, como C2At3g25120 (2.1
Mpbs), C2At2g39690 (5.4 Mpbs), C2At3g46780 (9.9 Mpbs),
e CVMV-3 (5.4 Mpbs) (Tran etal. 2015).

Segundo Tran et al. (2015), o gene Pvr9 também foi
encontrado na cultivar CM-334 (resistente ao PepMoV).
Apesar do teste de resisténcia ao PepMoV também ter sido
realizado nos genoétipos de pimentdo “Floral Gem” e “CM-
334”7, 0 gene SO expressou a resposta de hipersensibilidade ao
virus em N. benthamiana. Os autores acreditam que o Pvr9
ndo se expressa devidamente em Capsicum em virtude da
auséncia de algum fator de mediacdo que faz o
reconhecimento do PepMoV NIB pela proteina Pvr9. O
mecanismo de regulacdo da expressdo do gene Pvr9 ainda
ndo estd bem elucidado, além disso o teste de resisténcia ndo
foi realizado em outras cultivares de pimentéo.

Ao que tudo indica, a expressdo de resisténcia ao
PepMoV conferida pelo gene Pvr9 em pimentdo é
presumivelmente baixa ou nula, ja que “Floral Gem.” &
considerada suscetivel de acordo com Tran et al. (2015).
Além disso, este gene de resisténcia - Pvr9 - sé foi testado
para a espécie PepMoV (Tran et al. 2015) e néo se sabe até o
momento se este gene também confere resisténcia a espécie
PepYMV.

Tendo em vista os relatos sobre os diferentes genes ja
descritos que conferem resisténcia a potyvirus em Capsicum
(Grube et al., 2000a; Arnedo-Andrés et al. 2006; Tran et al.
2015), a resisténcia do genétipo PIM-025 é provavelmente

devida a outro gene da série pvr ainda ndo descrito na
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literatura, o qual poderia ser denominado Pvrl10, de acordo
com Kyle e Palloix (1997).

Neste sentido, os resultados desse trabalho sugerem
que novos estudos devem ser realizados para confirmar o
controle genético da resisténcia ao PepYMV, encontrada no
genétipo PIM-025. A fonte de resisténcia de PIM-025
provém do hibrido Magali-R, portanto ambos tém o mesmo
gene de resisténcia. lgualmente, PIM-HE-133 tem como
genitor resistente 0 PIM-025 e também é portador do gene em

questao.

4 Concluséo

O controle genético da resisténcia ao PepYMV no
gendtipo resistente PIM-025 é explicada por um alelo
dominante, cuja heranca € monogénica e segrega
independentemente do gene Pvrd. No entanto, sdo
necessarios novos estudos para identificar se esse gene é o
Pvr9 ja descrito, ou outro ainda ndo descrito. Em caso da
segunda hipdtese, 0 mesmo poderia ser denominado Pvrl0,
de acordo com a nomenclatura proposta por Kyle e Palloix
(1997).
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