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Resumo — O objetivo deste trabalho foi determinar a presenga do alelo Pvr4, que confere resisténcia contra
0 PepYMV (Pepper yellow mosaic virus), em gendtipos de pimentdo comunmente encontrados no mercado
brasileiro, com uso de um marcador molecular codominante tipo CAPS. A resisténcia ao PepYMYV, nos
gendtipos CM-334-INRA, Myr-29 e em gendtipos derivados do hibrido comercial Moénica-R, foi detectada
como associada a banda de 444 pb, ligada ao alelo de resisténcia Pvr4. As plantas resistentes homozigotas
(Pvr4/Pvr4) mostraram uma banda de 444 pb, as suscetiveis (Pvr4*/Pvr4") uma banda de 458 pb e as resistentes
heterozigotas (Pvr4*/Pvr4) mostraram as duas bandas. No entanto, no acesso resistente CM-334-UFV, nos
hibridos Magali-R e Martha-R, assim como em populagdes derivadas desse acesso e desses hibridos, a resisténcia
ao PepYMYV nio esteve associada ao marcador CAPS. O acesso CM-334-UFV ('Criollo de Morelos-334', de
Vigosa, MG) distinguiu-se do CM-334-INRA ('Criollo de Morelos-334', da Franca); embora ambos os acessos
tenham sido resistentes ao PepYMYV, apenas em CM-334-INRA foi encontrada a associagdo da resisténcia com
a banda de 444 pb.

Termos para indexacdo: Capsicum annuum, marcadores moleculares, selecdo assistida, virus.
Marker-assisted selection for resistance to potyvirus in sweet pepper

Abstract — The objective of this work was to determine the presence of the Pvr4 allele, which controls the
resistance to the PepYMYV (Pepper yellow mosaic virus), in sweet pepper genotypes commonly available in the
Brazilian market, using a CAPS codominant molecular marker. The resistance to PepYMYV, in the genotypes
CM-334-INRA, Myr-29, and in genotypes derived from the hybrid Monica-R, was found to be associated with
the 444 bp band linked to the resistance allele Pvr4. Homozygous resistant plants (Pvr4/Pvr4) showed a single
band of 444 bp, the susceptible ones (Pvr4*/Pvr4*) showed a band of 458 bp, and the heterozygous resistant
plants (Pvr4*/Pvr4) showed both bands. However, in the resistant accession CM-334-UFV, and in the hybrids
Magali-R and Martha-R, as well as in populations derived from this accession and these hybrids, the resistance
to PepYMV was not associated to the CAPS marker. The accession CM-334-UFV ('Criollo de Morelos-334'
from Vigosa, MG, Brazil) was distinct from CM-334-INRA ('Criollo de Morelos-334', from France); although
both accessions were resistant to PepYMYV, the association of resistance with the 444 bp band was found only
in CM-334-INRA.

Index terms: Capsicum annuum, molecular marker, assisted selection, virus.

Introducao

Apesar dos avancos na melhoria dos sistemas
produtivos da cultura do pimentéo, as doencgas tém sido
0s principais entraves a um aumento mais expressivo
da produgdo. Entre as principais doengas da cultura,
estdo as causadas por virus dos géneros Potyvirus,
particularmente pela espécie PepYMV (Pepper yellow
mosaic virus), que tem sido prioridade nos programas de
melhoramento de pimentao no Brasil (Echer & Costa,

2002; Maciel-Zambolim et al., 2004). Atualmente,
o PepYMV ocorre naturalmente, nas principais
regides produtoras, e provoca a doenga conhecida
popularmente como mosaico-amarelo do pimentao.
No Espirito Santo, este virus foi relatado também em
plantios comerciais de tomateiro (Maciel-Zambolim
et al.,, 2004). A existéncia de variabilidade genética
no género Capsicum tem permitido controlar com
eficiéncia, via resisténcia, as doengas viroticas causadas
pelo complexo potyvirus. Fontes de resisténcia tém
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se mostrado eficientes e duradouras em condigdes de
inoculagdo artificial € no campo (Caranta et al., 1999;
Echer & Costa, 2002).

A resisténcia a potyvirus, no pimentdo, pode ser
controlada por um dos sete locos génicos da série pvr
ja identificados, aos quais os autores denominaram:
pvrl, pvr2, pvr3, Pvr4, pvr5, pvr6 e Pvr7 (Caranta
et al., 1999; Grube et al., 2000b; Parrela et al., 2002).
A maioria desses alelos ¢é resistente a duas ou mais
espécies de potyvirus. Os alelos dominantes Pvr4 e
Pvr7 conferem resisténcia a todos os patdtipos das
espécies conhecidas e testadas, tendo sido ambos
mapeados no cromossomo 10 do pimentdo (Caranta
et al., 1999; Arnedo-Andrés et al., 2002). Entretanto,
Pvr4 ¢é originado de C. annuum, acesso CM-334
(Criollo de Morelos-334) e Pvr7 de C. chinense, acesso
PI 159236(Grube et al., 2000a).

No Brasil, as fontes de resisténcia de amplo espectro
a estirpe comum de PVY e a de PepYMV tém sido
encontradas no acesso CM-334, em algumas linhagens,
em hibridos comerciais e nas cultivares de polinizagao
aberta Myr-29 e Myr-10. Entretanto, ndo se sabe ao
certo a natureza da resisténcia encontrada nesses
materiais, ou seja, se € conferida por um unico loco ou
por mais de um loco da série pvr (Valle, 2001; Echer
& Costa, 2002).

Com excec¢do 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 Pvr4, para cuja identificacdo se
utilizavam, inicialmente, marcadores do tipo AFLP
(Caranta et al., 1999; Arnedo-Andrés et al., 2002),
foi convertido em marcador PCR com iniciadores
especificos (Parrela et al., 2002). Desenvolvido
por Caranta et al. (1999), o marcador PCR com
iniciadores especificos ¢ do tipo CAPS codominante,
obtido a partir do cruzamento entre as cultivares
Yolo Wonder (suscetivel) ¢ CM-334 (resistente), e
determinado por meio da analise de bulk segregante
associada a iniciadores de AFLP. 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 identificagao
e selecdo em diferentes genotipos. Presumivelmente,
genoétipos portadores de Pvr4 devem apresentar a banda
correspondente a este alelo de resisténcia, descrito por
Caranta et al. (1999), a menos que a liga¢do entre o
gene Pvr4 tenha sido quebrada via recombinagdo
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na fonte original de resisténcia a potyvirus, ou em
geragdes posteriores. Além disso, Grube et al. (2000a)
descreveram em C. chinense um outro gene de
resisténcia a potyvirus, denominado Pvr7 e mapeado
a cerca de 2 cM de Pvr4, que ndo estd aparentemente
associado ao marcador CAPS.

Até o momento, ndo se sabe ao certo se as atuais
cultivares hibridas, disponiveis e comercializadas pelas
principais empresas no Brasil, bem como linhagens
elites e progénies do Programa de Melhoramento
Genético de Hortalicas da Ufla/HortiAgro Sementes
S.A., todas resistentes a estirpes comuns de PVY e
PepYMYV, sédo portadoras ou ndo do alelo Pvr4 e de
seu marcador CAPS, descrito por Caranta et al. (1999),
visto que existem outros alelos, com modo distinto
de agdo, que podem também ser responsaveis pela
expressao da resisténcia a isolados de potyvirus.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a
presencga do alelo Pvr4, que confere resisténcia contra
o PepYMV (Pepper yellow mosaic virus), em gendtipos
de pimentdo comumente encontrados no mercado
brasileiro, com uso de um marcador molecular
codominante tipo CAPS (Caranta et al., 1999).

Material e Métodos

As avaliagdes da resisténcia dos gendtipos ao
potyvirus (PepYMV) foram realizadas em casa
de vegetacdo, na area experimental da HortiAgro
Sementes S.A., situada no Municipio de [jaci, MG.
A determinagdo da presenca do alelo Pvr4, com o
marcador molecular CAPS foi realizada no Laboratorio
de Virologia Molecular (LVM), do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras.

Os materiais a serem testados foram semeados
em bandejas de isopor de 128 células (16 x 8), com
substrato comercial Plantimax, em delineamento
inteiramente casualizado, com seis repeticdes, ¢ as
parcelas foram constituidas de oito plantas.

As inoculagdes do isolado do virus e as avaliagoes
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 sist€émico, e caracterizado sorologicamente.
Para a manutencdo do isolado, em condigdes de
armazenamento, plantas de Nicotiana tabacum
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‘TNN’ e de pimentdo da cultivar Ikeda, previamente
infectadas com o isolado de PepYMV foram mantidas
em dessecadores com silica-gel e também em
nitrogénio liquido, a temperatura controlada de -80°C
(ultra-freezer). A producdo de indculo, para posterior
desafio dos genotipos de pimentao foi realizada a partir
de plantas indicadoras de N. tabacum “TNN’, mantidas
em estufas com telas; as plantas foram repicadas a
intervalos de aproximadamente dois meses.

Para a avaliacao da presenca do gene Pvr4, com
o marcador tipo CAPS, plantas dos genétipos de
pimentdo foram desafiadas individualmente, com um
isolado de PepYMV. Para isso, utilizaram-se as plantas
a seguir: cultivares comerciais, resistentes a PepYMYV,
'Magali-R', hibrida, da Sakata Sudamerica, com
procedéncia da resisténcia ao PepYMV ndo revelada;
Konan-R, cultivar hibrida, HortiAgro/Agristar do
Brasil, hibrido entre 'Myr-29' e uma linhagem suscetivel
a PepYMV; 'Myr-29', cultivar de polinizagdo aberta,
com procedéncia da resisténcia ndo conhecida; cultivar
comercial Ikeda, suscetivel ao PepYMYV, de polinizagao
aberta; linhagem resistente a PepYMYV, PIM-025,
com resisténcia obtida a partir do hibrido Magali-R;
acessos resistentes a PepYMYV, Criollo de Morelos
CM-334-UFV, proveniente da Universidade Federal
de Vigosa, 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-004, linhagem
suscetivel a PepYMV.

As populagdes (F;RC,) experimentais, resistentes
ao PepYMYV, sdo: PIX-051= {[(PIM-025 x PIM-013) x
PIM-025]}, populagdo F,RC;, em que o genitor recorrente
¢ o PIM-025, linhagem resistente a PepYMYV, obtida a
partir do hibrido Magali-R, e o genitor ndo recorrente
¢ o PIM-013, linhagem suscetivel ao PepYMV;
PIX-052= {[(PIM-023 x PIM-013) x PIM-023]},
populagao F,RC;, em que o genitor recorrente € o
PIM-023, linhagem resistente ao PepYMYV, obtida a
partir do hibrido Magali-R, e o genitor ndo recorrente ¢
PIM-013, linhagem suscetivel ao PepYMV; PIX-053=
{{(Myr-29 x PIM-013) x Myr-29]}, populacao F,RC;,
em que o genitor recorrente ¢ a 'Myr-29', resistente
ao PepYMYV, ¢ o genitor ndo recorrente ¢ o PIM-013,
linhagem suscetivel a PepYMV.

As populagdes (F,) experimentais, segregantes
quanto a resisténcia a PepYMYV, sao: PIX-044,
populagdo F, obtida a partir da autofecundagdo do

hibrido Monica-R (resisténcia proveniente de fonte
nao revelada); PIX-045, populacdo F, obtida a partir
da autofecundag¢ao do hibrido Martha-R (resisténcia
proveniente de fonte ndo revelada).

Familias derivadas da autofecundagdo de plantas
resistentes ao PepYMV e portadoras do marcador
CAPS, associado a esta resisténcia, foram testadas
posteriormente tanto em relagdo a resisténcia ao virus,
quanto a presenga do marcador.

Na avaliacao das populacdes dos genotipos PIX-051,
PIX-052 e PIX-053, o resultado esperado ¢ de 100% de
plantas resistentes ao PepYMV naturalmente infectadas
(das quais 50% homozigotas e 50% heterozigotas
para o alelo de resisténcia). Para PIX-044 e PIX-045,
espera-se 75% de plantas resistentes ao PepYMV (das
quais 1/3 homozigotas e 2/3 heterozigotas para o alelo
de resisténcia). De acordo com Caranta et al. (1999), se
o alelo de resisténcia presente for o Pvr4, proveniente
de Criollo de Morelos CM-334-INRA, as proporcdes
esperadas também deverdo ser aplicadas ao marcador
CAPS, ligado ao alelo-alvo.

Os gendtipos de pimentdo foram semeados em
bandejas de isopor de 128 células, e duas sementes
foram depositadas em cada célula; ap6s a germinagio
e emergéncia das plantulas, realizou-se o desbaste,
tendo-se deixado apenas uma plantula por célula.

Para a inoculagdo, folhas de N. tabacum ‘TNN’,
infectadas experimentalmente com o isolado do
PepYMV, foram maceradas em tampao fosfato
0,01 mol L', pH 7,0. Em seguida, as plantas dos
gendtipos de pimentdo a serem desafiadas foram
polvilhadas com o abrasivo carborundum (400 mesh)
sobre as folhas. Apos a inoculagdo do virus, as plantas
foram lavadas com agua e mantidas em estufa provida
de cobertura de plastico e laterais teladas. Foram
realizadas duas inoculagdes, para evitar possiveis
escapes, em que a primeira foi realizada quando as
plantas atingiram o estadio de desenvolvimento, com
a primeira folha definitiva plenamente expandida; a
segunda inoculagdo foi feita sete dias apds a primeira.
As avaliagdes foram feitas semanalmente, entre o 152 ¢
40¢ dia ap6s a primeira inoculagdo, o que totalizou cinco
avaliacdes. Considerou-se como resultado final o 40¢ dia
de avaliag@o. Para cada planta das cultivares de pimentao
desafiadas, foram atribuidas notas que variaramde 1 a 5:
1, sem sintomas; 2, clareamento internerval; 3, mosaico
leve; 4, mosaico bem desenvolvido, sem deformagao
foliar; 5, mosaico amarelo, bolhoso, com deformagao
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foliar. Foram consideradas resistentes as plantas que na
avaliacao do 40° dia, tiveram nota igual a 1,0.

Com base nos resultados da avaliacdo dos sintomas,
realizou-se a extragdo de DNA. Nas populacdes
(F,) — PIX-044 ¢ PIX-045 —, a extracdo foi realizada
somente nas plantas que apresentaram caracteristicas
de resisténcia durante a avaliacdo dos sintomas.

Para as extragdes de DNA, foram coletados foliolos,
que foram acondicionados em envelopes de plastico
devidamente identificados e mantidos em caixa de
isopor, que continha gelo para reduzir a ocorréncia
de oxidagdo. A extracdo de DNA foi realizada em
microtubos de 1,5 mL, a partir de 120 mg de tecido
foliar, conforme Ferreira & Grattapaglia (1998).

O marcador utilizado foi o CAPS (codominante),
e o par de iniciadores utilizados para a PCR foi
CSO-F (5’-CGAAGAGAGAAGGTC-3") e CSO-R
(5°-TCAGGGTAGGTTATT-3"). A reacdo de PCR, a
clivagem dos fragmentos amplificados e a eletroforese
foram realizadas de acordo com Caranta et al. (1999).
O DNA foi extraido de uma amostra de cada populagio
e, com os resultados realizou-se a extracdo de um
nimero maior de plantas, das populacdes portadoras do
alelo Pvr4, paraidentificacdo de genotipos homozigotos
resistentes (Pvr4/Pvr4).

Para determinar o reconhecimento do alelo Pvr4 pelo
marcador CAPS, nos genotipos, hibridos e variedades
de pimentdo desafiadas com o isolado do PepYMYV,
foram utilizados os seguintes parametros: ligacdo
entre o marcador e o alelo, com a visualizagdo de um
padrao de banda tnica de 458 pb, em plantas com
genotipos presumivelmente suscetiveis homozigdticos
(Pvr47/Pvr4™); ligacdo entre o marcador ¢ o alelo,
com a visualizagao de um padrao de banda tnica de
444 pb, em plantas com gendtipos presumivelmente
homozigotos resistentes (Pvr4/Pvr4); ligacdo entre o
marcador e o alelo, com a visualizacdo de um padrao
com duas bandas distintas de 458 pb e 444 pb, em
plantas com genotipos presumivelmente resistentes
heterozigotos (Pvr4™/Pvr4).

Resultados e Discussao

Na avaliacdo da reagdo ao PepYMYV, as plantas
suscetiveis de pimentdo apresentaram clareamento
internervais a mosaico. No final do periodo de
experimento, 100% das plantas 'Ikeda' e da linhagem
PIM-004 (ambas suscetiveis) apresentaram sintomas
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tipicos da doenca (mosaico amarelo, seguido ou nao
por deformacdo foliar, com notas médias superiores
a 4,0). Comportamento variavel foi observado entre
plantas dentro das populacdes PIX-044 ¢ PIX-045,
o que se espera de populagdes segregantes quanto a
resisténcia ao PepYMV. Nas cultivares comerciais,
consideradas resistentes ao PepYMV (Magali-R,
Konan-R eMyr-29),assimcomonalinhagem PIM-025,
nos acessos (CM-334-UFV e CM-334-INRA) ¢ nas
populagdes F,RC; (PIX-051, PIX-052 e PIX-053),
ndo foi observada nenhuma planta com sintomas.
Em trabalho de avaliagdo de genotipos resistentes
ao PepYMV, Nascimento et al. (2007) obtiveram
resultados similares para os mesmos genotipos.

O marcador molecular CAPS foi eficiente em
distinguir, nas populagdes derivadas da cultivar
resistente Myr-29, plantas resistentes homozigotas
Pvr4/Pvr4 de plantas heterozigotas Pvr4*/Pvr4 ou
suscetiveis Pvr4*/Pvr4* (Figura 1). Em 'Myr-29,
plantas resistentes apresentaram uma banda de
444 pb, que caracteriza os genotipos homozigotos
resistentes (Pvr4/Pvr4); plantas suscetiveis (lkeda)
apresentaram uma banda de 458 pb, caracteristica dos

Figura 1. Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA,
amplificados com o marcador CAPS, em plantas de pimentao:
1, ladder (500 pb) (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, EUA); 2,
Ikeda pl#1; 3, Ikeda pl#2; 4, Ikeda pl#3; 5, Konan-R pl#l;
6, Konan-R pl#2; 7, Konan-R pl#3; 8, Myr-29 pl#l; 9,
Myr-29 pl#2; 10, Myr-29 pl#3. S, suscetivel; R, resistente;
H, heterozigoto (para o loco do alelo Pvr4)
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genoétipos homozigotos suscetiveis (Pvr4*/Pvr4®); o
hibrido resistente Konan-R, sabidamente heterozigoto,
mostrou as duas bandas que caracterizam os genotipos
resistentes heterozigotos (Pvr4*/Pvr4) (Caranta et al.,
1999).

A distancia de apenas 2,1 + 0,8 ¢cM, entre o marcador
CAPS e o gene com o alelo Pvr4, permite selecionar,
com boa margem de seguranga, plantas resistentes a
PepYMYV, tanto com base na seleco assistida como em
populagdes cuja fonte de resisténcia ao PepYMYV seja
proveniente da cultivar Myr-29 (Caranta et al., 1999).
Das cinco plantas previamente selecionadas como
resistentes ao PepYMYV e analisadas com o marcador
na populacio F,RC, PIX-053, trés apresentaram
bandas correspondentes ao gendtipo heterozigoto e
duas apresentaram a banda correspondente ao genotipo
homozigoto resistente com o alelo Pvr4 (Figura 2).
Com esses resultados, confirmou-se a eficiéncia do
marcador em selecionar genotipos portadores do alelo
Pvrd4, pois as populagdes F,RC, PIX-053 teve como
pai recorrente a cultivar Myr-29 e, portanto, as plantas
desse  retrocruzamento  comportaram-se =~ COmo
portadoras do alelo Pvr4 e seu marcador, seja em

9 10 11

458 pb
444 pb

R'H S-S-S S S S

12 13 14

S S S S S8

homozigose (banda de 444 pb) ou heterozigose
(bandas de 444 pb e de 458 pb).

Familias distintas de gendtipos de pimentdo foram
obtidas a partir da autofecundacao de plantas resistentes
ao PepYMV. A populagdo PIX-053 foi caracterizada
como portadora do alelo Pvr4, com formagdo de
banda de 444 pb, seja em homozigose (Pvr4/Pvr4) ou
heterozigose (Pvr4*/Pvr4). A familia PIX-053A-01,
derivada de planta resistente, previamente identificada
como portadora das bandas de 444 e 458 pb, também
foi avaliada, bem como as familias PIX-053A-03
e PIX-053A-04, derivadas de plantas previamente
identificadas como portadoras apenas da banda de
444 pb.

Apoés a inoculacdo do virus e extracdo de DNA
(amostras), observou-se a auséncia de plantas com
sintomas tipicos da doenga nas familias PIX-053A-03 e
PIX-053A-04, e a analise feita com o marcador revelou
apenas a presenca da banda de 444 pb, correspondente
ao genotipo homozigoto Pvr4/Pvr4 (Figura 3), o que era
esperado, pois as plantas que originaram tais familias
eram presumivelmente homozigotas resistentes
(Pvr4/Pvr4). Plantas dentro das familias PIX-053A-01

ISESICRSWRIISERI9NED ()

HIESEIRSRE SRS LTSS

Figura 2. Padrao eletroforético de fragmentos de DNA, amplificados com o marcador CAPS, em plantas de pimentdo: 1,
Ikeda pl#l; 2, Myr-29 pl#1; 3, Konan-R pl#1; 4, PIM-004 pl#1; 5, PIM-004 pl#2; 6, PIM-004 pl#3; 7, PIM-004 pl#4; 8,
PIM-025 pl#1®@; 9, PIM-025 pl#2®; 10, PIM-025 pl#3®@; 11, PIM-025 pl#4®; 12, Magali-R pl#1®; 13, Magali-R pl#2®;
14, Magali-R pl#3®; 15, PIX-053 pl#l; 16, PIX-053 pl#2; 17, PIX-053 pl#3; 18, PIX-053 pl#4; 19, PIX-053 pl#5; 20,
CM-334-UFV pl#1®; 21, CM-334-UFV pl#2®; 22, CM-334-UFV pl#3®; 23, CM-334-UFV pl#4®; 24, CM-334-UFV pl#5®;
25, CM-334-UFV pl#6®@; 26, CM-334-UFV pl#7@; 27, CM-334-UFV pl#8@; 28, CM-334-UFV pl#9®; 29, CM-334-UFV
pl#10@. S, suscetivel; R, resistente; H, heterozigoto (para o loco do alelo Pvr4) Obs: @padrio S nao correspondente ao

fenotipo da planta (resistente a PepYMV).
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apresentaram segregacao, tanto na avaliac@o fenotipica
(inoculagdo), quanto na genotipica (marcador), pois tal
familia foi originada a partir da planta heterozigota
(Pvr4*/Pvrd).

Na populagdo PIM-004, todas as plantas avaliadas
apresentaram banda correspondente ao genoétipo
homozigoto suscetivel no loco do alelo Pvr4 (Figura 2),
0 que confirma a avaliagdo fenotipica da reacdo a
PepYMV.

Quando testadas com o marcador CAPS, as
plantas confirmadas como resistentes ao PepYMYV,
do hibrido Magali-R, do acesso CM-334-UFV, da
linhagem PIM-025 e das populagdes PIX-051 e
PIX-052, apresentaram o padrio correspondente a
banda de 458 pb. Nestes casos, o alelo de resisténcia
ao PepYMV nido esta associado a banda de 444 pb e,
com o marcador CAPS, todas as plantas analisadas
mostraram um padrdo de suscetibilidade ao virus que
ndo corresponde ao fendtipo (resistente) observado
(Figuras 2, 4 ¢ 5). O fato de as plantas do acesso
Criollo de Morelos CM-334-UFV mostrarem um
padrao de suscetibilidade com o marcador CAPS
¢ uma indicagdo de que a origem desse acesso
nao corresponde a mesma do 'CM-334' descrita

1000 pb

500 pb

458 pb
444 pb -

13

por Caranta et al. (1999), considerado resistente a
potyvirus e portador da banda de 444 pb associada
a esta resisténcia. Os resultados do presente ensaio
confirmam a ndo identidade entre os dois acessos, pois
plantas do acesso CM-334-INRA (cedido por Caranta/
INRA), quando testadas com o marcador CAPS,
apresentaram a banda de 444 pb correspondente
ao gendtipo homozigoto Pvr4/Pvr4 (Figura 5). E
possivel que, no acesso CM-334-UFV, o alelo Pvr4
ndo esteja associado a banda de 444 pb ou mesmo
que sua resisténcia ao PepYMV seja controlada por
outro gene que ndo o Pvr4. No entanto, embora a
origem da resisténcia do pimentdo 'Magali-R' ndo
tenha sido revelada, é possivel que esta resisténcia
seja originaria do acesso CM-334-UFV, ¢ nio do
'CM-334' de Caranta et al. (1999), o que explicaria
o fato de CM-334-UFV, 'Magali-R', a linhagem ¢ as
populagdes destes derivadas (linhagem PIM-025 e
populagdes PIX-051 e PIX-052) ndo apresentarem
a banda de 444 pb, associada ao alelo Pvr4, embora
sejam resistentes ao PepYMV (Figuras 2 e 4).
A hipotese de Pvr7 ou outro gene — ndo associado
a banda de 444 pb do marcador CAPS (Grube et al.,
2000a) — ser ou nao ser responsavel pela resisténcia
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Figura 3. Padrio eletroforético de fragmentos de DNA, amplificados com o marcador CAPS, em plantas de pimentdo: 1,
ladder (500 pb) (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, EUA); 2, Ikeda pl#3; 3, Konan-R pl#3; 4, Myr-29 pl#3; 5, PIX-044A-05
pl#l; 6, PIX-044A-05 pl#2; 7, PIX-044A-05 pl#3; 8, PIX-044A-05 pl#4; 9, PIX-044A-05 pl#5; 10, PIX-044A-05 pl#6;
11, PIX-044A-05 pl#7; 12, PIX-053A-01 pl#1; 13, PIX-053A-01 pl#2; 14, PIX-053A-01 pl#3; 15, PIX-053A-01 pl#4; 16,
PIX-053A-01 pl#5; 17, PIX-053A-01 pl#6; 18, PIX-053A-01 pl#7; 19, PIX-053A-03 pl#l1; 20, PIX-053A-03 pl#2; 21,
PIX-053A-03 pl#3; 22, PIX-053A-03 pl#4; 23, PIX-053A-03 pl#5; 24, PIX-053A-04 pl#l1; 25, PIX-053A-04 pl#2; 26,
PIX-053A-04 pl#3; 27, PIX-053A-04 pl#4; 28, PIX-053A-04 pl#5. S, suscetivel; R, resistente; H, heterozigoto (para o loco

do alelo Pvr4).
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a potyvirus em CM-334-UFV e 'Magali-R' ¢ seus
derivados € algo que ainda precisa ser investigado.

Em plantas resistentes a potyvirus, na populagio
segregante PIX-044 (F, do hibrido Mbonica-R),
observou-se um padrdo de banda que corresponde ao
genoétipo homozigoto (Pvr4/Pvr4) e um padrdo que
corresponde ao genotipo heterozigoto (Pvr4*/Pvr4)
(Figura 4). Isto mostra que a selecdo fenotipica foi
eficiente e, também, que a resisténcia a PepYMYV,
encontrada no hibrido Monica-R, se deve ao alelo Py,
neste caso, associado a banda de 444 pb do marcador
CAPS. A exemplo do relatado anteriormente, sobre a
populagao PIX-053, plantas testadas como resistentes
ao PepYMV na populacido PIX-044, identificadas
como portadoras do alelo Pvr4 e das marcas de
444 pb e 458 pb, foram autofecundadas para obtencao
de familias. A familia PIX-044A-05 apresentou
segregacao tanto na avaliagdo fenotipica (inoculagao),
quanto na genotipica (marcador) (Figura 3), pois foi
derivada de planta resistente previamente identificada
como heterozigota (Pvr4*/Pvr4).

Nas plantas resistentes ao PepYMYV, da populagdo
segregante PIX-045 (F,dohibrido Martha-R), observou-
se um padrio de banda correspondente a um padrio
de suscetibilidade ao virus, mas que nao corresponde
ao fendtipo (resistente) observado, ou seja, a presenca

Sei = HA 2 REBE S SN SEL S S S SIS HAS IS S e Ot ST S e REST et TR - °S

da banda de 458 pb somente (Figura 4). A exemplo
do que se concluiu para CM-334-UFV, 'Magali-R' ¢
seus derivados, em 'Martha-R', o alelo Pvr4 ou nio
estd associado a banda de 444 pb, ou a resisténcia ao
PepYMV ¢ controlada por um outro gene que nao o
Pvr4 (Grube et al., 2000a).

Entre as diversas vantagens da selegdo assistida por
marcadores moleculares, podem ser citadas a auséncia
de efeitos ambientais e a independéncia do estadio de
desenvolvimento da planta, ambas consideradas por
alguns autores como alguns dos principais problemas,
quando se deseja selecionar plantas resistentes ou
imunes a viroses, via selecdo fenotipica (Lanza et al.,
2000). Muitos marcadores moleculares associados a
genes de resisténcia a viroses tém sido desenvolvidos,
porém sua utilizacdo ndo ¢ frequente, pois, na maioria
das vezes, ndo estdo ligados muito proximos aos genes
de interesse (Silva et al., 2003; Santos, 2004). Este nao
¢ o caso do alelo Pvr4 (Caranta et al., 1999). Além
da grande importancia na identificacdo de materiais
homozigotos resistentes, esse marcador CAPS,
associado a Pvr4, possibilitara a piramidacao de genes
de resisténcia ao PepYMV.

A resisténcia a0 PepYMV no acesso CM-334-INRA,
na cultivar Myr-29 e em materiais derivados do hibrido
comercial Ménica-R foi detectada como associada a
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Figura 4. Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA, amplificados com o marcador CAPS, em plantas de pimentdo: 1,
ladder (500 pb) (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, EUA); 2, Tkeda pl#2; 3, Konan-R pl#2; 4, Myr-29 pl#2 5, PIX-051 pl#1@,
6, PIX-051 pl#2®; 7, PIX-051 pl#3®; 8, PIX-051 pl#4®; 9, PIX-051 pl#5®; 10, PIX-051 pl#6@; 11, PIX-051 pl#7@; 12,
PIX-052 pl#1@; 13, PIX-052 pl#2®; 14, PIX-052 pl#3@; 15, PIX-052 pl#4®; 16, PIX-052 pl#5@; 17, PIX-052 pl#6®@; 18,
PIX-052 pl#7®; 19, PIX-044 pl#1; 20, PIX-044 pl#2; 21, PIX-044 pl#3; 22, PIX-044 pl#4; 23, PIX-044 pl#5; 24, PIX-045
pl#1®; 25, PIX-045 pl#2®; 26, PIX-045 pl#3®; 27, PIX-045 pl#4®; 28, PIX-045 pl#5®; 29, Magali-R pl#4®; 30, Magali-R
pl#5®. S, suscetivel; R, resistente; H, heterozigoto (para o loco do alelo Pvr4). Obs: @ padrdo S ndo correspondente ao
fenotipo da planta (resistente a PepYMV).
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S

10 11 12

458 pb -

Figura 5. Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA,
amplificados com o marcador CAPS em plantas de
pimentdo: 1- ladder (500 pb) (Invitrogen Co., Carlsbad,
CA, EUA); 2, CM 334-INRA pl#l; 3, CM-334-INRA
pl#2; 4, CM-334-INRA pl#3; 5, CM-334-INRA pl#4; 6,
CM-334-INRA pl#5; 7, lkeda pl#1; 8, Konan-R pl#l; 9,
Myr-29 pl#1; 10, CM-334-UFV pl#11®@; 11, CM-334-UFV
pI#12®; 12, CM-334-UFV pl#13®. S, suscetivel; R,
resistente; H, heterozigoto (para o loco do alelo Pvr4).
Obs: @padrdo S ndo correspondente ao fenodtipo da planta
(resistente a PepYMV).

banda de 444 pb do marcador, descrito por Caranta
et al. (1999) como ligado ao alelo de resisténcia
Pvr4. Contudo, no acesso resistente CM-334-UFV,
nos hibridos Magali-R, Martha-R e nas populagdes
destes derivadas, a resisténcia ao PepYMV nao
esteve associada a presenca do mesmo marcador, o
que indica que, nestes materiais, o alelo Pvr4 ou nao
esta associado a banda de 444 pb, ou sua resisténcia
ao PepYMYV ¢ controlada por um outro gene que nao
o Pvr4.

Conclusoes

1. O marcador molecular do tipo CAPS ¢ eficiente
em selecionar plantas resistentes, portadoras do alelo
Pvr4, em populagdes cuja resisténcia ¢ derivada da
cultivar Myr-29 ou do hibrido Monica-R.

2.A cultivar comercial Myr-29, o acesso
CM-334-INRA ¢ os hibridos Konan-R e Mdnica-R sio
portadores do alelo de resisténcia Pvr4, associado a um
marcador molecular tipo CAPS (banda de 444 pb).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.47, n.7, p.955-963, jul. 2012

3. A resisténcia a potyvirus em CM-334-UFV,
'Magali-R' (e seus derivados) ou 'Marta-R' ndo esta
associada ao marcador molecular CAPS que se mostra,
portanto, inapropriado para a selecdo de plantas
resistentes ao PepYMYV, em populacdes derivadas
destes materiais.
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