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RESUMO

GONCALVES, Leandro Simdes Azeredo; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Abril, 2010; Heranca de caracteres agronémicos e da
resisténcia ao Pepper yellow mosaic virus em Capsicum baccatum var. pendulum;
orientadora: Rosana Rodrigues; Conselheiros: Valdirene Moreira Gomes e
Antonio Teixeira do Amaral Junior.

Um dos principais entraves no cultivo da pimenta € a ocorréncia doencas,
que representam um fator limitante da producédo. Entre as doengas, 0 mosaico
amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) é considerado uma
das mais importantes para a cultura da pimenta, e obter cultivares resistentes é
prioridade nos programas de melhoramento no Brasil. O objetivo geral do
presente trabalho foi iniciar um programa de melhoramento de C. baccatum var.
pendulum visando a resisténcia a doencas e a alta produtividade. Para tanto,
utilizaram-se cinco genoétipos de C. baccatum var. pendulum, sendo dois
resistentes ao PepYMV (UENF 1624 e UENF 1732) e trés suscetiveis
(UENF1616, UENF 1629 e UENF 1639), em esquema de dialelo completo, sem
reciprocos. Foram conduzidos experimentos em condicbes de campo, sob
estrutura protegida (politunel), na area de convénio UENF/PESAGRO-RIO, em
Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de julho a dezembro de 2009, para
caracteristicas agronémicas e, em camara de crescimento, para avaliagdo da
resisténcia ao PepYMV. Nas condi¢des do politunel, o delineamento experimental
foi o de blocos ao acaso com trés repeticdes, cujas caracteristicas agronémicas
avaliadas foram: diametro da copa (DC); altura de planta (ALTP); dias para a
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frutificacdo (DF); numero de frutos por planta (NFP); peso médio do fruto (PMF);
massa seca do fruto (MSF); teor de matéria seca (TMS); comprimento do fruto
(CF); diametro do fruto (DIAM); espessura da polpa (ESP); teor de sélidos
soluveis totais (TSS); e producao por planta (PROD). A resisténcia ao PepYMYV foi
avaliada em delineamento inteiramente ao acaso com seis repeticoes, e as
plantas foram mantidas a 22° C (x 2°C) e fotoperio do de 16 horas de luz. Pelo
teste F, todas as caracteristicas foram significativas. As caracteristicas ALTP,
PMF, MSF, TMS, ESP e TSS nao revelaram significancia para capacidade
especifica de combinagdo (CEC), indicando que a dominancia nao exerce
influéncia no controle desses caracteres para o0 controle genético dessas
caracteristicas. Para as caracteristicas DC, DF, NFP, COMP, DIAM, PROD e
REST, houve significancia tanto para capacidade geral de combinacdo (CGC)
guanto para CEC, indicando variabilidade resultante dos efeitos aditivos e de
dominancia no controle das caracteristicas. Pela estimativa dos componentes
quadraticos, as caracteristicas COMP, DIAM e REST expressaram superioridade
dos efeitos genéticos aditivos, enquanto, em DC, DF, NFP e PROD, houve maior
efeito de dominancia. Os hibridos UENF 1629 x UENF 1732, UENF 1616 x UENF
1732 e UENF 1624 x UENF 1639 foram indicados como promissores por
possuirem caracteristicas agrondmicas favoraveis associadas a resisténcia ao
PepYMV. Com os resultados obtidos pelos hibridos, supfe-se que a resisténcia é
governada por um gene dominante, sendo esta hipotese corroborada, devido a
deteccdo da presenca do gene Pvr4 nos genotipos resistentes. Em relacdo aos
parametros genéticos relacionados as caracteristicas agrondémicas, somente
PMF, MSF e PROD tiveram auséncia de significancia nos trés testes de
suficiéncia do modelo aditivo-dominante, indicando haver homogeneidade entre
as variancias e covariancias e, consequentemente, auséncia de epistasia no
controle do carater. Para as caracteristicas PMF e MSF, os efeitos génicos
aditivos foram os mais importantes, ao contrario da PROD em que o efeito de
dominancia foi o mais importante. Verificaram-se dominancia parcial para PMF e
MSF, e sobredominancia para PROD. Os genitores UENF 1616 e UENF 1629
foram os que tiveram as maiores concentracdes de alelos favoraveis para as trés
caracteristicas em estudo. Para o estudo da identificacdo de proteinas
relacionadas a patogénese (PRs) ao patossistema Capsicum baccatum var.

pendulum — PepYMV, utilizaram-se mudas do acesso C. baccatum (UENF 1624).
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Com 45 dias de idade, folhas jovens do acesso foram inoculadas com o virus e,
apos periodos de 24, 48, 72, 96 h, as mesmas foram coletadas para analise. As
proteinas analisadas foram: PR-2 (B-1,3 glucanase), PR-3 (quitinases), PR-9
(peroxidase) e PR-14 (proteina de transferéncia de lipidios). Nao foi observada
diferenca no padrdo proteico entre mudas-controle e infectadas em relacdo as
proteinas PR-2, 3 e 14. No entanto, para a PR-9, houve diferenca nos tempos de
48 e 72 h apoOs a inoculacdo, registrando-se um aumento na expressao da

peroxidase nas mudas infectadas.
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ABSTRACT

GONCALVES, Leandro Simdes Azeredo; D. Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; April, 2010; Inheritance of agronomic traits and
resistance to Pepper yellow mosaic virus in Capsicum baccatum var. pendulum;
Advisor: Rosana Rodrigues; Committee members: Valdirene Moreira Gomes and
Antonio Teixeira do Amaral Junior.

One of the main hindrances to the chilli pepper -cultivation is the
occurrences of diseases which represent a limited factor to the production. Among
the diseases, the yellow mosaic caused by the Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) is considered one of the most important ones for the chili pepper and
obtaining resistant cultivars is a priority concerning improvement programs in
Brazil. The general objective of the current work was to begin an improvement
program of C. baccatum var. pendulum aiming the resistance to diseases and high
productivity. In order to do that, it was used five genotypes of C. baccatum var.
pendulum being two of them resistant to PepYMV (UENF 1624 and UENF 1732)
and three of them susceptible (UENF 1616, UENF 1629 and UENF 1639), in
scheme of complete diallelic, without reciprocal ones. Experiments were carried
out under field conditions, under protective structure (poli-tunnel) in area from the
consortium UENF/PESAGRO-RIO, in Campos dos Goytacazes, RJ, from
July/2009 to December/2009, for agronomic traits and in the chamber of growing
for assessment of the resistance to PepYMV. Regarding the poli-tunnel conditions,

the experimental delineation was the one of casualized blocks with three
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repetitions and the following agronomic traits were evaluated: canopy diameter
(CD); plant height (PH); days for fructification (DF); number of fruits by plant
(NFP); fruit average-weight (FAW); fruit dry mass (FDM); dry matter (DM); fruit
length (FL); fruit diameter (FD); pulp thickness (PT); total soluble solids (TSS); and
production by plant (PROD). The resistance (REST) to PepYMV was evaluated in
delineation completely at random with six repetitions and the plants were
maintained at 22<C (x 2C) and photoperiod of 16h u nder light. Through F test, all
characteristics were significant. The characteristics PH, FAW, FDM, DM, PT and
TSS did not show significance for specific capacity of combination SCC, indicating
that the dominance does not influence on the control of these characters within the
genetic control of these features. For the CD, DF, NFP, FL, FD, PROD and REST
characteristics, there was relevance not only to the general capacity of
combination (GCC), but also to the SCC, indicating variability resultant from the
additive effects and the dominance in the control of features. By the estimative of
the quadratic components, the characteristics FL, FD and REST expressed
superiority of the additive genetic effects whereas there was larger dominance
effect regarding the CD, DF, NFP and PP features. The hybrids UENF 1629 X
UENF 1732, UENF 1616 X UENF 1732 and UENF 1624 X UENF 1639 were
indicated as promising ones since they possess favorable agronomic
characteristics associated to the resistance to PepYMV. With the results obtained
by the hybrids, it is supposed that the resistance is governed by a dominant gene
being this the hypothesis corroborated due to the detection of the presence of the
Pvr4 gene in the resistant genotypes. Regarding the genetic parameters related to
the agronomic characteristics, only FAW, FDM and PROD had absence of
significance concerning the three tests of sufficiency of the additive dominant
model, indicating that there is homogeneity among the variances and co-variances
and, consequently, lack of epistasis in the control of character. For the FAW and
FDM features, the additive genetic effects were the most important ones. On the
contrary, in the PROD the dominance effect was the most important. It was
verified a partial dominance for FAW and FDM, and an over-dominance for PROD.
The genitors UENF 1616 and UENF 1629 were the ones which had larger
concentrations of favorable alleles for the three characteristics under study.
Concerning the identification study of pathogenesis-related proteins (PRs) to the

pathosystem Capsicum baccatum var. pendulum — PepYMV, it was used



seedlings of access C. baccatum (UENF 1624). At the age of 45, young leaves of
the access were inoculated with the virus and, after periods of 24h, 48h, 72h and
96h, the same ones were collected for analysis. The proteins analyzed were: PR-2
(B-1, 3 gluconase), PR-3 (quitinases), PR-9 (peroxidase) and PR-14 (lipid transfer
protein). It was not observed difference in the proteic standard between control
seedlings and infected ones in relation to the proteins PR-2, 3 and 14. However,
for the PR-9, there was difference in timing of 48h and 72h after the inoculation,
registering an increase within the expression of the peroxidase within the infected

seedlings.
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1. INTRODUCAO

O género Capsicum, no qual estdo inseridos os pimentfes e as pimentas, €
originario das Ameéricas, e € amplamente difundido por todo o mundo, sendo
cultivado tanto em regides tropicais quanto em temperadas. Em relacdo as
pimentas, o continente Asiatico tém sido o grande destaque no quesito producao.
No Brasil, 0 mercado de pimentas, considerado até pouco tempo secundario em
relacdo as outras hortalicas, devido ao baixo consumo e ao pequeno volume
comercializado, tem assumido grande importancia para o pais (Nascimento et al.,
2007; Pereira e Rodrigues, 2006).

Existe grande variabilidade genética entre as pimentas, observadas
principalmente nos frutos com diferentes formatos, coloracdo, tamanhos e
pungéncia. As pimentas tém uso bastante variado, podendo seus frutos ser
utilizados como condimentos, em molhos e conservas. Outro mercado importante
para as pimentas € o de plantas ornamentais, em razao da folhagem variegada,
do porte ando e dos frutos com diferentes cores no processo de maturacao
(Moreira et al., 2006). As plantas de pimenta se caracterizaram por produzirem
frutos que possuem uma ardéncia tipica, determinada pela presenca de
alcaloides, em especial da capsaicina. Este alcaloide possui propriedades
diversas, sendo considerado antimicrobiano (Carvalho et al., 2003), antioxidante
(Howard et al., 2000), analgésico (Dasgupta e Fowler, 1997) e, com isso, cresce 0

interesse industrial pelas pimentas.



Sé&o cultivados no Brasil diferentes tipos varietais pertencentes a quatro
espécies domesticadas de Capsicum (C. frutescens, C. chinense, C. annuum var.
annuum e C. baccatum var. pendulum) e, pelo menos trés espécies
semidomesticadas (C. annuum var. glabriusculum, C. praetermissum e C.
baccatum var. baccatum).

Um dos principais entraves no cultivo da pimenta € a ocorréncia de
doencas, que representam um fator limitante da producdo (Lopes e Avila, 2003).
Entre as doencas, o mosaico amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) é considerado uma das mais importantes para cultura da pimenta, e
obter cultivares resistentes € prioridade nos programas de melhoramento no
Brasil (Nascimento et al., 2007). Os sintomas ocasionados pelo PepYMV em
Capsicum incluem encrespamento nas folhas, desenvolvimento do mosaico com
tonalidade verde-amarelada, reducdo geral do tamanho da planta e dos frutos e
deformacgéo dos mesmos (Carmo et al., 2006).

A principal forma de controle do PepYMV é a resisténcia genética, que tem
uma seérie de vantagens, principalmente referentes aos aspectos econémicos,
ecologicos e praticos (Menten, 1990). Em Capsicum spp., as primeiras fontes
promissoras de resisténcia ao PepYMV descritas foram C. annuum ‘Criollo de
Morellos 334’ (resisténcia monogénica dominante) e C. chinense ‘Pl 159236’
(resisténcia monogénica recessiva) (Boiteux et al., 1996).

No mercado, encontram-se algumas cultivares de pimentdo (‘Myr-10’ e
‘Myr-29’) e alguns hibridos como ‘Magali R, ‘Reinger’, ‘Laser’, ‘Konan R’ e
‘Natalie’ resistentes ao PepYMV (Echer e Costa, 2002; Nascimento, 2005).
Entretanto, ndo existem relatos de cultivares de pimenta resistentes ao PepYMV
no mercado.

Bento et al. (2009), avaliando 127 acessos de Capsicum spp. existentes no
banco de germoplasma da UENF quanto a reacdo ao PepYMV, identificaram
nove genotipos resistentes ao PepYMV, sendo dois acessos da espécie C.
baccatum var. Pendulum, e sete da espécie C. chinense.

A maioria dos estudos genéticos realizados no género Capsicum foi
desenvolvida com a espécie C. annuum, apesar da enorme variabilidade genética
que 0 género possui para um grande numero de caracteristicas de interesse
agrondmico (Souza e Maluf, 2003). As informacdes sobre heterose em outras

espécies domesticadas, particularmente C. baccatum, séo escassas.



O objetivo geral do presente trabalho foi iniciar um programa de
melhoramento de C. baccatum var. pendulum visando a resisténcia a doencas e a
alta produtividade. Os objetivos especificos foram: i) avaliar a capacidade
combinatéria de acessos de C. baccatum var. pendulum no que diz respeito a
caracteristicas agronémicas e de resisténcia ao PepYMV; i) identificar
combinacdes hibridas superiores; iii) inferir sobre os modos de acdo génica
envolvidos na expressdo dos caracteres em estudo; iv) detectar a possivel
presenca do gene Pvr4 em trés acessos de C. baccatum var. pendulum, oito
acessos de C. chinense e trés acessos de C. annuum; v) avaliar a inducédo de
proteinas PRs, com énfase nas classes PR-2, PR-4, PR-9 e PR-14, em plantas de

C. baccatum var. pendulum resistentes ao PepYMV.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A espécie Capsicum baccatum

2.1.1 Origem e botéanica

A hipdtese mais provavel do centro de diversidade do género Capsicum é a
Bolivia, com posterior migracdo e especiacdo nas regides dos Andes e terras
baixas da Amazoénia (Pickersgill, 1971; McLeod et al., 1982; Eshbaugh et al.,
1983; Moscone et al., 2007). Hoje, o género se encontra difundido por todo o
mundo, sendo cultivado tanto em regides tropicais quanto em temperadas.

Plantas desse género pertencem a Divisdo Spermatophyta, Filo
Angiospermae, Classe Dicotiledoneae, Ramo Malvales-Tubiflorae, Ordem
Solanales (Personatae) e Familia Solanaceae (Andrews, 1995).

O género Capsicum é composto por 31 espécies confirmadas e cinco em
vias de serem classificadas (Pozzobon et al., 2006; Moscone et al., 2007). As
espécies sao classificadas de acordo com o nivel de domesticacédo. Dessa forma,
0 género é constituido por cinco espécies domesticadas: Capsicum annuum,
Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens e Capsicum
pubescens (Pickersgill, 1971; Bianchetti, 1996; Moreira et al., 2006).

As flores dessas espécies sdo hermafroditas, favorecendo a
autopolinizacdo, embora a taxa de polinizacdo cruzada possa ser elevada,

dependendo da acdo de insetos polinizadores (Filgueira, 2000). Em relagdo ao



namero de cromossomos, 0 género Capsicum possui 2n= 24, entretanto, algumas
espécies silvestres possuem 2n= 26 (Moscone et al., 2007).

Outra caracteristica desse género é a sua alta variabilidade de tipos de
frutos, cores, formas, tamanhos e intensidade da pungéncia. A dltima
caracteristica é exclusiva do género Capsicum, e é atribuida a alcaloides, mais
especificamente a dois capsaicinoides: a capsaicina e a diidrocapsaicina. Tais
alcaloides acumulam-se na superficie da placenta e sao liberados quando o fruto
sofre qualquer dano fisico. O teor de capsaicinoide é avaliado pela escala de
Unidades de Calor Scoville (em Inglés, Scoville Heat Units —SHU) ou por meio de
equipamentos especificos. O valor SHU pode variar de zero (pimentas doces) a
300.000 (pimentas picantes) (Carvalho et al., 2003).

A espécie Capsicum baccatum possui duas formas ou variagdes: C.
baccatum var. pendulum, que € a variedade domesticada desta espécie e esta
amplamente difundida nas regides tropicais baixas da América do Sul,
principalmente da costa do Peru ao Brasil. A segunda é a variedade
semidomesticada C. baccatum var. baccatum, que tem distribuicdo semelhante a
da domesticada. As variedades botanicas de C. baccatum exibem uma alta
cruzabilidade com mais de 55% de viabilidade polinica nos hibridos (Eshbaugh,
1970). O maior centro de diversidade desta espécie é a Bolivia, sugerindo que
este seja também o0 seu centro de origem (Eshbaugh, 1993; Moscone et al.,
2007).

Em relacéo as caracteristicas botanicas, C. baccatum var. pendulum possui
corola branca com manchas amareladas e uma unica flor por né (Vifals et al,
1996), enquanto C. baccatum var. baccatum possui manchas esverdeadas e duas
a trés flores por no, sendo estas as Unicas diferencas entre as variedades
(IBPGR, 1983).

2.1.2 Importancia Econémica

Héa grandes perspectivas e potencialidades do mercado de pimentas devido
a versatilidade de suas aplicagbes culinarias, industriais, medicinais e
ornamentais. Entretanto, as estatisticas mundiais de area cultivada, producéo,

exportacdo e consumo séo escassas e, geralmente, sdo divulgadas em conjunto



com pimentéo, dificultando o entendimento das perspectivas para esse mercado
especifico (Rufino e Penteado, 2006).

Apesar dessas limitacdes, a producdo mundial estimada foi em torno de 28
milhdes de toneladas em 2006 (FAO, 2008). Deve-se, todavia, salientar que essa
estatistica ndo separa os tipos ndo-pungentes dos pungentes e nem considera a
finalidade de producéo.

Os maiores volumes de producdo ocorrem na China, no México e na
Turquia. Esses trés paises produzem em torno de 60% da producdo mundial,
sendo a China a maior produtora com uma producéo de 13 milhdes de toneladas
no ano de 2006 (FAO, 2008).

Linguanotto Neto (2006), em sua apresentacao no Il Encontro Nacional do
Agronegdcio Pimentas (Capsicum spp.), realizado no Brasil, mostrou dados da
area plantada, da producdo e da exportacdo de pimentas, destacando-se o
Continente Asiatico, que reldne 0s principais paises produtores e exportadores de
pimentas. Uma segunda regido importante no cultivo de pimentas compreende 0s
Estados Unidos, México e paises do Caribe. Em relacdo aos importadores, tém
destaque os paises da Unido Européia, os Emirados Arabes, Sri Lanka, Malasia,
Japao e Coréia.

No Brasil, o mercado de pimentas, considerado até pouco tempo
secundario em relacdo as outras hortalicas, devido ao baixo consumo e ao
pequeno volume comercializado, vem assumindo grande importancia para o pais
(Pereira e Rodrigues, 2006; Nascimento et al., 2007). Essa mudanca esta
relacionada a introducéo de novos tipos de frutos e ao desenvolvimento de novos
produtos que agregam valor, seja na forma de molhos, conservas, geleias,
pimenta desidratada em po (paprica), dentre outras, que tém contribuido para
ampliacdo do setor (Nascimento et al., 2007). Além disso, € um segmento de
grande importancia social, pois requer grande guantidade de mao-de-obra, em
especial na colheita (Moreira et al., 2006).

No Censo Agropecuario de 2006, a producéo foi de aproximadamente 19
mil toneladas, sendo os Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Goias os
principais estados produtores (Rufino e Penteado, 2006). No Estado do Rio de
Janeiro, a producao de pimentas é pequena quando comparada com a de outros

estados produtores. Contudo, este mercado esta em crescimento, diferentemente



do mercado de pimentdo que, ao longo dos anos, esta tendo um declinio
acentuado de producgéo (Ceasa-RJ, 2008).

2.1.3 Variedades Botanicas e cultivares de  C. baccatum

Poucas companhias de sementes de pimentas existem no Brasil, e aquelas
que fazem melhoramento restringem-se a alguns tipos especificos, como
cultivares de pimenta do tipo ‘Jalapefio’ (sementes importadas), ‘Cambuci’,
‘Malagueta’ e ‘Dedo-de-moca’ (Moreira et al., 2006).

Para a espécie C. baccatum, as variedades botanicas sao divididas em C.
baccatum var. pendulum (variedades ‘Dedo-de-moca’ e ‘Cambuci’) e C. baccatum
var. baccatum (‘Cumari’). As caracteristicas de cada variedade botanica séo:

‘Dedo-de-moga’ — E considerada a pimenta mais consumida no Brasil,
especialmente nas regides Sul e Sudeste. As plantas sdo arbustivas, com cerca
de 1 m de altura. Os frutos sdo alongados, de coloracdo vermelha quando
maduros, e medem cerca de 1-1,15 cm de diametro e 8-10 cm de comprimento e
de pungéncia suave. Dependendo da regido e dos diferentes usos, a mesma
pimenta do tipo ‘Dedo-de-moca’ pode receber outros nomes comuns, como
pimenta ‘Chifre-de-veado’, por apresentar frutos maiores e de coloracdo mais
intensa, sendo muito utilizado para confeccdo de molhos; e pimentas ‘vermelhas’
ou ‘calabresa’, quando utilizadas desidratadas na forma de flocos com sementes
(Carvalho et al., 2003; Moreira et al., 2006).

‘Cambuci’ — Também chamada ‘Chapéu de bispo’ ou ‘Chapéu-de-frade’,
tém frutos em formato campanulado, de tamanho mediano e, geralmente, com 4
cm de comprimento e 7 cm de largura; a coloracao do fruto € verde ou verde-clara
quando imaturo, e vermelha, apdés a maturacdo. Os frutos sdo considerados
doces, entretanto, podem ser encontrados, no mercado, cultivares levemente
pungentes (Carvalho et al., 2003; Moreira et al., 2006).

‘Cumari’ — Também conhecida como “Cumari-verdadeira”, pimenta-
passarinho, “Cumari-mituda”, “Comari” ou “Pimentinha”, possui frutos pequenos,
eretos, de formato arredondado, com cerca de 0,5 cm de diametro, ou ovalado
com 0,6 a 0,7 cm de comprimento e 0,5 cm de diametro. Possui aroma suave,
pungéncia elevada, utilizada em conservas (Carvalho et al., 2003; Moreira et al.,
2006).



2.2 Pepper yellow mosaic virus  (PepYMV)

2.2.1 Caracteristicas gerais

O mosaico amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) é
considerado, atualmente, a principal doenca viral na cultura da pimenta
(Nascimento et al., 2007). Esta espécie pertence ao género Potyvirus, familia
Potyviridae, e é considerada a maior e, economicamente, mais importante entre
os fitovirus (Berger et al., 2005). Os membros dessa familia estdo agrupados em
seis géneros - Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Potyvirus, Rymovirus e
Tritimovirus - que diferem quanto ao tipo de vetor e a organizagdo do genoma. Os
potyvirus sdo considerados cosmopolitas, infectando mais de 2000 espécies de
plantas em mais de 550 géneros e 81 familias (Berger et al., 2005).

O género Potyvirus € o mais numeroso da familia, com 91 espécies. Todas
as espécies virais pertencentes a esse género possuem particulas alongadas,
flexuosas, com 680 a 900 nm de comprimento por 11 a 13 nm de diametro. Seu
material genético é constituido de uma molécula de fita simples de RNA com
aproximadamente 10 kb de comprimento, possuindo a proteina Vpg ligada a sua
extremidade 5’, e uma cauda poli-A na extremidade 3. O RNA é envolto por
aproximadamente 2.200 cOpias de uma proteina capsidial, com peso molecular de
cerca de 34KDa (Spetz et al., 2003; Berger et al., 2005). A tradugcédo ocorre em
uma unica fase de leitura (ORF), que codifica uma poliproteina com cerca de
350KDa, processada por trés proteases virais (P1, HC-Pro e Nla), originando
nove produtos (Shukla et al., 1994).

A principal forma de transmissao dos potyvirus é por meio de insetos
vetores, especificamente os afideos. O virus é adquirido durante as picadas de
prova, fica retido no estilete e na porcédo anterior do es6fago, e € transmitido
durante a regurgitacdo e salivacdo que antecedem novas picadas de prova. A
transmissdo é considerada de maneira ndo-circulativa, j& que o virus fica restrito
ao aparelho bucal do inseto (Berger et al., 2005; Carmo et al., 2006).

A transmissao depende de dois fatores: o componente “helper” (HC-Pro),
proteina codificada pelo virus que facilita a adeséo da particula viral na superficie

do estilete dos afideos, e da proteina capsidial do virus.



Os virus do género Potyvirus podem ser também transmitidos
experimentalmente, por meio de inoculagdo mecanica, por meio do extrato bruto
ou de preparacdes purificadas de virus (Shukla et al., 1994).

O processo de infeccdo inicia-se quando o virus, ao penetrar a célula da
planta hospedeira, dissocia o RNA viral do capsideo e, posteriormente,
redireciona a tradugéo da celula hospedeira a favor da tradugdo do RNA viral,
com o objetivo de producdo da sua poliproteina (Léonard et al., 2002). A
poliproteina sofre autoprotéolise, formando as proteinas virais necessarias para
todo o ciclo de infeccdo. Em seguida, ocorre a replicagcdo do RNA viral, que pode
ser transportado para outras células ou formar novas particulas virais (Zerbini e
Maciel-Zambolim, 1999).

Os sintomas causados na planta devido a infeccdo dos potyvirus podem
ser de natureza bioquimica (aumento da taxa respiratoria, alteragdo no equilibrio
hormonal e reducdo da atividade fotossintética) acompanhada de natureza
histoldgica (indo desde a infeccéo latente, seguida ou ndo de deformacao foliar,
até necrose de folhas, entre outros). A intensidade dos sintomas depende da
cultivar ou do hibrido plantado, da estirpe do virus e das condi¢cdes ambientais
(principalmente temperatura) (Hinrichs-Berger et al., 1999; Carmo et al., 2006).

2.2.2 Potyvirus em Capsicum

O primeiro relato da ocorréncia de potyvirus em Capsicum foi feito por
Smith, em meados da década 30 (De Bokx e Hutting, 1981, citado por Arnedo-
Andrés et al., 2002). Nove espécies do género Potyvirus ja foram descritas e
identificadas em Capsicum. Entre elas, incluem-se o Potato virus Y (PVY), de
ocorréncia cosmopolita (Romero et al., 2001; Choi et al., 2005); Tobacco etch
virus (TEV) e Pepper mottle virus (PepMov) de ocorréncia na América do Norte
(Nelson et al., 1982; Purcifull e Hiebert, 1982); Pepper veinal mottle virus (PVMV),
de ocorréncia na Africa (Berger et al., 2005); Chili veinal mottle virus (ChiVMov),
de ocorréncia na Asia (Moury et al., 2005); Pepper vein banding virus (PVBV), de
ocorréncia na india (Anindya et al., 2004); Peru tomato virus (PTV), de ocorréncia
no Peru (Melgarejo et al., 2004); Pepper severe mosaic virus (PepSMV), de
ocorréncia na Argentina (Feldman e Garcia, 1977; Choi et al., 2006) e Pepper
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yellow mosaic virus (PepYMV), de ocorréncia no Brasil (Inoue-Nagata et al.,
2002).

No Brasil, o PVY foi relatado pela primeira vez em 1950 em Capsicum, ja
causando grandes prejuizos para cultura (Costa e Alves, 1950). As perdas
ocasionadas por essa virose levaram o pesquisador Hiroshi Nagai a iniciar o
primeiro programa de melhoramento de Capsicum annuum no Brasil visando a
resisténcia ao PVY, no Instituto Agrondémico de Campinas — SP (IAC) em 1961.
Cultivares como ‘Porto Rico Wonder’, ‘Mogi das Cruzes’, ‘Casca Dura’ e uma
pimenta (Capsicum annuum) introduzida da Flérida, denominada P11, foram
utilizadas com sucesso na obtencao da resisténcia ao PVY, cada qual mostrando
resisténcia as estirpes PVY", PVY", PVY' e PVY", respectivamente (Nagai, 1993).

Gebre-Selassie et al. (1985) propuseram uma classificacdo de isolados de
PVY infectando o género Capsicum. Esta classificacéo foi realizada com base na
resposta de cultivares diferenciadoras. Sendo assim, isolados de PVY da Europa
e das regides Mediterraneas foram classificados em trés patotipos (PVY-0, 1 e 1-
2). Posteriormente, Luis-Arteaga et al. (1997), utilizando a mesma metodologia,
descreveram um novo patotipo, denominado PVY-1-3.

Na década de 1990, foi verificada a ocorréncia de um isolado de PVY com
habilidade de induzir mosaico em cultivares resistentes ao PVY (‘Agrondémico
10G’, ‘Magda’ e ‘Margareth’), nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais. Este
isolado foi nomeado inicialmente como PVY™ (Boiteux et al., 1996; Echer e Costa,
2002; Sacchi et al., 2003).

Boiteux et al. (1996) relataram que a estirpe PVY™ representava um isolado
do patétipo 1-2 do PVY. Entretanto, Inoue-Nagata et al. (2002), utilizando técnicas
moleculares, identificaram que a estirpe PVYM constitui uma nova espécie do
género Potyvirus, denominando-a Pepper yellow mosaic virus (PepYMV).

O PepYMV predomina nos principais polos de producdo de pimenta e
pimentdo no pais e, junto com a murcha vascular causada por Phytophthora
capsici, sado considerados prioridades nos programas de melhoramento de
Capsicum no Brasil (Avila et al., 2004; Inoue-Nagata et al., 2002; Maciel-
Zambolim et al., 2004; Nascimento et al., 2007).

O PepYMV e o PVY causam sintomas idénticos em pimentas e sao
relacionadas sorologicamente, embora possam ser diferenciados por alguns

testes soroldgicos, como Double Antibody Sandwich Elisa (DAS-ELISA) (Truta et
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al., 2004; Cunha et al., 2004). Os sintomas causados, nas plantas de pimenta,
pelo PepYMV incluem encrespamento nas folhas, desenvolvimento do mosaico
com tonalidade verde-amarelada, reducédo geral do tamanho da planta e dos
frutos e deformacéo dos frutos. Entretanto, a intensidade dos sintomas depende
da cultivar ou do hibrido plantado, da estirpe do virus e das condi¢des ambientais,
principalmente da temperatura (Carmo et al., 2006).

As principais formas de controle do PepYMV séo a prevencao e a utilizacao
de cultivares resistentes. Em relacdo a prevencao, diversas medidas devem ser
adotadas como, por exemplo, uso de mudas sadias, controle do inseto vetor e
evitar o plantio proximo a lavouras velhas de pimenta, pimentdo e tomate, com o
objetivo de diminuir o risco de infeccao viral (Kurozawa et al., 2005)

A resisténcia genética representa uma importante estratégia no controle
efetivo de viroses causadas por potyvirus. Esta alternativa tem uma série de
vantagens em relacdo as demais opcdes de controle, principalmente referentes
aos aspectos econdmicos, ecologicos e praticos (Menten, 1990). Estima-se que
25% dos recursos destinados ao melhoramento convencional sejam utilizados no

desenvolvimentos de variedades resistentes a doencas (Borém e Miranda, 2005).

2.2.3 Heranca e resisténcia genética a PepYMV em  Capsicum

Depois de quase 100 anos desde que Biffen descreveu a natureza
Mendeliana da resisténcia das plantas aos patogénos, um dos principais objetivos
do melhoramento de plantas € o desenvolvimento de cultivares resistentes aos
patogenos. A resisténcia genética é considerada a principal forma de controle,
devido ser altamente eficaz contra um organismo especifico. Entretanto, as
vantagens da resisténcia sdo combatidas pela capacidade de o patégeno evoluir
e superar a protecdo conferida pela resisténcia (Garcia-Arenal e McDonald,
2003). Sendo assim, ha uma constante necessidade de buscar genoétipos que
confiram resisténcia aos patogenos.

Varios genes de resisténcia aos potyvirus em Capsicum, ja foram
identificados e vém sendo utilizados em programas de melhoramento. Esses
genes sao divididos em dois grupos, sendo quatro recessivos (pvrl; pvr2; pvr3 e
pvr5) e trés dominantes (Pvr4, Pvr6 e Pvr7) (Parrela et al., 2002).
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Em relacdo ao PepYMV, as primeiras fontes promissoras de resisténcia
foram C. annuum ‘Criollo de Morellos 334’ e C. chinense ‘Pl 159236’ (Boiteux et
al., 1996). Boiteux et al. (1996), estudando a heranca da resisténcia dos genotipos
‘Criollo de Morellos 334’ (CM334) e ‘Pl 159236’, identificaram um gene dominante
derivado de CM334 e um gene recessivo derivado de ‘Pl 159236 Os mesmos
autores sugeriram que o nome Ry 1-2 fosse dado ao gene de resisténcia do
CM334 e et™ fosse dado ao gene de resisténcia do ‘Pl 159236'. Kyle e Palloix
(1997) propuseram uma reclassificacdo dos genes resistentes ao potyvirus em
Capsicum, definindo que os genes et™ e Ry 1-2 fossem classificados como pvrl e
Pvr4, respectivamente.

No mercado, encontram-se diversas cultivares de pimentédo de polinizacdo
livre Myr-10, Myr-29 e em alguns hibridos como ‘Magali R’, ‘Reinger’, ‘Laser’,
‘Konan R’ e ‘Natalie’ resistentes ao PepYMV (Echer e Costa, 2002; Nascimento,
2005). Entretanto, ndo existem relatos de cultivares de pimenta resistentes ao
PepYMV no mercado.

Bento et al. (2009), avaliando 127 acessos de Capsicum spp. existentes no
banco de germoplasma da UENF quanto a reagdo ao PepYMV, identificaram
nove genotipos resistentes ao PepYMV, sendo dois acessos da espécie C.

baccatum var. pendulum e sete da espécie C. chinense.

2.3 Bases tedricas para o uso de cruzamentos dialél  icos

O termo dialelo tem sido utilizado para expressar um conjunto de p(p-1)/2
hibridos resultantes do cruzamento entre p genitores (linhagens, variedades,
clones, etc.), podendo-se incluir, além dos pais, os hibridos reciprocos ou outras
geracoes relacionadas, tais como F,’s, retrocruzamentos, entre outros (Cruz et al.,
2004).

Pelo uso do método dialélico, € possivel a determinacéo de estimativas de
parametros Uteis na selecédo de genitores para hibridacdo e no entendimento dos
efeitos genéticos envolvidos na determinagdo dos caracteres (Ramalho et al.,
1993; Cruz e Regazzi, 2001; Cruz et al., 2004).

Esquemas de dialelos que incluem F;s entre todos os pares de
combinacgdes dos genitores podem, adicionalmente, incluir os progenitores, seus

hibridos reciprocos e, algumas vezes, outras geracdes relacionadas, como F,'s e
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retrocruzamentos, que sdo chamados dialelos balanceados, completos ou de
meia-tabela. Outros tipos de dialelo sdo os circulantes, nos quais ndo séo obtidas
todas as combinacdes possiveis entre 0s progenitores, embora esses sejam
representados por um mesmo numero de cruzamentos, havendo perda de
informacdes a respeito dos hibridos cujos cruzamentos n&o foram realizados.
Outro tipo séo os incompletos, em que 0s progenitores sao representados por um
numero variavel de cruzamentos, que ocorre em decorréncia de perdas de
tratamentos ou insuficiéncia de sementes, por exemplo; e, por fim, os dialelos
desbalanceados, nos quais todas as combinacfes hibridas estdo presentes,
porém, com numero desigual de repeti¢cdes por tratamento (Ramalho et al., 1993;
Cruz e Regazzi, 2001; Cruz et al., 2004).

Dentre os métodos para analise de tabelas dialélicas, os mais utilizados
sdo os propostos por Jinks e Hayman, ampliados por Hayman (1954), que se
destaca na determinacdo do controle genético nas espécies estudadas, com
imposicado de uma série de restricdes para sua validade; o método de Gardner e
Eberhart (1966), que tem como destaque a estimativa da heterose; e 0 modelo
proposto por Griffing (1956), que estima a capacidade geral de combinacao
(CGC) e a capacidade especifica de combinagdo (CEC) dos genoétipos em
cruzamentos, podendo—se identificar os genitores com maior CGC, e, portanto,
promissores para 0S cruzamentos, e geracdo de populagbes segregantes com
maior CEC. Além disto, se o modelo é aleatério, pode-se inferir sobre os
componentes de variancia genética, ou seja, variancia aditiva e variancia nao-
aditiva (Cruz et al., 2004).

A maioria dos estudos genéticos realizados no género Capsicum foi
desenvolvida com a espécie C. annuum, apesar da enorme variabilidade genética
qgque o género possui para um grande namero de caracteristicas de interesse
agrondmico (Ribeiro, 1987, citado por Souza e Maluf, 2003). As informacdes
sobre heterose em outras espécies domesticadas, particularmente C. baccatum,
ainda séo escassas.

Rego (2001) estudou o cruzamento dialélico, com a metodologia de
Hayman (1954), de oito acessos de C. baccatum pertencentes ao Banco de
Germoplasma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa, utilizando 14
caracteristicas de qualidade do fruto e morfoagronémicas. Os resultados obtidos

mostraram altas correlagées nas caracteristicas avaliadas, com excec¢do do teor
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de matéria seca do fruto e didmetro da copa entre fileiras, demonstrando a
possibilidade de selecdo precoce em componentes de producéo. Os resultados
obtidos permitiram concluir que tanto os efeitos de dominancia como os aditivos
contribuem na expressdo das caracteristicas diametro, comprimento e matéria
fresca do fruto e nimero de frutos por planta, sendo que os efeitos aditivos foram
preponderantes. Nessas circunstancias, a selecédo de linhas provenientes de
geracdes segregantes e a obtencdo de hibridos visando explorar heterose ou
heterobeltiose podem ser apropriadamente utilizadas como metodologias no
melhoramento de pimenta.

Souza e Maluf (2003) avaliaram a heterose e seus componentes em
hibridos F; provenientes de um cruzamento dialélico de C. chinense. O
experimento foi conduzido em blocos completos com trés repeticdes. Utilizaram-
se 15 tratamentos, sendo cinco introducfes de C. chinense e 10 hibridos F;
resultantes dos cruzamentos entre esses genitores. Os caracteres estudados
foram producéo total, relacdo comprimento/diametro de fruto, matéria seca de
frutos por planta, incidéncia de mancha-bacteriana, rendimento de capsaicina por
planta e numero de sementes por fruto. Os autores constataram a importancia e a
predominédncia de efeitos génicos néo-aditivos para todos o0s caracteres
avaliados. O efeito de epistasia foi importante para matéria seca de frutos por
planta, rendimento da capsaicina por planta e nUmero de sementes por fruto. Para
as demais caracteristicas, quando ndo se detectou acdo génica espistatica, a
heterose se explicou pela acdo génica de dominancia, nos seus mais variados

graus, desde dominancia incompleta até provavel sobredominancia.

2.4 Proteinas relacionadas a patogénese em plantas

Os mecanismos de defesa de plantas aos patdégenos podem ser divididos
em constitutivos e induzidos. Os constitutivos incluem barreiras fisicas (por
exemplo, papilas, halos, tricomas, cuticulas) que dificultam a penetracdo do
patégeno no tecido vegetal, e metabdlitos secundarios (por exemplo, alcaloides,
compostos cianogénicos, fendlicos, glicosinolatos, terpenoides, etc.) que podem
evitar a colonizacéo, a reproducdo e o desenvolvimento do patdogeno. A defesa

induzida é caracterizada pela ativacao de cascatas de sinalizacdo induzidas apés



15

0 estresse bibtico, que ativam a transcricdo de novos genes cujas proteinas
resultantes participam na defesa (Walling, 2000).

Para a ativacdo das cascatas de sinalizacéo € imprescindivel que a planta
reconheca o patdégeno e ative a sinalizacdo. Em trabalho classico, Harold H. Flor
propos a existéncia de um sistema de reconhecimento gene-a-gene, ou seja, para
cada gene de resisténcia do hospedeiro (R) hd um gene correspondente de
aviruléncia do patégeno (avr), e a interacdo entre os produtos gerados pelos R e
avr leva a ativacdo dos mecanismos de defesa. O ndo reconhecimento dos
produtos gerados pelos genes avr e R resultaria na disseminacdo da doenca
(Flor, 1971).

A rapida resposta ao reconhecimento entre os produtos dos genes R e avr
leva a resposta de hipersensibilidade (HR), ou seja, leva a formacao de lesbes
necréticas no sitio da infeccao, apos poucas horas do ataque do patdgeno. Essas
lesdes sédo derivadas da morte celular programada (Feys e Parker, 2000), que
impede a disseminacéo do patdgeno.

A resisténcia pode também ser ativada apds a infeccdo localizada por
patbgenos ou em resposta ao tratamento com agentes bidticos ou abioticos,
sendo conhecida como resisténcia sistémica adquirida (“systemic acquired
resistance”, SAR). SAR foi observada inicialmente por Chester (1933) que
observou que plantas, normalmente, suscetiveis podiam adquirir resisténcia
contra doenca, apdés uma infec¢cdo priméria causada por patdégenos ou apos o
tratamento com formas atenuadas de agentes patogénicos. Posteriormente, ROSSI
(1961) mostrou que plantas de fumo, apos a infeccéo localizada com o virus do
mosaico do fumo (TMV) e a consequente formacdo de lesdes necréticas nas
folhas inferiores, adquiriam resisténcia sistémica contra varios patégenos. SAR
esta ligada ao aumento do acido salicilico e a expressdo de proteinas
relacionadas a patogénese (proteinas PRs) (Walling, 2000; Vallad e Goodman,
2004).

Proteinas PRs comecaram a ser investigadas na década de 1970, pelos
pesquisadores Van Loon e Van Kammen. Foram primeiramente identificados em
folhas de tabaco pela reacdo de hipersensibilidade a infeccdo pelos TMV. Tais
proteinas foram depois descritas em plantas dicotiledéneas e monocotiledéneas,
e descobriu-se que podiam ser induzidas por varios microorganismos (Pinheiro et
al., 1999).
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Van Loon e Van Strien (1999) propuseram uma nomenclatura para as
proteinas PRs, agrupando-as em 14 classes, sendo as cinco primeiras
observadas em plantas de tabaco infectadas pelo TMV, e identificadas como PR-
1, PR-2 (B-1,3glucanase), PR-3 e PR-4 (quitinases) e PR-5 (taumatina-simile).
Posteriormente, foram identificadas outras classes de proteinas PR em plantas de
tabaco, tomate, Arabidopsis e beterraba, entre elas: PR-6 (inibidor de proteinase),
PR-7 (endoproteinases), PR-8 (quitinase), PR-9 (peroxidase), PR-10
(ribonuclease-simile), PR-11 (quitinase), PR-12 (defensivas), PR-13 (tionina) e
PR-14 (proteinas transportadoras de lipideos) (Buchanan et al., 2000).

Em Capsicum, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos visando a
identificacdo de proteinas microbianas (Alcazar et al., 1995; Kim e Hwang, 2000;
Shin et al., 2001; Ribeiro et al., 2007). Shin et al., (2001) infectaram folhas de
Capsicum annuum com TMV, sendo observada a expressdo de genes de
proteinas relacionadas a patogénese (PRs) com respostas ao agressor. Entre os
genes das proteinas de defesa, foram detectados um gene para proteina

cisteinica, dois para inibidores de proteinases e um para nsLTP.
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3. TRABALHOS

3.1. CAPACIDADE COMBINATORIA DE CARACTERISTICAS AGR ONOMICAS
E DE RESISTENCIA AO PepYMV EM Capsicum baccatum var. pendulum

3.1.1 RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a capacidade combinatoria
de acessos de C. baccatum var. pendulum no que diz respeito a caracteristicas
agrondmicas e de resisténcia ao Pepper yellow mosaic virus (PepYMV); identificar
combinacdes hibridas superiores; e inferir sobre os modos de acdo génica
envolvidos na expressao dos caracteres em estudo. O experimento foi conduzido
em condi¢cbes de campo, sob estrutura protegida (politinel), na area de convénio
UENF/PESAGRO-RIO, em Campos dos Goytacazes, RJ, no periodo de julho a
dezembro de 2009, para caracteristicas agrondmicas e, em camara de
crescimento, para avaliacdo da resisténcia ao PepYMV. Nas condi¢cbes do
politunel, o delineamento experimental foi o de blocos ao acaso casualizados com
trés repeticdes, cujas caracteristicas agrondmicas avaliadas foram: didmetro da
copa (DC); altura de planta (ALTP); dias para a frutificagcdo (DF); numero de frutos
por planta (NFP); peso médio do fruto (PMF); massa seca do fruto (MSF); teor de

matéria seca (TMS); comprimento do fruto (CF); diametro do fruto (DIAM);
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espessura da polpa (ESP); teor de solidos soluveis totais (TSS); e producédo por
planta (PROD). A resisténcia ao PepYMV foi avaliada em delineamento
inteiramente ao acaso com seis repeticoes, e as plantas foram mantidas a 22<C (+
2C) e fotoperiodo de 16 h de luz. A inoculacdo com o isolado de PepYMYV foi feita
aos 40 dias apos o transplantio das mudas, e a avaliagdo efetuada apés 15 dias,
utilizando-se uma escala de notas variando entre um (resistentes) e cinco
(suscetiveis). Pelo teste F, todas as caracteristicas foram significativas. As
caracteristicas ALTP, PMF, MSF, TMS, ESP e TSS néo revelaram significancia
para CEC, indicando que a dominancia nao exerce influéncia no controle desses.
Para as caracteristicas DC, DF, NFP, COMP, DIAM, PROD e REST, houve
significancia tanto para CGC quanto para CEC, indicando variabilidade resultante
dos efeitos aditivos e de dominancia no controle das caracteristicas. Pela
estimativa dos componentes quadraticos, as caracteristicas COMP, DIAM e REST
expressaram superioridade dos efeitos genéticos aditivos, enquanto, para DC,
DF, NFP e PROD, houve maior efeito de dominancia. Os hibridos UENF 1629 x
UENF 1732, UENF 1616 x UENF 1732 e UENF 1624 x UENF 1639 foram
indicados como promissores por possuirem caracteristicas agronémicas

favoraveis, associadas a resisténcia ao PepYMV.

3.1.2 ABSTRACT

This study aimed to evaluate the combining ability of accessions from C.
baccatum var. pendulum with respect agronomic traits and resistence to Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV) identify superior hybrids, and inferences about
modes of gene action involved in the expression of traits under study. The
experiment was carried out under field conditions, under protective structure (poli-
tunnel), in the area of UENF/PESAGRO-RIO, in Campos dos Goytacazes, RJ,
from July/2009 to December/2009 for agronomic characteristics and in chamber of
growing for assessment of the resistance to PepYMV. Regarding the poli-tunnel
conditions, the experimental delineation was the one of casualized blocks with
three repetitions and the following agronomic characteristics were evaluated:

canopy diameter (CD); plant height (PH); days for fructification (DF); number of
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fruits per plant (NFP); mean fruit weight (FAW); fruit dry mass (FDM); dry matter
(DM); fruit length (FL); fruit diameter (FD); pulp thickness (PT); total soluble solids
(TSS); and production by plant (PP). The resistance (REST) to PepYMV was
evaluated in delineation completely at random with six repetitions and the plants
were maintained at 22T (x 2TC) and photoperiod of 16h under light. The
inoculation with the isolated of PepYMV was done over 40 days after transplanting
of the seedlings and the evaluation performed after 15 days by using scales
varying between one (resistant) and five (susceptible). Through F test, all
characteristics were significant. The characteristics PH, FW, FDM, DM, PT and
TSS did not show significance for SCC, indicating that the dominance does not
influence on the control of these characters in the genetic control of these
features. For the CD, DF, NFP, FL, FD, PROD and REST characteristics, there
was relevance not only to GCC, but also to SCC, indicating variability resultant
from the additive effects and the dominance in the control of features. By the
estimative of the quadratic components, the characteristics FL, FD and REST
expressed superiority of the additive genetic effects whereas there was larger
dominance effect regarding CD, DF, NFP and PP features. The hybrids UENF
1629 X UENF 1732, UENF 1616 X UENF 1732 and UENF 1624 X UENF 1639
were indicated as promising ones as they possess favorable agronomic

characteristics associated to the resistance of PepYMV.

3.1.3. INTRODUCAO

O mercado de pimentas do género Capsicum no Brasil tem assumido
grande importancia no cenario econémico das olericolas, em razao principalmente
da grande variedade de produtos e subprodutos, usos e formas de consumo
(Moreira et al., 2006; Bento et al., 2007; Henz e Ribeiro, 2008; Moura et al., 2010;
Sudré et al., 2010). Contudo, o tamanho real e a importancia desse mercado séo
dificeis de mensurar, em virtude da falta de estatisticas confiaveis e de
informacgdes sistematizadas (Henz e Ribeiro, 2008).

Dentre as 31 espécies de Capsicum encontradas e descritas, apenas cinco

sao cultivadas com fins comerciais: C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense
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Jacq., C. frutescens L. e C. pubescens Ruiz & Pav. (Moscone et al., 2007;
Reifschneider e Ribeiro, 2008; Moura et al., 2010). Dentre estas, a espécie C.
baccatum possui elevada variabilidade genética, evidenciada principalmente nos
frutos que podem ter diferentes formatos, coloracdo, tamanhos e niveis de
pungéncia (Lannes et al., 2007; Régo et al., 2009). Entre os tipos mais cultivados
desta espécie estdo a ‘Dedo-de-mocga’ (ou chifre-de-veado) e a ‘Cambuci’ (ou
chapéu-de-frade) (Carvalho et al., 2003).

As caracteristicas produtividade, resisténcia a doencas e pragas,
arquitetura da planta, precocidade, facil destaque dos frutos durante a colheita,
bem como as caracteristicas do fruto (coloragéo, sabor, aroma, formato, tamanho,
espessura da polpa e pungéncia) sdo os principais alvos dos programas de
melhoramento de Capsicum (Wagner, 2003; Régo et al. 2009). Entre as doengas,
0 mosaico amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) é
considerado um dos principais entraves ao cultivo da pimenta, e é considerado
prioridade em programas de melhoramento no Brasil (Nascimento et al., 2007).

Nesse sentido, o conhecimento da natureza do controle genético dessas
caracteristicas € de elevada importancia para a conducdo eficiente de um
programa de melhoramento, orientando a escolha dos procedimentos de selecao
e dos métodos de melhoramento mais eficientes na conducdo de populacdes
segregantes (Cruz e Regazzi, 2001; Lédo et al., 2001; Souza e Maluf, 2003).
Entre os diferentes delineamentos genéticos, os cruzamentos dialélicos se
destacam devido ao grande numero de informacf6es que pode oferecer ao
melhorista de plantas (Ramalho et al., 1993; Bordallo et al., 2005; Rodrigues et
al., 2009).

Dentre as metodologias de analise dialélica, a proposta de Griffing (1956)
permite estimar a capacidade geral de combinacdo (CGC) e a capacidade
especifica de combinacdo (CEC) dos gendtipos em cruzamento. A CGC diz
respeito ao comportamento médio de um genitor numa série de combinacdes
hibridas e esta associada aos efeitos aditivos dos alelos e as acfes epistaticas do
tipo aditivas. Por sua vez, a CEC permite estimar os desvios do comportamento
de um hibrido em relacdo ao esperado, com base na CGC, estando associados
aos efeitos de dominancia e epistasia (Cruz e Vencovsky, 1989; Cruz e Regazzi,
1994).
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Os trabalhos realizados com dialelo em Capsicum no Brasil, ndo obstante
serem raros, tém-se concentrado, quase exclusivamente, nos cruzamentos entre
variedades de pimentbes (Souza e Maluf, 2003). Em relacdo a espécie C.
baccatum, a maioria dos estudos estd voltada para as condicdes de pré-
melhoramento.

Régo et al. (2009) estimaram a CGC e CEC de oito acessos de C.
baccatum, para as caracteristicas qualidade do fruto e produtividade. Os autores
observaram que, para quase todas as caracteristicas avaliadas, ambos os efeitos
aditivos e nao-aditivos influenciaram no desempenho dos hibridos. Nessas
circunstancias, a selecado de linhas provenientes de geracfes segregantes e a
obtencéo de hibridos, visando explorar a heterose ou a heterobeltiose, podem ser
apropriadamente utilizadas no melhoramento desses genotipos.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar a capacidade combinatdria de acessos
de C. baccatum no que diz respeito a caracteristicas agronémicas e de resisténcia
ao PepYMV, identificar combinac¢des hibridas superiores, e inferir sobre os modos

de acao génica envolvidas na expressao dos caracteres em estudo.

3.1.4. MATERIAL E METODOS

Genitores e obtencao dos hibridos

Foram utilizados cinco genitores de Capsicum baccatum var. pendulum do
Banco de Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) (UENF 1616, UENF 1624, UENF 1629, UENF 1639 e UENF
1732) (Figura 1). Esses genitores foram escolhidos em funcéo da resisténcia ao
PepYMV (Bento et al, 2009) e, nas caracteristicas morfoagronémicas
contrastantes, para as caracteristicas altura de planta, tamanho e tipo do fruto
(Bento et al., 2007) (Tabela 1).

Os cruzamentos envolvendo os cinco genitores foram realizados em

esquema de dialelo completo, sem reciprocos, obtendo-se um total de 10
p(p-1)
2

hibridos, conforme a expresséao: F, :[ } onde p é 0 numero de genitores.
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As hibridacbes foram realizadas em condi¢cOes de casa de vegetacéo, localizada
na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) da UENF, utilizando-se oito vasos por
genitor, cada um contendo uma planta, cujos cruzamentos foram realizados entre
0s meses de abril a junho de 2008. Botdes florais recém-abertos de cada um dos
genitores masculinos foram coletados para retirada do pélen. O pdélen obtido de
cada genitor foi armazenado em geladeira, dentro de recipientes contendo silica-

gel, devidamente identificados.

UENF 1629

UENF 1639 UENF 1732

Figura 1 — Variabilidade para formato, tamanho e coloracdo de frutos e seus
respectivos codigos de identificacdo dos genitores Capsicum var. pendulum,
utilizados nos cruzamentos dialélicos.

Tabela 1 — Caracteristicas morfoagrondmicas e reacdo ao Pepper yellow mosaic
virus (PepYMV) dos cinco genitores de Capsicum baccatum var. pendulum
utilizados neste estudo.

N° Habito de Cordo fruto  Formato Resisténcia
UENF Procedéncia crescimento maduro do fruto Ao PepYMV*
1616 Vicosa, MG Intermediario Alaranjado Alongado S
1624 Campos, RJ Ereto Vermelho Alongado R
1629 Campos, RJ Intermediario Vermelho Alongado S
1639 Feltrin Intermediario Vermelho Acampanulado S
1732 Campos, RJ Intermediario Vermelho Acampanulado R

Fonte: Bento (2007); Bento et al. (2009).
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Os botbes florais das plantas dos cinco genitores femininos foram
emasculados antes da antese, pela manhd, utilizando-se uma pinga de pontas
finas e retas. No mesmo periodo, a polinizacdo foi feita colocando-se gréos de
polen de cada um dos genitores masculinos nos estigmas de cada flor
emasculada. Etiquetas foram utilizadas para identificar os frutos oriundos de cada

diferente cruzamento.

Caracteristicas agronémicas avaliadas

Para avaliacdo das caracteristicas agronémicas, os hibridos e os genitores
foram cultivados sob estrutura protegida, modelo politinel, na area de convénio
da UENF com a Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro
(PESAGRO-RIO), Estacao Experimental de Campos, em Campos dos
Goytacazes, RJ. Os gendtipos foram semeados em bandeja de isopor de 128
células, com substrato Plantmax® e, apds o surgimento de dois pares de folhas
definitivas, as mudas foram transferidas para o campo. Durante a conducéo do
experimento, foram efetuados os tratos culturais normalmente recomendados
para a cultura (Filgueira, 2005), como capinas, tutoramento, adubacéo e irrigacao
pelo sistema de microaspersao.

As caracteristicas agronémicas avaliadas foram:

Didametro da copa (DC) — Mensurado com trena metélica na maior altura da planta
em cm, quando 50% das plantas da parcela apresentaram frutos maduros.

Altura de planta (ALTP) — Mensurada com trena metalica na maior altura da
planta em cm, quando 50% das plantas da parcela apresentaram frutos maduros.
Dias para frutificacdo (DF) — NUumero de dias do transplantio até 50% das plantas
da parcela apresentarem frutos maduros na primeira e/ou segunda bifurcacéo.
Numero de frutos por planta (NFP) — Somatoério do nimero de frutos obtidos em
todas as colheitas realizadas.

Peso médio do fruto (PMF) — Peso médio em gramas, utilizando-se a razao entre
0 peso total de frutos por planta e o nimero de frutos por planta.

Massa seca do fruto (MSF) — Peso médio em gramas de frutos secos, em
gramas, utilizando-se estufa de circulacdo forcada a 65C e 72 horas. Foram

avaliados cinco frutos por planta.
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Teor de matéria seca (TMS) — Razado entre MSF versus PMF, multiplicada por
100.

Comprimento do fruto (CF) — Mensurado no maior comprimento, em cm, quando o
fruto estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por
planta.

Diametro do fruto (DIAM) — Mensurado na maior largura, em cm, quando o fruto
estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por planta.
Espessura da polpa (ESP) — Mensurada na maior espessura, em mm, quando o
fruto estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por
planta.

Teor de solidos soluveis totais (TSS) — Em °Brix, utilizando refratdmetro digital.
Producao por planta (PROD) — Multiplicacdo de NFP e PMF (Kg.planta™).

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticbes e
nove plantas por parcela. O espacamento foi de 1,0 x 0,9 m entre fileiras e

plantas, respectivamente.
Resisténcia ao PepYMV

O experimento para avaliacdo da resisténcia ao PepYMV foi conduzido em
camara de crescimento, com temperatura, fotoperiodo e umidade controlados a
22C, 16 horas e 80%, respectivamente (Figura 2). Foram testadas seis
repeticbes de cada genitor e hibrido, em delineamento inteiramente ao acaso,
totalizando 90 plantas. Duas plantas de cada tratamento foram utilizadas como
controle.

Como fonte de inoculo, foram utilizadas plantas de Nicotiana debneyi
infectadas com o isolado 3 de PepYMV, obtido de planta de pimentéo coletada no
campo do municipio de lgarapé, Estado de Minas Gerais (Truta et al., 2004),
gentilmente cedido pelo Prof. Francisco Murilo Zerbini Junior (Universidade
Federal de Vigcosa — UFV). A inoculagéo foi feita via extrato vegetal tamponado
em fosfato potassio 0,05M, pH 7,2, contendo sulfato de sodio a 0,01% e utilizando
carborundum (600 mesh) como abrasivo (Truta et al., 2004). As plantas foram
inoculadas no estadio de trés a quatro folhas definitivas e reinoculados, 48 horas

apos a primeira inoculacdo, para evitar a ocorréncia de escapes. Foram
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inoculadas as duas folhas mais jovens completamente expandidas. Como
controle negativo, duas plantas de cada acesso foram inoculadas apenas com a

solucédo-tampdo e o abrasivo.

Figura 2 — Conducao de experimentos para avaliacdo da reacao ao Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV) em cinco genitores e 10 hibridos de C. baccatum var.
pendulum, em cémara de crescimento, na Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

A avaliacdo foi realizada 15 dias ap0s a primeira inoculacdo, quando o0s
sintomas comecaram a surgir, e foi realizada a cada dois dias, persistindo por 40
dias. A avaliacao foi feita visualmente, utilizando-se uma escala de notas proposta
por Bento et al. (2009): nota 1 — plantas com auséncia visual de sintomas; nota 2
— plantas com sintomas leves; nota 3 — plantas com sintomas moderados; nota 4
— plantas com sintomas intensos; e nota 5 — plantas com sintomas severos,
incluindo, mosaico generalizado, mosaico bolhoso, distor¢cdo foliar e reducéo da

area foliar.
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Andalise dos dados

Todas as caracteristicas agronémicas e de resisténcia ao PepYMV foram
submetidas a analise de variancia para verificar significancia pelo Teste F.
Posteriormente, foi realizado teste de agrupamento de médias, proposto por
Scott-Knott (1974). A analise dialélica foi efetuada, utilizando-se o método 2 de
Griffing (1956), no qual séo incluidas as cultivares parentais e o0 conjunto de
hibridos F1, em que se supde que as cultivares sao de efeito fixo e apenas o erro
experimental é de feito aleatério. Nesse modelo, todas as conclusées deveriam
ser limitadas aos gendtipos em estudo no presente trabalho.

O modelo estatistico da analise dialélica com base na média das repeticoes,
seguintes efeitos:

Yj =m+g; +g; +s; t¢;
onde:

y; = valor medio da combinacéo hibrida (i#) ou do progenitor (i=j);

m = efeito médio de todos os tratamentos;

g, = efeito da CGC do progenitor i, corresponde ao desvio de seu desempenho
meédio em combinagdes hibridas;

g, = efeito da CGC do progenitor j;

s; = efeito da CEC para os cruzamentos entre os progenitores i e j; sendo

&; = erro experimental médio associado as medias da tabela dialélica.

Para estimativa dos efeitos e das somas de quadrados dos efeitos, foi
necessario adotar as restricdes abaixo, ja que esses parametros seriam obtidos a

partir de um modelo linear Y = X8+ &, no qual a matriz x ndo € de posto-coluna

completo.
Zgi=0 e sij+Zsij=O
i i

Considerando-se essa restricdo, os estimadores dos efeitos sdo descrito a
seguir (Cruz et al., 2004):
m=— 2y
p(p+1)
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1 2
C= Y, +Y, ==V,
gi p+2[ 0 y

2

s =Y, — [ Y +Y Y A — Y
(p+D(p+2)

ij ij

A Tabela 2 mostra o esquema de analise de variancia para CGC e CEC,
com as respectivas esperancas de quadrados meédios para o método 2, de
Griffing (1956).

Tabela 2 — Esquema da andlise de variancia para CGC e CEC, segundo a
metodologia de Griffing (1956), método 2, modelol.

FV GL SQ QM = E(QM)
2
cGC p-1 Sg QMG oMGIQMR @ +(P+2)6,
CEC p(p-1)/2 Ss QMS QMS/QMR o’ +6,
Residuo f Sr QMR o?
Onde:

f = (b-1)(g-1), que corresponde ao numero de graus de liberdade do residuo da

analise preliminar;

— SO(qi) = -1 42 1.
Sg = SQ(gi) = SQ(CGC) = m[Z(Yi. +Yy)? —BYZ..],

_ N\ = - 2__ 1 ey Y242 g2
Ss =SQ(sj) = SQ(CEC) = > >V, p+22(Y.. +Y, )% + (p+1)(p+2)Y..
i<j

RN S
_1zgi

I

i<

% p(p 1)

Todas as andlises genético-estatisticas foram realizadas pelo programa

GENES (Cruz, 2006).



28

3.1.5. RESULTADO E DISCUSSAO

Obtencéo dos hibridos

Houve sucesso na obtencado de frutos (Figura 3) e sementes hibridas em
todas as combinacbes de gendtipos incluidas no trabalho. Um total de 495
cruzamentos foi realizado, obtendo-se 248 frutos, resultando numa taxa de
pegamento de 50,10%. Entre os cruzamentos, o0 UENF 1616 x UENF 1732 obteve
a maior taxa de pegamento com 57,18%. Em contrapartida, o cruzamento
UENF1629 x UENF 1639 obteve a menor taxa de pegamento com 42,86%
(Tabela 3). A hibridacdo € uma das maneiras mais eficientes de explorar a
variabilidade genética existente em muitas espécies. Nesse contexto, 0
conhecimento da taxa de pegamennto dos cruzamentos é uma informacéao crucial
para o melhorista na conducdo do programa de melhoramento. Essa taxa de
pegamento € influenciada principalmente por fatores abibticos (por exemplo,
temperatura); pelo tipo de cruzamento (intraespecifico ou interespecifico) e pelo
polinizador.

Campos (2006), avaliando cruzamentos interespecificos entre as espécies
C. annuum, C. baccatum, C. frutescens, C. chinense e C. pubescens, verificou
gue cruzamentos entre as espécies C. annuum x C. baccatum, C. annuum x C.
frutescens, e C. baccatum x C. frutescens foram as combina¢cbes mais efetivas
para producdo de frutos com sementes viaveis. Os cruzamentos, incluindo os
reciprocos C. baccatum x C. chinense e C. frutescens x C. chinense, foram os
que proporcionaram menor numero de frutos hibridos, apresentando ou néo

sementes viaveis.
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1616 x 1624 1616 x 1629

1616 x 1639 1616 x 1732

1624 x 1629 1624 x 1639

1732
=

1624 x 1732 1629 x 1639

1629 1732

1629 x 1732 1732 x 1639

Figura 3 — Variabilidade observada para dez hibridos F1, em relacdo aos seus
respectivos genitores e entre si, considerando formato e tamanho de frutos. Os
cruzamentos foram feitos em esquema.
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Tabela 3 — Cruzamentos intraespecifico entre cinco genitores de C. baccatum var.
pendulum e percentual de formacéo de frutos.

Hibridos Cruzamentos Frutos obtidos % de pegamento
UENF 1616 X UENF 1624 73 32 43,83
UENF 1616 X UENF 1629 23 11 47,83
UENF 1616 X UENF 1732 33 19 57,58
UENF 1616 X UENF 1639 58 34 58,62
UENF 1624 X UENF 1629 44 23 52,27
UENF 1624 X UENF 1732 49 26 53,06
UENF 1624 X UENF 1639 61 30 49,18
UENF 1629 X UENF 1732 52 25 48,08
UENF 1629 X UENF 1639 49 21 42,86
UENF 1732 X UENF 1639 53 27 50,94

Andlise de variancia e agrupamento de médias

Na andlise de variancia univariada, todas as caracteristicas agronémicas
expressaram diferencas significativas entre o0s tratamentos, denotando a
diferenciacdo dos gendtipos (Tabela 4). Em relacdo ao coeficiente de variacédo
(CV), a maioria das caracteristicas avaliadas obtiveram valores inferiores a 20%,
exceto NFP e PROD, com valores de 24,17 e 23,90%, respectivamente (Tabela
4). De acordo com Gomes (1990), os coeficientes de variacdo observados nos
ensaios agricolas de campo podem ser considerados baixos quando inferiores a
10%, médios quando variam de 10 a 20%, altos quando se estendem de 20 a
30%, e muito altos quando superiores a 30%. Nesse contexto, 0os valores obtidos,
no presente trabalho, revelam uma boa precisdo experimental, dando
confiabilidade quanto aos resultados observados.

Para a caracteristica resisténcia ao PepYMV, verificaram-se diferencas
significativas entre os tratamentos, denotando diferenciacdo dos gendtipos
(Tabela 5). O coeficiente de variacao foi 9,12, demonstrando uma boa precisao
experimental.

Pelo teste de agrupamento Scott-Knott, verificou-se a formagéo de cinco
grupos para DIAM; quatro grupos para COMP; trés grupos para DC, DF, NFP,
PMF, MSF, PROD e REST,; dois grupos para ESP e TSS; e apenas um grupo
para ALTP e TMS (%) (Tabela 6). Esses resultados ratificam os resultados
obtidos pelo teste F, demonstrando a variabilidade entre os gendétipos estudados.



Tabela 4 - Estimativas dos quadrados médios de gendétipos de C. baccatum var. pendulum (genitores e Fy.), das capacidades
geral e especifica de combinacdo (CGC e CEC) e do residuo, média dos efeitos quadrados dos efeitos da capacidade
combinatdria e coeficiente de variacdo (CV) para 12 caracteristicas agronémicas, avaliadas em dialelo completo sem os
reciprocos. Campos dos Goytacazes, RJ.

Quadrados médids

™ - DC ALTP DF NFP PMF MSF TMS COMP DIAM ESP TSS PROD
Genoétipos 14 304,69 92,95 48,90 982,88 89,04 2,76 2,41 159398 263,87 0,31 264 0,23

CGC 4 327,75 164,03+ 4425 1387,06 267,26 880 4,97 521724 81599 0,94 7,66 0,28

CEC 10 29546 64,52° 50,76* 821,21 17,76° 0,38° 1,40° 144,67 43,02 0,07° 063° 021
Residuos 28 76,23 41,49 7,90 248,75 851 019 1,12 37,02 11,5®,07 055 0,08
Médias dos quadrados dos efeitos

CGC 11,98 7,68 1,73 54,21 12,32 041 0,18 246,68  38,30,041 034 0,01

CEC 73,08 5,84 14,28 190,82 308 005 0,09 35,89 10,48,002 0,03 0,04

CV (%) 11,81 9,65 2,06 24,17 15,08 13,81 6,46 7,86 10,290,011 8,01 23,90

'DC = diametro da copa (cm); ALTP = altura da mafum); DF = dias para frutificacdo; NFP = nimeeofritos por planta; PMF = peso médio do fruto i4§F = massa seca do fruto
(9); TMS = teor de matéria seca (%); COMP = comprito do fruto (mm); DIAM = diametro do fruto (mnSP = espessura da polpa (mm); TSS = teor de s@mlaveis totais (%); e
PROD = produtividade (Kg,planth ™= N&o-significativo em nivel de 0,05= Significativo em nivel de 0,01; esignificativo em nivel de 0,05.
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Tabela 5 — Estimativa do quadrado médio de gendtipos de C. baccatum var.
pendulum (genitores e F;s), das capacidades geral e especifica de combinacéo
(CGC e CEC) e do residuo, meédia dos efeitos quadrados dos efeitos da
capacidade combinatéria e coeficiente de variacdo (CV) para caracteristica
resisténcia ao PepYMV, avaliadas em dialelo completo sem o0s reciprocos.
Campos dos Goytacazes, RJ.

Quadrado médio

FV GL
Resisténcia ao PepYMV

Genotipos 14 10,3234**

CGC 4 26,594 7**

CEC 10 3,8149**
Residuos 98 0,2645

Média dos quadrados dos efeitos
CGC 0,6269
CEC 0,5917
CV (%) 9,12

™ = Significativo em nivel de 0,01

Em relacdo as médias para DC, os genitores UENF 1629 e UENF 1639
obtiveram os maiores valores (77,22 e 75,62 cm, respectivamente), enquanto o
genitor UENF 1624, o menor valor (45,93 cm). Ja para os hibridos, os valores
variaram entre 70,89 (UENF 1624 x UENF 1732) a 88,48 cm (UENF 1629 x UENF
1732). Essa caracteristica é importante no quesito espagamento, ou seja,
genotipos com menores diametros de copa permitem espacamentos menores,
alocando maior numero de plantas, favorecendo, assim, 0 aumento de
produtividade. Para altura de planta, apesar de esta caracteristica ter apresentado
significancia pelo teste F, foi observado apenas um grupo pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott. A utilizacdo de outros testes, como, por exemplo,
Tukey, Duncan e Scheffé, pode melhor explicar a variacdo entre os genaotipos

Para DF, o genitor UENF 1616 apresentou maiores dias para frutificacao,
com 147 dias; enquanto UENF 1639; os menores valores, com 137 dias. Os
hibridos variaram entre 131,67 (UENF 1624 x UENF 1639) a 137 dias (UENF
1616 x UENF 1624).



Tabela 6 - Médias de 13 caracteristicas avaliadas em cinco genitores e 10 hibridos de C. baccatum var. pendulum, seguidas
pelo agrupamento entre médias de Scott Knott, em 5% de probabilidade. Campos dos Goytacazes, RJ.

Caracteristicas Agrondmicas Resisténcia ao PepYMV
Gen6tipod DC ALTP DF NFP PMF MSF TMS COMP DIAM ESP TSS PROD Notas Reacad
Py 65,31lb  59,60a 147,00a 50,88 24,25a 3,96a 18,45a 105,80a 25,99d 2,47b 11,15a 1,23b 1,71c Rmoderada
P, 45,93c 62,89a 140,67 b 58,38 9,36¢C 1,44c 15,38a 82,20b 18,73e 2,10b 8,12b 0,55c 1,14c R
Py 77,22a  63,99a 138,33b 37,64 28,06a 4,79a 17,11a  91,74b 33,79c 3,11a 9,71a 1,06b 4,43a S
Py 64,96b 68,20a 140,00b  75,5p 12,64c 2,09c 16,73a  40,89d 42,60b 2,55b 7,82b 0,94b 1,2c R
Ps 75,62a 71,82a 137,33c 51,61c 23,54a 3,83a 16,56a 44,64d 48,66a 3,09a 9,85a 1,19b 4,75a S
P X P, 77,75a 66,37a 137,00c  72,65b 16,23c 2,63c 16,23a  99,97a  24,42d 2,30b 9,05b 1,18b 1,00a R
Py X Py 79,99a 56,59a 13533c 56,94c  20,98b 4,18a 17,82a 105,70a 29,09c 2,64b 9,87a 1,18b 2,63b S
Py X Py 70,89a 63,94a 134,00c 68,92b 22,29b 3,61b 16,25a 71,50c 37,86b 2,90a 9,97a 1,53a 1,25¢ R
Py X Ps 76,92a 68,89a 133,67c 67,62b 19,84b 3,13b 15,82a 80,86 b 31,7¢ 2,65b 10,37a 1,35b 2,5b S
P> X Py 79,96a 68,73a 136,67c 54,34c 18,54b 3,05b 16,60a 109,55a 25,42d 2,41b 8,72b 0,95b 1,15c R
P2 X Py 70,24a 65,19a 132,67c 87,13b 13,07c 2,08c 16,07a 64,88c 25,28d 2,38b 8,01b 1,16b 1,13c R
P> X Ps 83,97a 74,85a 131,67c 108,90a 12,85c 1,98c 15,46a 68,45¢c 27,14d 2,39b 8,92b 1,40a 1,25c R
Ps X Py 88,48a 73,52a 133,33c 79,52b 22,0b 3,47b 15,81a 67,56C 37,68b 2,77a 9,90a 1,74a 1,00c R
Ps x Ps 72,08a 61,32a 132,67c 44,54c 25,76a 4,06a 15,80a 84,64b 36,52b 3,16a 9,06b 1,13b 3,88a S
Py X Ps 79,77a 75,07a 134,00c  64,23c 20,63b 3,34b 15,30a 42,47d 51,47a 2,89a 8,76b 1,31b 1,25c R

'DC = diametro da copa (cm); ALTP = altura da mafum); DF = dias para frutificacdo; NFP = nimeeofitos por planta; PMF = peso médio do fruto §4§F = massa seca do fruto (g); TMS = teor de
matéria seca (%); COMP = comprimento do fruto (MM = diametro do fruto (mm); ESP = espessurgdipa (mm); BRIX = teor de sélidos sollveis toi@s; PROD = produtividade (Kg,plarntge REST
= resisténcia ao PepYMV (nota8)P, = UENF 1616; P= UENF 1624; P= UENF 1629; P= UENF 1732; e £= UENF 1639°R = resisténcia; e S = Suscetibilidade.
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Para a caracteristica NFP, destacou-se o genitor UENF 1732, com 75,52
frutos por planta, seguido pelo genitor UENF 1624, com 58,33 frutos por planta.
Em relacdo ao hibrido formado a partir desses genitores, verificou-se que este
obteve 87,13 frutos por planta, sendo o segundo hibrido com maior niamero de
frutos, atrds somente do cruzamento UENF 1624 x UENF 1639, que obteve
108,90 frutos por planta.

Em relacdo aos caracteres PMF e MSF, os genitores UENF 1616, UENF
1629 e UENF 1639 obtiveram frutos de maiores pesos (24,25 g; 28,06 g e 23,54
g; respectivamente) e, consequentemente, maior massa seca (3,96 g; 4,79 g e
3,83 g; respectivamente). O hibrido UENF 1629 x UENF 1639 apresentou o maior
PMF e MSF, com 25,76 g e 4,06 g, respectivamente.

Para COMP e DIAM, verificou-se uma ampla variabilidade entre os
genitores avaliados, variando entre 40,89 e 105,80 mm para COMP, e de 18,73 a
48,66 mm para DIAM, refletindo assim uma grande amplitude entre os hibridos,
que variaram de 42,47 a 109,55 mm para COMP, e 24,42 a 51,47 mm para DIAM.
Ja para ESP e TSS, essa variacao foi menor: de 2,10 a 3,11 mm e 7,82 a 11,15
°Brix, respectivamente, entre os genitores; e de 2,30 a 3,16 mm e 8,01 a 10,37
°Brix, respectivamente, entre os hibridos.

Entre os genitores avaliados, UENF 1624 foi o que obteve a menor
produtividade, com 0,55 Kg.planta™, seguido de UENF 1732, UENF 1629, UENF
1639 e UENF 1616, com 0,94, 1,06, 1,19 e 1,23 Kg.planta™, respectivamente.
Entre os hibridos, UENF 1629 x UENF 1732, UENF 1616 x UENF 1732, e UENF
1624 x UENF 1639 foram os mais produtivos, com 1,74, 1,53 e 1,40 Kg.planta™,
respectivamente.

Os resultados obtidos, para a resisténcia ao PePYMV, pelos genitores
foram semelhantes aos obtidos por Bento et al. (2009). Os genitores UENF 1624
e UENF 1732 obtiveram as menores notas e foram confirmados como resistentes
ao PepYMV (Tabela 6). O genitor UENF 1616 obteve nota final média de 1,71,
considerado como resistente moderado. Esse valor esta proximo ao obtido por
Bento (2008), cuja nota final média foi de 2,00. Entretanto, quando esse genotipo
foi cruzado com acessos suscetiveis, verificou-se que todos os hibridos foram
suscetiveis ao PepYMV. Ja os genitores UENF 1629 e UENF 1639, obtiveram
notas de 4,43 e 4,75, respectivamente. Em relacéo ao hibrido deste cruzamento,
a nota foi de 3,88.
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Com os resultados obtidos pelos hibridos, supfe-se que a resisténcia seja
governada por um gene dominante. As primeiras fontes de resisténcia ao
PepYMV identificadas foram CM-334 e C. chinense Pl 159236 (Boiteux e Pessoa,
1994). Boiteux et al. (1996), estudando a heranca da resisténcia desses
genotipos, identificaram um gene de resisténcia dominante em CM-334 e um

gene recessivo em Pl 159236.

Analise dialélica

Pelo desdobramento da soma de quadrados de gendtipos em soma de
quadrados para capacidade geral de combinacéo, observou-se que a CGC foi
significativa para todas as caracteristicas estudadas, indicando que efeitos
aditivos estdo envolvidos no controle genético desses caracteres. Este fato &
importante, sobretudo em se tratando de uma espécie autbgama como C.
baccatum, jA que implica que os valores superiores para essas caracteristicas
podem ser fixados ao longo das sucessivas geracbes de autofecundacao,
obtendo-se linhagens e cultivares superiores as existentes atualmente (Tabela 4).
Deve-se ressaltar que ndo houve significancia em termos de CEC para ALTP,
PMF, MSF, TMS, ESP e TSS, indicando que efeitos de dominancia ndo estao
envolvidos no controle desses caracteres. Por outro lado, DC, DF, NFP, COMP,
DIAM, PROD e REST, ao exibirem significancia para CGC e CEC, revelaram que
os efeitos aditivos e ndo-aditivos sdo relevantes no controle genético dessas
caracteristicas (Tabela 4).

Régo et al. (2009), avaliando diferentes caracteristicas para qualidade do
fruto e produtividade em C. baccatum, verificaram significancia para os efeitos
CGC e CEC para a maioria das caracteristicas, exceto para altura da primeira
bifurcacao, que foi significativa apenas para CEC.

Quanto as estimativas dos componentes quadraticos, as caracteristicas
ALTP, PMF, MSF, TMS, COMP, DIAM, ESP, TSS e REST expressaram
superioridade dos efeitos genéticos aditivos em relacdo aos nao-aditivos,
indicando ganhos satisfatorios para essas caracteristicas (Tabela 4 e 5) (Miranda
et al. 1988; Ramalho et al. 1993; Kurek et al. 2001). Por sua vez, para DC, DF,
NFP e PROD, observou-se o inverso, ou seja, houve maior efeito de dominancia,
denotando que ganhos ou perdas para essas caracteristicas exigem

implementacdo de estratégias de melhoramento mais complexas (Tabela 3). E
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importante destacar que trabalhos com andlise dialélica em pimentas séo raros,
havendo, dentre os poucos estudos, divergéncia quanto aos resultados obtidos.
Entretanto, os resultados obtidos, no presente trabalho, corroboram os obtidos por
Régo et al. (2009), exceto para teor de solidos soluveis totais, quando os autores
verificaram efeitos nao-aditivos.

A escolha dos genitores para a formacgéo das populacbes segregantes é
crucial para a obtencdo de éxito nos programas de melhoramento, sendo a
capacidade combinatdria, com presenca de genes complementares, a grande
responsavel pelo sucesso. Segundo Vencovsky e Cruz (1989), o baixo valor de
CGC indica que a média dos hibridos em que a linhagem i participa ndo difere da
meédia geral do dialelo. Por outro lado, altos valores, sendo positivo ou negativo,
revelam que a linhagem i € muito melhor ou pior que as demais linhagens
incluidas no dialelo, com relacdo a média de seus hibridos.

Nesse sentido, o genitor UENF 1624, torna-se promissor por seus valores
de §i negativos e altos para DC e REST,; e positivo e alto para NFP. Contudo,
esse genitor torna-se inadequado para as caracteristicas TMS, ESP, TSS e
PROD, por obter valores de § negativos para essas caracteristicas (Tabela 7). Ja
o genitor UENF 1616 apresentou valores de §; negativos e altos para DC e ALTP,
e positivos e altos para TMS e TSS. Em contrapartida, obteve valores negativos
de §ipara NFP.

O genitor UENF 1732 também apresentou valores de §; negativos para DC,
DF e REST, e valor elevado de §; para NFP e PROD. Contudo, valores negativos
de §; foram registrados para TMS (%) e TSS por esse genitor. Para 0s genitores
UENF 1629 e UENF 1639, valores negativos e altos de §; para DF foram
verificados, sendo esses resultados de interesse para o melhoramento devido a
diminuicdo do ciclo da cultura no campo. Porém, 0s mesmos genitores
apresentaram valores negativos de §; para NFP e positivos para REST, o que nao
€ desejavel ja que implica contribuicdo negativa para a producdo e aumento da
suscetibilidade ao virus. Em relacdo a PROD, o genitor UENF 1639 apresentou
valores positvos de §;, ao contrario do genitor UENF 1629 que apresentou valores

negativos.



Tabela 7 - Estimativas dos efeitos da capacidade geral de combinacao (§;) para 13 caracteristicas avaliadas em cinco genitores
de C. baccatum var. pendulum em esquema de dialelo completo, sem os reciprocos. Campos dos Goytacazes, RJ.

en Caracteristicas Agron(")micasl/ Rels:jztpéx:/li{a/ ao
enitores  —5c—ALTP DF NFP PMF _ MSF __ TMS _ COMP _ DIAM __ ESP TSS PROD Notas
UENF 1616  -1,066 -3,628 2,324 3,375 1,688 0,345 0695 15042 -3,351 -0,069 0,835 0,079 20,101
UENF 1624 -5696 0,076 0,229 6882  -5229 -0,920 -0434 6130  -8,405 -0,322 -0,682  -0,196 -0,748
UENF 1629 4,473 -1751 -0438 -11,553 3912 0,755 0,299 12,370 -0,326 0,181 0,180 -0,007 0,781
UENF 1732 -0,618 1,963 -0,533 8474  -1,820 -0,338 -0,180 -19450 5561 0,017  -0,490 0,066 -0,732
UENF 1639 2,906 3,340 -1,581  -0428 1450 0,159 -0,380 -14,092 6521 0193 0,156 0,058 0,889

Y'DC = diametro da copa (cm); ALTP = altura da pafum); DF = dias para frutificacdo; NFP = nimeeofitos por planta; PMF = peso médio do fruto [BF =
massa seca do fruto (g); TMS = teor de matéria @gaCOMP = comprimento do fruto (mm); DIAM = di&tno do fruto (mm); ESP = espessura da polpa (BR)X
= teor de sélidos sollveis totais (%); PROD = ptivitlade (Kg,plantd) e REST = resisténcia ao PepYMV (notas).

LE
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De acordo com Cruz et al. (2004), o efeito da CEC é interpretado como
desvio do hibrido em relagdo ao que seria esperado com base na CGC de seus
genitores. Deste modo, baixos valores apresentados de s; indicam que o0s
hibridos tém um comportamento conforme o esperado, com base nos valores da
CGC, enquanto altos valores absolutos de sj indicam um desempenho melhor ou
pior do que o esperado. Ja o sinal de s; indica a existéncia ou ndo de dominancia
unidirecional, do que decorre: a) se s; for negativo, os desvios de dominancia
seréo positivos e, neste caso, 0s genes dominantes contribuem para aumentos na
expressdo da caracteristica; e b) se os sinais forem negativos e positivos, havera
expressao de dominancia bidirecional (Cruz e Vencovsky, 1989; Cruz et al.,
2004).

Nesse sentido, no que se referem as estimativas dos efeitos de s;j, as
caracteristicas DC, NFP e PROD obtiveram sinais negativos para todos o0s
genitores, indicando que houve dominancia unidirecional no sentido de os genes
dominantes contribuirem para aumento ou diminuicdo dessas caracteristicas
(Tabela 6). A caracteristica DC teve as combinacdes UENF 1616 x UENF 1732 e
UENF 1629 x UENF 1639 com os melhores resultados, por registrarem valores
negativos para s;. Esse resultado nédo era esperado para a combinacdo UENF
1629 x UENF 1639, ja que nenhum dos seus genitores apresentou valor negativo
de gi médio, o que demonstra que esse hibrido € melhor do que o esperado com
base no g; dos genitores (Tabela 8).

Referindo-se a NFP, destacaram-se as combina¢des UENF 1624 x UENF
1639, UENF 1629 x UENF 1732, UENF 1616 x UENF 1629, UENF 1624 x UENF
1732 e UENF 1616 x UENF 1639 com as estimativas mais elevadas para sj. No
entanto, de acordo com as estimativas do efeito médio de g;, apenas 0s genitores
UENF 1624 e UENF 1732 foram superiores, porque apresentaram valores
positivos elevados. Desse modo, apenas as combinacbes UENF 1624 x UENF
1639, UENF 1629 x UENF 1732 e UENF 1624 x UENF 1732 sdo promissoras,
visto que possuem pelo menos um genitor superior para o efeito médio de g; em

relacdo a caracteristica avaliada.



Tabela 8 - Estimativas dos efeitos da capacidade especifica de combinagéo (i e §;) para 12 caracteristicas avaliadas em dialelo

completo entre cinco genitores de C. baccatum var. pendulum em esquema de dialelo completo, sem o0s

dos Goytacazes, RJ.

reciprocos. Campos

Caracteristicas Agrondmicas Resisténcia
Efeitos ao PepYMV
(Si esy) DC ALTP DF NFP PMF MSF  TMS(%) COMP  DIAM ESP TSS PRO Notas
P.x P -6,49 0,12 6,06 -7,63 1,54 0,09 0,70 -1,67 -0,40 0,04 0,19 -0,12 0,07
P.x P, 10,57 3,19 -1,84 3,89 0,44 0,03 -0,39 1,41 3,09 040, -0,39 0,11 -0,08
P Xx P 2,64 -4,76 -2,84 6,62 -3,96 -0,10 0,47 0,90 -0,33-0,13 -0,43 -0,09 0,01
Pix Py -1,36 -1,12 -4,08 -1,43 3,08 0,43 -0,63 -1,48 2,55 0,30 0,34 0,19 0,14
P X Ps 1,14 2,45 -3,36 6,17 -2,63 -0,55 -0,86 2,52 -4,50-0,13 0,10 0,02 -0,22
P,xP, -16,62 -3,99 3,92 -20,68 0,49 0,10 -0,11 -7,45 52,4 0,09 0,20 -0,25 0,61
P, x Py 7,24 3,67 0,59 -6,24 0,52 0,04 0,38 13,66 1,06 11-0, -0,06 -0,04 -0,81
P, Xx Py 2,61 -3,58 -3,32 6,52 0,78 0,16 0,33 0,81 -4,97 030, -0,10 0,09 0,58
P, x Ps 12,82 4,70 -3,27 37,19 -2,71 -0,43 -0,09 -0,98 0%4, -0,13 0,16 0,34 -0,91
Psx Py -5,67 0,76 2,92 -4,50 0,90 0,10 0,15 -10,39 1,35 ,090 0,07 -0,12 0,84
Psx Py 10,69 6,58 -1,98 17,35 0,58 -0,12 -0,67 -2,75 50,6 -0,08 0,92 0,49 -1,07
Psx Ps -9,24 -7,00 -1,60 -8,73 1,07 -0,03 -0,48 8,97 72,7 0,13 -0,56 -0,11 0,18
Py X Py -7,74 -2,45 4,78 -6,68 -3,05 -0,41 0,73 2,40 -1,61-0,13 -0,49 -0,38 0,64
Py X Ps 3,54 3,04 -0,17 -9,07 1,67 0,34 -0,49 -1,37 6,29 ,020 -0,19 -0,01 -0,93
Ps X Ps -4,13 -1,59 4,21 -12,78 1,30 0,34 0,96 -4,57 2,52 0,05 0,25 -0,12 0,95

'DC = diametro da copa (cm); ALTP = altura da pafum); DF = dias para frutificacdo; NFP = nimeeofditos por planta; PMF = peso médio do fruto [4BF =
massa seca do fruto (g); TMS = teor de matéria @&aCOMP = comprimento do fruto (mm); DIAM = di&no do fruto (mm); ESP = espessura da polpa (BR)X
= teor de sélidos solliveis totais (%); PROD = ptiviflade (Kg,plantd) e REST = resisténcia ao PepYMV (not&5pP; = UENF 1616; P= UENF 1624; P= UENF
1629; B = UENF 1732; e P= UENF 1639.
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Para a caracteristica PROD, buscam-se combinagdes cujos valores de s;
sejam positivos e elevados. Observou-se que os genitores UENF 1616 x UENF
1624, UENF 1616 x UENF 1732, UENF 1624 x UENF 1732, UENF 1624 x UENF
1639 e UENF 1629 x UENF 1732 apresentaram valores positivos para sj,
destacando-se o hibrido UENF 1624 x UENF 1639 e UENF e UENF 1629 x UENF
1732, com valores de s; de 0,34 e 0,49, respectivamente.

Para DF, as melhores combinacdes foram provenientes dos genitores
UENF 1732 e UENF 1639, por expressarem valores negativos para estimativa de
Sj para todas as combinagdes, nas quais 0s genitores participaram. O hibrido
UENF 1616 x UENF 1732, registrou o menor valor de s;;

Com relacdo ao TMS (%), as melhores combina¢cdes foram UENF 1616 x
UENF 1629; UENF 1624 x UENF 1629; e UENF 1624 x UENF 1732, por
expressarem valores positivos elevados para a estimativa s;. Contudo, apenas as
combinagdes UENF 1616 x UENF 1629 e UENF 1624 x UENF 1629 possuem
pelo menos um dos genitores com valores desejaveis para estimativa do efeito
meédio de g.

Quanto a caracteristica TSS, objetivam-se encontrar combinagdes com
maiores teores de sOlidos soluveis totais. Assim, as combina¢des mais
promissoras foram aquelas que expressaram 0s Vvalores positivos para a
caracteristica, quais sejam: UENF 1616 x UENF 1732; UENF 1624 x UENF 1639;
e UENF 1629 x UENF 1732.

3.1.6. CONCLUSOES

1. Houve predominancia de efeitos aditivos para as caracteristicas ALTP,
PMF, MSF, TMS, TMS, ESP e TSS, indicando que gendtipos superiores
poderdo ser obtidos para esses caracteres.

2. Para as caracteristicas DC, DF, NFP, COMP, DIAM, PROD e REST, ao
exibirem significancia para CGC e CEC revelaram variabilidade resultante
dos efeitos aditivos e de dominancia no controle da expresséo génica.

3. Pela estimativa dos componentes quadraticos, as caracteristicas COMP,

DIAM e REST expressaram superioridade dos efeitos genéticos aditivos;
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em contrapartida, para DC, DF, NFP e PROD, houve maior efeito de
dominancia.

4. As combinac¢@es hibridas UENF 1629 x UENF 1732; UENF 1616 x UENF
1732; e UENF 1624 x UENF 1639 s&o promissoras para dar inicio a um
programa de melhoramento de C. baccatum, visto reunirem caracteristicas

agronOmicas favoraveis e de resisténcia ao PepYMV.
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3.2. USO DE MARCADOR TIPO CAPS NA SELECAO DE PLANTA S DE
Capsicum spp. RESISTENTES AO PepYMV CONTENDO O GENE Pvr4

3.2.1. RESUMO

No Brasil, o mosaico amarelo causado pelo potyvirus Pepper yelllow
mosaic virus (PepYMV) é considerado uma das principais doencas em Capsicum
spp., € obter plantas resistentes ao virus tem sido prioridade nos programas de
melhoramento de pimentdes e pimentas. Genes de resisténcia dominantes e
recessivos encontram-se caracterizados para C. annuum e C. chinense, e alguns
desses genes ja foram associados a marcadores moleculares especificos,
possibilitando a sele¢éo assistida por marcadores de DNA. Um desses genes é o
Pvr4, cujo marcador do tipo CAPS (Cleaved Amplified Polymorfic Sequences)
permite selecionar de modo rapido e seguro plantas resistentes ao PepYMV. Em
C. baccatum var. pendulum, a resisténcia ao PepYMV foi constatada, sendo
possivelmente controlada por um gene dominante. O objetivo deste trabalho foi
detectar a possivel presenca do gene Pvr4 em dois acessos de C. baccatum var.
pendulum; sete acessos de C. chinense; e um acesso de C. annuum pelo uso de
marcador molecular tipo CAPS. Quatorze gendtipos, cujas reacbes ao PepYMV
foram estabelecidas previamente sob condi¢des de inoculagéo controlada, foram
testados. O DNA foi extraido de plantas cultivadas em casa-de-vegetagédo aos 45
dias ap0s a semeadura. As reacbes de amplificacdo, clivagem do DNA com

enzima de restricdo e a fixacdo dos fragmentos amplificados foram feitos de
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acordo com protocolo ja padronizado. A presenca do gene Pvr4 foi constatada
nos dois acessos de C. baccatum var. pendulum (UENF 1624 e UENF 1732) e em
cinco acessos de C. chinense. Os acessos UENF 1730 e UENF 1755 de C.
chinense ndo possuem o gene Pvr4, embora sejam resistentes ao PepYMV. O
marcador CAPS testado se mostrou eficiente para detectar a presenca do gene
Pvr4, sendo uma ferramenta Util para programas de melhoramento genético

visando a resisténcia ao PepYMV.

3.2.2. ABSTRACT

In Brazil, the Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) is considered one of
the main diseases in Capsicum spp., and to obtain plants resistant to the virus has
been a priority in the programs of improvement of pepper and chili peppers. Genes
of dominant resistance and recessive ones are found characterized for C. annuum
and C. chinense and some of these genes have already been associated to
specific molecular markers, making it possible the assisted selection by DNA
markers. One of these genes is the Pvr4 whose marker of the type CAPS
(Cleaved Amplified Polymorfic Sequences) allows to select fast and safely plants
resistant to PepYMV. In C. baccatum var. pendulum, a resistance to PepYMV was
checked, being possibly controlled by at least a dominant gene. The aim of that
work was to detect the possible presence of the gene Pvr4 in two accesses of C.
baccatum var. pendulum, seven accesses of C. chinense and an access of C.
annuum by the use of molecular marker type CAPS. Fourteen genotypes, whose
reactions to PepYMV were previously established under controlled inoculation
conditions, were tested. The DNA was extracted from cultivated plants in
greenhouse over the 45 days after the sowing. The amplification reactions, the
cleavage of the DNA with enzyme of restriction and the fixation of the amplified
fragments were done according to standardized protocol. The presence of the
gene Pvr4d was checked in two accesses of C. baccatum var. pendulum (UENF
1624 and UENF 1732) and in five accesses of C. chinense. The accesses UENF
1730 and UENF 1755 of the C. chinense do not possess the gene Pvr4, though,
they are resistant to PepYMV. The marker CAPS tested showed to be efficient to
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detect the presence of the gene Pvr4, being a useful tool for programs of genetic

improvement aiming resistance to PepYMV.

3.2.3. INTRODUCAO

Como resultado da sua ampla distribuicdo geogréafica, a pimenta e o
pimentdo (Capsicum spp.) estdo expostos a muitos patdgenos, incluindo mais de
20 espécies de virus, entre estes, o potyvirus Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) (Dogimont et al., 1996; Caranta et al., 1999; Inoue-Nagata et al., 2002;
Janzac et al., 2009).

No Brasil esse virus é a causa do mosaico amarelo, uma das principais
doencas em Capsicum, e obter cultivares resistentes tem sido considerado
prioridade nos programas de melhoramento (Echer e Costa, 2002; Maciel-
Zambolim et al., 2004; Nascimento et al., 2007). Os sintomas ocasionados pelo
PepYMV sdo semelhantes aqueles causados pelo potyvirus Potato virus Y (PVY),
porém a diferenciacdo entre os agentes patogénicos pode ser efetuada por alguns
testes soroldgicos como Double Antibody Sandwich Elisa (DAS-ELISA) (Cunha et
al., 2004; Truta et al., 2004). Especialmente em plantas de pimenta, os sintomas
incluem encrespamento nas folhas, desenvolvimento do mosaico com tonalidade
verde-amarelada, reducéo geral do tamanho da planta e dos frutos, e deformacao
dos frutos. Entretanto, a intensidade dos sintomas depende da cultivar ou do
hibrido plantado, da estirpe do virus e das condi¢bes ambientais, principalmente a
temperatura (Carmo et al., 2006).

A forma mais eficiente de controle de doencas virais € a utilizacdo de
cultivares resistentes. Em relacdo ao potyvirus, diferentes mecanismos de acgéo
para impedir a replicacdo e a movimentacdo viral tém sido associados a
resisténcia ao virus (Janzac et al., 2009). Esses diferentes mecanismos possuem
diferentes controles genéticos, estando envolvidos genes recessivos e
dominantes. No primeiro caso, a resisténcia monogénica recessiva, conferida
pelos genes pvrl, pvr2, pvr 3 ou pvr5, € o resultado de um mecanismo passivo
em que a auséncia da interacao entre o fator de resisténcia da planta e o fator de

viruléncia do virus impede o virus de completar o seu ciclo de replicacdo. Por
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outro lado, a resisténcia dominante, representada pela presenca dos genes Pvr4,
Pvré ou Pvr7, esta baseada no modelo gene-a-gene (Flor, 1971; Caranta et al.,
1999; Grube et al., 2000; Parrela et al., 2002).

Em sua maioria, esses alelos conferem resisténcia a duas ou mais
espécies de potyvirus. Por exemplo, o alelo dominante Pvr4, identificado em C.
annuum cv. Criollo de Morelos 334 (CM334) confere resisténcia a PVY, PepMoV
PepYMV, ERV, PTV e PepSMV, frequentemente usado em cultivares de pimenta
devido a sua ampla acdo (Janzac et al., 2009).

Com excecdo do gene pvr3, todos os demais alelos da série pvr estdo
associados a um ou mais marcadores moleculares. O gene Pvr4, inicialmente
associado a marcadores do tipo AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), teve tal marca convertida em marcador com base em reacgao de
polimerase em cadeia (PCR), desenvolvido por Caranta et al. (1999). Esse € um
marcador do tipo CAPS (Cleaved Amplified Polymorfic Sequences) codominante,
obtido por meio do cruzamento entre as cultivares Yolo Wonder (suscetivel) e
CM-334 (resistente), usando analise de bulk segregante, associado com iniciador
AFLP. Este marcador esta a 2,1 £ 0,8 cM do gene Pvr4.

Das diversas vantagens da sele¢éo assistida por marcadores moleculares,
pode-se citar a auséncia de efeitos ambientais, quando o sintoma é dependente
das condi¢cbes ambientais, principalmente da temperatura, dificultando a selecao
de genitores resistentes em programas de melhoramento. Outro fator é a
independéncia do estddio de desenvolvimento da planta. Muitos marcadores
moleculares associados a genes de resisténcia a virus tém sido desenvolvidos,
entretanto, sua utilizacdo nao é frequente, devido, principalmente, ao fato de tais
marcadores nao estarem proximos do gene de interesse. Esse nao é o caso do
gene Pvr4 (Caranta et al., 1999).

Bento et al. (2009) avaliaram 127 acessos de Capsicum spp. existentes no
banco de germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) quanto a resisténcia ao PepYMV. Desses, nove foram
identificados como resistentes, sendo dois acessos da espécie C. baccatum var.
pendulum e sete da espécie C. chinense.

O objetivo deste trabalho foi detectar a presenca do gene Pvr4 nesses dois
acessos de C. baccatum var. pendulum; sete acessos de C. chinense; e um

acesso de C. annuum, pelo uso de marcador molecular tipo CAPS.
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3.2.4. MATERIAL E METODOS

Genatipos testados e condicdes de cultivo

Quatorze gendtipos, sendo trés acessos de C. annuum, trés acessos de C.
baccatum e oito acessos de C. chinese, foram testados quanto a presenca do
gene Pvr4 (Tabela 1). Os acessos UENF 1624, UENF 1703, UENF 1730, UENF
1732, UENF 1751, UENF 1755, UENF 1764, UENF 1770 e UENF 1803 foram
escolhidos para o trabalho, sendo descritos como resistentes por Bento et al.
(2009). Os gendtipos lkeda e Cambuci Ubatuba foram incluidos como padrdes de
suscetibilidade e, portanto, ndo portadores do gene Pvr4. O acesso UENF 1381,
amplamente utilizado em programas de melhoramento da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), ainda n&o tinha sido avaliado quanto
a resisténcia ao PepYMV. Nesse sentido, este genétipo foi inoculado com o
PepYMV conforme a metodologia descrita no Capitulo 1, para verificagdo da
resisténcia.

As plantas foram cultivadas em casa-de-vegetacédo, na Unidade de Apoio a
Pesquisa (UAP), uma area experimental do Centro de Ciéncias e Tecnologias
Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). Foram semeadas 20 sementes de cada genétipo, em bandejas
de isopor de 128 células, contendo substrato Vivato®. Apés 21 dias, as mudas
foram transplantadas para potes plasticos com capacidade para 0,5 L, contendo
substrato tratado. Aos 45 dias, amostras de 3,0 g de folhas jovens foram
coletadas para a analise molecular, realizada no Laboratorio de Melhoramento
Genético Vegetal do CCTA da UENF. As folhas correspondentes a cada genétipo
foram maceradas em N liquido e acondicionadas em tubos de 15 mL com tampa,

devidamente identificados, em congelador.
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Extracao e quantificagdo do DNA

Cerca de 300 mg de tecido macerado foram transferidos para tubos de 2,0
mL e imersos em N liquido para a extracdo de DNA, de acordo com o protocolo

de Doyle e Doyle (1987), com as modificacdes descritas a seguir.

Tabela 1 — Identificacdo (codigo e espécie) e reacdo dos 14 genotipos testados
para presenca do gene Pvr4, que confere resisténcia ao Pepper yellow mosaic
virus (PepYMV).

N° Cddigo Espécie Reacéo ao Fonte Observacao
PeYMV
UENF 1381 C. annuum | _ _
2 UENF 1624 C. baccatum var. R Bento et al. (2009) _
pendulum
3 UENF 1732 C. baccatum var. R Bento et al. (2009) _
pendulum
4 IAC 984 C. chinense R Boiteux e Pessoa PI 159236
(1994)
5 IAC 1279 C. baccatum var. S _ ‘Cambuci Ubatuba’
pendulum
6 IAC 1355 C. annuum R Boiteux e Pessoa ‘Criollo de Morelos
(1994) 334
UENF 1703 C. chinense R Bento et al. (2009) _
UENF 1730 C. chinense R Bento et al. (2009) _
UENF 1751 C. chinense R Bento et al. (2009) _
10 UENF 1755 C. chinense R Bento et al. (2009) _
11 UENF 1764 C. chinense R Bento et al. (2009) _
12 UENF 1770 C. chinense R Bento et al. (2009) _
13 UENF 1803 C. chinense R Bento et al. (2009) _
14 lkeda C. annuum S Bento et al. (2009) _

*| = indeterminado; R = resistente ao PepYMV; e S = suscetivel ao PepYMV.

Foi adicionado aos tubos 1 mL do tampdo de extragdo pré—aquecido,
contendo 2% CTAB, 1,4 mol L™ NaCl, 20 mmol L™ EDTA, 100 mmol L™ Tris-HCI
(pH 8,0), 1% PVP e 0,2 % B - mercaptoetanol. Este material foi incubado a 65°C
por 45 minutos, e agitado suavemente a cada 10 minutos. Em seguida, foi
realizado uma centrifugagcdo a 13200 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante
(cerca de 800ul) foi transferido para um novo tubo devidamente identificado, e foi
adicionado igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) para se efetuar a

desproteinizacdo. Este  material sofreu suaves inversbes durante
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aproximadamente 10 minutos até ficar turvo. A fase organica foi separada por
centrifugacéo, a 13200 rpm, por 5 minutos.

O sobrenadante foi recolhido e extraido mais uma vez com cloroformio:
alcool isoamilico (24:1), sendo os acidos nucleicos precipitados pela adicdo de
dois tercos do volume de isopropanol gelado, e incubados por 2 horas a —20C. O
precipitado foi sedimentado por centrifugacdo, a 13200 rpm, por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido e o precipitado lavado duas vezes com 300 pl etanol a
70%, para retirada de sal presente e, uma vez, com 300 pl etanol a 95% (entre
cada lavagem, o material foi centrifugado a 13200 rpm durante 10 minutos). Apos
o descarte do ultimo sobrenadante, o material foi seco em condi¢des naturais e,
posteriormente, o material foi ressuspendido em 300ul de solugéo TE (Tris-EDTA
— 10mmol L™ Tris-HCI, 1 mmol L* EDTA, pH 8,0) com RNAse numa concentracéo
final de 40ug.mL™ e incubado em banho-maria a 37C por 30 minutos. Em
seguida, adicionaram-se 30 pL de NaCl 5 mol L™ e 220 pL de isopropanol gelado,
para precipitar o DNA novamente, incubando-se os tubos por 2 horas a -20TC.
Logo apds, o DNA foi sedimentado por centrifugacdo, a 13200 rpm, por 10
minutos e lavado, duas vezes, com etanol a 70% e, uma vez, com etanol a 95%.
Apds seco, o precipitado final foi suspenso em 150 pL de agua.

A quantificacdo foi realizada em géis de agarose 0,8% (p/v) submetidos a
eletroforese por 2 horas a 90 V. Aliquotas de DNA de cada amostra foram
aplicadas nos pocos do gel ao lado de um marcador com concentragdo conhecida
(A\). A concentragcdo das amostras foi estimada por comparagao visual da
intensidade de fluorescéncia das bandas do DNA (A). O gel foi corado com a
mistura de blue juice 6X (0,4 mL TAE 10X, 0,5 M; 0,2 mL SDS 10%; 0,2 mL de
azul bromofenol; 7,0 mL de glicerol; 1,7 mL de &gua estéril) com Gel Red 5X (1uL
de Gel Red 10.000X em DMSO 0,5 mL; 2 mL de agua ultrapura), na proporcao de

1:1, e a imagem foi revelada pelo sistema MiniBis Pro.

Marcador CAPS: reacdes de amplificacdo, clivagem e observacdo das

bandas

O marcador molecular utilizado foi do tipo CAPS, desenvolvido por Caranta
et al. (1999). Esse tipo de marcador se caracteriza por ser codominante, ou seja,

permite a identificacdo de gendtipos homozigotos dominantes e recessivos. As
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sequéncias dos iniciadores utilizados foram CSO-F (5’-CGAAGAGAGAAGGTC-
3), CSO-R (5-TCAGGGTAGGTTATT-3). Para a clivagem dos fragmentos
amplificados, foi utilizada a enzima de restricdo AlwNI (Caranta et al., 1999).

ApoOs a quantificacdo do DNA, as reacfes de amplificacdo foram feitas em
termociclador modelo Mastercycler gradient (Eppendorf), num volume de 25 pL,
contendo: 2,5 puL de tampéao PCR 10x; 1,0uL MgCl, 50mM; 0,5 pL dNTP 10mM,;
0,38 pL do iniciador CSO-F (5-CGAAGAGAGAAGGTC-3’), 10pmol; 0,38 pL do
iniciador CSO-R (5-TCAGGGTAGGTTATT-3), 10 pmol; 1,0 pL de Taq
polimerase 1U; 1,0 pL de DNA 30ng; 18,24 pL de ddH,O. As condi¢cbes das
reagOes de amplificagéo no termociclador foram as seguintes: 1min/93<C, seguido
por 35 ciclos de 45 s/93C; 1 min/47<T e 2 min/72<T . A reacéo final de elongacao
foi de 6 min/72<.

A clivagem dos fragmentos amplificados foi feita a uma temperatura de
37T em banho-maria, por um periodo de 2 horas, nas seguintes condicfes: 2,0
puL da solucdo amplificada por PCR; 1,00 uL de Buffer 1x; 0,5 uL da enzima de
restricado AlwNI e 6,5 AlwNI H,O, dando um volume total de 10,00 pL. Os
produtos, apoés a clivagem, foram fixados em gel de agarose 1,0%, contendo gel

red e tampao 0,5 x TE e visualizados em sistema MiniBis Pro.

Andlise dos fragmentos

A determinacdo da presenca do gene Pvr4 foi feita analisando-se o
tamanho das bandas obtidas por cada genétipo testado. Plantas contendo o
padrdo de banda unica com 458 pb correspondem, nos casos em que ha ligacao
entre o marcador e o alelo Pvr4, aos gendtipos presumivelmente suscetiveis
homozigotos (Pvrd*/ Pvr4"). Por sua vez, plantas contendo o padrdo de banda
Gnica de 444 pb correspondem a gendtipos presumivelmente homozigotos
resistentes (Pvr4/ Pvr4), enquanto plantas contendo ambas as bandas
correspondem aos genotipos presumivelmente heterozigotos (Pvrd*/ Pvr4)
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3.2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os gendtipos identificados como resistentes, por Bento et al. (2009), da
espécie C. baccatum var. pendulum (UENF 1624 e UENF 1732) revelaram a
presenca do gene Pvr4 (Figura 1). Em relacdo aos gendtipos da espécie C.
chinense, apenas UENF 1730 e UENF 1755 ndo apresentaram a presenca do
Pvr4d indicando o(s) outro(s) gene(s) responsaveis pela resisténcia desses
acessos ao PepYMV. Em relacdo ao PepYMV, as primeiras fontes promissoras
de resisténcia identificadas foram CM-334 e C. chinense Pl 159236 (Boiteux e
Pessoa, 1994). Boiteux et al. (1996), estudando a heranca da resisténcia dos
gendtipos CM-334 e Pl 159236, identificaram um gene de resisténcia dominante,
guando derivado de CM-334, e um gene recessivo derivado de Pl 159236. Os
mesmos autores sugeriram gue o nome Ry 1-2 fosse dado ao gene de resisténcia
de CM-334 e et fosse dado ao gene de resisténcia de Pl 159236.
Posteriormente, Kyle e Palloix (1997) propuseram uma reclassificacdo dos genes
de resisténcia, definindo que os genes et e Ry 1-2 fossem classificados como
pvrl e Pvr4, respectivamente. Nesse sentido, os gendétipos UENF 1730 e UENF
1755 podem conter o gene pvrl.

O gendtipo UENF 1381, amplamente utilizado em programas de
melhoramento de plantas na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF), como fonte de resisténcia a mancha-bacteriana causada por
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Costa et al., 2002; Costa e Rodrigues,
2003; Riva-Souza et al., 2004; Riva-Souza et al., 2007; Riva-Souza et al., 2009;
Moreira et al., 2009) ainda ndo tinha sido avaliado quanto a resisténcia ao
PepYMV. Em ensaio de inoculacdo do virus em condicbes controladas,
constataram-se sintomas severos de mosaico e reducdo da parte aérea aos 15
dias apOs a inoculacdo (Figura 2). Para esse genétipo, por meio do marcador
CAPS, verificou-se uma banda de 458 pb e, portanto, foi considerado como
confirmada a auséncia do Pvr4, demonstrando a eficiéncia deste marcador na

distincdo de gendtipos resistentes e suscetiveis ao PepYMV (Figura 1).
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Figura 1 — Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA amplificados para o
marcador CAPS ligado ao gene Pvr4, em acessos de Capsicum spp.: M - Ladder
(250 pb), 1 — UENF 1381; 2 - UENF 1624; 3 - UENF 1732; 4 — IAC 984; 5 — IAC
1279; 6 — IAC 1355; 7- UENF 1703; 8 — UENF 1730; 9 — UENF 1751; 10 — UENF
1755; 11 — UENF 1764; 12 — UENF 1770; 13 — UENF 1803; e 14 — lkeda.

O marcador molecular do tipo CAPS mostrou-se altamente eficiente em
distinguir as plantas resistentes homozigotas Pvr4/Pvr4 conhecidas (‘Criollo de
Morelos 334’) das plantas suscetiveis homozigotas Pvr4*/Pvr4® conhecidas
(pimenta Cambuci Ubatuba e pimentdo lkeda) (Figura 1). Este marcador gera
bandas de 458 pb nos gendétipos suscetiveis e 444 pb nos gendtipos suscetiveis,
constituindo-se assim numa importante ferramenta para identificacao e selecao de
genotipos resistentes ao PepYMV. Segundo Alzate-Marin et al. (2005), os
marcadores moleculares sdo uma ferramenta poderosa no processo de
transferéncia de alelos de resisténcia como, por exemplo, serem usados na
selecdo assistida por marcadores (SAM), particularmente nas etapas iniciais e

intermediarias do melhoramento.
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Figura 2 — Sintomas de severidade do acesso UENF 1381 (C. annuum), apos 15
dias da inoculagéo com Pepper yellow mosaic virus (PepYMV).

3.2.6. CONCLUSOES

1. O marcador molecular do tipo CAPS mostrou-se eficiente em distinguir as
plantas resistentes e suscetiveis ao PepYMV.

2. Os acessos UENF 1624 e UENF 1732 (C. baccatum var. pendulum)
revelaram a presencga do gene Pvr4.

3. Dois acessos de C. chinense, embora resistentes em condi¢cdes de

inoculacdo com PepYMV, ndo possuem o gene Pvr4.

3.2.7. LITERATURA CITADA

Alzate-Marin, A.L.; Cervigni, G.D.L.; Moreira, M.A.; Barros, E.G. (2005). Selecéo
assistida por marcadores moleculares visando ao desenvolvimento de plantas
resistentes a doencas, com énfase em feijoeiro e soja. Fitopatologia Brasileira, 30:
333-342.



56

Boiteux, L.S.; Pessoa, H.B.S.V. (1994). Additional sources of resistance to an

isolate PVY™ in Capsicum germoplasm. Fitopatologia Brasileira, 19: 291.

Bento, C.S.; Rodrigues, R.; Zerbini Janior, F.M.; Sudré, C.P.; Rodrigues, R.
(2009). Sources of resistance against the Pepper yellow mosaic virus in chili

pepper. Horticultura Brasileira, 27: 196-201.

Boiteux, L.S.; Cupertino, F.P.; Silva, C.; Dusi, A.N.; Monteneshich, D.C. (1996).
Resistance to Potato virus Y (pathotype 1-2) in Capsicum annuum and Capsicum

chinense is controlled by two independent major genes. Euphytica, 87: 53-58.

Caranta, C.; Thabuis, A.; Palloix, A. (1999). Development of a CAPS marker for
the Pvr4 locus: a tool for pyramiding potyvirus resistance genes in pepper.
Genome, 42: 1111-1116.

Carmo, M.G.F.; Zerbini-Junior, F.M.; Maffia, L.A. (2006) Principais doencas da

cultura da pimenta. Informe Agropecuario, 27: 87-98.

Costa, R.A.; Rodrigues, R. (2003). Genetic analysis of resistance to bacterial spot

in sweet pepper genotypes. Crop Breeding and Applied Biotechnology, 2: 11-16.

Costa, R.A.; Rodrigues, R.; Sudré, C.P. (2002). Resisténcia genética a mancha-
bacteriana em gendétipos de pimentdo. Horticultura Brasileira, 2: 86-89.

Cunha, L.C.V.; Resende, R.O.; Nagata, T.; Inoue-Nagata,A.K. (2004). Distinct
features of Pepper yellow mosaic virus isolates from tomato and sweet pepper.
Fitopatologia Brasileira, 29: 663-667.

Dogimont, C.; Palloix, A.; Daubeze, A.M.; Marchoux, G.; Gebre-Selassie K.
Pochard, E. (1996). Genetic analysis of broad spectrum resistance to potyviruses
in haplodiploid progenies of pepper (Capsicum annuum L.). Euphytica, 88: 231-
239.



57

Doyle, J.J.; Doyle, J.L. (1987). A rapid DNA isolation method for small quantities of
fresh tissues. Phytochemistry, 19: 11-15.

Echer, M.M.; Costa, C.P. (2002). Reaction of sweet pepper to the Potato virus Y
(PVYM). Scientia Agricola, 59: 309-314.

Flor, H.H. (1971). Current status of the gene-for-gene concept. Annual Review of
Phytopathology, 9: 275-296.

Grube, R.C.; Blauth, J.R.; Arnedo-Andrés, M.S.; Caranta, C.; Jahn, M. (2000).
Identification and comparative mapping of dominant potyvirus resistance gene
cluster in capsicum. Theoretical and Applied Genetics, 101: 852-859.
Inoue-Nagata, A.K.; Fonseca, M.E.N.; Resende, R.O.; Boiteux, L.S.; Monte, D.C.;
Dusi, A.N.; Avila, A.C.; Van Der Vlugt, R.A.A. (2002). Pepper yellow mosaic virus,
a new potyvirus in sweetpepper, Capsicum annuum. Archives of Virology, 147:
849-855.

Janzac, B.; Fabre, M.F.; Palloix, A.; Moury, B. (2009). Phenotype and spectrum of
action of the Pvr4 resistance in pepper against potyviruses, and selection for
virulent variants. Plant Pathology, 58: 443-449.

Kyle, M.M.; Palloix, A. (1997). Proposed revision of nomenclature for potyvirus

resistance genes in Capsicum. Euphytica, 97: 183-188.

Maciel-Zambolim, E.; Costa H.; Capucho, A.S.; Avila, A.C.; Inoue-Nagata, A.K.;
Kitagima, E.W. (2004). Surto epidemioldgico do virus do mosaico amarelo do
pimentdo em tomateiro na regido serrana do Espirito Santo. Fitopatologia
Brasileira, 29: 325-327.

Moreira, S.O.; Rodrigues, R.; Araujo, M.L.; Sudré, C.P.; Riva-Souza, E.M. (2009).
Desempenho agrondmico de linhas endogamicas recombinadas de pimenta em

dois sistemas de cultivo. Ciéncia Rural, 39: 1387-1393.



58

Nascimento, |.R.; Costa do Vale, L.A.; Maluf, W.R.; Gongalves, L.D.; Gomes,
L.A.A.; Moreto, P.; Lopes, E.A.G.L. (2007). Reacdo de hibridos, linhagens e
progénies de pimentdo a requeima causada por Phytophthora capsici e ao
mosaico amarelo causado por Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Ciéncia
Agrotecnologia, 31: 121-128.

Parrela, G.; Ruffel, S.; Moretti, A.; Morel, C. (2002). Recessive resistance genes
against potyviruses are localized in collinear genomic regions of the tomato
(Lycopersicon spp.) and pepper (Capsicum spp.) genomes. Theoretical and
Applied Genetics, 105: 855-861.

Riva, E.M.; Rodrigues, R.; Pereira, M.G.; Sudré, C.P.; Karasawa, M.; Amaral
Janior, A.T. (2004). Inheritance of bacterial spot disease in Capsicum annuum L..

Crop Breeding and Applied Biotechnology, 4: 490-494.

Riva-Souza, E.M.; Rodrigues, R.; Sudré, C.P.; Pereira, M.G.; Viana, A.P.; Amaral
Juior, A.T. (2007). Obtaining pepper F,3 lines eith resistance to the bacterial spot
using the pedigree method. Horticultura Brasileira, 25: 567-571.

Riva-Souza, E.M.; Rodrigues, R.; Sudré, C.P.; Pereira, M.G.; Bento, C.S.; Matta,
F.P (2009). Genetics parameters and selection for resistance to bacterial spot in
recombinant Fg lines of Capsicum annuum. Crop Breeding and Applied
Biotechnology, 9: 108-115.

Truta, A.A.C.; Souza, A.R.R.; Nascimento, A.V.S.; Pereira, R.C.; Pinto, C.M.F.;
Brommonschenkel, S.H.; Carvalho, M.G.; Zerbini, F.M. (2004). Identidade e
propriedades de isolados de potyvirus provenientes de Capsicum spp.
Fitopatologia Brasileira, 29: 160-168.



59

3.3 PROTEINAS RELACIONADAS A PATOGENESE EM Capsicum baccatum
var. pendulum RESISTENTE AO Pepper yellow mosaic virus

3.3.1. RESUMO

Entre os mecanismos de defesa das plantas, as proteinas relacionadas a
patogénese (PRs) representam uma importante barreira ao desenvolvimento de
patdgenos. Essas proteinas sdo classificadas em 17 familias com base nas suas
sequéncias de aminoacidos, sorologia e, ou atividade enzimatica ou biologica. O
objetivo, deste trabalho, foi identificar proteinas PRs associadas ao patossistema
Capsicum baccatum var. pendulum — Pepper yellow mosaic virus (PepYMV).
Plantas de C. baccatum (UENF 1624) resistentes ao PepYMV, com 45 dias de
idade, foram inoculadas com o virus e, ap0s periodos de 24, 48, 72, 96 horas,
folhas infectadas foram coletadas para andlise. As plantas inoculadas e controle
foram cultivadas em gaiolas recobertas com tela antiafideos. As proteinas foram
extraidas de tecidos foliares, e analisou-se a presenca de PR-2 (8-1,3 glucanase),
PR-3 (quitinase), PR-9 (peroxidase) e PR-14 (proteina de transferéncia de
lipidios). Nao foi observada diferenca no padrao protéico entre mudas-controle e
infectadas em relacéo as proteinas PR-2, 3 e 14. No entanto, para a PR-9 houve
diferenca nos tempos de 48 e 72 horas ap0s a inoculacdo, registrando-se um
aumento na expressao da peroxidase nas mudas infectadas. Estes dados indicam
gue a PR-9 pode ser um dos fatores envolvido na resisténcia de Capsicum
baccatum var. pendulum — UENF 1624 ao PepYMV.
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3.3.2. ABSTRACT

Among the defeating mechanisms of the plants, pathogenesis-related
proteins (PRs) represent an important barrier toward the development of
pathogens. These proteins are classified into seventeen families based on their
amino acid sequences, serology and/or enzymatic activity or biologic. The
objective of this work was to identify proteins PRs associated to pathosystem
Capsicum baccatum var. pendulum — Pepper yellow mosaic virus (PepYMV).
Plants of C. baccatum (UENF 1624) resistant to PepYMV at the age of 45 days
were inoculated with the virus and after periods of 24h, 48h, 72h and 96h infected
leaves were collected for analysis. The inoculated plants and control were
cultivated in cages covered with anti-aphid screen. The proteins were extracted
from foliar tissues and it was analyzed the presence of PR-2 (B-1, 3 glucanase),
PR-3 (quitinase), PR-9 (peroxidase) and PR-14 (lipid transfer protein). It was not
observed difference in the proteic standard between control seedlings and infected
ones in relation to the proteins PR-2, 3 and 14. However, for the PR-9, there was
difference in timing of 48h and 72h after the inoculation, registering an increase
within the expression of the peroxidase in the infected seedlings. These data
indicate that PR-9 can be one of the factors involved in resistance of Capsicum
baccatum var. pendulum — UENF 1624 to PepYMV.

3.3.3. INTRODUCAO

A resisténcia das plantas contra doencas estd associada a mecanismos
pré-formados e induzidos (Hammond-Kosack e Jones, 1997). Os mecanismos
pré-formados incluem barreiras fisicas (por exemplo, papilas, halos, tricomas,
cuticulas) que dificultam a penetracdo do patdégeno no tecido vegetal, e
metabdlitos secundarios (por exemplo, alcaloides, compostos cianogénicos,

fendlicos, glicosinolatos, terpenoides) que podem evitar a colonizacdo, a
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reproducdo e o desenvolvimento do patégeno. A defesa induzida, em
contrapartida, € um conjunto de respostas ativadas pelo hospedeiro ap6s o
contato com agentes patogénicos. A ativacdo dessas respostas em plantas &
dependente da eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenca do patdégeno
por meio de percepcéao e transducao de sinais (Dixon, 2001; Jones e Dangl. 2006;
Van Loon et al., 2006; Mehta et al., 2008).

A resisténcia induzida é frequentemente manifestada como uma resposta
de hipersensibilidade (HR), ou seja, a morte das células do hospedeiro dentro de
poucas horas ap06s o0 contato com patdégeno. Outras respostas de resisténcia
podem incluir alteracdes estruturais, acimulo de espécies reativas de oxigénio,
sintese de metabdlitos secundarios e producdo de uma ampla variedade de
moléculas de defesa, tais como, as proteinas relacionadas a patogénese (PRS)
(Heath, 2000; Van Loon et al., 2006; Elvira et al., 2008).

As PRs foram descobertas em tabaco que expressava HR ao virus
Tobacco mosaic virus (TMV). Posteriormente, verificou-se a sua ocorréncia em
pelo menos 13 familias de plantas durante infeccdo por oomicetos, fungos,
bactérias, virus e viroides, bem como nematoides ou ataque de insetos (Van Loon
et al., 2006). Essas proteinas séo classificadas em familias com base nas suas
sequéncias de aminoéacidos, relacbes soroldgicas e/ou atividade enzimatica ou
bioldgica (Van Loon e Van Strien, 1999; Van Loon et al., 2006).

Van Loon e Van Strien (1999) propuseram uma nomenclatura para as
proteinas PRs, agrupando-as em 14 classes, sendo as cinco primeiras
observadas em plantas de tabaco infectadas pelo TMV, e identificadas como PR-
1, PR-2 (B-1,3 glucanase), PR-3 e PR-4 (quitinase) e PR-5 (taumatina-like).
Posteriormente, foram identificadas outras classes de proteinas PR, incluindo
mais duas classes na proposta de Van Loon e Van Strien (1999), entre elas: PR-6
(inibidor de proteinase); PR-7 (endoproteinase); PR-8 (quitinase); Pr-9
(peroxidase); PR-10 (ribonuclease-like); PR-11 (quitinase); PR-12 (defensina);
PR-13 (tionina); PR-14 (proteinas transportadora de lipideos); PR-15 (Oxalato
oxidase); PR-16 (Oxalato oxidase-like) e PR-17 (desconhecido) (Van Loon et al.,
2006).

O mosaico amarelo, causado pelo potyvirus Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV), é considerado uma das mais importantes doencas para cultura da

pimenta, pimentdo e tomate no Brasil (Maciel-Zambolim et al., 2004; Nascimento
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et al., 2007; Bento et al., 2009). Os sintomas ocasionados pelo PepYMV em
Capsicum spp. incluem encrespamento nas folhas, desenvolvimento do mosaico
com tonalidade verde-amarelada, reducdo geral do tamanho da planta e dos
frutos, e deformacéo dos frutos (Carmo et al., 2006).

A principal forma de controle do PepYMV é a resisténcia genética, que tem
uma série de vantagens, principalmente referentes aos aspectos econdémicos,
ecoldgicos e praticos (Menten, 1990). Em Capsicum spp., as primeiras fontes de
resisténcia ao PepYMV foram encontradas em C. annuum ‘Criollo de Morellos’
(resisténcia monogénica dominante) e C. chinense Pl 159236 (resisténcia
monogénica recessiva) (Boiteux e Pessoa, 1994). Outras fontes de resisténcia ao
PepYMV foram detectadas em C. chinense e C. baccatum var. pendulum (Bento
et al., 2009). Apesar da identificacdo de resisténcia em diferentes espécies de
Capsicum, os mecanismos de defesa envolvidos com essas resisténcias ainda
nao estao esclarecidos.

O objetivo deste trabalho foi analisar a inducdo de proteinas PR, com
énfase nas classes PR-2, PR-4, PR-9 e PR-14 em plantas de C. baccatum var.

pendulum resistentes ao PepYMV.

3.3.4. MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes do acesso UENF 1624, resistente ao Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) (Bento et al., 2009), foram semeados em bandejas de poliestireno de
128 células com substrato comercial (Plantmax®). Apés o desenvolvimento de
dois pares de folhas definitivas, 80 plantulas foram transferidas individualmente
para potes plasticos, contendo uma mistura de solo e substrato (2:1). O
experimento foi conduzido em gaiolas cobertas com telas antiafideos, em casa-

de-vegetacao no periodo de marc¢o a abril de 2008.
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Procedimento de inoculacao

Como fonte de inoculo foram utilizadas plantas de Nicotiana debneyi
infectadas com o isolado 3 de PepYMV, obtido de planta de pimentéo coletada no
campo do Municipio de lgarapé, Estado de Minas Gerais (Truta et al., 2004). A
inoculacdo foi realizada via extrato vegetal tamponado em fosfato de potassio
0,05M, pH 7,2, contendo sulfito de sodio a 0,01% e utilizando carborundum (600
mesh) como abrasivo (Truta et al., 2004). As mudas foram inoculadas no estadio
de trés a quatro folhas definitivas. Em cada inoculacdo, foram inoculadas as
folnas mais jovens completamente expandidas. Como controle, mudas foram
inoculadas apenas com a solucao tampéo e abrasivo.

Folhas das mudas do acesso UENF 1624 controle e infectadas com
PepYMV foram coletadas por quatro diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 horas)

apo6s a inoculacéo.

Extracdo de proteinas e quantificacéo

Folhas das plantulas controle e infectadas foram pesadas e, em seguida,
submetidas a maceracdo, usando-se gral e pistiilo e N, liquido. O material
macerado foi utilizado para os diferentes métodos de extracao.

Nos ensaios enzimaticos de B-1,3-glucanase e quitinase, a extracdo foi
realizada utilizando-se acetato de sodio, 1% polyvinylpolypyrrolidone (PVPP),
1mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), na proporcao de 1 g de peso fresco
de folha para 1mL do tampéo, que permaneceu em agitacdo em microtubos por
60 minutos a 4C. Em seguida, o material foi centrifugado a 10000 x g a 4 por
20 minutos, sendo coletado o sobrenadante e descartado o precipitado (Caruso et
al., 1999, com modificagbes sugeridas por Vieira et al., 2009).

Para extracdo de peroxidase, utilizaram-se borato de sédio 10mM, pH 9,0,
NaCl 0,125 M, PMSF 1mM, na proporcao de 1 g de peso fresco para 4 mL do
tampao, que permaneceu em agitacdo em tubos por 3 horas a 4C. Em seguida, o
material foi centrifugado a 10000 x g a 4C por 10 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado. Ao sobrenadante, foi
adicionado polietilenoglicol 14% (PEG) e fosfato de potassio a 8,5% (K,PQ,), para
separacdo dos pigmentos. Apds a separacdo das fases, foi coletada a fase



64

inferior (Leon et al., 2002). As determinacdes quantitativas de proteinas foram
feitas pelo método de Bradford (1976).

Deteccéo de enzimas

A atividade de peroxidase (EC 1.11.1.7) foi determinada por
espectrofotometria (Shimadzu UVVIS-1203), segundo Leon et al. (2002), com
algumas modificacdes sugeridas por Vieira et al. (2009). A unidade de atividade
(u.a) da enzima foi definida como sendo o aumento de 0,01 na absorbancia na
mistura de rea¢do por 3 min/mg de proteina.

A determinacdo da atividade B-1,3-glucanase (EC 3.2.1.39) foi realizada
segundo método descrito por Fink et al. (1988). Uma unidade de atividade B-1,3-
glucanase foi definida como sendo a concentracdo da enzima que fornece uma
absorbéancia de 0,001 quando lida a 500 nm em espectrofotbmetro Shimadzu
UVVIS-1203. Os dados foram expressos em “ua. RV (reacdo de volume)/ VA
(volume da amostra).ug de protefna.mL™”".

A atividade de quitinase (EC 3.2.1.14) foi determinada em um
espectrofluorimetro Shimadzu, de acordo com O’Brien & Colwell (1987). A
metilumbeliferona liberada foi medida em espectrofluorimetro, utilizando-se um
filtro priméario de excitacdo a 320 nm e um filtro secundario de emissao a 460 nm.
Uma unidade da atividade foi definida como 1 nmol de metilumbeliferona liberada
por minuto. Os dados foram expressos em “ua. RV/VA.ug de proteina.mL™,

Gel de Eletroforese

O gel de eletroforese Dodecil sulfato de sddio (SDS) — tricina foi realizado
de acordo Schangger & Von Jagoew (1987). O gel de eletroforese SDS
poliacrilamida (PAGE) foi preparado de acordo com Laemmli (1970).
Western blotting

Para a deteccdo de LTP, a extracdo de tecidos vegetais foi realizada de

acordo com Granier (1998). Anticorpos policlonais produzidos contra LTP

purificados de sementes de Capsicum spp foram preparados conforme descrito
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por Carvalho et al. (2001). ApGs a eletroforese, amostra (10 mg de extrato bruto
de proteinas de folhas infectadas e nao-infectadas) em diferentes momentos apos
a inoculacdo (24, 48, 72 e 96 horas) foi transferida as para membranas de
nitrocelulose, conforme descrito por Towbin et al. (1979). Western blots foram
realizados utilizando-se um kit de quimioluminescéncia (reagente ECL, Amershan

Pharmacia Biotech), de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

Deteccéao da atividade de peroxidase em gel de polia  crilamida

A atividade da peroxidase foi detectada em gel de poliacrilamida a 14%
apos eletroforese de extrato de tecido foliar em condi¢cdes ndo-desnaturantes. As
amostras das diferentes extracdes, contendo 40 mg de proteinas, foram
misturadas com tampao de amostra e carregadas no gel. Apos a corrida, o gel foi
lavado trés vezes por 20 minutos em 25 mL de 0,05 M tampao citrato fosfato, pH
5,4, com agitacdo lenta. A atividade da peroxidase foi realizada por embebicao do
gel em 25 mL de tampéo citrato-fosfato pH 5,4 contendo 3% de H,O, e 8 mL de
guaiacol. Apdés 2 minutos, bandas marrons indicam atividade de peroxidase
(Shimoni, 1994).

3.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise dos géis de SDS-PAGE (Figuras 1 e 2), observaram-se perfis
proteicos semelhantes para mudas infectadas com PepYMV e controle, nos
diferentes tempos apoOs inoculacdo, para as extracdes das proteinas -1,3
glucanase, quitinase e LTP.

Em relacdo a atividade de -1,3-glucanase, observaram-se maiores valores
de atividade nas folhas inoculadas em relacdo as do controle nos diferentes
tempos. Essa diferenciacdo foi mais acentuada nos periodos de 0 e 40 horas
apos a inoculacéo (Figura 3). Ja para a quitinase, ndo foi detectada atividade das
proteinas em folhas infectadas e controle nos diferentes tempos, por meio do
método empregado. Vieira et al. (2009), avaliando proteinas de defesa expressos

em plantulas de feijdo-de-corda infectados com os fungos F. oxysporum f. sp.
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phaseoli e F. oxysporum f. sp. cubenses, ndo verificaram atividade quitinasica nos
diferentes tempos ap0s a inoculagao.

As quitinases de plantas podem estar presentes tanto constitutivamente
quanto ser induzidas apoés estresses bibticos e abidticos (El-Katany et al., 2001;
Bailey et al., 2005), e estdo diretamente relacionadas a defesa contra fungos,
juntamente com 3-1,3-glucanase, no qual, degradam o homopolimero linear 3-1,4
N-acetilglucosamina, componente abundante da parede celular dos fungos (El-
Katany et al., 2001; Van Loon et al., 2006).

Em virus, essas duas proteinas também tém sido relatadas promovendo
resisténcia ao Turnip yellow mosaic virus (TYMV) em nabo (Profotova et al.,
2007); ao Brome mosaic virus (BMV) em milho (Nasser et al., 1988); ao Pepper

mild mottle virus (PMMoV) em pimenta (Elvira et al., 2008), entre outras.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% das amostras inoculadas e
controle extraidas para B-1,3-glucanase e quitinase, em diferentes tempos apés a
inoculagdo com PepYMV (0, 24, 48, 72 e 96 horas) em C. baccatum var.
pendulum (UENF 1624); M — marcador de massa molecular em KDa.

Pela técnica Western blotting, néo foi possivel detectar a presenca de LTP,
nos tecidos vegetais das mudas-controle e infectadas em diferentes tempos. A
LTP tem como funcédo principal transferir fosfolipidios entre membranas (Kader,
1996). Em relacdo a defesa das plantas, varias pesquisas vém demonstrando in
vitro atividades antimicrobianas contra fungos e bactérias (Cammue et al.,1995;
Molina et al., 1997; Wang et al., 2004). Wang et al. (2004), trabalhando com
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isolado de LTP de sementes de Phaseolus spp., detectaram atividade antifingica
contra Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum e
Scleoutium rolfsii; e atividade antibacteriana contra Staphylococus aureus. Foi
também detectada nesta LTP uma capacidade de transferéncia de lipideos similar
as de LTPs de milho e trigo, indicando a sua possivel atuacdo no transporte de
lipideos. Em virus, Park et al. (2002) verificaram a expressdo de cDNA de LTP

durante a resposta de resisténcia ao Tobacco mosaic virus (TMV) em Capsicum.
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Figura 2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% das amostras inoculadas e
controle extraidas para LTP, em diferentes tempos, apds a inoculagdo com
PepYMV (0, 24, 48, 72 e 96 horas), em C. baccatum var. pendulum (UENF 1624);
M — marcador de massa molecular em KDa.

Para peroxidase, na andlise dos géis SDS-PAGE (Figura 4), observou-se
aumento da expressao da banda de aproximadamente 45 KDa, no periodo de 48
e 72 horas depois de inoculado. Posteriormente, confirmou-se a atividade da
peroxidase, neste periodo, em gel de poliacrilamida 14% em condi¢cdes néao-
desnaturantes, no qual a atividade da peroxidase € determinada por bandas de

coloracdo marrom (Figura 5).
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Figura 3 — Atividade [B-1,3-glucanasica em folhas de mudas de pimenta C.
baccatum var. pendulum (UENF 1624) inoculadas (I) e nédo inoculadas (NI) com
PepYMV, no periodo de 0 a 96 horas.

Para peroxidase, na analise dos géis SDS-PAGE (Figura 4), observou-se
aumento da expressao da banda de aproximadamente 45 KDa, no periodo de 48
e 72 horas depois de inoculado. Posteriormente, confirmou-se a atividade da
peroxidase, neste periodo, em gel de poliacrilamida 14% em condi¢cdes néao-
desnaturantes, no qual a atividade da peroxidase € determinada por bandas de

coloracdo marrom (Figura 5).
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Figura 4 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% das amostras inoculadas e
controle extraidas para peroxidase, em diferentes tempos, apds a inoculagdo com
PepYMV (0, 24, 48, 72 e 96 horas), em C. baccatum var. pendulum (UENF 1624);
M — marcador de massa molecular em KDa.
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A atividade peroxidase também foi determinada por espectrofotometria, e
corrobora os resultados nos géis SDS-PAGE e desnaturante (Figura 6). Com isso,
verificou-se elevada atividade de peroxidase, nos periodos de 48 e 72 horas, nas
plantas inoculadas. Ja para as plantas néo inoculadas, a atividade da peroxidase
foi detectada a partir de 48 horas apds a inoculacdo com solugdo-tampao com
carborundum.

A peroxidase € uma importante enzima, presente em plantas e esta
envolvida em diversas reacoes, ligacdes de polissacarideos, oxidacdo do acido
indol-3-acético, ligacdes de mondmeros, lignificacdo, cicatrizacdo de ferimentos,
oxidacdo de fendis, defesa de patdégenos, regulacdo da elongacdo de células,
entre outras (Kao, 2003; Passardi et al., 2004).

MO 24 48 72 96

Controle

MO 24 48 72 96

Inoculado

Figura 5 — Atividade peroxidasica em gel de eletroforese 14%, das amostras
inoculadas e controle, em diferentes tempos apés a inoculacdo com PepYMV (O,
24, 48, 72 e 96 horas) nas plantas de C. baccatum var. pendulum (UENF 1624);
M — marcador de massa molecular em KDa.

Diversos trabalhos vém demonstrando o papel da peroxidase na conducao
da transducdo do sinal oxidativo para o controle redox, homeostase de Ca**,
essenciais ao movimento dos estbmatos, expressdo de genes relacionados a

defesa, resposta ao gravitropismo, plasticidade da parede celular e na elongacéo
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das células das plantas (Quiroga et al., 2000; Kawano, 2003; Vieira et al., 2009).
Além da degradacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), as peroxidases
sao capazes de gerar EROs (H,0,, OH’, O;), que sédo tdxicas aos patdgenos, que
ocorrem apoés as interacbes patogénicas, que sdo produzidas pela atividade
oxidativa da peroxidase extracelular, durante o reforco da parede celular, e pela
sintese de acido salicilico (AS), monoaminas aromaticas (AMAs) e
quitooligossacarideos (COSs) (Hiraga et al., 2001; Kawano, 2003; Vieira et al.,
2009).
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Figura 6 — Atividade B-1,3-peroxidasica em folhas de mudas de pimenta C.
baccatum var. pendulum (UENF 1624) inoculadas (I) e n&o inoculadas (NI) com
PepYMV, no periodo de 0 a 96 horas.

A inducdo ou acumulo de peroxidase em resposta a inoculacdo ao
patégeno foi demonstrada nos patossistemas arroz -Pyricularia oryzae e Bipolaris
sorokiniana, abobora - Colletotrichum leganarium, tomate - F. oxysporum, e
mandioca - Xanthomonas cassavae e Xanthomonas axonopodis pv. manihotis,
em resposta a inoculagdo ao patdégeno (Pereira et al., 2000; Houtermanetal, 2007;
Vieira et al., 2009). Em interacdes virus-planta, a atividade da peroxidase foi
associada ao fumo contra Tobacco mosaic virus (TMV) (Lagrimini e Rothstein,
1987; Ye et al., 1990); em feijdo contra White clover mosaic potexvirus (WCIMV)
(Clarke et al., 2002); e em abobora contra Cumcuber mosaic virus (CMV) e
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) (Técsi et al., 1996; Radwan et al., 2006;
Radwan et al., 2007).
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3.3.6. CONCLUSAO

A peroxidase pode ser um dos fatores envolvidos na resisténcia de

Capsicum baccatum var. pendulum — UENF 1624 ao PepYMV.
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3.4. HERANCA DE CARACTERES RELACIONADOS A PRODUQAO DE
FRUTOS EM Capsicum baccatum var. pendulum COM BASE EM ANALISE
DIALELICA DE HAYMAN

3.4.1. RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estimar parametros genéticos relacionados
a producdo de frutos em um dialelo de pimenta (Capsicum baccatum var.
pendulum). Foram avaliados cinco genitores de pimenta (UENF 1616; UENF
1624; UENF 1629; UENF 1639; e UENF 1732) e seus respectivos hibridos Fi, a
partir de um dialelo completo, sem reciprocos. O experimento foi conduzido em
cultivo protegido (politanel), na area de convénio UENF/PESAGRO-RIO, Campos
dos Goytacazes, no periodo de julho a dezembro de 2009. O delineamento
experimental foi blocos ao acaso, com trés repeticbes e nove plantas por parcela.
Avaliaram-se as seguintes caracteristicas agronémicas: diametro da copa (DC);
altura de planta (ALTP); dias para o frutificacdo (DF); nimero de frutos por planta
(NFP); peso médio do fruto (PMF); massa seca do fruto (MSF); teor de massa
seca (TMS); comprimento do fruto (CF); diametro do fruto (DIAM); espessura da
polpa (ESP); teor de sdlidos soluveis totais (TSS); e producéo por planta (PROD).
Somente as caracteristicas PMF, MSF e PROD tiveram auséncia de significancia
nos trés testes de suficiéncia do modelo aditivo-dominante, indicando haver
homogeneidade entre as variancias e covariancias e, consequentemente,

auséncia de epistasia no controle destas caracteristicas. Para PMF e MSF, os
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efeitos génicos aditivos foram os mais importantes; por sua vez, na expressao de
PROD, o efeito de dominancia foi o mais importante. Verificaram-se dominancia
parcial para PMF e MSF, e sobredominancia para PROD. Os genitores UENF
1616 e UENF 1629 foram os que tiveram as maiores concentracdes de alelos

favéraveis para as trés caracteristicas em estudo.

3.4.2. ABSTRACT

This work aimed to estimate genetic parameters related to the production of
fruits in a pepper diallel (Capsicum baccatum var. pendulum). Five pepper genitors
were evaluated (UENF 1616, UENF 1624, UENF 1629, UENF 1639 and UENF
1732) and its respective hybrids F;, from an entire diallel without reciprocal ones.
The experiment was conducted in protective culture (poli-tunnel) in area from the
consortium UENF/PESAGRO-RIO, Campos dos Goytacazes, RJ, from July/2009
to December/2009. The experimental delineation was the one of casualized blocks
with three repetitions and nine plants by part. The following agronomic traits were
evaluated: canopy diameter (CD); plant height (PH); days for fructification (DF);
number of fruits by plant (NFP); fruit average-weight (FAW); fruit dry mass (FDM);
dry matter (DM); fruit length (FL); fruit diameter (FD); pulp thickness (PT); total
soluble solids (TSS); and yield per plant (PROD). Only the FAW, FDM and PROD
had absence of significance concerning the three tests of sufficiency of the
additive dominant model, indicating that there is homogeneity among the
variances and co-variances and, consequently, lack of epistasis in the control of
character. For the FAW and FDM features, the additive genetic effects were the
most important ones. On the contrary, in the PROD the dominance effect was the
most important. It was verified a partial dominance for FAW and FDM, and an
over-dominance for PROD. The genitors UENF 1616 and UENF 1629 were the
ones which had larger concentrations of favorable alleles for the three

characteristics under study.
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3.4.3. INTRODUCAO

O estudo do controle genético de caracteristicas quantitativas € de grande
relevancia, para a conducgéo eficiente de um programa de melhoramento de
plantas, orientado na escolha dos melhores procedimentos de selecdo e dos
métodos mais eficientes na conducéo das popula¢gdes segregantes (Ramalho et
al., 1993; Cruz e Regazzi, 2001; Lédo et al., 2001; Silva et al., 2004; Khan et al.,
2009; Schuelter et al., 2010). Os cruzamentos dialélicos se mostram bastante
eficientes, devido a geracéo de informagdes valiosas para o melhorista como, por
exemplo, escolha de genitores para hibridacéo, identificacdo de métodos mais
eficientes de selecdo e conhecimentos das bases genéticas que controlam as
caracteristicas (Cruz e Regazzi, 2001).

Entre os métodos de analise dialélica, Cruz e Regazzi (2001) mencionam
como 0s principais o proposto por Griffing (1956), pelo qual sdo estimados o0s
efeitos da capacidade geral e especifica de combinacéo; o de Gardner e Ebehart
(1966), no qual sdo avaliados os efeitos variedade e heterose varietal; e 0 método
proposto por Hayman (1954), que gera informacgbes sobre os mecanismos
bésicos de heranca da caracteristica em estudo.

O método de Hayman (1954) se baseia no conhecimento da natureza
ambiental e genética de estatisticas (médias, variancias e covariancias), obtida a
partir de uma tabela dialélica, que fornecem informagfes sobre o grau médio de
dominancia da caracteristica, distribuicdo de alelos entre genitores, limite tedrico
de selecéo, relacdo entre alelos favoraveis e dominancia, proporcao entre genes
dominantes e recessivos, e coeficientes de determinagcédo genotipica (Cruz et al.,
2004; Lédo et al.,, 2001; Silva et al., 2004; Silva et al., 2010). Entretanto, as
restricdes do modelo genético-estatistico - a) segregacao diploide, b) genitores
homozigotos, c) auséncia de efeito materno, d) auséncia de alelismo mudltiplo, e)
genes distribuidos independentemente, e f) auséncia de epistasia - sao
obstaculos para a utilizacdo desta metodologia pelos pesquisadores (Cruz et al.,
2004; Schuelter et al., 2010; Silva et al., 2010).

Em olericolas, alguns autores vém utilizando esta metodologia para
incrementar informacdes em diversos caracteres quantitativos de interesse como,
por exemplo, em tomate (Maluf et al., 1982; Miranda et al., 1982; Amaral Junior et
al., 1999; Schuelter et al., 2000; Hazra e Ansary, 2008); alface (Lédo et al., 2001);
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e pimentdo/pimenta (Souza e Maluf, 2003; Xue-xiao et al., 2007; Patil e Salimath,
2008; Schuelter et al., 2010). No caso mais especifico das pimentas, Souza e
Maluf (2003), avaliando os componentes genéticos das caracteristicas producao
total, relacdo comprimento/diametro do fruto, matéria seca de fruto por planta,
incidéncia de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, rendimento de capsaicina
por planta e numero de sementes por fruto em cinco genitores e 10 hibridos de
C. chinense, constataram a importancia e predominancia de efeitos génicos nao
aditivos para todos os caracteres avaliados. Os autores também evidenciaram
importante efeito de epistasia para matéria seca de frutos por planta, rendimento
de capsaicina por planta e nimero de sementes por fruto.

Schuelter et al. (2010) investigaram o0 controle genético para as
caracteristicas massa total de frutos frescos (MTFF), massa total de frutos secos
(MTFS), porcentagem de matéria seca do fruto (PMSF), teor de sélidos soltveis
totais (TSS), teor de vitamina C (VITC), pungéncia de frutos (PUNF) e niumero de
sementes por fruto (NSPF) em 10 acessos de C. chinense, incluindo cinco
pungentes e cinco ndo-pungentes. Os autores verificaram que o modelo aditivo
dominante foi considerado adequado para as caracteristicas MTFF, PMSF, TSS e
VITC. Os mesmos autores verificaram que os efeitos génico-aditivos e de
dominancia foram importantes para as caracteristicas em estudo e que o
incremento das caracteristicas MTFF, % DM e TSS foi determinado por fatores
genéticos recessivos. Os genitores BGH7295-101 (pungente) e BGH6233-85
(ndo-pungente) detiveram o maior nimero de alelos dominantes, e 0s genitores
BGH4289-44 (pungente) e BGH4223-39 (ndo-pungente), o maior numero de
alelos recessivos.

Em C. Baccatum, estudos sobre heranca de caracteres quantitativos sao
raros. Régo (2001), em cruzamentos dialélicos envolvendo oito genotipos de C.
baccatum, verificou que tanto os efeitos de dominancia como aditivos contribuem
para o controle das caracteristicas maior diametro, comprimento e matéria fresca
do fruto e numero de frutos por planta, sendo que os efeitos aditivos foram
preponderantes.

Este trabalho teve como objetivo determinar o controle genético de alguns
caracteres agronO0micos importantes, em um dialelo de cinco acessos de C.
baccatum var. pendulum, com o propésito de obter subsidios para futuros

programas de melhoramento.
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3.4.4. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinco acessos de Capsicum baccatum var. pendulum do
Banco de Germoplasma da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF) (UENF 1616; UENF 1624; UENF 1629; UENF 1639; e UENF
1732). Os cruzamentos envolvendo 0s cinco genitores foram realizados em

esquema de dialelo completo, sem reciprocos, obtendo-se um total de 10

p(p-9)
2

hibridos, conforme a expressao: F, :[ } onde p é o numero de genitores. As

hibridacdes foram realizadas em condi¢cdes de casa de vegetacéo, localizada na
Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) da UENF, utilizando-se oito vasos por
genitor, cada um contendo uma planta, sendo os cruzamentos realizados entre os
meses de abril a junho de 2008.

Para a realizacdo dos cruzamentos, botbes florais recém-abertos de cada
um dos genitores masculinos foram coletados para retirada do polen. O pdlen
obtido de cada genitor foi armazenado em geladeira dentro de recipientes,
contendo silica-gel, devidamente identificados.

Os botdes florais das plantas dos cinco genitores femininos foram
emasculados pela manhda, antes da antese, utilizando-se uma pinca. No mesmo
periodo, a polinizagdo foi feita colocando-se gréos de pdélen de cada um dos
genitores masculinos nos estigmas de cada flor emasculada. Fios de 1 de cores
diferentes foram utilizados para identificar os frutos oriundos de cada diferente
tipo de cruzamento.

Para avaliacdo das caracteristicas agronémicas, os hibridos e os genitores
foram cultivados em politinel na area de convénio da UENF com Empresa de
Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro (PESAGRO-RIO), Estacao
Experimental de Campos, em Campos dos Goytacazes, RJ. Os genotipos foram
semeados em bandeja de isopor de 128 células, com substrato Plantmax® e, apds
o surgimento de dois pares de folhas definitivas, as mudas foram transferidas

para o campo. Durante a conducdo do experimento, foram efetuados os tratos
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culturais normalmente recomendados para a cultura (Filgueira, 2005) como
capinas, tutoramento, adubacao e irrigacao pelo sistema de microaspersao.

As caracteristicas agronémicas avaliadas foram:
Diametro da copa (DC) — Mensurado com trena metalica na maior altura da planta
em cm, quando 50% das plantas da parcela apresentaram frutos maduros.
Altura de planta (ALTP) — Mensurada com trena metalica na maior altura da
planta em cm, quando 50% das plantas da parcela apresentaram frutos maduros.
Dias para frutificacdo (DF) — NUumero de dias do transplantio até 50% das plantas
da parcela, apresentando frutos maduros na primeira e/ou segunda bifurcagao.
Numero de frutos por planta (NFP) — Somato6rio do nimero de frutos obtidos em
todas as colheitas realizadas.
Peso médio do fruto (PMF) — Peso médio em gramas, utilizando-se a razao entre
0 peso total de frutos por planta e o nimero de frutos por planta.
Massa seca do fruto (MSF) — Peso médio em g de frutos secos, em g, utilizando-
se estufa de circulacéo forcada a 65T e 72 horas. Foram avaliados cinco frutos
por planta.
Teor de matéria seca (TMS) — Razado entre TMS versus PMF, multiplicada por
100.
Comprimento do fruto (CF) — Mensurado no maior comprimento, em cm, quando o
fruto estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por
planta.
Diametro do fruto (DIAM) — Mensurado na maior largura, em cm, quando o fruto
estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por planta.
Espessura da polpa (ESP) — Mensurada na maior espessura, em mm, quando o
fruto estava maduro, utilizando-se paquimetro digital. Média de cinco frutos por
planta.
Teor de sdlidos soluveis totais (TSS) — Em °Brix, utilizando paquimetro digital.
Producao por planta (PROD) — Multiplicacdo de NFP e PMF (Kg.planta™).

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com trés repeticdes e
nove plantas por parcela. O espacamento foi de 1,0 x 0,9 m entre as fileiras e
entre as plantas.

Todas as caracteristicas agronémicas foram avaliadas utilizando-se o
meétodo proposto por Jinks e Hayman (1953) e Hayman (1954a,1954b). Este

procedimento baseia-se no conhecimento da natureza ambiental e genética de
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estatisticas, tais como, médias, variancias e covariancias, obtidas a partir de uma
tabela dialélica, envolvendo p genitores homozigotos. Supde-se que estes diferem
em um loco (T/t), ainda existindo uma propor¢cdo u; de genitores com alelos
favoraveis e outra, v; com alelos desfavoraveis, ilustrados na Tabela 1 (Cruz et al.,
2004).

Tabela 1 - Numero e frequéncia de genotipos entre genitores

Genitores ndamero Frequéncia 6,
TT pl u 1
tt p2 Y -1
Total p 1

6, = 1 se o gendtipo é favoravel e —1 se desfavoravel

Cruz et al. (2004) consideram que 0s genes em questdo assumem uma
distribuicdo independente entre os genitores, e que 0s valores genotipicos,
relacionados aos genétipos TT, Tt e tt, sdo, respectivamente, d;, h; e —d

definindo:
a) Valor genotipico do i-ésimo genitor
Yi = z d. g,
t
b) Valor genotipico das médias dos progenitores
= 1
Yp = _z Yii :z dtWt
P t
¢) Valor genotipico da progénie entre os genitoresi e j
1
Yij = Ez [(dt - hteti )Htj + dteti + ht]
t
d) Valor genotipico da média da i-ésima linha
- 1
Y. = Ez [(dt - htWt)Hti + dtWt + ht]
t
e) Valor genotipico da média da j-ésima coluna

— 1
Y.j = EZ[(dt - htWt)Htj + dtWt + ht]
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f) Valor genotipico da média geral
> 1
Y.. = Z dtWt +§z ht (1_ Wt2)

t t

Normalmente, entre os hibridos e seus reciprocos, ndo ha diferengcas. Sendo
assim, utilizam-se, na tabela dialélica, as estimativas de (Y; + Yj)/2. Dessa forma,

considerando-se apenas 0s componentes ambientais (residuais), tém-se:

E(Y7)=¢€

E(Y?) = %5'

1

Em que £ e £ sdo variancias residuais associadas, respectivamente,
aos genitores e aos hibridos.
Segundo Cruz et al. (2004), os componentes genéticos e ambientais

(residuais), associados as variancias e covariancias, Sao expressos por:

Variancia entre genitores

. 1 , 1.,
Vo=——| ) Y. ——Y
p (p_1)|:z L P:|

i p

O valor paramétrico da variancia entre genitores (V,), sob o aspecto

genético, foi dado por:

Vo =V(Y) :V{Zdteﬁ} =>dV(G,) =) d’@-W?), sendo > d?(1-W?)=D, a
t t t T

medida de variacdo causada pelos efeitos genéticos aditivos.

Sob o aspecto ambiental, considera-se E{ZY“Z} = E(sz) = pe. Com isto:

V &

pe) —

Logo, V, =V, tV,e =D +e&

p(9) p(e)

b) Variancia dentro da linha ou coluna

N 1 1
V=—=—|YY2-2VY?
' (p—l){; " p }

Os componentes genéticos V,,, e ambientais V,,, associados a variancia V,

foram dados por:

V,

i =V (Y;), para cada i. Assim:
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Vi(g) ZV{%Z[(dt _hteti )Htj +dt0ti +ht]}

Sendo apenas g, variavel na i-ésima linha, tem-se que:

'(g) Z(d htgti)zv(gtj) :%Z(dt _htgti)z(l_wtz)

Ou ainda:

Vi =4 207 QW) = 3 a6, AW+ 3R - W)

Sob o aspecto ambiental, considera-se E[ZYHZ} =E(Y?)=¢ +(p_2—1)£| :
j
Entao:
Vig = { (p_ e } se £= £, entdo: Vig = {(p 1)}
p 2p
Portanto, observa-se que:
p

Em que:

F :ZZdthﬁti (1-W/?) correspondente a covariancia entre efeitos aditivos e
t

dominantes nas combinacdes hibridas do i-ésimo genitor; e H1=Zh2(1—V\{2)
t

correspondente a variacao causada pelo efeito da dominancia.
¢) Média das variancias obtida dentro da linha
= 1 A
V=23V,
P
As fracdes genética e ambiental foram obtidas pela decomposicdo do valor

paramétrico de V :

= =%Z Fo =23 dhw @-W?)
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d) Variancia entre as médias das linhas
V, = 2PV (zv ]
(p-1)

Associando o componente genético ao valor parameétrico V,, , observam-se:

_ 1 1
VM(Q) =V(Y|) :V|:§Z(dt - htWt)Hti + dtWt + ht:| =ZZ(dt - htWt)ZV(eti) =

IS R a-W) = 2342 A-W2) - 23 d AW, - W) + 1 3 AW M- W)
4 4 4 4

Na obtencdo do componente ambiental associado a V., foram consideradas as

seguintes esperancas matematicas:

e P e e

m

_ , ,
V2 1 1 .
= (2v) }FE[[ZZYEJ] ]:—p[€+(p-1)£]
i i j
Portanto:
1 (p-2) o . £
VM(e) p {£+ > 5},se£—£,entao. VM(E) _2_p

Deste modo, o valor paramétrico de V,, , estabelecido pelas suas fragBes genética

e ambiental, foi:

Vy —ED—£F+ (H —H2)+—
4 4 2p
sendo que:
=2 A-W?)?
t

= 2 W2 A-W?)
t
e) Covariancia entre as médias das colunas e a i-ésima linha
W, z 1ZYij DY, |, paracadai.
(IO 1) PT T
Assim, a fracao genética foi dada por:

W V)=

ci(g)

Cov{gz[(dt ~16,6,]+ 4,6, +h. > [l6, -hw)e, +dw, +n]}.

=Cov (Y, i
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em que 6  é o valor variavel na expresséo anterior. Assim:

Weiio) = Z(d 6,)(d, ~hW)V (6;) =%Z(dt —h, 6,)(d, —hW)(1-W?) =

1 1 1 1
sztz(l_vvtz) _ZZ dthtvvt (1_\Ntz) _szt ht Bti (1_\Ntz) +Zzhtzvvteti (1_\Ntz)
t t t t

A fracdo ambiental foi obtida, considerando-se as esperancas matematicas:

ci(e) — C'(e)

E z ij?j :1[5+M51

15 p 2

E ZY, _1[g+(p—1)g‘]

p

L i
Portanto:
W 1[£+(p;2)£} see=¢ ,entdo: W, 1 — ¢

p

2p
Por fim, tem-se o valor paramétrico W.,;:
W, = 1D 1F ~ZF +1(H - H) +
4 8 8 4 2p
Em que:

=> h*@-W, 6,)1-W?)

H,-H,, => h’W, 6, 1-W;?)
t

f) Covariancia entre genitores e a i-ésima linha

- 1 1
W=——>Y.Y. -——>Y. >Y.
' (p—l)b A 2}

Sua fragéo genética foi dada por:
1
W = =Cov(Y, i1 Y )= COV{EZ[(dt -h6, )3tj]+ d.g; +h, ’Zdtetj }
t t
Assumindo que 6, € o valor variavel da expresséo anterior, observam-se:

Wiy =520 ~h6)aV(E) =53 (d, -1 80, A-W) =



86

1 1
EZ dt2 (l—VVtZ)EZ d; h &, (1_\Ntz)
t t

A fragdo ambiental de W, foi obtida, considerando-se as esperangas matematicas:

E{Zj“vﬂvﬂ } = E{zj“vjj Zj: Y, } =€

Assim:
Vvi(e) :L g—i :lg
p -1 p p
Portanto:
\/\/i :ED—EE +lg
2 4 p

g) Média das covariancias entre genitores e a i-ésima linha

P

Logo:

W :ED—EF +lg
2 4 p

h) Quadrado da diferenca entre a média geral (\7”) e a média dos genitores Vp(M 2)

SendoM 2 = (Y -Y,)?, tem-se , sob 0 aspecto genético:
: 1 . 1 o] 212
M2 =| 2 AW+ >3 h@-W7) =3 dW, | =2 Sh@-W?) | =2h
t t t t

emque h=>"h 1-W?)

Sob o aspecto ambiental, tem-se:

|vl(ze) = E(V _Vp)2 = E(V__2 _ZV..Vp +Vp2)

Sendo:

E(Y?) =§[p£+ p(p-1e]

E(Y V,)=1e¢
p

E(Y?) :pig
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Portanto:

Mé):(i;ka—Dg+£i

Estabelecidas as fracbes genéticas e ambientais, o valor paramétrico de M? foi dado

por:

2, (pp_31) [(p—]_)g+£']; se £€= 8', entao:

As seguintes equacdes foram obtidas:
E(V,)=D+e¢

E(Vi)le_lFi +1H1+ b+l
4 4 4 2p
1

E(\T):ED—EF +£Hl+ p+
4- 4 a4t 2p

11_ .1, 1 1
E(Vy)=-D-=F+=H,-=H,+—¢
(VM) 4 4 4t g2 2p

EMU:%D—%F+%£

&

&

EMD:%D—%F+%£

2

E(M Z)Z%hz + p_lg

E(QMR) = ¢

Com base nos estimadores e omitindo-se as médias de V, e W, observam-se a

disposicdo de 2p + 4 equacdes e p + 5 pardmetros a serem estimados

(5, H,,H 2,h2,5, e ﬁ para i = 1, 2, .p). Estes pardmetros foram estimados pelo

método dos minimos quadrados, ponderando-se as equagdes \fM , M 2e & por \/E

visto estas dependerem das p® observacdes da tabela dialélica, diferentemente das
demais (Cruz et al. 2004).

A solucdo do sistema X'XE = X'Y prové os seguintes estimadores:

= QMR

A

=V, -2

™

Oh
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Segundo (Cruz et al., 2004), apenas F, n&o possui solucdo unica. Portanto, a

diferenca de Y e \7, em que Y = X,Z’, com relacdo a VT/I e\z, proporciona a falta de

ajustamento do modelo. Deste modo, a soma de quadrados para a falta de ajustamento,

associada a p — 1 graus de liberdade, foi dada por:
FE=(-V =N =3 W -W ]+ -V ]|

Pela substituicédo dos valores de V—\ulI e \7I obteve-se a expressao:

Deste modo, a matriz de covariancia dos efeitos estimados foi obtida a partir da
matriz (X X) ™47 (Cruz etal., 2004).

O método proposto por Hayman (1954) necessita da aplicacdo de teste de
suficiéncia para ser aceito, porque pressupde segregacao diploide, progenitores
homozigotos, auséncia de efeito materno, auséncia de alelismo multiplo,
distribuicdo independente dos genes entre 0s genitores e a auséncia de epistasia.
Portanto, foram utilizados dois tipos de testes, descritos conforme (Cruz et al.,
2004).

a) Avaliacdo da suficiéncia do modelo aditivo-dominante, inicialmente feita

pelo coeficiente de regressao linear W em funcédo de V . Neste caso, a expectativa

A A

para equagao de regressao é W :(_—4H1)+\7i

Considerando W, = 4+bV,W , obtém-se
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Assim:
SQ (regressao) = (p - 1) V(W)
SQ (desvio)= SQ(total) — SQ(regresséao)

QM (desvio) = {M}
(p-2

Deste modo, a hipdtese Ho: b=1 versus H,: b# 1 é testada, fazendo-se:
S Che '

VV(b)
Em que:
~on M (desvi
V(b) = Q E — ,? :

2.V -V

A validade das pressuposicdes evidencia-se pela nao rejeicdo da hipotese
Ho: b=1.
b) No segundo teste, 0s eixos VVI e \7, foram ponderados, por meio de uma

rotacdo de 45° (Cruz et al. 2004). A suficiéncia do modelo foi avaliada pela

estatistica F(=t?), associada a 1 e p — 2°de liberdade, expressa por:

c_(0-2 Vo) -vam]
4 VEUNW)-Cov W,Y)

Informacdes Genéticas

a) Distribuicdo dos alelos entre os progenitores

Avalia a proporcdo de progenitores que se encontram em homozigose

dominante ou recessiva, segundo a expressao:

A, th(l—VVtz)z

S=—== ~
4H, 4y e @-W?)
t

b) Grau médio de dominancia

Define a posi¢do ocupada pelo heterozigoto em relacdo aos homozigotos.
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> A-W?)

Obtida por meio da seguinte expressao: = = |<&—5———5-
D |2 d’@-W?)
t

I

Em que, o estimador 1 é ponderado em favor de genes que tém os

of|

alelos representados igualmente nos genitores (distribuicdo simétrica) e de genes

com grandes efeitos ou expressoes.

c) Concentracdo de alelos dominantes e recessivos nos progenitores
Estima a distribuicio dos genes dominantes e recessivos entre o0s

genitores. Basicamente, seu principio é que 0s genitores com maior niamero de
genes dominantes produzirdo progénies com minima variancia entre si (\7i
minimo) e minima covariancia progenitor-progénie (Vf/i minimo), enquanto
genitores com alto numero de alelos recessivos produzirdo progénies com
elevados valores VVI e \7I Portanto, utiliza-se a soma VV, + \7I como indicador da

concentracéo relativa dos alelos recessivos e dominantes nos progenitores.

Sendo V,,, = Z(d ~h8,)21-W?), e

I(g) Zd (d ht Bti)(l_wtz)

entéo, os genitores em total homozigose, dominante e recessiva, terdo 6,=1 e —

1, respectivamente; e V,,Vz, W, e W; serédo:

V, ——Z(d ~h)21-W2); W, ——Zd(d -h)A-W?)

1 < 1
=72 (dHh)?A-WE) 5 W =23, (d +h )W)
t t
Os pontos (V,,W,) e (Vg,W;) foram estimados da seguinte forma:

Sendo D=)"d’(1-W’); H, =Y ¥ (-W?); e \/DH, =Y I* 1-W)

Entao:

w 1= ~ 1l@== ~ 1=1
V,=—(D+H,)——+DH, ; W, ==D - DH
o= (B+H)=Z\DH, Wy =D~
VR:%<5+ﬁl)+;/5H~l;vv %5 ; BH,
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Consequentemente, 0s genitores com maior concentracdo de genes
dominantes ficardo na extremidade inferior da reta, enquanto 0s genitores
recessivos ficardo na extremidade superior da reta. Genitores com frequéncia

igual de genes dominantes e recessivos se posicionarao na regido mediana.

d) Limites tedricos de selecdo

Referem-se ao valor médio esperado para o genitor, completamente
dominante ou recessivo em relacdo aos genes segregantes no dialelo. O limite &
estimado por meio de uma equagéo de predicdo, dada pela regresséao de Y, em
funcao de W+V expresso a seguir (Cruz et al., 2004).
Y, =4, +é’16Ni +V|)
a, =Y, —c“r&/f/ +V )
5 = COVW+V.Y,)
L VWHY)

Ao substituirem os valores esperados W,,V,,W.e V., na equagdo de

predicéo, foram obtidos Y, e Y, os quais s&o estimadores dos limites maximos e

minimos a serem obtidos por selecao.

e) Relacdo entre alelos favoraveis e dominancia
O alelo que propicia acréscimo na média genotipica do carater pode ser

dominante ou recessivo, e a medida desta associacdo € obtida pela correlacdo

entre o valor médio do progenitor Y, e a medida VV, +\7i , OU seja:
. COVIW+V.Y)
WV W +V)V,

Sendo r negativo, 0s genes dominantes proporcionam aumento na média

da caracteristica; caso contrario, r positivo, 0S genes recessivos, em sua maioria,

€ gue proporcionam aumento na média da caracteristica.

f) Numero de genes que exibem dominancia
Sera considerado que, entre 0os k genes que controlam o carater, ha k.
genes com dominancia positiva e k genes com dominancia negativa,

independentemente distribuidos entre os genitores.
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Se os efeitos h n&do sé&o nulos e séo diferentes em magnitude e w,= 0

(ocorre quando H,—-H,é estatisticamente nulo), uma medida do numero de

genes pode ser dada pela expressao:
: {Zn(l—vvf)ﬂ
- t
> rele-wef
t

=R

Iz‘

Coeficiente de determinacao genotipica
E definido como a propor¢do da variagdo fenotipica entre populacdes
(genitores e hibridos), sendo de natureza genotipica. Pode-se obté-lo por duas
expressoes:

~ ~ ~

~, _ D-F+H,-H,
hZ=— .
EH2+2§

D-F+H,-

I,

_ D-F+H,-

e

H,

N

D-F+H,-

=
I

SH: +28
Em que:

hZ = coeficiente de determinagdo no sentido amplo; e

h} = coeficiente de determinagdo no sentido restrito.

Todas as andlises genético-estatisticas foram realizadas pelo programa
GENES (Cruz, 2006).

3.4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os caracteres estudados, houve significancia do efeito genétipos
(cultivares + respectivos hibridos F;) pelo teste F. Os coeficientes de variacao
experimental (%) obtidos em DF, TMS(%), COMP, TSS, ALTP, ESP, DIAM, DC,
MSF, PMF, PROD e NFP foram de 2,06, 6,46, 7,86, 8,01, 9,65, 10,01, 10,29,
11,81, 13,80, 15,80, 23,90 e 24,17, respectivamente. Esses resultados refletem
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uma precisdo experimental, garantindo a validade das conclusfes inferidas.

Assim, procedeu-se a analise dialélica de cada carater, segundo o método de

analise dialélica proposto por Jinks e Hayman (1953) e Hayman (1954a, 1954b).
Para aplicacdo deste método, é necessaria a aplicacdo de testes de

suficiéncia do modelo aditivo-dominante, com base na heterogeneidade W, -V, . Na

Tabela 2, sdo apresentados os resultados da aplicacdo de trés testes, na
avaliacdo da adequacéao dos dados, ao modelo aditivo-dominante dos caracteres
avaliados. Os caracteres PMF, MSF e PROD tiveram auséncia de significancia
nos trés testes, indicando haver homogeneidade entre as variancias e
covariancias e, consequentemente, auséncia de epistasia no controle do carater.
Logo, evidenciam-se a adequacdo as restricbes impostas e a viabilidade de
utilizacdo do modelo aditivo-dominante. Nos demais caracteres, a ocorréncia de
significancia em pelo menos um dos testes do modelo aditivo-dominante
evidenciou a existéncia de epistasia e ndo adequacdo do modelo. Em razéo
disso, os caracteres DC, ALTP, DF, NFP, TMS (%), COMP, DIAM, ESP e TSS

foram excluidos da analise.

Tabela 2 — Teste de suficiéncia do modelo genético aditivo-dominante com base
na analise de variancia dos valores W.-V. e na andlise de regressao linear de W,
em funcdo de W, , segundo o método de Hayman (1954a, 1954b). Campos dos
Goytacazes, RJ.

] Anova W, -V RegressdoW, = ¥(D-H,) + bV, ]
Caratet — T r ! r
QM Linhas b + Variancia t(db=1) F=1(Hsb'=0)"

DC 8290,9769 0,9577 + 0,0116 -0,6489 -0,3167"
ALTP 4564,5830 0,9775 + 0,0108 -5,4265 2,1978°
DF 25,9645 0,5597 + 0,0098 -4,4356 2,8140

NFP 286735,91° 0,4107 + 0,0285 -4,8357 2,0859°
PMF 69,7798° 0,8090 + 0,0603 -0,7778 -0,8922=
MSF 0,0257"% 0,8965 + 0,0347 -0,55%% -0,6840'°
TMS(%) 0,9383%° 0,1824 + 0,0442 -5,6233 0,9317%°
COMP 5763,3389 0,8254 + 0,0118 -1,6048 0,7568°
DIAM 609,8747 0,6964 + 0,0109 -2,9111 1,7918°
ESP 0,0038° 0,4493 + 0,0135 -4,7340 2,6742

TSS 0,1548 0,7752 + 0,0257 -1,4018 0,2015%S
PROD 0,001%° 0,6156 + 0,0597 -1,5738 -0,3168"*

'DC = diametro da copa (cm); ALTP = altura da pafem); DF = dias para frutificacdo; NFP = niimeeo d
frutos por planta; PMF = peso médio do fruto (g)SM= massa seca do fruto (g); TMS = teor de matéria
seca (%); COMP = comprimento do fruto (mm); DIAMIAmetro do fruto (mm); ESP = espessura da polpa
(mm); TSS = teor de sélidos soliveis totais (%)PROD = produtividade (Kg,plantp ?Teste F,
ponderando os valores médios ¢ -V,, por meio de sua rotacdo de 45“Nao-significativo e”
significativo a 5% e 1% de probabilidade, respeatignte, pelo teste F e pelo teste t.
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Peso médio do fruto (PMF)
Na tabela 3, estdo dispostas as correlacdes entre o valor genotipico

do i-ésimo genitor (VY; ) e a soma da covariancia e variancia entre médias da i-
ésima linha (Vf/i e \7, ), bem como os valores esperados das coordenadas
(Va:Ws, W, e V, ) e da soma delas. Ao se avaliar a caracteristica PMF, observa-
se que houve correlagdo negativa entre (Y, ) e (Vf/i e \Z) de -0,6632, evidenciando

gue os alelos dominantes, em sua maioria, sdo responsaveis pelo aumento médio
do peso do fruto. A ordem dos genitores, em relacdo a concentracdo de alelos
dominantes, € UENF 1616; UENF 1629; UENF UENF 1732; UENF 1639; e UENF
1624 (Tabela 4, Figura 1).

Tabela 3 — Estimativas das correlacdes entre o valor genotipico do i-eésimo genitor
(Y; ) e a soma da covariancia com a variancia entre médias da i-ésima linha (W, +

V,), assim como os valores esperados das coordenadas V,W,, W, e Ve da

soma destas para trés caracteristicas avaliadas em cinco genitores de Capsicum
baccatum var. pendulum, segundo a metodologia de Hayman (1954).

Estimativas dos parametros

Carater — = = = " " = = = =
i Wie Vi) W Ve Wo-V, W Vo Wp +Vp
PMF -0,6632 75,3238 64,4967 139,8205 76969 0,6734 8,3703
MSF -0,7909 2,1120 1,7392 3,8512 0,3405 0,0452 0,3857
PROD -0,9813 0,2380 0,3882 0,6262 -0,0537 0,0197 -0,034

YPMF = peso médio do fruto (g); MSF = massa sedauto (g); e PROD = produtividade (Kg,plafja

Tabela 4 — Valores da soma da covariancia entre média dos genitores e médias da
i-ésima linha (W) e da variancia entre médias da r-ésima linha (V;) para trés

caracteristicas avaliadas em cinco genitores de Capsicum baccatum var.
pendulum, segundo a metodologia de Hayman (1954).

Caracteristicas Agronémicas™

Genotipos PMF MSF PROD
WR . \7R Média WR . \7R Média WR . \7R Média
(g/planta) (g/planta) (Kgf./planta)

UENF 1616 30,4602 24,2480 1,3599 3,9607 0,0929 1,2333
UENF 1624 74,2405 9,3578 2,0673 1,4400 0,3268 0,554

UENF 1629 46,4977 28,0560 1,5417 4,7920 0,1284 1,0563
UENF 1732 72,1824 12,6413 1,8081 2,0927 0,1620 0,9440
UENF 1639 72,7051 23,5413 1,8354 3,8307 0,1309 1,1883

YPMF = peso médio do fruto (g); MSF = massa sedauto (g); e PROD = produtividade (Kg,plafja
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Figura 1 — Regressofes de WR em \7R das caracteristicas: (a) Peso médio do fruto

(9), (b) massa seca do fruto (g) e (c) produtividade (Kg.planta™).1 = UENF 1616, 2
= UENF 1624, 3 = UENF 1629, 4 = UENF 1732 e 5 = UENF 1639.

A Figura la evidencia a possibilidade de obtencdo de segregantes ainda

mais dominantes, o que pode ser constatado pelo fato que o genitor UENF 1616,
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embora seja o de maior concentracéo de alelos dominantes, cujo o valor de Wy +

\7R = 30,4602 (Tabela 4), ainda é inferior ao que pode se alcancar, ou seja, 8,3703

(Tabela 4).
Com relacdo as estimativas dos componentes genéticos (Tabela 5),

constata-se que ha predominio dos componentes associados aos efeitos aditivos
(I5) em relacdo aos componentes associados aos efeitos ndo-aditivos (I—Tl, I—Tz e
ﬁz), denotando potencial de ganhos pela obtencao de segregantes superiores. A
oportunidade de obtengédo desses segregantes torna-se mais concreta, em virtude
do valor do coeficiente de determinacgéo no sentido restrito (HRZ) de 0,6862 (Tabela

6), por ser de uma magnitude suficiente para concluir pela fidedignidade da

transmissao dos alelos desejaveis a futuras geracgoes.

O valor 0,3251 de grau médio de dominancia ( /i) indica a existéncia de
D

dominéancia parcial entre os alelos que atuam no controle génico dessa

caracteristica (Tabela 6), o que é verificado também pelo fato de a reta da

regressao de V\A/R em \7R interceptar a ordenada acima da origem (Figura 1).

Tabela 5 — Estimativas dos componentes genéticos e nao-genéticos de quatro
caracteristicas agrondmicas, segundo o método de Hayman (1954a, 1954b).
Campos dos Goytacazes, RJ

Componenté
Caratet £ D H, H, h? F D-H,
PMF 10,9152 77,0532 8,1455 4,7917 9,2034 27,4147 9088
MSF 0,2486 2,3159 0,2195 0,0814 0,0690 0,7353 3,096
PROD 0,0873 0,0586 0,1668 0,1548 0,2280 0,0446 0821

YPMF = peso médio do fruto (g); MSF = massa secludo (g); TSS = teor de sélidos sollveis totaig;(&6
PROD = produtividade (Kg,plarta 2E = componente de variancia ambiental; D = componente de
variancia associado aos efeitos aditivos; H e H ,=componentes de variancia associados aos
desvios de dominancia; h2: componente quadratico determinado pela diferenca de média entre

os hibridos e pais; F = componente associado a covariancia entre efeitos aditivos e nédo-aditivos;
e D-H,= componente que expressa a diferenca entre efeitos génicos aditivos e dominantes.
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Tabela 6 - Estimativas dos parametros genéticos e ndo-genéticos de quatro
caracteristicas agrondmicas, segundo o método de Hayman (1954a, 1954b).

Campos dos Goytacazes, RJ.

Estimativas dos parametfos

Caratet i H 2 IED h? h2 h2
D 4H, Kn H2 R A
PMF 0,3251 0,1470 3,4163 1,9207 0,6862 0,7173
MSF 0,3079 0,0923 3,1291 0,8475 0,7616 0,7796
PROD 1,6875 0,2320 1,5819 1,4518 0,3976 0,5719

YPMF = peso médio do fruto (g); MSF = massa secérudo (g); e PROD = produtividade (Kg,plarja

2/ ﬁ PR T <A . H2 . A n . . KD ~
_1 = grau médio de dominancia=—— = distancia dos alelos — simetria, =—= relacdo
D 4H, K

~

h? ~

. . , oL 2 - . ~ .

dominante/recessivo=—= nimero de genes com dominandik, = coeficiente de determinac¢ao no sentido
H 2

restrito, ehA2 = coeficiente de determinacdo no sentido amplo.

A simetria alélica pode ser confirmada quando o produto da frequéncia dos

alelos favoraveis e desfavoraveis (u;, vi) assume valores proximos a 0,25, com w;

Al

D

= 0, bem como a estimativa apresentar magnitudes préximas a unidade.

xz‘

R

~

. ~ H .
Considerando-se que a relacao 4|_~|2 expressou valor equivalente a 58,8% de
1

~

K o . . ~ o
0,25 e que —<2revelou estimativas superiores a unidade, ndo se pode inferir sobre
R

a ocorréncia de simetria alélica absoluta entre os genitores.
Massa seca do Fruto (MSF)

Os resultados obtidos para essa caracteristica foram semelhantes aos
obtidos para PMF, tendo uma correlagdo negativa entre (Y, ) e (Vf/i e \Z), com
magnitude de -0,7909, evidenciando que os alelos dominantes, em sua maioria,
sao responsaveis pelo aumento da massa seca do fruto, e que o genitor UENF

1616 apresentou a maior concentracao de alelos dominantes, seguido pelos
genitores UENF 1629; UENF 1732; UENF 1639; e UENF 1624 (Tabela 4).
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Os efeitos aditivos também foram preponderantes sobre 0os de dominancia,
em razao do valor 2,0963 na relacéo D- I—Tl (Tabela 5). A dominancia parcial € a

interac&o prevalecente, em decorréncia do valor 0,3079 registrado pelo estimador

H,

, 0 que também pode ser constatado pela Figura 1b, no qual a linha de

regressao corta o eixo W, acima da origem. A distribuicdo dos alelos entre os

genitores ndo é simétrica, dado o valor obtido de H.? ser igual a 0,0923,
1

evidenciando, também, pela relacdo média do numero de genes dominantes e
recessivos de 3,1291, sendo os alelos dominantes predominantes entre os
genitores (Tabela 6).

Os coeficientes de determinacdo genotipica restritos e amplos foram
0,7616 e 0,7796, respectivamente (Tabela 6). Essas estimativas foram inferiores
as obtidas por Régo (2001) que observou, para massa seca do fruto em sete
genadtipos de C. baccatum, valores de 0,84 e 0,98 para determinacdo genotipica
restrita e ampla, respectivamente. Entretanto, o mesmo autor verificou, para
determinada caracteristica, dominéancia parcial e efeitos aditivos preponderantes,

de acordo com presente trabalho.

Produtividade (PROD)

A elevada correlagéo entre Y, e VV, + \7, , com valor estimado de —0,9813

(Tabela 3), demonstra que os genes dominantes contribuem, em sua maioria,
para aumentos na caracteristica. A ordem dos genitores, em relacdo a
concentracdo de alelos dominantes, é UENF 1616; UENF 1629; UENF 1639;
UENF 1732; e UENF 1624 (Tabela 4), com destaque para o genitor UENF 1616,

cujo valor de WR+ \7R foi de 0,0929. Contudo, esse valor ainda é inferior ao

extremo dominante da regressao de VV, sobre \Z (Figura 1c), com limite de selecéo

de -0,0929 (Tabela 4).

Na Tabela 5, evidencia-se a predominancia dos efeitos de dominéancia,

visto a superioridade das estimativas H,, H, e h® em comparag&o a estimativa

associada a efeitos aditivos (5). Do mesmo modo, a magnitude negativa para D-
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I—Tl (-0,1082) revela que os efeitos de dominancia sdo mais importantes na

expressao da caracteristica. O valor de 1,6875, para estimativa do grau médio de

dominancia, denota que a interacao intra-alélica € sobredominante, o que é

~ ~

verificado também pelo fato de a reta de regresséo W,em V;interceptar a

ordenada abaixo da origem (Figura 1c).
A distribuicdo dos alelos entre os genitores € simétrica, dado o valor obtido

de simetria igual a 0,2320, e evidenciando também pela relagdo média do numero

Ko

de genes dominantes e recessivos ( =1,5819), embora haja uma ligeira

R
predominéncia de alelos dominantes. A reduzida magnitude da herdabilidade no
sentido restrito denota pouca confiabilidade dos gendtipos em transmitir o fenotipo
desejavel aos descendentes, indicando que os métodos de melhoramento mais
sofisticados sdo necessarios para a obtencdo de ganhos satisfatérios em

geracoes futuras.

3.4.6. CONCLUSOES

1. Apenas as caracteristicas peso médio do fruto (PMF), massa seca do
fruto (MSF) e producgéo por plantatividade (PROD) se adequaram as restricbes
impostas e a viabilidade de utilizacdo do modelo aditivo-dominante, proposto por

Hayman.

2. A variacdo de natureza aditiva contribui para o controle génico nas
caracteristicas PMF e MSF, enquanto, para producdo de plantas, os efeitos

génicos de dominancia sao 0s mais importantes.

3. Detectou-se dominancia parcial para PMF e MSF; e sobredominancia
para PROD.

4. UENF 1616 e UENF 1629 tiveram maior concentracdo de alelos

favoraveis para as trés caracteristicas em estudo.
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4. RESUMO E CONCLUSAO

Um dos principais entraves no cultivo da pimenta € a ocorréncia doencas,
que representam um fator limitante da producdo. Entre as doencas, 0 mosaico
amarelo causado pelo Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) é considerado uma
das mais importantes para a cultura da pimenta, e obter cultivares resistentes é
prioridade nos programas de melhoramento no Brasil. O objetivo geral do
presente trabalho foi iniciar um programa de melhoramento de C. baccatum var.
pendulum visando a resisténcia a doencas e a alta produtividade. Pela analise
dialélica houve predominéancia de efeitos aditivos para as caracteristicas altura de
planta, peso médio do fruto, massa seca do fruto, teor de massa seca, espessura
da poplpa e teor de sdlidos soluveis totais. Para resisténcia ao PepYMV houve
efeito significativo de capacidade geral e especifica de combinacdo revelando
variabilidade resultante dos efeitos aditivos e de dominancia no controle da
expressdo génica. As combinacdes hibridas UENF 1629 x UENF 1732; UENF
1616 x UENF 1732; e UENF 1624 x UENF 1639 sao promissoras para dar inicio a
um programa de melhoramento de C. baccatum, visto reunirem caracteristicas
agrondmicas favoraveis e de resisténcia ao PepYMV. Os acessos UENF 1624 e
UENF 1732 resistente ao PepYMV revelaram a presenca do gene Pvr4. Em
relacdo a atividade de proteinas relacionadas a patogénese, a peroxidase pode
ser um dos fatores envolvidos na resist~encia de Capsicum baccatum var.
pendulum — UENF 1624 ao PepYMV.
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