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RESUMO

SOARES, Marcelo Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2012.
Identificacédo dos genes elF4E e elF(iso)4E em Solanum habrochaites f. glabratum e
introgressdo do alelo de resisténcia ao PepYMV(Pepper yellow mosaic virus)em
tomateiro. Orientador: Derly Jose Henriques da Silva. Coorientadores: Francisco
Murilo Zerbini Junior e Everaldo Gongalves de Barros.

A incidéncia do potyvirus Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) constitui grande
problema na produgdo de tomate no Brasil, sendo necessario o plantio de cultivares
resistentes visando a diminuicdo das perdas relativas a este patdgeno. A utilizacdo de
genes de resisténcia presentes em acessos armazenados em banco de germoplasma €
essencial para obtencdo de cultivares resistentes. Mediante estudos, é possivel
identificar mutagdes naturais no fator de iniciacdo da tradugdo eucarioticos elF4E e
elF(iso)4E, que levam a resisténcia recessiva ao virus, por meio da reducdo ou mesmo
da auséncia da multiplicacdo viral. Os objetivos deste trabalho foram: i) identificar os
alelos elF4E e elF(iso)4E encontrados no acesso de tomate silvestre (Solanum
habrochaites f. glabratum) BGH6902, resistente ao PepYMV e na cultivar suscetivel
Santa Clara; e ii) transferir o alelo que confere resisténcia para linhagens de tomateiro.
Para isso, cDNAs correspondentes aos alelos do elF4E e o elF(iso)4E do acesso
BGH6902 e da cultivar Santa Clara foram clonados e sequenciados. Paralelamente,
foram realizados retrocruzamento e selecdo de progénies com resisténcia genética.
Foram selecionadas progénies com baixa concentragéo viral, como RC2-123-4 e RC2-
98-2. Na comparacdo das sequéncias de aminoacidos do elF4E e elF(iso)4E, ambos
amplificados de BGH6902 e Santa Clara, foram indicadas quatro substituicdes néo
sindnimas para elF4E (P69S, L85V, K123Q e N224S) e quatro para elF(iso)4e (V46A,
H56Y, V78L e V175I).
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ABSTRACT

SOARES, Marcelo Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012.
Identification of genes elF4E and elF(iso)4E in Solanum habrochaites f. glabratum
and introgression of resistance allele PepYMV (Pepper yellow mosaic virus) in
tomato. Adviser: Derly Jose Henriques da Silva. Co-advisers: Francisco Murilo Zerbini
Junior and Everaldo Gongalves de Barros.

The incidence of the potyvirus Pepper yellow mosaic virus is a major problem in tomato
production in Brazil, requiring the planting of resistant cultivars in order to minimize
losses related to this biotic stress. The use of resistance genes present in access stored in
genebank is essential for obtaining resistant cultivars. Through studies, and can identify
natural mutations in the factor of eukaryotic translation initiation elF4E and elF(iso)4E
carrying recessive resistance to the virus through the reduction or even absence of viral
replication. Our objectives were (i) to identify the alleles elFAE and elF(iso)4E access
found in wild tomato (Solanum habrochaites f. Glabratum) BGH6902 PepYMV
resistant and susceptible cultivar Santa Clara, and (ii) transfer the allele that confers
resistance to strains of tomato. For this, cDNAs corresponding to the alleles of elF4E
and elF(iso)4E access BGH6902 and Santa Clara were cloned and sequenced, along
with the realization of backcrossing and selection of progenies from this cross
contrasting genetic resistance. Progeny were selected with a low virus concentration,
such as RC2-123-4 and RC2-98-2 was identified in which high level of impact
resistance of PepYMV. In comparing the amino acid sequences of elF4E and
elF(iso)4E, both amplified and BGH6902 Santa Clara, were given four non-
synonymous substitutions for elF4E (P69S, V85L, K123Q, and N224S) and four for
elF(iso)4e (V46A , H56Y, V78L and V175I).
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um grande produtor de tomate; entretanto, o cultivo do
tomateiro em regides tropicais e subtropicais é afetado por inimeras doencas, pragas e
estresses abioticos, provocando expressivas perdas no rendimento e na depreciacdo da
qualidade dos frutos. As doengas sdo os principais fatores limitantes do cultivo, princi-
palmente quando ndo ha cultivares resistentes disponiveis (DO VALE; JUNIOR, 2007).

O género Potyvirus constitui um dos grupos mais numeroso de virus de plantas,
contendo, aproximadamente, 20 % das espécies descritas. As espécies virais classifica-
das nesse género sdo capazes de infectar mais de 2.000 espécies de plantas (FAUQUET
et al., 2005).

Os potyvrus possuem particulas alongadas e flexuosas e genoma composto por
uma Unica molécula de RNA de fita simples, de sentido positivo, com aproximadamente
10.000 nucleotideos. O RNA viral possui uma proteina de origem viral denominada
VPg, ligada covalentemente a extremidade 5’ e uma cauda poli A, localizada na extre-
midade 3’, sendo envolto por aproximadamente 2.200 cOpias de uma proteina capsidial
com massa molecular em torno de 34 kDa (BERGER et al., 2005).

Inoue-Nagata et al. (2002) relataram a ocorréncia de um novo potyvirus
causando mosaico-amarelo em pimentdo-doce no sul do Brasil, denominado Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV). Dois anos apds a descoberta dessa virose, Maciel-
Zambolim e Costa (2004) relataram a ocorréncia do PepYMV causando perdas de 40 a
100 % na cultura do tomateiro no estado do Espirito Santo, o que foi atribuido a elevada
quantidade de afideos-vetores presentes em plantas daninhas ndo controladas durante o
manejo da cultura; a realizacdo de plantios escalonados de tomate em areas de cultivo
vizinhas e concentradas em uma mesma época; e ao plantio de hibridos suscetiveis.

De fato, a incidéncia do PepYMV na cultura do tomateiro vem aumentando nos
ultimos anos, demonstrando a necessidade de busca de alternativas visando diminuir as
perdas causadas por esse virus. Palazzo e Bergmann, (2004) relataram incidéncia de até
50 % de plantas com sintomas nos municipios de Guapiara e Apiai, SP. Em um
levantamento realizado em campos de producdo do Distrito Federal, 85,2 % de 54
amostras coletadas estavam infectadas pelo PepY MV (DIANESE et al., 2008).

O uso da resisténcia genética € uma alternativa para diminuir 0s prejuizos
causados por doencas causadas pelos virus (JANZAC et al., 2009a), por produzir

protecdo efetiva sem implicacBes adicionais de custos para o produtor, além de ndo
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exigir mudancas tecnoldgicas no sistema de producdo e ser ambientalmente correto e
mais seguro para 0 consumidor.

De acordo com o mecanismo de acdo da resisténcia, esta é classificada como
dominante ou recessiva. Em solanéceas, segundo Kyle e Palloix, (1997), entre os 16
genes de resisténcia de efeito maior contra potyvirus, oito sdo recessivos; em pimentao,
no minimo, sete sdo de efeito maior, denominados genes pvr (potyvirus resistance).
Varios desses genes, dominantes ou recessivos, ja foram descritos e introduzidos em
cultivares comerciais (PROVVIDENTI; HAMPTON, 1992). Entre esses, 0 gene Pvr4,
dominante e obtido do germoplasma de pimentdo C. anuum Serano Criollo de Morelos
334 (CM334), foi inserido em muitos hibridos de pimentdo na década de 1990, confe-
rindo resisténcia eficiente contra todos os isolados dos potyvirus Potato virus Y (PVY),
Pepper mottle virus (PepMoV) e Ecuatorian rocoto virus (ERV). Gioria et al. (2009)
relataram a presenca do PepYMYV em plantas de pimentdo ‘Magali R* (Pvr4/Pvr4), um
hibrido caracterizado como resistente ao virus, em campos de producdo localizados na
cidade de Lins, SP, demonstrando assim a ocorréncia da quebra de resisténcia genética.

Para representar a variabilidade genética do PepYMV foi proposta a utilizagédo
da nomenclatura 2%, em que x é o nimero de alelos especificos do gene pvr2 (potyvirus
resistance 2) suprimidos e 0 nimero 4 para a capacidade de quebrar a resisténcia do
gene Pvr4 do cultivar Criollo de Morelos 334 (CM334). Assim, usando este critério,
pode-se classificar o0 PepYMV em cinco patétipos: 2%.2% 21.2% 21.222% 212% 4 e
21.22.2%. 4 (MOURA; MITUTI, 2011)

Ruffel et al. (2002) relataram que 0 gene resisténcia recessivo pvr2 de pimentéo
corresponde ao fator de iniciacdo da traducéo 4E (elF4E). O elF4E ou sua isoforma, o
elF(iso)4E, foram demonstrados consistirem em genes de resisténcia recessivos a
potyvirus em diversas culturas, incluindo a alface (gene mol’, resisténcia ao Lettuce
mosaic virus, LMV) (NICAISE et al., 2003); a ervilha (gene sbm1l, resisténcia ao Pea
seed-borne mosaic virus, PSbMV) (GAO et al., 2004); e o tomateiro (gene potl,
resisténcia ao PVY) (RUFFEL et al., 2005).

Segundo Nicaise et al. (2003), a resisténcia mediada pelo elF4E/elF(iso)4E
impede a multiplicacdo viral em nivel celular. Em alguns casos, entretanto, o acimulo
sisttmico de particulas virais ocorre em menor extensdo e sem sintomas aparentes. A
observacao-chave na elucidacdo da natureza molecular da resisténcia recessiva foi a
concluséo da participacdo da proteina viral (VPg) ou de sua precursora, a proteina Nla,

ligando-se ao elF4E ou a sua isoforma em ensaios de duplo-hibrido em levedura e em
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ensaios de ligagdo in vitro (WITTMANN et al., 1997; LEONARD et al., 2000). A
fungdo dessa interacdo no ciclo de infeccdo viral é suportada por relatos que mutacées
na VPg que impedem a interacdo com o elFiso4E in vitro também impedem a infeccao
viral na planta (LEONARD et al., 2000). Esse resultado também foi relatado por
Parrella et al. (2002) estudando a interagcdo PVY em pimentdo.

Mesmo que esses genes controlem diversos fendtipos de resisténcia, como, por
exemplo, a completa restricdo do acimulo viral, o acumulo viral reduzido ou a restricdo
do movimento célula-a-célula, em todos os casos a resisténcia é oriunda de pequenas
mudancas nas proteinas elF4E codificadas pelos alelos de resisténcia.

Trabalhos realizados por Juhasz et al. (2006) e Juhasz et al. (2008) identificaram
uma fonte de resisténcia genética ao PepYMV em um acesso Solanum habrochaites f.
glabratum denominado BGH-6902. O padrdo de heranca deste gene de resisténcia ao
PepYMV foi determinado como monogénico recessivo. Supde-se, portanto, que esse
gene consiste em um alelo do elF4E ou elF(iso)4E.

O objetivo deste trabalho foi identificar os alelos dos genes elF4E e elF(is0)4E
do acesso silvestre de tomate BGH6902, com posterior introgressao, por meio de retro-
cruzamentos de genes de resisténcia ao PepYMV em linhagens de tomateiro perten-
centes ao Programa de Melhoramento de Tomate da Universidade Federal de Vigosa.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencgas virais do tomateiro no Brasil

No Brasil, a cultura do tomateiro figura entre as hortalicas mais importantes,
sendo seu cultivo uma atividade significativa para o setor agricola, tanto do ponto de
vista econdémico quanto social. Entretanto, esta cultura, nas regides tropicais e subtropi-
cais, € afetada por inmeras doencas, pragas e estresses abidticos, provocando expressi-
vas perdas de rendimento e depreciacdo da qualidade dos frutos. As doengas sédo 0s
principais fatores limitantes do cultivo, principalmente quando ndo ha cultivares resis-
tentes disponiveis (DO VALE; JUNIOR, 2007).

Na cultura do tomateiro, além do prejuizo causado por virus do género
Potyvirus, como 0 PVY e 0 PepYMV, hé& também prejuizo econdmico com viroses do
género Begomovirus, transmitidos por mosca-branca e dos tospovirus, que causam a
doenca conhecida como vira-cabeca (ZERBINI; GUIMARAES, 2007).

Um novo potyvirus foi relatado por Inoue-Nagata et al. (2002) causando mosai-
co-amarelo em pimentdo no sul do Brasil, denominado Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV). Dois anos ap6s a descoberta dessa virose, Maciel-Zambolim e Costa (2004)
relataram a ocorréncia do PepYMV causando perdas econémicas na cultura do toma-
teiro no estado do Espirito Santo, demonstrando a necessidade de busca de alternativas
visando diminuir as perdas causadas por esse virus.

De fato, a incidéncia do PepYMV na cultura do tomateiro vem aumentando nos
ultimos anos. Palazzo e Bergmann (2004) relataram incidéncia de até 50 % de plantas
com sintomas nos municipios de Guapiara e Apiai, SP. Avila e lonue-Nagata (2004)
relataram perdas de 40 a 100 % em lavouras no estado do Espirito Santo, o que foi
atribuido a elevada quantidade de afideos-vetores presentes em plantas daninhas ndo
controladas durante o manejo da cultura; a realizacao de plantios escalonados de tomate
em areas de cultivo vizinhas e concentradas em uma mesma época; e ao plantio de

hibridos suscetiveis.

2.2 Caracteristicas dos potyvirus

O género Potyvirus constitui um dos géneros mais numerosos de virus de

plantas, contendo, aproximadamente 20 % das espécies descritas. As espécies virais
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classificadas nesse género sdo capazes de infectar mais de 2.000 espécies de plantas
(FAUQUET et al., 2005). Todos os potyvirus formam corpos de inclusdes cilindricas no
citoplasma de células infectadas, também denominadas “cata-ventos”, sendo esta uma
caracteristica relevante para identificacdo de espécies pertencentes a familia. Membros
dessa familia s&o facilmente transmitidos experimentalmente de plantas infectadas para
plantas sadias, pela inoculagédo via extrato vegetal tamponado ou utilizando preparacoes
virais purificadas ou concentradas (BERGER et al., 2005).

Os potyvirus possuem particulas alongadas e flexuosas e genoma composto por
uma Unica molécula de RNA de fita simples, de sentido positivo, com aproximadamente
10.000 nucleotideos. O RNA viral possui uma proteina de origem viral denominada
VPg, ligada covalentemente a extremidade 5°, e uma cauda poli-A localizada na extre-
midade 3’, sendo envolto por aproximadamente 2.200 cOpias de uma proteina capsidial
com massa molecular em torno de 34 kDa (BERGER et al., 2005).

A proteina capsidial dos potyvirus apresenta uma regido aminoterminal alta-
mente varidvel em tamanho e sequéncia, uma regido central altamente conservada, com-
tendo de 215 a 227 aminoé&cidos, e uma regido carboxiterminal com 18-20 aminoéacidos.
As regibes amino e carboxiterminal estdo voltadas para o exterior da particula viral e
sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da proteina e, consequentemente, da
particula viral (SHUKLA et al., 1991). O genoma dos potyvirus possui uma fase de
leitura principal que da origem a uma poliproteina com massa molecular superior a
350 kDa e uma segunda fase de leitura sobreposta a ORF principal na regido correspon-
dente da poliproteina que codifica a proteina P3. Essa segunda ORF, denominada PIPO
(pretty interesting potyvirus ORF), codifica uma proteina com aproximadamente 25 kDa,
que se acumula préximo aos plasmodesmas e, portanto, pode estar associada ao movi-
mento célula-a-célula do virus (CHUNG et al., 2008).

Em relacdo a poliproteina, pelo menos dez proteinas (P1, HC-Pro, P3, 6K, ClI,
6K, Nla-VPg, Nla-Pro, NIb, CP) sdo produzidas por autoprotedlise. A principal
consequéncia desse mecanismo de expressao génica € que todas as proteinas virais deri-
vadas da poliproteina sdo produzidas em quantidades estequiomeétricas, independente-
mente da necessidade do virus para cada proteina em particular. As proteinas produ-
zidas em excesso acumulam-se na célula infectada na forma de inclusdes. Essa estra-
tégia de replicacdo e expressao génica é bastante danosa para a célula, implicando em
um grande dreno de metabolitos, o que se reflete em sintomas severos na planta
infectada (ZERBINI; ZAMBOLIM, 1999).



As proteinas produzidas pelos potyvirus apresentam carater multifuncional, uma
vez que quase todas as proteinas de fungdo conhecida atuam em mais de um processo
do ciclo de infecgdo. As proteinas CI, NIb, Nla-VPg e 6K estdo relacionadas a replica-
¢do viral. A proteina CI possui atividades de helicase, ATPase e ligacdo a RNA (LAIN
et al., 1991). A proteina NIb é a RNA polimerase dependente de RNA e possui a
sequéncia de aminoacidos GIn-Asp-Asp caracteristica das RdRp virais (HONG; HUNT,
1996). O processo de replicacdo ocorre em associagdo com membranas do reticulo
endoplasmatico das células infectadas (SCHAAD et al., 1997). A proteina 6K, tem
como fungdo manter o complexo replicativo ancorado na membrana plasmatica do
hospedeiro. Como o sitio de clivagem entre 6K2 e Nla possui baixa afinidade pela
protease, essas proteinas permanecem como Unico polipeptideo por um tempo relativa-
mente longo, ancoradas ao reticulo endoplasmatico (RESTREPO-HARTWIG;
CARRINGTON, 1992).

As proteinas P1, HC-Pro e Nla-Pro sdo proteases virais. A Nla-Pro é responsa-
vel pela clivagem de todos os sitios da poliproteina, com excecédo das clivagens entre
P1/HC-Pro e HC-Pro/P3, que séo realizadas pelas proteases P1 e HC-Pro, respectiva-
mente (DOUGHERTY; PARKS, 1991).

A protease Nla, que atua em cis e trans, é do tipo cisteina e todos os cinco sitios
de clivagens apresentam a sequéncia conservada Glu-X-X-Tyr-X-GIn/Ser,Gly, Ala e
Val com o sitio de clivagem localizado ap6s o residuo de glutamina. As posi¢es X séo
ocupadas por aminoacidos neutros ou hidrofébicos (CARRINGTON; DOUGHERTY,
1988; DOUGHERTY et al., 1988). Por se tratar de uma sequéncia degenerada, as cliva-
gens das diferentes regides sdo processadas com eficiéncias distintas, dependendo do
contexto de aminoacidos da sequéncia, e esta regulacdo é essencial para a replicacéo
viral (SCHAAD et al., 1996).

O sitio de clivagem localizado entre as por¢des VPg e Pro da propria Nla é
processado de maneira imperfeita, pois ndo possui a sequéncia ideal de reconhecimento.
A sequéncia neste sitio para 0 TEV é Glu-Asp-Leu-Thr-Phe-Glu/Gly, o que prejudica o
reconhecimento da sequéncia. E interessante notar, entretanto, que mutacdes que acele-
ram a clivagem deste sitio sdo prejudiciais a replicacdo do genoma viral (SCHAAD et
al., 1996).

Ao contrario da maioria dos outros virus de plantas ja estudados, 0s potyvirus
ndo possuem proteina com funcdo exclusiva no movimento célula-a-célula. Diversas

proteinas dos potyvirus ja foram implicadas no movimento célula-a-célula, incluindo
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CP, HC-Pro, CI e PIPO. Evidéncias geneticas demonstram que a funcéo da CP do TEV
no movimento célula-a-célula é independente da formagdo de virions (DOLJA et al.,
1994). Mutantes na regido central da CP do TEV ndo foram capazes de se movimentar
célula-a-célula, e delecbes na regido aminoterminal da CP também implicaram em
reducdo do movimento, sugerindo que esta regido atua de forma acessoria (DOLJA et
al., 1994; 1995).

O envolvimento da proteina HC-Pro no movimento foi demonstrado por meio de
ensaios genéticos e de microinjecdo. Mutagdes na HC-Pro do TEV reduziram o movi-
mento célula-a-célula quando comparado ao virus selvagem (CRONIN et al., 1995;
KASSCHAU et al., 1997), indicando possivel envolvimento da proteina como fator
acessorio a0 movimento. Estudos de microinjecdo de proteinas dos potyvirus Bean
common mosaic necrosis virus (BCMNYV) e Lettuce mosaic virus (LMV), expressas em
Escherichia coli, demonstraram a capacidade das proteinas CP e HC-Pro de se movi-
mentarem célula-a-célula, aumentarem o limite de exclusdo dos plasmodesmas e facili-
tarem o movimento de RNA viral. Mutagdes na regido central da CP e na regido
carboxiterminal de HC-Pro aboliram a capacidade de movimentacdo célula-a-célula
destas proteinas. Os experimentos indicaram interacdo entre CP, HC-Pro e os plasmo-
desmas, sugerindo que os potyvirus codificam duas proteinas com caracteristicas de
proteinas de movimento (ROJAS et al., 1997). A proteina CI néo foi capaz de aumentar
o limite de exclusdo dos plasmodesmas (ROJAS et al., 1997); entretanto, diversos
trabalhos mostraram seu envolvimento no movimento viral (RODRIGUEZ-CEREZO et
al., 1997; CARRINGTON et al., 1998).

Analises ultraestruturais de folhas de tabaco cinco dias apds inoculagdo com o
TVMV revelaram a colocalizacdo das proteinas Cl e CP proximas ou sobre a abertura
dos plasmodesmas (RODRIGUEZ-CEREZO et al., 1997). Além disso, foram realizadas
mutacdes na regido aminoterminal da proteina Cl do TEV e individuos carregando essas
mutacdes apresentaram niveis de replica¢do equivalentes ao virus selvagem; entretanto
ndo foram capazes de se movimentar célula-a-célula (CARRINGTON; WHITHAM,
1998).

Recentemente, foi demonstrado que a proteina PIPO é essencial ao movimento
célula-a-célula do Soybean mosaic virus (SMV). Clones infecciosos de SMV com
mutacdes que geram codons de terminacdo prematuros na regido codificadora da ORF
PIPO, mas que ndo alteram a sequéncia da poliproteina, apresentaram taxas normais de

replicacdo do genoma viral. Porém, a infeccdo ficou confinada as células inicialmente
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infectadas. O movimento viral ndo foi restaurado mesmo quando o virus mutante e o
tipo selvagem foram inoculados simultanea ou sequencialmente (WEN; HAJIMORAD,
2010). Alem disso, foi demonstrado que a localizacdo de CI nos plasmodesmas em
células de Nicotiana benthamiana é modulada por P3N-PIPO, e que esta proteina se
localiza nos plasmodesmas e interage fisicamente com CI (WElI et al., 2010).

Uma vez estabelecida a infeccdo sistémica, a transmissdo dos potyvirus de uma
planta para outra pode ser feita por inUmeras espécies de afideos, de forma ndo persis-
tente estiletar, na qual o virus fica restrito ao aparelho bucal do inseto. Desta forma, a
utilizacdo do controle quimico torna-se ineficaz, uma vez que, sob a acdo de diversos
inseticidas, 0s insetos praticam inumeras picadas de prova e com isto inoculam o virus
com maior eficiéncia (BERGER et al., 2005).

2.3 Mecanismos de resisténcia a potyvirus

Pesquisas visando encontrar genes de interesse podem ser usadas para identificar
e caracterizar loci de resisténcia a diversas doencas, sendo que ja foram isolados e
caracterizados numerosos genes de reconhecimento e defesa a patdgenos, denominados
genes R. Esses genes foram classificados em trés grupos, com base na presenca de
dominios funcionais: NBS (nucleotide binding site); LRR (leucine-rich repeat),
relacionado as interacfes proteina-proteina); e quinase, relacionado a transducdo de
sinal intracelular (BENT, 1996).

No caso da interacdo potyvirus-hospedeiro, estudos realizados por Ruffel et al.
(2002) demonstraram que ocorre interacdo entre o fator de iniciacdo da traducao elF4E
e sua isoforma, elF(iso)4E, com a proteina viral VPg. Por meio do sistema duplo-
hibrido de levedura, foi demonstrada interacdo da proteina precursora VPg-Pro do TEV
com os fatores de iniciagdo de tradugdo eucarioticos elF4E e elF(iso)4E (SCHAAD et
al., 2000). Posteriormente, confirmou-se que o0 gene pvr2 (potyvirus resistance 2),
presente em plantas de pimentdo e que confere resisténcia contra algumas estirpes de
PVY, codifica o fator elFAE, por meio da analise de segregacdo dos alelos de pvr2 e
uma isoforma do elF4E, levando ao estado de incompatibilidade entre VVPg e elFAE em
gendtipos resistentes, como relatado por Ruffel et al. (2002). O gene pvr2 foi isolado e
caracterizado, mostrando identidade elevada com os elF4E de A. thaliana e arroz
(RUFFEL et al., 2004). Em trabalho semelhante, identificou-se o gene Ispl (loss-of-



susceptibility to potyviruses 1) em mutantes de A. thaliana como o elF(iso)4E, confe-
rindo resisténcia aos isolados de TuMV e TEV (LELLIS et al., 2002).

A andlise genética de 19 cultivares de alface em relacdo a infeccdo por diferentes
isolados do LMV revelou correlacéo perfeita entre trés isoformas do elFAE e 0s genes
recessivos mol' e mol®. Ambos, elF4E e mo1?, cossegregaram na progénie obtida a par-
tir de cruzamentos entre genétipos suscetiveis com gendtipos contendo o gene mol,
resultado confirmado pela expressdo ectopica do elF4E (NICAISE et al., 2003).

Possiveis funcbes da interacdo entre o elF4E e a VPg no ciclo de infeccdo dos
potyvirus foram propostas por Lellis et al. (2002). A primeira delas tem relagdo com a
iniciacdo da tradugdo do RNA viral, em que o elF4E reconheceria a VVPg e esse reco-
nhecimento iniciaria 0 processo de montagem do complexo de traducdo. A segunda
estaria relacionada com a estabilidade do genoma, em que a interacao elF4E-VVPg prote-
geria 0 RNA viral da enzima DCP1, bloqueando a degradacdo do genoma viral pelas
exonucleases tipo XRN codificadas pelo hospedeiro. A terceira funcdo se relaciona com
o trafego intracelular, em que o elF4E interage com o elF4G, uma proteina com ativi-
dade de ligacdo aos microtubulos, de forma que a interacdo elF4E-VPg poderia engajar
0 genoma viral com o0 maquinario de trafego intracelular.

O modelo atualmente proposto para a interagdo entre a VPg e o elF4E sugere
que a VPg teria funcdo analoga ao “cap” encontrado em mRNASs de eucariotos, sendo
reconhecida pelo elF4E, de forma a tornar possivel a traducdo do genoma viral
(RUFFEL et al., 2005). Entretanto, essa hipdtese ainda nao foi comprovada experimen-
talmente.

German-Retana et al. (2008) demonstraram que mutacdo natural do elF4E/
elF(iso)4E leva a resisténcia recessiva ao virus. Alem disso, o elF4E, ou sua isoforma,
tem funcdo na infeccdo e acumulagdo, ndo somente para potyvirus, mas, também, para
virus pertencentes aos géneros Cucumovirus (YOSHII et al., 2004) e Bymovirus
(STEIN et al., 2005). Ndo somente a familia génica elF4E foi observada estar relacio-
nada com a resisténcia, mas, também, os fatores elF4G/elF(is0)4G estdo envolvidos na
interacdo virus-hospedeiro (ALBAR et al., 2006).

2.4 Resisténcia dominante e recessiva

O uso de resisténcia genética representa 0 método mais eficiente para minimizar

as culturas dos prejuizos causados pelos virus (JANZAC et al., 2009b). De acordo com
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0 mecanismo de acgdo para restringir a replicacdo ou mesmo o movimento viral, a
resisténcia € classificada como recessiva ou dominante.

Na maioria dos casos, a resisténcia dominante segue 0 modelo de interacdo
gene-a-gene, havendo interacdo direta ou indireta entre o fator de resisténcia da planta e
o fator de viruléncia viral. A resisténcia propriamente dita esta relacionada com o desen-
cadeamento de resposta de hipersensibilidade no hospedeiro. A maioria dos genes de
resisténcia a virus com heranca dominante pertence a classe NBS-LRR (MAULE et al.,
2007).

Ao contrério da resisténcia dominante, a recessiva normalmente envolve muta-
¢Oes ou perdas de um ou mais componentes do hospedeiro, cuja atividade é essencial
em determinado ponto do ciclo de infecgédo do virus (DIAZ-PENDON et al., 2004).

Em Solanaceae, segundo Kyle e Palloix (1997), entre os 16 genes de resisténcia
de efeito maior contra potyvirus, oito sdo recessivos. Em pimentdo, no minimo sete sdo
de efeito maior, denominados genes pvr (potyvirus resistance). Varios desses genes,
dominantes ou recessivos, ja foram descritos e introduzidos em cultivares comerciais
(PROVVIDENTI; HAMPTON, 1992). Entre esses, 0 gene Pvr4, dominante e obtido do
germoplasma Criollo de Morelos 334 (CM334), foi introgredido em muitos hibridos de
pimentdo-doce na década de 1990, conferindo resisténcia eficiente contra todos os
isolados do PVY, Pepper mottle virus (PepMoV) e Ecuatorian rocoto virus (ERV).
Entretanto, hd mais genes de resisténcia contra potyvirus recessivos do que dominantes,
conforme descrito por Diaz-Pendon et al. (2004), que descrevem 0s genes recessivos
pvrl, pvr2, pvr3, pvr5 e pvro6.

Embora essas resisténcias recessivas possam ser qualitativas, em alguns casos
sdo quantitativas ou componentes de resisténcia poligénica. Por exemplo, em pimentéo,
um alelo de resisténcia elF4E no lécus pvr2, que controla resisténcia parcial para os
patotipos 0, 1 e 2 do PVY, foi mapeado por Caranta et al. (1997), demonstrando que um

alelo mutante pode conferir resisténcia a virus relacionados.

2.5 Durabilidade da resisténcia genética

O uso da resisténcia genética é vantajoso, porque pode produzir protecao efetiva
sem implicacdes adicionais de custos para o produtor durante a estacao de plantio, além
de ndo exigir mudancas tecnoldgicas no sistema de producédo do agricultor. Essa opcéo €

ambientalmente correta e mais segura para o consumidor. A maioria das espécies de
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plantas possui genes de resisténcia a virus disponiveis e, em muitos casos, cultivares
com grau variavel de resisténcia estdo disponiveis comercialmente.

O desenvolvimento de cultivares resistentes, que também tenham alta produtivi-
dade e excelente qualidade de frutos, permanece um desafio para os melhoristas
(SCOTT, 2005). Os melhoristas e fitopatologistas tém conduzido programas de melho-
ramento em graus sucessivos, incluindo o screening de colecdes de germoplasma e
caracterizacdo dos seus fendtipos, estudando o modo de heranca, identificando marca-
dores para realizacdo da selecdo assistida (SAM) (COLLARD; MACKILL, 2008),
introduzindo caracteristicas de resisténcia em cultivares-elite, alem de avaliar o dessem-
penho de novas cultivares em relacdo a resisténcia a doenca no campo (KUMAR,
1999).

Quando se pensa em contribuicdo genetica de material oriundo de banco de ger-
moplasma, deve-se pensar na possibilidade de obtencdo de genes de interesse e ndo de
genotipos de plantas, que, por si sd, oferecam vantagens comparativas em rela¢do as
variedades atualmente cultivadas. Esses genes podem estar relacionados a resisténcia a
doencas, pragas, bem como a adaptacdo a ambientes limitantes para o desenvolvimento
das culturas. Por essas razdes, 0s recursos genéticos armazenados no Banco de Germo-
plasma de Hortalicas da UFV séo considerados estratégicos para o pais, por representa-
rem parte consideravel da diversidade genética das hortalicas. Cabe ao Brasil preservar,
caracterizar, avaliar e disponibilizar estes genes para a comunidade cientifica nacional e
assim reduzir a erosdo genética e ampliar a capacidade de sustentabilidade da agricultu-
ra nacional (SILVA, 2009).

O melhoramento para resisténcia na maioria dos cultivares consiste na intro-
gressdo de genes de um germoplasma exadtico em cultivares-elite suscetiveis a doencas,
por meio de retrocruzamentos sucessivos e, ou, assistidos por marcadores moleculares.
O melhoramento para resisténcia durdvel em cultivares modernos promoveria a sele¢do
de fatores de resisténcia juntamente com um background genético favoravel
(SKAMNIOTI; RIDOUT, 2005).

A quebra de resisténcia genética € o maior fator limitante para o sucesso do
controle genético de doengas que afetam as principais culturas, tornando necessario que
os melhoristas otimizem a escolha de melhores combinagdes génicas para promover
maior durabilidade da resisténcia. Entretanto, poucos experimentos explicam o motivo
pelo qual, em determinado sistema patdgeno-hospedeiro, uma cultivar permanece resis-

tente enquanto outra tem sua resisténcia quebrada rapidamente.
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Harrison (2002), comparando a durabilidade relativa da resisténcia a virus em
plantas, relatou que quanto maior o nimero de mutacdes necessarias para obtencdo da
viruléncia, maior a durabilidade da resisténcia. A quebra de resisténcia esta relacionada
também com o background genético (PALLOIX et al., 2009) e a frequéncia de quebra
de resisténcia governada por um gene de efeito maior é maior quando introduzido em
um cultivar que ja apresenta background genético de suscetibilidade.

Para a cultura do pimentdo, onde ha prejuizo econdmico causado pelos potyvi-
rus, cultivares comerciais produtivas e resistentes ao PVY e ao PepYMV foram disponi-
bilizadas (TRUTA et al., 2004). Entretanto, Gioria et al. (2009) relataram a presenca do
PepYMYV em plantas de Capsicum annuum ‘Magali R’, uma cultivar caracterizada ante-
riormente como resistente a esse virus, em campos de producdo localizados na cidade de
Lins, SP, demonstrando a quebra de resisténcia.

Com o aumento da incidéncia do PepYMYV nas culturas do tomateiro e do
pimentdo, € necessaria a obtencdo de novas fontes de resisténcia a este virus para utili-
zacdo em programas de melhoramento. Em tomateiro, Giordano et al. (1999) relatam a
presenca de fontes de resisténcia a viroses, de modo geral em espécies silvestres de
Solanum, principalmente em S. peruvianum, S. pimpinellifolium, S. chilense e
S. hirsutum. Juhasz et al. (2008) identificaram uma fonte de resisténcia em uma
subamostra de Solanum habrochaites f. glabratum pertencente ao Banco de Germoplas-
ma de Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV). O padrédo de heranca
deste gene de resisténcia ao potyvirus PepYMV foi determinado como sendo recessivo
monogénico.

A existéncia de sintenia entre membros da familia Solanaceae, como o tomateiro
e 0 pimentdo, em relacdo a presenca de genes de resisténcia a virus do mesmo género,
poderia ser utilizada como estratégia para obtencdo de fontes de resisténcia visando a
utilizacdo em ambas as espécies de plantas. Essa relacdo entre os genes de resisténcia
foi descrita por Parrella e Ruffel (2002), que investigaram a genética comparativa da
resisténcia a potyvirus, como o PVY e o TEV, entre pimentdo e tomateiro, demonstran-
do que a resisténcia € eficiente contra varios isolados de ambos 0s virus, e que 0s genes
estdo localizados em regides colineares dos cromossomos destas duas espécies.

A caracterizacdo do gene conferindo resisténcia recessiva contra 0 PVY em
piment&o foi realizada por Ruffel et al. (2002), demonstrando que este gene corresponde
ao locus pvr2 e codifica o fator de iniciacdo da traducdo elF4E. Além disso, Zhang et al.

(2009) realizaram a clonagem e a caracterizagdo molecular do elF4E e sua isoforma
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elFiso4E de plantas de tomateiro e demonstraram, por meio analise filogenética, que as
sequéncias desses dois genes sdo semelhantes entre espécies da familia Solanaceae,
como o tabaco, o tomateiro e o pimentdo. Esses resultados sugerem a relacdo entre os
genes de resisténcia a potyvirus em espécies botanicamente relacionadas, e a possibili-
dade do uso de estratégias conjuntas para identificacdo e clonagem de genes de resistén-
cia a potyvirus pertencentes as espécies de plantas da familia Solanaceae.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Retrocruzamentos para introgressdo do gene de resisténcia ao PepYMV em

linhagens de tomate

A primeira etapa do trabalho foi a hibridagéo, para obtencdo das sementes do
hibrido F; das geracdes segregantes F, e dos retrocruzamentos sucessivos. As sementes
hibridas F, foram obtidas pelo cruzamento da cultivar Santa Clara, suscetivel ao
PepYMV e do acesso resistente de Solanum habrochaites f. glabratum (BGH6902).
Para realizacdo dos cruzamentos, os genitores foram cultivados em casa de vegetacéo,
utilizando-se 30 plantas da cultivar suscetivel (P1) como genitores femininos e cinco
plantas do acesso resistente (P2) como doadores de polen (JUHASZ et al., 2006)

Ap0s obtencdo das sementes do retrocruzamento, foi realizada a autofecundacgéo
com posterior inoculagdo nas plantas com o PepYMV para sele¢do de plantas resisten-
tes, dando, assim, continuidade ao processo de retrocruzamento com o genitor recor-
rente Santa Clara.

O in6culo foi preparado por maceracdo de folhas de Nicotiana debneyi infecta-
das com o isolado 3 do PepYMV (TRUTA et al., 2004) em tampdo fosfato de potéssio
0,05 M pH 7,2 contendo Na,SOs3 0,01 %. A inoculagéo consistiu na friccdo desse extra-
to em folhas de plantas com 15 dias ap0s o transplantio previamente pulverizadas com
carborundum 600 mesh. As plantas foram inoculadas trés vezes com intervalos de
24 horas para evitar escapes.

Plantas com 30 dias ap6s a inoculacdo foram avaliadas por meio do teste
sorolégico ELISA indireto (CLARK et al., 1986), usando antissoro para PepYMYV pro-
duzido por Truta et al. (2004). Plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara foram inocu-
ladas somente com tampé&o de inoculagdo para uso como controle negativo, e as plantas
dessa mesma cultivar inoculadas com o PepYMYV foram usadas como controle positivo.

Apos a reagdo enzimatica, a intensidade de cor foi medida em valores de absor-
bancia (405 nm), sendo considerado como leitura positiva valores maiores que duas
vezes 0 valor do controle negativo. Assim, as plantas que tiveram valor de leitura abaixo

de duas vezes o valor do controle negativo, foram selecionadas como resistentes.
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3.2 Avaliacdo do espectro de acdo da resisténcia do acesso BGH6902 a potyvirus

Para avaliacdo do espectro de acdo da resisténcia do acesso BGH6902 a outros
potyvirus como o PVY™, o experimento foi realizado em condicdes de casa de vegeta-
¢do em Vicosa, MG, durante o ano de 2011, em delineamento em blocos casualizados
com cinco repeticdes. As plantas foram semeadas individualmente em bandejas de
isopor e transplantadas para vasos plasticos de um litro, considerando-se cada planta
como uma unidade experimental.

Plantas de pimentdo, cultivar IKEDA, infectadas com PVY", foram usadas
como fonte de indculo. O preparo do in6culo e a inoculagdo via extrato vegetal tampo-
nado foram realizados conforme descrito anteriormente para o PepYMV. Plantas com
21 dias apos a inoculagdo foram avaliadas por ELISA indireto, conforme descrito ante-

riormente.

3.3 Amplificacéo da regido codificadora do elF4E e elF(iso)4E

A linhagem S3-59, resistente a PepYMV, oriunda de ciclo de selecdo sobre o
acesso BGH6902 e a linhagem suscetivel SC30, obtida da cultivar Santa Clara, ambas
previamente caracterizadas por Juhasz et al. (2006), foram utilizadas como resistentes e
susceptiveis, respectivamente, ao isolado 3 do PepYMV. O RNA total foi extraido a
partir de 0,1 g de folhas, utilizando-se o reagente Brazol (LGC Biotecnologia), confor-
me instruces do fabricante. O RNA foi ressuspendido em agua Milli-Q, tratada com
DEPC, para uma concentracdo final de 0,2 a 0,3 pg/uL.

O RNA foi utilizado como molde para a sintese de cDNA, utilizando-se a
enzima Superscript 111 Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Foram utilizados os oligonucleotideos elF4EFw-(5’-ATG GCA GCA
GCT GAA ATG -3’) e elF4AE Rv (5’-CTA TAC GGT GTA ACG ATT CTT-3’) para
amplificagdo do elF4E (numero de acesso no Genbank AF259801) e elF(iso)4EFw (5’-
TCG TGA AAA AGC TAT ACA AAA GGA C-3’) e elF(iso)4ERv-(5-CAA TAC
ATC CAA ACA TAC ATC AAG T-3%) para amplificacdo do elF(iso)4E (numero de
acesso no Genbank EU 119958).

As reagOes em cadeia de polimerase (PCR) para amplificacdo da regido corres-

pondente ao gene de cada gendétipo foram realizadas em um volume total de 25 pL,
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utilizando-se 2 uL de cDNA, 2,5 uL do tampé&o da enzima, 2,5 uL de MgCl, 25 mM,
2,0 uL de mistura de dNTPs (10 mM), 20 pmol de cada oligonucleotideo e uma unidade
de Tag DNA polimerase (Promega), completando-se o volume com agua. A amplifica-
céo foi realizada em 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, anelamento dos
oligonucleotideos a 57 °C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos, com uma
extenséo final a 72 °C por 10 minutos. Uma aliquota de 5 pL foi utilizada para andlise

dos produtos de amplificacdo por meio de eletroforese em gel de agarose (0,7 %).

3.4 Clonagem e sequenciamento dos fragmentos amplificados

Os fragmentos de DNA amplificados foram ligados no plasmideo pGEM-T-Easy
(Promega), conforme as instrucdes do fabricante e, em seguida, foram transformados
em células competentes de Escherichia coli DH5a pelo mtodo do choque térmico
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O DNA plasmidial dos transformantes foi extraido
pelo método da lise alcalina e clivado com a enzima EcoR I, liberando o fragmento
gendmico inserido. O sequenciamento de todos os clones foi realizado pela Macrogen

Inc. (disponivel em: <www.macrogen.com>).

3.5 Analise filogenética

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos dos alelos do gene elF4E e
elF(iso)4E do acesso BGH6902 e da cultivar do Santa Clara foram comparadas entre si
e entre sequéncias de outros alelos depositadas no GenBank.

Alinhamentos foram obtidos utilizando-se o programa ClustalW (THOMPSON
et al., 1994) e a partir dos alinhamentos foram preparadas analises filogenéticas utilizan-
do-se 0 Método da Méxima Verossimilhanca com 1.000 repeticdes de boostraps, utili-
zando-se o programa MEGA 4.0 (TAMURA et al., 2007).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na insercdo de alelo recessivo, via método de retrocruzamentos, os individuos
resistentes no segundo retrocruzamento (RC,) séo retrocruzados com o genitor recor-
rente, gerando individuos RC3 com o gendtipo heterozigoto. Assim, com a avaliagdo da
resisténcia genética ao PepYMV (Tabela 1) realizada nas progénies oriundas do segun-
do retrocruzamento realizado com a genitor recorrente suscetivel Santa Clara, medida
por meio da concentracdo viral, via teste ELISA Indireto, constatou-se a ocorréncia de
30 progénies com resisténcia genética ao PepYMV. Esses resultados, com destaque para
0 RC2-98-2 e RC2-123-10- que obtiveram valores baixos de concentragao viral, tornam
estas progénies possiveis fontes de resisténcia a serem usadas em programas de retro-
cruzamentos para obtencédo de linhagens de tomate resistentes ao PepYMV.

Sendo o objetivo do método dos retrocruzamentos a inser¢do de alelos de carac-
teristicas de interesse com recuperacdo do genotipo recorrente, € importante considerar
que apos a avaliacdo da resisténcia genetica citada na Tabela 1, as progénies resistentes
foram submetidas a um ciclo de autofecundacdo natural, em condi¢es de campo, para
ser atingida a homozigose do gene de resisténcia ao PepYMV, em virtude do fato de
esse ser monogeénico recessivo (JUHASZ et al., 2008).

Apos terem sido obtidas sementes das progénies autofecundadas, estas foram
avaliadas novamente em relacdo a resposta a inoculacdo mecénica com o PepYMV,
para selecéo das plantas resistentes e, assim, realizar o terceiro retrocruzamento (RCs)
com o genitor recorrente Santa Clara com vista a utilizacdo futura de linhagens endogé-
micas para producdo de hibridos comerciais de tomate resistentes ao PepYMV. Como
esta caracteristica de resisténcia genetica foi caracterizada como monogénica e recessiva
por Juhasz et al. (2008), esta resisténcia deve ser introduzida em todas as linhagens que
serdo utilizadas para a producédo do hibrido, com o objetivo de assegurar a expresséo da
caracteristica no hibrido F;.

Pesquisas utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
no GenBank (disponivel em: <blast.ncbi.nlm.nih.gov/>) usando as duas sequéncias de
nucleotideos obtidas, possibilitaram a identificacdo de similaridades significativas de
aminoacidos tanto de elF4E quanto de elF(iso)4E com outras espécies vegetais
(Tabela 2).
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Tabela 1 — Resultado das avaliagOes relativas a resisténcia genética ao PepYMV nas
plantas oriundas do segundo retrocruzamento realizado com o genitor
recorrente Santa Clara

Retrocruzamento Absorbancia Avaliacao Retrocruzamento  Absorbéncia  Avaliacdo

RC2-104-1 0,250 R RC2-159-2 0,357 S
RC2-104-2 0,354 S RC2-159-3 0,138 R
RC2-104-3 0,132 R RC2-159-4 0,228 R
RC2-104-4 0,538 S RC2-159-5 0,244 R
RC2-104-5 0,148 R RC2-159-6 0,177 R
RC2-104-6 0,405 S RC2-159-7 0,229 R
RC2-104-7 0,155 R RC2-159-8 0,332 S
RC2-104-8 0,453 S RC2-159-9 0,217 R
RC2-123-1 0,201 R RC2-197-1 0,182 R
RC2-123-10 0,141 R RC2-197-3 0,143 R
RC2-123-3 0,546 S RC2-197-4 0,212 R
RC2-123-4 0,126 R RC2-197-5 0,156 R
RC2-123-5 0,455 S RC2-197-6 0,153 R
RC2-123-6 0,176 R RC2-209-1 0,287 S
RC2-123-8 0,231 R RC2-209-2 0,433 S
RC2-136-2 0,165 R RC2-209-4 0,151 R
RC2-136-3 0,201 R RC2-209-5 0,408 S
RC2-136-4 0,236 R RC2-209-6 0,476 S
RC2-136-5 0,172 R RC2-209-7 0,193 R
RC2-136-6 0,329 S RC2-67-1 0,335 S
RC2-136-7 0,367 S RC2-98-1 0,149 R
RC2-136-8 0,158 R RC2-98-2 0,117 R
RC2-159-1 0,167 R RC2-98-3 0,552 S
CN 0,135 0,270** CN 0,135 0,270**
CP 0,476 CcP 0,476

* CN = controle negativo; e CP = controle positivo.
** Valor relativo a duas vezes o valor da absorbancia das leituras realizadas sobre o controle negativo.
R = resistente; e S = suscetivel.

A comparacdo das sequéncias de aminoacidos do alelo do elF4E, obtidos neste
trabalho, com as descritas na literatura, permite observar uma identidade de 100 % entre
0 acesso BGH6902 e o P1134417, pertencentes também a espécie Solanum habrochaites,
ndo havendo variacdo alélica entre eles. Esse acesso, segundo Ruffel et al. (2005),
possui suscetibilidade a incidéncia potyvirus Potato virus Y (PVY) e o Tobacco
etch virus (TEV).
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Tabela 2 — Sequéncias de aminoacidos com alinhamentos significantes a sequéncia de aminoacidos do elF4AE e do elF(iso)4E do acesso resistente

BGH6902
. X A Identidade
Numero de Acesso Descricao Cobertura de Sequéncia (%)  E value Méxima (%)
AAV88612.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum habrochaites] 100 1,00E-171 100
AAV88610.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum lycopersicum 100 4,00E-169 98
AAV88613.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum habrochaites] 100 3,00E-168 98
NP_001234260.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum lycopersicum] 100 2,00E-159 98
AAV88611.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum lycopersicum] 100 2,00E-159 98
NP_001234459.1 elF4E [Solanum lycopersicum]| elF4E [Solanum lycopersicum] 100 2,00E-159 98
NP_001233929.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum lycopersicum] 100 7,00E-159 98
elF4E  NP_001233935.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum lycopersicum 100 7,00E-159 98
AEW07371.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum tuberosum] 100 2,00E-154 95
CBJ34335.1 Translation initiation factor elF4E [Solanum tuberosum] 100 4,00E-146 95
AEX01233.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum tuberosum] 100 6,00E-154 94
AEX01234.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum tuberosum] 100 2,00E-153 94
CBJ34334.1 Translation initiation factor elF4E [Solanum tuberosum] 100 2,00E-153 94
AEX01235.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E [Solanum tuberosum] 100 7,00E-153 94
AEW07372.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E eval [Solanum etuberosum] 100 7,00E-153 93
ACV74553.1 Translation initiation factor elF(iso)4E [Solanum lycopersicum] 82 3,00E-115 99
NP_001234772.1 Eukaryotic translation initiation factor iso4E [Solanum lycopersicum] 100 1,00E-143 99
CBJ34336.1 Translation initiation factor elF(iso)4E [Solanum tuberosum] 100 5,00E-143 99
CBJ34337.1 Translation initiation factor elF(iso)4E [Solanum tuberosum] 100 2,00E-141 98
CBL94689.1 Eukaryotic translation initiation factor, partial [Capsicum baccatum] 97 2,00E-133 93
elf(is0)4E CBL94685.1 Eukaryotic translation initiation factor, partial [Capsicum annuum] 97 5,00E-133 93
CBL94695.1 Eukaryotic translation initiation factor, partial [Capsicum pubescens] 97 2,00E-132 93
CBL94692.1 Eukaryotic translation initiation factor, partial [Capsicum annuum] 97 2,00E-132 93
CBL81074.1 Eukaryotic translation initiation factor 4E, partial [Capsicum baccatum] 97 2,00E-132 93
CBL94700.1 Eukaryotic translation initiation factor, partial [Capsicum annuum] 97 3,00E-132 93
AAY62607.1 Eukaryotic initiation factor 4E [Capsicum annuum] 100 1,00E-134 93
AAU06579.1 Eukaryotic initiation factor iso4E [Nicotiana tabacum] 100 1,00E-135 93
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56412237?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56412232?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56412239?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350536695?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/56412234?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350535607?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350535260?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350535364?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/361064600?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290490835?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365822548?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365822550?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290490833?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/365822552?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/361064602?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=US34VWM401N�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/258551589?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/350536699?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290490837?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/290490839?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385653721?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385653713?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385653733?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385653727?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385145188?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/385653743?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/67005941?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=US40AN0401S�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/51557995?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=US40AN0401S�

InformacgOes relativas a avaliagdo da resisténcia genética da linhagem S3-59
(Tabela 3), oriunda do acesso BGH6902 em relacdo a incidéncia do Potato virus Y
(PVY), indicaram que a linhagem proveniente deste acesso foi também resistente a ino-
culacdo mecanica deste potyvirus. Esse resultado demonstra a amplitude de resisténcia
genética contida neste acesso relacionada com a resisténcia a diferentes estirpes do PVY
e também a necessidade de avaliacdo de acessos de tomate a diferentes estirpes da mes-

ma espécie de potyvirus para aferir sobre o0 espectro de acao da resisténcia genética.

Tabela 3 — Valores de absorbancia a 405 nm avaliados no extrato retirado de folhas do
acesso BGH6902, inoculado com o PVY, em condigdes de vaso em casa de

vegetacédo
Acesso Valor da Absorbancia (405 nm)
S3-59 (BGH6902) 0,437
*Controle negativo 0,676
Controle positivo 1,185

* Valor relativo a duas vezes o valor da absorbancia das leituras realizadas no controle negativo Santa
Clara (0,338).

Resultados como os obtidos acima corroboram com os relatados por Nieto et al.
(2007) avaliando a variagdo alélica do elF4E, observada em diferentes acessos de meldo
(Cucumis sp.) em relagdo a resisténcia as duas estirpes da mesma espécie de Melon
necrotic spot virus (MNSV-Ma5 E MNSV-2640), demonstrando que diferentes acessos
contendo mesmo alelo do elF4E tenham diferencas relacionadas com a resisténcia
genética com a variacdo da estirpe viral inoculada. Entretanto, estudos demonstrando
que as variagdes alélicas de genes relacionados com a resisténcia a potyvirus, como o0
realizado por Nieto et al. (2007), demonstram que o resultado do sequenciamento de
cDNA de elF4E ndo mostrou nenhuma diferenca entre acessos de meldo resistentes e
suscetiveis quando inoculados com Watermelon mosaic virus (WMV), demonstrando
que a resisténcia genética a potyvirus pode ser condicionada com a acao de outros genes
de resisténcia que nédo seja o elF4E.

Segundo Gonzalez-lbeas et al. (2012), os mecanismos de resisténcia nestes
casos, onde ndo foi observado o polimorfismo entre os alelos de resisténcia, poderiam
envolver a presenca de pequenos RNA, o qual a expresséo foi detectada em um alto
nivel no acesso de meldo resistente a0 WMV (TGR-1551) e em baixo nivel no acesso

suscetivel (Tendral).
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Na comparagdo da variacdo alélica presente no acesso resistente BGH6902 em
relacdo a linhagem suscetivel Santa Clara, como mostrado nas Figuras 2 e 5, os oligonu-
cleotideos geraram fragmentos de elF4E com 696 nucleotideos e de 603 nucleotideos
para elF(iso)4E, tanto para o acesso BGH6902, como para Santa Clara.

Alinhamentos das sequéncias de nucleotideos do alelo elF4E entre o acesso
resistente ao PepYMV (BGH6902) e o suscetivel (Santa Clara) revelaram a presenca de
oito polimorfismos de um Unico nucleotideo, sendo quatro substituicbes de C para T,
localizadas nas posi¢des C205T, C210T, C264T e C648T; uma de G para C, localizada
na posi¢do G253C; uma de A para C, na posi¢cdo A367C; uma de T para C, na posi¢do
T621C; e uma de A para G, na posicdo A671G, conforme pode ser observado na
Figura 2. Entretanto, nem todas essas substituicdes levaram a mudangas nos aminoaci-
dos, ocorrendo apenas quatro substituicbes ndo sindénimas nas posi¢des P69S, V85L
K123Q e N224S (Figura 3).

As comparacfes com sequéncias de aminoécidos do alelo elF4E pode ser melhor
visualizada na Figura 4, onde se observam trés substituicbes em relacdo ao acesso PlI-
247087, nas posicoes L48F, N67K, A76D e M109l. Em trabalho realizado por Parrella
e Ruffel (2002), o acesso P1-247087 apresenta tolerancia para o PVY'; entretanto ndo ha
relatos de avaliagédo de resisténcia para PepYMV.

Mudangas também foram observadas entre as sequéncias de nucleotideos e ami-
noacidos do alelo elF(iso)4E do resistente BGH6902 e do suscetivel Santa Clara, como
podem ser vistas nas Figuras 5 e 6, respectivamente. Essas mudangas ocorreram nas
posigdes T60G, T137C, C166T, T183C, G229T, T231G, G417A, G437A, G516A e
G523A, sendo nédo sinbnimas as substituicdes T231G, C166T, T137C e G523A, levan-
do a substituicdes de aminoacidos nas posi¢es V46A, H56Y, V78L, V175I.

Além da comparagdo das sequéncias de aminoacidos entre os alelos obtidos
neste trabalho, também foi realizada a comparagdo com os alelos j& descritos na litera-
tura.

Uma caracteristica peculiar dos genes controlando a resisténcia a potyvirus em
diferentes espécies de plantas é que, em espécies infetadas por mais de um potyvirus,
como o pimentdo e o tomateiro, 0 mesmo locus frequentemente confere resisténcia a
diferentes espécies de virus (NIETO et al., 2007). Comparando 0s amino&cidos entre 0s
alelos do elF(iso)4E pertencentes a culturas do pimentéo e tomate (Figura 7), identifica-
se a diferenca no nimero de aminoacidos de cada alelo, sendo que em tomate (BGH6902),

a proteina tem um total de 198 contra 200 aminoacidos em piment&o.
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Figura 2 — Alinhamento realizado com as sequéncias de nucleotideos do elF4E do

el fAE-
el fAE-

el fAE-
el f4E-

el fAE-
el f4E-

el fAE-
el f4E-

Figura 3 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do elF4E do acesso resistente
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M2R10-BGH-6902
SCP2-12-SC

M2R10-BGH-6902
SCP2-12-SC

ATGGCAGCAGCTGAAATGGAGAGAACGATGTCGTTTGATGCAGCTGAGAAGTTGAAGGCC 60
ATGGCAGCAGCTGAAATGGAGAGAACGATGTCGTTTGATGCAGCTGAGAAGTTGAAGGCC 60

GCCGATGGAGGAGGAGGAGAGGTAGACGATGAACTTGAAGAAGGTGAAATTGTTGAAGAA 120
GCCGATGGAGGAGGAGGAGAGGTAGACGATGAACTTGAAGAAGGTGAAATTGTTGAAGAA 120

TCAAATGATACGGCATCGTATTTAGGGAAAGAAATCACAGTGAAGCATCCATTGGAGCAT 180
TCAAATGATACGGCATCGTATTTAGGGAAAGAAATCACAGTGAAGCATCCATTGGAGCAT 180

TCATGGACTTTTTGGTTTGATAACTCTACTACTAAATCTCGACAAACTGCTTGGGGAAGC 240
TCATGGACTTTTTGGTTTGATAACCCTACCACTAAATCTCGACAAACTGCTTGGGGAAGC 240

*kkk

TCACTTCGAAATCTCTACACTTT T TCCACTGTTGAAGATTTTTGGGGTGCTTACAATAAT 300
TCACTTCGAAATGTCTACACTTTCTCCACTGTTGAAGATTTTTGGGGTGCTTACAATAAT 300

ATCCATCACCCAAGCAAGTTAATTATGGGAGCAGACTTTCATTGTTTTAAGCACAAAATT 360
ATCCATCACCCAAGCAAGTTAATTATGGGAGCAGACTTTCATTGTTTTAAGCACAAAATT 360

GAGCCACAGTGGGAAGATCCTGTATGTGCCAATGGAGGGACGTGGAAAATGAGTTTTTCG 420
GAGCCAAAGTGGGAAGATCCTGTATGTGCCAATGGAGGGACGTGGAAAATGAGTTTTTCG 420

AAGGGTAAATCTGATACCAGCTGGCTGTATACGCTGCTGGCAATGATTGGACATCAATTC 480
AAGGGTAAATCTGATACCAGCTGGCTGTATACGCTGCTGGCAATGATTGGACATCAATTC 480

GATCATGGAGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAGTGTCCGGGCTAAGGGAGAAAAAATA 540
GATCATGGAGATGAAATTTGTGGAGCAGTTGTTAGTGTCCGGGCTAAGGGAGAAAAAATA 540

GCTTTGTGGACCAAGAATGCTGCAAATGAAACAGCTCAGGTTAGCATTGGTAAGCAATGG 600
GCTTTGTGGACCAAGAATGCTGCAAATGAAACAGCTCAGGTTAGCATTGGTAAGCAATGG 600

AAGCAGTTTCTAGATTACAGCGATTCGGTTGGCTTCATATTTCACGATGATGCAAAGAGG 660
AAGCAGTTTCTAGATTACAG TGATTCGGTTGGCTTCATATTTCACGACGATGCAAAGAGG 660

CTCGACAGAAGTGCCAAGAATCGTTACACCGTATAG 696
CTCGACAGAAATGCCAAGAATCGTTACACCGTATAG 696

acesso resistente BGH-6902 e suscetivel Santa Clara.
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SWTFWFDNSTTKSRQTAWGSSLRNLYTFSTVEDFWGAYNN IHHPSKL IMGADFHCFKHKT 120
SWTFWFDNPTTKSRQTAWGSSLRNVYTFSTVEDFWGAYNN IHHPSKL IMGADFHCFKHKI 120

EPQWEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAM I GHQFDHGDE I CGAVVSVRAKGEKT 180
EPKWEDPVCANGGTWKMSFSKGKSDTSWLYTLLAMIGHQFDHGDE I CGAVVSVRAKGEKT 180

*k -

ALWTKNAANETAQVS I GKQWKQFLDYSDSVGF I FHDDAKRLDRSAKNRYTV 231
ALWTKNAANETAQVS I GKQWKQFLDYSDSVGF I FHDDAKRLDRNAKNRYTV 231

BGHG6902 e suscetivel Santa Clara.
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Figura 4 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do elF4E de cultivares de pimentdo (Yolo Wonder, Yolo Y, Florida-VR2), tomate (BGH6902,
Santa Clara, P1-134417, P1-247087, Mospomorist, Zhongshu5), milho, arroz, trigo, fumo e alface. (Continua...)
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elf4E- M2R10-BGH-6902 GK - - - -EITVKHPLEHSWTFWT FDNSTTIEKSRQTAWGSSLRNLYTTFSTVETDF IO

elf4E- SCP2-12-SC 1 - O K11
elf4E- L.h.-pot-1- PI 247087 e < O (11
elf4E- L.h. pot-1+ PI 134417 . . - - - - . .. Lo e e e s e s s s s s oa
elf4E- L.e.-pot-1+ Mospo e \Y 100
elF4E-tomate Zhongshu U 4 v 100
elF4E-pimentioY W s . - - - - AT . ... . ... ... .. PV A K A v 100
elF4E-pimentioYY-Yolo Y s . - - - - AT P E A K A R A 100
elF4E-pimentdoFlorida VR2 S . - - - - AT P E A K A v 100
elF4E-Milho - - - - - -8 PPAT . P QS K A I P I H E . 100
elF4E-ArrozNipponbare ANP - - - A AP - - P QG . K AT 1 P I H 100
elF4E-trigo AG - - - - R A - N A . P QG . \Y T I HPI1H 100
elF4E-Arabidopsis S SKS--GVPE S P AV . K S PV F E . 100
elF4E-fumo NP - - -8 A M A P S G . r . P 1 . . . . . . . . . 100
elF4E-alface S S SRPGTATITIAOQ . TP S A . M . PT1 . . . .8 . . E . 100

Figura 4, Cont.
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elf4E- M2R10-BGH-6902 W G AYNNTIHHPSKLIMGADTFHCFKHKIEPQWEDPVCANUG GTWIKMSTFSIKGIK K S Is50

elf4E- SCP2-12-SC e . £ i)
elf4E- L.h-pot-1-P1 247087 . . . . . . . . . . . o Lo oo s L L L Lo A
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Figura 5 — Alinhamento realizado com as sequéncias de nucleotideos do elF(iso)4E do
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Figura 6 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do elF(is0)4E do acesso
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Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do elF(iso)4E de cultivares de pimentdo (Yolo Wonder), fumo e tomateiro (Zhongshu-5,

BGH6902-M59-23 e Santa Clara-MSC-30-SC).
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Para investigar a relacdo evolutiva entre a familia génica elF4E e elF(iso)4E em
diferentes espécies vegetais ja descritas na literatura, uma andlise filogenética foi rea-
lizada (Figura 8), o que possibilitou a formacdo de grupos distintos relacionados ao

alinhamento de diferentes alelos do elFAE e do elF(is0)4E.

elfAE- M2R10-BGH-6902

elf4E- L.h. pot-1+ Pl 134417

elf4E- L.h.-pot-1- P1 247087
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100

a1
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Figura 8 — Arvore filogenética de sequéncias de aminoacidos dos alelos do elF4E e
elF(iso)4E de diferentes espécies vegetais.

A familia Solanacea foi agrupada em grupos semelhantes em relacdo a seus
alelos do elF(iso)4E, o mesmo ocorrendo para elFAE, com excegdo para a sequéncia do
fumo (elF4E-tobacco), que ficou em grupo separado. Entretanto, em relagéo ao elF4E
houve distin¢do de grupos entre pimentdo e tomate, ficando estes em grupos separados,
sendo que as sequéncias dos alelos do elF4E pertencentes a espécie Solanum
habrochaites f. glabratum ficaram agrupadas no mesmo grupo com 0S acessos
BGHG6902 e P1247087, ambos resistentes ao PVY.

Este resultado foi semelhante ao encontrado por Zhang et al. (2009), que reali-
zaram a caracterizacdo molecular do elF(iso)4E de plantas de tomateiro e demonstra-
ram, por meio da analise filogenética, que a sequéncia do elF(iso)4E e do elF4E sdo
semelhantes entre espécies da familia Solanaceae, como o tabaco, o tomateiro e 0

piment&o.
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Neste estudo, ambos os alelos do elF4E e elF(iso)4E tanto do acesso de tomate
resistente (BGH6902) quanto da cultivar suscetivel ao PepYMV (Santa Clara), foram
clonados usando um oligonucleotideo de sequéncia conhecida e estes alelos foram
comparados com sequéncias ja depositadas no Genbank. A andlise de sequéncia, junta-
mente com as relacBes filogenéticas, revelaram que o elF4E e elF(iso)4E obtidos séo
altamente conservados com elF4E e elF(is0)4E, ja descritos na literatura, apresentando
pequeno namero de polimorfismos entre o alelo suscetivel e o resistente avaliado.

Os alelos elFAE e elF(iso)4E codificam duas proteinas distintas nas plantas e
ambas tém a funcdo na selecdo de mRNA para traducdo (ROBAGLIA; CARANTA,
2006), sendo que as diferengas também existem em promover a infeccdo viral e seu
acumulo em plantas hospedeiras. Alem disso, elF4E e sua isoforma estdo envolvidos
durante suas intera¢cbes com o dominio central da \VPg para promover a resisténcia.

A clonagem das sequéncias dos alelos elFAE e elF(iso)4E de tomate Solanum
habrochaites produzem uma base para realizacdo da caracterizagdo da sua fungdo na
resisténcia a virus. Com base na comparacao das sequéncias de aminoacidos do elF4E e
elF(iso)4E entre acessos resistentes e suscetivel neste estudo, um mesmo ndmero de
polimorfismo foi detectado, servindo como um possivel gene candidato para o entendi-
mento da base molecular da resisténcia ao PepYMYV no acesso BGH6902.

MutacOes em fatores de iniciacdo da traducdo (elF4E, elF(is0)4E, elF4G ou
elF(is0)4G) resultam em resisténcia a viroses especificas em espécies vegetais
(ROBAGLIA; CARANTA, 2006), incluindo dicotileddneas (RUFFEL et al., 2002;
RUFFEL et al., 2006; CHARRON et al., 2008). Entretanto, ndo ha relatos de estudos de
identificacdo de genes que conferem resisténcia a estirpe 3 do PepYMV, usada neste
trabalho, fazendo com que a clonagem do elF4E de tomate resistente neste trabalho
produza uma base para realizacdo de sua funcdo na resisténcia a este potyvirus, em
estudo posteriores, por meio da identificacdo de polimorfismo de um Unico nucleotideo
no elF4E ou elF(iso)4E, com o desenvolvimento de marcadores moleculares relaciona-
dos com essas mutacdes.

Resisténcias de plantas a viroses, especificamente a potyvirus sdo, frequente-
mentes herdadas recessivamente (PROVVIDENTI; HAMPTON, 1992). Para introgredir
resisténcia a virose, as plantas precisam ser autofecundadas apds uma ou duas geracdes
de retrocruzamento, seguidas de inoculagdo com o virus para identificar a resisténcia, a
qual aumenta o tempo para introduzir o alelo recessivo na linhagem de melhoramento.

A selecdo assistida por marcadores moleculares pode melhorar a eficiéncia de melhora-
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mento no desenvolvimento de culturas como ervilha (SMYKAL et al., 2010), em que
foram utilizadas informactes de marcadores ligados ao gene recessivo sbml que
confere resisténcia Pea seed-borne mosaic virus (PSbMV), descritos por Gao et al..
(2004).

Além disso, no caso de tomate, ha necessidade de cultivares resistentes ao
PepYMYV, podendo, assim, ser otimizado o uso dessa importante fonte de resisténcia
(BGH6902), em virtude da dificuldade em seleciona-la, como demonstrado por Juhasz
et al. (2006). Assim, esta otimizacdo pode ser feita com o desenvolvimento de marca-
dores moleculares, com a finalidade de selecionar genotipos resistentes a esse impor-
tante potyvirus, tornando-se um importante objetivo a ser alcangado a partir dos resul-

tados encontrados neste trabalho.
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5. CONCLUSOES

- A comparacéo entre as sequéncias de aminoacidos do alelo do acesso resistente
ao PepYMV (BGH6902), em relacdo ao alelo suscetivel (Santa Clara), referente tanto
ao alelo elF4E quanto ao elF(is0)4E, revelaram a presenca de substituicdes ndo sinoni-
mas entre as sequéncias destes alelos.

- Houve variabilidade genética entre as progénies oriundas do retrocruzamento
entre 0 acesso BGH6902 e Santa Clara, resistente e suscetivel ao PepYMV respectiva-
mente, tornando, assim, possivel a selecdo de progénies resistentes para serem usadas

no Programa de Melhoramento de Tomateiro da Universidade Federal de Vigosa.
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