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RESUMO

VALLE, Luiz Artur Costa do, D.S., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2001.
Analise genética e identificacio de regioes gendmicas que conferem resisténcia a
Phytophthora capsici em ‘Criollo de Morelos 334’ (Capsicum annuum).
Orientador;:  Sérgio Herminio Brommonschenkel. Conselheiros: Acelino  Couto
Alfenas e Carlos Roberto de Carvalho.

Com o objetivo de estudar o efeito do parental suscetivel e a genética da
resisténcia de ‘Criollo de Morelos 334° (CM334) a P. capsici por meio de analise
mendeliana e mapeamento de QTLs (“Quantitative trait loci”), duas linhagens, 1-3436 e
L-3513, ¢ um cultivar, California Wonder (CW), foram utilizados em cruzamentos com
CM334. Experimentos de inoculagdo com suspensdes de zoosporos aplicadas ao solo ou
atomizadas na parte aérea das plantas confirmaram a resisténcia de CM334 e revelaram
o seguinte gradiente de suscetibilidade, do mais para o menos suscetivel: [-3513 > CW
> L[-3436. Em experimentos de inoculagdo via solo, esse mesmo gradiente foi
observado para os hibridos F; entre CM334 e esses trés parentais bem como para as
respectivas geracdes F, e retrocruzamentos, evidenciando a importancia do parental
recorrente no melhoramento para incorporacao de resisténcia a
P. capsici. Segregacdes observadas em inoculagdes em bandejas ndo puderam ser
explicadas por nenhum dos modelos genéticos sugeridos previamente para a resisténcia
de CM334 a P. capsici. Em plantas inoculadas individualmente em copos plésticos de
500 mL, entretanto, os resultados ajustaram-se a um modelo de heranga com dois genes
dominantes independentes para o cruzamento entre [-3436 e CM334, cada um herdado
de um dos parentais, sugerindo que as condigdes de inoculagdo tem grande efeito sobre
os resultados. Uma populagdo de 114 plantas F, do cruzamento entre 1-3436 ¢ CM334
foi utilizada para a analise de ligacao a partir de
174 marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”), distribuidos em dois
mapas contendo cada um apenas marcadores em fase de acoplamento, com cobertura
total de pelo menos 497 c¢cM. As 114 familias F; colhidas nessas plantas foram
utilizadas para a avaliacdo de resisténcia no colo e raizes em trés experimentos
independentes, apresentando distribuicdes aproximadamente continuas de valores de

porcentagem de sobrevivéncia. Algumas familias transgressivas foram mais resistentes



que CM334. A andlise de QTLs revelou regides significativamente assocadas a
resisténcia em pelo menos dois experimentos nos grupos de ligacdo 2C e 2L, 4L, 10C,
11C e 11L, explicando individualmente de 94 a 24% da variancia fenotipica de acordo
com a andlise de regressdo linear simples ou de 9,2 a 654% de acordo com o
mapeamento de intervalo no programa MAPMAKER/QTL 1.1. Outras quatro regides
foram significativas em apenas um dos experimentos. Detectaram-se QTLs originarios
de CM334 e de L-3436, confirmando a contribuicdo de ambos os parentais para a
resisténcia. Varias plantas resistentes da populagdo de mapeamento puderam ser
selecionadas com base nos fenotipos moleculares dos marcadores significativos nos

grupos 2C, 11L, 4L e 10C.



ABSTRACT

VALLE, Luiz Artur Costa do, D.S., Universidade Federal de Vicosa, March of 2001.
Genetic analysis and identification of genomic regions associated with
resistance to Phytophthora capsici in ‘Criollo de Morelos 334’ Capsicum
annuum) Adviser: Sérgio Herminio Brommonschenkel. Committee Members:
Acelino Couto Alfenas and Carlos Roberto de Carvalho.

In order to evaluate the effect of different genetic backgrounds on the
resistance to P. capsici, to study the inheritance of the resistance and to identify QTLs
contributing to resistance, two bell pepper lines, [-3513 and L-3436, and one cultivar,
California Wonder (CW), were crossed to one line of the resistant Capsicum annuum
introduction ‘Criollo de Morelos 334’ (CM334). The resistance of CM334 was
confirmed in inoculations made by distributing zoospore suspensions near the base of
the plants or by spraying them on the leaves and stems. A gradient of susceptibility with
L-3513 > CW > 1-3436, from the most to the least susceptible, was observed among the
other parents. The same gradient was observed on the Fi hybrids between CM334 and
these three varieties and also on the corresponding F, and backcrosses, showing the
importance of the recurrent parent on breeding for resistance to P. capsici. Segregation
ratios observed in experiments in plastic trays did not fit to any of the inheritance
models previously proposed to explain the genetics of the resistance of CM334 to P.
capsici. When plants were inoculated individually in plastic pots of 500 mL, an
inheritance model with two dominant genes, each one inherited from one of the parents,
explained the results observed for the cross L-3436 x CM334, suggesting that
inoculation conditions have a great effect on the results. A mapping population of 114
F, plants from the Cross
L-3436 x CM334 was used for linkage analysis of 174 RAPD (Random Amplified
Polimorphic DNA) markers, which were separated in two coupling-phase maps
covering 497 cM of pepper genome. Root and crown resistance of each of the 114
plants from the mapping population was evaluated in three independent inoculations of
the respective selfed Fj3 lines, resulting in nearly continuous frequency distributions for

values of percent of survival. Transgressive F3 lines showing percents of survival higher
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than that observed in CM334 were detected. QTL analysis uncovered regions
consistently contributing to resistance in linkage groups 2C e 2L, 4L, 10C, 11C e 11L,
each explaining alone 94 to 24% of total phenotypic variance according to simple
regression analysis or 9,2 to 654% according to interval analysis performed by
MAPMAKER/QTL 1.1. QTLs from [-3436 and CM334 were detected, confirming the
important contribution of both parents to the resistance. Many resistant plants from the
mapping population could be seclected by their molecular phenotype for significative
markers on linkage groups 2C, 11L, 4L e 10C.



1. INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L. var annuum) ¢ uma das 10 espécies de
hortalicas mais plantadas em todo o mundo (REIFSCHNEIDER, 2000) e a terceira mais
cultivada nos paises em desenvolvimento, apds a batata e o tomate (FAO
PRODUCTION YEARBOOK, 1997). A area cultivada com essa hortalica no Brasil foi
estimada em 7.400 ha/ano no bi€nio 1997/1998. O estado de Minas Gerais apresentou a
segunda maior area plantada, com 1.300 ha, que corresponderam a 17,6% do total
(Ishikawa, 1998, citado por KOBORI, 1999). Considerando também as pimentas do
género Capsicum, REIFSCHNEIDER (2000), embora enfatize a caréncia de dados
estatisticos confidveis sobre essas culturas no Brasil, estimou a é4rea plantada no pais em
15.000 ha, com uma receita anual de 79 milhdes de reais.

Avangos consideraveis em produtividade e qualidade na cultura do pimentio
foram conseguidos por meio do aprimoramento das praticas culturais e pelo
melhoramento genético. A incorporacdo de resisténcia a doencas importantes, como o
mosaico do pimentio (NAGAL 1983) e meloidoginoses (MALUF, 1997),
representaram  grandes conquistas do melhoramento. Outras doencgas, entretanto,
permanecem como um desafio para os melhoristas. Dentre estas, a murcha ou requeima
do pimentdo causada por Phytophthora capsici Leonian, considerada a doenga mais
importante dessa cultura (REIFSCHNEIDER, 2000), destaca-se por sua ampla
distribuicdo geografica, por seu alto potencial de dano e por seu dificil controle
(MATSUOKA, 1984; KUROZAWA e PAVAN, 1997; RISTAINO e JOHNSTON,
1999).

O primeiro relato dessa doenga ocorreu no Estado do Novo México,
Estados Unidos, em 1922 (LEONIAN, 1922). No Brasil, foi relatada pela
primeira vez em Sao Paulo, em 1952 (AMARAL, 1952). Phytophthora capsici
pode infectar todos os 6rgaos da planta de pimentdo, causando podridéo da
raiz e do colo, lesdes negras no caule, lesdes circulares amarronzadas e
encharcadas em folhas e podriddo de frutos, estes ultimos comumente
cobertos por esporangios do patdégeno. A doenga inicia-se no campo por meio

da infecgao das raizes pelo indculo primario presente no solo, progredindo para
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infecgdo do coleto. Os sintomas tipicos da doenga no campo séo a podridao de
raizes, murcha repentina, necrose de coloracdo marrom-escura na altura do
colo e morte da planta. Sob condi¢cdes de alta umidade, o patégeno esporula
na superficie do colo das plantas infectadas, produzindo esporangios que
podem originar ciclos secundarios de doenga se transportados por
escoamentos superficiais de agua. Lesdes em caules, folhas e frutos sao
observadas quando o inoculo é transportado por respingos de agua até a parte
aérea. A doenca é favorecida por excesso de umidade no solo, causada por
periodos prolongados ce chuva, irrigacéo excessiva e solos mal drenados, e
por temperaturas elevadas (22-29°C). Em areas infestadas com condigbes de
ambiente favoraveis adoencga, as plantas podem ser infectadas em qualquer
estadio de desenvolvimento e o cultivo do pimentdo é comumente inviabilizado
(MATSUOKA, 1984; KUROZAWA e PAVAN, 1997; RISTAINO e JOHNSTON,
1999).

A adogao de praticas que reduzam o acumulo de agua no solo,
evitando condi¢gdes conducivas a doenca, € fundamental para o controle da
murcha ou requeima causadas por P. capsici Sob condi¢cbes favoraveis de
ambiente, o uso de fungicidas pode nao ser suficiente para impedir a
ocorréncia de epidemias (RISTAINO e JOHNSTON, 1999). A ocorréncia de
isolados de P. capsiciresistentes ao principal fungicida recomendado para o
controle da podriddo de raizes e coleto, o metalaxyl, bem como ao seu
componente ativo, mefenoxam, relatados nos ultimos anos, representa outro
entrave ao controle quimico (PARRA e RISTAINO, 1998; PENNISI et al., 1998;
LAMOUR e HAUSBECK, 2000; MATHIS et d., 1999). Como o controle da
umidade do solo € comumente muito dificil em cultivos sem protecéo na época
chuvosa e considerando os problemas associados ao uso de fungicidas, a
utilizagcao de resisténcia genética constitui uma importante alternativa para o
controle de P. capsici.

Varias fontes de resisténcia foram relatadas em Capsicum (KIMBLE e
GROGAN, 1960; GUERRERO-MORENO e LABORDE, 1980; MATSUOKA et al.,
1984; BANJA, 1989). A genética da resisténcia a P. capsici em C. annuum foi estudada
principalmente para as fontes de resisténcia  PI1201232 e PI201234 (KIMBLE e
GROGAN, 1960), originarias da América Central, e as mexicanas ‘Linea 29’ (L-29) e
‘Criollo de Morelos 334’ (CM334) (GUERRERO-MORENO ¢ LABORDE, 1980).
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Outras fontes de resisténcia foram estudadas por SARAIVA (1982), BANJA (1989) e
LEFEBVRE e PALLOIX (1996).

SARAIVA (1982) propds que a resisténcia a infeccdo no caule € na raiz em
cinco acessos de C. annuum do Banco de Germoplasma de Hortalicas da UFV (BGH
176 — ‘Santaka’, BGH 2678 — ‘Floral Gem’, BGH 3032 — ‘Chirozle’, BGH 3036 —
‘Cubano Amarillo’ ¢ BGH 3056 — ‘Mirasol’) seria controlada por dois genes recessivos,
influenciados por um gene modificador dominante. BANJA (1989) estudou a heranga
da resisténcia em planta adulta da Pimenta Ormamental Pcante . annuum) e concluiu
que havia dois genes envolvidos na resisténcia, com epistasia dominante e recessiva.
Testes de alelismo levaram o autor a sugerir 0 mesmo controle genético para as fontes
de resisténcia ‘Criollo de Morelos’ (BG 003883), ‘Cubaro Amarillo’ (BG 003886) ¢
‘Santaka’ (BG 003891). No cultivar indiano com resisténcia parcial ‘Perennial’, estudos
de mapeamento de QTLs (locos que controlam caracteristicas quantitativas —
“Quantitative Trait Loci”) revelaram dois locos de efeito maior explicando de 41 a 55%
e de 19 a 25% da varidncia fenotipica de acordo com o critério de avaliagdo de
resisténcia considerado, além de outros locos de menor efeito e locos com acdo
epistatica, incluindo alguns com origem no progenitor suscetivel ‘Yolo Wonder’
(LEFEBVRE e PALLOIX, 1996).

Estudos genéticos em linhagens resistentes derivadas de PI201232 e PI1201234
realizados por SMITH et al. (1967) sugeriram que a resisténcia era controlada por um
ou dois genes dominantes independentes, dependendo da linhagem amalisada. Modo de
heranca semelhante foi relatado para a resisténcia de outras linhagens selecionadas em
PI1201234, como ‘Phyo 636°, com dois genes dominantes (Pochard e Chambonet, 1972,
citados por GIL ORTEGA et al, 1992) ¢ ‘Fyuco’ e ‘P51°, com um gene dominante
(BARKSDALE et al., 1984). Entretanto, GIL ORTEGA et al. (1990a) propuseram trés
genes, com pelo menos dois deles em homozigose para os alelos de resisténcia, como
responsaveis pela resisténcia de PI201232 e PI201234 a P. capsici. Modo de heranga
semelhante foi proposto para ‘L-29°, mas nesse caso foram sugeridos quatro alelos de
resisténcia em qualquer arranjo nos trés genes (GIL ORTEGA et al., 1990b). Estudos
genéticos visando elucidar a heranca da resisténcia em CM334 apresentaram resultados
variaveis, tendo sido sugeridos modelos com dois genes recessivos (GUERRERO-
MORENO e LABORDE, 1980), trés genes, sendo necessaria a condi¢do heterozigdtica
nos trés ou pelo menos quatro alelos de resisténcia em qualquer arranjo para expressar a

resisténcia (GIL-ORTEGA et al., 1991), dois genes com epistasia dominante e recessiva
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(REIFSCHNEIDER et al, 1992), um gene dominante ou dois genes dominantes
complementares dependendo do progenitor suscetivel utilizado (WALKER e
BOSLAND, 1999). Estudos utilizando a técnica de BSA (“Bulked Segregant Analysis”,
MICHELMORE et al., 1991) associada a marcadores RAPD (“Random Amplified
Polymorphic DNA”, WILLIAMS et al., 1990) detectaram apenas uma regido gendmica
de grande efeito sobre a resisténcia de CM334 a P. capsici (MASSOUDI e
CANTRELL, 1996; PRINCE et al., 2001).

‘Criollo de Morelos — 334’ produz frutos pequenos e pungentes, com
dimensdes médias de 4,4 cm de comprimento e 1,7 cm de didmetro (KOBORI,
1999). Apesar das divergéncias quanto ao controle genético da resisténcia,
CM334 consistentemente tem se apresentado como a mais efetiva dentre as
fontes de resisténcia a P. capsici comumente utilizadas (GUERRERO-
MORENO e LABORDE, 1980; PALLOIX et al., 1990; GIL-ORTEGA et al., 1991,
1992, 1995; KOBORI, 1999). Beneficios adicionais da sua utilizagdo em
programas de melhoramento de pimentdo incluem a possibilidade de
selecionar também para resisténcia a PVY e nematdides de galhas do género
Meloidogyne, pois CM334 apresenta resisténcia de amplo espectro a PVY,
conferida pelo gene dominante Pvr-4 (KYLE e PALLOIX, 1997), e resisténcia a
M. incognita, M. javanica e M. arenaria (DJIAN-CAPORALINO et al., 1999).
Desta forma, este trabalho teve por objetivos avaliar se a resisténcia a
P. capsici derivada de ‘Criollo de Morelos 334’ seria afetada por cruzamentos
com trés variedades de pimentdo que apresentaram diferentes niveis de
resisténcia a esse patdgeno, estudar a genética da resisténcia nesses trés
cruzamentos por meio de analise mendeliana e identificar regides genémicas
significativamente associadas a resisténcia no cruzamento com a linhagem
parcialmente resistente ‘L-3436’, por meio de mapeamento de QTLs com

marcadores RAPD.
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2. MATERIAL E METODOS

Os trabalhos aqui apresentados foram realizados em laboratérios,
casas-de-vegetagdo e telado com cobertura de vidro do Departamento de
Fitopatologia (DFP) e do |Instituto de Biotecnologia (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.1. Material vegetal

O acesso mexicano de C. annuum de frutos pequenos e pungentes
‘Criollo de Morelos 334’ (CM334), resistente a P. capsici um cultivar, ‘California
Wonder’ (CW), e duas linhagens, L-3436 e L-3513, de frutos grandes e doces,
estas ultimas empregadas para a produ¢do de um hibrido comercial, foram
utilizados neste trabalho. A linhagem de CM334 foi obtida junto ao
Departamento de Pesquisa da Agroflora/Sakata, Braganga Paulista — SP. As
linhagens L-3436 e L-3513 foram provenientes da Horticeres/Seminis,
Igarapé — MG. A linhagem L-3436 apresenta baixo nivel de resisténcia a
P. capsici (LEITE,1999), enquanto a linhagem L-3513 e o cultivar California
Wonder s&o suscetiveis.

Foram realizados cruzamentos entre a linhagem resistente CM334 e as
linhagens L-3436, L-3513 e o cultivar CW, obtendo-se os hibridos F; e

reciprocos, geragbes F> e os retrocruzamentos com os respectivos
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progenitores, nos dois sentidos. Detalhes sobre os experimentos utilizando

esses cruzamentos sao fornecidos nos itens correspondentes.

2.2. Isolamento e determinagao do grupo de compatibilidade sexual de
Phytophthora capsici

Os isolados utilizados neste trabalho encontram-se listados no
Quadro 1. Os isolados Phc-1 e Phc-2 foram isolados por meio de
plagueamento de fragmentos de tecido infectado, retirados nas margens da
area lesionada, em placas de Petri com meio seletivo cuja composigao é
apresentada no Quadro 2. O isolado UFV-T, obtido de um fruto de tomate
infectado, foi utilizado por LEITE (1999) e mantido no Laboratério de Patologia
Florestal/Genética da Interagao Planta-Patogeno, BIOAGRO - UFV.

Para a determinac&o do grupo de compatibilidade sexual utilizaram-se
isolados de Phytophthora infestans dos grupos A1 e A2, pertencentes &
linhagens clonais US-1 e US-8, respectivamente (FRY e GOODWIN, 1997).
Efetuou-se o pareamento destes com os isdados de P. capsici em meio
cenoura-agar (agua do cozimento de 200 g de cenoura, 17 g de agar, agua
destilada suficiente para completar 1 L), a 20°C, no escuro. Os isolados de
P. infestans crescem mais lentamente que os de P. capsici. Em funcgao disso,
os isolados de P. infestansforam colocados para crescer sempre 15 dias antes
dos de P. capsici, transferindo para um dos lados de placas com meio cenoura-
agar uma faixa retangular de meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) de
3-4 cm de comprimento e 0,3 cm de espessura com crescimento micelial. Apos
15 dias, transferiu-se um fragmento pequeno de meio BDA com crescimento
micelial de P. capsicipara o outro lado das placas. As placas foram observadas
aos 8-10 dias apdés o pareamento, sob microscopio estereoscopico e sob
microscopio optico comum, na regido de encontro das duas colbnias, para
verificar se havia formagcao de odsporos. A formagao abundante de odsporos
indica que os isolados sao de grupos de compatibilidade sexual diferentes. A
auséncia destes indica que os isolados pertencem ao mesmo grupo de

compatibilidade sexual. Para a confirmacéao dos resultados, efetuou-se também
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Quadro 1 — Isolados de Phytophthora capsici utilizados no presente trabalho
com as respectivas origens e grupos de compatibilidade sexual
(“mating type”)

Isolado Origem Grupo de Compatibilidade
Sexual ("Mating type”)

Phc-1 Fruto de pimentdo coletado em A2
supermercado de Vigosa

Phc-2 Planta adulta de pimenta Al
coletada na Horta Velha da UFV

UFV-T Fruto de tomate coletado no A1
comércio de Vigcosa

Quadro 2 — Meio seletivo utilizado para o isolamento de P. capsici (MITCHELL
e KANNWISCHER-MITCHEL, 1992)

Cornmeal agar Difco 17 g

Agua destilada 1L

Pimaricina’ 10 mg
Vancomicina' 100 mg
Ampicilina 100 mg
Hymexazol'? 50 mg
PCNB'? 100 mg

'Valores correspondem aquantidade de ingrediente ativo.
’Recomendados apenas para isolamentos a partir de solo ou raizes.

0 pareamento dos isolados de P. capsici entre si, em cenoura agar, como

descrito acima. Com base nos resultados dos pareamentos, determinou-se o

grupo de compatibilidade sexual dos trés isolados (Quadro 1).
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2.3. Producao de inéculo

A producéo de indculo foi realizada de acordo com URBEN (1980). Os
isolados foram cultivados em meio suco de tomate-agar (200 mL de suco de
tomate Superbom, 3g de carbonato de calcio, 17 g de agar e 800 mL de agua
destilada), a 28°C, sob luz continua, por 7 dias. A seguir, adicionaram-se
10-15 mL de agua destilada por placa e efetuou-se uma leve raspagem com
alca de Drigalsky para destacar os esporangios. Para a liberacdo de
zoOsporos, a suspensdo de esporangios destacados foi deixada em
temperatura ambiente por uma hora e entéo filtrada em lengo de papel. Uma
aliquota do filtrado foi retirada e agitada em Vortex por um minuto para
paralizar o movimento dos zoosporos. A seguir, determinou-se a concentragéo
por meio de contagem em camara de Neubawer. Apds a contagem, ajustou-se

o volume para a concentragao desejada adicionando-se agua destilada.

2.4. Comparacao de diferentes concentragdes de indculo para a avaliagao
da resisténcia a P. capsicino colo e raizes

CM334, L-3436, L-3513 e Califérnia Wonder foram semeados em bandejas
plasticas com dimensoes internas de 39 x 27 x 10 cm, com uma linha de cada variedade
por bandeja, 40 sementes/linha. Utilizou-se como substrato uma mistura de solo, areia e
esterco bovino curtido na proporgdo de 3:1:1. Quando necessario, eliminaramse as
plantas que germinaram tardiamente para evitar a inoculagdo de plantas menos
desenvolvidas. Utilizou-se uma mistura de zodsporos dos trés isolados de P. capsici nas
concentragdes de 10%, 5 x 10%, 10°, 5 x 10°, 10* ou 5 x 10' zoosporos/mL. As plantas
foram inoculadas aos 30 dias apos a semeadura, distribuindo-se 40 mL de suspensdo de
zoosporos por linha de plantio no solo junto ao coleto das plantas. O delineamento
empregado foi o de parcelas subdivididas com duas repetigdes, com concentragdes de
in6culo nas parcelas (parcela = bandeja com uma linha de plantio de cada variedade) e
variedades nas subparcelas (subparcela = linha de plantio). Registrou-se a incidéncia de
necrose no coleto e de murcha dos trés aos 16 dias apos a inoculagdo (d.a.i.), a cada um

ou dois dias. Esse experimento foi conduzido em telado do DFP/UFV.
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2.5. Avaliacio da resisténcia a P. capsici na parte aérea

Avaliow-se a resisténcia da parte aérea por meio de atomizagdo de suspensdo de
zodsporos em toda a planta, como descrito por BARKSDALE et al. (1984) e
MATSUOKA et al. (1984). Testaram-se duas concentragdes de inoculo, 10° ¢ 10
zoosporos/mL. Plantas de CM334, de L-3513 e de L-3436, cultivadas em vasos com
capacidade para 1 L de solo, foram inoculadas aos 30 dias apds a semeadura. Utilizou-
se¢ delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos (duas concentragdes X
trés variedades) e quatro repetigdes (uma repeticdo = um vaso com duas plantas). Apds
a inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara de nevoeiro, a 25°C, por 48 h, apds
0 que foram transferidas para telado, onde foram mantidas at¢ os 21 d.a.., realizando-se
avaliacdes periodicas de incidéncia de doenga.

Outras duas inoculagbes foram realizadas, desta feita com as plantas
em bandejas, uma linha de cada variedade por bandeja, como descrito no item
2.4, em um delineamento em blocos casualizados com quatro tratamentos
(variedades) e duas repeticdes (linhas de plantio). No experimento 1, as
plantas foram inoculadas aos 40 dias apds a semeadura, e no experimento 2,
aos 53 dias. As plantas foram avaliadas individualmente até os 17 d.a.i.
(experimento 1, cinco avaliagbes) ou 15 d.a.i. (experimento 2, quatro
avaliagbes), de acordo com a escala descritiva apresentada abaixo:

0 — Sem sintomas;

1 — Infecgéo limitada ao apice, com uma a trés folhas jovens apicais
necrosadas; ou uma lesdo em folha madura; ou uma lesdo pequena no caule
por planta;

2 — Lesao nas folhas apicais e até uma lesao em folhas maduras por
planta; ou até duas lesbes em folhas ou no caule, desde que pequenas neste
ultimo caso;

3 — Apice necrosado, mais de duas lesdes ndo-apicais por planta,
presenca de folhas pendentes devido ainfeccdo no peciolo, comumente com
lesdes no caule;

4 — Anelamento do caule por leséo circundante iniciada no préprio
caule, em folhas maduras ou em folhas apicais, com conseqiente tombamento

da parte superior aregiao anelada;
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5 — Planta morta.
A média das notas na linha de plantio correspondente foi utilizada como nota da

repeticao.

2.6. Avaliagao da resisténcia em progénies de cruzamentos de CM334
com as linhagens L -3513 e L-3436 e com o cultivar California Wonder

2.6.1. Avaliacao dos hibridos F,

Foram realizados quatro experimentos de inoculagdo para a avaliagédo
da resisténcia dos hibridos entre CM334 e as variedades de frutos grandes e
doces. Os experimentos foram realizados em bandejas, como descrito
anteriormente (item 2.4), com o mesmo método de inoculagdo. Foram
realizadas avaliagbes a cada dois dias a partir do terceiro dia apdés a
inoculagdo, registrando-se o numero de plantas com os sintomas tipicos da
doenca. Esses experimentos foram realizados em casas-de-vegetagdo do
DFP/UFV.

Em dois desses experimentos, utilizowse apenas o isolado UFV-T, na
concentracio de 10* zoosporos/mL.. Ambos foram inoculados aos 30 dias apds a
semeadura. No primeiro, avaliaram-se apenas o hibrido CM334 x CW ¢ os respectivos
parentais, em uma bandeja com uma linha (30 sementes / linha) de cada. Esse
experimento  foi  avaliado  at¢  os 10 dias apés a  inoculagdo.
No segundo experimento, além destes, incluiram-se também o reciproco
(CW x CM334), L-3436 e os hibridos F; CM334 x L-3436 e L-3436 x L-3513
(sementes comerciais deste Ultimo). As quatro bandejas que compuseram o experimento
(quatro linhas/bandeja, 30 sementes/linha) receberam uma linha de CW como
testemunha suscetivel. Duas linhas de cada um dos demais tratamentos foram
casualizadas entre as bandejas. Foram realizadas avaliagdes até os 20 dias apods a
inoculac@o.

Em outros dois experimentos foi utilizada a mistura de isolados descrita no
item 2.4 na concentragdo de 5 x 10* zoésporos/mL. No primeiro, para cada cruzamento
(CM334 x L1-3436, [-3513 ou CW), foram casualizadas, em duas bandejas, uma linha

de cada um dos dois parentais ¢ uma linha de cada um dos respectivos hibridos F
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reciprocos por bandeja, em um total de quatro linhas por bandeja, com 40 sementes por
linha. Além dessas seis bandejas, uma bandeja adicional com trés linhas (L-3513, L-
3436 e o hibrido comercial entre eles) foi incluida. As bandejas foram também
casualizadas. A inoculacdo foi realizada aos 46 dias apos a semeadura e a avaliagdo
prolongou-se at¢ os 15 dias apds a inoculagdo. O outro experimento foi uma repeticdo
deste, sem a bandeja adicional para o hibrido entre [.-3436 e¢ L-3513. A inoculagdo foi

efetuada aos 55 dias apds a semeadura.

2.6.2. Avaliacao das geracgdes F; e retrocruzamentos

Foram realizados dois experimentos em bandejas, conforme descrito
no item 2.4, com as geragdes de retrocruzamentos e F, originadas dos
cruzamentos entre CM334 e os trés outros parentais. Ambos foram realizados
em casa-de-vegetagcao do DFP/UFV. No experimento 1, para cada cruzamento,
foram semeadas em duas bandejas por geragao, trés linhas da respectiva
geracao e uma linha de um dos parentais envolvidos no cruzamento em cada
bandeja, totalizando 18 bandejas. As plantas foram inoculadas aos 45 dias
ap6s a semeadura com uma suspensdo a 5 x 10* zoésporos/mL da mistura de
isolados, conforme descrito no item 2.4. Foram realizadas avaliagbes até os
14 dias apés a inoculacéo.

No experimento 2, além das geragbes avaliadas no experimento
anterior, incluiram-se também os hibridos F1. Para cada cruzamento, linhas das
geragdes F1, F2, retrocruzamento com CM334 e retrocruzamento com o outro
parental (L-3436, L-3513 ou CW) foram casualizados em um conjunto de duas
bandejas, cada uma com uma linha de cada um dos pais. Assim, além dos
pais, cada bandeja recebeu duas geragbes e cada conjunto, as quatro
geragdes. Foram semeados quatro conjuntos destes para cada cruzamento,
totalizando no experimento 12 conjuntos e 24 bandejas, que foram também
casualizadas. As plantas foram inoculadas aos 36 dias ap6s a semeadura com
uma suspensdo a 10* zodsporos/mL do isolado Phc-1, de acordo com o
método descrito no item 2.4. Em razdo das altas incidéncias de doenca
observadas a partir de dois dias apos a inoculagao, as avaliagdes prolongaram-

se apenas até os oito dias.
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Outro experimento em bandejas foi realizado da mesma forma que o
experimento 2, porém somente com as progénies do cruzamento entre CM334
e L-3436. Oito conjuntos semeados conforme descrito para o experimento 2
foram inoculados aos 36 dias apdés a semeadura, com suspensdo de
5 x 10* zodsporos/mL da mistura de isolados (item 2.4), sendo avaliados até os
11 dias apds a inoculagao.

Realizou-se um experimento com plantas mantidas individualmente em
copos plasticos de 500 mL apenas com as progénies do cruzamento entre
CM334 e L-3436. Sementes das geragdes parentais, F 1, F2 e retrocruzamentos
foram semeadas em bandejas e, apdés 15 dias, transplantadas para copos
plasticos contendo a mistura descrita no item 2.4. Foram realizadas duas
inoculacdes, uma aos 44 e outra aos 57 dias apds a semeadura, mediante a
aplicagao ao solo ao redor do coleto das plantas de 3 mL de uma suspenséao
com 10* zodsporos/mL do isolado Phc-1. A incidéncia de necrose do coleto e

murcha foi registrada até os 30 dias apds a primeira inoculagéo.

2.7. Obtencdo dos marcadores RAPD (“Random Amplified Polymorphic
DNA”)

2.7.1. Extragcado de DNA

A extragdo de DNA gendmico total dos progenitores e das plantas F2
foi realizada de acordo com FULTON et al. (1995), a partir de folhas jovens,
nado completamente expandid as, coletadas poucos minutos antes da extracio.
Quatro discos de tecido foliar por amostra, com didmetro de 6 mm, foram
macerados em tubo de microcentifuga contendo 250 pL de tamp&o de extragéao
(25 partes do tampao A - Sorbitol 350 mM, Tris-base 100 mM, EDTA 5 mM,
pH 7,5; 25 partes do tampéao B - Tris 200mM, EDTA 50mM, NaCl 2M, CTAB
2%; 10 partes de Sarcosil 5% e 0,15% (p/v) de bissulfito de sédio), utilizando
furadeira elétrica. Adicionaram-se mais 500 pL de tampao de extragao aos
macerados obtidos, que foram entdo mantidos em banho-maria a 65°C por

uma hora. A seguir, adicionaram-se 750 pl de cloroférmio:alcool isoamilico

(24:1 vlv) por tubo e efetuou-se uma centrifugacdo a 10.000 rpm, em
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microcentrifuga Eppendorf”, por 5 minutos. A fase aquosa de cada amostra foi
transferida para tubos novos, aos quais adicionou-se igual volume de
isopropanol gelado para a precipitagdo do DNA. Apds suave agitagéo por cerca
de trés minutos, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos.
Os sobrenadantes foram descartados e lavaram-se os precipitados (“pellets”)
resultantes duas vezes com etanol 70%. O DNA foi seco ao ar e ressuspendido
em 50 pL de TE + RNAse (10 ng/ul).

As concentragdes de DNA foram estimadas por eletroforese em gel de
agarose a 1,0% em tampdo TBE 1x, por comparagdo da intensidade de
fluorescéncia das bandas das amostras com a de padrdes de quantidade

conhecida obtidas pela diluigdo de DNA de fago A.

2.7.2. Ensaio RAPD

As reagbes de amplificagdo foram conduzidas de acordo com
WILLIAMS et al. (1990), com as modificagbes sugeridas por FERREIRA e
GRATAPAGLIA (1996), em volume total de 13 pl contendo 10 mM de tris-HCI
(pH 8,3), 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCh, 0,2 mM de cada um dos
deoxinucleotideos (dATP,dTTP, dGTP, dCTP), 15 ng de oligonucleotideo
iniciador (“primer”) de 10 bases (“Operon Technologies Inc.”, Alameda, CA,
EUA), 10-15 ng de DNA genémico e uma unidade de Taq -DNA polimerase por
reacdo. As reacbOes foram realizadas em placas de poliestireno com
96 cavidades, utilizando termocicladores modelo PT-100 da MJ Research. Os
ciclos de amplificagao foram constituidos de uma etapa de desnaturagao a
92°C por um minuto, uma etapa de ligagédo do "primer” ao DNA molde a 35°C
por um minuto e uma etapa de extensdo a 72°C por dois minutos. Apos
40 ciclos, realizava-se uma etapa adicional de extensdo a 72°C, por sete
minutos. Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel
de agarose (1,4%) contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio, em tampao TBE
1x. As imagens foram capturadas e armazenadas em sistema de

fotodocumentacgéo Eagle Eye Il (Stratagene).
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2.8. Triagem de “primers”

Para identificar polimorfismos genéticos entre o acesso resistente
‘CM 334’ e as variedades domesticadas -3436 e Califérnia Wonder, foram
testados 917 oligonucleotideos iniciadores (“primers”) das séries OP-A a OP-Z
e OP-AA a OP-AX (Operon Tech., Alameda, CA) e avaliaram-se as diferencas

quanto apresencga/auséncia de bandas entre as trés variedades.

2.9. Populagao de mapeamento

A populacdo de mapeamento foi constituida por 114 plantas F,
originadas da autofecundagdo de uma mesma planta F4 do cruzamento entre
L-3436 e CM334. Colheram-se as sementes de autofecundacgao dessas plantas
F2, que originaram as familias F3 nas quais foram realizadas as avaliagbes de
doenca. Desta forma, obteve-se um dado quantitativo (porcentagem de
sobrevivéncia da F3) para cada planta F, e p6de-se repetir essa avaliagédo no

tempo.

2.10. Analise de ligacao

Utilizaram-se “primers” que geraram polimorfismos nitidos na triagem
para a amplificacdo de marcadores RAPD segregantes na populagéo de
mapeamento. Os marcadores foram avaliados quanto apresenca ou auséncia
em cada planta F2. A segregagdo de cada marcador, de acordo com a
proporcao 3:1 (presencga:auséncia), esperada para um marcador dominante, foi
avaliada por meio de testes qui-quadrado (P < 0,05) com um grau de liberdade.
Quando um mesmo “primer” amplificava fragmentos polimérficos distintos nos
dois progenitores, ambos segregavam na populagdo de mapeamento e nao
eram detectados recombinantes sem os dois fragmentos, estes eram avaliados
conjuntamente e testava-se a conformidade da segregacdo desse novo

marcador com a hipétese 1:2:1 (presencga/auséncia : presencal/presencga :

23



auséncia/presencga) por meio de teste qui-quadrado (P < 0,05) com dois graus
de liberdade. Quando se aceitava a hipétese 1:2:1, o marcador passava entao
a ser analisado como um marcador codominante. Os marcadores RAPD foram
identificados pelo cédigo do “primer” seguido do tamanho do fragmento em
pares de bases, exceto aqueles analisados como codominantes, que foram
identificados com o cédigo do “primer” seguido da abreviagao “cod”.

Em razdo de marcadores dominantes em fase de repulsao
frequentemente provocarem erros nas estimativas de frequéncia de
recombinacédo e na ordenagao dos locos (KNAPP et al., 1995), optou-se por
separar os dados genotipicos em dois conjuntos de marcadores em fase de
acoplamento, conforme recomendam KNAPP et al. (1995) e BRADSHAW et al.
(1998). Um conjunto representou o genoma de L-3436, sendo constituido por
marcadores dominantes que se mostraram homozigotos recessivos, ou seja,
nao amplificados, em L-3436, e o outro, composto por marcadores dominantes
que se mostraram homozigotos recessivos em CM334, representou 0 genoma
de CM334. Os marcadores codominantes foram incluidos nos dois conjuntos.

Utilizou-se o programa MAPMAKER/EXP 3.0 (LINCOLN et al., 1992a)
para a construgao dos mapas de ligagdo. Os marcadores foram separados em
grupos de ligagao utilizando o comando “group” com “LOD score”
(“log-likelihood of odds”) minimo igual a 4 e frequéncia de recombinagao
maxima (0) igual a 0,3. A seguir, para cada grupo, estabeleceu-se uma
sequéncia “framework” de marcadores suportada por LOD>2 utilizando o
comando “order”. Os marcadores que nao puderam ser ordenados com essa
precisdo (LOD>2) foram posicionados com o comando “try”. Aqueles que
puderam ser posicionados com LOD>1,5 sdo apresentados entre parenteses
no intervalo correspondente entre marcadores “framework”, que estdo em
negrito. Marcadores a menos de 5 cM de um marcador “framework” e que
poderiam ser posicionados de um lado ou do outro do mesmo com LOD > 2 em
comparacdo aos demais intervalos, foram posicionados ao lado desse
marcador e diferenciam-se destes por estarem em fonte normal e ndo em
negrito. Os demais marcadores sao apresentados no intervalo entre
marcadores “framework” que correspondem & suas posicdes mais provaveis,
em fonte normal. As distancias em centimorgan (cM) foram calculadas

utilizando a funcao de mapeamento de Kosambi.
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Os grupos de ligagao foram identificados por um numero, seguido da
letra L, para os pertencentes ao conjunto que representou o genoma de
L-3436, ou da letra C, para os pertencentes ao conjunto que representou o
genoma de CM334. Os marcadores codominantes foram utilizados para
relacionar os grupos de ligagdo obtidos para os dois conjuntos. Grupos
correspondentes definidos em conjuntos distintos receberam o mesmo numero.
Como nem todos os grupos possuiam marcadores codominantes, efetuou-se
adicionalmente umaanalise com os dois conjuntos combinados para verificar a
relagcdo entre os grupos restantes, utilizando o comando “group”, pois, ao
contrario das estimativas de frequéncia de recombinagao e da ordenagao dos
locos, a separacdo dos marcadores em grupos raramente é prejudicada pela
mistura de marcadores em fases de ligacao diferentes (KNAPP et al., 1995).
Os grupos que se mostraram ligados por essa analise também receberam o

mesmo numero.

2.11. Avaliacao de doenca em familias F;

As 114 familias F3 obtidas pela autofecundagcdo das plantas da
populacdo de mapeamento foram avaliadas quanto aresisténcia a P. capsici
em trés inoculagdes distintas. Todas as inoculagbes foram realizadas em
bandejas plasticas com dimensdes internas de 39 x 27 x 10 cm, contendo uma
mistura de solo, areia e esterco bovino curtido na proporgéo de 3:1:1. Em cada
bandeja foram semeadas quatro linhas de familias F; ou progenitores, com
40 sementes/linha, de acordo com sorteio realizado previamente para a
casualizacao dos experimentos.

Na inoculagdo 1, cada bandeja recebeu trés familias F3 e uma linha de
CM334 ou L-3436, totalizando 38 bandejas, com 19 linhas de cada um dos
progenitores e uma linha de cada familia F;. Nas inoculagbes 2 e 3, cada
familia Fs foi representada por duas repeti¢cdes e linhas dos progenitores foram
casualizadas juntamente com o restante dos tratamentos, em um total de
12 linhas de cada progenitor na inoculagcdo 2 e nove na inoculagao 3,
totalizando 63 e 62 bandejas, respectivamente. Nas linhas em que a

germinagao foi desuniforme, eliminaram-se, antes da inoculagéo, as plantas
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que germinaram muito tardiamente. O numero médio de plantas por linha foi de
27,9 para a inoculagao 1; 26,3 para a inoculagéo 2 e 18 para a inoculagéo 3.

As inoculagdes foram realizadas com suspensdes de
5x10* zodsporos/mL dos isolados Phc-1 (grupo A2), Phc-2 (grupo A1) e UFV-T
(grupo A1) conjuntamente, exceto na inoculagédo 3, onde foi utilizado apenas o
isolado Phc-1. O processo de inoculagao consistiu em distribuir 40 mL dessa
suspensao uniformemente ao longo da linha de plantio, a cerca de 1 cm das
plantas. Na inoculacdo 1, esse processo foi realizado com um Becker de
capacidade de 50 mL, distribuindo-se a suspensao em apenas um dos lados
das linhas. Nas outras duas foram utilizadas seringas plasticas de capacidade
de 20 mL, aplicando-se esse volume de suspensdo de cada um dos lados das
linhas. Quando necessario, realizou-se uma irrigagao antes da inoculagao, para
que esta fosse sempre realizada em solo umido. As inoculacdes foram
realizadas aos 37 (inoculagdes 1 e 2) ou 40 (inoculagdo 3) dias apds a
semeadura. Apds a inoculagédo, as plantas foram mantidas em telado nos
experimentos de inoculacdo 1 e 3 e em casa-de-vegetacdo no experimento de
inoculagdo 2. A partir do terceiro dia apds a inoculagéo (d.a.i.), a cada dois ou
trés dias, foram registradas o numero de plantas sadias e o numero de plantas
com sintomas de murcha e necrose do coleto por linha, até os 15 d.a.i. para a
inoculagdo 1 e até os 11 d.a.i. para as inoculagdes 2 e 3. Os resultados da
ultima data de avaliagdo foram convertidos para porcentagens de
sobrevivéncia. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi calculado para

determinar as correlagdes entre as trés inoculagoes.

2.12. Analise de QTLs

Todas as regides gendmicas marcadas por um loco RAPD foram
testadas inicialmente por analise de regressao simples, implementada pelo
programa QGENE (NELSON, 1994, 1997), com a porcentagem de
sobrevivéncia das familias F3; como variavel dependente e o fendtipo
molecular como variavel independente, de acordo com o modelo:

yi = bo + bixqj + bexej + €5, onde y é o valor da porcentagem de sobrevivéncia
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para a familia j, x1; € a variavel criada para o efeito aditivo do marcador, x2; é a
variavel criada para o efeito de dominéncia do marcador, by € o intercepto da
regressao que € estimado pela média geral de sobrevivéncia das familias, b é
o parametro inclinacao para o efeito aditivo, b, € o parametro inclinagcao para o
efeito de dominancia e € é o erro associado afamilia j. A variavel xij assume
valores de 0, 1 e 2 para as classes genotipicas aa, Aa e AA, respectivamente,
para um marcador codominante. Para um marcador dominante, aa e AA
recebem os mesmos valores (0 e 2), e as classes genotipicas ambiguas a_ e
A_séo calculadas com bas e nas frequéncias esperadas para os dois gendtipos
que compdem cada classe no tipo de populacdo em questdo. Em F», o calculo
do valor de A_baseia-se na propor¢édo 1:2 entre AA e Aa. Assim,
A =(2x13)+ (1 x 2/3) =1,33. Da mesma foram, a_ recebe o valor de
(0x 1/3) + (1 x 2/3) = 0,67 (NELSON, 1994). A variavel x; assume valores de
1, -2 e 1 para os gendétipos aa, Aa e AA, respectivamente, para um marcador
codominante. Para marcadores dominantes, como ndo sao identificados os
heterozigotos, ndo € possivel estimar o termo de dominancia, que entdo
apresenta sempre valor 0, o que nao quer dizer que o efeito do QTL é apenas
aditivo, mas sim que nao é possivel estimar os efeitos separadamente
(NELSON, 1994). Um total de 174 testes foram realizadas para cada
experimento de inoculagdo. Foi adotado um nivel de significancia de
P < 5 x 10%, esperando menos de 0,87 falso-positivos por chance apenas. Na
verdade essa estimativa é conservadora, pois assume que os testes sao
independentes, quando na verdade eles ndo sdo, em razdo da ligagdo entre
marcadores (NELSON, 1994).

A analise de QTLs foi também realizada utilizando o mapeamento de
intervalo baseado em estimativas de maxima verossimilhanca e LOD scores
implementado pelo programa MAPMAKER/QTL (LANDER e BOTSTEIN, 1989;
LINCOLN et al., 1992b). O nivel de significancia para se declarar a presenca de
um QTL foi calculado para se obter um erro tipo | total (“genome-wide”) inferior
a 5%, que corresponde a um valor minimo de LOD de 2,11, obtido de acordo
com a férmula LOD = %(logioe) (Zum)?, onde M é o nimero de intervalos
testados, igual a 55 neste caso, a € a probabilidade de erro tipo | para todo o

experimento, a=0,05, e Z é o valor tabelado da fungao de distribuicdo normal
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padrdo associado aprobabilidade a/M (LANDER e BOTSTEIN, 1989). O valor
de LOD correspondente a a=0,01 é 2,76. As posi¢cdes dos QTLs dentro dos
intervalos foram obtidas nos pontos em que observaram-se os valores
maximos de LOD score.

A técnica de mapeamento de intervalo composto (“Composite Interval
Mapping”, CIM (ZENG, 1994)) foi utilizada para verificar a presenga de mais de
um QTL no grupo de ligagdo 2C por meio do programa QTL Cartographer
(BASTEN et al., 1999), com testes a cada 1 cM e 10 cM de “window size” para
controlar a interferéncia de outros QTLs em um modelo de regressao “forward
e backward”. O nivel de significancia escolhido foi LOD=3,0, para uma
probabilidade de erro tipo | de 5% para o experimento todo, com base na
distribuicdo de x? com dois graus de liberdade (g.l.), de acordo com ZENG

(1994) (@/M = 0,05/55 = 0,00091, que corresponde a um valor de LR=14 pela
distribuicao de )(2 com 2 g.l., que dividido por 4,6 resulta em LOD = 3).
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3. RESULTADOS

3.1. Resisténcia de Criollo de Morelos 334, L-3513, L-3436 e California
Wonder a Phytophthora capsici sob diferentes concentragées de
inoculo aplicadas ao solo

As concentragdes de 10%, 5 x 10° ¢ 10° zodsporos/mL foram inadequadas para
avaliagdo de resisténcia, pois mesmo aos 16 dias apds a inoculacdo registrou-se baixa
incidéncia de doenca nos gendtipos suscetiveis (L-3513: 5% e 21%; California Wonder:
1,5% e 5%, para 10 e
5 x 10 zoosporos/mL, respectivamente; resultados para 10° zoosporos/mL encontram-
se na Figura 1A). Nao se registrou incidéncia em CM334 nessas concentragcdes. Mesmo
nas concentragdes mais altas, poucas plantas de CM334 apresentaram sintomas até os
16 dias apds a inoculagdo (5 x 10* 4,5%; 10* 9%; 5 x 10* 11,8%), com uma tendéncia
de aumento da incidéncia com o aumento da concentragdo (Figura 1D, E ¢ F).

Para os suscetiveis, obteve-se 100% de incidéncia aos 4 dai. com
5 x 10* zodsporos/mL, resultado obtido somente aos 11 d.ai. com 10* ¢ somente aos 14
(L-3513) ou 16 d.adi. (California Wonder) com
5 x 10° zodsporos/mL (Figura 1B, C e D). Nio se obteve 100% de mortalidade para L-
3436. Ao final do periodo experimental, os resultados obtidos para essa linhagem com
as trés maiores concentracdes de zodsporos foram semelhantes (5 x 10°: 87,1%; 10*

93,6%; 5 X 10*: 94,4%), mas incdéncias superiores a
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Figura 1 — Efeito de diferentes concentragoes de inoculo de Phytophthora capsicisobre
a incidéncia de necrose do colo ¢ murcha em CM334, 1-3513, 1-3436 ¢

California  Wonder. Médias de duas repeticdes. As barras indicam as
amplitudes dos valores registrados.

80% foram obtidas aos 5 e 4 dai a 10° e 5 x 10* zoésporos/mL, respectivamente,

enquanto a 5 x 10° isso s6 ocorreu aos 14 d.a.i. (Figura 1B, C e D).
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Os resultados apontam a linhagem L-3513 como a mais suscetivel dentre as
variedades testadas. Na concentragdo de 10° zoosporos/mL, essa linhagem foi a Unica a
apresentar incidéncia de doenca relevante (36,7% aos 16 dias - Figura 1A). A 5 x 10°
zoosporos/mL, embora California Wonder e
L-3513 apresentassem 100% de incidéncia aos 14 d.a.i., notouse um atraso no
progresso da doenca na primeira em relacdo a Ultima, com grande diferenca aos 3 d.a.i.
e uma pequena diferenca que se manteve dos 4 aos 11 dias (Figura 1B). Essa
concentragdo evidenciou também o nivel de resisténcia intermediario da linhagem L-
3436 em relagio & demais variedades, cujo efeito diminuiu com o aumento do periodo
de €xposicao ao indculo (Figura 1B). A
10* zodsporos/mL, a diferenca entre L-3513 e California Wonder s6 foi observada aos 3
dai. (Figura 1C). A 5 x 10*, praticamente ndo houve diferenca (Figura 1D). Nessas
duas concentragdes, [.-3436 apresentou consistentemente menores valores de incidéncia
ao longo de todo o periodo experimental, mas a diferenca entre este e L[-3513 e

California Wonder foi pequena.

3.2. Avaliagao de resisténcia a P. capsicipor atomizagao da parte aérea

Em teste preliminar com duas concentragdes de inéculo (10° e
10* zoosporos/mL) atomizadas em oito plantas de [-3513, [-3436 ¢ CM334 aos 30 dias
ap6és a semeadura, registrou-se apenas 50% de incidéncia em plantas de L-3513
inoculadas com 10° z00sporos/mL e apenas 12,5% em
L-3436 até os 21 dai. Ja a 10* zoosporos/mL, 100% das plantas de 1-3513 morreram
até os 4 d.a.i. e 100% das plantas de 1-3436 morreram até¢ os 6 d.ai. Da mesma forma
que o observado para inoculagdes via solo, a concentragio de 10° zodsporos/mL foi
insuficiente para propiciar 100% de incidéncia na linhagem suscetivel [-3513 em
inoculacdes por atomizagao.

Confirmou-se a resisténcia de CM334 a inoculagdo na parte aérea,
pois, mesmo a 10* zodsporos/mL, as oito plantas inoculadas foram resistentes.
Em trés dessas plantas, observou-se infecgdo e necrose da gema apical e de
uma ou duas das folhas mais jovens adjacentes a ela. A infecgao, entretanto,
ficou confinada a essa regido, nao progredindo para o caule como se observou

em L-3513 e L3436, nos quais lesbes que se iniciaram em folhas se
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expandiram rapidamente até alcangar o peciolo e por fim o caule, necrosando-
o0 em toda a sua circunferéncia e matando a planta. Nas trés plantas de CM334
com sintomas, aos 21 d.a.i., a Unica consequéncia da infecgao foi a emissao de
brotagcées em funcéo da perda de dominancia apical. Nenhum outro sintoma foi
observado no caule ou folhas de CM334. Ja em L-3513 e L-3436, lesdes
iniciadas no préprio caule, em folhas ou no apice das plantas progrediram até
matar as mesmas.

Realizaram-se outros dois experimentos para a avaliagdo da
resisténcia da parte aérea de CM334, L-3436, L-3513 e California Wonder a
inoculagao de P. capsicipor atomizagao. Os resultados desses experimentos
confirmaram a alta suscetibilidade da linhagem L-3513, que apresentou 100%
de mortalidade na primeira avaliacdo aos 4 ou 5 d.a.i., e a resisténcia de
CM334 (Figura 2). Registraram-se sintomas em CM334 apenas no experimento
1, no qual duas das 47 plantas inoculadas apresentaram infec¢ao restrita a
gema apical e folhas adjacentes, conforme descrito anteriormente. A linhagem
L-3436 e o cultivar California Wonder apresentaram niveis de suscetibilidade
intermediarios entre esses dois extremos. As médias das notas observadas em
L-3436 foram consistentemente inferiores & observadas em California Wonder
nos dois experimentos (Figura 2). Ao final dos dois experimentos (17 ou
15 d.a.i.), as médias das notas de California Wonder superaram 4 (4,2 e 4,3),
enquanto L-3436 apresentou média 3,0 no experimento 1 e 3,6 no

experimento 2.
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Figura 2 — Médias das notas observadas para as diferentes variedades
(0 = sem sintomas; 5 = plantas mortas) ap6s a atomizacdo de uma

suspensdo com 10* zodsporos de Phytophthora capsici/mL em plantas aos
40 (A) ou 53 B) dias apos a semeadura.
A = Experimento 1; B = Experimento 2. Médias de duas repetigdes. As
barras indicam as amplitudes dos valores registrados.
3.3. Avaliagao da resisténcia em progénies de cruzamentos de CM334
com as linhagens L -3513 e L-3436 e com o cultivar California Wonder

3.3.1. Avaliacao dos hibridos F4
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Foram realizadas inicialmente dois ensaios com 10* zodsporos/mL,
utilizando apenas o isolado UFV-T. Na primeira, avaliaram-se apenas CM334,
California Wonder e a respectiva F1. Na Segunda, além desses, incluiram-se
L-3436 e os hibridos F1 CM334 x L-3436 e L-3436 x L-3513. Os resultados
encontram-se sumarizados no Quadro 3. Como nao s e observaram diferencas
entre os cruzamentos reciprocos que sugerissem a presenca de efeitos
citoplasmaticos neste e em outros experimentos apresentados adiante, bem
como em trabalhos realizados por outros autores (GIL ORTEGA et al., 1992;
REIFSCHNEIDER et al., 1992; WALKER e BOSLAND, 1999), os resultados
foram combinados para facilitar a visualizagao e interpretagao.

Os resultados observados para os parentais estdo de acordo com o
observado no experimento de concentracdo de inéculo, com baixa incidéncia
em CM334 (0 e 14,3%), 100% em California Wonder e mais de 80% em L-3436
(81,8%). O hibrido entre L-3436 e L-3513 foi altamente suscetivel, como
previamente relatado por LEITE (1999). Quando inoculado aos 30 dias apés a
semeadura, o hibrido entre California Wonder e CM334 apresentou alta
incidéncia de necrose do coleto e murcha (100 e 82,3%), sugerindo que, nesse
estagio, os genes de resisténcia de CM334 ndo foram efetivos quando em
heterozigose nesse "background". Ja no hibrido de CM334 com L-3436, a
incidéncia de doenca foi baixa, sugerindo uma contribuicdo efetiva de L-3436
para a resisténcia (Quadro 3).

Os resultados das duas inoculacdes realizadas com a mistura de
isolados, a 5 x 10* zodsporos/mL, nos hibridos F1, encontram-se no Quadro 4.
Nas duas inoculagbes, obtiveram-se 100% de incidéncia nos gendtipos
suscetiveis California Wonder , L-3513 e o hibrido L-3436 x L-3513, este ultimo
presente apenas na inoculagéo 1, e baixa incidéncia em CM334 (15,8 e 2,7%)
(Quadro 4). Observou-se maior incidéncia de doenga em CM334, L-3436 € nos
hibridos de CM334 com L-3436 e California Wonder na inoculagéo 1, quando

Quadro 3 — Resultados de inoculagdes via solo de Phytophthora capsiciisolado
UFV-T a 10* zodsporos/mL em parentais e hibridos F1 de

Capsicum annuum aos 30 dias apos a semeadura

~ 1
Inoculagao 1

34



Geragéo Numero de plantas Numero de plantas  Incidéncia (%)

inoculadas doentes
Parental (CM334) 14 2 14,3
Parental (CW) 16 16 100
F1(CM334 X CW) 11 11 100

~ 2
Inoculagéo 2

Parental (CM334) 10 0 0

Parental (CW) 62 62 100
Parental (L-3436) 11 9 81,8
F1 (CM334 X CW e reciproco) 34 28 82,3
F1(CM334 x L -3436) 17 4 23,5
F1 (L-3436 x L-3513) 39 39 100

'Resultados de avaliacdo aos 10 dias ap6s a inoculagao.
2 Resultados de avaliacao aos 20 dias ap6s a inoculagao.

comparada a observada na inoculagdo 2, possivelmente por se inocularem
plantas mais velhas nesta ultima. A idade das plantas também pode ser
responsavel pela menor incidéncia de doenga no hibrido entre CM334 e
California Wonder em relagado aos resultados apresentados no Quadro 3. A
melhor performance dos hibridos de CM334 com L-3436 em relagcdo aos
hibridos com California Wonder e L-3513 foi confirmada neste experimento. O
hibrido CM334 x L-3513 apresentou alta incidéncia de doenca (94,7 e 95,8%
nas inoculagdes 1 e 2, respectivamente) mesmo em plantas inoculadas aos
55 dias apos a semeadura. O hibrido CM334 x California Wonder apresentou

valores de incidéncia superiores aos observados para o hibrido

Quadro 4 — Resultados de inoculagdes via solo com uma mstura de trés isolados de
Phytophthora capsici a 5 x 10* zodsporos/mL nos parentais (CM334, L-
3436, L-3513, California Wonder) e respectivos hibridos F1

~ 1
Inoculagao 1

35



Geragao Ndmero de plantas Numero de plantas Incidéncia

inoculadas doentes (%)
Parental (CM334) 57 9 15,8
Parental (L-3436) 101 93 92,1
Parental (CW) 57 57 100
Parental (L-3513) 90 90 100
F1 (L-3436 x CM334 e reciproco) 106 33 311
F1 (CW X CM334 e reciproco) 96 45 46,9
F1 (L-3513 x CM334 e reciproco) 57 54 94,7
F1 (L-3436 x L-3513) 23 23 100

Inoculagao 2°

Parental (CM334) 149 4 2,7
Parental (L-3436) 56 37 66,6
Parental (CW) 62 62 100
Parental (L-3513) 37 37 100
F1 (L-3436 x CM334 e reciproco) 89 6 6,7
F1 (CW X CM334 e reciproco) 108 36 33,3
F1 (L-3513 x CM334 e reciproco) 48 46 95,8

1Inocula(;élo efetuada aos 46 dias apds a semeadura.
2Avaliag:é\o final aos 15 dias apoés a inoculagao.
3Inocula(;,éo efetuada aos 55 dias apds a semeadura.

CM334 x L-3436 (46,9 vs. 31,1 e 33,3 vs. 6,7%, nas inoculagdes 1 e 2,
respectivamente), porém muito inferiores aos observados para o hibrido
CM334 x L-3513 (Quadro 4). A ordem de suscetibilidade dos hibridos coincide
com a ordem de suscetibilidade dos parentais, estabelecida em experimentos

anteriores com inoculagdo via solo ou por atomizagdo da parte aérea,
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sugerindo que o nivel de resisténcia do parental recorrente, e ndo apenas o da
fonte de resisténcia, € de grande importancia para a obtencdo de gendtipos

resistentes a P. capsici.

3.3.2. Avaliagao das geracgoes F; e dos retrocruzamentos

Para verificar se as diferencas registradas em F1 seriam também
observadas nos retrocruzamentos e F2, assim como para comparar as
proporg¢des entre individuos resistentes e suscetiveis com modelos de heranga
propostos em estudos anteriores (GUERRERO MORENO e LABORDE, 1980;
GIL ORTEGA et al., 1991; REIFCHNEIDER et al., 1992; WALKER e
BOSLAND, 1999), inocularam-se as F2 e retrocruzamentos obtidos do
cruzamento de CM334 com L-3436, L-3513 e California Wonder. Na
inoculagédo 1, plantas aos 45 dias ap6s a semeadura foram inoculadas com
uma suspensao a 5 x 10* zoosporos/mL da mistura dos trés isolados de
P. capsici Na inoculagdo 2, plantas aos 36 dias apds a semeadura foram
inoculadas com uma suspensao a 10* zodsporos/mL do isolado Phc-1 apenas.

Observou-se 100% de incidéncia em L-3513 e California Wonder nas
duas inoculagdes. A incidéncia em L-3436 esta de acordo com o observado em
experimentos anteriores (88,2 e 89,3%). A maior incidéncia em CM334 na
inoculagdo 2 (23,1 vs. 0) bem como nos retrocruzamentos e F2 sugere que
esta inoculagdo foi mais severa que a inoculagdo 1, possivelmente porque
nesta ultima inocularam-se plantas mais velhas (Quadro 5).

Assim como o observado em F1, os cruzamentos de CM334 com
variedades mais suscetiveis apresentaram maiores valores de incidéncia de
doencga. As geragdes F1, F2 e retrocruzamentos do cruzamento com L-3436

apresentaram menores valores de incidéncia de doenga, confirmando a

Quadro 5 — Resultados de inoculagbes com Phytophthora capsiciem plantas
das geragdes parentais, F4, F, e retrocruzamentos resultantes de
cruzamentos entre CM334 e L-3436, L-3513 ou California Wonder
(CW)

~ 1
Inoculagao 1
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Geragao Numerode Numerode R:S* Incidéncia
plantas plantas (%)
inoculadas doentes
Parental (CM334) 119 0 0
Parental (L-3436) 102 90 88,2
Parental (CW ) 107 107 100
Parental (L-3513) 90 90 100
Cruzamentos com L-3436:
Retrocruzamento (F1 x CM334) 191 18 173:18 94
Retrocruzamento (F1 x L-3436) 180 113 67 :113 62,8
F2 (L-3436 x CM334) 154 48 106 : 48 31,2
Cruzamentos com California Wonder:
Retrocruzamento (F1 x CM334) 187 41 146 : 41 21,9
Retrocruzamento com CW (F1 x CW) 55 53 2:53 96,4
F2 (CW x CM334) 181 117 64 :117 64,6
Cruzamentos com L-3513:
Retrocruzamento (F1 x CM334) 175 50 125:50 28,6
Retrocruzamento (F1 x L-3513) 103 103 0:103 100
F2 (L-3513 x CM334) 209 171 38:171 81,8
Inoculagao 2°
Geragao Numero de  Numero de R:S Incidéncia
plantas plantas (%)
inoculadas doentes
Parental (CM334) 333 77 231
Parental (L-3436) 178 159 89,3
Parental (CW) 223 223 100
Parental (L-3513) 178 178 100
Cruzamentos com L-3436:
F1 (L-3436 x CM334) 116 87 75
Retrocruzamento (F1 x CM334 e reciproco) 112 75 37:75 67
Retrocruzamento (F1 x L-3436) 91 69 22:69 75,8
F2 (L-3436 x CM334) 132 89 43:89 67,4
Cruzamentos com California Wonder:
F1 (CW x CM334) 75 64 85,3
Quadro 5, Cont.
Geragéo Numero de  Numero de R:S Incidéncia
plantas plantas (%)
inoculadas doentes
Retrocruzamento (F1 x CM334) 130 85 45:85 65,4
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Retrocruzamento (CW x F1) 83 77 6:83 92,8

F2 (CW x CM334) 110 99 11:99 90

Cruzamentos com L-3513:

F1(CM334 x L-3513) 43 41 95,4
Retrocruzamento (F1 x CM334) 131 86 45:86 65,6
Retrocruzamento (F1 x L-3513) 133 133 0:133 100
F2 (L-3513 x CM334) 135 128 7:128 94,8

*Numero de plantas resistentes : niumero de plantas suscetiveis

'Plantas inoculadas aos 45 dias apdés a semeadura com uma suspensao a
5 x 10* zoosporos/mL da mistura dos trés isolados de P. capsici. Avaliagao
final aos 14 dias apds a inoculagao.

’Plantas inoculadas aos 36 dias apos a semeadura com uma suspensao a
10* zodsporos/mL do isolado Phc-1. Avaliagdo final aos oito dias ap6és a
inoculagao.

importante contribuicido deste parental para a expressdo da resisténcia.
Manteve-se a ordem de suscetibilidade verificada anteriormente, mas desta
feita as progénies de cruzamentos de CM334 com California Wonder nao
diferiram tanto daquelas do cruzamento com L-3513. Ambas apresentaram
incidéncias bem superiores & observadas no cruzamento com L-3436,
sobretudo na inoculacido 1, em que foram inoculadas plantas mais velhas. Na
inoculagao 2, as incidéncias mais altas, possivelmente em fungdo da menor
idade das plantas, reduziram as diferencas devido ao suscetivel utilizado no
cruzamento (Quadro 5). Em outra inoculagédo realizada em bandejas com
plantas de mesma idade das da inoculagdo 2, somente para as geragdes
derivadas do cruzamento entre CM334 e L-3436, foram observados valores de
incidéncia de doenca semelhantes aos observados na inoculagdo 2,

confirmando a alta severidade de inoculagdes nessas condi¢gdes (Quadro 6).

Quadro 6 — Resultados de inoculagbes com Phytophthora capsiciem plantas
das geragdes parentais, Fq, F, e retrocruzamentos resultantes de
cruzamentos entre CM334 e L-3436. As plantas foram inoculadas
aos 36 dias apd6s a semeadura com uma suspensao a
5 x 10* zodsporos/mL de uma mistura de trés isolados de
P. capsicie avaliadas até os 14 dias ap6s a inoculagao
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Geragéo Numero de Numero de R:S* Incidéncia

plantas plantas (%)
inoculadas doentes

Parental (CM334) 196 74 37,8
Parental (L-3436) 290 287 99,0
F1 (L-3436 x CM334 e reciproco ) 175 98 56,0
Retrocruzamento (F1 x CM334) 301 106 195: 106 35,2
Retrocruzamento (L-3436 x Fy) 240 179 61:179 74,6
F2 (L-3436 x CM334) 306 219 87:219 71,6

*Numero de plantas resistentes : numero de plantas suscetiveis.

Os resultados obtidos nos experimentos de inoculagédo em bandejas
nao puderam ser explicados por nenhum dos modelos de heranga sugeridos
para a resisténcia a P. capsici em CM334. Estes incluem modelos com dois
genes recessivos (GUERRERO-MORENO e LABORDE, 1980), trés genes,
sendo necessaria a condigdo heterozigética nos trés locos ou pelo menos
quatro alelos em qualquer arranjo para expressar a resisténcia (GIL-ORTEGA
et al, 1991), dois genes com epistasia dominante e recessiva
(REIFSCHNEIDER et al., 1992), um gene dominante ou dois genes dominantes
complementares (WALKER e BOSLAND, 1999). Os modelos propostos por
SARAIVA (1982), com dois pares de genes recessivos complementares e um
modificador dominante, considerando as hipéteses em que os genes estejam
em homozigose nos progenitores, também ndo explicaram os resultados para
nenhum dos cruzamentos.

Sob condi¢bes de inoculagdo mais brandas (plantas mais velhas, em
recipientes individuais, inoculagdo com suspensdo a 10* zodsporos/mL),
populacdes F1, F2, e retrocruzamentos derivadas do cruzamento entre L-3436 e
CM334, bem como L-3436, os valores de incidéncia de doenca foram mais
baixos que os apresentados anteriormente (Quadro 7). Os resultados obtidos
aproximam-se dos esperados para a hipotese de dois genes dominantes

independentes, cada um conferindo resisténcia em um dos parentais,
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considerando que o excesso de suscetiveis observado seja em razao da
mortalidade que ocorre mesmo na presencga desses genes, COmo sugerem as
incidéncias registradas nos parentais. Assim, pode-se esperar mortalidade de
16% das plantas com alelo favoravel apenas no loco que confere resisténcia
herdado de L-3436, e 4,2% daquelas com o alelo favoravel apenas no loco
herdado de CM334. As plantas que possuem pelo menos um dos alelos
favoraveis em cada um dos dois locos devem apresentar 0% de incidéncia,
como sugere o comportamento das plantas Fi. Calcularam-se os valores
esperados corrigidos, considerando-se a incidéncia nos parentais, e os valores
de Qui-quadrado, para testar a adequagao dos valores observados a essa
hipétese (Quadro 8). A hipétese de dois genes, cada um herdado de um dos
parentais, mostrou-se adequada para explicar os resultados observados
(P<0,05).

3.4. Polimorfismo genético entre o acesso resistente nao-domesticado
Criollo de Morelos CM334, a linhagem L-3436 e o cultivar California
Wonder

As reagdes RAPD apresentaram uma amplificagdo média de
7 bandas/reagao. Dos 917 “primers” avaliados, 510 revelaram polimorfismo
entre o acesso resistente Criollo de Morelos e o progenitor suscetivel L-3436
(565,6%), totalizando 720 bandas polimérficas (1,4 bandas/primer); 506
revelaram polimorfismo entre Criollo de Morelos e o outro progenitor suscetivel,
California  Wonder  (55,2%), gerando 696 bandas polimorficas
(1,4 bandas/primer). Entre os dois genétipos domesticados, apenas 9,2% dos
primers revelaram polimorfismos (139 bandas polimoérficas, 1,7 bandas/primer)
(Figura 3).

Quadro 7 — Resultados de inoculagao de CM3 34, de L-3436 e das geragdes F1,
F, e retrocruzamentos, efetuada mediante a aplicagao ao solo de
3 mL por planta de uma suspensao a 10* zoésporos/mL do isolado
Phc-1 de Phytophthora capsici em plantas mantidas
individualmente em copos plasticos de 500 mL. As plantas foram
inoculadas duas vezes, uma aos 44 dias apds a semeadura e outra
aos 57 dias apds a semeadura. O cultivar California Wonder foi
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incluido como testemunha suscetivel. A avaliacao foi realizada aos
30 dias apds a primeira inoculagao

Geragao Numerode Numerode R:S Incidéncia
plantas plantas (%)
inoculadas doentes

Parental (CM334) 24 1 42
Parental (L-3436) 25 4 16,0
Suscetivel (CW) 11 11 100,0
Fy (L-3436xCM334) 50 0 00
F, (L-3436xCM334) 203 23 180:23 11,3
Retrocruzamento com L-3436 (FxL-3436) 95 12 83:12 12,6
Retrocruzamento com CM334 (CM334xF ;) 102 4 98:4 39

3.5. Andlise de ligagao

Selecionaram-se os 150 “primers” que produziram polimorfismos
nitidos na triagem para avaliacdo na populacdo de mapeamento, constituida
por 114 individuos F2 do cruzamento entre L-3436 e CM334. Dentre estes
“primers”, entretanto, 47 nao produziram resultados aproveitaveis por um dos
seguintes motivos: a) O polimorfismo detectado na triagem nao foi confirmado
em amplificagées posteriores (6 “primers”); b) Nao foram obtidas amplificagbes
com a qualidade necessaria para a avaliagédo (7 “primers”); c¢) A banda
polimérfica ndo segregou na populagado F2 (7 “primers”); d) O polimorfismo,
embora evidente entre os parentais, ndo péde ser avaliado de forma confiavel
na populacao de mapeamento (21 “primers”); e) Falta de reprodutibilidade do
marcador polimérfico em amplificagbes distintas (6 “primers”).

Quadro 8 — Teste de adequacao dos valores observados a hipotese de dois
genes dominantes independentes, cada um originario de um dos
parentais (L-3436 e CM334), como responsaveis pela resisténcia
a Phytophthora capsici

Geragéo Gendtipo Esperado:S  Esperado corrigido** Observado X2 P
R-Q P-Q
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Fa 9L C_* 114:0 114:0

3L_cc 38:0 32:6"

3lC_ 38:0 36:2°

1llicc 0:13 0:13

Total 190: 13 182: 21 180:23 021 0,65
F1xL-3436 1L_Cc 47,5:0 47,5:0

1L_cc 475:0 39,9:7,6°

Total 95:0 874:76 83:12 277 0,10
CM334 x Fy 1LIC_ 51:0 51:0

11C_ 51:0 489:2,1*

Total 102:0 99,9:2,1 98:4 1,57 0,21

*L — loco que confere resisténcia em L-3436; C — Loco que confere resisténcia
em CM334.

**Valores esperados corrigidos de acordo com a incidéncia de doenga
observada nos parentais.

138 x0,16=6:238x0,042=2:2475x0,16=7,6:%51x0,042=21.
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Figura 3 — Amplificagdes RAPD do DNA de L-3436, CM334 e California
Wonder, nessa ordem, com sete “primers” das séries AC e AD.
Polimorfismos entre CM334 e os dois gendtipos domesticados,
L-3436 e California Wonder, sao visiveis para os “primers“ AC02,
AC15, AC19, AC20 e ADO1. Polimorfismos entre L-3436 e
California Wonder sao raros, sendo observado neste gel apenas
um para o “primer” AC19.

Os 103 “primers” restantes amplificaram 174 marcadores polimorficos,
perfazendo uma média de 1,7 marcadores/“primer” (Figura 4). Apenas dois destes
marcadores, EO06 520 (p=0,023) e MI8 1000 (p=0,035), apresentaram desvios
significativos da proporgio esperada 3:1 de acordo com o teste qui-quadrado (X7),
tendo sido excluidos da analise de ligagdo. Foram identificados oito marcadores
codominantes (4,6%) que segregaram de acordo com a propor¢ao 1:2:1 (Quadro 9). Um
marcador codominante caracteriza-se por:
1) ser amplificado pelo mesmo “primer” nos dois pais, originando fragmentos de

tamanhos ligeiramente diferentes; ii) pela auséncia de individuos
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Figura 4 — Segregacdao de um marcador RAPD dominante (AIO1_1000,
indicado pela seta) em 30 plantas F, da populagdo de
mapeamento.

recombinantes sem os dois fragmentos na populagio de mapeamento e
iii) pela ocorréncia na populacdo de mapeamento de individuos com apenas o fragmento
de L-3436 (homozigotos para o alelo de L-3436), individuos apresentando os dois
fragmentos (heterozigotos) e individuos com apenas o fragmento de CM334
(homozigotos para 0 alelo de CM334) na propor¢ao
1:2:1 (Figura 5).

O mapa representando o genoma de CM334 foi construido a partir de 77
marcadores, que se distribuiram em 12 grupos de ligacdo. FEstabeleceu-se um
“framework” com 42 locos, incluindo 49 marcadores, cobrindo 351,2 cM. Sete
marcadores permaneceram ndo ligados. Cinco grupos de ligacdo (1C, 2C, 6C, 7C, 8C)
apresentaram pelo menos cinco locos “framework”, cobrindo mais de 30 cM cada, com
um maximo de 76,6 cM (1C). Os demais ou apresentaram apenas dois marcadores
“framework™ (4C, 5C, 9C, 10C, 11C, 12C) ou cobriram menos de 10 cM (3C) (Figura

6). A distancia média entre 0s locos “framework”
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Quadro 9 — Segregacao de marcadores RAPD codominantes na populagao de

mapeamento
Marcador Genotipo Numero de plantas F2 NG p
Observado Esperado

AKO02cod Hom. L-3436 27 28,5 0,16 0,928
Heterozigotos 59 57
Hom. CM334 28 28,5

D13cod Hom. L-3436 33 28,5 1,16 0,563
Heterozigotos 52 57
Hom. CM334 29 28,5

E18cod Hom. L-3436 28 28,5 0,018 0,995
Heterozigotos 57 57
Hom. CM334 29 28,5

FO7cod Hom. L-3436 31 2825 4,03 0,133
Heterozigotos 63 56,5
Hom. CM334 19 28,25

L02cod Hom. L-3436 31 28,5 0,32 0,856
Heterazigotos 56 57
Hom. CM334 27 28,5

S02cod Hom. L-3436 29 28,5 0,018 0,995
Heterozigotos 57 57
Hom. CM334 28 28,5

Vl14cod Hom. L-3436 20 28,5 548 0,064
Heterozigotos 69 57
Hom. CM334 25 28,5

Y02cod Hom. L-3436 33 28,5 2,26 0,323
Heterozigotos 49 57
Hom. CM334 32 28,5
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Figura 5 — Segregacdo de marcadores RAPD codominantes. A — Segregacdo de V14cod
em 30 plantas F, da populagao de mapeamento.
B — Segregacdo de S02cod em 26 plantas B da populagdo de mapeamento.
As posicoes das bandas de cada marcador estdo indicadas pelas setas.
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Mapa de ligagdio de Capsicum annuum construido no programa
MAPMAKER/EXP 3.0 a partir de marcadores RAPD segregantes em uma
populagio F> do cruzamento entre a linhagem L-3436 e “Criollo de
Morelos CM334”. A letra C indica que o grupo foi formado com
marcadores ndo amplificados em CM334, ou seja, homozigotos recessivos
nesse progenitor. A letra L indica o mesmo para L-3436. Grupos de
ligacdo identificados com o mesmo numero sdo homologos. Marcadores
em negrito foram ordenados com LOD>2 (“framework’). Marcadores em
fonte normal associados a um loco “framework” estdo a menos de 5 cM
desse loco, de um lado ou do outro, com LOD>2 em relagdo a demais
posicdes. Marcadores em fonte normal e entre parenteses foram
posicionados com LOD>1,5. Os demais ndo puderam ser posicionados
com precisio e sdo apresentados em fonte normal no intervalo que
corresponde a localizagdo mais provavel. As distincias em cM
apresentadas a esquerda de cada intervalo foram calculadas utilizando-se a
funcdo de mapeamento de Kosambi.
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Figura 6, Cont.
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desconsiderando  as  distancias  entre marcadores que  co-segregaram,  foi
11,7 cM, e a maior distancia entre dois locos foi 36,6 cM (grupo 5C).

O mapa representando o genoma de L-3436 foi construido com
103 marcadores, distribuidos em 14 grupos de ligacdo, contendo 39 locos ““framework”
e 60 marcadores, cobrindo 305,7 cM. Nove marcadores permaneceram nao-ligados.
Quatro grupos de ligagdo (3L, 4L, 5L, 9L) apresentaram trés ou mais locos
“framework” e cobriram mais de 30 cM, com o maior grupo cobrindo 68,8 ¢cM (3L).
Outros dois grupos (2L, 6L) apresentaram trés ou mais locos “framework” e cobriram
entre 20 e 30 cM. Os outros oito grupos foram formados com apenas dois locos
“framework”. A distdncia média entre os locos “framework”, desconsiderando as
distancias entre marcadores que co-segregaram, foi 12,2 ¢cM, e a maior distancia entre
dois locos foi 24 cM (grupo 3L).

Os grupos de ligacédo1C e 1L,3Ce 3L,4Ce4L,6Ce6L,7Ce 7L e 9C
e 9L foram identificados como homdlogos com base na presenga de
marcadores codominantes. A correspondéncia entre os demais foi estabelecida
com base nos grupos formados em analise realizada com os dois conjuntos de
dados combinados. Permaneceram sem homdlogos apenas os grupos 12C,
13L e 14L. Considerando apenas o maior homaélogo de cada grupo, a cobertura
propiciada pelos mapas seria de pelo menos 496,6 cM, podendo ser maior,
pois grupos de ligacdo homologos nédo estdo necessariamente cobrindo as
mesmas regides de um cromossomo.

Alguns “clusters” de marcadores foram observados, o maior deles no
grupo de ligacado 3L, que, por conter o marcador codominante S02cod, pode
ser associado ao “cluster” observado em 3C, totalizando assim 29 marcadores.
Os grupos 4C e 4L apresentaram “clusters” com 8 marcadores cada, mas nao
ha como concluir se ambos correspondem a mesma regido. “Clusters”

menores, com cinco marcadores cada, foram detectados nos grupos 6L e 9L.
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3.6. Avaliagcao de doenca nas familias F3 derivadas das plantas R da
populagcao de mapeamento

As porcentagens de sobrevivéncia das familias F3 apresentaram
distribuigcbes aproximadamente continuas nas trés inoculagdes (Figura 7). Nao
houve evidéncia estatistica para rejeitar a hipétese nula Ho de normalidade
para os dados das trés inoculagdes, de acordo com a estatistica S (p<0,05),
calculada pelo programa QTL Cartographer 1.13 (BASTEN et al., 1999)
(5=5,89, 5,70 e 4,56 para inoculagbes 1, 2 e 3, respectivamente;
S (5%) = 5,99). A presenca de picos que sugerem uma tendéncia bimodal pode
ser uma indicagao da presenga de locos de efeito pronunciado. A inoculagao 2
foi mais severa que as demais, como evidenciado pelas menores médias para
as familias e para os progenitores (Figura 7). As correlagbes entre os
resultados das trés avaliagdes foram significativas (P < 10?), com valores do
coeficiente de correlagao de Pearson (r) variando de 0,61 a 0,64 (inoculagéo 1
vs. inoculagcbdes 2 e 3, r=0,63 e 0,64, respectivamente; inoculagdo 2 vs.
inoculacao 3, r=0,61).

Foram identificadas familias transgressivas com médias de
sobrevivéncia superiores & observadas em CM334 (Quadro 10). Trés familias
apresentaram esse comportamento nas trés inoculagdes. Seis familias
mostraram-se superiores a CM334 em duas inoculagdes e proximas a este na
outra. Outras 12 familias superaram CM334 em uma das inoculagdes e
apresentaram altas médias de porcentagem de sobrevivéncia nas outras duas,

sendo também listadas no Quadro 10.

3.7. Analise de QTLs

A analise de regressao simples revelou varios marcadores associados
com a resisténcia a P. capsicidistribuidos nos grupos de ligagéo 2C, 3C, 5C,
10C, 11C, 12C, 2L, 3L, 4L e 11L, além de um marcador nao-ligado (F15_900).
Marcadores significativos nos grupos 2C e 11L foram detectados nos trés

experimentos. Os grupos 10C, 11C e 4L apresentaram marcadores
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B - Experimento 2; C - Experimento 3.
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Quadro 10 — Familias F3 que apresentaram comportamento transgressivo, com
porcentagens de sobrevivéncia superiores & observadas em CM334 em
inoculagdes com Phytophthora capsici

Transgressivas nas trés inoculagoes:
Familia ~ Inoculagio N* de plantas inoculadas % sobrev. > % sob. CM334°
13 1 11 100,00 91,98
2 2e15 73,18 61,00
3 11e24 100,00 92,61
37 1 26 100,00 91,98
2 29¢e37 61,62 61,00
3 3120 95,16 92,61
51 1 31 93,5 91,98
2 29e2l1 88,75 61,00
3 20e25 98,00 92,61
Transgressivas em duas inoculagdes:
Familia ~ Inoculagdio N* de plantas inoculadas % sobrev. > %sob. CM334°
22 1 25 76,00 91,98
2 22e28 73,21 61,00
3 17e19 97,06 92,61
28 1 33 100,00 91,98
2 25e23 4191 61,00
3 17e15 97,06 92,61
62 1 38 84,20 91,98
2 27¢e21 67,20 61,00
3 16¢18 97,22 92,61
66 1 16 100,00 91,98
2 15e16 54,79 61,00
3 l4ell 95,46 92,61
86 1 29 79,3 91,98
2 1928 72,37 61,00
3 15e15 93,33 92,61
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Quadro 10, Cont.

Familia Inoculagdo N2 de plantas inoculadas % sobrev. > %sob. CM334°
96 1 24 95,8 91,98
2 35e30 63,81 61,00
3 1527 89,63 92,61

Transgressivas em uma inoculagdo e com sobrevivéncia alta nas outras duas:

Familia Inoculagdo  N* de plantas inoculadas % sobrev. > %sob. CM334°
18 1 30 83,3 91,98
2 30e24 75,42 61,00
3 17e22 72,33 92,61
21 1 32 93,8 91,98
2 20e26 41,15 61,00
3 14¢18 80,56 92,61
24 1 25 92 91,98
2 19¢20 50,92 61,00
3 14e19 72,56 92,61
39 1 25 84 91,98
2 27e23 43,96 61,00
3 26¢ 19 96,15 92,61
50 1 28 929 91,98
2 35e22 58,44 61,00
3 18 €20 86,94 92,61
63 1 29 96,6 91,98
2 30e17 5147 61,00
3 20e2l1 85,12 92,61
70 1 33 84,80 91,98
2 30e28 66,07 61,00
3 12e22 76,51 92,61
84 1 21 100,00 91,98
2 19e¢13 57,29 61,00
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Quadro 10, Cont.

Familia Inoculagdo N2 de plantas inoculadas % sobrev. > %sob. CM334°
3 - N3&o avaliado 92,61
91 1 29 96,6 91,98
2 3627 5787 61,00
3 21e13 73,63 92,61
100 1 34 73,5 91,98
2 32e25 76,81 61,00
3 19¢20 61,71 92,61
110 1 38 100 91,98
2 27e32 59,03 61,00
3 31el7 84,73 92,61
112 1 24 70,8 91,98
2 22¢e21 41,67 61,00
3 21e16 94,49 92,61

lRepetigéo 1 e repetigdo 2, respectivamente.
*Médias de duas repeticoes para inoculacdes 2 e 3.
*Médias de 19, 12 e 9 repeti¢des para inoculagdes 1,2 e 3, respectivamente.

significativos nas inoculagdes 2 e 3, enquanto no grupo 2L estes foram
detectados nas inoculagdes 1 e 3. Outras associagdes significativas nos grupos
de ligagdo 12C (inoculagdo 1), 3C (inoculagdo 2), 5C, 3L e o marcador
nao-ligado F15 900 (inoculagdo 3) foram detectadas em apenas um dos
experimentos (Quadro 11).

De acordo com o coeficiente de determinacgéo (R?), a porcentagem da
variancia fenotipica explicada por cada marcador variou de 9% a 24%. Foram
detectados QTLs de ambos os progenitores. Nos grupos 2C, 2L e 4L, os alelos
favoraveis vieram de L-3436, enquanto para os demais os alelos que conferem

maior sobrevivéncia foram herdados de CM334.
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Quadro 11 — Marcadores significativamente associados a resisténcia a Phytophthora
capsici detectados por meio de regressio linear simples (P<5x107). A
classe mais resistente ¢ apresentada em negrito

CONJUNTO C
Experimento ~ Marcador Grupo de P R’ Meédias de
Ligacao sobrevivéncia (%)
Homozigoto ~ Pelo menos
CM334(AA) umalelo de
L-3436(a )
Inoculagao 1 115 300 2C 2,0x10” 0,18 46,65 66,34
F16 1300 2C 10 0,17 48,06 66,30
MI8 750 2C 1.9x107 0,11 49,95 65,06
ABO07 1300 2C 10 0,16 46,64 65,67
AR10 420 2C 10° 0,19 43,95 65,69
ABO07_1600 2C 10 0,16 45,64 65,28
AT12_980,
V12 800 2C 7,010 0,13 46,49 64,66
AUO05 1200 12C 23x107° 0,11 71,67 57,49
Inoculagdo2  ARI10 420 2C 3,0x107 0,17 20,55 36,39
ABO07 1600 2C 1,510 0,15 21,51 36,15
AT12_980,
V12 800 2C 23x10™ 0,14 21,13 35,92
M04 650 3C 5,0x107 0,13 42,81 30,03
AK04 750 10C 2,0x107 0,11 40,92 30,05
Al7 700 10C 8,6x10* 0,12 41,27 29,76
AS10 490 10C 4,1x107 0,09 40,51 30,25
W19 650 11C 9,6x10™* 0,12 42,54 30,10
Inoculagdo3  F16 1300 2C 7,010 0,13 52,36 65,83
M18 750 2C 2,0x10 0,11 52,49 65,31
ABO07 1300 2C 3,0x107 0,14 50,27 65,52
ARI10_420 2C 10° 0,19 47,11 65,82
ABO07_1600 2C 10 0,16 48,12 65,56
ATI12 980,
V12 800 2C 2,0)(10'5 0,18 45,85 65,27
Z18 1000 5C 6,0x10* 0,13 71,66 57,89
ADI16 220 5C 23x107° 0,11 70,38 58,32
MO05 490 5C 13x10° 0,12 70,95 58,16
AKO04 750 10C 8,8x10™* 0,12 71,43 58,20
Al17 700 10C 1,9x10™ 0,15 72,16 57,23
AS10 490 10C 7,8x107* 0,12 71,38 57,73
W19 650 11C 3,6x107 0,14 73,59 58,34

Quadro 11, Cont.
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CONJUNTO L

Experimento ~ Marcador Grupo de P R’ Médias de
Ligacao sobrevivéncia (%)
Pelo menos Homozigoto
um alelo de L-3436
CM334(A.) (aa)
Inoculagéo 1 V02 1000 2L 1,5)(10'3 0,11 57,69 73,16
MO04 1200 2L <107 0,24 55,48 78,63
AR17 730 2L 10* 0,15 57,62 76,96
ADI6 490,
B03 1150 2L 9,0)(10'5 0,16 57,32 76,43
K18 1500 2L 5,0x107 0,17 57,32 77,29
Q08 1300 11L 6,0)(10'5 0,16 66,38 48,45
Q04 2200 11L 3,0x107° 0,17 66,43 47,71
Inoculacdo2 V01 _700 4L 6,0);10'5 0,16 30,10 45,45
AKO04 450,
AT15 600,
K09 1800,
115 1800 4L 10° 0,18 29,93 46,12
AE10 450,
AM11_300,
T17 700 4L 10 0,16 30,00 45,19
P13 900 4L 5,1x10™ 0,13 30,38 43,75
W14 500 4L 1,9x107 0,11 30,57 42,55
J10 800 4L 17x107 0,11 30,55 42,62
Q08 1300 11L 10° 0,19 37,35 22,06
Q04 2200 11L <10 0,20 37,41 21,40
Inoculagdgo3 M 04 1200 2L 9,5x107* 0,12 58,87 72,75
K18 1500 2L 43x10° 0,10 59,38 72,63
M11 1600 3L 94x10™ 0,12 65,66 52,37
AR17_750 3L 2,6);10'3 0,10 65,16 52,44
V01 _700 4L 2,5x10™ 0,14 58,68 74,76
AKO04 450,
AT15_600,
K09 1800,
115 1800 4L 2,0x10™ 0,15 58,64 74,93
AE10_450,
AMI11 300,
T17_700 4L 10* 0,16 58,31 75,45
P13 900 4L 1,4)(10'4 0,14 58,04 74,78
AE04 750 4L 3,6);10'4 0,14 58,67 74,12
W14 500 4L 47x107 0,09 59,19 71,71

Quadro 11, Cont.
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CONJUNTO L

Experimento ~ Marcador Grupo de P R’ Médias de
Ligacao sobrevivéncia (%)
Pelo menos Homozigoto
um alelo de L-3436
CM334(A.) (aa)
J10_800 4L 5,())(10'4 0,13 58,23 73,48
Q08 1300 11L 7,2)(10'4 0,12 65,73 52,19
Q04 2200 11L 12x107 0,15 66,08 50,78
F15_900 Nio ligado 20x10° 0,11 65,15 52,01

Os marcadores significativos para cada experimento foram avaliados
em um modelo de regressao multipla utilizando “stepwise elimination”. Os
marcadores que permaneceram no modelo sdo apresentados no Quadro 12.
Cada grupo de ligacéo ficou representado por apenas um marcador, 0 que
sugere que, em cada grupo, os demais marcadores significativos deveriam
estar associados ao mesmo QTL representado pelo marcador que permaneceu
no modelo. Da mesma forma, os marcadores nos grupos homélogos 11C e 11L
podem estar associados a um mesmo QTL, pois nos experimentos 2 e 3, em
que ambos apresentaram marcadores significativos, apenas 11L permaneceu
no modelo. O mesmo raciocinio se aplica para os grupos 2C e 2L no
experimento 3, mas ndo no experimento 1. Os marcadores em grupos de
ligagdo nao-representados no Quadro 12 (2L, 3L e F15_900 nao-ligado, todos
na inoculagao 3) foram provavelmente excluidos por apresentarem contribuicao
reduzida para o modelo. De acordo com o R? de cada modelo, os marcadores
explicaram 27% da variancia fenotipica para a inoculagdo 1, 39% para a
inoculacao 2 e 31,6% para a inoculagao 3.

A porcentagem da variancia fenotipica explicada pelos modelos é bem
menor do que seria esperado pelos efeitos individuais de cada marcador, o que
pode ser uma indicagao de interagdes epistaticas entre os QTLs associados

com a resisténcia a P. capsici(WANG et al., 1994).

Quadro 12 — Marcadores associados aresisténcia a P. capsiciap6s analise de
regressao m ultipla utilizando o modelo de eliminagéo “stepwise”
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Marcador

Inoculagao 1

AR10_420
M04_1200
Q08_1300
AU05_1200
Modelo

Inoculagao 2

AR10_420
M04_650
K09_1800
A17_700
Q04_2200

Modelo

Inoculagao 3

AR10_420
K09_1800
A17_700

Q04_2200

Modelo

Grupo de Ligagao

2C
2L

11L

12C

2C
3C
4L

10C

11L

2C
4L

10C
11L

12,51
17,38
10,63
6,41
11,2

11,33
8,18
11,91
7,53
14,26
14,42

12,53
9,24
9,25
9,85

13,45

10
<10°
6,0x10°
2,3x10°3
<10*

3,0x10°

5,0x10
10

8,6x10*
<10°
<10*

10°
2,0x10™*
1,9x10"
1,2x10™

<10*

0,19
0,24
0,16
0,11
0,27

0,17
0,13
0,18
0,12
0,20
0,39

0,19
0,15
0,15
0,15

0,30

59



A andlise de intervalo no programa MAPMAKER/QTL revelou a
presenga de regides significativamente associadas com a resisténcia que
correspondem aos marcadores significativos detectados na analise de
regressao, exceto para o grupo 3L, que ficou pouco acima do limite se
significancia na inoculagao 2 pela anélise de regressao (marcador NO3_1300 —
p = 7,6x10°) (Quadro 13). Detectaram-se regides significativas nos grupos 2C,
2L, 4L, 11C e 11L nos trés experimentos, com porcentagem da variancia
explicada (PVE) variando de 15,9 a 65,4% para 2C, de 50,4 a 56,3% para 2L,
de 9,2 a 45,6% para 4L, de 39,7 a 56,3% para 11C e de 9,4 a 38,7% para 11L.
QTLs em 12C, 3L e 5C foram detectados em apenas um dos experimentos, da
mesma forma que na analise de regressdo, embora nesta ultima os
marcadores do grupo 3L tenham sido significativos na inoculagdo 3. Todos
apresentaram altos valores de PVE. O marcador M04_650, do grupo 3C, e o
marcador nao ligado F15_900, significativos na andlise de regressao, nao
foram testados por estarem fora do mapa “framework”. Apenas no grupo 2C
suspeitou-se da presenca de mais de um QTL, pela presenga de dois picos.
Entretanto, utilizando mapeamento de intervalo composto no programa QTL
Cartographer (BASTEN et al., 1999) detectou-se apenas um pico em todos os
experimentos, com LOD 5,2, 3 e 3 e R%(%) 23, 16 € 9,2, para as inoculacdes 1,
2 e 3, respectivamente.

Modelos incluindo as regides significativas em cada inoculagao
(apenas a mais significativa de cada par de grupos homélogos) apresentaram
LOD = 14,32 e PVE = 95,1% para inoculagao 1, LOD = 10,3 e PVE =69,1%
para inoculagao 2 e LOD = 6,3 e PVE = 79,4% para a inoculagao 3. Utilizando
apenas as regides correspondentes aos marcadores selecionados pela
regressdo multipla (Quadro 12), obtiveram-se LOD = 12,97 e PVE = 87,8%
para inoculagdo 1, LOD = 12,3 e PVE = 62,8% para a inoculagado 2 e
LOD = 8,82 e PVE = 47,2% para a inoculagao 3. Esses resultados sugerem
que ha regides de grande efeito sobre a resisténcia e que o conjunto dessas

regides explica grande parte da variancia fenotipica.
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Quadro 13 — QTLs afetando a porcentagem de sobrevivéncia de 114 familias F3 de
Capsicum annuum do cruzamento [.-3436 x CM334 apds inoculagdo
com P. capsici, em trés experimentos distintos, detectados por analise de
intervalo implementada pelo programa Mapmaker/QTL

Grupo de Ligacao Intervalo Posicdo  LOD score PVE
(cM) (%)'
Inoculagao 1

2C ABO07 1600 — AR10 420 4 30 159

2L AD16 490 - M04 1200 6 49 504

4L W14 500 — AE04 750 8 23 45,6

11C K09 1250 — W19 650 0 30 50,1

11L Q04 2200 — Q08 1300 0 24 94

12C 712 2050 — AUO5 1200 26 33 47,5

Inoculagao 2

2C ABO7 1600 — AR10 420 4 28 46,4
2L AD16_490— M04 1200 6 36 544
3L NO03 1300 — M11_1600 0 33 44,6
4L V01 _700 — AQ13 780 0 26 11,5
11C K09 1250 - W19 650 12 23 39,7
11L Q04 2200 — QO08_1300 0 30 11,3

Inoculagao 3

2C Ul1l 1300 - AB0O7_1600 10 39 654
2L AD16_490 — M04 1200 6 38 56,3
4L AE04 750 — VO1_700 4 22 92
5C V14 1100 - Z18 1000 24 31 62,9
11C K09 1250 - W19_650 11 41 56,3
11L Q04_2200 — Q08 1300 0 28 38,7

'Porcentagem da variancia fenotipica explicada pelo QTL.
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3.8. Possibilidades de predicdo da sobrevivéncia das familias F3 com base no
fenotipo molecular das plantas F,

Trabalhando com marcadores dominantes, ndo é possivel estimar os
efeitos aditivos e de dominancia dos QTLs e ndo se conhece o numero de
alelos de um determinado progenitor em uma planta que apresenta o
fragmento amplificado em estudo (pode ter um ou dois alelos do progenitor em
que o fragmento é amplificado e nenhum ou um alelo do outro progenitor). A
disténcia entre o marcador significativo e o loco que contribui para a resisténcia
nao é conhecida. Quanto maior for essa distancia, maior a recombinacao entre
o marcador e o loco e maior a chance de erro ao se inferir a performance da
planta com base no genétipo do marcador. Entretanto, a analise dos dados
para os marcadores significativos nos grupos homologos de ligagéo 2, 4, 10 e
11, que foram detectados em pelo menos dois experimentos independentes e
foram mantidos no modelo de regressao multipla, permitiu algumas conclusées.
Nos paragrafos abaixo, serao mencionados os genétipos inferidos por meio dos
marcadores como se fossem os genétipos dos QTLs. Embora isso possa nédo
ser verdade em alguns casos, em fungao de eventos de recombinagao entre o
marcador e o QTL, adotou-se essa simplificagao para facilitar a discussao e
nao ter que repetir essa observacéo a todo momento.

Os dois QTLs que foram significativos nas trés inoculagbes, os dos
grupos de ligagdo 2 e 11, parecem ser de grande importéncia para a
expressao da resisténcia. Considerando que os marcadores dos grupos de
ligagao 2C e 2L estejam associados ao mesmo QTL, e adotando o mesmo
raciocinio para os dos grupos 11C e 11L, nota-se que entre os individuos com
maior nivel de resisténcia na populacdo avaliada, todos tinham pelo menos um
alelo favoravel para esses dois QTLs, aexc ecao da planta 50, que nao possuia
alelo favoravel no QTL do grupo 2 mas apresentava-se em homozigose para os
alelos favoraveis nos QTLs dos grupos 4, 10 e 11 (Quadro 14). Ja entre os
mais suscetiveis, apenas duas plantas em 14 apresentavam um alelo favoravel
em ambos os QTLs. As demais apresentavam nenhum alelo favoravel em
ambos (5 plantas) ou um alelo favoravel em apenas um deles (7 plantas)
(Quadro 15). Em toda a populagao, oito plantas ndao possuiam alelos de

resisténcia nesses dois QTLs, e todas apres entaram baixas porcentagens de
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Quadro 14 — Fendtipos moleculares das plantas E cujas familias de autofecundagio

(Fs;) apresentaram maiores porcentagens de sobrevivéncia em trés
experimentos independentes. Estdo representados os grupos de ligacdo
com marcadores significativamente associados a resisténcia em pelo
menos dois experimentos. A letra C indica presenca de fragmento
amplificado em L-3436 (genétipo a ). A letra A indica auséncia desse
fragmento (genotipo AA, homozigoto para o alelo de CM334 nesse loco
marcador). Da mesma forma, D indica presenca de fragmento
amplificado em CM334 (gendtipo A) e
B indica sua auséncia (aa, homozigoto para o alelo de L-3436 nesse
loco marcador). Os marcadores utilizados para essa analise foram:
Grupo 2C: ARI10 420, ABO07 1600, ATI12 980; 2L: MO04 1200,
K18 1500; 3C: M04 650; 3L: MI1 1600, AR17 750; 4L: V01 700,
AE04 750, W14 500; 10C: AKO4 750, A17 700, AS10 490; 11C:
W19 650; 11L: Q08 1300, Q04 2200. Em cada grupo, quando um
individuo apresentou o fendtipo molecular mais favoravel a expressao
da resisténcia, este foi apresentado em negrito

Planta / Familia Grupo de Ligagio Porcentagem de
Sobrevivéncia
2C 2L 4L 10C 11C 11L Inoc. 1 Inoc. 2 Inoc. 3
13 C B B C C D 100 73,2 100
22 C D D C A D 76,0 73,2 97,1
28 C B D A C D 100,0 41,9 97,1
37 C D D A A D 100 61,6 95,2
50 A D B A A D 92,9 58,4 86,9
51 C D B A C D 93,5 88,8 98,0
62 C B B C C D 84,2 67,2 97,2
63 C D B A A D 96,6 51,5 85,1
66 C D D C C D 100 54,8 95,5
84 C B D A C D 100 57,3 -
86 C D B A A D 79,3 72,4 93,3
96 C D D A A D 95,8 63,8 89,6
110 C B D C A D 100 59,0 84,7
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Quadro 15 — Fendtipos moleculares das plantas B cujas familias de autofecundacéo
(F3) apresentaram menores porcentagens de sobrevivéncia em trés
experimentos independentes. Ver Quadro 14 para mais detalhes

Planta / Familia Grupo de Ligacao Porcentagem de
Sobrevivéncia
2C 2L 4L 10C 11C 11L Inoc. 1 Inoc.2 Inoc. 3

7 C D D C C D 0,0 13,0 37,5
12 A D D C C B 43 2,6 19,2
19 C D D C C B 34,8 15,2 27,7
20 A D B C Cc D 20,7 81 11,0
30 C D D C C B 28,6 9,5 31,6
31 C D D C C D 26,1 10,5 38,7
35 C D D A C B 0,0 52 243
41 A D D C C B 31,4 235 37,4
55 A D D C C D 40,0 17,7 24,5
60 A D D C C B 26,9 38 44
68 A D D C C B 10,7 9,1 38,6
101 C D D C C B 83 0,0 31,1
103 A D D C C B 28,6 7,7 243
104 C D D C C B 8,1 5,0 13,0

sobrevivéncia em suas progénies F3 (Quadro 16). O mesmo foi observado para plantas
sem alelos de resisténcia no QTL do grupo 2 e com apenas um alelo favoravel no do
grupo 11 (Quadro 17).

Os QTLs dos grupos de ligacdo 4 e 10 parecem também ser
importantes, pois apresentam-se com maior frequéncia em configuragao
favoravel nos individuos mais resistentes que nos mais suscetiveis. As

performances das plantas 13, 37 e 51, cujas progénies mostraram maiores
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Quadro 16 — Plantas F> sem alelos favoraveis nos marcadores associados aos QTLs dos
grupos 2 ¢ 11 e as respectivas médias de sobrevivéncia de suas familias

F3
Planta / Familia Porcentagem de sobrevivéncia
Inoculagio 1 Inoculagdo 2 Inoculagdo 3
12 43 26 19,2
41 31,4 23,5 37,4
60 26,9 3.8 44
68 10,7 9,1 38,6
71 72,4 26,7 54,2
76 17,1 12,4 57,7
103 28,6 7,7 243
108 - 19,9 393
Média 273 1321 34,4
Média da populacio 614 33,2 61,7
Reducao (%) 55,5 60,21 442

Quadro 17 — Médias de sobrevivéncia de familias F5 originadas de plantas E sem alelos
favoraveis nos marcadores associados a0 QTL do grupo 2 e com apenas
um alelo favoravel no QTL do grupo 11.

Planta / Familia Porcentagem de sobrevivéncia
Inoculagdo 1 Inoculagdo 2 Inoculagdo 3

5 56,3 20,3 354

20 20,7 8,1 11,0

38 50,0 40,5 76,4

42 448 10,4 80,9

55 40,0 17,7 245

57 14,7 12,4 73,6

65 69,0 20,0 39,1

90 50,0 32,0 35,8

106 68,0 30,4 37,8

Média 45,9 21,30 46,1
Média da populacio 61,4 332 61,7
Reducio (%) 25,2 35,8 253

65



porcentagens de sobrevivéncia que CM334 em trés experimentos
independentes (Quadro 10), aparentemente podem ser explicadas pelo
fenotipo molecular, apresentando os seguintes numeros provaveis de alelos de
resisténcia nos grupos de ligacéo 2, 4, 10 e 11, respectivamente (Quadro 14):
planta 13 -2, 2,00u 1, 1; planta 37 —1,00u 1, 2, 2; planta 51: 1, 2, 2, 1. As
trés possuiam alelos favoraveis em pelo menos trés dos quatro QTLs, sempre
incluindo os do grupo 2 e do grupo 11, com dois deles em homozigose. Da
mesma forma, as demais plantas listadas no Quadro 14 apresentaram dois ou
mais desses QTLs em homozigose, como pdde ser inferido pelos fendtipos dos
marcadores, e alelos de resisténcia em pelo menos dois QTLs, mais
comumente em trés. As plantas 22 e 66 constituem excegbes, com a 22
apresentando apenas um dos QTLs em homozigose e a 66 nenhum. A planta
22, entretanto, apresenta configuragcado favoravel em quase todos os outros
QTLs nao considerados nesta analise (3C, 3L, 12C, F15_900 nao-ligado), e a
planta 66, em todos os outros (3C, 3L, 5C, 12C, F15_900 nao-igado), cujo
efeito cumulativo pode ser a explicagdo para a boa performance dessas
plantas. As 27 plantas da populacdo que apresentaram pelo menos um alelo
favoravel em cada um dos QTLs dos grupos 2 e 11 e homozigose para um ou
para ambos os QTLs dos grupos 4L e 10C mostraram altas porcentagens de
sobrevivéncia (Quadro 18) . Plantas sem alelos de resisténcia no QTL do
grupo 11 e heterozigotas no do grupo 2, ou plantas heterozigotas em ambos, e
que ndo possuiam nenhum dos QTLs dos grupos 4 e 10 em homozigose,
apresentaram baixas porcentagens de sobrevivéncia (Quadro 19). Essas
observagdes sugerem que a resisténcia resulta da agdo conjunta desses QTLs.
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Quadro 18 — Meédias de sobrevivéncia de familias Fs originadas de plantas F> com pelo
menos um alelo favoravel em cada um dos QTLs dos grupos 2 ¢ 11 ¢
com pelo menos um dos QTLs nos grupos 4L e 10C em homozigose
para o alelo de resisténcia. Veja Quadro 14 para mais detalhes

Planta / Familia Grupo de Ligagdo Porcentagem de Sobrevivéncia
2C 2L 11C 11L 4L 10C Inoc. 1 Inoc. 2 Inoc. 3
6 C D A D B A 57,9 52,9 83,0
13 C B C D B C 100,0 73,2 100,0
24 Cc B C D D A 92,0 50,9 72,6
25 C D C D D A 84,4 65,7 79,0
28 C B C D D A 100,0 41,9 97,1
37 C D A D D A 100 60,6 95,2
39 C B C D D A 84,0 44,0 96,2
46 C D A D B C 74,2 46,0 80,4
51 C D C D B A 93,5 88,8 98,0
52 C D C D B C 82,9 17,8 71,6
62 C B C D B C 84,2 67,2 97,2
63 Cc D A D B A 96,6 51,5 85,1
64 C D C D B C 87,9 65,7 86,5
69 C B C D B C 71,9 394 91,4
70 C B A D B C 84,8 66,1 76,5
78 C B C D D A 75,0 46,7 83,9
82 C D A D B A 72,4 38,2 95,5
84 C B C D D A 100,0 57,3 -
86 C D A D B A 79,3 72,4 93,3
92 C D A D B C 55,2 449 58,3
95 C D C D D A 47,1 62,2 86,1
96 C D A D D A 95,8 63,8 89,6
99 C D C D D A 81,2 19,6 61,8
100 C D C D D A 73,5 76,8 61,7
105 C D C D B C 423 36,5 85,6
109 C B C D B C 66,7 47,8 88,1
112 C B C D D A 70,8 41,7 94,5
Média 79,8 53,3 84,9
Média da populagao 61,4 332 61,7
Ganho por selecio (%) 30,0 60,5 37,6
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Quadro 19 — Plantas F> heterozigotas para o QTL do grupo 2, heterozigotas ou sem
alelo favoravel para o QTL do grupo 11 e ndo homozigotas para os QTLs
dos grupos 4L e 10C

Planta 11L Sobrevivéncia (%)
Inoculagdo 1 Inoculagdo 2 Inoculagdo 3

7 D 0,0 13,0 37,5

11 D 444 36,6 41,4

14 D 64,7 12,8 54,0

15 D 60,0 24,3 35,0

19 B 34,8 15,2 27,7

29 D 4,2 18,6 34,4

30 B 28,6 9,5 31,6

31 D 26,1 10,5 38,7

34 D 66,7 53,2 84,4

35 B 0,0 5,2 243

43 D 39,1 47,9 66,9

49 D 38,2 27,7 16,0

54 D 48,5 11,5 36,1

66 D 100 54,8 95,5

74 D 57,7 26,8 25,0

87 B 26,7 22,2 43,2

88 D 55,6 11,9 64,0

91 B 96,6 57,9 73,6

93 B 54,5 10,3 42,4

94 D 57,1 30,3 83,3

98 D 52,4 17,5 59,5
101 B 8,3 0,0 31,1
104 B 8,1 5,0 13,0
113 D 48,4 19,2 64,4
114 B 44,0 10,0 61,4
Média 42,6 22,1 47,4
Média da populacio 61,4 33,2 61,7
Reducgio (%) 30,6 33,4 30,2
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4. DISCUSSAO

4.1. Resisténcia dos parentais a P. capsici

Seguindo a sugestdo de MATSUOKA et al. (1984), optou-se por
trabalhar com uma mistura de trés isolados esporulantes para evitar problemas
de perda de capacidade de esporulagdo ou de reducéo de patogenicidade, que
poderiam atrasar os trabalhos caso se utilizasse um unico isolado. Esses
autores observaram que para 28 isolados diferentes coletados no Estado de
Minas Gerais nao houve interagdo diferencial gendtipo x isolado em
inoculagdes no suscetivel ‘lkeda’ e na linhagem resistente derivada de BGH
176 (‘Santaka’). Estudos realizados em diversos paises com diferentes isolados
sugerem que a resisténcia de CM334 é de amplo espectro e que nado ha
interacao diferencial, pois ndo se conhece relatos de quebra da resisténcia
(Redondo, citado por GUERRERO-MORENO e LABORDE, 1980; PALLOIX et
al., 1990; GIL ORTEGA et al., 1992, 1995; WALKER e BOSLAND, 1999;
KOBORI et al., 2000).
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Embora outros autores tenham estudado o efeito de diferentes
concentragdes de indculo na avaliagdo de resisténcia a P. capsicj esses
estudos ou foram realizados com outras fontes de resisténcia (MATSUOKA et
al.,, 1984; REIFSCHNEIDER et al., 1986) ou demonstraram que a efetividade
de determinada concentragdo depende da agressividade do isolado utilizado
(PALLOIX et al., 1988; GIL ORTEGA et al., 1995). Assim, realizou-se um teste
com diferentes concentragdes de zodsporos da mistura de isolados utilizada
neste trabalho.

Concentragdes iguais ou inferiores a 10° zodsporos/mL ndo resultaram em alta
incidéncia de doenca nas variedades suscetiveis L-3513 e California Wonder em
inoculagdes no colo e raizes. Resultado semelhante foi obtido por REIFSCHNEIDER et
al. (1986), que s6 obtiveram 100% de mortalidade em variedades suscetiveis com
concentragdes de 10* zoosporos/mL ou superiores. Da mesma forma, ANSANI e
MATSUOKA (1983) ¢ MATSUOKA et al. (1984) relataram que pelo menos 10*
zooOsporos/planta sdo necessarios para evitar escapes.

Algumas plantas de CM334 apresentaram doenga em inoculagdes via solo, fato
também relatado por outros autores (BANJA, 1989; GIL ORTEGA et al., 1992, 1995),
sempre em niveis baixos, mas ndo por outros (REIFSCHNEIDER et al., 1992;
WALKER e BOSLAND, 1999). Essas diferencas podem ocorrer em funcdo de
variagdes nas condi¢oes de inoculagdo, como a idade das plantas (MATSUOKA et al.,
1984; REIFCHNEIDER et al., 1986; KIM et al., 1989), a concentracdo de inoculo
(MATSUOKA et al., 1984; REIFCHNEIDER et al., 1986; GIL ORTEGA et al., 1986,
1995; PALLOIX et al., 1988), a agressividade do isolado utilizado (GIL ORTEGA et
al,, 1986, 1995; PALLOIX et al., 1988), bem como a umidade do solo (Gil Ortega,
1990, citado por GIL ORTEGA et al., 1992). GIL ORTEGA et al. (1992) demonstraram
que a mortalidade em CM334 ndo ¢ explicada por variagdes genéticas dentro da
linhagem, pois quando utilizaram a parte superior de plantas de CM334 com sintomas
para a enxertia em plantas saudaveis, as progé€nies dessas plantas mostraram-se
resistentes. Da mesma forma, variagdes de suscetibilidade entre plantas F,, que
deveriam ser geneticamente homogéneas, parecem ndo ter causa genética, pois nao
houve resposta aselecdo (GIL ORTEGA et al., 1991).

A diferenca observada entre L-3513 e L-3436 quanto a incidéncia de doenca
aos 3 dias ap6s a inoculagio com 10* zodsporos/mL (95% vs. 30%) e a redugdo dessa

diferenca com o tempo estdo de acordo com as observagdes de LEITE (1999). A
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linhagem L-3436 no presente trabalho comportou-se de forma semelhante a variedade
Jalapeno no trabalho de KIMBLE e¢ GROGAN (1960) e a linhagem CNPH 40 no
trabalho de REIFSCHNEIDER et al. (1986), atrasando o desenvolvimento e o progresso
da doenca. REIFSCHNEIDER et al. (1986) sugerem que a combinacdo dessa resisténcia
parcial com uma de maior efeito, como a de CM334, poderia produzir uma resisténcia
superior aobtida com qualquer um dos dois tipos sozinho.

O acesso CM334 foi resistente a inoculagdo da parte aérea, mas algumas
plantas apresentaram necrose na gema apical e folhas adjacentes. Lesdes apicais em
plantas resistentes, semelhantes & aqui observadas em CM334, foram relatadas por
BARKSDALE et al. (1984). Estes autores sugerem que a configuragdo das folhas
jovens no apice favorece o acimulo de suspensdo de indculo nessa regido € que, apos a
retirada da camara de nevoeiro, permite um periodo de molhamento adicional. Outra
possibilidade ¢ que tecidos mais jovens sejam também mais suscetiveis, como
observado em mudas inoculadas em diferentes idades, que sdo mais suscetiveis quando
mais jovens (MATSUOKA et al., 1984; REIFSCHNEIDER et al., 1986; KIM et al,,
1989).

Nos dois experimentos de inoculacio da parte aérea, a nota média para
California Wonder superou 4, o que caracteriza claramente uma reacdo de
suscetibilidade. Porém, nove plantas em 63 inoculadas no experimento 1 (14,3%) e oito
plantas em 70 inoculadas no experimento 2 (11,4%) apresentaram nota igual ou inferior
a 2, o que permitiria classifica-las como resistentes. Escapes em inoculagdes por
atomizacdo da parte aérea foram também observados por REIFSCHNEIDER et al.
(1986). Em estudos futuros, para obter 100% de mortalidade em California Wonder em
inoculagdes da parte aérea, pode-se inocular plantas mais jovens, como no experimento
com duas concentragdes de inoculo, em que se obteve 100% de mortalidade mesmo
para L[-3436 quando inoculado aos 30 dias apés a semeadura; ou aumentar a
concentracdo de inoculo, mas neste caso seriam necessarios novos testes para verificar
se ndo haveria efeito sobre CM334. MATSUOKA et al. (1984) utilizaram 5 x 10*
zoosporos/mL.

Os niveis de suscetibilidade observados na parte aérea estdo de acordo com os
observados no colo e raizes. Resultados semelhantes foram obtidos por BARKSDALE
et al. (1984), que demonstraram que linhagens resistentes a podridio do colo e raizes,
como PI201232, P51 e Fyuco, foram também resistentes a queima foliar. Da mesma

forma, estes autores relataram que linhagens classificadas como suscetiveis na
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inoculagdo por atomizagdo foram também suscetiveis na inoculagdo via solo. Uma
excecdo foi PI260537, que apresentou suscetibilidade na parte aérea e resisténcia no
colo e raizes (BARKSDALE et al, 1984). MATSUOKA et al. (1984) também
selecionaram linhagens com altos niveis de resisténcia no colo e raizes e resisténcia
apenas mediana na parte aérea. O cultivar resistente Paladin, lancado nos Estados
Unidos pela Novartis Seeds Inc., embora possuisse alta resisténcia no colo e raizes, nao
possuia resisténcia na parte aérea, exigindo aplicacdes periddicas de fungicidas cupricos
do meio até¢ o final do ciclo da cultura em regides com alta pluviosidade (RISTAINO e
JOHNSTON, 1999). Esse fato demonstra a importancia para o melhoramento de se
utilizar fontes com resisténcia de colo e raiz e de parte aérea. Diferencas de
suscetibilidade entre colo e raiz e parte aérea, como relatados acima, sugerem que o
controle genético da resisténcia nessas duas regides pode ser diferente.

Neste trabalho foi demonstrado o alto nivel de resisténcia da parte aérea de
CM334, confirmando os resultados obtidos anteriormente por ALCANTARA e
BOSLAND (1994) e WALKER e BOSLAND (1999) em inoculacdes de folhas com
microgotas, bem com o potencial de CM334 como fonte de resisténcia a P. capsici.
WALKER e BOSLAND (1999), entretanto, ao inocularem separadamente clones das
mesmas plantas nas folhas ou nas raizes e colo, mostraram que genes diferentes
controlam a resisténcia de CM334 em cada uma dessas regides, sendo necessario um
gene dominante para a resisténcia nas folhas e outro gene dominante para a resisténcia
de colo e raizes. Um gene adicional ¢ necessario para a expressdo da resisténcia nos dois
sistemas, mas ndo confere resisténcia sozinho, tendo sido herdado de CM334 no
cruzamento com o cv. suscetivel Keystone e aparentemente ja estando presente no
cultivar suscetivel Early Jalapefio. Assim, aparentemente serdo necessarias também
inoculagdes de parte aérea ao longo de um programa de melhoramento para se obter

cultivares com resisténcia de colo e raiz e parte aérea a partir de CM334.

4.2. Avaliagdo da resisténcia em progénies de cruzamentos de CM334
com as linhagens L -3513 e L-3436 e com o cultivar California Wonder

A constatacao de um gradiente de suscetibilidade (L-3513 > California
Wonder > L-3436) permitiu testar a efetividade da resisténcia de CM334
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quando combinada com ‘backgrounds’ genéticos apresentando diferentes
niveis de resisténcia. Experimentos com os hibridos F 1, F, e retrocruzamentos
demonstraram que a performance das progénies é dependente do parental
suscetivel, que contribui efetivamente para a resisténcia. Esse fato foi também
relatado por WALKER e BOSLAND (1999) quando compararam os
cruzamentos de CM334 com o cv. Keystone e com o cv. Early Jalapefio. No
cruzamento com o primeiro, aparentemente dois genes dominantes
complementares eram necessarios para a resisténcia, enquanto para o
cruzamento com o segundo, observou-se uma heranga monogénica,
possivelmente em razdo do cv. Early Jalapeno ja apresentar um dos genes
necessarios, mas que sozinho nao é suficiente para conferir resisténcia a esse
cultivar. Da mesma forma que o observado para L-3436 neste trabalho,
KIMBLE e GROGAN (1960) relataram um nivel de resisténcia intermediario no
cv. Jalapefio. Assim, a combinacao de resisténcia parcial como a de L-3436
com uma resisténcia de maior efeito, como a de CM334, favorece a obtengao
de individuos resistentes nas geracdes subsequentes.

Observou-se maior incidéncia de doenga em experimentos realizados
com plantas em idades inferiores a 36 dias apds a semeadura. Em termos
praticos, a avaliagao de resisténcia em plantas com 45 ou mais dias apds a
semeadura € mais util. A producado de mudas de pimentao é feita em canteiros
ou recipientes, em substrato que pode ser facilmente desinfestado. As mudas
sao transplantadas quando estdo com quatro a seis folhas definitivas ou 10 a
15 cm de altura, o que acontece a cerca de 40 dias apdés a germinagao
(REIFSCHNEIDER, 2000), ou seja, 45 a 47 dias ap6s a semeadura, idade em
que a resisténcia derivada de CM334 mostra-se mais efetiva. Maior énfase
deve ser dada, pois, aresisténcia das plantas aidade em que estas serao
levadas ao campo, quando se torna dificil impedir o contato destas com o
patdégeno em areas infestadas.

Os resultados de segregacdo dos experimentos em bandejas nao
puderam ser explicados por nenhum dos modelos previamente propostos para
a heranca da resisténcia a P. capsici em CM334 e nem pelos modelos
propostos para outras fontes de resisténcia por SARAIVA (1982). Outros
autores que realizaram experimentos em bandejas sob condi¢cdes semelhantes

de densidade de plantas e com idades proximas & utilizadas aqui também
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tiveram dificuldades para explicar seus resultados, formulando hipoteses
complexas envolvendo pelo menos trés genes e apresentando resultados para
algumas geracdes que ndo puderam ser explicados pelos modelos propostos
(SARAIVA, 1982; GIL-ORTEGA et al., 1991). Entretanto, autores que
trabalharam com plantas inoculadas individualmente em idades superiores a
43-45 dias apd6s a semeadura, em bandejas com 4 linhas de plantio mas
apenas 5 nplantas/linha (BANJA, 1989) ou 7 a 8 plantas/linha
(REIFSCHNEIDER et al.,, 1992), ou plantas bem espacadas em células
individuais (WALKER e BOSLAND, 1999), propuseram modelos mais simples,
como dois genes com epistasia dominante e recessiva (BANJA, 1989;
REIFSCHNEIDER et al., 1992) e um gene dominante ou dois genes
dominantes complementares, dependendo do suscetivel utilizado (WALKER e
BOSLAND, 1999). Além da idade, o maior desenvolvimento das plantas,
principalmente em diadmetro, e o seu maior vigor, quando avaliadas em
condigbes de plantio menos adensado, parecem favorecer a agao dos genes
de resisténcia, gerando padrdes de segregacéo que podem ser explicados com
hip6teses mais simples. Ja em plantas mais novas e, ou, menos desenvolvidas
e vigorosas em funcdo de maior adensamento, os genes de resisténcia
parecem ser menos efetivos em prevenir a incidéncia de doenga e a morte das
plantas, apresentando um efeito apenas parcial e dificultando a interpretagao
dos resultados. De fato, em plantas do cruzamento entre CM334 e L-3436 com
idade superior a 44 dias inoculadas individualmente em copos plasticos de
500 mL foi possivel estabelecer um modelo simples para a heranga da
resisténcia, com dois genes dominantes independentes, cada um herdado de
um dos parentais, apesar dos resultados pouco esclarecedores obtidos nos
experimentos em bandejas. A resisténcia de L-3436, de pouco efeito nos
experimentos em bandejas, propiciou a essa linhagem alta sobrevivéncia (84%)
no experimento em copos plasticos.

Os resultados obtidos demonstram que, nas condi¢cdes de inoculagao
em bandeja aqui utilizadas, sé é viavel fazer selegcdo para resisténcia
diretamente em populagdes de retrocruzamento com o parental recorrente se
este apresentar um certo nivel de resisténcia, como L-3436. Nesse caso, uma
boa estratégia pode ser inocular um bom numero de plantas originadas de

retrocruzamento com L-3436, selecionar as resistentes e deixa-las
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autofecundar ao menos mais uma geragao, efetuar nova selegao e entdo
realizar novo retrocruzamento. A autofecundacdo aumenta as chances de se
obter gendétipos com maior numero de alelos de resisténcia. Apds alguns ciclos
de retrocruzamento/selecao/autofecundacgao/selegdo, o cruzamento entre
linhagens resistentes selecionadas pode conduzir a obtengéo de individuos
transgressivos, principalmente apés um ciclo adicional de autofecundacéo e
selecdo. A utilizacdo de testes de progénie seria desejavel para selecionar
individuos com maiores chances de estarem em homozigose para os locos de
resisténcia, para os quais seriam colhidas sementes de retrocruzamento para
dar continuidade ao processo. Ja para cruzamentos de CM334 com parentais
como L-3513 ou California Wonder, deve-se conduzir a populagao de
retrocruzamento por uma ou duas geragdes de autofecundacgéo, pelo menos,
para sO entdo se efetuarem inoculagbes para a selegdo de gendtipos
resistentes, pois inoculando-se diretamente a populacdo de retrocruzamento
nenhuma ou poucas plantas sobrevivem. Resultados similares foram
observados por GIL ORTEGA et al. (1991), que ndo encontraram sequer uma
planta resistente em 1.760 plantas originadas de autofecundacao de 20 plantas
do terceiro retrocruzamento (BC3S1) do cruzamento entre CM334 e o
suscetivel ‘Morrén INIA 224’. Talvez a chance de sucesso fosse maior se 0s
autores efetuassem uma selegdo em RC+F2 ou RC1F3, quando havia maior
propor¢cao do genoma da fonte de resisténcia, antes de efetuarem o segundo

retrocruzamento, repetindo esse sistema a cada ciclo.

4.3. Polimorfismo entre CM334 e variedades de pimentao doce

Domesticagao e posterior melhoramento a partir de poucas linhagens
reduziu a variabilidade intraespecifica em C. annuum. A selegao intraespecifica
para diferentes usos (condimento, paprica, consumo in natura, etc.) levou a
uma redugcdo maior da Vvariabilidade genética dentro de cada tipo
(PICKERSGILL, 1997; LEITE, 1999). Isto explica a pequena variabilidade entre
as variedades domesticadas California Wonder e L-3436, com 0 mesmo tipo de
fruto (grandes, doces e vermelhos), e a grande variabilidade existente entre

estas e o0 acesso nao domesticado Criollo de Morelos, que possui
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caracteristicas completamente distintas das variedades domesticadas, como
porte alto, folhas estreitas, fruto pequeno e pungente, entre outras. Outros
autores encontraram resultados similares. LEFEBVRE et al. (1995) obtiveram
polimorfismos entre o cultivar de pimentdo doce ‘Yolo Wonder’ e o acesso
‘Perennial’, de fruto pequeno e pungente, com 36,4% dos “primers” RAPD
testados, enquanto LEITE (1999) obteve polimorfismos entre duas linhagens de
pimentdo doce de fruto grande e vermelho com apenas 7,4% dos “primers”
testados. LEFEBVRE et al. (1993), utilizando marcadores RFLP, também
observaram baixo nivel de polimorfismo, variando de 0 a 9,8%, entre acessos e

cultivares de frutos grandes e doces.

4.4. Andlise de ligagao

Embora tenham sido selecionados “primers” que geraram
polimorfismos nitidos na triagem, muitos ndo puderam ser avaliados na
populagcdo de mapeamento. A maioria dos polimorfismos que ndo segregaram
na F; era constituida de fragmentos amplificados em CM334 (doador de pdlen)
e ausentes em L-3436 e nas plantas F.. Esses marcadores podem ser de
origem citoplasmatica ou podem corresponder a locos que estavam em
heterozigose no parental masculino e contribuiram com o alelo recessivo para
a planta F¢ que originou a populagédo de mapeamento. Entretanto, a dificuldade
de avaliagdo na F2 foi o motivo mais frequente de perda de marcadores
polimdrficos. Assim como para outros marcadores, alguns marcadores RAPD
sdo facilmente interpretaveis e outros mostram-se ambiguos. As possiveis
causas sao (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996): o “primer’ ndo distinguir
entre sitios de amplificagao distintos; competigdo entre sitios de amplificagao,
resultando na interferéncia de certos fragmentos com a amplificagao de outros;
variagdes nas condi¢des de amplificacédo, & quais marcadores menos robustos
mostram-se mais sensiveis.

Marcadores RAPD apresentam comportamento dominante em sua
maioria, mas em alguns casos ocorre a amplificagdo dos dois alelos de um loco
RAPD por um mesmo primer, gerando marcadores codominantes. A

porcentagem de marcadores RAPD codominantes aqui encontrados (4,6%) foi
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muito proxima das relatadas em eucalipto (3%) por GRATTAPAGLIA e
SEDEROFF (1994) e em Mimulus (4,5%) por BRADSHAW et al. (1998).
Pequenas inserc¢des ou delecdes de DNA entre os dois sitios de anelamento do
“primer” RAPD originam as diferengas de tamanho observadas entre os dois
alelos amplificados de um loco RAPD codominante (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1996).

A construgcdo de mapas genéticos utilizando marcadores dominantes
em populagbes R apresenta a vantagem de permitir o aproveitamento de
marcadores polimoérficos amplificados em qualquer um dos pais, enquanto em
um retrocruzamento os marcadores polimérficos amplificados no parental
recorrente ndo podem ser aproveitados. Por exemplo, se fosse usada uma
populacdo de retrocruzamento com |-3436, somente os marcadores dos
grupos identificados com L (amplificados em CM334 e ndo em L-3436) seriam
aproveitados. Marcadores RAPD podem ser plenamente explorados se
utilizados em populagdes de duplo-hapldides ou linhagens endogamicas, onde
as estimativas de frequéncia sdo obtidas com igual eficiéncia para marcadores
dominantes e codominantes e o numero de marcadores uteis € igual ao obtido
em F, (KNAPP et al., 1995). Porém, o desenvolvimento dessas populagdes é
muito demorado e trabalhoso quando comparado a populagdes F2. Populagdes
Fo, entretanto, estdo entre as menos eficientes para a estimativa de
frequéncias de recombinacido entre marcadores dominantes, especialmente
aqueles em fase de repulsdo, o que traz também consideraveis problemas
para a ordenacgao dos locos (KNAPP et al., 1995). Mapas validos podem ser
construidos a partir de subconjuntos de marcadores em fase de acoplamento,
gerando dois mapas (KNAPP et al., 1995; BRADSHAW et al., 1998), como feito
neste trabalho. Maior rigor na estimativa dos grupos, utilizando LOD mais alto
e 0 mais baixo, auxiliam na minimizagdo de problemas nos mapas em
acoplamento. Esses mapas serao tdo mais confiaveis quanto menores forem
as distancias entre os locos (KNAPP et al., 1995). Neste trabalho, utilizou-se
LOD > 4 e 9 < 30, condi¢gdes pelo menos medianamente “estringentes”. As
distdncias médias entre locos foram de 11,7 cM para o mapa de CM334 e
12,2 cM para o de L-3436, valores proximos dos 9 cM obtidos por
LIVINGSTONE et al. (1999) e que sugerem que as estimativas de frequéncia
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de recombinagdo ndo devem ter sido muito diferentes das que seriam obtidas
em uma populagao de retrocruzamento.

Considerando o mapa genético de Capsicum de maior cobertura
disponivel (LIVINGSTONE et al., 1999), obteve-se aqui uma cobertura de pelo
menos 40% do genoma (496,6 cM de um total de 1246 cM). Ja LEFEBVRE et
al. (1995), utilizando um cruzamento intraespecifico, estimaram o comprimento
do genoma de C. annuum em 1390 cM, em relacdo ao qual a cobertura aqui
obtida seria de 36,5%. Em cruzamentos intraespecificos em Capsicum, como o
realizado neste trabalho, a taxa de recombinacdo é mais elevada que a
observada em cruzamentos interespecificos, gerando distdncias em média
60% maiores que as estimadas nestes ultimos, possivelmente em razao da
baixa frequéncia de crossing-overs em regides de menor homologia nos
cruzamentos interespecificos (LEFEBVRE et al., 1995). Como consequéncia,
um maior numero de marcadores € necessario para a obtencdo de um mapa
saturado em um cruzamento intraespecifico.

O numero de pares de grupos de ligagao homoélogos obtido somado ao
de grupos nao homdélogos é 14, proximo ao numero haploide de cromossomos
em Capsicum annuum (n=12). Nove pares de grupos homdlogos, do 1 ao 9,
foram representados por pelo menos uma sequéncia “framework” com 32,4 a
76,6 cM. Os demais cinco grupos (10 a 14) tiveram os “frameworks” formados
com apenas dois marcadores. Esses grupos possivelmente se juntardo a
grupos maiores ou entre si com a adigao de mais marcadores ao mapa. Mesmo
fusbes entre os grupos maiores podem ocorrer, pois grupos de ligacao de
76,2 a 192,3 cM foram obtidos no mapa de LIVINGSTONE et al. (1999). Assim,
embora o numero de grupos de ligacdo supere o numero de pares de
cromossomos homologos de pimentdo, é possivel que alguns desses
cromossomos nao estejam representados no mapa.

Foram encontrados “clusters” de marcadores nos grupos de ligagao
homdélogos 3, 4, 6 e 9, com 0 maior deles no grupo 3, contendo 29 marcadores.
Esses agrupamentos de marcadores, notadamente o do grupo 3, podem
corresponder a regides de supressdao de recombinagdo préximas a
centrdmeros, como demonstrado por TANKSLEY et al. (1992) em tomate. De
fato, “clusters” de marcadores nos mapas de Capsicum de PRINCE et al.
(1993) e LIVINGSTONE et al. (1999) continham marcadores ligados a
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centrdmeros em tomate. Por outro lado, tais agrupamentos de marcadores
podem ser consequéncia da baixa resolugdo do mapeamento, resultante do
emprego de populagdes pequenas, como discutido por GRATTAPAGLIA e
SEDEROFF (1994). Outro fator que pode contribuir para esse fato € a menor
taxa de recombinacao por unidade de distancia fisica observada em pimentéo,
que possui duas a quatro vezes mais DNA que tomate porém
aproximadamente o mesmo comprimento de mapa (LEFEBVRE et al., 1995;
LIVINGSTONE et al., 1999).

4.5. Familias transgressivas

A identificacdo de familias com performances superiores a CM334
pode ser bastante util para o melhoramento visando resisténcia a P. capsici
pois podem servir como ponto de partida para programas objetivando associar
as resisténcias de L-3436 e CM334 em um unico cultivar. A resisténcia dessas
familias pode ser resultado do acumulo de alelos favoraveis em varios locos,
de homozigose de alelos favoraveis em alguns desses locos, ou de uma
combinagcdo dessas duas alternativas. De qualquer forma, ha grande
possibilidade de que as familias tenham diferentes combinacbes de alelos
favoraveis e, ou, alelos favoraveis em homozigose em diferentes locos, o que
sugere que o cruzamento entre familias pode conduzir a plantas com

resisténcia ainda maior.

4.6. Analise de QTLs

Alguns QTLs foram detectados em apenas um dos experimentos.
Esses QTLs podem apresentar uma forte interagdo com o ambiente,
mostrando-se importantes sob determinadas condicbes mas ndo em outras, ou
podem estar fracamente associados aresisténcia. Nao se pode excluir também
a possibilidade de serem falsos-positivos.

Interagbes epistaticas entre QTLs podem ser responsaveis pela

diferenca entre o somatorio dos efeitos individuais dos marcadores e o efeito
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atribuido ao modelo de regressao multipla. A ocorréncia de interagbes
epistaticas entre os locos envolvidos na resisténcia de C. annuum a P. capsici
foi também sugerida por BANJA (1989), REIFSCHNEIDER et al. (1992),
BARTUAL et al. (1994) e LEFEBVRE e PALLOIX (1996). Estes ultimos
encontraram interagdes epistaticas que em conjunto explicavam altas
porcentagens da variancia fenotipica. Estas incluiam interagcdes entre QTLs
envolvendo alelos do parental resistente e do parental suscetivel, que podem
ser uma das razbdes das diferencas observadas em cruzamentos de uma
mesma fonte de resisténcia com diferentes parentais suscetiveis, como as
relatadas neste trabalho e no de WALKER e BOSLAND (1999).

As estimativas de porcentagem da variancia fenotipica explicada por
cada QTL foram bem mais altas no programa MAPMAKER/QTL que as obtidas
por regressao simples, e sugerem a presencga de locos de grande efeito sobre
a resisténcia. Os efeitos dos QTLs tendem a ser subestimados no método de
analise de ponto utilizando regressao simples, porque sao confundidos com as
frequéncias de recombinagao entre os marcadores e os QTLs (ZENG, 1994).
Por outro lado, resultados de simulagbes (BEAVIS, 1998) e resultados
experimentais (BRADSHAW et al., 1998) tém demonstrado que
superestimativas dos efeitos de QTLs séo obtidas na analise de intervalo com
maior frequéncia em populagbdes F2 pequenas (em torno de 100 individuos),
comumente empregadas nesse tipo de analise. Baseado em resultados de
simulagdes, BEAVIS (1998) considera “suspeitas” as estimativas de efeitos
genéticos obtidas nesses experimentos. A analise a partir de marcadores
dominantes em F, exige ainda algumas aproximacdes em razdo de nao se
conhecer o gendtipo dos individuos com o fragmento amplificado. Portanto,
deve-se avaliar com cautela os resultados aqui obtidos.

A conversao dos marcadores nas cercanias dos possiveis QTLs em
marcadores codominantes poderia aumentar a precisdo dos resultados,
permitir o estudo do modo de agédo de cada QTL, estimando os efeitos aditivos
e de dominéncia, e confirmar se os marcadores significativos em grupos
homodlogos (p. ex., 2C e 2L, 3C e 3L e 11C e 11L) estdo associados ao mesmo
QTL. Isso poderia ser feito por meio de clonagem do fragmento amplificado e
utilizacdo deste como sonda em hibridizagdes, gerando assim um marcador

RFLP, ou de clonagem, sequenciamento e desenho de primers, gerando
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marcadores baseados em PCR que podem apresentar polimorfismo de
comprimento (SCARS - “Sequence Characterized Amplified Regions”, PARAN
e MICHELMORE, 1993) ou polimorfismo quanto apresenga ou nao de sitios de
restricdo na sequéncia amplificada (CAPS - “Cleaved Amplified Polimorphic
Sequences”, KONIECZNY e AUSUBEL, 1993). Seria interessante também
aumentar o numero de plantas da populagdo de mapeamento, bem como
aumentar a cobertura do mapa por meio da introdu¢cdo de novos marcadores,
preferencialmente codominantes, pois ha a possibilidade de outros locos néo
incluidos neste mapa influenciarem significativamente a resisténcia.

Uma regido genémica de grande efeito sobre a resisténcia de CM334 a
P. capsici, identificada pela técnica de analise de “bulks” segregantes (BSA —
“Bulked Segregant Analysis”) utilizando marcadores RAPD, foi relatada por
MASSOUDI e CANTRELL (1995) e PRINCE et al. (2001). A técnica de BSA
(MICHELMORE et al., 1991) ndo permite a detecgéo de locos de menor efeito
sobre caracteristicas quantitativas, o que pode ser uma das explicagdes para o
maior numero de QTLs encontrado neste trabalho. Além disso, o progenitor
“suscetivel” empregado aqui (L-3436) apresentava um certo nivel de
resisténcia, especialmente visivel quando inoculado sob condicdes menos
severas, 0 que permitiu a identificacdo de QTLs em ambos os parentais,
aumentando, assim, o numero de regides significativas detectadas. A
comparacdo entre os resultados aqui obtidos e os desses autores é
prejudicada pelo fato desses trabalhos aparentemente ndo terem ainda sido
publicados na integra, o que nos impede de avaliar como foram feitos os seus
experimentos de inoculagdo.

As inoculagdes aqui realizadas nas plantas F3;, em bandejas, foram
bastante drasticas, pois utilizaram-se altas concentracbes de in6culo (5x104
zoosporos / mL) aplicadas a plantas cujo desenvolvimento foi prejudicado pelo
numero excessivo em um espaco pequeno. Adicionalmente, em bandejas, os
esporangios produzidos em plantas suscetiveis podem aumentar a quantidade
de indculo disponivel para as plantas vizinhas. Nessas condi¢gdes, uma
associacdo de QTLs parece ser necessaria para conferir resisténcia.
Entretanto, é possivel que sob condi¢gdes de inoculagdo menos severas, um ou
mais dos QTLs aqui detectados mostrem efeito ainda mais pronunciado sobre

a resisténcia, comportando-se como genes maiores. Plantas inoculadas
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individualmente em recipientes de 500 mL, aos 44 e 57 dias apos a
semeadura, com suspensao de 10* zoosporos / mL, apresentaram menores
incidéncias de doenca que as inoculadas em bandejas em idade similar.
Nessas condigcdes, mesmo L-3436 apresentou altas porcentagens de
sobrevivéncia, enquanto a testemunha suscetivel (California Wonder)
apresentou 100% de mortalidade. A analise de segregagao nesse experimento
€ coerente com a hipétese de um gene dominante em CM334 e um gene
dominante em L-3436, que poderiam corresponder a alguns dos locos
detectados na analise de QTLs. A realizagdo de um experimento de inoculagéo
das plantas F3 em recipientes individuais com uma suspens3o a 10* zodsporos
/ mL, seguida de nova analise de QTLs, poderia elucidar essa questdo. Entre
0os problemas operacionais associados a esse tipo de experimento e que
levaram aopgéo por bandejas neste trabalho, incluem-se a grande demanda
por espacgo, a impossibilidade de se testar um numero grande de plantas por
familia e, ou, de se utilizar mais de uma repeticao por familia, além da maior
morosidade do processo de inoculagao, que seria feita planta a planta.
Adicionalmente, uma comparacido mais clara entre os resultados
obtidos para CM334 por outros autores seria possivelmente conseguida
realizando o mapeamento de QTLs em um cruzamento de CM334 com um
progenitor suscetivel, como L-3513 ou California Wonder. Entretanto, havia o
interesse de associar as resisténcias de CM334 e L-3436, com vistas a
utilizagcdo em programas de melhoramento, e por isso optou-se por trabalhar

nesse cruzamento.

4.7. Selecao assistida por marcadores

As 27 plantas selecionadas com base em seus fenétipos moleculares
para os grupos de ligacdo 2C, 11L, 4L e 10C (Quadro 18) apresentaram
médias de sobrevivéncia 30%, 60,5% e 37,6% superiores & médias da
populacdo nos experimentos de inoculagdo 1, 2 e 3, respectivamente. A
excegao de cinco plantas (6, 52, 95, 99, 105) com porcentagens de
sobrevivéncia inferiores a média populacional em um dos experimentos, e de

uma planta com porcentagens inferiores & médias em dois experimentos (92),
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as plantas selecionadas foram superiores a média da populagdo nos trés
experimentos. Estas incluiram 15 (74,4%) das 21 plantas com comportamento
transgressivo (Quadro 10) e 21 (53,8%) das 39 plantas da populagédo com
sobrevivéncia acima da média para os trés experimentos. Assim, embora o
fendtipo molecular tenha permitido a selegao de plantas resistentes, muitas nao
foram identificadas por esse critério. Isso pode ter ocorrido em razdo de
eventos de recombinagao entre os marcadores e os QTLs, apresenca de
alelos favoraveis em heterozigose em 4L e 10C ou ao efeito de outros locos
ndo considerados na analise e, ou, ndo detectados neste trabalho. Em
situagbes em que ndo se faz necessaria a identificacdo de todas as plantas
resistentes, bastando um certo numero de plantas com alto grau de resisténcia
para dar prosseguimento ao trabalho, como em um programa de melhoramento
por retrocruzamentos, a selecido de plantas resistentes com base no fendétipo
molecular poderia ser util. Algumas plantas resistentes, entretanto, ndo seriam
selecionadas. Outra possibilidade seria eliminar as plantas cujo fendtipo
molecular sugere baixo nivel de resisténcia (Quadros 16, 17 e 19). Neste
trabalho, isto permitiria eliminar 37 % das plantas da populagdo, com um erro
de 7% (3 plantas em 42 — plantas 34, 66 e 91, Quadro 19). De qualquer forma,
a utilidade desses marcadores para selecio assistida e a estabilidade desses
QTLs em diferentes ambientes precisa ser confirmada em outras avaliagdes

com populacdes independentes e sob diferentes condicbes experimentais.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Uma linhagem (L-3513) e um cultivar (California Wonder, CW) suscetiveis
bem como uma linhagem parcialmente resistente (L-3436) foram utilizadas em
cruzamentos com a fonte de resisténcia a Phytophthora capsici ‘Criollo de Morelos
334> (CM334) para a realizacdo de estudos sobre o controle genético da resisténcia.
Testes com diferentes concentracdes de indculo aplicados ao solo adjacente & plantas
indicaram que concentragdes de no minimo 5 x 10° zodsporos/mL sdo necessarias para
se obter 100% de mortalidade nos parentais suscetiveis e que concentracdes de 10" e
5 x 10* zodsporos/mL produzem resultados mais rapidos sem comprometer a resisténcia
de CM334. Observou-se um gradiente de suscetibilidade tanto em inoculagdes via solo
como naquelas por atomizagao da parte adrea, com
L-3513 mostrando-se o mais suscetivel entre os parentais, seguido de CW e
L-3436, nessa ordem, tendo sido confirmada a resisténcia de CM334 em todas as
avaliacGes.

A constatacdo de um gradiente de suscetibilidade permitiu avaliar o efeito do
parental recorrente sobre a performance de progénies de cruzamentos com CM334. Esse
efeito foi evidente nos hibridos F, geracdes F, e retrocruzamentos, que apresentaram
menores incidéncias de doenga no cruzamento entre CM334 e L[.-3436, seguidos
daqueles originados do cruzamento de CM334 com CW e registrando as maiores
incidéncias para as progénies do cruzamento entre CM334 e L-3513, de acordo com a
ordem de suscetibilidade estabelecida previamente. Assim, o nivel de resisténcia do

parental recorrente parece ser de grande importancia para a expressao da resisténcia.
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Os resultados obtidos em experimentos de inoculagdo em bandejas com alta
densidade de plantas das geragdes F;, F, e retrocruzamentos originadas dos cruzamentos
entre CM334 ¢ os trés outros parentais nao foram explicados por nenhum dos modelos
de heranca previamente propostos para CM334. Nessas condigdes, observou-se
influéncia da idade de inoculagio das plantas, com menores incidéncias de doenga
sendo registradas em inoculagdes realizadas em plantas mais velhas. Em plantas do
cruzamento entre CM334 e L-3436 com idade superior a 44 dias ¢ inoculadas
individualmente em copos plasticos de 500 mL foi possivel estabelecer um modelo
simples para a heranga da resisténcia, com dois genes dominantes independentes, cada
um herdado de um dos parentais. A resisténcia de
L-3436, de pouco efeito nos experimentos em bandejas, foi efetiva (84% de
sobrevivéncia) neste experimento. Esses resultados demonstram que as condigoes de
inoculagdo tm grande influéncia sobre os resultados em estudos da genética da
resisténcia a P. capsici. Seria interessante avaliar se, nas condigdes deste experimento, a
resisténcia de CM334 também seria herdada como uma caracteristica monogénica nos
cruzamentos com 0s suscetiveis
L-3513 e CW.

Observou-se alto nivel de polimorfismo entre CM334 e os pimentdes de frutos
grandes e doces L-3436 ¢ CW (55% dos “primers” RAPD testados) e pouco
polimorfismo entre estes ultimos (9% dos “primers”), possivelmente por serem
variedades melhoradas com varias caracteristicas comuns, enquanto o primeiro ¢ um
acesso praticamente ndo-domesticado. Cento e setenta e quatro marcadores RAPD
polimdrficos amplificados por 103 “primers”, incluindo oito marcadores codominantes,
foram utilizados para a andlise de ligagdo em uma populagdo de 114 plantas F, do
cruzamento entre [-3436 ¢ CM334. Os marcadores foram divididos em dois conjuntos e
originaram dois mapas
(C e L), contendo cada um apenas marcadores em fase de acoplamento. As analises
foram realizadas no programa MAPMAKER/EXP 3.0, com LOD minimo de 4 e
freqiiéncia de recombinagdo maxima @) igual a 0,3 para a formagdo dos grupos e LOD
minimo de 2,0 para a ordenagdo dos locos “framework”. Foram obtidos 12 grupos de
ligacao para 0 conjunto C e
14 grupos para o conjunto L, cobrindo pelo menos 497 cM.

Avaliacbes de resisténcia no colo e raizes foram realizadas com as

114 familias F3 colhidas nas  plantas da populagio de mapeamento, em trés
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experimentos  independentes.  Estas  apresentaram  distribuicdes  aproximadamente
continuas de valores de porcentagem de sobrevivéncia, que ndo se desviaram
significativamente da distribui¢do normal. Detectaramrse familias transgressivas com
porcentagens de sobrevivéncia superiores & observadas em CM334. Regides
significativamente associadas a resisténcia foram detectadas em pelo menos dois
experimentos nos grupos de ligacdo 2C e 2L, 4L, 10C, 11C e 11L, explicando
individualmente de 94 a 24% da variancia fenotipica de acordo com a andlise de
regressdo linear simples ou de 9,2 a 654% de acordo com o mapeamento de intervalo
no programa MAPMAKER/QTL 1.1. Outras quatro regides foram significativas em
apenas um dos experimentos. Detectaram-se QTLs originarios de CM334 e de L-3436,
confirmando a contribui¢do de ambos os parentais para a resisténcia, como sugeriam 0s
resultados dos experimentos anteriores. Varias plantas resistentes da populacdo de
mapeamento, mas ndo todas, puderam ser selecionadas com base nos fenotipos
moleculares dos marcadores significativos nos grupos 2C, 11L, 4L e 10C, mas a
utilidade desses marcadores para esse fim precisa ser confirmada em populagdes

independentes e sob diferentes condigdes de ambiente.
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