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RESUMO - A principal virose em abobrinha é causada pelo Potyvirus Papaya ringspot virus
estirpe watermelon (PRSV-W). Apesar dos varios genes de resisténcia reportados para o
PRSV-W, marcador de resisténcia para esta respectiva virose nao foi ainda disponibilizado
para abobrinha. O objetivo deste projeto foi o desenvolvimento de marcador molecular
para o gene de resisténcia ao PRSV-W em abobrinha, para facilitar a diferenciacédo do
resistente e suscetivel com uma simples reacdo de PCR. Utilizou-se cultivar suscetivel e
hibrido resistente sendo realizadas andlises em 110 linhagens e hibridos. O marcador
especifico foi desenvolvido baseado na homologia com genes analogos ou homdlogos através
da comparacdo das sequéncias de marcadores ndo especificos ou de outras espéecies com
sequéncias em aboboras. Dos 19 primers testados para PRSV-W o0 conjunto
408PRSV/552PRSV formado de um primer de gene dominante e da regido correspondente
originalmente ao gene recessivo prsv diferenciou o hibrido resistente Px7051 da cultivar
suscetivel La Belle. Verificou-se a ocorréncia de polimorfismo consistente em dois
fragmentos com cerca de 650pb para suscetivel e 750pb para resistente, além de outras
bandas néo especificas. A andlise de 110 plantas de abobrinha previamente testadas dando
85% com o gene de resisténcia ao ZYMYV resultou em 78% com o gene de resisténcia ao
PRSV-W, com 92% de concordancia entre os resultados.

Palavras-chave: Cucurbita pepo, PRSV-W, marcador molecular, resisténcia genética.

INTRODUCAO

O cultivo de hibridos ou cultivares resistentes representa 0 melhor método de controle das
doencas. Triagem para obtencdo de fontes de resisténcia baseado em sintomas requer tempo,
depende do clima e possibilita disseminar o virus, problemas evitados pelo uso de marcador

polimorfico. No Brasil, a principal doenca em abobrinha caserta ou italiana (Cucurbita pepo L.) é
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causada pelo Potyvirus denominado Papaya ringspot virus - estirpe watermelon (PRSV- W) ou

virus da mancha anelar no mamoeiro.

Em Cucurbitaceas a resisténcia ao PRSV-W foi reportada controlada pelo gene recessivo
prsv por BOLANOS-HERRERA (1994) e BROWN et al. (2003), enquanto MALUF et al. (1997)
por trés genes parcialmente-dominantes ou dois genes com efeitos aditivos, HERRINGTON et
al.(1989) por resisténcia poligénica, TASAKI et al. (1990) por um simples gene dominante e
MCPHAIL-MEDINA et al. (2012) sugeriram um gene dominante junto com um supressor
dominante epistatico. Em meldo ANAGNOSTOU et al. (2000) reportaram resisténcia ao PRSV-
W pelos genes Prv-1, Pw-2, enquanto em pepino WAI & GRUMET (1995) relataram o gene
Prv-2 de resisténcia dominante e GRUMET et al. (2000) o gene prv de resisténcia recessiva ao
PRSV-W.

Com relagdo a marcadores em aboboras, ndo foi reportado ainda marcador de resisténcia
ao PRSV-W. LIHUA & YIFEI (2007) distinguiram sequéncias tipo RG (SQRGAL a 6, SQRGAS8
a 14), com os acessos no GenBank EF101660 a EF101665, EF101667, EF199755 a EF199760.

Em meldo, BROTMAN et al. (2005) reportaram dois marcadores tipo CAPS para o0 gene
dominante Prvl. Um derivado de marcador RGH (tipo NB-LRR) com a sequéncia AF354504, e
outro de RAPD com sequéncia AY611532, enquanto TEIXEIRA et al. (2006) marcador AFLP
(nomeado EK 190) com fragmento de 150pb ligado ao gene de resisténcia Prvl. Em pepino,
HAIYING et al. (2006) reportou o marcador RAPD AP7-1800 e a patente CN 104313017 A, de
28/02/2015 reportou um marcador indel do gene de resisténcia ao PRSV denominado prsvindel2-
F/prsvvindel2-R com amplificacdo de 176pb e sequéncia SeqIDNol para o suscetivel e 170pb

para o resistente com sequéncia SeqldNo2.
MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas folhas jovens do hibrido resistente Px7051 da Seminis e da cultivar
suscetivel La Belle da Hortec Sementes, além de 110 acessos (linhagens e hibridos) de abobrinha
para caracterizacdo da presenca dos genes Prsv ou prsv ligados a resisténcia ao PRSV. A
extracdo de DNA foi feita utilizando CTAB de acordo com a metodologia do laboratério

(SAWAZAKI et al., 2013). Foram testados 19 primers desenvolvidos das sequéncias:
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1. Dos marcadores em meldo de BROTMAN et al. (2005) tipo CAPS para o gene dominante
Prvl. Das sequéncias AF354504 de 250pb e AY611532 de 1235pb, foram realizados 0 BLAST e
desenvolvidos inicialmente os primers na regido dos SNPs: 12PRSV/410PRSV,
55PRSV/708PRSV, 408PRSV/ 1155PRSV, 1635PRSV/2194PRSV, 1120PRSV/2194PRSV.

2. Do marcador RAPD de HAIYING et al., (2006) AP7-1800 (AP-7 : 5°- GTG GAT GCG A -

3”), ligado ao gene recessivo, foram realizados testes de PCR.

3. Da patente CN 104313017 A reportando um marcador indel do gene de resisténcia ao PRSV
em pepino (prsvindel2-F/prsvvindel2-R) foi realizado o BLAST das sequéncias SeqlD Nol e
SeqlD Nol que resultou nas sequéncias de meldo LN713265 e LN68192, da qual foram
desenvolvidos primers na regido correspondente ao indel do pepino: 243PRSV/ 555PRSV,
96pRSV/ 248PRSV, 243PRSV/552PRSV.

4. Das regides gendmicas elFAE e elF(iso)4E associadas com heranga recessiva de resisténcia a
virus em plantas, pela comparacdo de pepino com meldao de HAVEY et al., (2008), foram
desenvolvidos primers préximos da regido elF4E (Genbank EU196160 e EU232173 para
pepino) e da regido elF(iso)4E (Genbank EU232172 para meldo). Do BLAST da sequéncia
EU232172 foram desenvolvidos os primers 147PRSV/518PRSV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos marcadores testados para PRSV-W o conjunto de primers 408PRSV/552PRSV
diferenciou o hibrido resistente Px7051 e a cultivar suscetivel La Belle. O marcador
408PRSV/552PRSV foi composto do primer 408PRSV oriundo do gene dominante Prv' em
meldo e do primer 552PRSV oriundo da regido correspondente originalmente ao gene recessivo
prsv em pepino. Verificou-se a ocorréncia de polimorfismo em dois fragmentos com cerca de
650pb para a amostra suscetivel e 750pb para a resistente, além de outras bandas nédo especificas.
A Figura 1 apresenta o perfil da reacdo de PCR com os primers 408PRSV/508PRSV realizada
com cinco concentracdes de DNA da amostra resistente Px7051 e trés para a suscetivel La Belle
com volume de 15 ul, 20-40ng de DNA, primers para concentragdo final de 1uM cada, 1mM de
MgCI2, 1X tampéao PCR, 0,2mM dNTP e 1,0 a 1,25 unidades de Taqg DNA polimerase (Ludwig

ou Sinapse) com as condigdes de uma etapa de desnaturagdo a 94°C por 3 minutos seguido por 36
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ciclos de 94°C por 30s, anelamento a 44°C por 40s e extensdo por 45s a 72°C, finalizando com
extensdo de 5 min a 72°C. Os fragmentos amplificados foram separados em gel 1,5% agarose.

Das 110 amostras de abobrinha cedidas pela Hortec Sementes que haviam sido analisadas
previamente para resisténcia ao Zucchini yellow mosaic potyvirus (ZYMV) dando 85% com o
gene de resisténcia, apesar da maioria das amostras analisadas com o gene de resisténcia ao
ZYMV ter também o gene de resisténcia ao PRSV-W, nem toda amostra com o gene de
resisténcia do ZYMV mostrou também o gene de resisténcia do PRSV-W (que deu 78% com o
gene), sendo de 92% a concordéancia entre os resultados.

S R10ng R20ng R30ng R40ng R50ng R60ng L L R20ng R30ng R40ng S20ng S30ng  S40ng

Figura 1. Perfil amplificacdo das amostras Px705 (R) e LaBelle (S) com os primers
408PRSV/552PRSV com diferentes concentraces de DNA.

A Figura 2 apresenta o perfil de amplificagdo em amostras de abobrinha com os primers
408PRSV/552PRSV, com doze apresentando o gene de resisténcia ao ZYMV e oito sem 0 gene
de resisténcia ao PRSV.
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Figura 2. Perfil de amplificagdo de amostras de abobrinha com os primers 408PRSV/552PRSV

CONCLUSAO

A ocorréncia de polimorfismo em dois fragmentos amplificados com os primers
408PRSV/552PRSV, com cerca de 650pb para suscetivel e 750pb para a resistente, comprovou o
desenvolvimento de marcadores que possibilitam a diferenciacdo entre plantas com ou sem o
gene de resisténcia ao PRSV-W, facilitando a distincdo entre suscetivel e resistente com uma
simples reacdo de PCR, assim como o processo de triagem para obtencdo de plantas resistentes
ao PRSV-W em abobrinha pelo melhorista.
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