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RESUMO

Caracterizagcdo biolégica e sorolégica de um isolado viral obtido de
pimenta (Capsicum spp.) no municipio de Humaita, AM.

O género Capsicum spp., inclui as pimentas e os pimentdes, o qual podem ser
atacados por muitas doencas, que assumem diferentes graus de importancia
na cultura dependendo da época do plantio, estado nutricional e variedade
cultivada, principalmente as causadas pelo virus Potato virus Y (PvY). Este
trabalho possui como objetivo a caracterizagdo de um isolado viral que infecta
cultivares de pimenta através de testes bioldgico e sorolégico, incluindo a
utilizagcdo do teste ELISA indireto, teste de cultivares via extrato vegetal e
avaliacdo do grau de resisténcia. Onde foram utilizadas as seguintes cultivares:
Pimenta Malagueta (C. frutescens), Pimenta Dedo de Moca (C. baccatum),
Pimenta Doce Comprida (C. annuum), Pimenta Tekila (C. chinense), Piment&o
Yolo Wonder (C. annuum) e Pimentéo All Big (C. annuum). Para obtencé&o dos
resultados utilizou-se cultivares inoculadas mecanicamente via extrato vegetal,
obtido de plantas de pimenta (Capsicum spp.). Onde possivelmente, encontrou-
se uma cultivar com potencial de resisténcia. O teste ELISA indireto comprovou

a etiologia viral com PepYMV.

Palavras-chave: Género Capsicum, doencas, PVY, resisténcia.



1. INTRODUCAO

As pimentas e os pimentdes competem a familia Solanaceae e ao
género Capsicum. Este género possui de 20 a 25 espécies, geralmente
classificadas de acordo com seu nivel de domesticacdo. As espécies e
variedades domesticadas e semidomesticadas podem ser discriminadas por
caracteristicas morfolégicas visualizadas principalmente nas flores e nos frutos
(CARVALHO et al, 2007).

Segundo Bianchetti (1996) as pimentas sao apreciadas em varias partes
do mundo: México, América Central, Antilhas, india Ocidental, Caribe, Bolivia
(maior diversidade) e em todo Brasil, principalmente no Nordeste, Sudeste e
Bacia Amazonica.

Todas as regides brasileiras sdo produtoras e consumidoras de pimenta
(Capsicum spp.), estimando-se a area de producdo em 15.000 ha. A producdo
anual, aproximadamente 280.000 toneladas, destina-se tanto ao consumo in
natura como ao processamento. O mercado anual, estimado em R$ 80
milhdes, continua em crescimento pelo seu alto valor econémico. O
agronegocio de pimentas tornou-se um dos mais importantes do pais e um dos
melhores exemplos de sucesso da agricultura familiar e de integracdo pequeno
agricultor-agroindustria (REIFSCHNEIDER, 2000).

No que diz respeito ao cultivo de pimentdes de acordo com Ribeiro et al
(2002), esta é uma atividade significativa para o setor agricola brasileiro.
Anualmente, cerca de 12.000 ha sao cultivados com esta hortalica, com uma
producdo de aproximadamente 280.000 toneladas de frutos. A producédo de
pimentdo existe em todos os Estados da Federacdo, mas concentra-se nos
estados de Sdo Paulo e Minas Gerais que plantam, em conjunto, cerca de
5.000 ha, alcancando uma producéo de 120 mil toneladas. Somente o mercado
nacional de sementes de pimentdo movimenta US$ 1,5 milh&o.

As pimentas e pimentdes podem ser atacados por muitas doencas, que
assumem diferentes graus de importancia na cultura dependendo da época do
plantio, do estado nutricional e da variedade da pimenteira cultivada (OLIVEIRA

et al, 2000). As doencas, nas espécies de pimentas, sdo pouco estudadas,
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sendo consideradas escassas as informacbes sobre a ocorréncia e sua
importancia econémica.

A sensibilidade do género Capsicum a problemas fitossanitarios
causados por virus ocasiona grandes barreiras para o desenvolvimento da
cultura. Dentre as familias, destaca-se a familia Potyviridae constituindo a
maior e economicamente mais importante familia de virus de plantas, contendo
cerca de 20% dos virus descritos, sendo transmitidos por afideos e que
possuem somente um componente genémico, € 0 maisS numeroso, Com mais
de 100 espécies classificadas (MOURA, 2009).

Segundo Truta et al (2004) a sintomatologia apresentada por estas
espécies sdo amplas, tornando a diagnose no campo dificil, principalmente
quando hé& infec¢des mistas, com as espécies Potato virus Y (PVY)(COSTA &
ALVES, 1950) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (INOUE-NAGATA et al,
2002). PVY e PepYMV podem causar sintomas idénticos no hospedeiro.

Trabalhos de melhoramento genético buscando a incorporagéo de genes
de resisténcia ao mosaico causado pelo PVY vém sendo realizados, na
intenc@o de originar cultivares que possuam resisténcia ao PVY, visando evitar

a disseminacao de todas as estirpes do virus entédo presentes no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Caracterizar um isolado viral que infecta cultivares de pimenta através de

testes bioldgico e soroldgico.

2.2 Especificos

e Caracterizar através de teste ELISA indireto a espécie viral,
e Testar diferentes cultivares de pimenta e pimentdo via extrato vegetal
tamponado;

e Avaliar o grau de resisténcia e suscetibilidade das cultivares testada.

12



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Género Capsicum

As pimentas e pimentdes pertencem a Divisdo Spermatophyta, Filo
Angiospermae, Classe Dicotileddnea, Ordem Solanales, Familia Solanaceae e
género Capsicum (FILGUEIRA, 2005). De acordo com Carvalho et al (2003),
sdo plantas tipicamente herbaceas. Seu tamanho varia de acordo com a
espécie e as condi¢des de cultivo, principalmente temperatura e irrigacao. Suas
folhas podem variar em formato, coloragéo, tamanho e pilosidade. As flores séo
tipicamente hermafroditas e preferencialmente autégamas. Os frutos sédo do
tipo baga e oco, com espessura da polpa variando entre as variedades.

No género Capsicum (Grego Kapso — picar ou arder) encontram-se 0S
pimentdes, as pimentas doces e pimentas picantes. Este género possui de 20-
25 espécies, a classificacdo do género € realizada com base nos niveis de
domesticacdo, podendo as espécies serem consideradas silvestres,
semidomesticadas e domesticadas (BIANCHETTI & CARVALHO, 2005).

Esta classificacdo segundo Bianchetti (1996) e Reifscheneider (2000), &
caracterizada da seguinte forma: plantas domesticadas sdo aquelas em que
foram selecionadas determinadas caracteristicas, de modo que s&o incapazes
de sobreviver em condi¢cdes naturais; plantas semidomesticadas: sdo plantas
selecionadas, cultivadas, mas ainda ndo domesticadas, apresentando um grau
de dependéncia do homem; plantas silvestres: sdo aquelas que néo sé&o
cultivadas e nem ocorrem normalmente em ambientes alterados pelo homem.

O Brasil destaca-se por possuir ampla diversidade em todas as
categorias e contempla 4 espécies domesticadas: Capsicum annuum,
Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens. Existem ainda
3 espécies semi-domesticadas: Capsicum glabriusculum, Capsicum
praetermissum, Capsicum baccatum baccatum. E também 8 a 10 espécies
silvestres (REIFSCHNEIDER, 2000).

13



3.2. Origem das pimentas (Capsicum spp.)

bY

As pimentas, assim como o0s pimentbes, pertencem a familia
Solanaceae, género Capsicum spp. e sdo originarios das Ameéricas de acordo
com a Tabela 1. O Brasil destaca-se como o0 pais com maior numero de
espécies silvestres do género, pois a distribuicdo natural, além da zona andina
(Argentina-Venezuela) que vai até América Central, predomina também na
zona litoranea brasileira (BIANCHETTI, 1996).

TABELA 1. Espécies domesticadas pertencentes ao género Capsicum
Nome da espécie Area de origem

C. annuum L. Norte da Coldmbia e Sul dos
Estados Unidos
C. chinense Jacq.  Ameérica do Sul e América Central
C. frutescens L. America Central
C. baccatum L. Brasil, Argentina, Bolivia,
Paraguai e Peru

C. pubescens Regido Andina da Bolivia e Peru

Fonte: Moura (2009).

De acordo com a Embrapa Hortalicas (2007), as pimentas cultivadas no
Brasil sdo uma das caracteristicas culturais das tribos indigenas que habitavam
as terras brasileiras na época do descobrimento. As pimentas sdo originarias
das Américas e foram introduzidas no resto do mundo na época do
descobrimento. Os navegadores portugueses e espanhois foram os primeiros
a descobrir a pimenta em uma de suas viagens a América quando procurava
uma fonte alternativa de pimenta preta, o condimento preferido na Europa na
época. Apds o descobrimento a semente e os frutos passaram a ser mais
cultivadas e disseminadas entre varios povos e utilizadas de diversas formas.
Apbés um século as pimentas vermelhas tinham se espalhado por todos os

continentes.
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3.3.  Importancia econémica da pimenta (Capsicum spp.)

Henz e Ribeiro (2008) citam que o mercado de pimentas € muito
segmentado e diverso, em razdo da grande variedade de produtos,
subprodutos, usos e formas de consumo (Tabela 2). Este mercado pode ser
dividido em dois grandes grupos: o de consumo in natura, geralmente em
pequenas por¢des, e o de formas processadas, que inclui molhos, conservas,
flocos desidratados e p6 como ingrediente de alimentos processados. Sendo o
mercado mais comum o das pimentas in natura, em pequenas quantidades, no

atacado e varejo, em todos os estados brasileiros.

TABELA 2. Aspectos da comercializagdo de pimentas Capsicum no Brasil
Produto Formato Utilizacao

Pimenta Fruta fresca Inteira ou amassada
em molhos e picles

Pimenta Massa Fruta fresca amassada e Industria de molhos
preservada em sal e
vinagre

Molho de Pimenta Amassada misturada Restaurantes e

com agua, aroma natural residéncias
e estabilizante

Seca e moida Seca em fornos e moida Alimentos processados,
até po “fast food” e “catering”
Extrato Oleosina e O6leos de Alimentos processados,
capsaicina de variedade medicina, quimica e
picante Indastria de defesa.
Fonte: Embrapa — Il Encontro Nacional do Agronegécio Pimenta, Brasilia-DF, Dezembro de

2007. Disponivel em www.embrapa.br. Acesso em 25/8/12.

Outro setor que tem estimulado a comercializacdo e o aumentado do
consumo das pimentas € na area da saude. A substancia quimica capsaina,
gue confere o carater ardido das pimentas, tem sido bastante estudada. Sabe-
se que ela pode atuar como antioxidante, na cicatrizacdo de feridas, na
dissolucdo de coagulos sanguineos, na prevencdo da arteriosclerose e no
controle do colesterol. Além disso, ela influéncia na liberacdo de endorfinas,

responsaveis pelo bem-estar e elevacdo do humor (OLIVEIRA, 2000).
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Na opinido de especialistas do setor, as estatisticas referentes a
producdo de pimentas Capsicum spp. podem ser consideradas como
insatisfatorias. As fontes consultadas, normalmente, apresentaram dados
referentes apenas a producdo de pimenta-do-reino (piper nigrum), como € o
caso, por exemplo, das informagdes sobre producéo de pimentas contidas na
base de dados da Organizacédo das NagOes Unidas para a Agricultura.

De acordo com tais dados, os paises asidticos sdo 0s maiores
produtores e consumidores do produto, com destaque para a India, China,
Coréia do Sul, Indonésia e Tailandia (EMBRAPA, 2006).

Ademais especialistas afirmam que, normalmente é dificil obter dados
confidveis sobre a producado brasileira de pimentas Capsicum, uma vez que
grande parte da producéo in natura ndo passa pelas centrais de abastecimento
e, portanto, ndo faz parte das estatisticas oficiais de producéo (PSCI, 2008).

O cultivo de pimentas ocorre em todas as regides do Brasil. Segundo
dados da Embrapa (2008), o agronegocio de pimentas movimenta, desde o
processamento até a comercializacéo, cerca de R$ 80 milhées por ano, sendo
gue a Instituicdo tem investido na parceria com empresas privadas e
associacOes de produtores para desenvolvimento de variedades resistentes a
viroses e com caracteristicas melhoradas para atender as exigéncias do
mercado nacional e internacional.

Na regido Norte, o género Capsicum, além de estar presente na culinaria
regional, € tido como uma atividade de grande importancia socio-econémica,
sendo um dos melhores exemplos de agricultura familiar e de integracdo
pequeno agricultor-agroindustria. Contribuindo como fonte geradora de renda
na pequena propriedade e na fixacdo de pessoas na area rural. Diante deste
fato, a mensuracdo de dados de producdo tornam-se escassos. Sendo as
variedades mais consumidas ‘Murupi’, ‘Cumari do Para’ e a ‘de Cheiro’ (PSCI,
2008).

3.4. Caracteristicas das cultivares

Cinco espécies de Capsicum se destacam em termos de importancia

agrondmica: C. annuum, C. frutescens, C. chinense, C. baccatum e C.
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pubescens, a ultima ndo cultivada no Brasil. A espécie C. annuum (pimentao)
apresenta a maior variabilidade genética, é a mais cultivada e economicamente
mais importante (CASALI & COUTO, 1984).

A Pimenta Dedo de Moca (Capsicum baccatum) (Figura 1A) é cultivada
no nordeste da América do Sul, incluindo Colémbia, Equador, Peru, Bolivia,
norte da Argentina e sudeste do Brasil, sendo uma das variedades mais
consumida no Brasil. Considerada de pungéncia variavel, de ndo picante a
picante, com a maioria possuindo pungéncia suave (FELTRIN, 2012).

A Pimenta Doce Comprida (Capsicum annuum) (Figura 1B) possui
pungéncia praticamente inexistente e aroma acentuado. Possui fruto alongado
e uniforme, sabor doce e coloracdo verde intensa e brilhante com pequenos
laivos avermelhados quando madura. E muito utilizada na culinaria para
consumo em saladas (FELTRIN, 2012).

A Pimenta Malagueta (Capsicum frutescens) (Figura 1C) € uma das
mais usadas na culinaria e na medicina popular brasileira. Os frutos séo
pequenos e vermelhos quando maduros; tém aroma e sabor forte e bastante
picante. Utilizada numa grande variedade de pratos na culinaria baiana
(FELTRIN, 2012).

A Pimenta Tekila (Capsicum chinense) (Figura 1D) apresenta aroma
marcante € mais intenso quando os frutos estdo imaturos. Produz frutos
arredondados que surgem no tom verde-escuro e adquirem a cor vermelha
guando maduros. A colheita se da a 105 dias ap6s o plantio das sementes.
Sabor altamente picante (FELTRIN, 2012).

O Pimentdo Yolo Wonder (Capsicum annuum) (Figura 1E) caracteriza-se
por uma planta arbustiva, semiperene, mas cultivada como planta anual.
Apresenta folhas de coloracéo verde-escura e com formato oval-lanceolado. Os
frutos sdo do tipo baga, com formato que varia de cubico a piramidal
(FELTRIN, 2012).

Ja o Pimentdo All Big (Capsicum annuum) (Figura 1F) apresenta caule
ramificado, ereto e folhas lanceoladas, verdes e brilhantes, com nervuras bem
marcadas. As flores sdo brancas a arroxeadas. O fruto carnoso € do tipo
guadrado com lombadas de coloracdo verde ao vermelho. Esta variedade

caracteriza-se pela alta produtividade (FELTRIN, 2012).
17



FIGURA 1. Foto das cultivares de Capsicum. 1A: Pimenta Dedo de Moca: Capsicum baccatum.
Fonte: Embrapa, 2008; 1B: Pimenta Doce Comprida: Capsicum annuum. Fonte: FELTRIN,
2012; 1C: Pimenta Malagueta: Capsicum frutescens. Fonte: FELTRIN, 2012; 1D: Pimenta
Tekila: Capsicum chinense. Fonte: FELTRIN, 2012; 1E: Pimentdo Yolo Wonder: Capsicum
annuum. Fonte: ISLA, 2012; 1F: Pimentéo All Big: Capsicum annuum. Fonte: Isla, 2012.

3.5. Doencas causadas por virus no género Capsicum

Doencas de plantas sdo anormalidades provocadas geralmente por
microrganismos, como bactérias, fungos, nematoides e virus. Em termos de
importancia econémica, as doencgas causadas por virus sdo superadas apenas
pela podriddo do colo, causada pelo fungo Phytophthora capsici. Existem
diversos relatos de virus ocorrendo em pimentédo e pimenta em todo o mundo,
incluindo seis virus pertencentes ao género Potyvirus: Potato virus Y (PVY),
Tobacco etch virus (TEV), Pepper mottle virus (PepMoV), Pepper veinal mottle
virus (PVMV), Chilli veinal mottle virus (ChiVMV) e Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) (COOK & ANDERSON, 1959; BRIOSO et al, 1996; CARANTA &
PALLOIX, 1996; DOGIMONT et al, 1996; CARANTA et al, 1997; INOUE-
NAGATA et al, 2002).

O género Potyvirus pertence a familia Potyviridae a qual esta

organizada em seis géneros, de acordo com o inseto vetor e a organizacdo do
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genoma viral (BERGER, 2005). Todos os membros da familia séo transmitidos
por vetores e possuem genoma composto por RNA de fita simples (ssSRNA)
(HULL, 2002). Os géneros Rymovirus e Tritimovirus incluem os virus com um
componente gendmico e transmitidos por &caros (Arachnida: Acarina:
Eriophydae). Um componente gendmico também é observado para os géneros
Ipomovirus e Macluravirus, porém o vetor é a mosca-branca Bemisia tabaci
(Homoptera: Aphididae). Bymovirus é o Unico género que agrupa virus
transmitidos por fungos e que possuem dois componentes gendmicos. Por fim,
0 género Potyvirus inclui os virus transmitidos por afideos (Homoptera:
Aphididae) e com um componente genémico. Uma propriedade intrinseca dos
virus pertencentes a essa familia € a inducdo de inclusbes citoplasmaticas
cilindricas (cylindrical inclusions, Cls), também denominadas “cata-ventos”, no
citoplasma das células infectadas (ZERBINI et al, 1999). Potyviridae constitui a
maior e economicamente mais importante familia de virus de plantas, com
cerca de 20% dos virus descritos (CASALI & COUTO, 1984). Infectam uma
grande variedade de culturas agricolas incluindo leguminosas, solanaceas,
ornamentais, gramineas e frutiferas (ZERBINI et al, 1999).

Os virus da familia Potyviridae tem um genoma de RNA fita simples,
gue se encapsula em particulas flexiveis de aproximadamente 11-14 mm de
diametro e 680-950 mm de tamanho formado por 2000 unidades repetidas de

uma unica proteina estrutural (Capsid protein- CP) (Figura 2).

FIGURA 2. Eletromicrografia de particulas de um Potyvirus (PVY) contratadas negativamente.
Fonte: FENNER, 1976.

A fita sense positiva do RNA gendmico dos membros monopartidos
possui entre 8.2 kb ate 11 kb de tamanho e no caso em concreto do PPV
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(isolado Rankovic) possui 9786 nt. A extremidade 5 do genoma esta ligada
covalentemente a uma proteina viral de 24 kDa (VPg) e a extremidade 3’ e
poliadenilada com um numero variavel de adeninas (An). O RNA contém um
longa regido aberta de leitura (ORF) que codifica uma proteina de 350 kDa,
contendo, na maioria dos casos 0s seguintes produtos génicos no sentido N- a
C- terminal: P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, Nla (VPg+Pro), NIb e CP (Figura 3).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica da organizacdo e expressdo do genoma de um
Potyvirus. O RNA viral possui uma proteina viral (VPg) ligada a sua extremidade 5 e uma
cauda poli-A em sua extremidade 3. A Unica fase aberta de leitura gera uma polipro uma
poliproteina que sofre autoprotedlise gerando diferentes intermediarios e, finalmente, 8
proteinas virais (P1, HC-Pro, P3, Cl, 6K, Nla, Nlb e CP). A proteina Nla pode sofrer uma
clivagem adicional gerando VPg e Pro, dependendo da espécie viral. Adaptado de (Shukla,
1994).

A replicacdo € iniciada com a sintese de uma fita complementar negativa a
partir da fita de RNA positiva, reacdo esta catalisada pela RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) viral, em conjunto com proteinas do hospedeiro. As
novas fitas positivas sdo em seguida sintetizadas utilizando as fitas negativas

como molde. A especificidade do complexo replicativo é assegurada pelo
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reconhecimento de sinais em cis encontrados em ambas as fitas (SIMON-BUELA
et al, 1997).

A maioria das proteinas codificadas pelos Potyvirus séo necessérias, direta
ou indiretamente, para a replicacdo viral. As proteinas virais envolvidas na
replicacdo do RNA incluem P1, HC- Pro, P3, 6K;, VPg-Pro (Nla), Nilb, e CI. As
proteinas P1, HC-Pro e P3 ndo sao essenciais na replicacdo, porém sao
consideradas fatores de amplificacdo do genoma viral, por aumentarem a taxa da
replicacéo (revisado por ZERBINI & ZAMBOLIM, 1999).

A proteina P1, localizada na extremidade aminica da poliproteina, € um
dos trés peptideos virais com atividade de proteinase, sendo responsavel pela
clivagem do seu proprio terminal carboxilico, separando-se da proteina HC-Pro
(VERCHOT et al, 1991). Aléem da atividade de proteinase, a P1 atua como fator
de amplificacdo do genoma (VERCHOT & CARRINGTON, 1995).

A proteina HC-Pro (helper component proteinase) tem funcdo de
proteinase (também clivando seu proprio terminal carboxilico), de fator auxiliar de
transmissdo por afideos, de movimento célula a célula e possivelmente a longa
distancia, e de supressao de silenciamento génico pds-transcricional (MAIA et al,
1996; PLISSON et al, 2003).

A P3 é a proteina menos estudada dos Potyvirus. Ela é detectada em
células infectadas, isoladamente (RODRIGUEZ-CEREZO & SHAW, 1991) ou em
conjunto com as proteinas Cl (RODRIGUEZ-CEREZO et al, 1993) ou NIb
(LANGENBERG & ZHANG, 1997). Como essas duas proteinas estdo envolvidas
diretamente na replicacéo viral, sugere-se que P3, a semelhanca de P1, seja um
fator acessorio de amplificacdo do genoma (SHUKLA et al, 1994).

A proteina CI (cylindrical inclusion) forma as inclusGes citoplasmaticas do
tipo “cata-vento”, tipicas da infeccdo por membros da familia Potyviridae
(MURPHY et al, 1991). Esta proteina é a helicase dos Potyvirus, responsavel
pela separacdo da fita dupla de RNA produzida durante a replicacdo. A ClI,
juntamente com a Nla e NIb, forma o nucleo replicativo, catalisando processos
enzimaticos essenciais durante a replicacdo. A Cl tem também papel no
movimento célula-a-célula dos Potyvirus (CALDER & INGERFELD, 1990).

A proteina 6K; possui um dominio central hidrofébico de 19 aminoacidos

que lhe confere a propriedade de associacdo a membranas, sugerindo que pode
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ser responsavel pela associacdo do complexo replicativo a membranas
(RESTREPO-HARTWIG & CARRINGTON, 1994; SCHAAD et al, 1997).

A proteina Nla (nuclear inclusion a) consiste de dois polipeptideos com
funcdes distintas, VPg (viral protein, genome-linked) e Pro (proteinase). A VPg
atua como iniciadora da sintese de fitas de RNA negativo, por meio do
grupamento hidroxil presente em um residuo conservado de tirosina (MURPHY et
al, 1996). Além disso, essa proteina é capaz de se associar ao fator de iniciacao
de traducgédo elF4E, embora o efeito dessa associagdo no ciclo de replicacao viral
ainda ndo esteja totalmente esclarecido (LELLIS et al, 2002). Pro é a principal
proteinase dos Potyvirus, responsavel pela maioria das clivagens da poliproteina
(CARRINGTON et al, 1990).

A proteina NIb (nuclear inclusion b) é a polimerase (RNA polimerase
dependente de RNA, RdRp) dos Potyvirus, cuja funcéo principal € a sintese de
novas copias do RNA viral (DOMIER et al, 1987; LAIN et al, 1989; ROBAGLIA et
al, 1989).

A proteina capsidial (CP) estd envolvida em varias fungbes, como
encapsidacdo do RNA viral, transmissdo pelo vetor (ATREYA et al, 1995),
movimento célula-a-célula (DOLJA et al, 1995; ROJAS et al, 1997) e movimento a
longa distancia (DOLJA et al, 1995).

A regiao 3’ nao-traduzida (3' NTR) do genoma dos Potyvirus apresenta
uma cauda poli-A, codificada pelo préprio virus. Essa cauda esta envolvida na
protecdo do RNA, evitando ou atenuando os efeitos da degradacao
exonucleotidica. A sequéncia da 3’ NTR é importante para o reconhecimento do
RNA gendmico viral pelo complexo replicativo, contendo cis-elementos essenciais
para que esse processo ocorra (HALDEMAN-CAHILL et al, 1998; MAHAJAN et al,
1996).

O unico Potyvirus relatado em espécies de Capsicum no Brasil era o PVY
(NAGAI, 1983; BOITEUX & PESSOA, 1994; BRIOSO et al, 1996). Em 2002,
Inoue-Nagata et al, relataram a ocorréncia de uma nova espécie de Potyvirus
causando mosaico amarelo e distor¢do foliar em pimentdo, denominada Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV). Estudos moleculares desse novo virus
demonstraram que a sequéncia de aminoacidos da proteina capsidial (CP) difere

significativamente de outros Potyvirus conhecidos. Apos a avaliacdo de uma
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sequéncia parcial de 1.330 nucleotideos correspondendo a regiao codificadora da
CP e a regido 3’ ndo-traduzida, os autores verificaram uma homologia entre 62 e
46% com os Potyvirus PVY, PepMoV, Potato virus V (PVV) e Sunflower mottle
virus (SCMV) (INOUE-NAGATA et al, 2002). Outro relato da ocorréncia de
PepYMV em pimentdes nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais foi feito por
Stangarlin et al (2001).

Os sintomas tipicos induzidos pelos Potyvirus incluem mosaico, clorose,
clareamento de nervuras, mosqueado, pontos necroticos, distor¢cdo foliar e
necrose (Figura 4). Flores, sementes e frutos podem ser afetados (SHUKLA et al,
1994). Contudo, para ocorrer a infecgdo sistémica, € necesséria uma serie de
interacdes compativeis entre o virus e fatores do hospedeiro (fatores de iniciacao
da traducdo, co-fatores para a replicacdo viral, proteinas que auxiliam no
movimento célula-a-célula do virus e outros), de forma a permitir a replicacdo do
RNA viral, o movimento célula-a-célula do virus através dos plasmodesmas e o
movimento a longa distancia, via floema (CARRINGTON et al, 1996).
Dependendo da combinacédo virus-hospedeiro, diferentes fatores virais e do
hospedeiro podem contribuir para a manifestacdo dos sintomas (Figura 5).

FIGURA 4. Virose em pimentdo, provavelmente causada por uma espécie de virus do género
Potyvirus. Foto: Ailton Reis, 2009.

23



PROCESSO DE INFECCAO VIRAL
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FIGURA 5. Esquema do processo de infecc¢do viral em plantas. Fonte: Nascimento, 2006.

3.6. Controle e diagnostico de viroses vegetais

Os virus utilizam uma grande variedade de estratégias para promover a
infeccdo em hospedeiros suscetiveis. A infeccdo por virus pode alterar
profundamente a fisiologia do hospedeiro. Em plantas, as doencas induzidas
por virus podem variar amplamente em termos de severidade, incluindo
respostas tolerantes que pouco alteram a fisiologia da planta hospedeira, até
respostas severas que podem culminar com a morte da planta (HULL, 2002).

Durante a coevolucdo entre virus e hospedeiro desenvolveu-se uma
interacdo complexa envolvendo diversos mecanismos de ataque do patdgeno,
e de defesa do hospedeiro. As estratégias utilizadas pelos virus para infectar o
hospedeiro incluem modificacdes estruturais na célula hospedeira, a supressao
do silenciamento génico pés-transcricional e a interferéncia com a regulacdo do
ciclo celular (FIGUEIRA, 1996), dentre outras. Em contrapartida, as plantas
desenvolveram mecanismos para se proteger da infeccdo viral e a ativacdo de

respostas como a hipersensibilidade e a resisténcia sistémica adquirida.
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A capacidade das plantas em montar uma resposta de defesa eficiente
depende da capacidade do hospedeiro em reconhecer o patdégeno e iniciar um
mecanismo de defesa que limite a infec¢éo. Portanto, o conhecimento béasico
dos mecanismos genéticos, bioquimicos e moleculares que estdo envolvidos
na interacdo virus hospedeiro torna-se extremamente relevante, pois pode
permitir o desenvolvimento de estratégias mais eficientes de controle.

Doencas causadas por virus tém enorme impacto negativo na producéo
agricola de todo o mundo e, consequentemente, varios esfor¢cos tém sido
empregados no seu controle, assim como na identificagéo de viroses e de seus
agentes causadores. Técnicas classicas como quarentena, erradicacao,
rotacdo de culturas e sementes/plantas certificadas livre de virus, sdo
ferramentas ainda muito utilizadas e que apresentam algumas desvantagens
por serem dispendiosas e perderem a efetividade ao longo dos anos.
Entretanto, é fundamental o diagndstico correto da virose para adotar medidas
eficientes de controle. O diagndstico atraveés de testes biologicos (gama de
hospedeiro) e sorologia sdo bastante utlizados no diagnostico de viroses,
sendo de baixo custo, rapido e sensivel (LANE, 2002).

O diagnostico baseado em gama de hospedeiro compreende na
inoculagcdo mecanica através de extrato vegetacado tamponado em diferentes
hospedeiras, ap0s esse procedimento, analisa-se a reacdo das plantas em
relacdo a sintomatologia ou auséncia de sintomas. Uma vez a planta
apresentando sintomas, pode-se dizer que a mesma é uma hospedeira
potencial do virus inoculado. Na auséncia de sintomas a planta pode ser
considerada como possivel fonte de resisténcia.

Diversos testes sorolégicos estdo descritos na literatura. Os testes
baseiam-se nas reacdes especificos entre Anticorpos (AC) e Antigenos (AQ)
onde epitopos do Ag se ligam aos sitios especificos presentes nos respectivos
AC. O precipitado formado pela reacdo Ag-Ac serd maior quando as
concentragcbes de Ag e AC forem as mais adequadas. A utilizacdo de
munoglobulina conjugada a uma enzima, para deteccdo de antigenos e
anticorpos, foi sugerida por Avrameas em 1969. Entretanto, o uso conjugado

com a finalidade de detectar e quantificar a imunoglobulina G (IgG) foi descrita
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por Engvall e Perlmann em 1971, denominadoesse método de ELISA (Enzyme
Linked Imunosorbent Assay).

Devido a sensibilidade desse método na diagnose e quantificacdo de
antigenos especificos, ele foi muito utilizado no diagnéstico de virus de seres
humanos e de animais (LAIN et al, 1989). A introduc&o do método de ELISA na
virologia de plantas deveu-se ao trabalho pioneiro de Voller et al (1976)
seguido por outro descrito por Clark e Adams (1977). Posteriormente sua
utilizacdo estendeu-se para as areas da micologia e bacteriologia. Atualmente,
ELISA tornou-se importante método auxiliar nos trabalhos com virus de
plantas.

Segundo LAIN et al (1989), as variacdes no teste de ELISA diferem na
sensibilidade e na capacidade de detectar virus sorologicamente relacionados.
Embora existam diversas variacdes do teste de ELISA, todas elas dependem
de um principio basico: macromoléculas aderem a varios tipos de suportes
fisicos, tais como plasticos, borracha, vidro, silicone e membranas de
nitrocelulose ou nailon, através de adsorcdo (interacdo hidrofébicas nao
covalentes). Essas ligacfes possuem forca suficiente para promover a adeséo
das macromoléculas ao suporte fisico. Entretanto, algumas poucas moléculas
se desprendem do suporte apds as diversas e vigorosas lavagens, requeridas
pelo teste. Basicamente, o teste ELISA pode ser classificado em ELISA direto e
ELISA indireto. No primeiro caso utiliza-se a IgG e o conjugado produzido em
apenas um animal e, no segundo caso, utilizam-se duas IgG, uma para
reconhecer o antigeno e outra (anti-IgG) produzida em diferentes espécie de

animal, que reconhece a primeira IgG, com a qual se ligara.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Areaexperimental

O ensaio foi implantado na casa de vegetacao do Instituto de Educacéo,
Agricultura e Ambiente — IEAA/UFAM, localizada no Municipio de Humaita,
tendo seu inicio no més de junho de 2012. Sendo utilizadas para a realizagao
deste, cultivares de pimenta e pimentdo submetidas as mesmas condi¢cdes

plantio, ambiente e disponibilidade de nutrientes.

4.2. Obtencéo e manutencéo dos isolados virais

Plantas de pimenta (Capsicum spp.) possuindo sintomas de mosaico
severo, deformacgédo foliar e bolhosidade foram identificadas em plantios no
municipio de Humaita-AM. Dessas plantas, coletaram-se folhas com sintomas,
que foram enviadas para o Laboratdério de Fitossanidade/Fitopatologia
UFAM/IEAA para diagnéstico prévio. Em seguida, as folhas foram embaladas
corretamente e enviada para a analise sorologica na Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), Laboratério de Fitopatologia/Virologia.
Amostras dessas folhas também foram utilizadas na inoculacdo para
determinacdo da gama de hospedeiros, sendo armazenadas a 4 °C sob a

forma de material foliar dessecado.

4.3. Caracterizacao bioldgica

A caracterizacdo biologica consistiu na determinacdo da gama de
hospedeiros parcial. As sementes de Capsicum spp. utilizadas no experimento
foram adquiridas no mercado local de acordo com a disponibilidade, sendo
colocadas para germinar em sementeiras contendo substrato comercial
Tropstrato®. As mudas foram transplantadas para os vasos de plasticos,
contendo solo e substrato comercial, na propor¢cdo 3:1, respectivamente,
permanecendo na casa de vegetacao, onde foram inoculadas aos 30 dias apos

sua emergéncia.
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Para o procedimento de inoculagdo, folhas jovens de pimenteiras
coletadas com sintomas tipicos de virus foram maceradas em almofariz na
presenca de tampéo fosfato (0,05 M, pH 7,0), acrescido do antioxidante sulfito
de sodio (0,01M) e do abrasivo celite (0,05%). Apdés a maceracdo, o extrato
resultante foi filtrado em gaze dupla. O extrato foi inoculado mecanicamente em
folhas de Capsicum das espécies especificadas na Tabela 3, pela friccdo de
pedacos de gaze embebidos no extrato vegetal nas superficies adaxiais. Logo
apos a inoculacdo as folhas foram lavadas com &gua destiladas com a
finalidade de eliminar substancias inibidoras que poderiam impedir a replicagéo
do virus. Durante todo o processo, o almofariz contendo o extrato foi mantido
em banho no gelo. Ap6s a realizacdo do procedimento, as plantas

permaneceram na casa de vegetacao, com temperatura e umidade ambientes.

TABELA 3. Espécies de Capsicum spp. utilizadas na caracterizacao parcial da
gama de hospedeiro, Humaita, AM-2012.

Cultivar Nome Cientifico Empresa
Pimenta Malagueta C. frutescens FELTRIN®
Pimenta Dedo de moga C. baccatum TOPSEED®
Pimenta Doce comprida C. annuum FELTRIN®
Pimenta Tekila C. chinense FELTRIN®
Pimentéo Yolo Wonder C. annuum ISLA®
Pimentao All Big C. annuum ISLA®

4.4. Caracterizacao soroldgica através do Teste ELISA indireto

A caracterizacdo sorologica foi realizada em parceria com a
Universidade  Federal Rural de  Pernambuco, Laboratorio  de
Fitopatologia/Virologia. O teste Elisa indireto foi realizado em folhas de pimenta
apresentando infeccdo viral contra os virus: Potato Virus Y (PVY), Pepper
yellow mosaic virus (PepYMV), Cucumber Mosaic Virus (CMV), Cowpea aphid-
borne Mosaic Virus (CABMV).
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As etapas para esta técnica foram as seguintes (Figura 6): A principio
cobriram-se os orificios da placa com 200 pL da amostra diluida em tampéo de
cobertura (carbonato de sodio pH 9,6). Incubou-se por 2 horas a 37°C em
camara Umida, apés a incubacdo seguiu-se, com trés lavagens com Tampéao
PBS, contendo 0,5 ml de Tween 20 e 2 ¢g/L ovalbumina. Em seguida,
adicionou-se em cada poc¢o 150 pL da solucdo de IgG diluido em Tampéao de
cobertura (pH 9,6) e incubado novamente nas mesmas condi¢bes anteriores,
seguindo-se novamente trés lavagens. Adicionou-se aos orificios 100 pL da
solucdo anti-lgG, obtida de cabra, conjugada a enzima (Sigma A8025).
Realizaram-se o0s procedimentos de incubacdo e lavagens descritos
anteriormente. Foi adicionado ainda 100 pL do substrato aos orificios da placa,
aguardou-se a formacédo da coloracdo até a intensidade desejada (absorbancia
entre 0,3 e 0,8), finalizou-se, adicionando-se 40 pL de NaOH 3M aos orificios e

efetuou-se a leitura.

| Placa de 96 cavidades I

"

lavagen |
Antigeno Adicdo de Adicao Substrato é
(amostra) antissoro conjugado adicionadoe
adsorvido (virus) (enzima) convertido pela
nopogo especifico enzimaauma

determinada cor

FIGURA 6. Diagnéstico sorolégico ELISA indireto. Fonte: Imunologia & Hematologia, 2010.
Adaptado por Carla Costa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Obtenc¢do e manutencao dos isolados virais

As amostras de folhas de pimenta coletadas que foram levadas para o
laboratério de Fitossanidade/Fitopatologia UFAM/IEAA para o0 prévio
diagnéstico. Foi observado que estas, apresentavam sintomas severos de
infeccéo viral, mosaico e clorose intensa nas folhas (Figura 7). Este resultado
esta de acordo com as literaturas quando descrevem o0s sintomas de infeccao
viral em pimenta. Levantamentos de infeccdo viral em pimenta tem sido

realizado por Truta (2004).

FIGURA 7. Planta de pimenta coletada no municipio de Humaita, AM
apresentando sintomas de infecc¢éo viral. Foto: Carla Costa, 2012.
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5.2 Caracterizacao biolégica

Plantas do género Capsicum foram inoculadas mecanicamente
utilizando-se o extrato de planta infectado (Figura 8), sendo cinco plantas de

cada cultivar.

FIGURA 8. Cultivares inoculadas mecanicamente via extrato

vegetal. Foto: Carla Costa, 2012.

Efetuada a inoculacdo mecéanica com o extrato de pimenta
infectado, observaram-se os sintomas descritos na Tabela 4, onde as cultivares
de Pimenta Doce Comprida (C. annuum), Pimenta Malagueta (C. frutescens),
Pimenta Tekila (C. chinense), Pimentédo Yolo Wonder (C. annuum) e Pimentao
All Big (C. annuum) expressaram a sintomatologia positiva para infeccao viral,
sendo caracterizadas como suscetiveis. Entretanto ndo foi observada infeccéo
viral na cultivar Dedo de moca (C. baccatum) (Figura 9A). Foram observados
0s sintomas de mosaico suave nas folhas jovens das cultivares Yolo Wonder
(C. annuum) (Figura 9B) e All Big (C. annuum) (Figura 9C). Na cultivar de
pimenta malagueta (C. frutescens), foram observados os sintomas de mosaico
variando de moderado a severo e encarquilhamento nas folhas jovens,
bolhosidade intensa e deformacédo (Figura 9D). Na cultivar de Pimenta Tekila
(C. chinense), verificou-se a presenca de mosaico severo, encarquilhamento
das folhas jovens e bolhosidade (Figura 9E). Este resultado € bastante
promissor, uma vez que a planta que ndo apresentou infec¢do viral pode ser

uma fonte de genes de resisténcia a virose. Na cultivar de Pimenta Doce
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Comprida (C. annuum), foi observado um sintoma leve de mosaico, entretanto,

nao interferiu na producéo, conforme a figura 9F.

h

FIGURA 9. Sintomas apresentados pelas cultivares. 9A: Pimenta Dedo de Moca: Capsicum
baccatum; 9B: Pimentdo Yolo Wonder: Capsicum annuum; 9C: Pimentdo All Big: Capsicum
annuum; 9D: Pimenta Malagueta: Capsicum frutescens; 9E: Pimenta Tekila; Capsicum
chinense; 9F: Pimenta doce comprida: Capsicum annuum. Foto: Carla Costa, 2012.

TABELA 4. Reacao de cultivares de pimenta e pimentdo a inoculacdo com o0s
isolados de PepYMV provenientes de capsicum spp., Humaita, AM - 2012.

Sintomas
Cultivares
ms msv bl en df as
P. Dedo de (-) (-) (-) (-) (-) (+)
Moca
P. Yolo (+) (-) (-) (-) (-) (-)
Wonder
P. All Big (+) (-) (-) (-) (-) (-)
P. Malagueta (-) (+) (+) (+) (+) (-)
P. Tekila (-) (+) (+) (+) (+) (-)
P. Doce (+) (-) (-) (-) (-) (-)
Comprida

Sintomas em folhas inoculadas, aos 30 dias: ms: mosaico suave; msv: mosaico severo; bl:
bolhosidade; en: encarquilhamento; df: deformacdo foliar; as: auséncia de sintomas, (+):
presenca;(-): auséncia.
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Estudos de gama de hospedeiro com infeccéo viral em Capsicum tem
sido estudado por Truta et al (2004). Os autores estudaram a identidade e
propriedade de isolados de potyvirus provenientes de Capsicum spp. através
da reacdo de dez espécies vegetais, selecionadas com base em dados de
literatura (BRUNT et al, 1996): pimentédo ‘Ikeda’, pimenta ‘Malagueta’, tomate
‘Rutgers’, batata, fumo (‘Samsun’, ‘White Burley’ e ‘TNN’), Chenopodium
quinoa Willd, D. stramonium, Nicandra physaloides Gaertn., N. debneyi e
Physalis floridana Rydb. Os resultados demonstraram a existéncia de um
consideravel grau de variabilidade biolégica entre os isolados. As reacdes de
algumas espécies de plantas distinguiram os isolados em estudo de outros
potyvirus que infetam o piment&o e a pimenta, como PepMoV. Nenhum isolado
causou necrose em pimenta ‘Malagueta’, sintoma caracteristico de PepMoV
nessa hospedeira. Foi observado que o isolado obtido de pimenta causou
sintomas mais severos em pimenta do que em pimentdo. Esse resultado
também foi observado nesse estudo. Dessa forma, os resultados observados
nesse estudo e no estudo realizado por Truta et al, (2004) confirmam uma
variabilidade na expressdo de sintomas conforme a hospedeira testada,
indicando provavelmente a ativacdo de mecanismos de resisténcia na
interacéo virus/hospedeiro (CARANTA & PALLOIX, 1996).

5.3 Caracterizacao sorologica através do Teste ELISA indireto

No teste ELISA foi possivel identificar reacdo positiva com o0 antissoro
para Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Entretanto, para os antissoros
contra Potato Virus Y (PVY), Cucumber Mosaic Virus (CMV), Cowpea aphid-
borne Mosaic Virus (CABMV) néo foi observada reacédo positiva, confirmando
dessa forma, a etiologia viral com o Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)
(Tabela 5; Figura 10).
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TABELA 5. Valores médios de absorbancia obtidos em ELISA indireto
utilizando antissoros policlonais, Humaita, AM - 2012.

Ass50 nm Antissoros

Amostras de folhas de pimenteira PepYMV PVY CmMVv CABMV

com sintomas de virus

1 1,090 0,440 0,190 0,199
2 1,094 0,434 0,189 0,198
3 1,090 0,420 0,190 0,197
4 1,089 0,424 0,191 0,198
5 1,092 0,441 0,188 0,197
Planta Sadia (Controle negativo) 0,178 0,157 0,167 0,177
Planta infectada (controle positivo) 1,090 1,098 1,993 1,934
2,5
© 2 —
=
« O PepYMV
%1’5 | lmPVY
o]
ZE) 1 — — — — || |[OCMV
° 0O CABMV
()
951 -
] o O 0 T o
0‘ T T T T T T
1 2 3 4 5 Controle Controle
negativo positivo

FIGURA 10. Deteccdao viral via ELISA indireto de amostras de pimenta com infeccéo viral. 1-5;
Amostras de pimenta com sintomas de infecgdo viral; Controle negativo: plantas sadia;
Controle positivo: plantas inoculadas com cada virus testados como antissoro.
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O diagndstico através da sorologia tem sido foco de estudo em varios
trabalhos para diagndsticos de viroses em diversas culturas. Nascimento et al,
(2006) realizaram o teste ELISA indireto utilizando antissoro policlonais contra
CMV, CABM e PWYV nas amostras de maracujazeiro objetivando o diagnéstico
de Potyvirus nas amostras coletadas, confirmando dessa forma a etiologia viral
nas amostras. Santos (2011), avaliou a infec¢do de potyvirus em curcubitaceas
utilizando o teste ELISA confirmando a infecgdo por Papaya ringspot virus-W
(PRSV-W) e Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). Estudos realizados por Lima
et al, (2010) sobre a detecc¢éo e incidéncia de virus em 89 acessos de pimenta
(Capsicum spp.) no Municipio de Ceres, Goias utilizando o teste ELISA
resultou na confirmacédo viral nos acessos testados. Dessa forma, conclui-se
gue o teste ELISA é um método de diagndstico bastante utilizado para

deteccédo de virus em plantas de uma forma rapida e sensivel.
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6. CONCLUSOES

As amostras de folhas de pimentas coletadas apresentaram infecgcao de
etiologia viral,

Com o teste de gama de hospedeiro foi possivel identificar uma planta
de pimenta com auséncia de sintomas de infeccdo viral, podendo ser uma
provavel cultivar resistente;

O teste ELISA Indireto confirmou a ocorréncia de infeccao nas folhas de
pimenta coletadas no campo por um Potyvirus, o0 PepYMV.
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