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DETECCAO DE Pepper yellow mosaic virus EM Capsicum chinense NO ESTADO DO PARA

Taise Pereira Carvalho!, Alessandra de Jesus Boari?

! Bolsista Pibic Embrapa Amazonia Oriental, Laboratério de Fitopatologia, taisepcarvalho @gmail.com
*Pesquisadora Embrapa Amazonia Oriental, Laboratério de Fitopatologia, ajboari @cpatu.embrapa.br

Resumo: Capsicum chinense € cultivada em larga escala no estado do Pard, porém algumas doencas
podem restringir a producdo. Nos plantios localizados na regido metropolitana de Belém é comum
observar plantas com sintomas de viroses como clorose, redu¢do do limbo foliar, nanismo e
consequentemente reducdo da producdo de frutos causados por Cucumber mosaic virus - CMV.
Entretanto, em um plantio no municipio de Parauapebas, localizado na regido sul do estado do Pard,
foram observadas plantas de C. chinense com sintomas diferentes daqueles observados na regido
metropolitana de Belém como mosaico foliar forte e deformacao foliar. Dessa forma, este trabalho teve
o objetivo de identificar a espécie de virus causador da doenca que ocorre em Parauapebas. Amostras
de folhas coletadas neste plantio foram preservadas por meio do congelamento a 80° C, dessecadas e
armazenadas a -20° C e via enxertia em plantas de pimenta cv. Cheiro. A partir de folhas coletadas fez-
se a purificacdo parcial de virus, extracdo de dcido nucleico viral, RT-PCR utilizando primers para
deteccao do CMV e Potyvirus e sequenciamento de DNA. Observou-se a amplificacdo de fragmentos
de DNA de cerca de 800pb por RT-PCR quando se utilizou os primers especificos para Potyvirus.
Ap6s a andlise do DNA sequenciado por meio dos programas Blast e ClustalW verificou-se que o
agente causal do mosaico da pimenta de Parauapebas é o Potyvirus Pepper yellow mosaic virus -
PepYMV. Este € o primeiro relato do PepYMV na regido Amazonica.

Palavras-chave: Capsicum, PepYMV, virus

Introducao

No estado do Pard a pimenta (Capsicum spp.) € cultivada pela agricultura familiar em larga
escala por ser uma das principais horticolas apreciadas pela populacdo paraense.

As pimentas e pimentdes do género Capsicum (Solanaceae) sdo origindrios do continente
americano. Dentre as 25 espécies descritas, cinco sdo domesticadas e amplamente utilizadas
(Capsicum annuum var. annuum, C. baccatum var. pendulum, C. chinense, C. frutescens e C.
pubescens) e trés sdo semi-domesticadas (C. annuum var. glabriusculum, C. baccatum var.

praetermissum, C. baccatum var. baccatum) (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008).
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Porém, uma das limitacdes na producao de Capsicum spp. é o aparecimento de doengas virdticas.
Dentre as principais doencas estdo as causadas pelo virus do género Potyvirus: Potato virus Y (PVY),
Pepper mottle virus (PepMoV), Tobacco etch virus (TEV), Pepper veinal mottle virus (PVMV), Chilli
veinal mottle virus (ChiVMV) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (INOUE-NAGATA;
VLUGT, 2002), sendo que até o momento somente 0 PVY e PepYMYV sio descritos no Brasil. O PVY
no Brasil foi observado em pimentao pela primeira vez na década de 50 (COSTA; ALVES, 1950) e o
PepYMV em 2002 (INOUE-NAGATA; VLUGT, 2002). Ambos os virus sdo sorologicamente
relacionados (CUNHA et al., 2004) e causam sintomas de mosaico indistinguiveis, tornando-se de
dificil identificacdo visual.

No Brasil, outros géneros de virus ja foram relatados em Capsicum spp., como o Cucumovirus
(Cucumber mosaic virus — CMV), Tobamovirus (Pepper mild mottle virus — PMMoV, Tomato mosaic
virus — ToMV), Begomovirus (Tomato severe rugose virus) € Tospovirus (Tomato spotted wilt virus -
TSWYV, Tomato chlorotic spot virus - TCSV e Groundnut ringspot virus — GRSV) (NOZAKI et al.,
2006). A identificacdo dos virus em pimenta € importante para a elaboragdo de estratégias de manejo,
seja cultural, quimico ou via uso de cultivares resistentes.

Tem sido comum a observagdo de plantas de pimentas com sintomas caracteristicos de viroses
no estado do Pard, sendo ja relatado o CMV em cultivos na regido metropolitana de Belém-PA
(CARVALHO; BOARI, 2013). No municipio de Parauapebas, localizado no sul do Pard, foi
observado um plantio de pimenta (C. chinense) com sintomas diferentes dos observados na regiao
metropolitana.

O objetivo do trabalho foi identificar o virus causador da virose que ocorre no plantio de

Parauapebas, via teste de RT-PCR e sequenciamento de nucleotideos.

Material e Métodos
Foram coletadas amostras de folhas de pimenta Capsicum chinense, com sintomas de mosaico
bem caracteristico de virose, em uma plantacao de agricultura familiar, localizada no municipio de
Parauapebas-PA. As amostras foram levadas para o laboratério de fitopatologia da Embrapa Amazodnia
Oriental, para se proceder a identificacdo molecular do virus causador da doenga.
Amostras coletadas foram preservadas por meio do congelamento a 80 °C, e dessecadas e
armazenadas a -20°C. Também foi mantido em casa-de-vegetagdo via enxertia de ramos de pimenta

infectados em plantas de fumo cv. TNN e de pimenta cv. Cheiro.
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Foi realizada a purificag@o parcial do virus, a partir de folhas da pimenta com sintoma de virose
utilizando o protocolo de Lane (19929). Apéds a purificacao foi feita a extragdo do RNA viral, que foi
mantido em freezer -20° C. Posteriormente, procedeu-se o teste de RT-PCR para detec¢do de virus do
género Potyvirus utilizando o par de oligonucleotidios iniciadores denominados WCIEN (5° ATG
GTT TGG TGY ATY GAR AAT 3’) e PV-1 (5 GAT TTA GGT GAC ACY ATA GTT TTT TTT
TTT TTT TTT 3’) que amplificam parte do gene da capa proteica (CP) e regidao ndo-traduzida. Estes
primers sdo especificos para deteccdo de espécies pertencentes ao gé€nero Pofyvirus € permitem a
amplificacdo de fragmentos de cerca de 800pb. Para a deteccio do CMV foi utilizado par de
oligonucleotideos: CMV-CPR (5 TCA AAC TGG GAG GAC CC 3’) e CMV-CPF (5 ATG GAC
AAA TCT GAA TCA AC 3’), que amplifica a regido da capa proteica do virus com aproximadamente
700pb.

Inicialmente, fez-se a transcricdo reversa a partir do dcido nucleico viral para sintese do cDNA.
Foi utilizado inicialmente 3uLL de RNA, 0,5uL de primer reverse (PV-1 e CMV-CPR) e 8,5uL de H,O,
seguido de incubagdo a 70°C/ 10 minutos. Apds incubagdo no gelo por 1 minuto adicionou-se SuL. de
Tampao 5X (AMV), 2,5uL de dNTP e 0,25uLL de RT-AMV (Avian myeloblastosis virus). A mistura
foi incubada a 42°C/ 50 minutos, para sintese de cDNA, seguido de incubac¢do de 10 minutos por
70°C. Em seguida, realizou-se o teste de PCR separadamente para deteccdo de cada virus. Para isso
foram utilizados SuL do cDNA, 6uL do tampdo de reacdao 5X, 3uL de MgCL, (25mM), 0,5uL de
DNTP (10mM), 0,3uLL da Tag DNA Polimerase, 0,5uL dos primers (CMV-CPR e CMV-CPF; PV-1 e
WCIEN) e 34,7uL de dgua ultra-pura. A reacdo para deteccio de CMV consistiu de 30 ciclos de 94°C,
53,4°C e 72°C, com duragdo de um minuto cada etapa, além da extensdo final de 72°C por 5 minutos.
O ciclo utilizado para o par de primer WCIEN e PV-1 consistiu em 30 min. a 42°C, 95°C durante 5
min., 94°C/2 min., 94°C/30 seg., 60°C /45 seg., 54°C/45 seg., 72°C/55 seg., 35 ciclos de 94°C/30 seg.,
54°C/45 seg., 72°C/55 seg., e extensdo final de 72°C/3 min. Os fragmentos de DNA amplificados
foram observados e fotografados sob luz UV apds a corrida de eletroforese em gel de agarose (0,8%) e
coloragao com GelRed. As amostras que foram positivas foram purificadas utilizando o Kit Wizard SV
Gel and PCR CleanUp Start-Up (Promega) conforme fabricante, e enviadas para o sequenciamento de
nucleotideo pela empresa Helixxa Bases for life (Campinas-SP). A sequéncia de DNA foi analisada no

programa Blastn.

Resultados e Discussao
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Por RT-PCR observou-se a amplificagdo de fragmentos de DNA de cerca de 800 pb quando
foram utilizados os primers especificos para os Potyvirus (PV1 e WCIEN). Nao foi detectada a
presenca de CMV por RT-PCR. Apds a anélise da sequéncia de DNA verificou-se que o agente causal
do mosaico da pimenta de Parauapebas - PA € o Pepper yellow mosaic virus — PepYMV, pertencente
ao género Potyvirus. O PepYMV foi relatado como uma nova espécie de Potyvirus no mundo em 2002
em cultivos localizados no estado de Sao Paulo e Distrito Federal (INOUE-NAGATA; VLUGT,
2002). Esta espécie vem sendo considerada uma das mais importantes das culturas de pimentao,
pimenta e tomate no Brasil por causar grandes perdas aos produtores.

Este é o primeiro relato do PepYMV na regido Amazonica.

Conclusao
O agente causal do mosaico e deformacdo foliar em plantas de pimenta no municipio de

Parauapebas-PA € o Pepper yellow mosaic virus — PepYMV.
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