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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar isolados de tobamovirus
coletados em campos de producdo comercial de pimentdo e pimenta nas regifes de Lins,
Sorocaba e Salto, Estado de S&o Paulo.

A colecdo de isolados foi submetida a testes sorologicos utilizando-se
antissoros policlonais para 0 ToMV e PMMoV e em seguida a purificagdo bioldgica por meio
de lesdes monolesionais em Nicotiana glutinosa, onde algumas das lesdes foram transferidas
para Nicotiana cleevelandi, hospedeira multiplicadora de tobamovirus. Os isolados foram
mantidos em plantas de Nicotiana cleevelandi por meio de sucessivas passagens mecanicas.
Os isolados foram inoculados em uma serie diferencial de Capsicum spp: C. annuum cv. ECW
(L*L*); C. annuum cv. Magda (L*L"); C. annuum cv. Tisana (L'L"); C. frutescens cv. Tabasco
(L2L?); C. chinense PI 159236 (L® L®); C. chacoense PI 260429 (L*L?). Foram inoculados trés
plantas de cada genotipo diferencial no estadio de primeira folha verdadeira e estas avaliadas
durante 21 dias.

Realizou-se a identificagdo molecular destes isolados utilizando-se
oligonucleotideos universais e especificos para as espécies de TMV, ToMV e PMMoV em
reacdo de RT-PCR de uma s0 etapa, utilizando-se a transcriptase reversa AMV e a Tag DNA
polimerase. A especificidade dos oligonucleotideos foi inicialmente avaliada por meio de
comparacao da sequéncia nucleotidica dos oligonucleotideos com a do genoma de espécies de

tobamovirus disponiveis no Genbank.



O teste bioldgico confirmou a presenca de tobamovirus nas amostras
coletadas a partir de pimentdo e pimenta, entretanto ndo permitiu diferenciar as espécies de
virus presentes. De acordo com os resultados obtidos através da inoculagdo dos isolados em
genotipos diferenciais, observou-se que os isolados Pe-01, Pe-03, Pe-05 e Pe-12 foram
caracterizados como pertencentes ao patétipo P1.,. O isolado Pe-08 foi caracterizado como
patétipo P; e os isolados Pe-02, Pe-04, Pe-06, Pe-07, Pe-09, Pe-10, Pe-11 e Pe-13 como sendo
do patotipo Py.

Pela deteccdo molecular os isolados Pe-06, Pe-07, Pe-09, Pe-10 e Pe-13
foram identificados como sendo da espécie ToMV de tobamovirus, enquanto que os isolados
Pe-01, Pe-03, Pe-05, Pe-12 da espécie PMMoV. O isolado Pe-08, mesmo apos a purificacdo
bioldgica a partir de monolesionais foi identificado tanto pelos oligonucleotideos especificos
de TMV e de ToMV, indicando a presenca de infeccdo mista. Todos os isolados testados
foram positivos para os oligonucleotideos universais, entretanto os isolados Pe 02, Pe-04 e Pe-
11 ndo puderam ser identificados por nenhum dos oligonucleotideos especificos de TMV,
TMoV ou PMMoV. Duas hipdteses podem explicar este resultado: estes isolados podem
tratar-se de uma outra espécie de tobamovirus ou de estirpes de TMV, TMoV ou PMMoV que
apresentem uma grande diferenca de nucleotideos na regido de anelamento dos

oligonucleotideos impossibilitando a sua detec¢do por estes .
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2 SUMMARY

The objective of this work was to characterize virus isolates belonging
to the Tobamovirus genus collected from commercial sweet and hot peppers fields

surrounding the cities of Lins, Sorocaba and Salto, S&o Paulo State.

The collection of isolates was subjected to serological detection using
ToMV and PMMoV antisserums, followed by single local lesion passages in Nicotiana
glutinosa. Some of the local lesion isolates were selected and inoculated in Nicotiana
cleevelandi plants, a propagative host of tobamoviruses. The isolates were maintained in
Nicotiana cleevelandi plants through successive sap-inoculations. These isolates were further
inoculated on the differential genotypes of Capsicum spp: C. annuum cv. ECW (L'L"); C.
annuum cv. Magda (L*L*); C. annuum cv. Tisana (L'L"); C. frutescens cv. Tabasco (LL?); C.
chinense Pl 159236 (L3 L®); C. chacoense Pl 260429 (L*L*). Three plants of each differential

genotypes were inoculated at the first leaf stage, and evaluated during 21 days.

The same isolates were submitted to the molecular identification using
degenerated and specific primers for the TMV, ToMV and PMMoV species, in a one step RT-
PCR protocol, using the AMV reverse transcriptase and the Tag DNA polymerase. The
specificity of the primers where first evaluated by a nucleotide sequence alignment of the

primers with the sequence of the genome of tobamovirus disposable in the Genbank.

The biological test has confirmed the presence of tobamovirus in the
sweet pepper and hot pepper samples, but could not differentiate the species of virus. Using
the differential genotypes of Capsicum spp, the isolates Pe-01, Pe-03, Pe-05 andPe-12 could



be classified as belonging to the P;., pathotype. The isolate Pe-08 belongs to the P; and Pe-02,
Pe-04, Pe-06, Pe-07, Pe-09, Pe-10, Pe-11 and Pe-13 as P, pathotype.

By the RT-PCR the isolates Pe-06, Pe-07, Pe-09, Pe-10 and Pe-13
could be detected as ToMV and the isolates Pe-01, Pe-03, Pe-05 and Pe-12 as PMMoV. The
isolate Pe-08 was detected by the TMV and ToMV primers indicating the presence of mixed

infections after the single local lesion passages.

All the isolates where positive for the universal primers, but Pe-02, Pe-
04 and Pe-11 could'nt be detected by any one of the specific primers of TMV, ToMV and
PMMoV. Two hypotheses could explain this result: these isolates are strains of another specie
of tobamovirus or they are strains of TMV, TMoV or PMMoV with a high divergence of the
nucleotide sequence that did not permits they detection by the specific primers.

Keywords: Tobamovirus, biological, molecular, characterization, Capsicum annuum.



3 INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annum L.), tipicamente de origem americana
pertence a familia das solanéaceas, ocorrendo formas silvestres desde o Sul dos Estados Unidos
até o Norte do Chile. O ciclo da cultura da semeadura até o inicio da colheita de frutos verdes é
de 100-110 dias (Filgueira, 2000).

Os frutos do pimentdo podem apresentar diferentes cores, tamanhos e
formatos, sendo consumidos na forma de saladas, molhos, condimentos, recheados e em
conservas. O género Capsicum ocupa uma posi¢cdo importante no consumo brasileiro de
hortalicas, destacando-se entre as dez hortalicas de maior consumo, tanto em valor quanto em
volume comercializado. Seu cultivo pode ser em condicdes de ambiente protegido ou campo
aberto, que neste caso representa a maior area ocupada no Brasil, amplamente cultivado, dessa
forma em todo o territério nacional, sendo os estados de S&o Paulo, Santa Catarina, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e estados da regido Nordeste responsaveis pela maior parcela da
producdo (Maldonado, 2001).

Segundo dados do Anuario da Agricultura Brasileira (2002), o volume
comercializado no CEAGESP de pimentdo para o ano de 2001 foi de um total de 35.079
toneladas, sendo 23.212 toneladas s6 de frutos verdes.

Dentre as enfermidades que ocorrem na cultura do pimentdo, as de
origem viral representam atualmente um dos mais serios problemas para a cultura.
Mundialmente mais de 50 diferentes virus distribuidos em 13 géneros tém sido relatados como

agentes de enfermidades em plantas de pimentdo. No Brasil foram relatados como patégenos



da cultura cerca de nove virus, pertencente aos géneros Cucumovirus, Geminivirus,
Luteovirus, Tobamovirus, Tobravirus, e as familias virais Bunyaviridae e Potyviridae (Brioso,
1996). Devido ao manejo constante requerido pela cultura, como transplante, desbrota,
amarrio e pulverizagdes, os virus do género Tobamovirus tornam-se muito importantes para a
cultura do pimentdo, principalmente em condi¢cdes de cultivo protegido, devido as
caracteristicas destes virus de serem transmitidos por contato entre plantas e ferramentas
contaminadas e permanecerem por longos periodos em restos de plantas no solo.

O Tobacco mosaic virus (TMV), que é a espécie tipo do género
Tobamovirus (van Regenmortel et al. 2000) e 0 Tomato mosaic virus (ToMV) que também €
membro deste género, podem causar enfermidades na cultura do pimentdo, porém sua
ocorréncia € de forma esporadica, pois a grande maioria de cultivares e hibridos de pimentéo
comercializados presentes no mercado, possuem genes de resisténcia ja incorporados para
estes virus (Boukema, 1984).

Recentemente foi relatada no Brasil, a ocorréncia do Pepper mild
motlle virus (PMMoV) em hibridos comerciais provenientes do exterior, cultivados sob estufa
(Kobori et al., 2001). O PMMoV é um membro do género Tobamovirus e € muito proximo das
espécies anteriormente citadas, sendo considerado um dos virus mais destrutivos da cultura do
pimentdo sob condicdes de cultivo protegido na Europa, devido a sua capacidade de infectar
cultivares de piment&o resistentes ao TMV e ToMV (Garcia-Luque et al.. 1990).

A identificacdo e caracterizacdo de tobamovirus em pimentdo tém sido
feita tradicionalmente por meio de antissoros policlonais e através da inoculacdo dos isolados
em gendtipos diferenciais de Capsicum spp que apresentam genes de resisténcia a tobamovirus
(Boukema, 1984). Baseado na capacidade de um isolado de tobamovirus em contornar os
genes de resisténcia L 1, L , e L 3 este é classificado em patétipo P;, Pi, e Pios,
respectivamente, e P ( quando o isolado somente infecta cultivares sem genes de resisténcia
(Boukema, 1984).

Oligonucleotideos universais e especificos também ja foram
publicados e utilizados por diferentes autores permitindo a detec¢do via transcricdo reversa
(RT) e reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) de isolados de virus do género Tobamovirus
(Tenllado et al., 1994; Ryu & Park, 1995; Lestchert et al., 2002).



Deste modo, o presente trabalho teve por objetivos caracterizar
biologicamente isolados de virus pertencentes ao género Tobamovirus coletados a partir de
plantas de pimentdo e pimenta e realizar a sua identificacdo por meio de RT-PCR utilizando

oligonucleotideos universais especificos para as espécies de TMV, ToMV e PMMoV.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Aspectos gerais do género Tobamovirus

Os virus que compdem o género Tobamovirus apresentam morfologia
alongada, cilindrica e rigida com aproximadamente 300 a 310 nm de comprimento e 18 nm de
didametro, com uma cavidade central de simetria helicoidal (Figura 1). Os virions podem

formar corpos cristalinos visiveis ao microscopio de luz (van Regenmortel et al., 2000).

Figura 1: Morfologia da particula viral de um tobamovirus (van Regenmortel et al., 2000).



O é&cido nucléico é constituido por uma molécula simples de RNA de
polaridade positiva, com aproximadamente 6395 nucleotideos. O RNA possui quatro fases
abertas de leitura ou ORFs (Open Reading Frames), compreendendo quatro proteinas: a
replicase viral de 126 kDa e 183 kDa, a proteina de movimento (MP) de 30 kDa, que €
requerida para o movimento célula-a-célula e a proteina capsidial (CP) de 17,5 kDa, que

também € necesséria para 0 movimento a longa distancia, como ilustrado na Figura 2.

5 . ORF1 | ORF1 ORF 4 3'0H
i ORF 3
| 183K |
Sg RNA __ORF3 [ORF4| 4,
30K
Sg RNA Cap 3'OH

Figura 2: Organizacdo do genoma de um tobamovirus. O RNA viral est4 indicado pelas suas
extremidades 5’ 3’. CP: capa protéica; MP proteina de movimento (adaptado de van
Regenmortel et al., 2000).

Uma importante caracteristica, € que as espécies dentro deste género
sdo altamente estaveis podendo permanecer infectivas num periodo de 30, 500 e 3000 dias,
variando de acordo com a espécie. Particulas virais sdo constituidas de 5% de acido nucléico e

95% de proteinas, ndo apresentando lipideos em sua composi¢do. Os virions sdo encontrados
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no citoplasma em todas as partes da planta hospedeira, e podem formar agregados,
denominados inclusdes do tipo cristais, que sdo 0s corpos X, 0s quais contém os virions (van
Regenmortel et al., 2000).

O TMV ¢é a espeécie-tipo do género Tobamovirus e agente causal do
mosaico do fumo, descrita com detalhes e transmitida experimentalmente em plantas de
Nicothiana tabacum pela primeira vez por Mayer (1886). Até pouco tempo atras, espécies
diferentes dentro do género Tobamovirus eram denominadas de estirpes de TMV. Os critérios
utilizados pelo ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) para demarcagéo de
espécies dentro do género Tobamovirus sdo similaridade de seqiiéncia, onde homologia de
sequéncia nucleotidica do genoma completo inferior a 90% indica tratar-se de uma nova
espécie; gama de hospedeiro e relacionamento antigénico (van Regenmortel et al., 2000).
Deste modo, diferentes espécies sdo hoje reconhecidas pelo ICTV.

Os tobamovirus relatados que infectam o pimentdo sdo TMV -
Tobacco mosaic virus; ToMV — Tomato mosaic virus; PMMoV — Pepper mild mottle virus;
PaMMV - Paprika mild mottle virus, TMGMV - Tobacco mild green mosaic virus e ObPV -
Obuda pepper virus (Garcia-Luque et al., 1993; van Regenmortel et al., 2000).

4.2 Sintomatologia

A sintomatologia ocasionada pelos virus do género Tobamovirus em
plantas de pimentdo pode variar, dependendo do genotipo de Capsicum spp e da espécie do
virus, influenciando conseqiientemente o desenvolvimento vegetativo e a producdo (Tanzi et
al., 1986.).

Os sintomas causados pelo TMV em piment&o sdo sintomas foliares de
mosqueado e afilamento foliar, assim como deformacéo de frutos (Nagai, 1984; Nuez et al.,
1996). No caso do ToMV, os sintomas podem ser semelhantes aos ocasionados pelo TMV
dependo do cultivar, podendo apresentar um estriado pardo na haste e ramos, seguido de
necrose foliar e abscisdo de folhas (Nuez et al., 1996), enquanto que para o PMMoV, o0s
sintomas consistem em um mosaico suave e generalizado ocorrendo entre as nervuras das
folhas, podendo ser mais aparente nas folhas apicais, seguido do aparecimento de manchas ou

estrias necroticas no caule, queda de folhas e nanismo, entretanto sdo mais evidentes e severos
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nos frutos, levando a redugdo do tamanho, abortamentos de sementes e deformacdes, assim
como manchas cloroticas irregulares que as vezes podem se tornar necroticas (Gebre-Selassie
et al.,1981; Cuadrado-Gomez, 1994; Nuez et al.,1996). No campo, a infec¢do pode atingir
100% da producéo, reduzindo a produtividade e rendimento dos frutos, depreciando dessa
forma o produto (van Regenmortel et al., 2000).

A infecgdo ocasionada por alguns virus como o TMV e ToMV (Betti
et al., 1986), pode acarretar a resposta de hipersensibilidade em alguns cultivares de pimentao
ou pimenta. A reacgdo de hipersensibilidade € uma resposta celular extrema por parte da planta,
que resulta na morte repentina de um namero limitado de células do hospedeiro, podendo
leva-la a um alto grau de resisténcia a doenca.

Nas doencas causadas por virus, a RH resulta na formacdo das
chamadas lesdes locais, onde as particulas virais podem sobreviver por algum tempo, em
baixas concentracdes, porém sem a possibilidade de movimentagéo para fora da area lesionada
(Paschoalati & Leite, 1995). Entretanto, em plantas de pimentdo suscetiveis, a reacdo a
infeccdo ocorre com o aparecimento inicial de lesdes localizadas de origem cloroéticas, as quais
tornam-se sistemicamente infectadas, expressando dessa forma diferentes tipos de sintomas,

como, necroses, mosaico foliar e deformacéo de frutos entre outros (Salomon et al., 2001).

4.3 Transmissao

Como resultado de cultivos sucessivos, adensamento incorreto de
plantas de piment&o, utilizacdo de ferramentas e sementes contaminadas, 0s virus do género
Tobamovirus tem sido freqlientemente observados em plantagdes de pimentdo (Tanzi et al.,
1986).

A primeira evidéncia da transmissdo de um tobamovirus por sementes
do género Capsicum foi em plantas de pimenta , onde o virus atua como um contaminante na
parte externa da semente (McKinney, 1952). Podendo ser encontrado no endosperma, porém
ndo no embrido, a infeccdo ocorre apos o transplante das plantulas de pimentéo, pois estando o
virus presente na superficie da semente, este serd introduzido através dos ferimentos nas raizes
(Demski, 1981).
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A utilizacdo de sementes contaminadas por tobamovirus pode
representar a principal fonte de disseminacdo a longas distancias, sendo suficiente para causar
sérios prejuizos em &reas de producdo da cultura. (Erkan & Delen, 1985).

O ToMV apresenta uma taxa de mais de 94% de transmissdo em
sementes de tomate. No caso do PMMoV, esta taxa varia de 29 e 22% em Capsicum annuum e
Capsicum frutescens, respectivamente (van Regenmortel et al., 2000).

Por outro lado, a sanidade das sementes infestadas com estes virus
pode ser mantida por meio de praticas culturais. O uso de tratamentos baseados na
quimioterapia e termoterapia visando a eliminagdo das viroses nas sementes foi demonstrada
por Demski (1981); Erkan & Delen (1985); Nascimento & Boiteux (1993); Salamon & Kaszta
(2000), onde os melhores resultados na erradicagdo de virus do género Tobamovirus foram a
utilizacdo de 10% de fosfato trissddico (NasPO,), por 30 minutos; 2 % de hipoclorito de sodio
(NaOH) ou tratamento térmico das sementes, utilizando 70 °C por 72 horas.

Salamon & Kaszta (2000), demostraram que alguns tobamovirus
podem estar presentes na superficie dos gréos de polen de plantas de pimentdo infectadas,
sendo dessa forma facilmente disseminados pelo vento.

Segundo Duarte (1995), esses virus possuem uma gama bastante
grande de hospedeiros intermediarios, sendo mais comuns as plantas das familias Aizoaceae,
Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Scrophulariaceae e Solanaceae.

No campo, os tobamovirus sdo transmitidos com eficiéncia pelo
contato das méos e roupas contaminadas dos trabalhadores, contato entre plantas, ferramentas
e utensilios utilizados nos tratos culturais em plantas infectadas. Entretanto a eficiéncia de
transmissdo pode ser reduzida, através da utilizagcdo de tratamento quimico nos utensilios, o
mesmo utilizado para o tratamento de sementes (Pategas et al., 1989).

Os restos culturais de plantas infectadas podem também representar
uma importante fonte de in6culo e permanéncia destes virus no solo (Pares & Gunn, 1989;
Pares et al., 1996). No solo o0 ToMV pode ser infectivo durante dois anos (Cuadrado Gomez,
1994; Duarte, 1995). Em um levantamento da ocorréncia de ToMV presente no solo, feito por
Makkouk & Rana (1979), demonstraram que 24% das amostras de solo coletadas estavam

infestadas com o virus, sendo esta uma importante fonte de indculo.
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A transmissdo por insetos vetores é até no momento desconhecida. As

viroses deste género podem ser encontradas em todas as partes da planta hospedeira.
4.4 Caracterizagao biologica

Durante anos diferentes tobamovirus infectando pimentdo foram
caracterizados como estirpes do TMV (Gebre-Selassie et al., 1981; Boukema, 1984),
entretanto hoje, sabe-se que pelo menos cinco espécies diferentes de tobamovirus infectando
pimentdo ja foram reconhecidaspelo ICTV (van Regenmortel et al., 2000). No género
Capsicum, a resisténcia a tobamovirus é conferida por uma série alélica de genes situada no
locus L: LY, L? L®e L* (Boukema, 1984), os quais sdo conhecidos pela inducéo da resposta de
hipersensibilidade - HR (Berzal-Herranz et al., 1995).

As diferentes espécies de tobamovirus sdo caracterizadas
biologicamente em patdtipos Py, P1, P1, e P13, baseado na capacidade de contornar a
resisténcia dos genes L*, L', L? e L2 respectivamente, presentes em gendtipos de Capsicum
spp, como demonstrado no Quadrol (Boukema, 1984; Nuez et al., 1996). O patotipo Po induz
reacdo de hipersensibilidade (HR) nos quatro genétipos (L' a L*), enquanto que o patétipo P,
infecta sistemicamente genétipos que apresentam o alelo L', e elicita uma reacdo de
hipersensibilidade (HR) em plantas que apresentam os alelos L% L* e L*. No caso do patétipo
P..,, este infecta sistemicamente plantas que apresentam os alelos L'e L? e induz reacéo de
hipersensibilidade em plantas com os alelos L® e L*. O patdtipo Py.,.3, infecta sistemicamente
plantas que apresentam os alelos L*, L2, L3, elicitando somente hipersensibilidade em plantas
com o alelo L* (Berzal-Herranz et al., 1995).

Porém, esta classificagdo em patoOtipos ndo permite diferenciar as
diferentes espécies de tobamovirus capazes de infectar o pimentdo e somente fornece dados
sobre a interacdo do virus com seu hospedeiro. Erroneamente, passou-se a adotar que o
patdtipo Py poderia representar isolados de TMV ou ToMV, enquanto que os isolados de
PMMoV poderiam ser classificados em patotipos P, P12 € P13 (Nuez et al., 1996). Rast
(1988) ja suspeitava que dentro desta classificacdo diferentes espécies de virus poderiam estar
sendo englobados em um mesmo patotipo e alerta que melhoristas deveriam optar pela

utilizacdo do nome cientifico do virus ao invés de engloba-los como se fossem 0 mesmo virus.
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Quadrol. Interacdo de espécies de Tobamovirus com genoétipos de Capsicum spp, adaptado de
Boukema (1984).

Hospedeiro Genotipo Patotipo
Po Py Pio P13

C. annuum cv. ‘Early Califérnia Wonder’ L*L* + + + +
C. annuum cv. ‘Tisana’ Ltp? - + + +
C. frutescens cv. ‘Tabasco’ L2 L2 - - + +
C. chinense P1 159236 L33 - - - +
C. chacoense PI 260429 L4 - - - -
+ = suscetivel

- = resistente

Garcia-Luque et al. (1993) e Tenllado et al. (1994), comparando dados
da sequéncia nucleotidica de um isolado previamente caracterizado biologica e
sorologicamente como pat6tipo P; de tobamovirus e dois outros isolados caracterizados como
P1 (Garcia-Luque et al., 1990) e P13 (Wetter et al., 1984) de PMMoV, verificaram que o
isolado pertencente ao P; tratava-se de uma nova espécie de virus do género Tobamovirus,
denominado de Paprika mild mottle virus (PaMMV).

Portanto, a atual caracterizacdo bioldgica adotada para virus do género
Tobamovirus em pimentao, apesar de préatica torna-se bastante confusa. De acordo com Brunt
et al.(1996) e Salamon et al.(2001), o termo patétipo empregado por Boukema (1984), ndo é
cientificamente correto, pois € adotado para espécies diferentes de virus, enquanto deveria ser
adotado somente para classificar isolados de uma mesma espécie viral baseado na capacidade
de contornar genes de resisténcia conhecidos em um hospedeiro, como pode ser verificado no
caso do Lettuce mosaic virus-LMV, em alface (Pink et al., 1992).

Segundo Alonso et al. (1989) o ToMV e 0 PMMoV também podem
ser diferenciados pela sintomatologia em Nicotiana glutinosa e capacidade ou ndo de infectar

tomate. O ToMV infecta tomate e causa lesdes maiores e de coloracdo escura gquando
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inoculado em N. glutinosa, enquanto que o PMMoV além de ndo infectar plantas de tomate,
causa lesdes de coloracdo mais claras e tamanho menor quando inoculado nesta mesma
hospedeira. De acordo com Wetter (1984) e Alonso et al. (1989), o PMMoV seria uma das
tobamoviroses mais destrutivas da cultura do pimentdo em cultivo protegido devido a
capacidade do virus infectar cultivares de pimentdo que possuem 0s genes de resisténcia ao
TMV e TOMV.

4.5 ldentificacdo molecular

Além da caracterizagdo biologica os tobamovirus podem ser
diagnosticados por técnicas moleculares como hibridizagdo utilizando sondas radioativas ou
ndo radioativas e a reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) (Mullis & Faloona, 1987). A
combinacao da transcricdo reversa (RT), com a subseqliente amplificacdo via PCR (RT-PCR),
tem sido usada na diagnose de diversas viroses que apresentam o genoma constituido por
RNA.

Um procedimento baseado na transcricdo reversa e na reacdo de
polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) foi desenvolvido por Tenllado et al. (1994), usando dados
da sequéncia viral de algumas espécies de tobamovirus, onde os oligonucleotideos especificos
CP1 d5’- CTGTGTACTTCGGCGTTAGG e CP2 d5’- AATTCCTCAACATCGGGTCC
foram usados na amplificacdo do gene da capa protéica de isolados de PMMoV. Ryu & Park
(1995) utilizaram oligonucleotideos especificos, os quais foram desenhados entre as regides
das proteinas de movimento e da capa protéica para deteccdo do Odontoglossum ringspot
virus (ORSV), isolado de orquideas. Tenllado et al. (1997) utilizaram a RT-PCR para detecgédo
de infecgdes mistas de virus do género Tobamovirus, em pimentao.

Para a deteccdo de tobamovirus provenientes de plantas ornamentais,
foi desenhado um par de “primers’ (PAS1 e PAS2) que amplifica a regido codificadora para
parte das proteinas da capa protéica e de movimento, originando um fragmento com
aproximadamente 800 pb (Alexandre et al., 2002).

Duarte et al. (2001) realizaram a caracterizacdo molecular, por meio de

RT-PCR, de um isolado de ToMV proveniente de Impatiens hawkeri, na qual obtiveram a
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amplificacdo da regido codificadora da capa protéica e da porcdo 3’ terminal da proteina de
movimento.

Letschert et al. (2002) desenvolveram oligonucleotideos universais, 0s
quais podem detectar diferentes espécies de tobamovirus, entre elas TMV, ToMV, PMMoV,
TMGMV, ORSV e CGMMV. Oligonucleotideos especificos para os diferentes virus também
foram desenhados permitindo a deteccdo rapida e segura das diferentes espécies dentro do
género Tobamovirus.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizagédo do experimento

Os trabalhos foram realizados no Departamento de Producdo Vegetal
— Setor Defesa Fitossanitaria, Laboratorio de Virologia da Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas — UNESP — Campus de Botucatu.

5.2 Coleta de isolados de Tobamovirus em pimentao e pimenta.

Os virus do género Tobamovirus foram isolados de plantas de
pimentdo e pimenta apresentando sintomas de mosaico. As folhas foram coletadas,
acondicionadas em sacos plasticos, sendo transferidas para o interior de caixas de isopor com
gelo e, nessa condigdo, transportadas para o laboratorio.Os isolados naturalmente infectados
foram coletados no periodo de 2000 a 2002, sendo a sua regido de origem descritos no Quadro
2.
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Quadro 2. Relacdo dos isolados de tobamovirus coletados a partir de plantas de pimentéo e

pimenta.

Cadigo Local Origem Ano
Pe-01 Sorocaba Pimenta 2000
Pe-02 Sorocaba Pimenta 2000
Pe-03 Sorocaba Pimenta 2000
Pe-04 Sorocaba Pimenta 2000
Pe-05 Sorocaba Pimenta 2000
Pe-06 Lins Piment&o 2000
Pe-07 Lins Piment&o 2000
Pe-08 Lins Piment&o 2000
Pe-09 Salto Piment&o 2000
Pe-10 Lins Pimentéo 2001
Pe-11 Salto Pimenta 2002
Pe-12 Salto Piment&o 2002
Pe-13 Salto Piment&o 2002

5.3 Caracterizacdo biol6gica, soroldgica e identificagdo molecular dos isolados.

5.3.1 Teste soroldgico

Como técnica preliminar para diagnostico e caracterizagdo sorolégica

dos isolados de pimentdo coletados, foi utilizada uma modificacdo da técnica de ELISA

(Enzyme Linked Immonosorbent Assay), denominada de PTA - ELISA (Plate Trapped

Antigen), descrita por Mowart & Dawson (1987), onde se utilizou antissoros policlonais para

0s virus ToMV e PMMoV cedidos pelo Prof. Dr. Jorge A. M. Rezende, do Departamento de

Fitopatologia e Entomologia e Zoologia Agricola, da ESALQ-USP, e pela empresa Sakata
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Seed Sudamerica. Utilizaram-se como controles positivos para este teste, isolados de TOMV e
PMMoV previamente caracterizados bioldgica e sorologicamente por Kobori et al. (2001).

A técnica consistiu na trituracdo individual de folhas dos isolados e de
folhas de pimentdo sadia, usada como controle negativo, em almofariz na presenca de tampao
carbonato pH 9,6 na proporcdo 1:20 (1g de tecido foliar para 20 ml de tamp&o). Foram
utilizados 100 pl de antigeno por orificio da placa, incubando-se por 1 hora e 30 minutos a 37
°C. Ap0s o periodo de incubacéo realizaram-se trés lavagens consecutivas com tampdo PBS-
Tween pH 7,4 (Phosphate buffered saline) em lavador automatico Titertek Plus M96 V
Washer. Foram adicionados 100 pl de antissoro por cavidade, diluido 1:1000 em tampéo Tris-
HCI pH 7,2, incubando-se por 1 hora e 30 minutos a 37 °C. Ap6s o periodo de incubacdo
realizaram-se trés lavagens consecutivas da placa com tampdo PBS-Tween. Foram
adicionados 100 ul de Imunoglobulina G conjugada com fosfatase alcalina (Sigma A 8025)
diluida em tampéo Tris-HCI, na propor¢do 1:8000, incubando-se por 1 hora e 30 minutos a 37
°C, seguidos de trés lavagens consecutivas com tampdo PBS-Tween. Utilizou-se como
substrato o P-fosfato de nitrofenil diluido em tampdo dietanolamina pH 9,8 (1 mg/ml no
tampdo). As leituras foram realizadas a 405 nm em leitor Titertek Multiskan Plus. Foram
utilizadas duas repetices por isolado e as amostras foram consideradas infectadas quando o
valor médio das leituras excedia em 3 vezes o valor médio das leituras das amostras de

pimentédo sadio.

5.3.2 Isolamento e caracterizacgéo bioldgica.

O isolamento de tobamovirus em pimentdo é trabalhoso, pois além da
ocorréncia de infeccdes mistas de espécies do género Tobamovirus € freqliente a presenca de
outros virus, como do Cucumber mosaic virus (CMV). Deste modo é necessario realizar o
isolamento monolesional por meio da inoculagdo mecénica de folhas de pimentdo em plantas
de Nicotiana glutinosa que reage com sintomas de les6es locais para tobamovirus.

Para facilitar a visualizacdo e individualizacdo das lesdes, a
inoculacdo mecanica em N. glutinosa foi efetuada no estadio do quarto par de folhas
verdadeiras, na proporcéo de 1g de tecido fresco para 10 ml de tampé&o fosfato 0,01 M pH 7,0

contendo 0,01 M de sulfito de sodio. Apds o aparecimento das lesdes, estas foram destacadas
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das folhas com o auxilio de uma lamina barbear, previamente flambada, e trituradas
individualmente em almofariz contendo 1 ml de tampdo, e em seguida friccionadas sobre
folhas de Nicotiana clevelandii (Garcia-Luque et al., 1990), hospedeira multiplicadora de
tobamovirus. Foi utilizado para inoculagdo carborundum 600 mesh como abrasivo.

Os isolados foram também inoculados em plantas de Nicotiana
rustica, que de acordo com Bastos (1998) é uma planta diferenciadora dos virus TMV e
ToMV, pois reage respectivamente com sintoma sistémico e local para esses virus.

Na caracterizagdo bioldgica foram utilizados geno6tipos diferenciais de
Capsicum spp, portadores de genes de resisténcia para tobamovirus, cedidos pela Empresa
Sakata Seed Sudamérica. Estes genotipos diferenciais (Quadro 3) permitem separar 0S
isolados em patotipos, baseado na capacidade de contornar genes de resisténcia (Boukema
1984 e Nuez et al., 1996).

Quadro 3. Relacdo e reacdo de gendtipos diferenciais de Capsicum spp utilizados para a

caracterizacdo biologica de virus pertencentes ao género Tobamovirus.

Genotipo Gene de Classificagdo em pat6tipos
Resisténcia
Po P1 P12 P1.23
C. annuum cv. ‘Early Califérnia Wonder’ L*L” + + + +
C. annuum cv. Magda L*LY + + + +
C. annuum cv. Tisana Lt - + + +
C. frutescens cv. Tabasco L2 - - + +
C. chinense P1-159236 L33 - - - +
C. chacoense P1-260429 LA - i - -

+ = mosaico

- = reacdo de hipersensibilidade (les&o local)
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Os isolados multiplicados em N. clevelandii foram inoculados em
mudas dos genotipos diferencias de Capsicum spp, no estaddio de emissdo da primeira folha
verdadeira. Foram utilizadas trés plantas de cada gendtipo para cada um dos isolados de
tobamovirus. A avaliacdo foi realizada diariamente até aos 21 dias apds a inoculacéo, através

da observacéo de sintomas visuais nas plantas.

5.3.3 Microscopia eletrénica

Para a observacdo da morfologia das particulas de virus presentes,
foram realizados testes de microscopia eletronica utilizando-se as plantas de Nicotiana
clevelandii com sintomas. Utilizou-se a técnica de imersdo foliar rapida “leaf dip”, onde as
folhas foram trituradas em tampé&o fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo 0,01 M de sulfito de sodio
e contrastadas com acetato de uranila 3%, por 5 minutos (Kitajima, 1965). A observacéo foi
realizada no microscopio eletronico de transmissdo marca PHILIPS - CM100 do
Departamento de Producéo Vegetal da FCA, UNESP Botucatu.

5.3.4 Manutencdo dos isolados virais “in vivo” e “in vitro”

Apbs a diferenciacdo das espécies de Tobamovirus por meio de
genotipos diferenciais, os isolados foram mantidos “in vivo” em plantas de N. clevelandii,
atraves sucessivas inoculagdes mecéanicas.

Concomitantemente a manutencdo “in vivo”, as amostras foliares dos
isolados foram cortadas em finas tiras e colocadas no interior de placas de petri sobre uma
camada de cloreto de célcio e papel filtro, sendo mantidas em dessecador contendo silica gel,
durante 7 dias a 4°C. Apds esse periodo o armazenamento das folhas dessecadas foi efetuado
em pequenos frascos preparados com uma camada de silica gel no fundo, sobreposta com
algodéo e papel filtro. Os frascos foram vedados, etiquetados e armazenados a —20°C (Bos,

1977). Dessa forma pode ser preservada a infectividade viral dos isolados.
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5.3.5 Extracdo do RNA

Apos a purificagdo bioldgica através do isolamento monolesional, foi
realizada a extracdo do RNA total de acordo com o procedimento descrito por Bertheau et al.
(1998). Foram utilizadas folhas de N. clevelandii previamente inoculadas com os isolados
apresentando sintomas sistémicos de mosaico. Amostras de RNAs totais de plantas de N.
clevelandii sadias também foram extraidas como controle negativo. O procedimento realizou-
se da seguinte maneira: trituraram-se 0,11 g de folhas de N. clevelandii em 550 pl de tampéo
PBS-Tween (proporgdo 1:5) contendo PVP K25, a 2%, e Na-DIECA 20 mM, sendo
centrifugadas em tubos de microcentrifuga por 10 minutos, a 13.000 rpm, a 4 °C (Centrifuga
Eppendorf 5804 R). Duzentos microlitros do sobrenadante foram transferidos o para um novo
tubo, acrescentando-se 20 ul de SDS a 1%. Apds incubacdo a 55 °C por 15 minutos,
adicionou-se 100 pl de solucdo de acetato de potassio a 3 M e agitou-se bem. Seguiu-se
incubacdo em gelo, por 5 minutos, e centrifugacdo por 5 minutos, a 13.000 rpm a 4 °C.
Recolheu-se o sobrenadante em um novo tubo e adicionaram-se 700 pl de Nal 6 M e 5 pl de
uma solugdo contendo silicio previamente agitada para que o silicio fosse ressuspendido.
Agitou-se bem e manteve-se a solucéo por 10 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida a
solucdo foi centrifugada por 1 minuto, a 5.000 rpm (Centrifuga Eppendorf 5415 C).
Descartou-se o sobrenadante, e prodeceu-se a lavagem do “pellet’ por duas vezes com 500 pl
de solucéo de lavagem (Tris-HCI 20 mM ph 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM e igual volume
de etanol absoluto), seguida de centrifugacdo por 1 minuto a 5.000 rpm para cada lavagem.
Apos centrifugacdo por 1 minuto o ‘pellet’ foi secado a vacuo (Speed Vaccum Eppendorf
Concentrator 5301) e 0 RNA foi ressuspendido em 400 pl de agua Milli-Q tratada com DEPC,
seguido de incubacdo por 5 minutos, a 55 °C e centrifugacdo por 5 minutos, a 13.000 rpm.
Trezentos microlitros do sobrenadante foram recolhidos para um novo tubo e armazenados a -

20 °C. Utilizou-se uma aliquota de 2,5 pl para a PCR realizada em um volume total de 25 pl.
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5.3.6 Amplificagdo por transcricdo reversa/reacdo de polimerizacdo em cadeia
(RT-PCR).

A RT-PCR foi realizada a partir de 2,5 pl de RNA total extraido pelo
método de Bertheau et al. (1998). Oligonucleotideos universais denominados de Tob-Uni 1 e
Tob-Uni 2 capazes de amplificar qualquer espécie de tobamovirus e os oligonucleotideos
especificos para isolados de TMV, ToMV e PMMoV, descritos por Letschertet al. (2002),
foram utilizados nos experimentos (Quadro 4). Para amplificacdo da espécie de TMV foi
utilizada a combinacdo dos oligonucleotideos Tob Uni 1 e TMV, para 0 ToMV os pares Tob
Uni 1 e TOMV e para a espécie de PMMoV a combinacdo Tob Uni 1 e PMMoV. Os tamanhos
esperados dos fragmentos de DNA amplificados foram: 804 pares de bases (pb) para Tob Uni
1/ Tob Uni 2; 694 pb para Tob Uni 1/ TMV; 686 pb para Tob Uni 1/ ToMV e 688 para Tob
Uni 1/ PMMoV.

A reacdo de RT-PCR seguiu o protocolo descrito por Letschert et al.
(2002), com algumas modificagGes. A reacdo de transcricdo reversa e o PCR foram efetuados
no mesmo tubo, misturando-se todos os reagentes de uma so vez, resultando em economia de
reagentes e tempo para término da reacdo. Estes oligonucleotideos foram inicialmente
avaliados, por meio de comparagdo da seqiiéncia nucleotidica destes com a do genoma de

espécies de tobamovirus disponiveis no Genbank.

Quadro 4. Sequéncia nucleotidica dos oligonucleotideos utilizados nas reacées de RT-PCR
descritos por Letschert et al. (2002).

Nome Sequéncia Nucleotidica5’ — 3’ Posicdo Tipo

Tob-Unil ATT TAAGTG GAS GGA AAAVCACT  6283-6260 Universal

Tob-Uni2 GTY GTT GAT GAG TTC RTG GA 5479-5498 Universal
TMV CGG TCA GTG CCG AAC AAG AA 5609-5589  Especifico
ToMV CGG AAG GCC TAA ACC AAA AAG 5618-5597 Especifico

PMMoV GGG TTT GAA TAA GGA AGG GAAGC  5617-5595  Especifico
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A RT-PCR foi efetuada em um volume total de 25 pl constituido de:
2,5 pl de tampéo da enzima Taq DNA polimerase; 3,5 mM de MgCly; 0,1 unidades de Taq
DNA Polymerase (Invitrogen); 0,8 mM de cada oligonucleotideo; 4 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado dGTP, dATP, dCTP, dTTP; 0,12 unidades de AMV Reverse
Transcriptase (Amersham Pharmacia Biotech) e 13,3 ul de agua Mili Q tratada com DEPC. A
reacdo foi efetuada em um termociclador ‘Eppendorf Mastercycler Gradient’.

As condigdes da reagdo foram as seguintes: 42 °C por 30 minutos para
formacdo do DNA complementar (cDNA), 94 °C por 5 minutos para inativacdo da AMV, 25
ciclos de amplificagdo a 94 °C por 1 minuto, 55-60 °C por 45 segundos e 72 °C por 1 minuto,
proporcionando, respectivamente, desnaturacdo, anelamento dos ‘primers’ e a extensdo,
seguida da extensdo final a 72 °C por 5 minutos. A temperatura de anelamento utilizada para
os oligonucleotideos degenerados foi de 60°C, enquanto que para os oligonucleotideos
especificos foi de 55 °C.

Os produtos da RT-PCR, juntamente com o marcador molecular 1 kb
Ladder foram visualizados em gel de agarose 1%, em tampao TBE (0,1 M Tris HCI; 0,1M de
acido borico; 0,02 mM de EDTA pH 8,3), corado com 0,1 ul/ml de brometo de etideo. O gel
foi submetido a uma voltagem de 100 V por aproximadamente, 40 minutos. Os géis foram

observados sob luz ultravioleta e fotografado em aparelho ‘Eagle eye’, para analise.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Teste soroldgico

O teste PTA — ELISA realizado com antissoros policlonais para o
ToMV e PMMoV, foi preliminarmente utilizado no diagnostico dos isolados de pimentdo
coletados no campo. Os resultados indicaram que a maioria dos isolados coletados no campo
apresentavam infeccbes mistas de ToMV, PMMoV e ainda com o CMV, fazendo-se

necessario o isolamento monolesional destes virus em Nicotiana glutinosa.

6.2 Isolamento bioldgico

Os isolados de tobamovirus coletados de pimentdo e pimenta
apresentaram diferentes tipos de lesdes locais quando inoculados concomitantemente em N.
glutinosa. De acordo com os dados verificados por Alonso et al.(1989), pode-se verificar que
0 PMMoV ocasionou lesdes locais menores e mais claras, enquanto que as do ToMV foram
maiores e mais escuras como demonstra a Figura 3. Outro aspecto observado foi o intervalo do
aparecimento dos sintomas, pois para isolados de ToMV os sintomas apareceram aos trés dias

apos a inoculacdo enquanto que, para 0 PMMoV, aos cinco dias.
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Figura 3. Sintomas de lesdes locais em plantas de N. glutinosa inoculadas com: A: PMMoV e
B: ToMV

Os sintomas apresentados por N. clevelandii aos 21 dias apds
inoculacdo com ToMV podem ser observados na Figura 4. Esta planta mostrou ser uma boa

multiplicadora para tobamovirus.

Figura 4. Sintoma sistémico exibido em planta de N. clevelandii, aos 21 dias apds a inoculagdo
com tobamovirus.
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6.3 Microscopia eletronica
A técnica de imersdo foliar rapida “leaf dip” foi utilizada para auxiliar

a diagnose dos virus, permitindo a observacdo de particulas virais em forma de bastonete

rigido tipicas de tobamovirus, presentes em plantas de N. clevelandii (Figura 5).

Figura 5. Microscopia eletronica de extrato foliar de N. clevelandii, multiplicadora de

tobamovirus. Barra: 200 nm.

6.4 Caracterizacdo bioldgica

Isolados multiplicados em N. clevelandii foram inoculados em

genotipos diferenciais de Capsicum spp, cujas rea¢des sdo demonstradas no Quadro 5.
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Quadro 5. Reacgéo de gendtipos diferenciais de Capsicum spp inoculados com isolados de
Tobamovrus de piment&o.

Reacéo obtida para os isolados de Tobamovirus

C.annuum C.annuum C.annuum C. frutescens C. chinense C. chacoense

Isolados cv. ECW cv.Magda cv.Tisana cv. Tabasco PI-159236  PI1-260429
LY LY LIt L2L2 L33 LA
Pe-01 + + + + - -
Pe-02 + + - - - -
Pe-03 + + + + _ _
Pe-04 + + - - - -
Pe-05 + + + + - -
Pe-06 + + - - - -
Pe-07 + + - - - -
Pe-08 + + + - - -
Pe-09 + + - - - -
Pe-10 + + - - - -
Pe-11 + + - - - -
Pe-12 + + + + - _
Pe-13 + + - - - -
+ : mosaico

- : lesé@o local ou reacéo de hipersensibilidade

Quatro dos isolados coletados foram caracterizados biologicamente
como pertencentes aos patotipos P;,. De acordo com os sintomas observados por Kobori et
al.(2001), os isolados Pe-01, Pe-03, Pe-05 e Pe-12, apresentaram reacdo sisttmica de mosaico
nos seguintes genotipos: C.annuum cv. ECW L'L"; C.annuum cv. Magda L*L"* (Figura 6);
C.annuum cv. Tisana L'L' e C. frutescens cv. Tabasco L?L? (Figura 7), e reacdo de
hipersensibilidade nos genétipos C. chinense P1-159236 L*L® e C. chacoense PI-260429 L*L*
(Figuras 8 € 9).
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Figura 6. Sintoma sistémico exibido em C. annuum cv. Magda L*L", aos 11 dias apds a

inoculacdo com o isolado Pe-01 caracterizado como Py.,.

Figura 7. Sintoma sistémico exibido em C. frutescens cv. Tabasco L2L?, aos 21 dias ap6s a

inoculacdo com o isolado Pe-12 caracterizado como Py.;.
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Figura 8. Reacdo de lesdes locais em C. chinense PI-159236 L3L3 aos 5 dias ap6s a

inoculacdo com o isolado Pe-12 caracterizado como Py.,.

Figura 9. Reacdo de lesdes locais em C. chacoense PI1-260429 L*L* aos 5 dias apds

inoculagdo com o isolado Pe-12 caracterizado como Pj.;.



31

O isolado Pe-08 apresentou reacdo sisttmica nos genotipos C.
annuum cv. ECW L*L*; C. annuum cv. Magda L*L* e C. annuum cv. Tisana L*L!, sendo
classificado como pat6tipo P,

Os isolados Pe-02, Pe-04, Pe-06, Pe-07, Pe-09, Pe-10, Pe-11 e Pe-13
foram caracterizados como Py. Conforme a classificagdo de Boukema (1984), as plantas
mostraram sintomas sistémicos apenas nos gendtipos suscetiveis C. annuum cv. ECW L*L*
(Figura 10) e C. annuum cv. Magda L*L", enquanto que os demais gendtipos apresentaram
reacdo de hipersensibilidade ou lesdes locais e absciséo das folhas cotiledonares (Figura 11).

Figura 10. Sintoma sistémico exibido em C. annuum cv. ECW L'L", aos 21 dias apés a

inoculagdo com o isolado Pe-02 caracterizado biologicamente como P .
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Figura 11. Reacdo de lesdes locais em C. annuum cv. Tisana L'L', aos 5 dias apds a

inoculagdo com o isolado Pe-02 caracterizado biologicamente como P .

6.5 Identificacdo molecular

Todos os isolados causadores de mosaico foliar em pimentdo e
pimenta foram testados por meio da RT-PCR. Os isolados de PMMoV e ToMV anteriormente
caracterizados bioldgica e sorologicamente por Kobori et al. (2001) foram utilizados em um
teste preliminar que permitiu avaliar a eficiéncia dos oligonucleotideos degenerados e
especificos descritos por Letschert et al. (2002).

Como pode ser observado na Figura 12, todos os isolados foram
amplificados pelos oligonucleotideos universais Tob-Uni 1 e Tob-Uni 2. Estes
oligonucleotideos podem ser utilizados na diagnose rapida e precisa de tobamovirus em
materiais provenientes do campo, sem identificar, porém a espécie de virus presente na

amostra.
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M S 010203 04 0506 07 08 To PM 09 10 11 12 13 TMv

<_804 bp

Figura 12. Padrdo eletroforético obtido pelos oligonucleotideos Tob-Uni 1 e Tob-Uni 2 em
RT-PCR. M. Marcador de peso molecular; S. N. clevelandii sadia; 01-13. Isolados: Pe-01, Pe-
02, Pe-03, Pe-04, Pe-05, Pe-06, Pe-07, Pe-08, Pe-09, Pe-10, Pe-11, Pe-12, Pe-13
respectivamente em N. clevelandii. To: ToMV, PM: PMMoV, e TMV, utilizados como
controles positivos

Os isolados Pe-06, Pe-07, Pe-10 e Pe-13 foram especificamente
amplificados pelos oligonucleotideos Tob-Uni 1 e ToMV (Figura 13), indicando tratar-se de
isolados de ToMV. Pela caracterizacdo bioldgica estes haviam sido caracterizados como
patétipo Po. Entretanto, o isolado Pe-09 foi amplificado por ambos oligonucleotideos
especificos TMV (Figura 14) e ToMV, indicando a presenca de infeccdo mista mesmo apos a
purificacdo bioldgica por monolesionais.

Os isolados Pe-01, Pe-03, Pe-05, Pe-08 e Pe-12 foram identificados
molecularmente como pertencentes a espécie PMMoV (Figura 15). A caracterizagdo biologica
por meio dos gendtipos diferenciais permitiu identifica-los como pat6tipos P;-,. O isolado Pe-
08 que foi detectado via RT-PCR como PMMoV foi considerado biologicamente como
patétipo P;. Segundo Nuez et al. (1996), este patdtipo englobaria isolados da espécie
PMMoV, porém Garcia-Luque et al. (1993) encontrou um isolado patétipo P; da espécie
PaMMV.
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M S 01 02 03 04 05 06 07 08 To PM 09 10 11 12 13

686 bp

Figura 13. Deteccdo especifica via RT-PCR de isolados de ToMV, utilizando os
oligonucleotideos Tob-Uni 1 e ToMV. M. Marcador de peso molecular; S. N. clevelandii
sadia; 01-13: Isolados Pe-01, Pe-02, Pe-03, Pe-04, Pe-05, Pe-06, Pe-07, Pe-08, Pe-09, Pe-10,
Pe-11, Pe-12, Pe-13 respectivamente em N. clevelandii. To: ToMV, PM: PMMoV, utilizados
como controles positivos.

M S TMVO09 12 07 06 04 05 01 02 PM ToM

694 bp

Figura 14. Deteccdo especifica via RT-PCR de isolados de TMV, utilizando os
oligonucleotideos Tob-Uni 1 e TMV. M. Marcador de peso molecular; S. N. clevelandii sadia;

Isolados em N. clevelandii. To: ToMV, PM: PMMoV, utilizados como controles positivos.
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M S 01 02 03 04 05 06 07 08 To PM 09 10 11 12 13

688 bp

Figura 15. Deteccdo especifica via RT-PCR de isolados de PMMoV, utilizando os
oligonucleotideos Tob-Uni 1 e PMMoV. M. Marcador de peso molecular; S. N. clevelandii
sadia; 01-13: Isolados Pe-01, Pe-02, Pe-03, Pe-04, Pe-05, Pe-06, Pe-07, Pe-08, Pe-09, Pe-10,
Pe-11, Pe-12, Pe-13 respectivamente em N. clevelandii. To: ToMV, PM: PMMoV, utilizados
como controles positivos.

Os isolados Pe-02, Pe-04 e Pe-11 coletados a partir de pimenta e
caracterizados biologicamente como P, foram amplificados pelos oligonucleotideos universais,
indicando tratar-se de isolados de tobamovirus (Figura 12). Entretanto, ndo foi verificada
amplificacdo para nenhum dos oligonucleotideos especificos. Pelo menos duas hipdteses
podem explicar este resultado: os isolados Pe-02, Pe-04 e Pe-11 podem ser uma outra espécie
de tobamovirus, dai ndo serem amplificados pelos oligonucleotideos especificos. Outros
tobamovirus como 0 PaMMV, TMGMV e ObPV infectam a cultura do pimentdo, entretanto
neste trabalho ndo se tinha disponivel os oligonucleotideos especificos para estas espécies.
Uma outra explicacdo seria o fato destes isolados, mesmo sendo de uma das espécies de TMV,
ToMV ou PMMoV apresentarem diferencas na seqiiéncia de nucleotideos nas regides de
anelamento dos oligonucleotideos especificos para estes virus. Estas hipdteses poderdo ser
esclarecidas por meio do sequenciamento do fragmento amplificado pelos oligonucleotideos
degenerados e posterior comparacdo com as seqléncias de tobamovirus disponiveis no
GenBank.

A caracterizacdo bioldgica de tobamovirus descrita por Boukema

(1984) néo deve ser utilizada a fim de determinar a identidade viral do isolado como sugerido
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por Nuez et al. (1996), pois somente fornece dados sobre a interacdo do isolado viral nas
espécies de Capsicum spp, ou seja, a capacidade do isolado em contornar 0os genes de
resisténcia L 1, L , e L 3 Para identificacdo das espécies virais deve-se optar pela detec¢cdo
molecular, como a RT-PCR, pois esta técnica mostrou-se uma alternativa eficiente e rapida na

caracterizacdo de isolados de tobamovirus em piment&o.
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7 CONCLUSOES

A caracterizacdo bioldgica deve ser utilizada somente como uma ferramenta para se
conhecer as propriedades da interagdo de um isolado com os gendtipos diferenciais de
Capsicum spp. Esta interacdo ndo permite identificar a especie de virus presente na
amostra, uma vez que espécies diferentes podem ser agrupadas em um mesmo
patétipo.

A identificacdo molecular utilizando-se os oligonucleotideos especificos aparece como
uma ferramenta altamente confiavel e rapida para se conhecer a identidade da espécie
viral presente na amostra. Por outro lado ela ndo fornece dados sobre as propriedades

bioldgicas do isolado, de modo que as duas técnicas devem ser utilizadas em conjunto.

A identidade dos isolados Pe-02, Pe-04 e Pe-11 coletados a partir de pimenta tambem
necessita ser melhor estudada pois estes isolados podem representar uma espécie de

tobamovirus ainda ndo relatada no Brasil.
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