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RESUMO

TRUTA, Adriana Aragjo Costa, D.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2002. Identidade e propriedade de isolados de potyvirus provenientes de
Capsicum spp. Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Conselheiros:
Sérgio Herminio Brommonschenkel e Cleide Maria Ferreira Pinto.

No Brasil a ocorréncia de mosaico causado por PVY ¢ relatada desde
1941 na cultura da batata, mas sua ocorréncia em pimentao sé foi relatada a partir
de 1950. As perdas causadas por essa virose no campo levaram ao
estabelecimento de um programa de melhoramento do pimentdo visando a
incorporagdo de genes de resisténcia a PVY, dando origem a série de cultivares
“Agrondomico”. A resisténcia a PVY introduzida na série Agrondmico mostrou-
se bastante eficiente e duradoura, conseguindo impedir a infec¢do por todas as
estirpes de PVY entdo presentes no Brasil. No entanto, relatos de mosaico,
deformacdes foliares e acentuada reducdo no crescimento das plantas vem sendo
realizados por produtores de diversos estados nos ltimos cinco anos. O objetivo
principal deste trabalho foi estudar a etiologia do mosaico em campos de
producao de pimentdo e pimenta. Vinte ¢ um isolados virais provenientes de
plantas de pimenta e pimentdo foram coletados em campos de producdo em
Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Distrito Federal. Dois

isolados provenientes de batata (PVY" e PVY?) foram utilizados como controle.
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Para caracterizar e diferenciar biologicamente estes vinte isolados utilizou-se um
gama de hospedeiros e uma série de cultivares diferenciadoras de pimentdo. As
indicadoras utilizadas mostraram a existéncia de um considerdvel grau
variabilidade biologica entre os isolados em estudo, emnbora todos tenham sido
identificados como PVY. As reagdes diferenciais de algumas espécies
distinguiram os isolados de outros potyvirus que infectam pimentao. Foi possivel
observar, de maneira generalizada, a distincdo de trés grupos de isolados,
causando sintomas severos, moderados ou fracos, em varias das hospedeiras
utilizadas. A reagdo das cultivares diferenciadoras classificou os isolados como
patdtipo 1 ou 1.2 do PVY. Nao foi encontrado nenhum representante do patotipo
0. A produgao de anti-soro foi realizada utilizando-se como imundgeno particulas
virais purificadas de um isolado severo e um isolado fraco. O titulo e a
especificidade dos anti-soros foram avaliados por ELISA indireto. Reagdes
positivas foram obtidas com uma diluicdo do anti-soro bruto acima de 1:32.000.
Reagdes positivas também foram observadas contra isolados distintos, mas ndo
contra todos os isolados testados. Os anti-soros ndo reagiram contra o isolado
PVY® de batata, mas reagiram contra o isolado PVY", também de batata. Para
caracterizacdo molecular dos isolados foi realizada a clonagem e sequenciamento
dos genes nib, cp e da regidao 3’ ndo-traduzida (3'NTR) de isolados
biologicamente distintos. Apos analise filogenética confirmou-se a identidade de
seis isolados como pertencentes a espécie Pepper yellow mosaic virus
(PepYMYV), um potyvirus descrito em 2002 infectando pimentdo no Brasil. Esse
resultado sugere que o PepYMYV pode ser a espécie de potyvirus predominante

em Capsicum no Brasil.
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ABSTRACT

TRUTA, Adriana Aratjo Costa, D.S., Universidade Federal de Vigosa. July
2002. Identity and property of potyvirus isolates from Capsicum spp.
Advisor: Francisco Murilo Zerbini Jinior. Committee Members: Sérgio
Herminio Brommonschenkel and Cleide Maria Ferreira Pinto.

In Brazil, the mosaic caused by PVY was reported for the first time in
1941 in potato. The first report of this virus infecting bell pepper occurred only in
1950. The heavy losses caused by the disease in pepper plants led to the
establishment of a breeding program with the objective of obtaining PVY-
resistant cultivars. This program generated the “Agrondmico” series of pepper
cultivars in the early 1970’s. The resistance present in the “Agrondmico” series
was durable and extremely effective against all the viral strain present in Brazil at
the time. However, reports of mosaic, lead distortion and growth reduction
symptoms in pepper plants have occurred repeatedly over the last five years. The
main objective of this work was the study the etiology of the disease in bell
pepper and chili pepper fields. Twenty-one isolates were obtained from bell
pepper and chili pepper plants in the states of Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito
Santo, Rio de Janeiro and the Federal District. Two isolates from potato (PVY" e
PVY®) were used as controls. The isolates were biologically characterized using

a host range assay and inoculation into a series of differential bell pepper
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cultivars. The isolates displayed a high degree of biological variability upon
inoculation onto the indicator plants used in the host range assay, although they
could all be identified as PVY. Some host species could be used to distinguish
the isolates from other viruses that also infect bell pepper. In general, it was
possible to divide the isolates in three groups, causing severe, moderate and mild
symptoms in several host species. The reaction of the differential cultivars
allowed the classification of the isolates as pathotypes 1 or 1.2 of PVY. None of
the isolates were classified as pathotype 0. The production of anti-sera was
carried out using purified virions of a mild and a severe isolate. The titer and
specificity of the anti-sera were evaluated by indirect ELISA. Positive reactions
were obtained with a dilution of the crude serum up to 1:32.000. Positive
reactions were also observed against most, but not all the isolates. The anti-sera
did not react against the PVY® isolate from potato, but did react against the
PVY" isolate, also from potato. For the molecular characterization, the nib and
cp genes and the 3’ non-translated region (3'NTR) of biologically distinct
isolates were cloned and sequenced. Sequence and phylogenetic analysis
confirmed the identity of six isolates as Pepper yellow mosaic virus (PepYMV),
a potyvirus first described in 2002 infecting bell pepper in Brazil. This result
suggests that PepYMV could be the predominant potyvirus causing mosaic in

Capsicum species in Brazil.
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1. INTRODUCAO

Os registros mais antigos do consumo de Capsicum spp. datam de
aproximadamente nove mil anos, evidenciados por exploragdes arqueoldgicas
realizadas no México. Outros sitios arqueologicos pré-historicos (2.500 A.C.)
foram encontrados no Peru que também documentam o uso de Capsicum. Varios
relatos de exploradores do Brasil Colonia indicam que as pimentas eram
amplamente cultivadas e representavam um importante componente na dieta das
populagdes indigenas (REIFSCHNEIDER, 2000). O género alcancou a Europa
por intermédio dos navegantes e exploradores portugueses e espanhois que
procuravam na América tropical a pimenta-do-reino (Piper nigrum), e
encontraram as pimentas do género Capsicum. Por essa razdo foram aceitas no
velho mundo mais rapidamente do que o tomate e a batata (CASALI e COUTO,
1984). Atualmente, essa cultura ¢ plantada e consumida em quase todo o mundo,
sendo utilizada basicamente como tempero.

Cinco espécies de Capsicum sao aceitas como cultivadas: C. annuum,
C. frutescens, C. chinense, C. baccatum e C. pubescens, a ultima ndo cultivada
no Brasil. Todas possuem espécies selvagens afins com as quais apresentam
possibilidade de permuta de genes. A espécie C. annuum apresenta a maior
variabilidade genética, ¢ a mais cultivada e economicamente mais importante

(CASALI e COUTO, 1984).



Nao se sabe com precisdo a época ou local onde se iniciou o cultivo de
pimentdo no Brasil em larga escala. Segundo REIFSCHNEIDER (2000), ha
registros de que as primeiras cultivares de pimentao introduzidas no Brasil sdo de
origem espanhola, do grupo “Casca Dura”, plantadas inicialmente nos
municipios de Mogi das Cruzes e Suzano, estado de Sao Paulo. As primeiras
cultivares brasileiras de pimentdo surgiram a partir de selecoes feitas em
populagdes desses materiais.

Atualmente, o pimentdo ¢ uma das 10 espécies de hortalicas mais
plantadas em todo o mundo. A area cultivada com essa hortalica no Brasil foi
estimada em 7.400 ha/ano no biénio 1997/1998. O estado de Minas Gerais
apresentou a segunda maior area plantada, com 1.300 ha, que corresponderam a
17,6% do total (KOBORI, 1999). Quanto as pimentas do género Capsicum,
REIFSCHNEIDER (2000) estima a area plantada em 5.000 ha, com uma receita
anual de 79 milhdes de reais, embora enfatizando a caréncia de dados estatisticos
sobre estas culturas no Brasil.

Nessas solandceas, em termos de importadncia econdmica, as doengas
causadas por virus sdo superadas apenas pela podriddio do colo causada por
Phytophthora capsici. Existem diversos relatos de virus ocorrendo em pimentao
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 (PVMYV), Chili veinal mottle virus
(ChiVMV) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (BRIOSO, 1996;
CARANTA, et al, 1997; CARANTA e PALLOIX, 1996; COOK e
ANDERSON, 1959; DOGIMONT et al., 1996; INOUE-NAGATA et al., 2002).
O PepMoV ¢ o tnico transmitido pela semente (SHUKLA et al., 1994).

No Brasil, o mosaico causado por PVY em batata foi relatado pela
primeira vez em 1941 (NOBREGA e SILBERSCHMIDT, 1944), mas o mosaico
em pimentdo causado por PVY so foi relatado a partir de 1950, ja causando
sérios prejuizos (COSTA e ALVES, 1950). As perdas causadas por essa virose
no campo levaram NAGAI (1968) a iniciar um programa de melhoramento do

pimentdo visando a incorporacdo de genes de resisténcia a PVY, dando origem a



série de cultivares “Agrondomico”. A resisténcia a PVY introduzida na série
Agrondmico mostrou-se bastante eficiente, conseguindo impedir a disseminagao
de todas as estirpes de PVY entdo presentes no Brasil. No entanto, mudangas
significativas vem ocorrendo em campos de produg¢do de batata e pimentdo
quanto a incidéncia dessa virose nos ultimos anos. O surgimento de relatos de
PVY causando prejuizos a bataticultores (FIGUEIRA e PINTO, 1995;
FIGUEIRA et al., 1996; FIGUEIRA e SANTOS, 1997), coincide com relatos de
perdas em campos de producdo de pimentdo e pimenta devido a ocorréncia de
mosaicos, deformagdes foliares, e acentuada reducao no crescimento das plantas.
Até ha pouco tempo o unico potyvirus relatado em espécies de Capsicum no
Brasil era o PVY (BOITEUX e PESSOA, 1994; BRIOSO, 1995; BRIOSO, 1996;
NAGAI, 1993). Em 2002, INOUE-NAGATA et al. relataram a ocorréncia de
uma nova espécie de potyvirus causando mosaico amarelo e distor¢ao foliar em
pimentdo. Anteriormente considerada uma estirpe severa do PVY (PVY™), essa
nova espécie foi denominada Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Estudos
moleculares desse novo virus demonstraram que a seqiiéncia de aminoacidos do
gene da proteina capsidial difere significativamente de outros potyvirus
conhecidos. Apos a avaliagdo de uma seqiiéncia parcial de 1.330 nucleotideos
correspondendo a 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 chlorotic mottle virus (SCMV) (INOUE-NAGATA et al.,
2002). Outro relato da ocorréncia de PepYMV em pimentdes nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais foi feito recentemente por STANGARLIN (2001).
Curiosamente, ndo existem, até o momento, dados de seqiiéncia de nucleotideos
de isolados brasileiros de PVY que infectem espécies de Capsicum.

Além destes potyvirus, outros virus ja foram relatados em pimentdo no
Brasil, pertencendo aos géneros Cucumovirus (Cucumber mosaic virus, CMV),
Curtovirus (Tomato pseudop-curly top virus, TPCTV), Tospovirus (Groundnut
ringspot virus, GRSV, Tomato chlorotic spot virus, TCSV e Tomato spotted wilt
virus, TSWV), Tobravirus (Pepper ringspot virus, PepRSV), Luteovirus (Potato

leaf roll virus, PLRV) e Tobamovirus (Tobaco mosaic virus, TMV). Os sintomas



induzidos por alguns destes virus podem ser confundidos com aqueles causados
pelo PVY, surgindo a necessidade da producdo de anti-soros especificos para as
espécies presentes nos campos de producdo, que permitam a diagnose rapida e
precisa.

Com base nessas consideragdes, o objetivo principal deste trabalho foi
estudar a etiologia do mosaico em campos de producao de Capsicum no Sudeste
do Brasil. Os objetivos especificos foram: (1) caracterizacdo biologica de
isolados de potyvirus provenientes de pimentdo e pimenta, (2) produgdo de anti-
soros especificos para as estirpes representativas encontradas nos campos de
producdo de pimentdo e pimenta, (3) verificar a possibilidade de transmissao dos
isolados via semente em Capsicum, (4) sequenciamento dos genes nib (replicase)
e cp (proteina capsidial) de isolados biologicamente distintos e comparagdo das
seqiiéncias obtidas com as seqiiéncias de PVY disponiveis em banco de dados, e
(5) avaliagdo de germoplasma de Capsicum visando detectar gendtipos

resistentes ou tolerantes ao mosaico.



2. REVISAO DE LITERATURA

A familia Potyviridae ¢ a mais numerosa entre os virus de plantas,
contendo cerca de 20% dos virus descritos. A familia ¢ dividida em seis géneros
(Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Potyvirus, Rymovirus e Tritimovirus),
diferenciados com base no tipo de inseto vetor e nimero de componentes do
genoma. O género Potyvirus, que inclui os virus transmitidos por afideos e com
um componente gendmico, ¢ 0 mais numeroso, com 91 espécies, incluindo o
PVY (VAN REGENMORTEL et al., 2000).

Todos os membros do género Potyvirus possuem caracteristicas comuns
como particula alongada, flexuosa, medindo 700-900 X 12-15 nm, um genoma
composto de uma unica molécula de RNA de fita simples (ssRNA) com cerca de
10.000 nucleotideos, com uma proteina viral ligada covalentemente a
extremidade 5° e uma cauda poli-A ligada a extremidade 3° do RNA. A
seqliéncia de nucleotideos completa de diversas espécies ja ¢ conhecida
(DOUGHERTY e CARRINGTON, 1988; SHUKLA et al., 1988 a,b; TORDO et
al., 1995; VAN DER VLUGT et al., 1993). O genoma viral possui uma Unica
fase aberta de leitura (ORF) que da origem a uma poliproteina com
aproximadamente 350 kDa. A partir da poliproteina, pelo menos 9 proteinas (P1,
HC-Pro, P3, CI, 6K,, VPg, Nla, NIb e CP) sao produzidas através da atividade

enzimatica de 3 proteinases contidas na propria poliproteina (P1, HC-Pro, Nla)



(CARRINGTON et al., 1990). Essas proteinas incluem replicases, proteinas de
movimento célula-a-célula e a longa distdncia, proteinas responsaveis pela
transmissdo por afideos, e a proteina capsidial. A maioria das proteinas,
entretanto, possui mais de uma fungcdo (CRONIN et al., 1995; DOLJA et al.,
1995; KASSCHAU et al., 1995; RESTREPO-HARTWIG et al., 1994; SHUKLA
et al., 1994; PRUSS et al., 1997; VERCHOT e CARRINGTON, 1995).

O inicio do ciclo de infeccdo viral ocorre quando o virus alcanca o
interior de uma célula hospedeira e ¢ desencapsidado. Em seguida, ocorre a
tradug¢@o da tinica ORF em uma poliproteina que ¢ processada em proteinas virais
a serem utilizadas nos processos subsequentes de replicagdio e montagem de
particulas virais. As Unicas proteinas associadas estruturalmente ao genoma viral
sdo a proteina capsidial (CP) e a VPg (SHUKLA et al., 1994).

A replicagdo ¢ iniciada com a sintese de uma fita complementar
(negativa) a partir da fita de RNA viral. Essa reacdo ¢ catalisada pela RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp) viral, em conjunto com proteinas do
hospedeiro. As novas fitas virais (positivas) sdo em seguida sintetizadas
utilizando as fitas negativas como molde. A especificidade do complexo
replicativo ¢ assegurada pelo reconhecimento de sinais em cis encontrados em
ambeas as fitas (SIMON-BUELA et al., 1997).

A maioria das proteinas codificadas pelos potyvirus sdo necessdrias,
direta ou indiretamente, para a replicacdo viral. As proteinas CI, Nla e NIb
formam o nucleo replicativo, catalisando processos enzimaticos essenciais
durante a replicagdo. A proteina CI ¢ considerada a helicase dos potyvirus,
possuindo ainda as fun¢des de ATPase e ligacdo a RNA (LAIN et al., 1991). A
proteina NIb ¢ a RNA polimerase dependente de RNA, e possui a seqiiéncia de
aminodcidos GIn-Asp-Asp caracteristica das RNA polimerases virais (HONG e
HUNT, 1996). O processo de replicagdo ocorre em associagdo com o reticulo
endoplasmatico das células infectadas (SHAAD et al., 1997). A proteina 6K,
funciona como uma ancora, devido a presenca de um dominio central
hidrofébico de 19 aminoacidos que lhe confere a propriedade de associagdo a

membranas (RESTREPO-HARTWIG ¢ CARRINGTON, 1994; SHAAD et al.,



1997). Como o sitio de clivagem entre 6K, e Nla possui baixa afinidade pela
proteinase, essas proteinas permanecem como um unico polipeptideo por um
tempo relativamente longo, ancoradas ao reticulo endoplasmatico (RESTREPO-
HARTWIG e CARRINGTON, 1992). A VPg se liga a extremidade 5° do RNA
viral por meio de um residuo de tirosina situado no terminal aminico da proteina.
Uma vez ligada ao RNA, a VPg atua como iniciadora da replicacio (MURPHY
et al,, 1996). Ao final da replicagdo, o complexo ¢ liberado do reticulo
endoplasmatico por meio da autoprotedlise entre a VPg e Nla. A regido do RNA
viral que codifica a proteina capsidial (CP) e a seqiiéncia 3’ nao-traduzida
também estdo envolvidas na amplificacio do genoma viral, por meio da
formacdo de estruturas secundarias que serdo reconhecidas pelo complexo
replicativo. Entretanto, a CP propriamente dita ndo ¢ essencial para a replicagao
(MAHAJAN et al., 1996).

O movimento de virus em plantas pode ser dividido em duas etapas:
movimento célula-a-célula (curta distdncia) ¢ movimento sistémico (longa
distancia) (GILBERTSON e LUCAS, 1996). A partir da célula infectada, o virus
devera se movimentar célula-a-célula através dos plasmodesmas, que permitem a
continuidade do citoplasma e do sistema de endomembranas entre as células.
Como o limite de exclusdo passivo dos plasmodesmas em células do mesofilo ¢
de aproximadamente 1 kDa, os virus de plantas necessitam produzir proteinas
capazes de alterar esse limite de exclusdo, ligar-se a0 RNA viral e permitir a
passagem deste pelos plasmodesmas na forma de um complexo RNA viral-
proteina de movimento ou na forma de virions. Curiosamente, os potyvirus, ao
contrario de todos os outros virus de plantas ja estudados, ndo possuem proteina
com fung¢do exclusiva de movimento célula-a-célula (GILBERTSON e LUCAS,
1996).

Para atingir o sistema vascular o virus deve passar, célula-a-célula, do
mesofilo a bainha, parénquima floematico, células companheiras e elemento de
tubo crivado, alcangando assim a rota de translocacdo de fotoassimilados
(GILBERTSON e LUCAS, 1996; CARRINGTON et al., 1996). O movimento a

longa distdncia ndo ocorre automaticamente e proteinas virais € do hospedeiro



estdo envolvidas neste processo. Pelo menos trés proteinas virais, CP, HC-Pro e
VPg, parecem estar envolvidas no movimento a longa distdncia dos potyvirus:
Uma vez alcangado o floema, o processo de movimento a longa distancia ocorre
aparentemente de forma passiva, na dire¢do do fluxo de fotoassimilados,
seguindo a direcao fonte-dreno (CRAWFORD ¢ ZAMBRYSKI, 1999).

A participagdo da proteina HC-Pro no movimento foi analisada por meio
de ensaios genéticos e de microinjecao. Mutantes na HC-Pro do TEV apresentam
movimento cé€lula-a-célula reduzido quando comparados ao virus selvagem
(CRONIN et al., 1995; KASSCHAU et al., 1997). Estudos de microinje¢ao de
proteinas dos potyvirus Bean common mosaic necrosis virus (BCMNV) e Lettuce
mosaic virus (LMV) demonstraram a capacidade das proteinas CP e HC-Pro de
se movimentarem célula-a-célula, aumentando o limite de exclusdo dos
plasmodesmas e facilitando o movimento de RNA viral. Mutantes na regido
central da CP e no terminal carboxilico da HC-Pro aboliram o movimento célula-
a-célula destas proteinas. Os experimentos indicaram uma interacao entre CP,
HC-Pro e os plasmodesmas, sugerindo que os potyvirus codificam duas proteinas
com caracteristicas de proteinas de movimento célula-a-célula (ROJAS et al.,
1997). A proteina VPg também estd implicada no movimento célula-a-célula. Por
meio da constru¢do de virus quiméricos, o determinante de viruléncia do TVMV
em plantas de Nicotiana tabacum cv. TN86, que contém o gene de resisténcia va,
foi identificado como sendo a VPg (NICOLAS et al., 1997). Verificou-se que a
inser¢ao da VPg do isolado TVMV-WT, incapaz de infectar plantas contendo o
gene de resisténcia, no genoma do isolado TVMV-S, confinava o virus as células
inicialmente infectadas, sugerindo deficiéncia no movimento célula-a-célula.

A proteina capsidial tem sido o produto génico mais estudado dos
potyvirus (SHUKLA et al., 1994), e estd envolvida em diversas funcdes tais
como encapsulamento e protecio do RNA viral, transmissdo pelo vetor,
movimento cé€lula-a-célula e a longa distancia. A comparacdo de seqiiéncias de
aminodcidos e a andlise da montagem de particulas virais indicou a presenca de
trés regides distintas na CP de potyvirus: (i) um terminal aminico altamente

variavel em comprimento e seqiiéncia, (ii)) uma regido central altamente



conservada, contendo de 215 a 227 aminoacidos, e (iii)) um terminal carboxilico
de 18-20 aminodcidos. As regides amino- e carboxi-terminal estdo voltadas para
o exterior da molécula, e sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da CP
e, conseqiientemente, da particula viral. Atualmente, existe um grande nimero de
seqiiéncias de proteinas capsidiais de potyvirus disponiveis na literatura (BRUNT
et al., 1996).

Ja estd consolidada a nogdo de que a comparagdo da seqiiéncia de
aminoacidos da proteina capsidial (CP) dos potyvirus pode contribuir
significativamente para a classificacdo de espécies, e em alguns casos até mesmo
de estirpes. SHUKLA et al. (1988), SHUKLA ¢ WARD (1988) e SHUKLA et al.
(1994) demonstraram que a andlise comparativa das seqiiéncias da CP de
diversos potyvirus produz arvores filogenéticas que refletem adequadamente o
relacionamento entre espécies. Estirpes do mesmo virus apresentam alta
similaridade de seqiiéncia, geralmente em torno de 94%, enquanto virus distintos
possuem niveis de similaridade bem mais baixos, inferiores a 80%. Além da CP,
a seqiiéncia de nucleotideos da regido 3’ nao-traduzida (3°’NTR) também pode
ser usada na classificacdo de potyvirus, pois em estirpes de um mesmo virus esta
regido apresenta tamanho e seqiiéncia conservados, enquanto em espécies
distintas apresenta tamanho variavel e niveis baixos de similaridade de seqiiéncia
(VAN DER VLUGT et al., 1993).

Além da comparagdo direta da seqiiéncia de aminoéacidos da CP, outras
alternativas podem ser utilizadas para a determinagdo de relacdes filogenéticas
com base na seqiiéncia de nucleotideos desse gene. BLANCO-URGOITT et al.
(1996) desenvolveram um método baseado em imunocaptura-RT-PCR, seguido
da andlise de restricao do produto amplificado (PCR-RFLP). O método pode ser
utilizado para calcular a distancia genética entre isolados de PVY, baseando-se
no padrdo de restricdo das seqiiéncias do gene cp, com uma eficiéncia que pode
ser comparada a distdncia genética obtida através do sequenciamento. Este ¢ um
método rapido que permite a classificacdo de estirpes virais de diferentes
isolados de PVY provenientes de diferentes espécies hospedeiras, permitindo a

montagem de uma arvore filogenética sem a necessidade de se determinar a



seqiiéncia de nucleotideos de diferentes isolados. Utilizando PCR-RFLP para
analisar isolados de PVY provenientes de batata, os autores foram capazes de
distinguir trés grupos de isolados, correspondentes aos grupos PVY®, PVY Ne o
PVY©.

Apesar de a taxonomia de Potyvirus ser uma das mais bem definidas
entre todos os géneros de virus de plantas, a abordagem biologica classica (gama
de hospedeiros e sintomatologia) utilizada para diferenciar espécies de potyvirus
em subgrupos ou estirpes ¢ insatisfatoria, e ndo deve ser o Unico critério adotado.
BLANCO-URGOITT et al. (1996), D’AQUINO et al. (1994), SHUKLA et al.
(1988) e VAN DER VLUGT et al. (1993) sugerem que para alguns potyvirus
existe uma variacdo continua de estirpes que ndo podem ser distinguidas
claramente. A adocdo de critérios taxondmicos mais precisos e abrangentes ¢&
fundamental, pois a identificagdo correta de estirpes € essencial para a busca de
fontes de resisténcia, além de fornecer subsidios para o engenheiramento de
plantas que expressem resisténcia derivada do patogeno.

Os 1isolados de PVY provenientes de batata sdo historicamente
classificados em trés grupos de estirpes, de acordo com os sintomas induzidos em
Nicotiana tabacum ‘White Burley’ e ‘Sansum NN, Physalis floridana e batata.
Os grupos foram denominados PVY® (estirpes comuns, que induzem mosaico e
clareamento de nervuras), PVY™ (estirpes que induzem sintomas necroticos) e
PVY® (estirpes que elicitam resposta hipersensivel em cultivares de batata
contendo o gene de resisténcia Nc). O grupo PVY? possui distribuigdo geogréfica
generalizada, ocorrendo em todos os continentes. O grupo PVY" ja foi relatado
na Europa, América do Sul e América do Norte (BLANCO-URGOITI et al.,
1998; ELLIS et al., 1996; ELLIS et al., 1997). A distribuicdo geografica do
grupo PVY® parece ser restrita, fato que pode ser explicado em razdo de alguns
isolados desse grupo ndo serem transmitidos por afideos e elicitarem reacao
hipersensivel em diversas cultivares de batata, dois fatores que limitam a
disseminacdo de estirpes (ELLIS et al., 1997). Existem ainda algumas estirpes de
PVY provenientes de batata que ndo podem ser classificadas adequadamente em

nenhum dos trés grupos (SHUKLA et al., 1988).
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Os isolados de PVY provenientes de outras espécies de solanaceas, como
pimentdo, pimenta, tomate e fumo, podem algumas vezes induzir sintomas
necroticos em N. fabacum, similares aqueles induzidos por estirpes do grupo
PVY™. Contudo, nem sempre esses isolados infectam sistemicamente batata, nao
podendo portanto serem considerados como integrantes desse grupo (GEBRE-
SELASSIE et al, 1985; STOBBS et al, 1994). Consequentemente, a
classificagdo em grupos com base nos isolados provenientes de batata (PVY",
PVY® e PVY®) nido pode ser estendida para isolados de PVY provenientes de
outras espécies de solaniaceas (NELSON e WHELER, 1997). Isolados
provenientes de N. tabacum tem sido classificados de acordo com os sintomas
induzidos em certas cultivares de fumo, e os isolados de tomate tem recebido
pouca atengdo (ROMERO et al., 2001).

Existem diversas classificacdes propostas para isolados de PVY
provenientes de pimentdo (BLANCO-URGOITI et al., 1996; BRIOSO et al.,
1996; COOK, 1963; D’AQUINO et al., 1995; GOODING e TOLIN, 1973;
ELLIS et al., 1997; MAKKOUK e GUMPF, 1976; SUDARSONO et al., 1993).
A maioria usa como critério de classificacdo a viruléncia em hospedeiros
diferenciais contendo genes de resisténcia especificos. Nao existe uma
classificagdo Unica, nem um consenso na adoc¢do de critérios para essas
classificagdes. Atualmente, uma das classificagdes mais adotadas pelos
pesquisadores que trabalham com estirpes de PVY provenientes de pimentdo ¢ a
proposta por GEBRE-SELASSIE et al. (1985), que divide os isolados de PVY
em trés patotipos: P(0), patotipo comum que infecta a cultivar suscetivel ‘Yolo
Wonder’; P(1), virulento na cultivar ‘Yolo Y’, e P(1.2) que infecta ‘Yolo Y’ e
‘Florida VR2’ (Quadro 1).

No Brasil, a classificagdo mais comumente adotada ¢ aquela proposta por
NAGALI (1968, 1971), onde os isolados sdo divididos em dois grupos:

a) Grupo N: isolados que causam lesdes locais em Nicandra physaloides.
Plantas de pimentdo afetadas por isolados desse grupo sofrem acentuada reducao

no crescimento, e forte mosqueado e encarquilhamento.

11



Quadro 1 - Cultivares de Capsicum annuum utilizadas para a determinagdo de
patotipos de PVY que infectam pimentao

Cultivar Gene de resisténcia Fenotipo

Bastidon pvr2+ Suscetivel a todos os patotipos
(necrose)

Yolo Wonder pvr2+ Suscetivel a todos os patotipos
(mosaico)

Yolo Y pvr2! Resistente a P(0)

Florida VR2 per2 Resistente a P(0,1)

Agronomico 10 pvr3 Resistente a P(0, 1, 1.2)

W4 Pvr4 Resistente a P(0, 1, 1.2)

CM 334 Pvrd e pvrs Resistente a P(0, 1, 1.2)

Perennial Resisténcia poligénica | Parcialmente resistente a todos
os patdtipos de PVY

b) Grupo W: isolados que nao causam lesdes locais em N. physaloides. E
o principal agente causal do mosaico do pimentdo e, a0 mesmo tempo,
responsavel pela importante virose do tomate conhecida vulgarmente como
“risca do tomateiro”. No pimentdo o principal sintoma ¢ mosaico. Pertencem a
esse grupo as estirpes denominadas PVY", PVY' PVY" PVY™ ¢ PVY™ Nessa
classificacdo as estirpes sdao identificadas utilizando-se a série ‘Agrondmico’ de
cultivares diferenciadoras. Trabalhos realizados por BOITEUX et al. (1994),
BOITEUX e PESSOA (1994), BRIOSO et al. (1993), BRIOSO et al. (1996),
CUPERTINO (1990a,b), CUPERTINO et al. (1991), INOUE-NAGATA et al.
(2001), MEISSNER FILHO (1990) e MEISSNER FILHO et al. (1990)
utilizaram esta classificagao.

Segundo D’AQUINO (1995), ¢ possivel que isolados necroéticos de PVY
em pimentdo ocorram freqiientemente no campo mas nao sejam detectados, ou
sejam confundidos com isolados comuns. Recentemente, uma nova estirpe de
PVY altamente virulenta foi introduzida no Brasil via batata-semente importada

(FIGUEIRA e PINTO, 1995; FIGUEIRA et al., 1996; FIGUEIRA e SANTOS,
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1997). Essa estirpe, que causa sintomas necroticos severos em batata, vem se
disseminando rapidamente no campo (FIGUEIRA e PINTO, 1995; FIGUEIRA et
al., 1996; FIGUEIRA e SANTOS, 1997). A possibilidade de essa estirpe ja estar
disseminada em plantios de pimentdo e pimenta ressalta a necessidade de estudos
visando o desenvolvimento de métodos precisos e eficientes de detec¢do e
caracterizacao de estirpes de PVY em nosso pais.

Em todo o mundo, para as principais culturas hospedeiras, o controle de
viroses causadas por potyvirus ¢ baseado no uso de cultivares resistentes
(BRIOSO et al., 1996; CARANTA et al., 1997; CARANTA e PALLOIX, 1996;
NAGAI, 1971). O desenvolvimento de cultivares resistentes ¢ uma das
estratégias mais praticas, econdmicas e seguras para a reducdo das perdas
causadas por potyvirus. Entretanto, a grande variabilidade genética existente
entre as estirpes de potyvirus faz com que a busca por novas fonte de resisténcia
seja constante. A obtencdo de genotipos resistentes € um dos principais objetivos
de diversos programas de melhoramento de Capsicum, em diversas partes do
mundo. Atualmente existem diversos grupos de pesquisadores buscando novas
fontes de resisténcia a potyvirus (SACCHI e MELO, 2001).

Os principais genes de resisténcia utilizados em programas de
melhoramento contra potyvirus que infectam pimentao incluem:

pvrl - alelo recessivo que confere resisténcia a TEV e PepMoV, também
relatado como conferindo resisténcia a PVY (BOITEUX, 1996). Encontrado em
C. chinensis linhagens ‘PI 152225 e ‘PI 169236°, anteriormente recebia a
notacao et

pvr2 - alelo identificado em C. annuum Pl 264281° e ‘SC46252° por
COOK (1960) e inicialmente denominado ey, confere resisténcia a PVY e TEV.
Seus diferentes alelos sdo usados para diferenciar estirpes especificas: o alelo
selvagem ¢ o prv2+; o alelo prv2’ confere resisténcia contra PVY(0); e o alelo
prv2* contra PVY(1);

pvr3 - um terceiro gene com alelos monogénicos recessivos foi
encontrado em C. annuum ‘Avelar’, conferindo resisténcia a PVY, TEV e

PepMoV;
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Pvr4 - alelo dominante descrito em C. annuum ‘Criollo de Morelos 334’
(CM334); esse gene confere resisténcia a todos os patotipos de PVY
identificados até o presente, e também ao PepMoV;

pvrd - alelo recessivo encontrado em ‘CM334° e ‘Perennial’, confere
resisténcia especifica ao patotipo PVY(0);

pvr6 - alelo encontrado na linhagem ‘Perennial’, fazendo parte de um
QTL que possui fatores isolado-especificos de amplo espectro. Onze regides
genOmicas foram identificadas como envolvidas na resisténcia a potyvirus;

Pvr7 - gene dominante encontrado em Capsicum chinense ‘Pl 159236°,
confere resisténcia a PepMoV, mas ndao a PVY. Esta fortemente ligado ao
principal gene de resisténcia a PVY, Pvr4 (GRUBE et al., 2000).

No Brasil, o programa de melhoramento de pimentao iniciado por NAGAI
(1968) utilizou como fontes de resisténcia diversas cultivares nacionais e
importadas contendo os genes pvr2 e pvr3. Esse programa deu origem a série
‘Agrondmico’, que possuia uma resisténcia duradoura as estirpes detectadas no
Brasil. Essa série foi utilizada como diferenciadora de estirpes até o surgimento
da estirpe PVY™, que quebra a resisténcia de todas as cultivares nacionais
melhoradas com exce¢do da cultivar Magali R, que possui o gene dominante

Prv4 encontrado em ‘CM334° (BANJA, 1999 - comunicagao pessoal).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtenciao e manutencio dos isolados virais

Os isolados virais utilizados nesse estudo foram obtidos em campos de
producdo de pimentdo e pimenta localizados em Minas Gerais, Espirito Santo,
Rio de Janeiro, Sao Paulo e no Distrito Federal (Quadro 2). O critério utilizado
para coleta de amostras foi a observacdo de sintomas. Foram considerados como
isolados distintos aqueles obtidos a partir de uma amostra de folhas coletada de
uma planta em diferentes campos, ou com sintomas distintos em um mesmo
campo. Os sintomas observados foram mosaico, deformacao foliar e redugao de
crescimento. A identidade dos isolados foi comprovada por sorologia, utilizando-
se ELISA indireto (VAN REGENMORTEL ¢ BURCKARD, 1980) ¢ um anti-
soro policlonal para PVY fornecido por B.W. Falk (Dep. of Plant Pathology,
University of California, Davis, CA, EUA).

Os isolados que reagiram positivamente contra o anti-soro policlonal
para PVY foram inoculados em plantas de Nicotiana debneyi, previamente
identificada como excelente hospedeira para multiplicagio de PVY (BUCHEN-
OSMOND, 1987). As inoculagdes foram realizadas via extrato vegetal

tamponado em fostato de sédio 0,01 M, pH 7,2, contendo sulfito de sédio a
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Quadro 2 - Origem dos isolados virais utilizados neste estudo

Isolado Hospedeiro Procedéncia
1 Capsicum baccatum Leopoldina, MG
2% C. annuum Igarapé, MG
3* C. annuum Igarapé, MG
4 C. annuum Guidoval, MG
Sx* Solanum tuberosum Lavras, MG
6** S. tuberosum Lavras, MG
7 C. annuum Guidoval, MG
C. praternissum Guarani, MG
9 C. annuum Venda Nova do Imigrante, ES
10 C. frutescens Guarani, MG
11 C. praternissum Guarani, MG
12 C. chinensis Montes Claros, MG
13 C. frutescens Guarani, MG
14 C. frutescens Guarani, MG
15 C. frutescens Guarani, MG
16 C. frutescens Guarani, MG
17 C. frutescens Guarani, MG
[ 8%** C. annuum Hortaligas, Brasilia, DF
19 C. annuum Ribeirdo Vermelho, MG
20 C. annuum Itumirim, MG
21 C. annuum Valdo do Barro, RJ
22 C. annuum Vicosa, MG
23 C. annuum Bragancga Paulista, SP

* Fornecido por I.V. Carrijo, SVS do Brasil.

** [solados previamente caracterizados como pertencentes aos grupos PVY™ (5)
e PVY® (6). Fornecidos por A.R. Figueira, UFLA.

*** Fornecido por A.N. Dusi, EMBRAPA.
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0,01M. As folhas foram pulverizadas previamente com corundum (600 mesh).
Os isolados foram mantidos in vivo por meio de inoculagdes sucessivas em
N. debneyi, e preservados in vitro sob forma de material foliar dessecado

armazenado a -20°C.

3.2. Caracterizacio biologica

3.2.1. Gama de hospedeiros

Foram utilizadas nesse estudo plantas de 13 espécies vegetais,
selecionadas com base em dados de literatura (BUCHEN-OSMOND, 1987):
Capsicum annuum L. ‘lkeda’, Capsicum frutescens L. ‘Malagueta’, Nicotiana
tabacum L. ‘Sansun’, ‘White Burley’ e ‘TNN’, Chenopodium quinoa Willd,
C. amaranticolor Coste e Reyn, Physalis floridana Rydb., Solanum tuberosum
L., Cucurbita pepo L. ‘Caserta’, Datura stramonium L., Nicandra physaloides
Gaertn. e Lycopersicon esculentum Mill. ‘Rutgers’ As plantas, quinze dias apds
emergéncia, foram inoculadas via extrato vegetal tamponado conforme descrito
no item 3.1 e reinoculadas trés dias apos a primeira inoculacdo, utilizando como
fonte de inoculo plantas de Nicotiana debneyi. Os isolados virais foram
inoculados em cinco plantas de cada espécie, e cinco plantas foram usadas como
controle. Os isolados de PVY representantes dos grupos PVY? (isolado 6) e
PVY™ (isolado 5) (Quadro 2) foram utilizados como controles positivos e padrdes
de comparacdo com os sintomas apresentados pelos isolados provenientes de

Capsicum. Os sintomas foram avaliados 30 dias ap6s a inoculacao.

3.2.2. Transmissao via semente

A possibilidade de transmissdo dos isolados via sementes de pimentdo e
pimenta foi avaliada em casa de vegetacdo. Sementes sadias de pimentdo ‘Casca
Dura-lkeda’ e pimenta ‘Malagueta’ foram semeadas em vasos. As plantulas
oriundas dessas sementes foram inoculadas ao atingirem o estidgio de trés a

quatro folhas definitivas, via extrato vegetal tamponado conforme descrito no
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item 3.1, e reinoculadas trés dias apos a primeira inoculagdo, utilizando-se como
fonte de indculo plantas infectadas de Nicotiana debneyi. Foram inoculadas
20 plantas de pimentdo ¢ 20 de pimenta. Como controle, 10 plantas de cada
espécie foram inoculadas apenas com a solucdo tampao. A infec¢ao foi
confirmada 30 dias apds inoculagdo, pela observacdo de sintomas e indexacao
por ELISA utilizando anti-soro policlonal para PVY, conforme descrito no
item 3.1. Uma vez confirmada a infeccdo, as plantas foram mantidas em casa de
vegetacdo até a produgdo e amadurecimento dos frutos. Apds a colheita dos
frutos, as sementes foram retiradas, homogeneizadas e divididas em cinco lotes
de 200 sementes cada. Estas foram semeadas em bandejas contendo 200 células,
perfazendo um total de 1.000 sementes para as plantas infectadas e
1.000 sementes para as plantas sadias. A avalia¢do da infec¢@o viral nas plantulas
oriundas dessas sementes foi realizada 30 dias ap6s a germinagdo, por meio da

observacao de sintomas ¢ ELISA indireto.

3.2.3. Inoculacido em cultivares diferenciadoras

Os isolados biologicamente distintos com base no teste de gama de
hospedeiros foram caracterizados adicionalmente por meio de inoculagdo em
cultivares diferenciadoras de pimentao contendo genes de resisténcia conhecidos
(Quadro 1). As plantas foram inoculadas via extrato vegetal tamponado conforme
descrito no item 3.1, e reinoculadas trés dias apds a primeira inoculagdo,
utilizando-se como fonte de inoculo plantas infectadas de Nicotiana debneyi.
Foram inoculadas 10 plantas de cada cultivar e 10 plantas foram utilizadas como

testemunha (inoculadas apenas com solugdo tampao).

3.3. Producao de anti-soros
A producdo de anti-soro foi realizada utilizando-se como imunogeno

particulas virais purificadas a partir dos isolados biologicamente distintos 1 e 3.
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3.3.1. Purificacio viral

Os isolados 1 e 3 foram purificados a partir de folhas de Nicotiana
debneyi apresentando sintomas de mosaico, colhidas entre 15 e 21 dias apos a
inoculagdo. Utilizou-se o0 método de CARVALHO E SHEPHERD (1983), com
modificagdes sugeridas pelo primeiro autor.

As folhas colhidas foram resfriadas a 4°C durante 15 a 30 minutos em
camara-fria. Em seguida, foram trituradas em tampao de extracdo (tris-borato
0,4 M, pH 8,5, contendo uréia 0,1 M, Na-EDTA 0,01 M, PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonil) a 0,1% v/v e iodoacetamida a 0,25% v/v), na propor¢ao de
2,5:1 (tampao:material foliar). As solu¢cdes de PMSF e iodoacetamida foram
adicionadas ao tampao de extragdo imediatamente antes da trituracdo. O extrato
foi coado em tela de nailon e mantido a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado
sulfito de sodio a 0,2% (p/v) e acido ascoérbico a 0,3 % (p/v). Apos a adigdo
destes redutores, o pH do extrato foi corrigido para 8,0 com solucdo de borato
0,5 M, pH 9,5, contendo uré¢ia 1,0 M e EDTA 0,01 M. Em seguida o extrato foi
centrifugado a 4.000 g por 10 minutos, o sobrenadante recolhido e centrifugado a
5.000 g por 10 minutos, recolhendo-se novamente o sobrenadante.

A clarificacdo foi realizada por meio da adi¢cdo de uma solucdo a 20%
(v/v) de Triton X-100 contendo acido ascorbico a 0,1% (p/v) e sulfito de sodio a
0,1% (p/v), para uma propor¢ao final de 1:9 de Triton X-100:extrato. O processo
foi realizado a 4°C sob forte agitagdo por 4 horas, e em seguida a solugdo foi
centrifugada a 5.000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi recolhido e o virus foi
precipitado pela adi¢do de polietilenoglicol (PEG) a 6% (p/v), a 4°C sob agitagdo.
A solugdo foi incubada a 4°C por 90 minutos para dissolugio do PEG. Em
seguida adicionou-se cloreto de sdédio para uma concentragao final de 0,5%. A
solu¢do foi mantida em repouso a 4°C por 12 horas e em seguida centrifugada a
12.000 g por 25 minutos. Os “pellets” foram ressuspendidos em um pequeno
volume de tampdo de dissolugdo (tris-borato 0,05 M, pH 8,3, contendo uréia
0,5 M e Na-EDTA 6 mM) e mantidos por 3 horas a 4°C sob agitagdo. Esta
solucdo foi centrifugada a 4.000 g por 10 minutos, recolhendo-se o sobrenadante.

Os “pellets” foram novamente ressuspendidos em um pequeno volume de
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tampao de dissolucdo e centrifugados a 4.000 g por 10 minutos, recolhendo-se o
sobrenadante e acrescentando-o ao previamente recolhido.

Realizou-se a primeira ultracentrifugacao a 22.000 g por 2:35 horas. O
“pellet” foi ressuspendido em 1 ml de tampao tris-borato 0,05 M, pH 8,3,
contendo uréia 0,5 M. Em seguida, a preparacio foi submetida a
ultracentrifugacdo zonal em gradiente de sacarose (10 a 40%) a 30.000 g por
1 hora. A banda viral foi recolhida e dializada em tampao tris-borato 0,05 M,
pH 8,3, com duas trocas de solucdo a cada 12 horas. Apds a didlise, o virus foi
ultracentrifugado a 22.000 g por 2:35 horas e solubilizado em 1 ml de tampao
tris-borato 0,05 M, pH 8,3. Por fim, o material foi submetido a ultracentrifugagao
isopicnica a 32.000 g por 18 horas, em CsCl 1,25/1,45/1,65 g/ml em tampao tris-
glicina 0,05 M, pH 8,3. Apods a ultracentrifugagdo, foi acrescentado 1 ml de
tampao a coluna, e com o auxilio de uma seringa foram removidas as impurezas
e coletada a banda viral. A preparacao final purificada foi submetida a dialise em

tampao tris-borato 0,05 M, pH 8,3 com duas trocas de tampao a cada 12 horas.

3.3.2. Avaliacdo da qualidade e do rendimento do virus purificado

Para avaliacdo quantitativa e qualitativa das preparacdes purificadas
foram realizadas leituras do espectro de absorcdo das solugdes virais em
espectrofotometro. As leituras foram feitas entre os comprimentos de onda de
230 a 320 nm. A concentragdo do virus purificado foi estimada medindo-se a

absor¢do a 260 nm e utilizando-se o coeficiente de extingdo Ey = 2,4

determinado para o potyvirus Tobaco etch virus (TEV) (PURCIFULL e
HIEBERT, 1982).

3.3.3. Imunizacao de coelhos

O virus purificado foi injetado em coelhos brancos da raca Nova
Zelandia com aproximadamente 30 dias de idade (dois coelhos para cada isolado
viral). Apos a coleta de sangue para obtencdo do soro normal (pré-imune), foi

realizada uma injecdo intravenosa de 100 pg de suspensdo viral em solugdo
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salina (Quadro 3). Em seguida foram efetuadas seis injecdes intramusculares a
intervalos semanais, com quantidades variadas de imunégeno (Quadro 3). Para as
injecdes intramusculares a preparagdo viral foi emulsificada em igual volume de
adjuvante incompleto de Freund. Duas semanas ap6s a tltima injecao foi retirada
amostra de sangue para avaliagdo inicial do anti-soro. Seis coletas adicionais

foram realizadas a intervalos semanais apos a coleta inicial.

Quadro 3 - Calendario de imunizagdes realizadas com as preparacdes virais

purificadas
Semanas Tipo de injeciao Quantidade injetada®
(ng)
Isolado 1 Isolado 3
Coelho 1 | Coelho 2 | Coelho 1 | Coelho 2
1 Intravenosa’ 100 100 100 100
2° Intramuscular (IM) 250 250 100 100
3° (IM) 250 500 100 200
4 (IM) 500 1000 200 200
5° (IM) 500 2000 200 500
6 (IM) 1000 2000 350 500
7 (IM) 500 500 500 500

*Quantidade de particulas virais purificadas injetadas em cada coelho,
imunizando-se dois coelhos para cada isolado.
®Apbs a coleta de 10 ml de sangue para obtengdo do soro normal (pré-imune).

3.3.4. Caracterizacao dos anti-soros
3.3.4.1. ELISA indireto
O titulo e a especificidade dos anti-soros produzidos a partir dos isolados

1 e 3 foram avaliados por meio de ELISA indireto. O titulo dos anti-soros foi
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determinado utilizando-se dilui¢des de cada anti-soro em tampao PEP (CLARK e
ADAMS, 1977) nas proporcoes 1:250, 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000, 1:8.000,
1:16.000 e 1:32.000. Os extratos foliares foram preparados em tampao de
extracdo (VAN REGENMORTEL e BURCKARD, 1980) a uma dilui¢ao de 1:10
(material foliar : solugdo tampao), e adicionados (200 pl) as cavidades da placa,
seguindo-se incubagdo por 1 hora a 37°C. Apds incubagio as cavidades foram
lavadas 4 vezes por 2 minutos com PBS-T. Em seguida foram adicionados as
cavidades 200 pl de cada diluigdo dos anti-soros, seguindo-se nova incubagao
por 1 hora a 37°C. Apds novo ciclo de lavagens com PBS-T adicionaram-se
200 ul do conjugado cabra-anti-coelho diluido 1:2.000 em tampao PEP,
seguindo-se incubagdo por 3 horas a 37°C. Apos novo ciclo de lavagens com
PBS-T foi adicionado o substrato da enzima, p-nitrofenilfosfato, a 10 pg/ml
(200 pl por cavidade). A reagdo foi avaliada 20 minutos apos a adi¢do do

substrato, em uma leitora Titertek Multiskan Plus MK 1I, a 405 nm.

3.3.4.2. Purificacio do IgG

A purificacdo do IgG foi realizada apenas para o anti-soro produzido
com o isolado 1. Inicialmente diluiram-se 2 ml do anti-soro em 8 ml de agua
deionizada. Para a precipitagdo de proteinas adicionaram-se 10 ml de solugao
saturada de sulfato de amodnia, por gotejamento e sob agitagdo constante. A
mistura foi incubada por 60 minutos & temperatura ambiente, ¢ em seguida
centrifugada a 8.000g por 10 minutos, ressuspendendo-se o “pellet” em 2 ml de
PBS 50% (v/v). O processo foi repetido e o precipitado foi novamente dissolvido
em 2 ml de PBS 50% (v/v).

A partir deste material foram realizadas trés didlises em PBS 50% num
intervalo de 18 horas, sob agitagdo lenta a 4°C. Em seguida, o material foi
centrifugado a 4.000 g por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante. A
concentragdo da fragdo globulina foi determinada em 280 nm e ajustada para
1 mg/ml. Para preservagdo da fragdo globulina adicionou-se azida de sodio a

0,04% (p/v) e armazenou-se a 4°C.
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A purificagdo do IgG a partir da fracdo globulina foi realizada por meio
de cromatografia de troca idnica em uma coluna preparada com DEAE-Sephacel
(Sigma). A coluna foi lavada com acetato de sddio 0,025 M, pH 5,2 até que o pH
do efluente estivesse igual ao pH da solucdo de acetato (5,2). Em seguida,
aplicaram-se 2 ml da fracdo globulina (1 mg/ml). O IgG foi eluido por meio da
aplicacdo de PBS 50% por gotejamento, coletando-se fragdes de 1 ml do eluente
em tubos de microcentrifuga. A concentragdo das fracdes eluidas foi determinada
em espectrofotometro a 280 nm. As fragdes cuja leitura foi superior a 0,8 foram

misturadas, e a concentragdo final foi ajustada para 1 mg/ml.

3.3.4.3. Preparo do conjugado

A imunoadsorc¢do do IgG purificado a enzima fosfatase alcalina (Sigma)
foi realizada por meio da mistura de 10 mg de IgG e 5 mg de enzima. Em
seguida adicionou-se glutaraldeido a 10% (v/v), vagarosamente e sob agitacao
lenta, para uma concentragao final de 0,06%. O recipiente com a solugdo foi
recoberto com papel aluminizado e deixado em repouso a temperatura ambiente
por 3 horas. Em seguida a solucdo foi dialisada em PBS contendo azida de sodio
a 0,05% (p/v), a 4°C sob agitac¢do, para remogdo do glutaraldeido. Adicionaram-

se 10 mg/ml de albumina bovina (Sigma) e armazenou-se o conjugado a 4°C.

3.3.4.4. ELISA direto

O titulo e a especificidade do anti-soro produzido a partir do isolado 1
foram testados por ELISA direto. O conjugado foi diluido nas propor¢des 1:250,
1:500, 1:1.000, 1:2.000 e 1:4.000 em tampao de cobertura (carbonato de célcio
50 mM, pH 9,6, contendo azida de sédio a 0,1%) e adicionado (100ul) as
cavidades da placa, que foi incubada por 18 horas a 4°C. Apds lavagem com
PBS-T (4 vezes por 2 minutos) as cavidades foram preenchidas com 200 pl dos
extratos foliares, preparados em tampao de extragdo (CLARK ¢ ADAMS, 1977)
na proporcao 1:10 (material foliar : solugdo tampao), seguindo-se incubagao por
1 hora a 37°C. Ap6s novo ciclo de lavagens com PBS-T, 200 ul do conjugado

diluido em tampao PEP foram adicionados as cavidades. Apds incubacdo por
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3 horas a 37°C, repetiu-se o ciclo de lavagens com PBS-T e adicionou-se o
substrato da enzima, p-nitrofenilfosfato, a 10 pg/ml (200 ul por cavidade). A
reacdo foi avaliada 20 minutos ap6s a adi¢cdo do substrato, em uma leitora

Titertek Multiskan Plus MK II, a 405 nm.

3.4. Caracteriza¢ao molecular

3.4.1. Concentracgao do virus a partir de amostras foliares

Preparacdes virais concentradas foram obtidas a partir de folhas de
N. debneyi infectadas com diferentes isolados aos 21 dias apos a inoculagdo, de
acordo com o método descrito por LANE (1992). As preparagdes virais foram

solubilizadas em 500 ul de tampao fostfato de potéssio 0,01 M, pH 7,0.

3.4.2. Extraciao do RNA viral

O RNA viral foi extraido a partir de 200 pl da preparagdao viral
concentrada. (item 4.1), a qual se adicionaram 50 pl de tampao de extragao (Tris-
glicina 0,2 M, cloreto de sédio 0,2 M, EDTA 20 mM, pH 9,5), 20 ul de SDS
20% (p/v) e 2,7 pl de proteinase K a 20 mg/ml, obtendo-se uma concentragao
final da enzima de 100 pl/ml. Esta solu¢do foi incubada a 37°C por 45 minutos.
O RNA viral foi extraido com fenol/cloroformio (1 vol.) e precipitado com
1/20 vols. de acetato de so6dio 3M, pH 5,5 e 2,5 vols. de etanol absoluto. A
solugdo foi incubada a -20°C por trés horas e em seguida centrifugada por 30 min
a 15.000 g, descartando-se o sobrenadante. Os “pellets” foram lavados com
etanol 70% (v/v), secados a vacuo por 5 minutos, solubilizados em 20 pl de agua
estéril, e armazenados a -80°C. A integridade do RNA foi estimada por meio de

eletroforese em gel de agarose (0,9%).
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3.4.3. Amplificacio dos genes da replicase (nib) e proteina capsidial (cp) e da
3’ NTR por RT-PCR

O RNA viral foi utilizado como molde para a sintese de uma fita de
DNA complementar (cDNA), utilizando-se o “Superscript Preamplification
System for First Strand ¢cDNA Synthesis” (GibcoBRL), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Para a sintese de c¢DNA foi utilizado um
oligonucleotideo contendo uma seqiiéncia de bases timina (poli-T: 5’-G-A-C-T-

G-G-A-T-C-C-T4-3’, sitio de BamH1I1 sublinhado). O poli-T se alinha a

seqiiéncia poli-A presente na extremidade 3 do genoma dos potyvirus.

Para a amplifica¢do dos genes nib e cp via PCR, o oligonucleotideo poli-
T foi utilizado em conjunto com um oligonucleotideo universal para o género
Potyvirus (poty 4: 5°-G-C-G-G-G-A-T-C-C-G-T-N-T-G-Y-G-T-N-G-A-Y-G-A-
Y-T-T-T-Y-A-A-Y-A-A-3°, sitio de BamH 1 sublinhado), cuja seqiiéncia foi

determinada com base em seqiiéncias do gene nib de diversas espécies de
potyvirus depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank). Para
alguns isolados, utilizou-se um oligonucleotideo poli-T com um sitio para a
enzima Sst | no lugar de BamH 1.

As PCRs foram realizadas em um volume total de 50 pl, utilizando-se
5 pul do cDNA, 5 ul do tampao da enzima, 5 pl de cloreto de magnésio 25 mM,
1 pl de mistura de dNTPs (0,01 M), 20 pmol de cada oligonucleotideo e 1 pul de
Tag DNA polimerase, completando-se o volume com agua. A amplificagdo foi
realizada em 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento dos
oligonucleotideos a 45°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos, com
uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. Uma aliquota de 5 pl foi utilizada
para andlise dos produtos de amplificagdo por meio de eletroforese em gel de

agarose (0,9%).

3.4.4. Clonagem e seqiienciamento dos genes nib e cp
Os produtos de amplificagdo via PCR (item 3.3.3) correspondentes aos
genes nib e cp e a 3’NTR dos isolados 1, 2, 3, 4, 7 e 20 (Quadro 2) foram

clonados no plasmideo vetor pGEM-T (Promega). Os plasmideos recombinantes
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foram transformados em células competentes de Escherichia coli DH5a pelo
método do choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). Plasmideos foram
purificados a partir de colonias que cresceram em meio 2xYT com ampicilina
utilizando-se o método da lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Os
plasmideos recombinantes foram identificados por meio de clivagem com a
enzima EcoR 1.

Os fragmentos clonados foram sequenciados utilizando-se o método de
dideoxinucleotideos terminadores descrito por SANGER et al. (1977). A reacao
de sequenciamento foi realizada com o kit “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer) em um volume final de 20 pl,
contendo os oligonucleotideos SP6 ou T7 a 0,5 mM e 150 ng de DNA. A reacao
foi submetida a uma desnaturagdo inicial a 96°C por 3 minutos, seguindo-se
25 ciclos de desnaturagio a 96°C por 40 segundos, anelamento do
oligonucleotideo a 55°C por 20 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos, €

analisada em um sequenciador automatico ABI 310 (Applied Biosystems).

3.4.5. Analise filogenética

As seqiiéncias de aminodcidos das proteinas NIb e CP, e de nucleotideos
da 3’NTR foram comparadas com outras seqliéncias virais depositadas no
GenBank, tanto por alinhamento multiplo utilizando-se o programa Clustal W
(www.ebi.ac.uk/clustalw), como por andlise filogenética, utilizando-se o
programa MEGA (www.megasotfware.net). No caso de sequéncias de
aminodcidos, a analise filogenética foi realizada pelo método de neighbor-
Jjoining, enquanto para sequéncias de nucleotideos utilizou-se o UPGMA. Em
ambos os casos utilizou-se correcdo por Poisson. Os ramos de ambas as arvores

foram testados por bootstrap, com 2.000 repetigdes.

3.4.6. Analise de diversidade genética via PCR-RFLP
Os produtos de amplificacdo via PCR (item 3.4.3) correspondentes ao
gene da proteina capsidial e a 3’NTR dos isolados 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 10, 16, 18,

20, 22, e 23 (Quadro 2) foram submetidos a reagdes de clivagem com as enzimas
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de restri¢do Dde I, EcoR V, Hinf1, Rsa 1, Taq 1, Cla1 e Dra 1, escolhidas apds
analise do alinhamento de todas as seqiiéncias de nucleotideos do gene cp e
regido 3’NTR de isolados de PVY disponiveis (BLANCO-URGOITI et al.,
1996). Todas as reacdes de digestdo foram ajustadas para um volume final de
20 pul com o tampao correspondente. As misturas foram incubadas por 2 a 5 horas
a 37°C, exceto para a enzima Taqg I, cuja reagdo foi incubada a 65°C. Os
fragmentos de DNA foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose
(1,5%) e identificados pela posi¢do no gel. A presenca ou auséncia de cada
fragmento de restricdo foi representada na forma de uma matriz binaria de
dissimilaridade ou de distdncia. Também foi realizada uma andlise de
agrupamento ou “cluster” e ainda uma analise de escala multidimensional.

Os fragmentos gerados pelas enzimas de restricdo foram representadas
como 1 (presenca) e 0 (auséncia). A distancia genética (DG) foi calculada usando
o complemento aritmético do coeficiente de concordancia simples (DIAS, 1998),

a+d

DG, =1-| —— "
! (a+b+c+d

J, onde:

a = nimero de bandas presentes nos isolados i e J;
b = ntimero de bandas presentes no isolado i e ausentes no isolado j;
¢ =numero de bandas ausentes no isolado i e presentes no isolado j;

d = nimero de bandas ausentes nos isolados i e ;.

3.5. Avaliacdo de acessos de Capsicum quanto a resisténcia a potyvirus

Trinta acessos de Capsicum pertencentes ao banco de germoplasma da
UFV e da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig)
(Quadro 4), foram avaliados quanto a resisténcia a potyvirus, aliada a outras
caracteristicas agronomicas desejaveis em programas de melhoramento. Plantas

de pimenta (Capsicum frutescens) infectadas com os isolados 1, 3 e 10
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Quadro 4 - Acessos de Capsicum provenientes dos Banco de Germoplasma da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) e da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais (Epamig) testados para resisténcia

aos isolados 1,3 e 10

Acesso Espécie Acesso Espécie
MG 85 C. frutescens MG 328 C. chinensis
MG 151 C. frutescens MG 21 C. baccatum
BGH 4356 C. baccatum MG 327 C. chinensis
MG 1040 Capsicum sp. MG 331 C. praeterminssum
BGH 1820 C. baccatum var. pendulum | MG 102 C.chinensis
BGH 4174 Capsicum sp. MG 221 C. praetermissum
BGH 1612 Capsicum sp. MG 72 C. chinensis
BGP 68 C. frutescens MG 349 C. praeterminssum
M. Agroceres | C. frutescens MG 330 C. praeterminssum
MG 83 C. praetermissum MG 325 Capsicum sp.
MG 171 C. frutescens BGH 460 | C. frutescens
MG 206 C. frutescens MG 349 C. frutescens
BGH 1614 Capsicum sp. MG 157 C. praeterminssum
MG 324 Capsicum spp. BGH 1607 | C. praeterminssum
Topseed C. frutescens MG 350 Capsicum sp.

(Quadro 2) foram utilizadas como fonte de indculo. De cada acesso foram
utilizadas 10 plantas, sendo nove inoculadas com o isolado viral e uma apenas
com tampao de inoculacdo. A avaliacdo foi realizada por meio de observagdo

visual dos sintomas e por ELISA indireto, 30, 60 ¢ 90 dias apds a inoculagao.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencao e identificacio dos isolados virais

Todos os isolados em estudo foram submetidos ao ELISA indireto
utilizando anti-soro policlonal para detec¢do de PVY. Reagdes positivas
confirmaram a presenca de potyvirus em todas as amostras coletadas nos campos
de produgao de Capsicum.

O padrao eletroforético da proteina capsidial ¢ dos RNAs confirmou a
infec¢do por potyvirus e a auséncia de infecgdes mistas em todas as amostras

testadas.

4.2. Caracterizacio biologica

4.2.1. Gama de hospedeiros

Os resultados da gama de hospedeiros possibilitaram caracterizar e
diferenciar os isolados de potyvirus provenientes de Capsicum usando como
controle isolados pertencentes as estirpes PVY™ ¢ PVY? de batata. Os sintomas
desenvolvidos pelas plantas de cada espécie inoculada com os 22 isolados em
estudo estdo listados no Quadro 5. As plantas assintomaticas foram testadas por

ELISA indireto com o objetivo de detectar infecgdes latentes.
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Quadro 5 - Sintomas observados nas espécies hospedeiras infectadas pelos
diferentes isolados de PVY

ISOLADOS Espécies hospedeiras
C. annuum | C. frutescens | S. tuberosum | C. quinoa | C.sativum | D. stramonium
1 -/m" -/ms - e/ - n n
2 -/m -/m -/m llc/ - -/- -
3 -/ms -/ms -/- e/ - - n
4 -/m -/m -/- llc/ - -/- -
5 -/m -/m -/m - n 0
6 -/ms -/ms -/m - - n
7 -/ms -/m -/- llc/ - -/- -
8 -/m -/m " - n n
9 -/ml /-m - N n 0
10 -/ml -/m - N n 0
11 -/ml -/m - - n 0
12 -/ml -/m - - n 0
13 -/ml -/m - - n N
14 -/ml -/m " e/ - n 0
15 -/ma -/m A - n n
6 /ml -/m 4P Tlc/ - n 0
17 -/ml -/m - - n n
18 -/m -/m - - n 0
19 -/ms -/ms A N n 0
20 -/ms -/ms -/- lle/ - -/- "
21 -/m -/ms -/- " - n
22 -/ms -/m -/- llc/ - -/- -

*Os sintomas em folhas inoculadas/ndo inoculadas, 30 dias apds a inoculagdo,
estdo representados por: llc, lesdo local clordtica; m, mosaico; ma, mosaico
amarelo; ml, mosaico leve; ms, mosaico severo; —, auséncia de sintomas.
°Infeccdo latente comprovada por ELISA indireto.
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Quadro 5, Cont.

Espécies hospedeiras
ISOLADOS N. N. tabacum | N. tabacum N. Nicandra P. L.
tabacum ‘White ‘TNN’ debneyi | physaloides | floridana | esculentum
‘Sansum’ Burley’

1 ~/ml? -/ml, cn -/cn, ml -/m pc,an/ml -/ma nb/m
2 -/ml -/m -/cn, ml nb/m pc,an/ml -/ma -/ml
3 -/m, cn -/m, cn -/m nb/ms | pc,an/nn, ms -/ms nb/m, cn
4 -/m -/m, cn -/cn, ml nb/m pc,an/ml -/ma nb/m
5 -/ml -/m -/m nb/m pc,an/ml -/ma nb/m
6 -/m -/m -/m -/m pc,an/ml -/m -/m
7 -/m -/m -/nn, ml nb/ms pn/m, nn -/ms nb/ml
8 -/m, cn -/m, cn -/m nb/ml pc, an/m -/m -/m
9 -/ml -/ml -/ml nb/m pc, an/m -/m -/m
10 -/m -/ml -/m nb/m -/ml -/ml -/ml
11 -/ml -/ml -/cn, ml -/m -/ml -/ml nb/m
12 -/ma -/ma -/cn, ml -/m pc/ml -/ml nb/m
13 -/ma -/ma -/cn, ml -/m pc/ml -/ml nb/m
14 -/m -/m -/ml nb/m pc, an/m, cn -/m -/ml
15 -/ml, cn -/ml, cn -/cn, m nb/m pc, an/m, cn -/m -/ml
16 -/ml -/ml -/ml -/m pc, an/m, cn -/m -/ml
17 -/ml -/ml -/ml -/m -/m -/ml nb/ml
18 -/ml -/ml -/ml nb/m pc, an/m -/ml -/ml
19 -/m -/m -/cn, ml nb/m an,/nn, m -/mc -/m
20 -/m -/m -/m -/m an,/nn, m -/m -/m
21 -/ml -/ml -/m -/m pc, an/m -/m -/m
22 -/m -/mb -/cn, m nb/m an/nn, m -/m -/m

’Os sintomas em folhas inoculadas/ndo inoculadas, 30 dias apds a
representados por: an, anéis necroticos; cn, clorose de nervuras;

inoculagdo, estdo
m, mosaico; ma,

mosaico amarelo; mb, mosaico bolhoso; ml, mosaico leve; ms, mosaico severo;
nb, necrose branca; nn, necrose de nervuras; pc, pontuagdes cloroticas; pn, pontuagdes
necroéticas; —, auséncia de sintomas.
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Os resultados demonstraram a existéncia de um consideravel grau de
variabilidade bioldgica entre os isolados virais infectando espécies de Capsicum.
As reagdes diferenciais de algumas espécies distinguem os isolados em estudo de
outros potyvirus que infectam pimentdo, como PepMoV, TEV e PVMV.
Nenhum isolado causou necrose em C. frutescens ‘Malagueta’, sintoma
caracteristico de PepMoV nessa hospedeira. Da mesma forma, ndo infectaram
D. stramonium, espécie indicadora do TEV e do PVX. Os isolados também nao
infectaram C. pepo nem causaram lesdo local necrotica em N. tabacum TNN, o
que indica a auséncia de infec¢cdes mistas com CMV e TMV, respectivamente.
Os sintomas observados em L. esculentum nao foram tipicos de infec¢do por
tospovirus.

Os isolados 9 e 16 causaram infec¢do latente em batata, ¢ o isolado 2
causou infeccdo com sintomas de mosaico nessa hospedeira (Quadro 5). Os
demais isolados ndo infectaram a batata.

Treze isolados causaram anéis necrdticos nas folhas inoculadas e
mosaico em N. physaloides (Quadro 5, Figura 1A, B). No caso dos isolados 3,
19, 20 e 22 o sintoma local evoluiu para necrose de nervuras nas folhas nao
inoculadas. O 1solado 7 induziu sintoma de pontuagdes necrdticas nessa
hospedeira, mas ndo em forma de anel conforme observado para os demais
isolados. Essas pontuagdes necrdticas evoluiram rapidamente para uma necrose
sistémica bastante severa. Os oito isolados restantes causaram apenas pontuagdes
cloréticas que ndo evoluiram para necrose nessa hospedeira.

Nove isolados induziram lesdo local clorotica nas folhas inoculadas de
C. quinoa (Quadro 5, Figura 1C). Os demais isolados ndo causaram qualquer
sintomas nessa hospedeira.

Um sintoma atipico para infec¢do por potyvirus, uma necrose branca em
forma de anel nas folhas inoculadas de N. debneyi, foi induzido por treze isolados
(Quadro 5, Figura 1D, E). Apenas 10 isolados causaram esse mesmo sintoma em
tomate, e cinco destes causaram necrose branca nos dois hospedeiros. Nenhum
dos isolados causou o sintoma de risca amarela em tomate, considerado tipico

para isolados de PVY.
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Figura 1 - Reacdo de diferentes espécies hospedeiras a inoculagdo via extrato
vegetal tamponado com os diferentes isolados de potyvirus. A. Lesdo
local necrotica em N. physaloides; B. Necrose sistémica em
N. physaloides; C. Lesao local clordtica em C. quinoa; D. Necrose
branca em N. debneyi; E. Necrose branca em L. esculentum; F. Planta
sadia de P. floridana (direita) e sintomas causados por isolado forte
(3, centro) e fraco (12, esquerda); G. Planta sadia de N. physaloides
(esquerda) e sintomas causados por isolado forte (22, centro) e
moderado (19, direita).
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Os isolados provenientes de pimenta causaram sintomas mais fortes em
pimenta ¢ mais brandos em pimentdo, mas os isolados de pimentdo ndo
mostraram essa correspondéncia. Por exemplo, os isolados 3, 19, 20 e 21
causaram sintomas severos tanto em pimentao como em pimenta.

Foi possivel observar, de maneira generalizada, a distingdo de trés grupos
de isolados, causando sintomas fortes, moderados e fracos em varias das espécies
hospedeiras utilizadas (Figura 1F, G). Os isolados 3, 7 20 e 22 foram
classificados como severos. Os isolados 1, 2, 4, 5, &, 18, 19 e 21 como
moderados, ¢ os isolados 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ¢ 17 como fracos. O
isolado 23 foi incorporado a cole¢do apos a caracterizagdo bioldgica utilizando

gama de hospedeiras.

4.2.2. Transmissao via semente

Sementes coletadas a partir de plantas infectadas pelos diferentes
isolados foram semeadas, e as plantulas foram observadas para o surgimento de
sintomas até¢ 30 dias apos a germinagdo. Nao foi observado nenhum sintoma nas
plantas jovens, oriundas de sementes coletadas em plantas infectadas pelos
diferentes isolados virais. Foram feitas amostragens por isolado, e as plantas
avaliadas por ELISA indireto. Todas as amostras testadas apresentaram reacao

negativa, confirmando as andlises visuais.

4.2.3.Cultivares diferenciadoras

O Quadro 6 mostra as reagdes das cultivares diferenciadoras de
Capsicum annuum, contendo diferentes genes de resisténcia aos isolados em
estudo. Os resultados permitiram distinguir diferentes patdtipos dentre os
isolados coletados. Todas as plantas assintomaticas foram testadas por ELISA
indireto.

O isolado 6, que pertence ao grupo PVY?, nio infectou nenhuma das

cultivares de pimentdo da série diferenciadora (Quadro 6), j& o isolado 5,
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Quadro 6 - Reacao de cultivares diferenciadoras de pimentdo a inoculagdo com
os diferentes isolados de potyvirus

ISOLADOS Cultivares diferenciadoras
Bastidon | Yolo Wonder | YoloY | Florida VR2 W4 CM 334 | Perennial
1 ml ml m - - - -
2 ml ms, ep ms ep ms - - -
3 mb, ep ms ms ms - - -
5 ml mq ml - - - -
6 - - - - - - -
10 ml ml ml - - - -
18 ml m ml - - - -
20 ml ms ms ms - - -
23 ms, ep ms, ep ms, ep ms, ep - - -

Os sintomas em folhas ndo inoculadas, 30 dias ap6s a inoculagdo, estdo
representados por: ep, epinastia; m, mosaico; mb, mosaico bolhoso; ml, mosaico
leve; ms, mosaico severo; —, auséncia de sintomas.

representante do grupo PVY™, infectou Bastidon, Yolo Wonder ¢ Yolo Y, o que
0 caracteriza como patotipo 1 (Quadro 7). A mesma classificacio pode ser
aplicada aos isolados 1, 10 e 18, provenientes de Capsicum.

Os isolados 2, 3 20 e 23 infectaram Bastidon, Yolo Wonder, Yolo Y ¢
Florida VR2 (Quadro 6), o que os classifica como patotipo 1.2 (Quadro 7). Nao
foi encontrado nenhum representante do patétipo 0 entre os isolados em estudo.

As cultivares W4, Criollo de Morellos 334 e Perennial foram resistentes a

todos os isolados inoculados (Quadro 6).
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Quadro 7 - Classificagdo dos isolados de potyvirus provenientes de Capsicum em
patotipos, com base nas reacdes observadas nas cultivares

diferenciadoras
Isolados Cultivares Patotipo
Bastidon | Yolo Wonder | YoloY | Florida VR2

1 + + + - 1
2 + + + 1.2
3 + + + 1.2
5 + + + - 1
6 - - - - -
10 + + + - 1
18 + + + - 1
20 + + + 1.2
23 + + + 1.2

4.3. Producao de anti-soros

4.3.1. Purificacio dos isolados 1 e 3

O procedimento adotado para purificagdo possibilitou a obtencdo de
virus purificado em rendimento satisfatorio e alto grau de pureza. O espectro de
absor¢ao do virus purificado mostrou-se tipico de potyvirus, com absorcao
minima em 223 e maxima em 264 nm. O rendimento obtido foi de 2,6 mg de

virus/kg de folhas para o isolado 3, e 4,1 mg/kg para o isolado 1.

4.3.2. Especificidade e titulo dos anti-soros

O titulo e a especificidade dos anti-soros foram avaliados por ELISA
direto e indireto. Em ELISA direto, reagdes positivas foram obtidas com uma
dilui¢do 1:1.000 do anti-soro bruto ou do IgG purificado. Os valores de

absorbancia e a diferenca entre as reagdes positiva e negativa foram
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significativamente maiores ao se utilizar o IgG purificado em compara¢do ao
anti-soro bruto para a cobertura das placas (Figura 2). Reacdes positivas foram
obtidas em ELISA indireto com uma diluicdo do anti-soro bruto acima de
1:32.000. Em ambos os testes, nenhuma reagdo contra extrato de plantas sadias
foi detectada. Também nao houve reacdo positiva contra virus heterélogos como
PRSV-W, WMV e ZYMV. Reacdes positivas também foram observadas contra
isolados distintos, mas nao contra todos os isolados testados (Quadro 8). Os anti-
soros produzidos a partir dos isolados 1 e 3 ndo reagiram contra o isolado 6
(PVY®, de batata), mas reagiram contra o isolado 5 (PVY", também de batata)

(Quadro 8).

300 1 O AS Bruto
200 | M IgG purificado

Figura 2 - Valores médios de absorbéancia obtidos em ELISA direto, utilizando
anti-soro bruto e IgG purificado para o isolado 1.
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Quadro 8 - Valores médios de absorbancia obtidos em ELISA indireto utilizando
anti-soro produzido a partir dos isolados 1 e 3

A450 nm ISOLADOS

Sadia 1 2 3 5 6 10 18 20 23
AS-1 | 0.178 | 1.071 | 1.045 | 0.745 | 0.801 | 0.234 | 0.924 | 0.415| 0.596 | 0.578
AS-3 | 0209 | 0.819 | 0.602 | 0.861 [ 0.912] 0.230 | 0.863 | 0.553 | 0.661 | 0.440

4.4. Caracterizacao molecular

Os RNAs virais extraidos a partir de preparagdes concentradas foram
separados em gel de agarose na forma de uma banda tUnica com
aproximadamente 10.000 nucleotideos (nt). Os oligonucleotideos utilizados na
reacdo de RT-PCR levaram a amplificagio de um fragmento com

aproximadamente 2.000 nt (Figura 3).

Figura 3 - Amplificagdo de fragmentos do genoma viral via PCR com
oligonucleotideos universais para potyvirus, a partir de plantas
inoculadas via extrato vegetal tamponado com os isolados 1, 2, 3,
5,6¢7.
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4.4.1. Analise filogenética

A variabilidade em nivel molecular de alguns dos isolados foi
inicialmente determinada pela comparacdo da seqiiéncia de nucleotideos dos
genes da replicase (nib) e da proteina capsidial (cp) com seqiiéncias depositadas
no GenBank (Quadro 9).

Para andlise filogenética realizou-se o sequénciamento dos genes nib e cp
dos 1solados 1, 3 e 4, e o sequenciamento do gene nib dos isolados 2, 7 e 21. Os
resultados mostraram uma homologia das seqiiéncias de aminoacidos da CP dos
isolados 1, 3 e 4 em torno de 84% com PVY, e acima de 95% com PepYMV.
Esse resultado identifica os isolados 1, 3, e 4 como pertencentes a espécie Pepper
vellow mosaic virus (PepYMV). Para os isolados 2, 7 e 21 os resultados
mostraram uma homologia das seqiiéncias de aminoécidos da NIb acima de 98%
com os isolados 1, 3 ¢ 4, o que também permite inferir que estes isolados
pertencem a espécie PepYMV. Nao foi possivel comparar a seqiiéncia do gene
nib destes isolados com a seqiiéncia do isolado original de PepYMYV, pois ainda
ndo existe seqiiéncia desse gene disponivel no GenBank.

A arvore filogenética preparada com base nas seqiiéncias de aminoacidos
da proteina capsidial confirmou a identidade dos isolados 1, 3 e 4 como
PepYMV. Esses isolados se agruparam com o isolado original de PepYMYV,

formando um ramo distinto da arvore (Figura 4).

4.4.2. Analise da diversidade genética via PCR-RFLP

As enzimas de restri¢ao utilizadas detectaram variabilidade dos isolados,
confirmando os resultados obtidos no teste de gama de hospedeiros. De forma
geral, a maioria das enzimas utilizadas possibilitou a separacdo dos isolados em
dois grupos: o isolado 6 (PVY®, de batata) formando um agrupamento, ¢ o
isolado 5 (PVY", também de batata) agrupado com os demais isolados de
Capsicum. Foram obtidos oito padroes de restricdo para as enzimas Rsa I e
Dde 1, sete padrdes para a enzima Taq 1, seis para Hinf' I, quatro para EcoR V e
dois para as enzimas Cla 1 e Dra 1. O resultado da PCR-RFLP obtida com a
Hinf'1 esta ilustrado na Figura 5.
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Quadro 9 - Seqiiéncias de potyvirus utilizadas na analise filogenética

Espécie/estirpe* Numero de acesso no GenBank Hospedeiro
BCMV-NLI1 S66251 feijoeiro
BYMV S77515 feijoeiro
CABMV-BR AF241233 amendoim
ChVBMV U72193 pimenta
LMV-AF199 AJ278854 alface
PepMoV-Nt M11598 fumo
PepMoV-Le AF440801 tomateiro
PepMoV-KP12 AB084485 pimentdo
PepMoV-KP3 AB084486 pimentao
PepMoV-KP5 AB084487 pimentdo
PepMoV-CA M96425 pimentao
PepMoV-NC165 AF227728 pimentdo
PepVBV AJ237843 pimentdo
PepYMV AF348610 pimentao
PSMV X66027 pimentdo
PVA 721670 batata
PVV AJ243766 batata
PVY"-BR AF255659 batata
PVY"-BR AF225660 batata
PVY"-Chile X68226 fumo
PVY"-Chile X68221 fumo
PVY-NTN X79305 batata
PVY-Sil5 AJ303093 pimentao
PVY-K16.94 AJ303094 pimentao
PVY-Tul2.3 AJ303095 pimentao
PVY-PN&2 AJ303096 pimentdo
PVY-P2182 AJ303097 pimentdo
PVY-VN U06789 fumo
PVY"-27-92 U09508 batata
SPFMV D16664 batata-doce

*BCMV, Bean common mosaic virus; BYMV, Bean yellow mosaic virus;
CABMYV, Cowpea aphid-borne mosaic virus; ChVBMV, Chili vein banding
mottle virus; LMV, Lettuce mosaic virus; PepMoV, Pepper mottle virus;
PepVBV, Pepper vein banding virus; PepYMV, Pepper yellow mosaic virus;
PSMV, Pepper severe mosaic virus; PVA, Potato virus A; PVV, Potato virus V;

PVY, Potato virus Y; SPFMV, Sweet potato feathery mottle virus.

40




—PVYVN
PVY O Chile
= ——PVYOBR

{PVY Sil5

PVY K16

—|:PVY Tu12.3
PVY N Chile

—|:PVY VN Cap
PVY NTN

—|:PVY N27 92
PVY N BR
PepMoV Nt
50 PVY PN82
vy p2182
PSMV
PepYMV
~ — Isol 3
Isol 1
> ol 4
—— PepMoV Le
PepMoV KP5
PepMoV CA
- PepMoV KP3
PepMoV KP12
PepMoV NC165
52 PVV
LMV AF199
|—BCMV—NL1
% ——CABMV BR

68

87

67

73

99

67

——SPFMV
s ——PVA
——ChVBMV
» ——pepVBV

BYMV

Figura 4 - Arvore filogenética preparada com base nas seqiiéncias de
aminoacidos da proteina capsidial de espécies de potyvirus, e dos
isolados virais 1, 3 e 4 provenientes de Capsicum.
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Figura 5 - Padrdes de fragmentos de DNA obtidos apés PCR-RFLP, utilizando a
enzima Hinf 1. Os nimeros se referem aos diferentes isolados virais.
M, marcador de peso molecular (“1 kb DNA ladder™).

A distancia genética entre os isolados foi calculada com base nos dados
gerados pela matriz binaria e, a partir da distancia genética, foram construidos
graficos de dispersdo genética. No grafico de dispersdao produzido com base nos
dados das enzimas Tagq I, Dde 1, Eco RV e Hinf1 (Figura 6), pode-se destacar um
subgrupo, formado pelo isolado 23, que se distancia dos demais apesar de estar
no mesmo quadrante dos demais isolados. Os isolados restantes estdo
distribuidos em dois agrupamentos bem definidos, o primeiro reunindo todos os
isolados de Capsicum e o isolado 5, e o segundo formado apenas pelo isolado 6.
O isolado 23 pode ser considerado como um subgrupo dentro do grupo necrético.

No grafico de dispersao (Figura 7) gerado com as informagdes
produzidas pelas enzimas Cla 1 e Dra 1 € possivel distinguir trés grupos distintos,
o primeiro formado pela grande maioria dos isolados de Capsicum e o isolado 5,
o segundo formado pelo isolado 16, intermediario entre os isolados do grupo
necroético, e o terceiro formado pelo isolado 6.

A enzima Rsa 1 possibilitou a formagao de quatro grupos distintos
(Figura 8), o primeiro formado pelo isolado 6, o segundo formado pelos isolado 1
e 2, o terceiro formado pelo isolado 23, e ainda outro formado pelos isolados 3,
4,5,7,9, 20 e 22. Esta enzima também permitiu a separagao entre os isolados
necroticos e a estirpe comum da batata (isolado 6), mas separou os isolados do

grupo necrético em trés subgrupos.
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Figura 6 - Grafico de dispersao genética preparado com base nos resultados de
PCR-RFLP gerados pelas enzimas 7aq I, Dde 1, Eco R 'V e Hinf 1.
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Figura 7 - Grafico de dispersdo genética preparado com base nos resultados de
PCR-RFLP gerados pelas enzimas Dra 1 e Cla 1.
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Figura 8 - Grafico de dispersdo genética preparado com base nos resultados de
PCR-RFLP gerados pela utilizagdao da enzima Rsa 1.

4.5. Avaliacio de acessos de Capsicum quanto a resisténcia a potyvirus

Os diversos acessos de Capsicum testados mostraram comportamento
diferenciado quanto aos isolados virais (Quadro 10). Os sintomas observados
variaram de mosqueado leve, quando os acessos foram inoculados com o isolado
10, até mosaico severo, com necrose ¢ forte reducdo no crescimento de alguns
acessos, quando inoculados com o isolado 3. De forma geral, os sintomas
induzidos pelo isolado 1 mostraram uma severidade intermediaria entre os
sintomas severos induzidos pelo isolado 3 ¢ os sintomas atenuados induzidos
pelo isolado 10.

Os acessos MG 350, BGH 1040 e BGH 1612 mostraram-se promissores
(Quadro 10). Em um primeiro teste, apenas 3 entre 9 plantas inoculadas
desenvolveram sintomas leves. As plantas assintomaticas foram testadas por
ELISA indireto para confirmar a auséncia de infec¢do, mas apresentaram reagao

positiva, indicando que apresentavam infeccdo latente, mostrando um grau de
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Quadro 10 - Reacdo de acessos de Capsicum pertencentes aos bancos de
germoplasma da EPAMIG e da UFV a inoculagdo com os
1solados 1,3 e 10

Acesso Sintomas a 30 dpi
Isolado 3 Isolado 1 Isolado 10
MG 324 pn, cn 9/9 pn, cn 9/9 mq 9/9
BGH 4356 m 9/9 m 9/9 cn 9/9
MG 157 ms, n 9/9 ms, n 9/9 m 9/9
MG 72 m 9/9 m 9/9 mq 9/9
MG 83 ml 9/9 ml 8/9 mq 9/9
MG 350 m 3/9 mq 3/9 ep 2/9
MG 151 ms, n 9/9 ms,n 9/9 ml 9/9
BGH 1607 ml 9/9 m, n 9/9 mq 9/9
MG 328 ms 9/9 m 9/9 mq 9/9
MG 21 m, cn 9/9 m 9/9 mq 9/9
MG 327 m, cn 9/9 ml 9/9 mp 9/9
MG 85 ms, ep 9/9 ml 9/9 mq, ep 9/9
MG 349 ms, rc 9/9 m 9/9 mq 9/9
MG 330 ms, rc 9/9 ml v -
MG 325 ms 9/9 m 9/9 -
MG 1040 ml 3/9 ml 3/9 mq 3/9
BGH 1820 ml 9/9 m 9/9 mq 9/9
MG 4174 ml 8/9 ml 9/9 mq 9/9
MG 1612 m 3/9 ml 3/9 mq 3/9
BGH 68 ms, rc 9/9 ms, rc 9/9 m 9/9
MG 331 ms 9/9 m 9/9 ml 9/9
BGH 460 m 9/9 ml 9/9 mq 8/9
MG 171 ms 9/9 m 9/9 mgq 8/9
MG 102 ms 9/9 ml 9/9 mn 9/9
BGH 1614 ms, rc 9/9 m 9/9 ml, ep 9/9
MG 221 ms 9/9 m 9/9 ml 9/9
MG 325 ms 9/9 ms 9/9 m 9/9
MG 206 m 9/9 m 9/9 mq 9/9
M. Agroceres m 9/9 m 9/9 mq 9/9
Topseed mb 9/9 m 9/9 m 9/9

Os sintomas em folhas ndo inoculadas, 30 dias ap6s a inoculagdo, estdo
representados por: cn, clorose de nervuras; ep, epinastia; m, mosaico;
mb, mosaico bolhoso; ml, mosaico leve; mq, mosqueado; ms, mosaico severo;
pn, pontuagdes necroticas; rc, reducdo de crescimento; - ndo inoculado;
_/_numero de plantas inoculadas/ nimero de plantas apresentando sintomas.
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tolerancia a infec¢do. Plantas do acesso MG 350 foram mantidas em casa-de-
vegetacdo até a producdo de frutos. As sementes foram coletadas e as plantas
provenientes destas sementes novamente testadas contra os isolados 1 ¢ 3. Entre
as 20 plantas testadas, apenas 3 permaneceram assintomaticas. Serdo necessarios
estudos mais detalhados para determinar a base genética dessa resisténcia ou
tolerancia. A continuidade dos testes com os bancos de germoplasma deve
ocorrer, pois a possibilidade de identificagdo de novas fontes de resisténcia deve

ser verificada.
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5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao biologica de isolados de potyvirus provenientes de
Capsicum

Isolados de potyvirus provenientes de pimenta e pimentdo foram
caracterizados biologicamente, especialmente em comparacdo com isolados de
PVY provenientes de batata. No teste de gama de hospedeiros, pimentdo e batata
ndo se comportaram como hospedeiros diferenciais, uma vez que isolados de
batata infectaram pimentao, e vice-versa. O comportamento dos isolados testados
foi heterogéneo. Trés dos isolados analisados foram capazes de infectar
sistemicamente batata. Destes, os isolados 9 e 16 causaram infeccdo latente,
porém o isolado 2 induziu sintomas de mosaico. Esse resultado contradiz
GEBRE-SELASSIE et al. (1985), que afirmam que isolados de pimentdo nao
infectam batata, e vice-versa.

Nao foi observada correlacdo entre a severidade do isolado e o
hospedeiro a partir do qual ele foi obtido. Entretanto, deve-se ressaltar que os
isolados mais severos (3, 7 ¢ 20) foram obtidos de pimentdo. O isolado 1, obtido
de pimenta, causa um mosaico severo em C. frutescens mas apenas mosaico em
pimentdo. Ja o isolado 3 causou sintomas severos nos dois hospedeiros. Todos os

isolados que causaram pontuagdes necroticas seguidas de necrose sist€émica em
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N. physaloides provieram de pimentdo. Ja os que foram capazes de infectar
batata tiveram origem tanto de pimentdo quanto de pimenta.

O sintoma de pontuagdes necroticas nas folhas inoculadas de
N. physaloides ¢ a principal caracteristica das estirpes de PVY do grupo N, de
acordo com a classificagdo proposta por NAGAI (1968). No entanto, ndo existem
referéncias quanto a necrose sist€émica causada por esse grupo de estirpes. Na
colecdo de isolados analisados foram encontrados alguns que induziram necrose
sisttmica em N. physaloides (3, 7, 19, 20 e 22). J& o grupo W tem como
caracteristica principal a indugdo de risca amarela em tomateiro, sintoma que nao
foi induzido por nenhum dos isolados em estudo na cv. Rutgers.

A maioria dos isolados causou um sintoma nunca descrito na literatura
como induzido por potyvirus, necrose branca nas folhas inoculadas de N. debneyi
e tomateiro. Essa necrose localizada ndo impede a infecgdo sistémica. O sintoma
foi induzido por isolados provenientes tanto de pimenta quanto de pimentdo, e
tanto por isolados severos, moderados ou fracos. Os isolados 3, 4, 5, ¢ 7
induziram necrose branca em N. debneyi e tomateiro, mas os isolados 1, 11, 12,
13 e 17 causaram este sintoma apenas em tomateiro.

A auséncia de infec¢do em D. stramonium € uma caracteristica comum a
todas as estirpes de PVY, PeMV e PSMV. Outros potyvirus infectam esse
hospedeiro, como TEV e PepMoV (BRUNT ef al., 1996)

Chenopodium quinoa ¢ citada na literatura (DE BOX e HUTINGA,
1981; SHUKLA et al, 1988) como uma planta indicadora de lesdo local para
PVY. Entretanto, apenas nove isolados (1, 2 ,3, 4, 7, 14, 16, 20 ¢ 22) induziram
lesdo local clordtica neste hospedeiro. Os demais isolados nao induziram
qualquer sintoma. Os isolados que causaram lesdo local em C. quinoa sao
provenientes tanto de pimenta quanto de pimentdo, € causam sintomas severos,
moderados ou fracos, indicando que a agressividade do isolado ndo foi fator
determinante para indugdo desse sintoma em C. quinoa. LE ROMANCER (1994)
encontrou resultados semelhantes estudando isolados de batata denominados
PVY™. Isolados dessa estirpe ndo infectaram C. quinoa, porém infectaram

C. annuum.
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Apesar de os resultados da gama de hospedeiros serem insuficientes para
uma adequada classificagdo dos isolados, estes podem constituir-se em um
componente essencial da classificagdo, pois diferencas biologicas como
severidade ¢ indugdo de necrose, dentre outras, sao informacgdes relevantes na
distingdo de grupos de isolados. Por exemplo, os isolados 1 e 3, ambos
pertencentes a nova espécie de potyvirus recentemente descrita em pimentdo
(PepYMV) (INOUE-NAGATA et al., 2002), apresentam diferencas bioldgica
significativas. O isolado 1 ¢ proveniente de pimenta e induziu sintomas mais
severos nessa hospedeira do que em pimentdo. Esse isolado induziu a formacao
de anéis necréticos nas folhas inoculadas de N. physaloides, mas ndo induziu
necrose sistémica nessa indicadora, e causou necrose branca apenas em
tomateiro. O isolado 3 ¢ proveniente de pimentdo, e induziu sintomas severos
tanto em pimentdo quanto em pimenta. Esse isolado causou anéis necroticos nas
folhas inoculadas de N. physaloides que evoluiram para necrose sistémica, ¢
causou necrose branca em N. debneyi e em tomateiro.

A resposta de cultivares diferenciadoras de pimentdo a inoculagdo com
os diferentes isolados permitiu classifica-los nos patédtipos 1 e 1.2. Nenhum
isolado foi classificado como patdtipo 0. As cultivares brasileiras Avelar, Casca
Dura, Ikeda e Moura pertencem ao grupo da cultivar Yolo Y, que possui o gene
de resisténcia pvr2’, portanto resistentes ao patdtipo 0 (GEBRE-SELASSIE et
al., 1985). Esse ¢ provavelmente o motivo pelo qual esse patotipo ndo foi
detectado, uma vez que a maioria das cultivares utilizadas no Brasil atualmente
possui uma ou mais destas cultivares como progenitores (NAGAI, 1983). Na
Franca, Itilia e Espanha o patotipo mais encontrado ¢ o 0 (CARANTA et al.,
1999). Nenhum dos isolados em estudo foi capaz de infectar a cv. Perennial. Essa
cultivar possui uma resisténcia complexa, ndo desenvolvendo nenhum sintoma
apos a inoculacdo com quaisquer dos trés patotipos de PVY, ou com outros
potyvirus que infectam pimentdo, como TEV, PVMV e CVMYV. Resultados de
mapeamento genético indicam que a resisténcia de ‘Perennial’ a potyvirus €
resultante de efeitos parciais e complementares de varios genes (CARANTA e

PALLOIX, 1996).
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Os isolados 2, 3, 20 e 23, pertencentes ao patotipo 1.2, sdo provenientes
de pimentdo. Isolados pertencentes ao patotipo 1.2 ja foram relatados no Caribe e
na Turquia (DOGIMONT et al., 1996). Segundo GEBRE-SELASSIE et al.
(1985), isolados pertencentes ao patdtipo 1.2 causam necrose na cv. Bastidon.
Entretanto, nenhum isolado causou esse sintoma nessa cultivar. Os isolados de
PVY provenientes de pimentdo utilizados por GEBRE-SELASSIE et al. (1985)
ndo infectavam batata e causavam lesdes locais em C. amaranticolor. O
isolado 2, pertencente ao patdtipo 1.2, ¢ capaz de causar mosaico em batata.
Esses resultados sugerem que mesmo entre isolados classificados como
pertencentes ao mesmo patotipo existem diferengas biologicas.

No Brasil, trabalhos desenvolvidos por BOITEUX et al. (1996),
classificaram um isolado severo de PVY proveniente de Capsicum, denominado
PVY™, como patdtipo 1.2. Esse isolado foi recentemente reclassificado como
uma nova espécie de potyvirus (PepYMV) (INOUE-NAGATA et al., 2002). A
classificagdo em patotipos foi possivel mesmo para os isolados agora
reclassificados como PepYMV (1, 2, 3, 4, 7 e 21), indicando que os genes de
resisténcia presentes nas cultivares diferenciadoras sdo eficientes contra essa
espécie de potyvirus.

Comparagdes bioldgicas e soroldgicas entre isolados de PVY de batata e
um isolado de pimentao realizadas por D’AQUINO et al. (1995) sugerem que o
isolado de pimentdo pertence a uma estirpe distinta, pois possui propriedades
bioldgicas que o distingue das demais estirpes de PVY. O isolado proveniente de
pimentdo utilizado por estes autores nao causou sintoma em C. quinoa, batata ou
P. floridana. A auséncia de sintomas em C. quinoa ja foi observada para isolados
dos grupos PVY™ ¢ PVY®. Isolados do grupo PVY® geralmente causam sintomas
nessa diferenciadora. Os autores sugerem que as diferengas biologicas
encontradas entre isolados de batata e pimentdo indicam uma especializacao
dentro da espécie viral. E possivel que a caracterizagdo molecular dos isolados
estudados por esses autores também identifique o isolado de pimentdo como uma
espécie distinta de potyvirus, semelhante ao observado no Brasil por INOUE-

NAGATA et al. (2002).
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Um dos fatores que podem explicar a diversidade genética de isolados de
PVY ¢ a provavel evolucao de patotipos influenciada pelo plantio de cultivares
resistentes. A prevaléncia de um determinado patdtipo em uma regido deve
interferir nessa estratégia de controle, pois certas praticas podem acelerar ou
facilitar a evolucao dos patotipos (GEBRE-SELASSIE et al., 1985). Esses
autores sugerem que isolados de PVY infectando pimentdo a partir de 1972 sdo
provenientes de contaminacdes com isolados de batata. A especificidade do
hospedeiro ¢ um importante critério para a diferenciacdo em estirpes, consistindo
em um fator importante para a evolucao do PVY (ROMERO et al., 2001).

Uma caracteristica peculiar para genes controlando a resisténcia a
potyvirus em diferentes espécies de plantas ¢ que, em espécies infectadas por
mais de um potyvirus como pimentdo e tomateiro, o mesmo locus confere
resisténcia as diferentes espécies. Diversos genes de resisténcia que mostram
resposta a potyvirus tem sido identificados em pimentdo (PALLOIX e KYLE,
1995). Entre estes, dois sdo particularmente interessantes devido a seu amplo
espectro de agdo. O alelo pvr2” (presente na cv. Florida VR2) confere resisténcia
aos patotipos 0 e 1 de PVY e a TEV. O gene recessivo pvr6 (presente na cv.
Perennial) confere resisténcia completa a potyvirus como PVMV, PepMoV e
CVMYV (CARANTA et al., 1997, COOK e ANDERSON, 1959; DOGIMONT et
al., 1997). O fato da série diferenciadora aos isolados de PVY ter servido
também para diferenciar PepYMV reforca o amplo espectro da resisténcia
proporcionada pelos genes existentes nessas cultivares.

Diversos potyvirus sao transmitidos via sementes de plantas infectadas.
Diante da possibilidade da existéncia de novos potyvirus infectando Capsicum,
ou de mudangas significativas nas estirpes ja existentes no campo que
permitissem sua disseminacdo pela semente, todos os isolados em estudo foram
avaliados quanto a transmissdo via semente. Nenhum dos isolados testados foi
transmitido dessa forma. Entretanto, diante do surgimento de uma nova espécie
viral entre os isolados avaliados (PepYMV), um maior nimero de sementes deve
ser avaliado visando detectar a possibilidade de transmissdo via semente em

baixa percentagem. O PepMoV, estreitamente relacionado ao PVY, ¢ transmitido
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via semente, com uma taxa de transmissao variando de 0,3 a 20 %, no entanto a
severidade da estirpe viral pode afetar a taxa de transmissao, onde estirpes mais

severas sdo transmitidas numa taxa de 0,001% (SHUKLA et al., 1994).

5.2. Caracterizacao molecular

Existem diversos argumentos questionando o uso de um unico critério
para classificacdo de estirpes de potyvirus. Um bom exemplo ¢ o trabalho de
ROMERO et al. (2001), que utilizando PCR-RFLP para a proteina capsidial
separou isolados pertencentes ao mesmo patotipo em varios grupos distintos, € ao
mesmo tempo agrupou isolados pertencentes a patotipos diferentes.
Considerando-se que a proteina capsidial ndo ¢ um determinante de
patogenicidade para potyvirus, ndo € surpreendente a auséncia de correlacdo
entre a classificagdo em patotipos e a classificacdo com base na seqiiéncia de
nucleotideos desse gene (ROMERO et al., 2001).

Mesmo levando-se em consideragdo a observacao acima, os dados
moleculares apresentados neste trabalho ampliam as informagdes sobre a
etiologia do mosaico do pimentdo e ajudam a entender a complexidade de
espécies e isolados de potyvirus infectando solanaceas.

Os isolados 1, 2, 3, 4, 7 e 21 foram identificados como PepYMV com
base nas sequéncias de aminoacidos das proteinas NIb e CP. Esse resultado
indica que essa nova espécie viral ja se encontra disseminada no estado de Minas
Gerais, e ¢ responsavel pela severidade dos sintomas e pelas perdas na producao
observadas na cultura.

O PepYMV foi descrito recentemente (INOUE-NAGATA et al., 2002),
mas foi possivel detectar variabilidade entre isolados, conforme discutido
anteriormente: o isolado 1 ¢ biologicamente distinto do isolado 3. Também foi
possivel distinguir o isolado 1 do isolado 3 por meio de PCR-RFLP utilizando as
enzimas Rsa | e Hinf 1. A andlise filogenética sugere que o PepYMYV evoluiu a

. . N . , . . ~
partir de isolados de PVY ", aos quais estd mais relacionado em comparag¢do ao
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PVY®. Semelhante ao PepMoV, o PepYMV também pode fazer parte de um
complexo viral que causa mosaico em espécies de Capsicum. Situacao
semelhante foi descrita por BERGER et al. (1997), que ao estudar as
caracteristicas moleculares dos serogrupos A e B do potyvirus Bean common
mosaic virus (BCMV) considerou-os como virus distintos, porém componentes
de um complexo viral.

Segundo BLANCO-URGOITI et al. (1998), isolados classificados como
diferentes patdtipos podem pertencer a mesma estirpe genética. Essa afirmacao
resulta da visdo de que o conceito de patdtipo ¢ diferente do conceito de estirpe,
que sempre se refere a caracteristicas genéticas de uma regido particular do
genoma viral. Pode ndo haver um padrdo claro de correlagdo entre patdtipos e
agrupamentos filogenéticos baseados na seqiiéncia de aminoacidos da proteina
capsidial, pois o fator responsavel pela quebra de resisténcia pode nao ser a CP.
De fato, na maioria dos casos estudados até o presente para potyvirus, o fator de
viruléncia ndo ¢ a CP (BEGER et al., 1993). Esses autores ressaltam que
potyvirus que infectam hortalicas sdo diversos e heterogéneos quanto as suas
propriedades biologicas, mas estreitamente relacionados quando se considera a
seqliéncia da CP. Dessa forma os agrupamentos moleculares baseados nessa
proteina podem ndo refletir a heterogeneidade biologica do virus. Ressaltam
ainda que pode existir um continuo de seqiiéncias, o que refor¢a o conceito de
quasiespécie.

Isolados de wuma determinada espécie viral que apresentam
comportamento atipico sdo fortes candidatos a terem sido originados a partir de
recombina¢do. Entretanto, a identificacdo dos progenitores ¢ dificil e
freqiientemente impossivel (REVERS et al., 1995). Estes autores encontraram
quatro isolados recombinantes de PVY em uma colecio de 22 isolados.
Anteriormente, apenas um Unico isolado recombinante de potyvirus, PPV-06,
havia sido detectado (Cervera et al., 1993, citados por REVERS et al., 1995). A
propor¢ao de recombinantes encontrada por REVERS et al. (1995) foi alta
(18%), indicando que eventos de recombinagdo tém um papel importante na

evolucdo viral. Uma conseqiiéncia em potencial da recombinagdo € o surgimento
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de isolados virais possuindo novas propriedades biologicas, como especificidade
por hospedeiros ou viruléncia em certas cultivares. Os resultados da analise
filogenética ndo permitem concluir a respeito de uma possivel origem
recombinante para o PepYMV. Deve-se ressaltar, entretanto, que foram obtidas
apenas sequéncias parciais da extremidade 3’ do genoma viral, impedindo a
deteccao de eventos de recombinagdo que tenham ocorrido em outras regides do
genoma viral. Dessa forma, a possibilidade de uma origem recombinante para o
PepYMV nio pode ser descartada.

A distancia genética estimada para isolados de potyvirus de pimentdo e
pimenta baseada em PCR-RFLP utilizando sete enzimas de restri¢dao indicou que
estes formam uma tUnica estirpe genética dentro de dois patotipos. Os quatorze
isolados de potyvirus analisados neste estudo foram distribuidos em uma gama
relativamente estreita de diversidade. Essa situagdo ¢ diferente daquela
encontrada para os isolados de batata, que mostram um alto grau de diversidade
(ROMERO et al., 2001).

Os resultados do PCR-RFLP agrupam a maioria dos isolados com o
PVY™, ou seja, dentro da mesma estirpe genética, embora mostrando um grau de
variabilidade que permite formar diferentes patdtipos, e os distingue claramente
do PVY®. Essa analise nio separou os isolados identificados como PepYMV do
isolado 5 (PVY", de batata). Os resultados obtidos neste trabalho contradizem os
resultados encontrados por BLANCO-URGOITI et al. (1996), que utilizou
isolados necréticos € comuns de batata provenientes de varios paises da Europa e
Australia e um isolado de pimentdo proveniente da Australia, e por ROMERO et
al. (2001), que utilizou varios isolados de pimentao, um isolado de batata e um de
tomateiro, todos obtidos na Europa. Estes dois trabalhos indicaram que os
isolados de pimentdo se agrupam distante dos isolados de batata, formando uma
estirpe genética distinta. J& BLANCO-URGOITI et al. (1998), analisando a
diversidade genética de PVYS, incluindo isolados de pimentio, fumo e
D. stramonium, relataram que os isolados ndo originados de batata formavam um
subgrupo dentro do grupo PVY®. Os autores afirmam que alguns isolados do

PVY® sdo capazes de infectar pimentdo, fato também confirmado por FERERES
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et al. (1993), e sugerem que isto pode ser consequéncia da coevolugdo entre o
virus e o hospedeiro, refor¢ando a visao de que o conceito de patotipo ¢ diferente
do conceito de estirpe.

E possivel até certo ponto estabelecer uma correlagio entre os resultados
de PCR-RFLP e da gama de hospedeiros. Os isolados 3, 7, 20 e 22 apresentaram
o mesmo padrdo com a enzima Rsa I, refletindo suas propriedades bioldgicas,
pois todos foram classificados como severos. A enzima Rsa 1 também
diferenciou os isolados 1 e 3, que pertencem a patdtipos distintos. As enzimas
Dra 1 e Cla 1 foram capazes de diferenciar o isolado 16 (que causou infec¢ao
latente em batata) do restante dos isolados de Capsicum, porém ndo diferenciou
os outros dois isolados que também infectaram batata (2 ¢ 9).

Apesar de a maioria dos isolados de Capsicum ter sido agrupada com
isolados necroticos de PVY, amostragens adicionais devem ser feitas em outras
regides produtoras de Capsicum, para verificar a presenca de isolados do grupo
comum ou ainda de isolados que formem grupos distintos, como o isolado 23.
Apesar da existéncia de isolados como 23, que se mostrou bastante severo e
filogeneticamente distinto dos demais isolados de PVY, as estratégias de manejo
devem ser dirigidas para o grupo necrotico, que foi 0 mais representativo nessa
amostragem. Ressalte-se novamente que a anélise de PCR-RFLP ndo foi capaz
de separar o PepYMV do PVY" de batata, o que pode ser explicado pela menor
“resolug@o” desse tipo de andlise em relagdo a andlise filogenética baseada no
sequénciamento. E possivel que outras enzimas de restrigio sejam capazes de
separar essas duas espécies, caso seus sitios de reconhecimento estejam presentes
em apenas uma delas.

Apesar de suas limitagdes, o PCR-RFLP pode ajudar a esclarecer a
situacdo de estirpes ou grupos de isolados para os quais nao ha disponibilidade de
seqiiéncias. Esse método pode substituir parcialmente o sequenciamento de

nucleotideos nos casos em que este seja inviavel.
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5.3. Analise sorologica dos isolados

O método de purificagdo adotado apresentou resultados satisfatorios em
termos de rendimento, pureza viral e especificidade da reacdo soroldgica. A
espécie utilizada para multiplicagdo dos isolados, Nicotiana debneyi, mostrou-se
adequada para a purificagdo. A boa qualidade dos anti-soros policlonais
produzidos pode ser atestada pela auséncia de reagdo com extrato de planta sadia,
ou com outros potyvirus como 0 ZYMV, WMV e PRSV. Este resultado sugerem
que o método utilizado permitiu a preservagdo dos terminais carboxilico e
aminico do virus purificado, permitindo assim a preservacdo de epitopos virus-
especificos (SHUKLA et al., 1994).

Os anti-soros policlonais produzidos contra os isolados 1 e 3 foram
capazes de identificar estirpes de PVY, ndo reagindo com PVY®, mas reagindo
com PVY", no ELISA indireto. Os isolados 1 e 3 foram identificados como
PepYMV, e o fato dos anti-soros produzidos contra esses isolados detectarem
praticamente todos os isolados da colecdo reflete o estreito relacionamento
sorolégico entre o PepYMV e o PVY". Os patdtipos 0 ¢ 1 de PVY sdo
sorologicamente idénticos (ARROYO et al., 1996), porém ndo existiam até o
presente referéncias sobre o relacionamento soroldgico entre o patdtipo 1.2 e os
demais. Os resultados deste trabalho demonstram que os patotipos 1 e 1.2 sdo
sorologicamente relacionados, pois o anti-soro produzido contra o isolado 1
mostrou reagao positiva contra o isolado 3, e vice-versa, apesar de apresentarem
uma pequena diferencga nos valores de absorbancia.

Alguns valores de absorbancia foram significativamente menores para
alguns isolados em relacdo ao isolado homologo, indicando variabilidade
soroldgica entre os isolados. Deve-se ressaltar que o isolado 23 foi detectado
pelos anti-soros produzidos contra os isolados 1 e 3, mas sempre apresentando
valores de absorbancia significativamente inferiores em relagdo aos demais
isolados, sugerindo um relacionamento sorologico distante entre esse isolado e os

demais.
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O relacionamento soroldgico entre potyvirus ¢ extremamente complexo e
por vezes inconsistente. A freqliéncia de rea¢des cruzadas ao se utilizarem anti-
soros policlonais, a observacao de relacionamento sorologico entre virus distintos
e a auséncia de reagdes cruzadas entre algumas estirpes sdo os principais
problemas associados ao uso da sorologia na taxonomia dos potyvirus (ELLIS et
al., 1997). No entanto, as técnicas soroldgicas ainda permanecem como as mais
populares entre os varios métodos usados para identificacdo e classificacdo de
virus, devido a sua simplicidade, reprodutibilidade, eficiéncia e baixo custo. O
ELISA pode ser utilizado para a diferenciacdo de estirpes virais, com base na
intensidade da reag@o contra um anti-soro especifico para um determinado virus

(ELLIS et al., 1996).

5.4. Avaliacio de acessos de Capsicum dos Bancos de Germoplasma da UFV
e EPAMIG

Devido as perdas causadas por infec¢des por potyvirus e pelas
dificuldades de controle dos afideos vetores, a identificacdo e introgressao de
genes de resisténcia tém sido a estratégia mais freqiiente de controle dessas
viroses. O freqliente surgimento de novas espécies de potyvirus faz com que a
busca de novas fontes de resisténcia seja constante (CARANTA et al., 1999;
NAGALI 1983).

Um dos objetivos da pesquisa com espécies de Capsicum ¢ o aumento da
base genética e do conhecimento sobre os diferentes genotipos, visando ao
desenvolvimento de cultivares de pimenta e pimentdo com resisténcia multipla a
doengas e com boas caracteristicas agronomicas. Atualmente o gene Pvr4 ¢ o
unico efetivo contra as varias espécies de potyvirus e contra todos os patotipos de
PVY, tornando urgente a busca de novos genes € a constru¢cao de uma resisténcia
de amplo espectro.

Os resultados desse trabalho indicam que a maioria dos 30 acessos de
Capsicum avaliados ¢ suscetivel aos isolados utilizados. Porém, resultados

promissores foram encontrados com os acessos MG 350 e BGH 1612, que se
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mostraram assintomaticos, porém obtendo-se resultados positivos em ELISA
para os anti-soros contra os isolados 1 e 3. Em 1989, MEISSNER e
CUPERTINO avaliaram 41 introdugdes de Capsicum utilizando dois isolados de
PVY, um proveniente de pimentdo e outro de tomateiro. Os autores identificaram
treze acessos resistentes e dois tolerantes. CUPERTINO et al. (1991), testando
genotipos quanto a reagdo a cinco isolados de PVY, encontraram dois acessos
resistentes. Deve-se salientar que estes trabalhos foram desenvolvidos h4 mais de
dez anos, € que as estirpes encontradas talvez ndo se encontrem mais em campos
de producao. BOITEUX e PESSOA (1994) testaram 40 acessos de Capsicum do
banco de germoplasma da EMBRAPA Hortaligas contra o PVY™, posteriormente
reclassificado como PepYMYV, e identificaram apenas trés acessos resistentes:
C. annuum Criollo de Morellos 334, C. annuum MYR-10 e C. chinensis
PI 159236.

O presente trabalho constituiu apenas o inicio de uma avaliacdo dos
bancos de germoplasma de Capsicum pertencente a UFV e a EPAMIG visando a
identificacdo de fontes de resisténcia aos principais potyvirus presentes
atualmente em campos de producdo de pimentdo e pimenta. Deve-se ressaltar
que o numero de acessos testados foi pequeno, sendo preciso continuar estas
avaliacdes. Mesmo assim, ficou evidenciada a possibilidade de se detectar

acessos tolerantes ou mesmo resistentes a PVY e PepYMV.
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6. CONCLUSOES

Isolados de potyvirus provenientes de Capsicum apresentam grande
variabilidade biologica;

A maioria dos isolados estudados apresenta propriedades biologica e
sorolégicas que os aproxima do grupo PVYN de batata;

A diversidade bioldgica constatada entre os isolados estudados impede a
classificagdo destes de acordo com NAGAI (1968); entretanto, os isolados
podem ser classificados como patdtipos 1 ou 1.2 utilizando-se as cultivares
diferenciadoras propostas por Gebre-Selassie;

Os isolados 1 e 3 sdo relacionados sorologicamente a0 PVY", mas nio ao
PVY?;

A analise filogenética identificou os isolados 1, 2, 3, 4, 7 ¢ 21 como
PepYMV;

O conjunto dos resultados obtidos sugere que todos os isolados pertencem a
esta espécie, exceto o isolado 23.

A maioria dos 30 acessos de Capsicum avaliados € suscetivel aos isolados 1,
3 e 10, exceto os acessos MG 350 e BGH 1612, que apresentaram reacao de

tolerancia.
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