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Resumo:A pimenta Capsicum chinenseC. frutescensé bastante cultivada no estado do Para, mas
algumas doencas podem limitar sua producéo. E cophservar plantas com sintomas de viroses.
Assim, este trabalho tem o objetivo de identificawvirus que ocorrem em plantios de pimenta. Foram
coletadas amostras de plantios no municipio deaSaabel e em Belém. Para isso, foi realizada a
inoculacdo em plantas indicadoras, extracdo de amidleico, os testes de RT-PCR e sequenciamento
nucleotidico. Foram analisadas quatro amostrasepientes de Santa lzabel e duas de Belém. Os
isolados virais foram transmitidos mecanicamenta pantas indicadoras de vildgcotiana tabacco

cv. TNN eN. tabacumcv. Turkish que apresentaram mosaico foliar. Aipde folhas infectadas de
fumo foi feita a extracdo do acido nucléico totabsteriormente, foi feito o teste de RT-PCR,
utilizando os pares de primers CMV-CPR e CMV-CPFRp#eteccdo d€ucumber mosaic virus
CMV e PV1 e WCIEN para espécies do géreotyvirus As amostras foram positivas para o CMV,
pois amplificaram o gene da capa proteica de amacdamente 700pb. O produto PCR de dois
isolados (Belém e Santa Izabel) foram sequenciadasalisados utilizando os programas Blast e
ClustalW. Os dois isolados apresentaram identidedaminoacido de 98% quando comparados com
acessos disponiveis @enBank Este foi o primeiro relato d€ucumber mosaic viruso estado do
Para. Até o momento foi identificado apenas o CMVp@mentais no Para, sendo este considerado um
dos principais virus relatados no Brasil no géii&psicunsp.

Palavras-chave:CMV, Capsicum chinens&irus

Introducao
As pimentas e pimentdes do génélapsicum(Solanaceae) sdo originarias do continente
americano. Dentre as 25 espécies descritas, ciAoo d®@mesticadas e amplamente utilizadas
(Capsicum annumar.annum, C. baccatunvar. pendulum C. chinenseC. frutesceng C. pubescens
e trés sdo semi-domesticad&s @nnuumvar. glabriusculum C. baccatumvar. praetermissumcC.
baccatumvar.baccatum (CARVALHO e BIANCHETTI, 2004; REIFSCHNEIDER, 20D0
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Entretanto, uma das limitacdes p&apsicum sppé o aparecimento de doencas de origem viraleEntr
0s principais virus do génef@otyvirus pode-se citalPotato virus Y(PVY), Pepper mottle virus
(PepMoV),Tobacco etch virugTEV), Pepper veinal mottle virud?VMV) e Chilli veinal mottle virus
(ChiVMV) e Pepper yellow mosaic viruPepYMV) (INOUE-NAGATA, 2002), sendo que até o
momento seguinte o PVY E PepYMV séo descritas rasiBrO PVY no Brasil foi observado em
pimentdo pela primeira vez na década de 50 (COSTAL¥ES, 1950) e o PepYMV em 2002
(INOUE-NAGATA et al. 2002). Ambos os virus sado dogicamente relacionados (CUNHA et al.
2004), e causam sintomas de mosaico indistingyit@isando-os de dificil identificacdo visuNo
Brasil, outros géneros de virus ja foram relatao.Capsicur spp., como «Cucumoviru (Cucumber
mosait virus — CMV), Tobamoviru (Peppe mild mottle virus — PMMoV, Tomat« mosait virus —
ToMV), Begomoviru (Tomato severe rugose vir e Luteovirus, Tospoviru: (Tomatc spottec wilt
virus -TSWV, Tomatc chlorotic spotvirus - TCSV eGroundnu ringspo virus — GRSV (BRIOSO,
1996). Com excecao do génBegomoviru os demais virus sao constituidos de RNA.

A identificacdo das espécies virais em pimenta &uwiea importancia para a elaboracao de
estratégia de manejo bem como para auxiliar norgnag de melhoramento da cultura visando
resisténcia ao virus.

Em lavouras de hortalicas no estado do Para é combservar plantas de pimenta
apresentando sintomas de mosaico, reducéao de émdbformacéo foliar.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificarvieus causadores dessa doencga realizando os

testes RT-PCR, sequenciamento nucleotidico e ing&alem plantas indicadoras.

Material e Métodos

Foram coletadas amostras de pimeédag@sicum chinensev. Cheiro e Biquinho Vermelho do
municipio de Santa Isabel e da regido metropolitdea Belém, que apresentavam sintomas
caracteristicos de viroses e mantidas via inocalagé plantas de pimentas e fumo cv. TNN. As
mesmas foram analisadas no laboratério de fitopgi@mlda Embrapa Amazénia Oriental. Todos os
isolados virais foram armazenados por meio do dangmto de folhas infectadas em freezePG80
Também foram mantidds vitro por meio do processo de dessecacdo em silica49€l aeguido do
armazenamento a -20.

Os isolados obtidos foram inoculados em plantascaddras de virus coma\vicotiana

clevelandij N. rustica N. tabacuncyv. Xanthi,N. tabacuncyv. Turkish,N. tabacuncv. TNN. Sabe-se
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gue a deteccao virus diretamente de folhas de pangedificultada por causa de inibidores. Assim, se
procedeu a inoculacdo em plantasMieotiana sp. que geralmente sdo hospedeiros de virus que
infectam pimentas.

Inicialmente o acido nucléico total (DNA e RNA) fextraido a partir de folhas de plantas de
fumo (Nicotiana tabacuntv. TNN) inoculado pelo virus da pimenta, utilidano protocolo de Gibbs
e Mackenzie (1997). Os acidos nucléicos totaisagiasstras com virose foram mantidos em freezer -
80° C.

Para a deteccdo do CMV por meio do RT-PCR utiligeuum par de oligonucleotideos
iniciadores denominados CMV-CPR (5" TCA AAC TGG GABAC CC 3) e CMV-CPF (5’ATG
GAC AAA TCT GAA TCA AC 3) que amplifica a regidaoegdmica codificadora para a proteina
capsidial (700 nts.). Para deteccdo de espéciegéderoPotyvirus foram utilizados os primers
universais PV1 e WCIEN.

Foi feita a transcricdo reversa a partir do acidolgico total para sintese do cDNA. Em
seguida, foi realizado o teste de PCR e para m®onf utilizados 5ul do cDNA, 6uL do tampéao de
reacao 5X, 3uL de MgCI2 (25 mM), 0,5uL de dNTP (M)nO,3 uL da Tag DNA Polimerase, 0,5ul
dos primers (CMV-CPR e CMV-CPF ; PV1 e WCIEN) e 74, de agua ultra-pura. A reagao
consistiu de 30 ciclos de 9, 53.4C e 72C, com duragdo de um minuto além de uma extens#a de
°C por 5 minutos. O ciclo utilizado para o par diener WCIEN e PV1 consistiu em 30 minutos a 42
°C, 95 °C durante 5 minutos, 94 °C/2 minutos, 9430Csegundos, 60 °C/45 segundos, 72 °C/55
segundos, 94 °C/30 segundos, 57 °C/45 segundd$;/38 segundos, 94 °C/30 segundos, 54 °C/45
segundos, 72 °C/55 segundos, 35 ciclos de 94 *€&/§0ndos, 54 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos,
e polimerizacao final de 72 °C/3 minutos. Fragmemie DNA foram observados e fotografados sob
luz UV apds a corrida eletroforética em gel de agan0,8%) e coloracdo com GelRed. As amostras
positivas enviadas para o sequenciamento nucleotidis sequencias nucleotidicas foram avaliadas

utilizando os programas Blast e ClustalW.

Resultados e Discusséo
Seis amostras de plantas de pimenta apresentaridmak de viroses, provenientes de Belém e
Santa Izabel, estado do Para, foram positivas @&dV, pois apresentaram a banda de 700pb. A
avaliacdo das sequencias de aminoacido da capsicgarate dois isolados provenientes de Belém e

Santa Izabel mostrou 98% de identidade quando caups.com acessos disponiveis no GenBank.
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N&o foi detectada a presenca de potyvirus nas emsostvaliadas, o que evidencia a
predominéncia do CMV.

Em lavouras de pimenta visitadas em Santa IzabdioP#in observadas incidéncias de 100%
de plantas com sintomas de viroses. O plantio @sadb pode estar propiciando a alta incidéncia de
plantas com virose nas lavouras. Além disso, foodrservadas bandejas com mudas de pimenta
apresentando sintomas de mosaico foliar. Mudastadas servem de fonte de inoculo para o pulgéo
disseminar o virus no campo. Quanto mais cedo Uardgpé infectada maiores serdo os danos na

producéao.

Conclusao
Foi identificado oCucumber mosaic virus CMV em seis amostras analisadas no estado do
Pard. Este foi o primeiro relato de CMV no estadddra.
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