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RESUMO

Amostras de plantas sintomdticas provenientes de producgdes
comerciais de pimentdo e pimenta das regides de Lins, Salto, Sorocaba, Itapetininga,
Joanopolis no Estado de S&o Paulo foram obtidos durante os anos de 2000 a 2005 e analisadas

guanto a espécie de tobamovirus presente.

Visando ampliar o conhecimento da variabilidade bioldgica, bem
como genética destes isolados, apos a purificagdo por monolesdes, estes isolados foram
inoculados na série diferenciadora de Capsicum spp. contendo os genes LY, L2, L® e L* que
permitiram a separacdo dos mesmos em pat6tipos. Foram observadas as espécies Tobacco
mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV) pertencentes ao pat6tipo Py e Pepper mild
mottle virus (PMMoV) pertencente ao patétipo P-», respectivamente. A maioria dos isolados
de tobamovirus foram encontrados sob cultivo de estufa e com predominéncia do ToMV,
porém com baixa incidéncia

A identidade das espécies de tobamovirus nas amostras de pimentéo e

pimentafoi confirmada por RT-PCR, utilizando-se oligonucleotideos universais para o género



Tobamovirus seguido de sequenciamento e especificos para cada uma das espécies. O
sequenciamento do fragmento amplificado correspondente a parte da porcéo codificadora para
a capa protéica dos isolados identificados como ToMV revelou identidade de aminoacidos
entre 90% a 100% quando comparados com outras sequiéncias de ToMV. Trés isolados de
ToMV ndo detectados pelos oligonucleotideos especificos tiveram sua identidade confirmada
apOs sequenciamento como pertencentes a esta espécie. Os isolados caracterizados como
patotipo P, de PMMoV apresentaram identidade de aminoacdos entre 96% a 100% quando
comparados com outras sequiéncias de PMMoV. Nas principais regides produtoras do Estado
de Sd0 Paulo ainda ndo ocorre o0 patétipo P;».3 de PMMoV, bem como a incidéncia de
tobamovirus em pimentdo e pimenta € baixa. N&o houve correlagdo de uma possivel origem
geogréfica comum para os isolados de ToMV coletados, enquanto que para os de PMMoV
houve separacdo dos isolados brasileiros em dois ramos filogenéticos, o primeiro,
compreendendo isolados provenientes do Japdo, Alemanha e Taiwan, e o segundo, da Itélia,
Chinae Coréia

Oitenta e seis acessos de pimentdo e pimenta foram avaliados quanto
a resisténcia por meio de reacdo de hipersensibilidade a tobamovirus, sendo 62 de Capsicum
annuum, 18 de C. baccatum e sais de C. chinense. Plantas da cv. Magda foram utilizadas
como controle suscetivel. Dezoito dos 62 acessos de C. annuum, 15 dos 18 de C. baccatum e
0s acessos ICA #39, Pimenta de cheiro e Pl 152225 de C. chinense apresentaram
hipersensibilidade ao ToMV, enquanto que 0 acesso Ancho de C. annuum foi considerado
tolerante, permancendo assintomético, porém permitindo a recuperacdo do virus quando
inoculado em Nicotiana glutinosa.

Para 0 PMMoV patétipo P1, foram avaliados os 36 acessos de
piment&o e pimenta considerados resistentes ao ToMV, sendo destes 18 de Capsicum annuum,
15 de C. baccatum e trés de C. chinense. Destes acessos avaliados somente Pl 152225 de C.
chinense desencadeou reacdo de hipersensibilidade ao PMMoV, sendo fonte potencial de

resisténcia para programas de melhoramento a este virus.

Padavras-chave:  Tobamovirus, caracterizacdo biolégica, molecular, Capsicum spp.,
resisténcia.
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2SUMMARY

Isolates from commercial hot and sweet peppers fields surrounding the
cities of Lins, Salto, Sorocaba, Itapetininga, Braganca Paulista in S&0 Paulo State were
collected during the years 2000 to 2005 and analyzed for the presence of tobamovirus species.

The biological and genetic variability of these isolates, purification by
local lesions , was analysed using the differencial genotypes of Capsicum spp. with the LY, L?,



L® e L* genes that permit the classification of the isolates in pathotypes. The occurrence of
Tobacco mosaic virus (TMV) and Tomato mosaic virus (ToMV) belonging to the Py pathotype
and Pepper mild mottle virus (PMMoV) belonging to the P;.,, respectively, was observed. The
most part of tobamovirus isolates were found in indoor conditions and with predominance of
the TOMV specie, however with low incidence.

The identification of the tobamovirus species was confirmed by RT-
PCR using degenerated primers for the Tobamovirus genus and specific primers for TMV,
ToMV and PMMoV. The analysis of part of the coat protein sequence gene of the isolates of
ToMV characterizated as P, showed amino acids identity ranging between 90 to 100% when
compared with others TOMV sequences. The identity of three TOMV isolates that could not
be detected by the TOMV specific primers was confirmed only after the sequence analysis.
The isolates characterized as P;., PMMoV showed amino acids identity ranging between 96 to
100% when compared with others PMMoV sequences. The pathotype P;.23 PMMoV till does
not occurs in the main producing areas of Sdo Paulo State, as well as the tobamovirus
incidence in sweet and hot pepper is low. There is no possible geographic correlationorigin
for the ToMV Brazilian isolates, whereas the PMMoV isolates could be separated in two
phylogenetics branches, one including isolates from Japan, Germany and Taiwan and the
second including isolates from Italy, China and Korea.

Eighty six genotypes of sweet and hot pepper were evaluated for the
resistance to tobamovirus, (62 genotypes of C. annuum, 18 of C. baccatum and six of C.
chinense). Eigtheen genotypes of C. annuum, fifteen of C. baccatum and the three genotypes
ICA #39, Pimenta de cheiro AND PI 152225 of C. chinense showed hipersensibility reaction
to ToMV, while the genotype Ancho of C. annuum was considered tolerant to ToMV,
remaining symptomless but allowing the multiplication of the virus. Thirty-six genotypes of
sweet and hot peppers (18 of Capsicum annuum, 15 of C. baccatum and three of C. chinense)
considered resistant to ToMV, were evaluated for the reaction to R >, PMMoV. From them
genotypes, only Pl 152225 of C. chinense showed hipersensibility reaction to PMMoV P,

and could be used as a potential source of resistance in breeding programs for this virus.

Keywords. Tobamovirus, biological, molecular, characterization, Capsicum, resistance.



3INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

O género Capsicum spp., pertencente a familia Solanaceae possui de
20 a 25 espécies, sendo as formas silvestres de pimentas e pimentfes encontradas desde o Sul
dos Estados Unidos até o Norte do Chile (Filgueira, 2000).

A paavra capsicum vem do termo grego Kapto, que significa morder
ou picar. O nome foi associado a pungéncia ou ardor provocado pelas pimentas, representantes
deste género (Reifschneider, 2000). Capsicum é um género tipicamente americano, com a
existéncia de apenas uma espécie fora das Américas e, dentre as quais, Cinco espécies so
domesticadas e de 15-20 semidomesticados ou silvestres. (Bianchetti et al., 1999).

Anuamente, no Brasil, sdo cultivados cerca de 13.000 hectares com
espécies de Capsicum e produzidas aproximadamente 280.000 t de frutos de pimentdo para o
consumo in natura e processamento de molhos, conservas e outras formas de preparo de
pimenta (Carvaho et a., 2003). Todos os Estados brasileiros produzem pimentdes, porém a
maior producdo esta concentrada nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais, que sdo
responsaveis pelo plantio de 5.000 ha e produgcdo de 120.000 t. Somente o mercado de

sementes de pmentdo movimenta US$ 1,5 milhdes (Ribeiro & Cruz, 2003). O cultivo de



pimentas ocorre praticamente em todas as regifes do Pais sendo a area anual cultivada de
cerca de 2.000 ha e tendo como principais Estados produtores Minas Gerais, Goias, Sao Paulo,
Ceara e Rio Grande do Sul. A crescente demanda do mercado, estimado em 80 milhGes de
reais ao ano, tem impulsionado o aumento da area cultivada e o estabelecimento de
agroindustrias, tornando o agronegocio de pimentas (doces e picantes) um dos mais

importantes do pais (Reifschneider & Ribeiro, 2003).

A produtividade média da pimenta pode variar de acordo com a
variedade. Pimentas do tipo ‘Dedo-de-mocga’ e ‘ Tabasco' apresentam uma produtividade de 10
t/ha, no caso das pimentas do tipo ‘Malagueta’, estas podem atingir uma produtividade de 4
ton/ha, e as do tipo ‘Jalapefio’ podendo atingir 30 t/ha (Vilela, 2007). Enquanto que o
piment&o atinge uma produtividade média ao redor de 27 t/ha (Pierro, 2005). De acordo com
os dados do Anuario da Agricultura Brasileira (2004), o volume comerciaizado de pimentdo
na CEAGESP-SP no ano de 2000 foi de 35.079 t e ro ano de 2003, até o més de junho, a
comercializacdo foi de 17.164 t.

Além do piment&o (Capsicum annuum var. annuum), sdo cultivadas no
Brasil diferentes tipos de pimentas pertencentes as quatro espécies domesticadas: C. annuum
(jalapeo), C. baccatum (dedo-de-moga), C. frutescens (malagueta) e C. chinense (pimenta
de-cheiro, bode, cumari-do-Pard). Diferentemente do pimentdo, as pimentas apresentam certa
rusticidade em campo e um ciclo mais longo podendo o periodo de colheita estender-se por
mais de um aro (Reifschneider, 2000).

Apesar de o género Capsicum ocupar uma posicdo importante no
consumo brasileiro de hortalicas e destacar-se entre as dez de maior consumo tanto em valor
guanto em volume comercializado (Echer, 2001), tem-se verificado um decréscimo na area
cultivada no Estado de S0 Paulo, devido principalmente a ata incidéncia de doencas na
cultura, principalmente as de origem viral (Dias, 2004). No Brasil espécies pertencentes aos
géneros Cucumovirus, Begomovirus, Luteovirus, Tobamovirus, Tobravirus Tospovirus e
Potyvirus ja foram relatadas infectando piment&o e pimenta (Brioso, 1996; Lima et a., 2001;
Nozaki et al., 2006).



3.1. Principaisvirusem Capsicum spp. no Brasil

Potato virus Y (PVY), espécie tipo do género Potyvirus, familia
Potyviridae, por vérias décadas foi considerado o principal entrave a producéo de pimentéo no
Pais (Echer, 2001). Trata-se de um virus transmitido por afideos. A incorporacdo da
resisténcia a este virus em cultivares de pimentdo e a criagdo da série “Agronémico” pelo
pesquisador Hiroshi Nagai, do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) minimizaram as
perdas causadas por este virus até a ocorréncia, na década de 80 da estirpe PVY™, capaz de
suplantar a resisténcia especialmente da cultivar Agrondémico 10G, que prevaeceu no mercado
por mais de duas décadas (Nagai, 1993). A classificacdo proposta por Gebre-Selassie et dl.,
1985 divide os isolados de PVY em trés patotipos: P(0), patotipo comum que infecta ‘Y olo
Wonder’; P(1), virulento na cultivar ‘Yolo Y’, e P(1,2) que infecta‘Yolo Y’ e ‘Florida VR2'.
No Brasil existe uma classificacdo proposta por Nagai, 1983, na qual isolados de PVY
provenientes de pimentdo sfo classificados em dois subgrupos: PVYN contendo apenas a
estirpe N, e PVY ", contendo as estirpes PVYW, PVYF, PVYM, PVYAT e PVYF.

Nos Ultimos anos um aumento significativo da incidéncia de mosaico
foi observada em campos de producéo de pimentdo e pimenta, sugerindo a emergéncia de
novas estirpes de PVY, ou a presenca de outros potyvirus (Truta et a., 2004). Inoue-Nagata et
al. (2002) relataram a ocorréncia de uma possivel nova espécie de potyvirus causando mosaico
amarelo e distorcéo foliar em pimentdo ao qual denominaram de Pepper yellow mosaic virus
(PepY MV), anteriormente classificada como uma estirpe severado PVY (PVY™).

Gioria et a., (2006) observaram na regido de Lins, SP, alta incidéncia
de mosaico em plantas de pimentdo cv. Magdi R, e verificaram que estas plantas
encontravam se possivel mente infectadas por um isolado distinto de PepYMV.

Cucumber mosaic virus (CMV), membro do género Cucumovirus, €
um virus de distribuicdo mundia e pode causar epidemias em vérias culturas de importancia
econdmica, inclusive em plantas do género Capsicum spp. (Boari, 1998; Dias, 2004). Trata-se
de um virus trarsmitido por mais de 60 espécies de afideos, de modo nédo-persistente. Os
isolados de CMV podem ser classificados em dois subgrupos, CMV | e CMV |l por métodos
bioldgicos, soroldgicos e moleculares (Palukaitis et a., 1992). De modo geral o CMV -1, mais
termotolerante, predomina em regides tropicais e subtropicais e 0 CMV-II € mais prevalente
em regides temperadas (Boari, 1998). No Brasil, ao contr&rio do que ocorre nas regides



temperadas, a incidéncia do CMV em pimentdo foi descrita ocorrendo de forma esporadica
(Nagai, 1984). Porém, mais recentemente no Estado de S&o Paulo, o CMV foi encontrado
causando grandes perdas em plantios comerciais de pimentdo cv. Magali R na regido de Lins,
SP (Dias, 2004).

Ja foram verificados também no Brasil begomovirus infectando
Capsicum spp. (Limaet al. 2001; Nozaki et al., 2005; Luna et a. 2006; Nozaki et al., 2006). O
Tomato severe rugose virus (TOSRV) e a especie tentativa Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV), relatados entdo somente em tomateiro, foram observados no Estado de Séo Paulo
(Nozaki et al., 2005; Luna et al. 2006; Nozaki et al., 2006).

As espécies Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chrlorotic
spot virus (TCSV) e Groundnut ringspot virus (GRSV) pertencentes ao género Tospovirus
podem causar perdas significativas na cultura do pimentdo e tomateiro, principalmente nos
plantios de novembro a fevereiro (Kurozawa et al., 2005). Estes virus sdo transmitidos de
modo circulativo propagativo por diferentes espécies ck tripes dos géneros Frankliniella e
Thrips (Avila 1993; Fauquet et al. 2005), sendo as espécies F. occidentalis, F. shultzei, F.
zucchini, T. tabaci e T. palmi as principais vetoras de tospovirus (Monteiro, 2001). Colariccio
et d. (2001) verificaram que em diferentes regides produtoras de olericolas do Estado de Sdo
Paulo, ocorreu a predominancia da espécie TCSV, tendo sido as espécies TSWV, GRSV
também identificadas em menor propor¢éo.

Com relacdo aos tobamovirus, trés espécies ja foram observadas
infectando pimenta e pimentdo no Brasil (Kobori et al., 2001; Cezar, 2003). O Tobacco
mosaic virus (TMV), que é a espécie tipo do género Tobamovirus (Fauquet et al. 2005) e o
Tomato mosaic virus (ToMV) podem causar enfermidades na cultura do pimentdo. Suas
ocorréncias sao de formas esporédicas, pois a grande maioria de cultivares e hibridos de
piment&o comercializados possuem genes de resisténcia a estes virus (Boukema, 1984). Outra
espécie € o Pepper mild mottle virus (PMMoV), recentemente relatado no Brasil infectando
Capsicum spp. (Kobori et a., 2001; Cezar, 2003; Eiras et a., 2004), que é considerado um dos
mai's destrutivos da cultura do piment&o, sob condic¢des de cultivo protegido na Europa, devido
a sua capacidade de infectar cultivares de pimentdo resistentes a0 TMV e ToMV (Garcia
Luque et al. 1990).



3.2. Principais car acter isticas dos tobamovir us.

O género Tobamovirus € constituido por dezessete espéecies. De acordo
com o nimero de nucleotideos presentes entre as ORFs (Open Reading Framé da proteina de
movimento e da proteina capsidial, andlise filogenética e gama de hospedeiras, 0 género pode
ser dividido nos seguintes subgrupos. subgrupo 1 que compreende os virus que infectam
solanaceas, ao qual pertencem as espécies TMV, ToMV, PMMoV, Tobacco mild green
mosaic virus (TMGMV) e o Odontoglossum ring spot virus (ORSV), o subgrupo 2
compreendido pelos virus que infectam cruciferas e o subgrupo 3 englobando os virus de
cucurbitaceas (Lartey et al., 1996).

Os virus que compdem o género Tobamovirus apresentam morfologia
alongada, cilindrica e rigida com aproximadamente 300 nm de comprimento e 18 nm de
didmetro. O &cido nucléico é constituido por uma fita simples de RNA de polaridade positiva,
com aproximadamente 6395 nucleotideos codificando quatro proteinas. 126 kDa e 183 kDa
(replicase viral), 30 kDa (proteina de movimento-MP) e a proteina capsidial (CP) de 17,5 kDa
como pode ser observado na Figura 1. Particulas virais sdo congtituidas de 5% de é&cido
nucléico e 95% de proteinas (Lewandowski, 2005)

Os tobamovirus sdo eficientemente transmitidos por contato entre
plantas e pela acdo do homem através das mdos contaminadas, ferramentas e utensilios
utilizados nos tratos culturais exigidos pela cultura, principalmente em condic¢fes de cultivo
protegido (Tanzi et a., 1986). Além de atuarem como contaminantes na parte externa das
sementes, representando a principal fonte de disseminacdo a longas disténcias (Erkan &
Delen, 1985), possuem alta estabilidade permanecendo desta forma por longos periodos em
restos de cultura no solo (Pares & Gunn, 1989; Cuadrado Gémez, 1994; Duarte, 1995; Pares et
al., 1996). No Brasil, a forte tendéncia da producdo de pimentas e pimentdes sob cultivo
protegido em estufas, principalmente os de coloracdo vermelho e amarelo, diada a esta
caracteristica de transmisséo e sobrevivéncia dos tobamovirus, faz com que o produtor fique
bastante atento para ocorréncia destes virus em suas estufas.

De acordo com van Regenmortel et a. (2000), dém das espécies
anteriormente citadas o pimentdo pode ser infectado ainda por outras espécies do género
Tobamovirus. Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV), Paprika mild mottle virus
(PaMMV) e Obuda pepper virus (ObPV).
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Os tobamovirus isolados de plantas de pimentéo infectadas tém sido
classificados em pat6tipos Py, P1, P12 € P1»3 de acordo com areacéo obtida na série alélica de
diferenciadoras de Capsicum spp possuidoras dos genes L, L?, L® e L* (Boukema, 1984;
Berzal-Herranz et a., 1995; Nuez et al., 1996; Gilardi et a., 2004). Todos os isolados de
TMV, ToMV e TMGMYV até entdo estudados séo classificados como patétipo Py, 0s quais sdo
incapazes de suplantar o gene de resisténcia L* (Ruiz del Pino et al., 2003).

cap 5 [ QRE 1 QRE 2 OR4] 3 OH
1 ORE 3

| 126 K
[ 183K )
A~ . 3
RNA subgenémico ORF 3 ORF 4— OH
RNA subgenémico cap L S RE 4— ' OH

Figura 1: Organizacdo do genoma de um tobamovirus. O RNA viral esta indicado pelas suas
extremidades 5 e 3. CP. capa protéica; MP proteina de movimento, (adaptado de
Lewandowski, 2005).

Os isolados de PaMMV e ObPV sdo classificados como pertencente
ao P, pois contornam o gene L' (Tobias et al., 1982; GarciaLuque et al., 1993). Isolados
capazes de infectar plantas de Capsicum spp. que apresentam os genes de resisténcia L° e L®

sdo classificados como P., e P53 respectivamente, e até o momento somente a espécie
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PMMoV possui esta propriedade (Tabela 1). De acordo com Gilardi et al. (2004) plantas 1

s30 resistentes a todas as espécies de tobamovirus testadas até 0 momento.

Tabela 1. Interacdo de Tobamovirus com genotipos de Capsicum spp, adaptado de Boukema
(1984).

Hospedeiro Gendtipo Patotipo

Po Py P.o P13
C. annuumcv. ‘Early Califérnia Wonder’ L"L" + + + +
C. annuumecv. ‘Tisana Lt - + + +
C. frutescens cv. ‘ Tabasco’ L2]2 - - + +
C. chinense Pl 159236 138 - - ; +
C. chacoense Pl 260429 L4L? - - - .
+ = Suscetivel

- = Resistente com reag&o de hipersensibilidade

A caracterizagao biol 6 gica deve ser utilizada para verificar areacéo de
um isolado/espécie de tobamovirus com 0s genes de resisténcia presente nos genoétipos
diferenciais de Capsicum spp., porém ndo permite identificar a espécie vira (Cezar, 2003).
Baseado no tipo de lesdo loca induzido em Nicotiana glutinosa, uma hospedeira diferencia
bastante utilizada na diagnose rapida de tobamovirus, pode se inferir se o isolado em questdo
pertence a espécie de ToMV ou PMMoV, pois as lesdes ocasionadas pelo ToMV sdo maiores
e surgem mais rapidamente (3 dias) quando comparadas com as do PMMoV (Alonso et al.,
1989). Para a correta identificacdo pode-se utilizar ferramentas sorolégicas e/ou moleculares
como a transcricdo reversa (RT) seguida da reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)
denominada RT-PCR capaz de revelar a identidade da espécie vira presente na amostra
(Duarte et al., 2001; Velasco et a., 2002; Letschert et al., 2002; Cezar, 2003 e Eiras et d.,
2004).

Para tobamovirus existem oligonucleotideos universais do género
Letschert et al. (2002), bem como espécie-especificos (Duarte et a., 2001; Alexandre et al.,
2002; Maroon & Zavriev, 2002; Moreira et a., 2003 e Hamada et a., 2003). Um



procedimento resultando da associagcdo das técnicas de transcricdo reversa (RT) seguida da
reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR) com a Imunocaptura (IC) denominada de 1C-RT-
PCR, desenvolvido por Takeuchi et al. (2005) para a discriminacdo das espécies e patotipos de
TMV, ToMV, TGMMV, PaMMV e PMMaV, utilizando-se primers especificos.

Cezar et a. Q003) verificaram que os oligonucleotideos universais
descritos por Letschert et al. (2002) podem ser utilizados eficientemente para deteccdo dos
tobamovirus, porém os especificos nem sempre sdo capazes de discriminar a espécie
envolvida, fazendo-se necessério 0 sequenciamento do fragmento viral amplificado pelos
oligonucleotideos universais. Particularmente, 0 sequenciamento de nucleotideos da porcéo da
regido codificadora para a proteina capsidial dos tobamovirus pode ser bastante informativa
uma vez gque esta diretamente ligada a resisténcia em plantas do género Capsicum spp.
(Berzal-Herranz et al., 1995; Hamada et al., 2002). Nas diversas espécies de tobamovirus, esta
regido tem atuado como elicitora de genes de resisténcia em Capsicum spp. (Gilardi et al.,
2004).

Através da andlise filogenética entre isolados de um mesmo virus pode-
se muitas vezes inferir uma possivel origem geogréfica. Kirita et a. (1997) verificaram que o
isolado PMMoV (J) japonés classificado como patétipo R-, apresentou 100% de identidade
com o isolado PMMoV (S) espanhol na regido codificadora para a capa protéica (Garcia-
Luqueet al., 1993). Ambos pertencem ao patotipo P;-; e sdo capazes de suplantar aresisténcia
do gene L2 presente em C. frutescens ‘ Tabasco’. Uma possivel explicacio para a longa jornada
do PMMoV da Espanha ter ocorrido no Japdo seria devido ao tréfego de sementes (Kirita et
a., 1997) uma vez que este virus pode ser transmitido desta maneira (van Regenmortel et al.,
2000).

GarciarLuque & a. (1993) e Tenllado et al., (1994), comparando
dados da seguéncia nuclectidica de um isolado previamente caracterizado biol6gicamente
como P; de tobamovirus e dois outros isolados caracterizados como Py, (Garcia- Luque et d.,
1990) e R.3 (Wetter e al., 1984) de PMMoV, verificaram que o isolado pertencente a0 R
tratava-se de um isolado de PaMMV e que até o momento vinha sendo denominado de
patétipo P de PMMoV.

M étodos répidos para diferenciar os isolados de tobamovirus quanto a
capacidade ou ndo de suplantar a resisténcia dos genes I? e L* por meio da RT-PCR-RFLP



13

foram desenvolvidos por Tenllado et al., (1997), Letschert et al. (2002) e Velasco et a. (2002).
Estas metodol ogias foram baseadas nas sequiéncias de nucleotideos da capa protéica

Levantamentos realizados com intuito de verificar a incidéncia de
espécies do género Tobamovirus em diferentes regides produtoras de pimentas e pimentdes
tém sido realizados em diferentes regides do mundo (Avgelis, 1987; Green & Wu, 1991;
Escudero, 1996; Hiskias et a., 1999; Buzkan et al., 2006).

3.3. Capsicum spp e aresisténcia a Tobamovirus.

Ha diferentes mecanismos de resisténcia que podem ser identificados
no processo de selecdo de plantas resistentes aos virus, podendo estes ser complexos e
envolver varios fatores. De acordo com Matthews (1991), os individuos podem ser
classificados em imunes e sujeitos a infecgéo.

Uma planta imune é aguela na qual o virus ndo se replica no
protoplasma das suas células, ou em quaisquer células da planta intacta. Pode haver
desencapsidacdo do virus, mas ndo ha replicagdo, ndo sendo, portanto a planta hospedeira do
virus. Os individuos sujeitos a infeccdo sdo agqueles considerados hospedeiros, pois o virus se
replica em seu protoplasma e nas células da planta intacta quando inoculados mecanicamente
ou transmitidos naturalmente. Esses individuos podem ser divididos em suscetiveis e
resistentes. Quando o individuo € suscetivel, aém de ocorrer replicacdo, ha o movimento
sistémico do virus pela planta. S80 considerados dois padrdes para a suscetibilidade, um é
aquele representado pelo individuo sensivel, onde a planta reage a infecgdo com um quadro
patol 6gico, podendo ser severo ou moderado. O outro padréo de suscetibilidade é a tolerancia,
na qual a planta permite a multiplicacéo do virus, porém sem a manifestacdo de sintomas do
mesmo, o efeito visivel da infeccdo na planta € muito discreto ou inexistente. Plantas
tolerantes tornam-se fonte de indculo para outras culturas e podem também contribuir para a
selecdo de estirpes mais severas do virus.

Individuos resistentes sdo aguelesque ndo apresentam um quadro de
infeccdo sistémica. Matthews (1991) os divide em resistentes de extrema hipersensibilidade e
resistentes de hipersensibilidade, de acordo com o fator que impede a disseminagéo sistémica
do virus pela planta. A resisténcia de extrema hipersensibilidade ocorre quando o virus se
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multiplica, mas fica limitado as células iniciamente infectadas. Na resisténcia por
hipersensibilidade, a infeccdo € limitada por uma reacdo das células do hospedeiro ao redor
das cédlulas inicialmente infectadas, formando geramente lesdo local necrética, sendo que a
restrita localizagdo do virus é considerada uma resposta de resisténcia ao patdgeno viral
(Fraser 1990). A resposta de hipersensibilidade (RH) € um evento atamente especifico que
depende de uma combinacdo entre um gene de resisténcia (R) na planta e um gene de
aviruléncia (avr) no patdgeno, um conceito referido por Flor (1971) como resisténcia gene-a
gene.

Doengas de origem vira sdo particularmente de dificil controle, de
modo que a obtencdo de cultivares com resisténcia torna-se uma das medidas mais indicadas
(Suzuki et a., 2003). Diversos genes de resisténcia a virus em Capsicum spp. foram relatados,
e a transferéncia desses genes a cultivares de pimentdo tem sido redizada através do
melhoramento classico (Boukema, 1984; Grube et a., 2000). Trés etapas béasicas devem ser
consideradas em qualquer programa de obtencéo e utilizagcdo de cultivares resistentes. 1)
identificagdo de fontes de resisténcia, ou sgja, identificar germoplasma que possua 0s genes de
resisténcia procurados; 2) incorporacdo desses genes em cultivares comerciais por meio de
métodos de melhoramento; 3) finalmente, apos a obtencdo de um cultivar resistente, deve-se
tracar a melhor estratégia para que a resisténcia seja durdvel a natureza dindmica das
popul agdes patogénicas (Camargo & Bergamin Filho, 1995).

De acordo com Boukema (1984) diversos tobamovirus que infectam
pimentas e pimentdes so controlados mundial mente através do uso de cultivares resistentes.

A resisténcia a tobamovirus em Capsicum spp. € mediada por uma
reacdo de hipersensibilidade, sendo manifestada através da inducéo de lesdes locais necréticas.
A resisténcia é governada pela série aldica L, L?, L3 e L* (Gilardi et al., 2004). Os genes LL
foram os primeiros genes de resisténcia em plantas identificado e com dominancia simples,
pelo cardter Mendeliano (Holmes, 1934, citado por de la Cruz et a., 1997; Berzal-Herranz et
al., 1995). De acordo com Nagai (1984) estes genes dominantes ja foram transferidos para
muitas cultivares de piment&o, como Y olo Wonder, Keystone Resistant, entre outros.

Estes genes de resisténcia foram inicialmente identificados em C.
annuum cv. Verbeterde Glas (LY LY), C. frutescens cv. Tabasco (L% L?), C. chinense PI
152225 (L3/ L3), e C. chacoense Pl 260429 e AS 185(L*/ L*). Materiais com genes dominantes
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L! e L? apresentam a mesma reacdo a0 ToMV e TMV (Nuez et a., 1996). De acordo com
estes autores, na Europa, a protecdo proporcionada por este gene foi efetiva até 1975, quando
foi verificada ocorréncia da espécie PMMoV capaz de infectar estas variedades.

Tobamovirus capazes de suplantar os genes de resisténcia LY, L% e L* j&
foram relatadas em diversas regioes do mundo (Tenllado et al., 1994; Kirita et a., 1997 e
Tsudaet al., 1998).

De acordo com Boukema (1980; 1982) citados por Nuez et d., 1996
plantas jovens que contém os genes L', L? e L® em combinacdes heterozigéticas e em
determinadas circunstancias de alta temperatura (30° C), fotoperiodo curto entre outras
condicdes de cultivo, desencadelam uma reagdo de hipersensibilidade mais lenta, permitindo o
escape do virus que pode causar infeccdo sistémica, necrose apical e conseqiiente morte da
planta. Berzal Herranz et a. (1995) também verificaram que plantas heterozigotas para este
gene, sob certas condigdes ambientais, podem apresentar sSintomas de necroses no dpice e nas
nervuras das folhas ao invés da reacéo de hipersensibilidade, comprometendo dessa forma a
efetividade do gene L3. Em plantas homozigotas L® L* este fendmeno é menos severo e o
patétipo R.,.3 de PMMoV € o Unico tobamovirus até o momento capaz de suplantar a
resisténcia. De acordo com Sawada et a. (2004) e Sawada et a. (2005), temperaturas
superiores a 30 °C também podem prejudicar a efetividade dos genes L e 2.

Tanzi et a. (1986) demonstraram que o patétipo Pi., quando
inoculado em hibridos comerciais “Novi” e “Delgado” (L* L) causaram mosqueado clorético,
necrose e queda das folhas inoculadas, seguida por uma necrose sistémica e mosaico. Este tipo
de sintomatologia foi classificado por Rast & Th (1985) como suscetibilidade parcial. Dos
dois hibridos testados o “Delgado” desenvolveu necrose sistémica em todas as plantas
testadas, enquanto que o “Novi” mostrou um prevalecente mosaico ap0s a abscisao das folhas
inoculadas. O patotipo P-2-3 produziu mosaico sistémico, porém, atenuado em ambos hibridos,
estes resultados corroboram com os obtidos por Boukema (1980), o qual demonstra que a
heranca da resisténcia governada pelo gene L é de dominancia incompleta.

Suzuki et al. (2003) verificaram que os acessos de C. baccatum M
439381, C. frutescens LS 1839-2-4 e C. annuum cv. Saporo-oonaga, foram altamente

suscetiveis ao pat6tipo Py., de PMMoV, indicando possuirem apenas os alelos L ou L2.
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O gene L?tem sido encontrado em algumas cultivares de C. frutescens
cv. Tabasco (de la Cruz et a., 1997). A resisténcia ao patétipo R., de PMMoV pode ser
observada nos diversos acessos Pl 159236, Pl 315008 e PI 315023 de C. chinense (Van der
Berkmortel, 1977 citado por Nuez et a., 1996) e C. chinense Pl 152225 (Boukema 1984) pos
apresentam o gene L3 que na maioria das vezes é efetivo para este patotipo.

Atuamente, o gene L% confere resisténcia a todos patétipos de
tobamovirus conhecidos que infectam pimentdo (Marte et al., 1992; Gilardi et a., 2004).
Visando incorporagdo deste gene em materiais comerciais, Marte et a. (1992) avaiaram
geracOes F1 de hibridos obtidos de cruzamentos interespecificos entre C. chacoense Pl 260429
(L*L* e C. annuum L (L*L*) ou C. chacoense Pl 260429 e C. chinense (L* L% quanto a
resisténcia ao patétipo P,z e a presenca do alelo 1 nestes genétipos. Plantas suscetiveis
(segregantes) ao pat6tipo P53 foram detectadas a partir das progénies L*L* x L* L* (17 de 38
plantas testadas) e L* L® x L' L* (duas de cinco plantas testadas). Entretanto, observaram que
duas plantas derivadas de L* L* x L® L® apresentaram resisténcia por hipersensibilidade
exibindo lesdes locais necréticas nas folhas inoculadas. Geragdes F1 de hibridos Novares,
Rapires, B-420 e C1-39 foram obtidos de cruzamentos interespecificos entre C. annuumL (L*
L*) e C. chinense (L3 L®) por Moér & Zatyko (1995). Geracéo F1 do hibrido H6-19 contendo o
gene L* de resisténcia a todos os patétipos de tobamovirus foi também obtido por estes
autores.

Deste modo o presente trabalho teve por objetivos realizar o estudo da
ocorréncia e variabilidade genética de tobamovirus infectando Capsicum spp. no Estado de
S0 Paulo e triagem para a resisténcia. Para atingir estes objetivos a tese foi dividida em dois
capitulos, sendo o primeiro capitulo intitulado “Tobamovirus infectando Capsicum spp:
ocorréncia e analise da variabilidade genética’, redigido conforme as normas da revista
Summa Phytopathologica; o segundo capitulo intitulado “Avaiacdo da resisténcia a
Tobamovirus em Capsicum spp” redigido conforme as normas da revista Horticultura

Brasilaira
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RESUMO

Cezar, M.A.; Krause-Sakate, R.; Kobori, R.F.; Pavan, M.A. Tobamovirus infectando
Capsicum spp: ocorréncia e analise da variabilidade genética. Summa Phytopathologica,
2006.

Isolados provenientes de producdes comerciais de pimentdo e pimenta das regioes
produtoras de Joandpolis, Sorocaba, Lins, Salto, Cafelandia, Oleo, Santa Cruz do Rio Pardo,
Itapetininga, Angatuba, Campinas, Paranapanema, Pirgu e Ubirgjara no Estado de S&o Paulo,
foram obtidos durante os anos de 2000 a 2005 e analisados quanto a espécie de tobamovirus
presente e a classificagdo nos patétipos Py, P1, P2 e P23 de acordo com a reacdo obtida na
série diferenciadora de Capsicum spp. contendo os genes LY, L*, L?, L e L*. Foram observadas
as espécies Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), pertencentes aos
patétipos Py e Pepper mild mottle virus (PMMoV) pertencente ao patotipo Pi-o,
respectivamente. A maioria dos isolados de tobamovirus ram encontrados sob cultivo de

estufa e com predominanciado ToMV.
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A identidade das espécies foi confirmada por RT-PCR, utilizando-se
oligonucleotideos universais para 0 género Tobamovirus e especificos para cada uma das
espécies. O sequenciamento do fragmento amplificado correspondente a parte da porcéo
codificadora para a capa protéica dos isolados caracterizados como patétipo R de ToMV
revelou identidade de aminoécidos entre 90% a 100% quando comparados com outras
sequéncias de ToMV. A identidade de trés isolados de ToMV, ndo detectados pelos
oligonucleotideos especificos para ToMV, foi confirmada apos sequenciamento. Os isolados
caracterizados como pat6tipo Pr-, de PMMoV apresentaram identidade de aminoacidos entre
96% a 100% quando comparados com outras sequéncias de PMMoV. Nas principais regides
produtoras de Capsicum spp. do Estado de S&o Paulo ainda ndo ocorre 0 patétipo P.»3 de
PMMoV, bem como aincidéncia de tobamovirus em pimentdo e pimenta é baixa. N&o houve
correlagdo de uma possivel origem geogréfica dos isolados de ToMV analisados, enquanto
que paraos de PMMoV houve separacdo dos isolados em dois ramos filogenéticos. o primeiro
compreendendo isolados provenientes do Japdo, Alemanha e Taiwan, e 0 segundo da Itdia,

Chinae Coréia

Palavras-chave adicionais. pimentdo, pimenta, PMMoV, ToMV e TMV

ABSTRACT

Cezar, M.A.; Krause-Sakate, R.; Kobori, R.F.; Pavan, M.A. Tobamovirus infecting
Capsicum spp: occurrence and genetic variability. Summa Phytopathologica, 2006.

Isolates from commercial hot and sweet peppers fields surrounding the cities of
Joandpolis, Sorocaba, Lins, Salto, Cafelandia, Oleo, Santa Cruz do Rio Pardo, Itapetininga,
Angatuba, Campinas, Paranapanema, Pirgju and Ubirgarain Sao Paulo State were collected
during the years 2000 to 2005 and analyzed for the presence of tobamovirus species and
characterized as B, P, P12 and Pi.23 pathotypes based on the symptoms observed on the
differential genotypes of Capsicum spp. with the LY, L*, L?, L® and L* genes. The occurrence
of Tobacco mosaic virus (TMV) and Tomato mosaic virus (ToMV) belonging to the P,
pathotype and Pepper mild mottle virus (PMMoV) belonging to the R-», respectively was



observed. The most part of tobamovirus isolates were found in indoor conditions and with
predominance of the TOMV specie.

The identification of the tobamovirus species was confirmed by RT-PCR using
degenerated primers for the Tobamovirus genus and specific primers for TMV, ToMV and
PMMoV. The andysis of the sequence of part of coat protein gene of the isolates
characterizated as Ry of ToMV showed amino acids identity ranging between 90 to 100%
when compared with others ToMV sequences. The identity of three TOMV isolates that could
not be detected by the ToMV specific primers was confirmed only after the sequence analysis.
The isolates characterized as P,., PMMoV showed amino acids identity ranging about 96 to
100% when compared with others PMMoV sequences. The pathotype P;.23 PMMoV till does
not occurs in the main producing areas of S Paulo State, as well as the tobamovirus
incidence in sweet and hot pepper is low. There is no possible geographic correlation origin
for the ToMV Brazilian isolates, whereas the PMMoV isolates could be separated in two
phylogenetics branches, one including isolates from Japan, Germany and Taiwan and the

second including isolates from Italy, China and Korea.

Additional keywords. sweet pepper, hot pepper, PMMoV, ToMV and TMV

INTRODUCAO

Os pimentdes e pimentas estdo entre as hortalicas mais populares no mundo. No
Brasil a producéo anual € de cerca de 350.000 toneladas, em uma area aproximadamento de
13.000 ha (14). Dentre os virus que infectam o género Capsicum, destacam-se os tobamovirus,
pois, sdo eficientemente transmitidos por cortato entre plantas e pelo homem, ferramentas e
utensilios utilizados nos tratos culturais exigidos pela cultura, principalmente em condicoes de
cultivo protegido (17). Além de atuarem na forma de contaminantes na parte externa das
sementes, representando a principal fonte de disseminagdo a longas distancias (8), possuem alta
estabilidade permanecendo por longos periodos em restos de cultura no solo (15). Este género
de planta pode ser infectado por cinco espécies de tobamovirus: Tobacco mosaic virus (TMV),
Tomato mosaic virus (ToMV), Pepper mild mottle virus (PMMoV), Paprika mild mottle virus
(PaMMV), Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV) e Obuda pepper virus (ObPV) (19).
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No Brasil foram observadas em pimenta e pimentdo somente o TMV, ToMV e o PMMoV (6,
11).

A resisténcia a estes virus é conferida por quatro genes alélicos, L, L?, L3 e L*
encontrados em plantas de Capsicum spp. (3,4) e segundo a reacdo obtida nestas plantas, os
isolados de tobamovirus podem ser classificados em quatro patétipos B, P, P12 e Pi23 (16).
Todosisolados de TMV e TOMV até entdo estudados enquadram se como pat6tipo Po, enquanto
gue os de PMMoV como Py, P12 e P123. No Brasil jafoi observada a ocorréncia do patotipo P
de PMMoV (6, 7, 11). O patétipo P, 23 de PMMoV ja foi relatado nos seguintes paises. Itdia
(21), Espanha (9,20), e Japdo (18) e vem sendo considerado um sério entrave a produgdo de
pimentas e pimentdes.

No Brasil ndo existem informacBes sobre qual das espécies de tobamovirus
predominam sob cultivo de ampo €/ou estufa, tdo pouco se sabe sobre a variabilidade genética
destes isolados infectando Capsicum spp. Sequenciamento parcial da capa protéica foi efetuado
para um isolado de PMMoV proveniente de pimenta Capsicum baccatum) ‘Dedo de Moca,
tendo sido verificada maior identidade com um isolado japonés (7).

Visando ampliar o conhecimento da ocorréncia das espécies de tobamovirus em
diferentes regides produtoras do Estado de S&o Paulo, hoje considerado maior produtor de
pimentdo do Brasil, bem como dos patétipos destes virus, foram realizadas andlises biolégicas e
moleculares, que permitiram também avaiar a variabilidade genética de alguns dos isolados

encontrados em campo.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostr as e difer enciacéo em patoétipos.

Amostras de pimentdo apresentando sintomas de mosaico foram coletadas nas
regifes de Joanopolis, Sorocaba, Lins, Salto, Cafelandia, Oleo, Santa Cruz do Rio Pardo,
Itapetininga, Angatuba, Campinas, Paranapanema, Piraju e Ubirgjara (Tabela 1) entre os anos de
2000 a 2005 e armazenadas em sacos plasticos. Trazidas ao laboratério, estas foram inoculadas
via extrato vegetal em folhas de plantas de Nicotiana glutinosa no estédio do quarto par de

folhas verdadeiras, na propor¢do de 1g de tecido fresco para 10 ml de tampédo fosfato de



potassio 0,01 M pH 7,0 contendo 0,01 M de sulfito de sodio, utilizando-se carborundum 600
mesh como abrasivo. Apds 0 aparecimento das lesdes locais, trés lesbes por planta, foram
destacadas das folhas com o auxilio de uma lamina de barbear, previamente flambada, e
trituradas individualmente em amofariz contendo 1 ml desse tamp&o, e posteriormente
friccionadas sobre folhas previamente polvilhadas com carborundum de Nicotiana clevelandii,
hospedeira utilizada na multiplicacgo de tobamovirus.

Visando a classificacdo biolégica em patétipos, amostras de plantas de N.
clevelandii utilizadas na manutencdo dos isolados foram posteriormente inoculadas
individual mente na série diferenciadora de Capsicumspp. portadora de genes de resisténcia para
tobamovirus (3) constituida de plantas de Capsicum annuum “Early CaliférniaWonder™ (L™ L"),
Capsicum annum “Tisana® (L' L'), Capsicum frutescens (L> L?), Capsicum chinense Pl
159236 (L3 L®) e Capsicum chacoense Pl 260429" (L* L*) e mantidas em casa de vegetacio

para a observagéo dos sintomas.

Detecgao e anélise molecular

Apbs a purificacdo biologica através do isolamento monolesional, o RNA total de
plantas de N. clevelandii com sintomas de mosaico sistémico foi extraido pelo método de
Bertheau et al., (1). Amostras de RNAs totais de plantas de N. clevelandii sadias também foram
extraidas e utilizadas como controle negativo. A RT-PCR foi redlizada a partir de 2,5 ul de
RNA total extraido, utilizando oligonucleotideos universais para tobamovirus Tob Uni 1 e Tob
Uni 2 e especificos parao ToMV, TMV e PMMoV (13) conforme descrito em Cezar et d., (5).

Os produtos amplificados via RT-PCR foram purificados (PROMEGA Wizard SV
Gel and PCR Cleantup System) e submetidos diretamente ao sequenciamento. As sequéncias
foram comparadas com demais disponiveis no GenBank utilizando-se o0 programa BLASTnN

(http://www.nchi.nlm.nih.gov). O alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos

foi obtido utilizando-se o programa Clustal X 1.8 (10) e a andlise filogenética com o programa
Mega 3.1 (12).

RESULTADOSE DISCUSSAO



No periodo de 2000 a 2005 pbde-se observar uma baixa ocorréncia de
tobamovirus em pimentdo e pimentas. Durante este levantamento foram analisadas 235
amostras provenientes das regides citadas anteriormente, sendo que foram encontrados somente
nove isolados de PMMoV e treze de ToMV, ocasionando lesdes locais tipicas em N. glutinosa
como observado na Figura 1 Foram observados diferentes tipos de lesdes na mesma planta
guando inoculada, demonstrando a presenca de infecgbes mistas. Nos anos de 2003 e 2005 ndo

foram observadas plantas infectadas por nenhum tobamovirus.

Inserir figural

Conforme mostra a Figura 1, & lesdes locais de PMMoV s&o menores e mais
claras, aparecendo aos cinco dias apos inoculacdo, diferentemente das causadas pelo ToMV que
S80 maiores e mais escuras visiveis aos 3 dias, permitindo em N. glutinosa uma separacéo
prévia dos isolados em ToMV e PMMoV (6, 22). Todos os isolados de PMMoV quando
inoculados nos gendtipos diferenciais induziram somente sintomas sistémicos de mosaico em C.
annuum “Early Califérnia Wonder™ (L* L"), C. annuum “Tisana® (L LY), C. frutescens cv.
Tabasco (L? L?), sendo, portanto classificados como patétipos P 1,. Resposta de
hipersensibilidade através de lesdes locais e queda do cotilédone foram observadas em C.
chinense Pl 159236" (L3 L®) e C. chacoense ‘Pl 260429 (L* L#), conforme Boukema (3).

Inserir Tabela 1

De acordo coma Tabela 1 a caracterizagdo biol6gica preliminar dos isolados aqui
permitiu concluir que nas principais regides produtoras do Estado de Sdo Paulo além do
patétipo B de ToMV ocorre o patétipo P> de PMMoV. O isolado PMMoV-BR08 (Lins) foi
proveniente do hibrido Magdi R, enquanto que os isolados PMMoV-BR12, PMMoV-BR14 e
PMMoV-BR15 foram coletados de pimentdo amarelo cultivado em estufa na regido de Salto —
SP. Os isolados PMMoV-BR16 e PMMoV-BR17 foram coletados em campo aberto de
pimentdo “Atlantis’, na regido de Itapetininga. No Brasil a grande maioria dos cultivares e

hibridos de Capsicum spp. apresentam resisténcia somente ao TMV/ToMV, por meio da
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introgressdo do gene L*, enquanto que a resisténcia ao PMMoV é conferida pelos genes L, L e
L* (2,3). Alguns hibridos produzidos no exterior e que estdo sendo comercializados no Brasl
possuem resisténcia a0 PMMoV (gene L* ou L*), mas s# minoria no mercado nacional. Desta
forma, acreditase que mesmo com a suscetibilidade existente na maioria dos hibridos e
cultivares comercializados hoje no mercado, a ocorréncia de PMMoV no campo é baixa
possivelmente devido as boas praticas culturais atualmente adotadas na cultura como o uso de
sementes de boa qualidade e menor manuseio da cultura em campo, quando comparada com

cultivo protegido em estufa.

A identidade de aminoé&cidos entre os isolados de PMMoV analisados variou
entre 96 a 100%, paraa porc¢do da proteina codificadora da capa protéica. Pode-se verificar um
nitido agrupamento dos isolados de PMMoV, segundo a capacidade de suplantar genes de
resisténcia, também observado por Eiras et a. (7). Todos os isolados analisados foram
agrupados com isolados de PMMoV patdtipo P; », enquanto que os P; 2,3 S80 representados pelos
isolados PMMoV-la, PMMoV-Itaian e PMMoV-P91 e ocorrem atualmente em paises da
Europa e no Japdo (9, 18, 20).

Inserir Tabela 2

Entre os isolados de PMMoV classificados como patétipo Bi-,, verificase uma
separagdo dos isolados quanto a uma possivel origem comum (Tabela 2). No grupo 1
encontramse a maioria dos isolados coletados, verificando-se maiores identidades destes
isolados brasileiros com os provenientes do Japdo (PMMoV-J), PMMoV-DSMZ PV-16
(Alemanha), PMMoV-Taiwan. No grupo 2 encontrase o isolado PMMoV-BR8 apresentando
maiores identidades com isolados provenientes da Itdia (PMMoV-1.2), China (PMMoV-
China), Coréia (PMMoV-P) e Coréia do Sul (PMMoV-P0) conforme mostra a Figura 2A. Este
fato sugere que possivelmente, isolados de PMMoV foram introduzidos no Brasil por meio de

sementescontaminadas provenientes de diferentes regides geogréficas.

A ndo ocorréncia do patétipo R 23 de PMMoV nas condigBes do Estado de Sdo
Paulo pode ser explicada pela baixa pressdo de selecdo, uma vez que a maioria das cultivares e

hibridos comerciais de pimentso possuem somente o gene L. Porém este mesmo fato ndo
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explica a presenca do patétipo P2, uma vez que ndo existem cultivares comerciais com o gene
L2, Este trabalho indica que possivelmente este patétipo foi introduzido no Brasil por intermédio

de sementes contaminadas e de diferentes regides geogréficas.

Inserir Figura 2

Os isolados de ToMV induziram sintomas sistémicos somente em C. annuum
‘Early Califérnia Wonder™ (L* L"), tendo sido verificada reagbes de hipersensibilidade e
auséncia de sintomas sistémicos, nos demais gendtipos, caracterizando-os em patétipo Py. De
acordo com a Tabela 3 a identidade de aminoécidos entre os isolados brasileiros com os demais
variou de 91 a 100%, tendo sido inferiores a 86% quando comparadas com o TMV e 79%
quando comparado com 0 PMMoV. Na andlise filogenética (Figura 2 B), dois grupos foram
formados, sendo 0 G2 constituido por isolados de TOMV provenientes de pimenta, porém mais
proximos ao isolado brasileiro ToMV-Brasil To (tomate) e 0G1 englobando a maioria dos

isolados coletados, provenientes de diferentes regides geogréficas.

Inserir Tabela 3

Os isolados ToMV-BR02 e ToMV-BR04 (Sorocaba) ambos coletados de
pimenta, ndo foram amplificados com os oligonucl eotideos especificos descritos por Letschert
et a. (13) tendo suas identidades confirmadas somente ap0s 0 sequenciamento da porgéo da
regido codificadora para a capa protéica. Nao ha correlacdo com o hospedeiro da qual os
isolados foram coletados, uma vez que o isolado ToMV-BR 11, também proveniente de
pimenta, foi eficientemente amplificado pelos oligonucleotideos especificos para ToOMV. Este
fato demonstra a fragilidade de aguns oligonucleotideos fornecerem resultados falso
negativos quanto a identificacdo da espécie viral, embora esses oligonucleotideos sgjam
indicados para este fim (13).
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Tabela 1: Relacdo deisolados de PMMoV e de ToMV coletados em Capsicum spp. de diferentes regides produtoras do Estado de S&o Paulo.

ANO LOCAL SISTEMA DE AMOSTRAS PMMovV  ToMV TMV PMM oV ToMV
COLETA CULTIVO COLETADAS P12 Po Po SEQUENCIADOS  SEQUENCIADOS
2000 Joandpolis Estufa 03 - 01 - - ToMV BR18

ToMV BRO6
2000 Lins Campo 03 01 02 - PMMoV BR08 ToMV BRO7
ToMV BRO02
2000 Sorocaba 05 03 02 - - ToMV BR0O4
2000 Salto 01 - 01 01 - -
2001 Lins 01 - 01 - - ToMV BR10
2001 Sato Estufa 02 01 01 - PMMoV BR14 ToMV BR11
PMMoV BR12
2002 Salto Estufa 04 02 02 - PMMoV BR15 ToMV BR13
2003 Cafelandia Campo 21 - - - - -
2003 Lins Campo 09 - - - - -
2003 Oleo Estufa 22 - - - - .
2003 Santa C R Pardo Estufa 05 - - - - -
2004 Salto Estufa 21 - 03 - - -
Campo PMMoV BR16
2004 Itapetininga Estufa 25 02 - - PMMoV BR17 -
2004 Angatuba 29 - - - - -
2004 Campinas 25 - - - - -
2005 Paranapanema Estufa 20 - - - - -
2005 Pirgu Estufa 14 - - - - -
2005 Ubirgjara 25 - - - - -
TOTAL 235 09 13 01 06 08
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Tabela 2. Porcentagem de identidade de seqliéncias de parte da porcéo codificadora para a proteina capsidial: nucleotideos (em branco) e
aminoécidos (em cinza) entre os isolados brasileirosPMMoV -BR08 (AM411433), PMMoV -BR12 (AM 411434), PMMoV-BR14 (AM411435),
PMMoV-BR15 (AM411436), PMMoV-BR16 (AM411437), PMMoV-BR17 (AM411438) e PMMoV-China (AY632863); PMMoV-J
(AB000709); PMMoV -P (AB084456); PMMoV-PO (AF103776); PMMoV-BR (AF525080) (7); PMMoV -la (AJ308228) (20); PMMoV -DSMZ
PV -16 (AJ429087) (13); PMMoV -Tai (M87827); PMMoV-Itaian (X72587); PMMoV-1.2 (AJ429088) (13); PMMoV-P91 (AJ429089) (13) e os
isolados ToMV-L11A Fukushima (AB0831961); TMV -INDto (AF1265051) e PAMMYV -Japanese (NC-004106).

ISOLADO PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV PMMoV  ToMV T™MV  PaMMV

BR0O8 BR12 BR14 BR15 BR16 BR17 CHINA J P PO BR la DSMZ TAI Itdian 12 POl L11A INDto  Japanese
PV-16 Fukushima
PMMoV BR08
9% 9% 98 97 97 100 98 9 98 98 A 97 97 e78 99 94 68 65 65
PMMoV BR12
100 9 9 98 9% 9% 9 9% 97 99 A 98 9 7 98 94 67 64 65
PMMoV BR14
99 9 N 98 B 8 N9 97 % 99 A 98 N A 97 94 67 64 65
PMMoV BR15
99 9 9% 98 98 9% 9 97 % 99 A 98 9 7 97 94 66 64 65
PMMoV BR16
100 100 9 9 100 97 98 97 9% 98 A 97 98 A 97 94 66 65 65
PMMoV BR17
100 100 9 9 100 - 97 98 97 9% 98 A 97 9% e73 97 94 66 65 65
PMMoV
CHINA 100 100 9 9 100 100 98 9 9% 98 A 97 97 7 99 94 68 65 65
PMMoV J 100 100 P9 9 100 100 100 - B8 % 100 A 99 N A 97 94 67 64 65
PMMoV P 100 100 9 9 100 100 100 100 9% 98 A 97 97 7 99 94 68 65 65
PMMoV PO 96 % 9% 9% 96 9% 9% 9% 9% - 96 92 95 % 92 98 92 63 64 65
PMMoV BR 100 100 9 9 100 100 100 100 100 9% A 99 9 e73 97 94 67 64 65
PMMoV la 96 % 9% 9% 96 9% 9% 9% 9% %3 96 - 93 A 98 94 98 64 62 95
PMMoV
DSMZPV-16 97 97 9% 9% 97 97 97 97 97 9 97 A 9% 93 97 93 67 64 65
PMMoV
TAI 100 100 9 9 100 100 100 100 100 9% 100 % 97 e7s 97 94 67 64 65
PMMoV
Italian 98 98 9% 97 98 98 9% 98 9% e73 98 98 95 98 94 100 64 62 65
PMMoV1.2 99 9 9% 9% 99 9 9 9 9 9% 99 % 96 9 97 - 94 68 65 65
PMMoV P91~ 98 98 9% 97 98 9% 9% 98 9% %3 98 98 95 98 100 97 - 64 62 65
TOMVL11A
Fukushima 73 73 74 73 73 73 73 73 73 71 73 73 71 73 74 73 74 - 72 64
™V
INDto 67 67 67 66 67 67 67 67 67 66 67 67 66 67 68 67 68 78 - 60
PaMMV
Japanese 70 70 70 70 70 70 70 70 70 70 70 7 68 70 70 70 70 62 57
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Tabela 3. Porcentagem de identidade de seqiiéncias b parte da porcdo codificadora para a proteina capsidial: nucleotideos (em branco) e
aminoécidos (em cinza) entre isolados ToOMV-BR02 (AM411425), ToMV-BR04 (AM411426), ToMV-BR06 (AM411427), ToMV-BRO7
(AM411428), ToMV-BR10 (AM411429), ToMV-BR11 (AM411430), ToMV-BR13 (AM411431) e ToMV-BR18(AM411432) e ToMV -DSMZ
PV-0135 (AJ429084) (13); ToMV-TAI (AJ383730); ToMV-L11A Fukushima (AB0831961); ToMV-Queendand (AF332868); ToMV -Brasilto
(AF411922); ToMV-Brasilim (AY063743); ToMV-CHIcam (AJ417701); ToMV CHIto (DQ661035) e os isolados TMV -Brasilpet (AY 029262);
TMV-INDto (AF1265051) e PMMoV-S (M81413) foram utilizados como grupo externo para as analises.

ISOLADO ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV ToMV T™MV T™MV  PMMV-S
BR02 BRO4 BRO06 BRO7 BR10 BR11 BR13 BR18 DSMZz TAI L11A Queensland Brasilto Brasillm CHlcam  CHIto Brasilpet INDto
PV -0135 Fukushima

ToMV

BRO2 - 86 86 86 86 98 A 86 87 86 86 86 98 86 86 86 77 75 68
ToMV

BR0O4 92 - 99 98 100 86 92 98 97 98 P9 P9 86 99 98 98 74 72 69
ToMV

BRO06 92 100 - 98 99 86 92 98 97 98 98 9 86 98 98 98 74 72 69
ToMV

BRO7 90 98 98 98 86 92 98 9% 98 9 9 86 99 98 98 74 72 69
ToMV

BR10 92 100 100 98 - 86 92 98 97 98 P9 9 86 99 98 98 74 72 69
ToMV

BR11 99 93 93 91 93 - 93 86 87 86 86 86 99 86 86 86 77 76 68
ToMV

BR13 95 94 % 94 94 95 - 91 20 92 92 92 93 92 91 91 76 74 68
ToMV

BR18 91 99 99 99 99 92 94 - 96 98 98 98 86 98 98 98 75 72 69
ToMV

DSMZ 90 98 98 96 98 91 92 97 - % 97 97 87 97 96 97 73 72 70
Pv-0135

ToMV

TAI 91 99 9 99 99 92 (7 100 97 - 9 9 86 99 98 98 75 72 69
ToMV

L11A 91 99 9 99 99 92 A 100 97 100 - 9 86 99 98 98 74 72 69
Fukushima

ToMV
Queensland 91 99 9 99 99 92 A 100 97 100 100 - 86 99 98 9 74 72 69
ToMV

Brasilto 97 93 93 91 93 98 95 92 91 92 92 92 - 86 85 86 78 76 69
ToMV

Brasillm 91 99 9 99 99 92 A 100 97 100 100 100 92 - 98 98 74 72 69
ToMV

CHIcam 90 98 9% 97 98 91 93 98 9% 98 9% 9% 91 98 98 74 72 69
ToMV

CHlto 91 99 9 99 99 92 A 100 97 100 100 100 92 100 98 - 74 72 70
T™MV

Brasilpet 84 84 84 84 84 85 81 85 83 85 85 85 86 85 85 85 91 67
T™MV

INDto 78 78 78 78 78 79 78 79 7 79 79 79 80 79 79 79 92 - 65
PMMV-S 74 77 77 77 77 75 75 78 77 78 78 78 76 78 78 78 77 72




Figura 1. Sintomas de lesdes locais em plantas de N. glutinosa inoculadas com: A: PMMoV
(lesdes menores) eB: ToMV (lesbes maiores).
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RESUMO
Cezar, M.A.; Krause-Sakate, R.; Pavan, M.A.; Costa, C. P. Avaliagdo da resisténcia a

tobamovirus em acessos deCapsicum spp. Horticultura Brasileira, 2006.

A resisténcia em Capsicum spp a tobamovirus é governada pela série alélica L*- L*.
Baseado na capacidade de alguns isolados suplantarem a resisténcia destes genes, 0s
tobamovirus podem ser classificados nos patétipos B, Pi, P2 € P1.23. No Brasil, até o
momento as trés espécies de tobamovirus sdo conhecidas: Tobacco mosaic virus (TMV),
Tomato mosaic virus (ToMV), pertencentes aos patétipos Py e Pepper mild mottle virus
(PMMoV) pertencente ao patétipo Pi.p, respectivamente e podem infectar pimentas e
pimentdes. Oitenta e seis acessos de pimentéo e pimenta foram avaliados quanto a resisténcia
a tobamovirus, sendo 62 de Capsicum annuum, 18 de C. baccatum e seis de C. chinense
Plantas da cv. Magda foram utilizadas como control e suscetivel. Dezoito dos 62 acessos de C.
annuum, 15 dos 18 de C. baccatum e os acessos | CA #39, Pimenta de cheiro e Pl 152225 de
C. chinense apresentaram reacdo de hipersensibilidade ao ToMV, enquanto que 0 acesso



Ancho de C. annuum foi considerado tolerante, permancendo assintomético, porém
permitindo a recuperacdo do virus quando inoculado em Nicotiana glutinosa.

Parao PMMoV pat6tipo Py, foram avaliados os 36 acessos de piment&o e pimenta
considerados resistentes a0 ToMV, sendo destes 18 de Capsicum annuum, 15 de C. baccatum
e trés de C. chinense Dos 36 acessos avaliados somente Pl 152225 de C. chinense
desencadeou reacdo de hipersensibilidade ao PMMoV, sendo fonte potencial de resisténcia

para programas de melhoramento a este virus.

Palavras-chave: Pimentdo, Pimenta, TMV, ToMV, PMMoV

Evaluation of theCapsicum spp. genotypes resistance to tobamovirus.

ABSTRAT

Cezar, M.A.; Krause-Sakate, R.; Pavan, M.A.; Costa, C. P. Evaluation of the Capsicum spp.

genotypesresistance to tobamovirus. Horticultura Brasileira, 2006.

The resistance in Capsicum spp to tobamoviruses is confered by the alelic series
L1 L% Based on the ability of some isolates to overcome the resistance genes, the
tobamovirus can be classificated in the pathotypes B, R, Pi.2 and R.»3. In Brazil, at this
moment, three species of tobamovirus: Tobacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus
(ToMV), belonging to pathotype Ry and Pepper mild mottle virus (PMMoV) belonging to
pathotype Pi.» respectively, can infect hot and sweet peppers. Eighty six genotypes of sweet
and hot pepper (62 genotypes of C. annuum, 18 of C. baccatum and six of C. chinense) were
evaluated for the resistance to tobamovirus. Eigtheen genotypes of C. annuum, fifteen of C.
baccatum and the three genotypes ICA #39, Pimenta de cheiro e Pl 152225 of C. chinense
reacted with hipersensibility to ToMV, while the genotype Ancho of C. annuum was
considered tolerant to ToMV, remaining symptomless but allowing the multiplication of the

virus. Thirty-six genotypes of sweet and hot peppers (18 of Capsicum annuum, 15 of C.
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baccatum and three of C. chinense) considered resistant to ToMV, were evaluated for the
reaction to P>, PMMoV. From 36 genotypes only the Pl 152225 of C. chinense reacted with
hipersensibility to PMMoV, indicating that it could be used as a potentia source resistance of
breeding programs.

Keywords. Sweet pepper, hot pepper, ToMV, TMV and PMMoV
Recebido para publicacgo em:

INTRODUCAO

As pimentas e pimentdes, pertencentes ao género Capsicum spp., SGo amplamente
cultivadas em todo mundo (Nuez et al. 1996). Ocupam uma posi¢ao importante N0 consumo
brasileiro de hortalicas destacando-se entre as dez de maior consumo, tanto em valor, quanto
em volume comerciaizado (Echer, 2001). A produtividade média da pimenta pode variar de
acordo com a variedade. Pimentas do tipo ‘Dedo-de-moga e ‘Tabasco' apresentam uma
produtividade de 10 t/ha, no caso das pimentas do tipo ‘Malagueta, estas podem atingir uma
produtividade de 4 ton/ha, e as do tipo ‘Jalapefio’ podendo atingir 30 t/ha (Vilela, 2007).
Enquanto que a cultura do piment&o atinge uma produtividade média ao redor de 27 toneladas
por ha. (Pierro, 2005).

Uma das limitagBes para estas culturas sdo as doencas de origem viral. Véarias
espécies do género Tobamovirus podem infectar Capsicum spp., tais como 0: Tobacco mosaic
virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV) e o Pepper mild mottle virus (PMMoV) sendo
este Ultimo inicidlmente relatado no Brasil infectando plantas de pimenta e pimentdo em
cultivos protegidos desde 2001 (Kobori et al., 2001; Cezar, 2003; Eiras et al. 2004).

Os tobamovirus sdo eficientemente transmitidos por contato entre plantas, pela
acao do homem, ferramentas e utensilios utilizados nos tratos culturais exigidos pela cultura,
principamente em condi¢des de cultivo protegido (Tanzi et al., 1986). Além disto sdo
transmitidos na forma de contaminantes na parte externa das sementes, e estas sdo
consideradas a principal fonte de disseminagéo a longas distancias (Erkan & Delen, 1985).

Estes virus possuem alta estabilidade, permanecendo viaveis por longos periodos em restos



culturais no solo (Pares & Gunn, 1989; Cuadrado Gomez, 1994; Duarte, 1995; Pares et al.,
1996).

A resisténcia a tobamovirus em Capsicum spp. € controlada por uma reacéo de
hipersensibilidade (Gilardi et al., 2004). Quanto a reacéo obtida na série de diferenciadoras de
Capsicum spp. contendo os genes LY, L, L2 e L® (Boukema, 1984; Berzal-Herranz et al., 1995;
Nuez et al., 1996; Gilardi et al., 2004) as espécies de tobamovirus podemser classificadas nos
patétipos R, Pi, R, e P23, respectivamente. Todos isolados de TMV e ToMV até entdo
estudados enquadramse como pat6tipo Py e sdo incapazes de suplantar a resisténcia em plantas
de Capsicum que contém o gene L (Ruiz del Pino et al., 2003), enquanto que, plantas com os
genes de resisténcia L® e L sdo facilmente infectadas pelos pat6tipos P, e Pi,3de PMMoV,
respectivamente (Nuez et al., 1996). No Brasil, até o momento, somente foi verificado o
patétipo P, de PMMoV (Kobori et al., 2001; Cezar , 2003; Eiras et al., 2004), porém em
paises, como Espanha (Garcia-Luque et al., 1993; Velasco et al., 2002), Itdia (Wetter et
al.,1984), e 0 Japdo (Tsudaet al., 1998) jafoi observado o patétipo Pr 23 de PMMoV e este vemn
sendo considerado um sério entrave a produc&o de pimentas e pimentdo. Somente o gene L* é
capaz de conferir resisténcia a este patotipo (Gilardi et al., 2004). A resisténcia em plantas do
género Capsicum spp. presente no locus L € do tipo resisténcia dominante (Boukema, 1980;
Berzal- Herranz et al., 1995; delaCruz et al., 1997). O gene L* tém sido utilizado como fonte de
resisténcia a tobamovirus em diversos hibridos e cultivares comercias no Brasil como Yolo
Wonder, Keystone Resistant (Nagai, 1984) e Magali R Esta resisténcia ndo € efetiva para o
patétipo P, de PMMoV (Gilardi et al., 2004), que ocorre no Brasil.

No Brasil, a introducéo dos genes L e L* nos hibridos e/ou cultivares nacionais
seria satisfatoria para o controle dos Bolados de tobamovirus locais. Porém, pensando-se na
coevolucdo patdgeno- hospedeiro, objetivouse verificar a reagdo de diversas populactes de
Capsicum spp. ao patétipo Pode TOMV e ao patétipo P11, de PMMoaoV, visando buscar possiveis
novas fontes de resisténcia para 0 melhoramento genético de Capsicum spp., uma vez que a
utilizagdo de plantas resistentes é a medida mais indicada no controle destes virus em condi¢des

de campo e estufa.

MATERIAL E METODOS



Selecdo dosisoladosde ToMV e PMM oV

Os isolados de ToMV e PMMoV, provenientes de Capsicum spp., caracterizados
como patétipos Py de ToMV e P;., de PMMoaoV obtidos por Cezar (2003) foram submetidos a um
teste de agressividade. Para sdlecdo do isolado patétipo Py de ToMV foi avaiada
sintomatologia em plantas da cultivar Magda (suscetivel), enquanto que para selecéo do isolado
patétipo R., de PMMoV foi avadiada a sintomatologia em plantas de Capsicum frutescens
‘Tabasco’ (gene L?) suscetiveis a este patétipo. Plantas de Nicotiana glutinosa foram utilizadas
como controle da inoculagdo. A avaiacdo foi realizada visualmente por um periodo de 30 dias

apos a inoculacdo, onde foram observados sintomas de mosaico has plantas inoculadas.

Avaliacao da resisténcia deCapsicum spp. ao ToMV e PMM oV

Foram avaliados 86 gendtipos de pimentdo e pimenta, sendo 62 acessos de C.
annuum, 18 de C. baccatum e seisde C. chinense (Tabela 1).

As sementes foram pré-germinadas em “Gerbox” e em seguida individuamente
transplantadas em bandgjas de isopor com 72 células, avaliando-se 6 plantas por acesso,
mantidas em estufa. A colecdo de Capsicum spp. utilizada nos testes de resisténcia, foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Cyro Paulino da Costa, do Departamento de Horticultura da
ESALQ-USP.

Na obtencdo do inéculo do patétipo Ry de ToMV, plantas de tomate suscetivel (AF-
2485) foram utilizadas. As folhas cotiledonares (aproximadamente 15 dias da germinagdo das
sementes) dos genétipos avaliados foram inoculadas, utilizando-se as folhas de tomate infectado
na proporcao 1:20 (Peso:Volume) em tampéo de fosfato de potassio 0,01 M, pH 7,0, contendo
sulfito de sodio 0,01 M e carbureto de silicio (Carborundum), como abrasivo. Em seguida, as
folhas cotiledonares foram lavadas com agua para a remocéo do excesso de inéculo e de
abrasivo e avaliadas por 30 dias. As plantas foram inoculadas trés vezes consecutivas com
intervalos de trés dias para evitar escapes. Plantas da cv. Magda foram utilizadas como controle
suscetivel. A avaliagdo foi realizada visualmente observando-se inicialmente reacdo de

hipersensibilidade, bem como presenca ou auséncia de mosaico. Apos 30 dias as plantas que



apresentaram queda de cotilédone e permaneceram assintomaticas foram inoculadas em N.

glutinosa, na tentativa para a recuperacdo do virus.

Plantas consideradas resistentes ou tolerantes ao patétipo Py de ToMV foram
posteriormente avaliadas para resisténcia ao P1., de PMMoV. Plantas de C. frutescens foram
utilizadas para a multiplicagdo do inéculo e a inoculago e avaliacdo foi realizada de forma
semelhante como para o0 ToMV. Plantas de N. glutinosa foram utilizadas na retroinoculacéo de

plantas que permaneceram assintométicas apos a inoculaco.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Dentre os isolados de ToMV e PMMoV avaiados, foram escolhidos os isolados
mediamente agressivos, ToMV-BR 02 (patétipo Pg), proveniente de pimenta da regido de
Sorocaba, e o isolado PMMoV-BR 12 (patétipo R ), proveniente de pimentdo da regido de
Salto, obtidos por Cezar (2003). (Figuras 1A e B).

A resisténcia ao patétipo Pyde ToMV foi verificada em 18 acessos de C. annuum;
15 acessos de C. baccatum e trés de C. chinense (Tabela 1), sendo que o cv. Magda que foi
utilizado como controle suscetivel produziu intenso mosaico. Nestas plantas resistentes foram
observadas lesdes locais necréticas nas folhas e cotiledonares. Apds a queda das folhas
cotiledonares, esses acessos permaneceram  assintomaticos. Quando  inoculados
individualmente em plantas de N. glutinosa (retro-inoculagdo) ndo foram observadas |esdes
locais caracteristicas do ToMV, indicando que estas plantas ndo permitiram a multiplicacéo
vira. Entretanto, um acesso de C. annuum (Ancho), proveniente do México, foi considerado
tolerante a0 ToMV, ndo tendo desenvolvido reacdo de hipersensibilidade, porém permitindo
replicacdo viral com auséncia de sintomas.

Dos trinta e seis acessos de Capsicum spp que apresentaram reacdo de
hipersensibilidade ou tolerdncia a0 ToMV, quando inoculados com o patétipo Pi., de
PMMoV, trinta e cinco mostraram-se suscetivelis a este isolado, desenvolvendo sintomas
sistémicos de mosaico também verificados no hibrido Magali R (suscetivel). Este fato

evidencia que possivelmente estes possuam o gene ! ou L? que confere resisténcia somente
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a0 patétipo P e P1. O acesso Pl 152225, porém, desencadeou reacdo de hipersensibilidade ao
PMMoV, mantendo-se a planta assintomética e com auséncia de multiplicacéo viral. Suzuki
et al. (2003) também avaliaram 0 mesmo acesso de C. chinense quanto a reacdo a um isolado
de PMMoV R, e concluiram que este possui 0 gene L. Este acesso pode ser uma fonte
potencial para programas de melhoramento, visando a resisténcia a estes virus no Brasil, pois
ainda no momento predominam os patétipos Po e P12 tanto no campo e em cultivos protegidos,
para as quais este gene € efetivo.

A colecdo de Capsicum spp testada neste trabalho é tipicamente americana. O
ToMV € um virus que ocorre no Brasil h4 muito mais tempo que o PMMoV, cuja primeira
deteccdo foi somente em 2001 (Kobori et a., 2001). Possivelmente o pegueno nimero
encontrado de materiais resistentes a0 PMMoV se deve a ndo exposicdo destes gendtipos a
este virus.

Sabe-se que a série alélica L! - L% que confere reacdo de hipersensibilidade a
tobamovirus é elicitada pela capa protéica destes virus (Gilardi et al. 2004). A troca entre os
aminoaci dos especificos Met (metionina) por Asn (asparagina) na posi¢éo 139 na sequiéncia de
aminoé&cidos da capa protéicado PMMoV é responsavel pela capacidade ou ndo de um isolado
suplantar os genes L}, L%, L® e L* (Velasco et al., 2002; Gilardi et al. 2004).

O gene L' presente em alguns hibridos comerciais, como Magdi R, confere
resisténcia as espéciesde TMV, ToMV e TMGMYV classificadas como Py, porém ndo é efetivo
para as espécies Paprika mild mottle virus (PaMMV) e Obuda pepper virus (ObPV)
classificadas como P, (Tobias et al., 1982; Garcia-Luque et al., 1993), ainda ndo relatadas
infectando Capsicum spp. no Brasil, bem como para o PMMoV. Até o momento somente o
gene L* presenteem C. chacoense Pl 260429 é efetivo contra todas as espécies e/ou patétipos
de tobamovirus até entdo relatadas em Capsicum spp. (Gilardi et al., 2004). A durabilidade de
um gene € variavel, pois este pode exercer pressdo de selecdo sobre 0 patdgeno e desencadear
0 surgimento de novas estirpes capazes de suplantalo. Os genes dominantes N e N' que
conferem hipersensibilidade a0 TMV em fumo, s8o um bom exemplo quanto a durabilidade
conferida por um gene. Enquanto que mutacGes pontuais na capa protéica do TMV
determinam a expressdo do gene N' e sua durabilidade, o gene N é totalmente durével em

condi¢cbes de campo contra estirpes do TMV, sendo somente suplantada por um outro
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tobamovirus, o Obuda pepper virus que ocorre somente ocasionalmente em casa- de-vegetacao
e ndo a campo na Hungéria (Harrison et al., 2002).

Deste modo, como a durabilidade de um gene € dificil de ser prevista, sugere-se que
no Brasil os programas de melhoramento visando resisténcia a tobamovirus levem em
consideragdo o gene L3, presente em pelo menos dois acessos americanos de C. chinense, Pl
152225 e Pl 159236, pois este ainda é efetivo para o ToMV/TMV, bem como ao PMMoV P2

até entdo observados nas principais regides produtoras do Brasil.
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Tabela 1. Acessos de Capsicum spp. utilizados nos ensaios e reacdo de plantas ao TOMV e ao

PMMoV.
Sintomas Sintomas
Acessos Espécie Origem Patétipo Ry Patétipo R
ToMV PMM oV
#124 C. annuum Filipinas M M
#132 C. annuum Filipinas M M
#138 C. annuum Filipinas LL/AF/- M
#36 C. annuum Filipinas LL/AF/- M
Pimenta ornamental C. annuum Filipinas LL/AF/- M
Agrondmico 10G C. annuum Brasil M M
Ancho C. annuum México - M
Ano Todo C. annuum Brasil M M
Pimenta orn PO01 C. annuum Brasil M M
BGH 3058 chocolate C. annuum Brasl M M
BGH 3757 C. annuum Brasl M M
BGH 3890 C. annuum Brasil M M
BGH 3878 C. annuum Brasil LL/AF M
BGH 3978 C. annuum Brasl LL/AF M
BGH 3717 C. annuum Brasl M M
BGH 3756 C. annuum Brasil M M
BGH 3757 comprido C. annuum Brasl LL/AF/- M
BGH 3758 C. annuum Brasl LL/AF/- M
BGH 3881 C. annuum Brasil M M
BGH 3883 Criolo M. C. annuum Brasil M M
BGH 3889 C. annuum Brasil M M
Catarino Cascabel C. annuum México M M
Catie 8063 C. annuum Costa Rica M M
Chili C. annuum india M M
CNPH 145 C. annuum Brasil M M
CNPH 146 C. annuum Brasil M M
CNPH 162 C. annuum Brasil M M
CNPH 185 C. annuum Brasil M M
CNPH 40 C. annuum Brasil M M
ICA#12 C. annuum Colémbia M M
ICA #132 C. annuum Coldmbia M M
Jal apefio C. annuum México M M
Jalapeno Monte Alto C. annuum Brasl M M
Jalapeno Cican°l C. annuum México M M
Kan Cluster C. annuum EUA M M
Morrones C. annuum Portugal M M
Mulato Dulce C. annuum Portugal M M
Mulato V-2 C. annuum México M M




Sintomas Sintomas
Patétipo By  Patétipo R,

Acessos Espécie Origem

C. annuum PI 187331 C. annuum EUA M M
C. annuum PI 188476 C. annuum EUA M M
Pimenta ornamentd C. annuum Brasil M M
PO1

Pimenta Roque C. annuum México M M
|ICA#63 C. annuum Colémbia M M
Dagmar C. annuum M M
Pimentdo All Big C. annuum M M
Pimentdo 808 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 220.01 C. annuum Brasil M M
Pimentéo 3781 C. annuum Brasil M M
Piment&o 37.04 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 813 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 188 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 193 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 597 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 932 C. annuum Brasil M M
Pimentdo 33 A C. annuum Brasil M M
Pimentdo 34 A C. annuum Brasil M M
Pimentdo 97 A C. annuum Brasil M M
Pimentdo 99 A C. annuum Brasil M M
Pimentdo RubiaR C. annuum Brasil M M
Pimentdo Magali C. annuum Brasl M M
Pimentdo Magai R C. annuum Brasl M M
Pimentdo Magda C. annuum Brasl M M
AJl #284 C. baccatum Balivia M M
AJl #286 C. baccatum Balivia M M
AJl #289 Amarilo C. baccatum Balivia M M
AJ limo C. baccatum Peru M M
Arivivi #212 C. baccatum Balivia M M
BGH 2994 C. baccatum  VigosaBR M M
BGH 5025 C. baccatum VigosaBR M M
Guarnica#243 C. baccatum Bolivia M M
Habanera BG 592 C. baccatum México M M
Pimenta Mogi Guagu  C. baccatum Brasl M M
Pimenta BodeBaldo C. baccatum Brasil M M
verm.

Pimenta branca Piranga C. baccatum Brasl M M




Acessos Espécie Origem Sintomas Sintomas
Patétipo By Patotipo P2
Pimenta C. baccatum Brasil LL/AF/- M
Caraguatatuba
Pimenta Coracéo C. baccatum Cuiabda MT LL/AF/- M
Y erba Maa#251 C. baccatum Bolivia LL/AF/- M
ICA #60 C. baccatum Bolivia LL/AF/- M
Al 284 C. baccatum Bolivia LL/AF/- M
Pimenta Pitanga C. baccatum Argentina LL/AF/- M
#2 C. chinense Colémbia M M
ICA #39 C. chinense Cruzeiro Sul LL/AF/- M
Pimenta C. chinense Cruzeiro Sul M M
Pimenta C. chinense Brasil M M
Pimenta Cheiro C. chinense EUA LL/AF/- M
Pl 152225 C. chinense Argentina LL/AF/- LL/AF/-
-: Sem sintomas
M: Mosaico

LL: Lesdes Locais Necréticas
AF: Abcisdo Foliar
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Figura 1. Sintomatologia observada em Capsicum annuum Magda e Capsicum frutescens * Tabasco’para diferentes isolados de

ToMV (A) e PMMoV (B) respectivamente.
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4 CONCLUSOES GERAIS

- Tobamovirus tem baixa ocorréncia em piment&o e pimenta no Estado de Séo Paulo;

- Foram identificados e caracterizados os patétipos B de ToMV e Pi., de PMMoV
ocorrendo em Capsicum spp. no Estado de S&o Paulo.

- Os isolados de PMMoV no Brasil possivelmente foram introduzidos por meio de

sementes contaminadas, provenientes de diferentes regides geogréficas;

- Foi verificada maior variabilidade genética dos isolados brasileiros de ToMV,

guando comparados aos de PMMoV;

- O PI 152225 de C. chinense pode ser utilizado como fonte de resisténcia ao patétipo

P, paraintrogressio do gene L2 em cultivares e hibridos comerciais brasileiros.
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Tabela 1. Alinhamento de nucleotideos de parte da porcéo codificadora para a proteina

capsidial entreisolados de PMMoV utilizando o programa Clustal W.

PMWV- I talian
PMVWbV- P91

PMWV- | a

PMVWbV- BRO8
PMVWV- CHI NA
PMWOV- 1. 2

PMWV- P

PMWV- PO

PMbV-J

PMWV- BR

PMVbV- TAl WAM
PMWV- DSMZ_PV-16
PMWV- BR12
PMWV- BR15
PMWV- BR14
PMWbV- BR16
PMWV- BR17
PaMW- Japanese
ToM+ L11A Fukushi ma
TW-1 NDt o

PMWV- I talian
PMWbV- P91

PMWV- | a

PMVWbV- BRO8
PMWV- CHI NA
PMWOV- 1. 2

PMWV- P

PMVWbV- PO

PMWV- J

PMWbV- BR

PMVbV- TAl WAM
PMWV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR12
PMWV- BR15
PM\WbV- BR14
PMWbV- BR16
PMWV- BR17
PaMW- Japanese
ToM* L11A Fukushi ma
TW-1 NDt o

PMWWOV- I talian
PWbV- P91

PWbV- | a

PWbV- BRO8
PWbV- CH NA
PWbV- 1. 2

PWbV- P

PWbV- PO

PWbV- J

PMWV- BR

PWbV- TAIVAM
PMWWbV- DSMZ_PV-16
PWbV- BR12
PMWV- BR15
PWbV- BR14
PWbV- BR16
PWbV- BR17
PaMW- Japanese
ToM+ L11A Fukushi ma
TW-1 NDX o

ATGECATACACAGT TACCAGTGCTAATCAATTAGT GTATTTAGGT TCTGTATGGEGCAGAT
ATGGCATACACAGI TACCAGTGCTAATCAATTAGIGTATTTAGGT TCTGTATGEGCAGAT
ATGGCATACACAGT TACCAGTGCTAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGEGCCGAT
ATGECTTACACAGI TTCCAGTGCCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGEECCGAT
ATGECTTACACAGT TTCCAGTGCCAATCAATTAGT GTATTTAGGT TCTGTATGGGECCGAT
ATGGCTTACACAGT TTCCAGT GCCAATCAAATAGT GTATTTAGGT TCTGTATGEECCGAT
ATGECTTACACAGI TTOCAGTGOCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGGCOGAT
ATGCCTTACACAGT TTCCAGTGCCAATCAATTGGTGTATTTAGGT TCTGTATGGEGCOGAT
ATGECTTACACAGI TTCCAGTGOCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGGCTGAT
ATGGCTTACACAGT TTCCAGTGCCAATCAATTAGTGTAT TTAGGT TCTGTATGGGECTGAT
ATGGCTTACACAGI TTOCAGTGCCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGGCTGAT
ATGCCTTACACAGT TTCCAGTGCCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGEGCTGAT
ATGGCTTACACAGT TTCCAGT GCCAATCAATTAGTGTATTTAGGT TCTGTATGEGECTGAT
ATGCCTTACACAGI TTOCAGTGOCAATCAAT TAGTGTATTTAGGT TCTGTATGGEECTGAT
ATGECTTACACAGI TTCCAGTGCCAATCAATTAGIGTATTTAGGT TCTGTATGEGCTGAT
ATGCCTTACACAGT TTCCAGT GCTAATCAATTAGT GTATTTAGGT TCTGTATGGEECAGAT
ATGECTTACACAGI TTCCAGTGCTAATCAATTAGIGTATTTAGGT TCTGTATGEGCAGAT
ATGCCTTATACTGTATCTTCTCOCAATCAGCTTGITTATTTCGGT TOGGT TTGEE0CGAT
ATGTCTTACTCAATCACTTCTCCATCGCAATTTGIGT TTTTGTCATCTGTATGEECTGAC
ATGICT TATAATATCACT ACTCCATCTCAGI TCGTGT TCTTGT CGT COGCGT GEECCGAC

*k*k *x k% * L * % * k% % * % * %k % *kkkk K%k

CCATTAGAGT TACAAAATTTGTGTACT TCTGCGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATTTGTGTACT TCTGCGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGI TACAAAATTTGTI GTACTTCTGCGI TAGGTAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAAT CTATGT ACTTCGECGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAGCAG
CCATTAGAGI TACAAAAT CTATGTACT TCGGECGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAGCAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTATGTACTTCGECGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAGCAG
CCATTAGAGI TACAAAATCTATGTACT TCGECGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAGCAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTATGTACT TCGGCGT TAGGTAATCAGT TTCAAACACAGCAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGT GTACT TCGGECGT TAGGCAAT CAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGTGTACT TCGGCGT TAGGCAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGT GTACT TCGGEOGT TAGGCAAT CAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGTGTACT TCGGCGT TAGCCAATCAGTTTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGT GTACT TCGGEOGT TAGGCAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGTGTACT TCGECGT TAGCSCAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGT GTACT TCGGCGT TAGGCAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGTGTACT TCGECGT TAGGECAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCATTAGAGT TACAAAATCTGT GTACT TCGGCGT TAGGCAATCAGT TTCAAACACAACAG
CCCATCGCTTTAATAGATCTGTGTACTGIT CTCGT TGEGTAATCAGT TTCAAACTCAAAAC
CCTATAGAATTGI TAAACGT TTGTACAAAT TCGT TAGGTAACCAGT TTCAAACGCAGCAA
CCGATAGAGT TAATTAATTTATGTACTAATGCCTTGEGT TATCAGT TCCAAACACAACAA

* % L * % * * kkkkk * k% k% * kkkkk khkkkk k% *

GCTAGAACTACT GTCCAACAGCAGT TCTCTGACGT GT GGAAGACT ATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACTGT CCAACAGCAGT TCTCTGACGT GTGGAAGACTATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACTGTCCAACAGCAGT TCTCTGACGT GT GGAAGACTAT TCOGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACCATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCT GAT GT GT GGAAGACCATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACCATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCT GAT GT GTGGAAGACCATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACCATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGAT GT GTGGAAGACTAT TCCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGTGTGGAAGACTAT TCOGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GT GGAAGACTAT TCCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGTGTGGAAGACTAT TCOGACCGATAAA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGTGTGGAAGACT AT TCCGACCGCTACA

GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGI TCTCTGATGT GTGGAAGACTAT TCCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACT AT TCOGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACTATACCGACCGCTACA
GCTAGAACTACGGT TCAACAGCAGT TCTCTGATGT GTGGAAGACTATACCGACCGCTACA
GCTAGGACTACTGT TCAGCAGCAGT TCAGTGATTTGT TTAAAACT GTCCCAACACGGACT
GCAAGAACTACT GT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGT GTGGAAACCT TTCCCTCAGAGCACC
GCTCGAACTGTCGT TCAAAGACAATTCAGCGAGGTGT GGQAA(I)T TCACCACAAGT TACI'

* % * k k% * %k k% **k kk*x * % * %k * % * %

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180
180



Continuagdo

PMWbV- I talian
PMWbV- P91
PMWOV- | a
PMbV- BRO8
PMVWbV- CH NA
PMWV- 1. 2
PMWOV- P

PMWbV- PO
PMWV- J

PMWV- BR
PM\bV- TAl WAM
PMWV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR12
PMWV- BR15
PMWbV- BR14
PMWbV- BR16
PMWbV- BR17
PaMW- Japanese

ToMV L11A Fukushi ma

TW-1 NDt o

PMWbV- I talian
PMWbV- P91
PMWV- | a
PM\bV- BRO8
PMVWbV- CH NA
PMWbV- 1. 2
PMWWOV- P

PMWbV- PO
PMVWOV- J

PM\bV- BR
PMWOV- TAI WAM
PMWV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR12
PMWbV- BRL5
PM\WbV- BR14
PMWV- BR16
PMWbV- BR17
PaMW- Japanese

ToMV+ L11A Fukushi ma

TMW-1 NDt o

PMWV- I talian
PMWV- P91
PMWV- | a
PM\WbV- BRO8
PMVbV- CHI NA
PMWV- 1. 2
PMWV- P

PMWV- PO
PMWOV-J

PMWV- BR
PMWbV- TAl WAM
PMWV- DSMZ_PV-16
PMWV- BR12
PMWbV- BR15
PMWV- BR14
PMWbV- BR16
PMWbV- BR17
PaMW- Japanese

ToMV* L11A Fukushi ma

TMW-1 NDt o

GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATACAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGTTTCAAAGT TTTTCGATACAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
ATTAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITTAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGTTTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GTTAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GTTAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GTTAGATTTCCTGCTACTGGT TTQAAAGT TTTCCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACTGGT TTCAAAGT TTTTCGATATAATGCCGTGCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACCGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
GITAGATTTCCTGCTACCGGT TTCAAAGT TTTCCGATATAATGCCGT GCTAGATTCTCTA 240
ATCAGATTTAGTGACAACGGT TTTAGAGT GTTTAGGTATAATAGTACGCTGGATCCGITG 240
GTCAGATTTCCTGGECGATGT TTATAAGGT GTACAGGTACAATGCAGT TTTAGATCCTCTA 240
GTCAGT TCCCCT GACAGCGACT TTAAGGTATATAGGTACAT TGOGGTATTAGAGCCT CT A 240

* kk K * *k Kk * kk Kk * * k% *

GTGT CGGCACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GI'GI'CGGECACTTCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTGT CGECACT TCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTOGGAGCCTTTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGTAGAAAATCCG 300
GI'GTCGECACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGTAGAAAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGTAGAAAATCCG 300
GTGTCGECACTTCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAATAGGATAATAGAAGTAGAAAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGTAGAAAATCCG 300
GTGTCGECACTTCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTGTCGGCACT TCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGCGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTGT CGECACTTCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTGTCGGTACTTCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGCGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTCGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTI'GTCGGCACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAACAGCGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTOGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAAAATCCG 300
GTGI CGECACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAGAATCCG 300
GI'GI'CGECACT TCTOGGAGCCTTTGATACTAGGAACAGGATAATAGAAGT TGAGAATCCG 300
ATCACGECGITATTGAATTCGT TTGATACTAGAAATAGGATCATAGAAACT GAAAACCCG 300
ATTACTGCGT TGCTGEEEECT TTCGATACTAGGAATAGAATAAT CGAAGTAGAAAACCAG 300
GITACT! CI_“-ACT A'I_I'AGGCGCT TTTGATACTAGAAATAGAATAATAGAAGT TGAAAATCAA 300

* * * kk khkkkkkkhkk kk Kkk Kkk K*k K*k* *k kk K

CAAAATCCTACTACT GCTGAGACGCT CGATGCGACGAGECGAGTA GATGATGCTACGGTG 360
CAAAATCCTACTACTGCT GAGACGCT CGAT GCGACGAGGECGAGTAGATGATGCTACGGTG 360
CAAAAT CCTACTACT GCTGAGACGCT CGAT GCGACGAGGECGAGT AGATGATGCTACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GOOGAGACGCT TGATGCGACCGAGECGEGTAGATGATGCGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GCOGAGACGCT TGAT GCGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGT G 360
CAAAAT CCTACAACT GCOGAGACGCT TGAT GOGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGET G 360
CAAAAT CCTACAACT GCCGAGACGCT TGAT GCGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGET G 360
CAAAAT CCTACAACT GCOGAGACGCT TGAT GOGACGAAGCGEGT AGAT GATGCGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GCCGAGACGCT TGAT GCGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGET G 360
CAAAATCCTACAACT GCOGAGACGCT TGAT GOGACGAGEOGEGTAGAT GATGOGACGGTG 360
CAAAATCCTACAACT GCCGAGACGCT TGAT GOGACAAGGECGEGTAGATGATGCGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAGCT GCOGAGACGCT TGAT GOGACGAGGEOGEGT AGAT GATGCGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GOCGAGACGCT TGAT GCGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGT G 360
CAAAAT CCTACAACT GOCGAGACGCT TGATGCGACGAGEOGEGTAGATGATGOGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GCCGAGACGCT TGAT GOGACGAGECGEGTAGATGATGCGACGGT G 360
CAAAAT CCTACAACT GOCGAGACGCT TGATGCGACGAGEOGAGTAGAT GATGOGACGGTG 360
CAAAAT CCTACAACT GOCGAGACGCT TGATGCGACGAGEOGAGTAGAT GATGOGACGGTG 360
GCAAAT CCCAACACAGCTGAAATAGCATCTGCTACTCAGCGT GT TGATGATGCCACGGTT 360
CAGAGT COGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACCCGCAGGGTAGACGACCCTACGGTT 360
GCAAACIII‘ACGACT GCCGAAACGT TAGATGCTACTCGTAGAGT AGAGGACGCAACGGTG 360

* k% k% % *k*k k% * k% kk kk *k*k *khkkk*k



Continuagdo

PMWbV- I talian
PMWOV- P91

PMWOV- | a

PM\WbV- BRO8
PMVWbV- CH NA
PMWOV- 1. 2

PMWWOV- P

PMWOV- PO

PMWOV- J

PMWV- BR

PWbV- TAI WAM
PMWbV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR12
PMWV- BR15
PM\WbV- BR14
PMWbV- BR16
PMWbV- BR17
PaMW- Japanese
ToMV+ L11A Fukushi ma
TMW-1 NDX o

PWbV- I talian
PMWOV- P91

PMWOV- | a

PMWbV- BRO8
PMVWbV- CH NA
PMWOV- 1. 2

PMWOV- P

PMWbV- PO

PMWOV- J

PMWOV- BR

PMWOV- TAl WAM
PMWbV- DSMZ_PV-16
PMWV- BR12
PMWbV- BR15
PMWbV- BR14
PMWbV- BR16
PMWOV- BR17
PaMW- Japanese
ToM* L11A Fukushi na
TW-1 NDX o

GCTATTAGGGCCAGTATTAGTAACCTCATGAATGAGT TAGTTCGTGECACGEGAAATTAC 420
GCTATTAGGGCCAGTATTAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGGCACGGGAAATTAC 420
GCTATTAGGEGOCAGTATTAGTAACCT CATGAATGAGT TAGCTCGAGGCACGEGAAATTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGGCACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAAT GAGT TAGT TOGTGECACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAAT GAGT TAGT TOGT GECACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGGCACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAATTCGTGECACGEGAATGTAC 420
GOCATTAGGGOCAGT ATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGECACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGTTCGTGECACGEGAATGTAC 420
GOCATTAGGGEOCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TOGTGECACAGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGTTCGTGECACGEGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGGCACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGECCAGTATAAGTAACCT CATGAATGAGT TAGT TOGTGEOCOGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGT AACCT CATGAATGAGT TAGT TCGTGECACGGGACTGTAC 420
GOCATTAGGGCCAGTATAAGTAACCT CATGAATGAGT TAGT TOGTGGCACGGGAATGTAC 420
GOCATTAGGEOCAGTATAAGTAACCT CATGAATGAGT TAGTTCGT GGCACGGGAATGTAC 420
AGTATTAGGGCTTGTATTAATAATCTTATGAACGAGCT TGOGOGTGGTACGGGTATGTTA 420
GCAATTOGGTCTGCTATAAATAATTTAGT TAATGAACTAGTAAGAGGTACTGGACTGTAC 420
GOCATAAGGAGOGOGATAAATAATTTAATAGTAGAATTGATCAGAGGAACTGGATCTTAT 420

*k *k *kk Kk kk*k * * ok * * kK * k%

AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGT GAGT GGACT TACGTGEGECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGT GAGT GGACT TACGTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGI TCGAGAGCGT GAGT GGACTCACGTGGECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGCGAGT GGACTCACCTGGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGI TCGAGAGOECGAGT GGACTCACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAACCTCTGT TOGAGAGCGCGAGT GGACTCACCTGEGECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGI TCGAGAGCGCGAGT GGACTCACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAACGCTCTGT TCGAGAT GBOGAGT GGATTCACCTGEGCTACAATTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGI TCGAGAGCGCGAGT GGACTCACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGI TCGAGAGCGCGAGTGGACT CACCTGEGECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGOGCGAGTGGACTCACCTGEGCTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGCGAGT GGACTCACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGOCGCGAGT GGACTCACCTGGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGOGAGT GGACTCACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGOGCGAGT GGACTCACCTGGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCTCTGT TCGAGAGCGCGAGTGGACT CACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATCAAGCT CTGI TCGAGAGCGOGAGT GGACT CACCTGEECTACAACTCCTTA 473
AATACGECCTCCTTCGAGACTGI TTCTAACTTGACCTGGACTACCGCAGCTAC 473
AATCAGAATACTTTTGAAAGTATGT CTGGGT TGGTCTGGACCTCTGCACCTGC 473
AATCGGAGCTCTTTCGAGAGCTCTTCTGGT TTGGT TTGGACCTCTAGTCCGEC 473

* k% *k Kk * * *kk ok * *
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Tabela 2. Alinhamento de aminoacidos de parte da por¢ao codificadora para a proteina
capsidial entreisolados de PMM oV, utilizando o programa Clustal W.

PMWV- I talian
PMVWbV- P91

PMWV- | a

PMWbV- BR15
PMVbV- TAl WAM
PMWbV- BR

PMWV- P

PMWOV- J

PMWbV- CHI NA
PMWV- BR17
PM\WbV- BR16
PMWbV- BR12
PMVWbV- BRO8
PMWV- 1. 2

PMWbV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR14
PMWbV- PO

PaMW- Japanese
TOW- L11A Fukushi ma
TW-1 NDt o

PMWV- I talian
PMWbV- P91

PMWV- | a

PMWbV- BR15
PMVbV- TAI WAM
PMWbV- BR

PMWV- P

PMVWOV- J

PMWV- CHI NA
PMWV- BR17
PMWV- BR16
PMWV- BR12
PM\WbV- BRO8
PMWOV- 1. 2

PMWV- DSMZ_PV-16
PMWbV- BR14
PMVWbV- PO

PaMW- Japanese
TOWA L11A Fukushi ma
TW-1 NDt o

PMWV- | talian
PMWbV- P91

PMWV- | a

PMWbV- BR15
PMVbV- TAI WAM
PMWbV- BR

PMWV- P

PMWbV-J

PMWbV- CHI NA
PMWV- BR17
PMWbV- BR16
PMWV- BR12
PMVWbV- BRO8
PMWOV- 1. 2

PMWV- DSMZ_PV-16
PMWV- BR14
PMWbV- PO

PaMW- Japanese
TOW L11A Fukushi na
TW-1 NDX o

MAYTVTSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CT SAL GNQFQTQQART TVQQQUFSDWKTI PTAT
MAYTVTSANQL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWKT| PTAT
MAYTVTSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CT SAL GNQFQTQQART TVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CT SAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWKT! PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANQL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQARTTVQQOFSDWKT! PTAT
MAYTVSSANQL VYL GSVWADPL EL QNL CT SAL GNQFQTQQARTTVQQOFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQART TVQQOFSDVWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CT SAL GNOFQTQQART TVQQOFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQART TVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQT QOART TVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNLCT SAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWAKT| PTAT
MAYTVSSANG VYL GSVWAD PL EL QNL CTSAL GNQFQTQQART TVQQQESDWAKTI PTAT
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQART TVQQOFSDWKTI PTDK
MAYTVSSANGL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQARTTVQQQFSDWKTI PTAT
MAYTVSSANDL VYL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQT QQART TVQQOFSDWKTI PTAT
MPYTVSSPNQLVYFGSWWADPI ALI DLCTVSL GNQFQTQNARTTVQQQFSDLFKTVPTRT
MBYS! TSPSQFVFLSSVWADPI EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQQFSEVWKPFPQST
NBYN! TTPSQFVFLSSAWADP ELI NLCTNALGYQ:QTQQARTWQ?Q:SEW\KPSPQ\/T

*ook. o * **** * o kk - k% ***** *** ** *** .

VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPONPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVL DSLVSALL GAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
| RFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPONPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQONPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVL DSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETL DATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSL VSALLGAFDTRNRI | EVENPONPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVL DSLVSVLLGAFDTRNRI | EVENPQNPTAAETL DATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATRRVDDATV
VRFPATGFKVFRYNAVLDSLVSALLGAFDTRNRI | EVENPQNPTTAETLDATKRVDDATV
| RFSDNGFRVFRYNSTLDPLI TALLNSFDTRNRI | ETENPANPNTAEI ASATQRVDDATV
VRFPCDVYKVYRYNAVLDPL| TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATV
VSSPDSDFKVYRYI AVLEPLVTRLLGAFDTRNRI | EVENQANPTTAETLDATRRVEDATV

. * *k - * - * . ** -********* * % LR ** ** * Kk k%

Al RASI SNLMNELVRGTGNYNQAL FESVSGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGNYNQALFESVSGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELARGTGNYNQALFESVSGLTWATTP 157
Al RASI SNLIMNEL VRGPGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQAL FESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMN\ELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMN\ELVRGTGW NQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLIMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGWNQALFESASGLTWATTP 157
Al RASI SNLMNELVRGTGLYNQALFESASA.TWATTP 157
Al RASI SNLIMNELI RGTGWNQAL FENASGFTWATI P 157
S| RACI NNLMNELARGTGVMLNTASFETVSNLTWI TAA 157
Al RSAI NNLVNELVRGTGLYNONTFESMSALVWWMSAP 157
Al RSAI NNLI VELI RGI'GSYNRSSFESSSG_VV\TSSP 157

-** * ** * % ** * * * % *

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120
120



Tabela 3. Alinhamento de nucleotideos de parte da porcéo codificadora para a proteina

capsidial dosisolados de ToMV, utilizando o programa Clustal W.

TMW-BRASI Lpet
TW-1 NDX o

ToWM+ BR11
ToM+BRASI LTo
ToM+ BRO2
ToM+BR13

ToM+ Queensl and
ToM*BRASI LI m
ToM L11A Fukushi nma
ToM TAI

ToM+ BRO7

ToW BR18

ToMV+ CHI cam

ToMW+ BRO4

ToM+ BR10

ToM+ BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW: S

TWV-BRASI Lpet
TMWV/-1 NDt 0

ToM+ BR11

ToMW- BRASI LTo
ToM* BRO2

ToW BR13

ToM+ Queensl and
ToMW BRASI LI m
ToM* L11A Fukushi ma
ToW- TAI

ToW- BRO7

ToW BR18

ToM+ CHI cam

ToM+ BRO4

ToW BR10

ToM+ BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW S

TMW-BRASI Lpet
TW-1 NDX 0
ToM+BR11

ToMV* BRASI LTo
ToM+ BRO2
ToWM+BR13

ToM*+ Queensl and
ToMVBRASI LI m
ToM* L11A Fukushi ma
ToM- TAI

ToM+ BRO7
ToWM+BR18

ToMV- CH cam

ToW+ BRO4

ToM+ BR10

ToM+ BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW: S

TTCTTGICATCAGCATGEGECOGACCCGATAGAGT TAATTAATTTATGTACTAATGCCTTA 60
TTCTTGI CGTCCEOGT GEE0CGACCCGATAGAGT TAATTAATTTATGTACTAATGCCTTG 60
TTTTTGICATCAGCATGGEGECOGACCCTGTAGAATTAATAAATATTTGTACTAATTCGTTA 60
TTTTTGICATCAGCATGEECCGACCCTGTAGAATTAATAAATATTTGTACTAATTCGI TA 60
TTTTTGICATCAGCATGEECCGACCCTGTAGAATTAATAAATATTTGTACTAATTCGTTA 60
TTTTTGICATCAGCATGEECCGACCCTGTAGAAT TGATAAATATTTGTACAAATTCGTI TA 60
TTTTTGICATCTGTATGGEGECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGITA 60
TTTTTGTCATCTGTATGEGCTGACC CTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGI TA 60
TTTTTGICATCTGTATGEGCTGACCCTATAGAATTGTTAAACGT TTGTACAAATTCGTI TA 60
TTTTTGTCATCTGTATGEECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGTTA 60
TTTTTGTCATCTGIATGGEGECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGTTA 60
TTTTTGICATCTGTATGEGECTGACCCCATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGT TA 60
TTTTTGTCATCTGTATGEECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGTTA 60
TTTTTGTCATCTGTATGEGECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGTTA 60
TTTTTGICATCTGTATGEGCTGACCCTATAGAATTGTTAAACGT TTGTACAAATTCGI TA 60
TTTTTGICATCTGTATGEGECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACAAATTCGT TA 60
TTTTTGICATCTGTATGEECTGACCCTATAGAATTGT TAAACGT TTGTACGAATTCGTI TA 60
TTTTGGTCATCTGTATGGEECTGACCCTATAGAATTGT TAAATGT TTGTACAAGI TCGITA 60
TA'I'I'TAGGI' TCTGTATGGEGECTGATCCATTAGAGT TACAAAATCTGTGTACTTCGECGI TA 60

*k Kk kkkkk kk k% kkkk k*k * * * kkkkKk * kk

GGTAATCAGT TCCAAACACAACAAGCTCGAACTGT CGT TCAAAGACAATTCGGTGAGGT G 120
GGTTATCAGT TCCAAACACAACAAGCT CGAACT GTCGT TCAAAGACAATTCAGIGAGGT G 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAACAAGCAAGGACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAACAAGCAAGGACTACT GT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAACAAGCAAGGACTACTGT TC AACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGGACTACTGTTCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACT GT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGT G 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGT G 120
GGTAACCAGT TTCAAACGCAGCAAGCAAGAACTACT GT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACT GTTCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGTTCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACTGT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGTG 120
GGTAACCAGT TTCAAACACAGCAAGCAAGAACTACT GT TCAACAGCAGT TCAGCGAGGT G 120
GGCAATCAGT TTCAAACACAACAGECTAGAACTACGGT TCAACAGCAGI TCTCTGATGTG 120

* % * kkkkk kkhkkkk *kk Kkk Kk * kkk * ok ok ok kK *k kkk *k kkk

TGGAAACCTTCACCACAAGTAACTGT TAGGT TCCCTGATAGTGACT TTAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTCACCACAAGT TACTGTCAGT TCOCCTGACAGCGACT TTAAGGTATATAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAAAGT ACTGT CAGGT TCCCTGACGATGTATTTAAGGTGTATAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAAAGT ACTGTCAGGT TCCCTGACATTGTATTTAAGGTGTATAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAAAGTACTGTCAGGT TCCC TGACGATGTATTTAAGGTGTATAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGGT TCCCTGEOGATGTATATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGAT TTCCTGCECGATGT TTATAAGGT GTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGAT TTCCCGECGATGI TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCT TTCCCTCAGAGCACCGT CAGATTTCCTGECGATGT TTATAAGGT GTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCT CAGAGCACCGT CAGATTTCCTGGEOGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTTCOCTCAGAGCACCGTCAGAT TTCCTGGTGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGTCAGAT TTCCTGGTGATGT TTATAAGGTGTATAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGATTTCCTGGECGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAGCCTTTCCCTCAGAGCACCGTCAGAT TTCCTGECGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAGCCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGAT TTCCTGEOGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAGCCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGATTTCCTGECGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAGAGCACCGT CAGATTTCCTGGECGATGT TTATAAGGTGTACAGG 180
TGGAAACCTTTCCCTCAAAGCACCGT CAGATTTCCTGECGATGT TTATAAGGTGTATAGG 180
TGGAAGACTATTCCGACCGCTACAGT TAGATTTCCTGCT. ACT GGTTTCAAAGITTTCCGA 180

*kk kK * % * % *%k *x%k *k % * %k * * *%* *%k X *



Continuagdo

TMW-BRASI Lpet
TMW-1 NDt o

ToM+ BR11

ToMV BRASI LTo
ToMV BRO2

ToW BR13

ToM*+ Queensl and
ToMV BRASI LI m
ToM* L11A Fukushi ma
ToW TAI

ToM+ BRO7

ToW BR18

ToM+ CH cam

ToM BRO4

ToM+ BR10

ToM BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW- S

TMW-BRASI Lpet
TW-1 NDX o

ToWM+ BR11

ToMV BRASI LTo
ToM+ BRO2

ToM+ BR13

ToM+ Queensl and
ToMV BRASI LI m
ToMV+ L11A Fukushi ma
ToM+ TAI

ToM+ BRO7

ToM+ BR18

ToM CH cam

ToW+ BRO4

ToM+ BR10O

ToM+ BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW: S

TMW-BRASI Lpet
TMW-1 NDX o

ToWM+ BR11
ToM+BRASI LTo
ToM+ BRO2
ToM+BR13

ToM+ Queensl and
ToMVBRASI LI m
ToMV L11A Fukushi ma
ToM+TAI

ToMW+ BRO7

ToW BR18

ToM+ CH cam

ToW+ BRO4

ToM+ BR10

ToMV- BRO6

ToMVCHI To

ToM+ DSMZ_PV- 0135
PMW: S

TACAATGCGGTAT TAGATCOGCTAGT CACTGCACTGT TAGGTGCT TTTGACACCAGAAAT
TACATTGCGGTATTAGAGCCT CTAGT TACTCGACTATTAGECGCT TTTGATACTAGAAAT
TATAATGCGGT TATAGATCCTCTAATTACTGCAT TGCTGGGAACT TTCGATACTAGAAAT
TATAATGCGGT TATAGATCCTCTAATTACT GCATTGCTGEGAACT TTCGATACTAGAAAT

TATAATGCGGT TATAGATCCTCTAATTACTGCAT TGCTGGGAACT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCGGT TATAGATCCTCTAATTACT GCATTGCTGGGAGCT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEGEGEECT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACT GOGT TGCTGGEEEECT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEGEGEECT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGI TTTAGATCCTCTAATTACTGCAT TGCTGEGEGEECT TTCGATACCAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEEEGECT TTCGATACTAGECAT
TACAATCCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGOGT TGCTGGEGEECT TTTGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEEGTCTTTTGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCOGT TGCTGEEGACT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGI TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEGGACT TTCGATACTAGGAAT
TACAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACTGCOGT TGCTGEEGACT TTCGATACTAGGAAT
TATAATGCAGI TTTAGATCCTCTAATTACTGCGT TGCTGEEEECT TTCGATACTAGGAAC
TATAATGCAGT TTTAGATCCTCTAATTACCGOGT TGCTGEGEGACT TTCGATACTAGGAAT
TATAATGCCGT GCTAGAT TCTCTAGT GTCGGECACT TCTCGGAGCCT TTGATACTAGGAAC

*%k % **k*k *% * kK k * kk*k *x * * * k% * k% k*x k**x k% *

AGAATAATAGAAGT TGAAAAT CAGGOGAACCCCACGACT GOCGAAACGT TAGATGCTACT
AGAATAATAGAAGT TGAAAAT CAAGCAAACCCCACGACT GCCGAAACGT TAGATGCTACT
AGAATAATAGAGGT AGAAAAT CAGCAAAGCCCGACT ACAGCCGAAACATTGGATGCCACT
AGAATAATAGAGGTAGAAAAT CAGCAAAGCCCGACT ACAGCCGAAACAT TGGATGCCACT
AGAATAATAAGAGT AGAAAAT CAGCAAAGCCCGACT ACAGCCGAAACAT TGGATGCCACT
AGAATAATCGGAGT AGAAAAT CAGCAGAGT COGACTACAGCCGAAACGT TGGATGCCACT

240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240
240

300
300
300
300
300
300

AGAATAATCGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC 300

AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT COGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCT GAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAATCGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAATCGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT COGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAATCGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAAT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCT GAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC
AGAATAAT CGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC

300
300
300
300
300
300
300
300
300
300

AGAATAATCGAAGT AGAAAACCAGCAGAGT CCGACAACAGCTGAAACGT TAGATGCTACC 300
AGGATAATAGAAGT TGAAAAT COGCAAAAT CCTACAACT GCCGAGACGCTTGATGCGACG 300

*k *kkkk*k k% kkkkk * * *k k% k% k% *k*k **% * kkkkk k%

CGTAGAGT AGACGACGCAACGGT GBCCATAAGGAGCGCGATAAATAACT TAGTAGTAG 358
CGTAGAGT AGAGGACGCAACGGT GGOCATAAGGAGCGOGATAAATAATTTAATAGTAG 358
CGCAGAGT GGACGATGCTACGGT TGCGATCAGGTCOGCTGT TAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGAGT GeACGAT GCTACGGT TGCGATCAGGT COGCTATTAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGAGT GGACGATGCTACGGT TGCGATCAGGTCOGCTGT TAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGAGTAGACGACGCTACGGT TGCGAT TCGGTCCGCTATTAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGT CTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGT CTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGEGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGATCTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGEGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTCCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGEGTAGACGACGCTACGGT TGCCATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGI TAATG 358
CGCAGGGTAGACGACGCTACGGT TGCAATTCGGTCTGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
CGCAGGEGTAGACGACCCTACGGT TGCAATCOGGTCTCGCTATAAATAATTTAGT TAATG 358
AGGEOGEGT AGACGAT GOGACGGT GECCATTAGGECCAGTATAAGTAACCTCATGAATG 358

* * kk kk kk kk Kkkkkk *k K**k * * ok kkk * * *
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Tabela 4. Alinhamento de aminoéacidos de parte da porc¢ao codificadora para a proteina
capsidial entreisoladosde ToMV utilizando o programa Clustal W.

TMW-BRASI Lpet
TW-1 NDX o

ToM+ BRO2

ToWM+ BR11
ToM+BRASI LTo
ToM+ BR13
ToMVBRASI LI m
ToMWCH To

ToM+ Queensl and
ToM L11A Fukushi nma
ToM TAI

ToW+BR18

ToM+ BRO7

ToW+ BRO4

ToM+ BRO6

ToM+ BR10

ToM+ DSMZ_PV- 0135
ToMV+ CHI cam

PMW: S

TMW-BRASI Lpet
TMW-1 NDX o

ToM+ BRO2
ToW+BR11

ToM+ BRASI LTo
ToWM+BR13
ToMV-BRASI LI m
ToMVCHI To

ToM+ Queensl and
ToM+ L11A Fukushi ma
ToM TAI

ToWM+BR18

ToM+ BRO7

ToW+ BRO4

ToM+ BRO6

ToM+ BR10

ToM+ DSMZ_PV- 0135
ToM+ CHI cam

PMW: S

FLSSAWADP! ELI NLCTNAL GNQFQTQQARTVWCORQFGEVWKPSPQUTVRFPDSDFKVYR
FLSSAWADPI ELI NLCTNAL GYQFQTQQARTVWQRQFSEVWKP SPQUTVSSPDSDFKVYR
FLSSAWADPVEL | NI CTNSL GNQFQTQQART TVQQQOF SEWKPFPQSTVRFPDDVFKVYR
FLSSAWADPVEL | NI CTNSL GNQFQTQQART TVQQQF SEWAKPFPQSTVRFPDDVFKVYR
FLSSAWADPVEL| NI CTNSL GNQFQTQQART TVQQUFSEWKPFPQSTVRFPDI VFKVYR
FLSSAWADPVEL | NI CTNSL GNQFQTQOART TVQQOF SEWAKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSWWADPI EL LNVCTNSL GNQFQTQRART TVQQUQF SEVWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADPI ELLNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQQF SEWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADP! ELLNVCTNSL GNOFQTQQARTTVQOOF SEVWAKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSWWADPI EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQQF SEWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSWWADPI EL L NVCTNSL GNOFQTQQARTTVOUOF SEWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADP! EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQQF SEWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADP! EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQOFSEVWKPF PGDVYKVYR
FLSSVWADP! EL LNVCTNSL GNOFQTQQART TVQOQF SEWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADPI EL LNVCTNSL GNQFQTQQARTTVQQQF SEWAKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSVWADP! EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQQF SEVWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FWSSVWADP! ELLNVCTSSLGNOFQTQOART TVOQOF SEVWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
FLSSWWADPI EL LNVCTNSL GNQFQTQQART TVQQOF SEVWKPFPQSTVRFPGDVYKVYR
YL GSVWADPL EL QNL CTSAL GNQFQTQQART TVQQQUFSDWKTI PTATVRFPATGFKVFR

* kkkk-kk Kk kk - kk Akkhkkkhkkk kk-kk - kkk * * % * Ckk e ok

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

YNAVLDPLVTALLGAFDTRNRI | EVENQANPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLW 119

YI AVLEPLVTRLLGAFDTRNRI | EVENQANPTTAETL DATRRVEDATVAI RSAI NNLI V

119

YNAVI DPLI TALLGTFDTRNRI | RVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAVNNLWN 119
YNAVI DPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAVNNLWN 119

YNAVI DPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQSPTTAETL DATRRVDDATVAI RSAI NNLVN

119

YNAVI DPLI TALLGAFDTRNRI | GVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119

YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETL DATRRVDDATVAI RSAI NNLWN

119

YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
YNAVLDPLI TALLGAFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119

YNAVLDPLI TALLGAFDTRHRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN

119

YNAVLDPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
YNAVLDPLI TALLGTFDTRNRI | EVENQQSPTTAETLDATRRVDDATVAI RSAI NNLVN 119
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Figura 01. Mapa das principais regides no Estado de Sdo Paulo produtor as de piment&o e pimenta visitadas nas coletas.
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Tabela 5. Locais de coleta de amostras de pimentdo e pimenta, nUmero de amostras coletadas sob diferentes sistemas de
cultivos e principais virus ou géner os de virus detectados.

ANO LOCAL SISTEMADE AMOSTRAS CMV PMMoV ToMV TMV Potyvirus Begomovirus
CULTIVO COLETADAS

2000 Joanopolis Estufa 03 - - 01 - - -
2000 Lins Campo 03 - 01 02 - - -
2000 Sorocaba 05 - 03 02 - - -
2000 Sdto 01 - - 01 01 - -
2001 Lins 01 - - 01 - - -
2001 Sdto 01 - 01 - - - -
2002 Sdto Estufa 03 - 01 02 - - -
2003 Cafdandia Campo 21 14 - - - - -
2003 Lins Campo 09 04 - - - - -
2003 Oleo Estufa 22 - - - - 01 -
2003 SantaC R Pardo Estufa 05 - - - - - -
2003 Porto Velho 02 - - - - - -
2004 Sdto Estufa 21 - - 03 - - -
2004 Itapetininga Campo e Estufa 25 - 02 - - - -
2004 Angatuba 29 - - - - - -
2004 Campinas 25 - - - - - -
2005 Paranapanema Estufa 20 - - - - 16 -
2005 Pirgju Estufa 14 - - - - 05 02
2005 Ubirgara 25 - - - - 02 -

TOTAL 235 18 09 13 01 25 02
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Deteccdo do Cucumber mosaic virus (CMV), Potyvirus e Begomovirus em amostras de

Capsicum spp

Para a deteccdo do CMV plantas de N. glutinosa que reage com sintomas de
mosaico sistémico para o virus (Dias 2004) foram inoculadas com as amostras coletadas ao
campo. A deteccdo molecular foi realizada por meio da extracdo de RNA total de plantas de
N.glutinosa utilizando-se o protocolo descrito por Bertheau et al., 1998, seguido da RT-PCR
com os oligonucleotideos 5 cp (5 GCCGTAAGC TGGATGGACAA-3) e 3 CP (%
TATGATAAGAA (A/G) CTTGTTTCGCG 3') de acordo com o protocolo descrito por Dias
(2004).

Na deteccdo molecular de isolados de potyvirus, foram realizadas extragcOes de
RNA total (Bertheau et al., 1998) das amostras de pimentdo e pimenta coletadas, seguido de
RT-PCR com os oligonucleotideos W CIEN 5 ATGGTTTGGTGYATYGARAAT 3’ (Gibbs
& Mackenzie, 1997) e PV-15 GAT TTA GGT GACACT ATAGTT TTT TTT TTT TTT
TTT 3 (Mota et a., 2004) e posterior sequenciamento da regido da capa protéica e

comparagdo com demais sequiéncias depositadas no Gen Bank.

Isolados de begomovirus foram detectados a partir de plantas de pimentdo que
foram submetidas a extracéo de DNA total de acordo com o protocolo descrito por Dellaporta
et a. (1983), seguido de PCR utilizando-se os oligonucleotideos PrV 324/PrC 883 (Wyatt &
Brown, 1996) e posterior sequenciamento do fragmento e comparagéo com demais sequiéncias

depositadas no Gen Bank.
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