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RESUMO

No Brasil, os maiores estados
produtores de pimenta do reino sdo Pard,
Espirito Santo, Bahia e Minas Gerais.
Entretanto, as doengas como as viroses vém
contribuindo com a reducédo da producao
brasileira. No Brasil, ja foram relatados os
virus Cucumber mosaic virus (CMV), Piper
yellow mottle virus (PYMoV) e um isométrico
ainda néo identificado, sendo o segundo, até
entdo, relatado apenas no Estado do Para.
Os sintomas causados por estes virus sao
clorose, mosqueado, mosaico, clareamento
de nervuras, deformacao foliar, nanismo e
reducao da producéao de frutos. O PYMoV e
disseminado por cochonilhas e mudas
infectadas. No estado do Para, maior produtor
de pimenta do reino, o PYMoV se encontra
bastante disseminado e ocorre em maior
incidéncia que o CMV. O fato de este virus
ser disseminado por mudas infectadas levou
a hipétese de que lavouras de outros estados
brasileiros produtores de pimenta do reino
também tivessem infectadas por esse virus.
Assim, o objetivo desde trabalho foi avaliar
amostras de folhas de pimenteira do reino
provenientes dos estados de Minas Gerais,
Espirito Santo e Amazonas quanto a
presenca do PYMoV. Foram avaliadas 21
amostras do Amazonas, 11 de Minas Gerais
e 11 do Espirito Santo. O PYMoV foi
detectado nos trés estados e, provavelmente,
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o virus foi introduzido nesses por meio de
estacas infectadas.
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ABSTRACT

Detection of Piper yellow mottle virus

on black pepper (Piper nigrum) in the

States of Minas Gerais, Espirito Santo
and Amazonas, Brazil.

The largest Brazilian states where
black pepper (Piper nigrum L.) is cultivated
are Para, Espirito Santo, Bahia and Minas
Gerais. However, diseases such as viruses
have been contributing to reduce pepper
Brazilian production. Cucumber mosaic virus
(CMV), Piper yellow mottle virus (PYMoV) and
an unidentified isometric particle have been
reported but PYMoV has been so far reported
only in the State of Para. Chlorosis, mottling,
mosaic, vein discoloration, leaf distortion,
stunting and reduced numbers of berries per
spike are the main symptoms showed by
infected plants. The PYMoV is spread by
mealybugs and infected stem cuttings and
seedlings. In the state of Para, PYMoV is
widespread and occurs in higher incidence
than CMV. The fact that PYMoV is transmitted
by infected stem cutting and seedlings led to
the hypothesis that pepper crops from other
Brazilian states were also infected by this

S 952


https://core.ac.uk/display/45488269?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Deteccéo de Piper yellow mottle virus da pimenteira do reino nos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo e Amazonas.

virus. In order to evaluate the incidence of evaluated. PYMoV was detected in all states,

PYMoV, leaf samples were collected in  and probably it was introduced in those states

pepper crops in the States of Minas Gerais, through infected stem cuttings.
Espirito Santo and Amazonas. About 21

samples from Amazonas, 11 from Minas Keywords: PYMoV, dissemination, Piper
Gerais and 11 from the Espirito Santo were  nigrum L.

Considerada uma das principais especiarias no mundo, a pimenta-do-reino (Piper
nigrum L.) tem grande importancia para o comércio agricola, sendo o Vietna o maior produtor
e exportador, seguido da India, Indonésia e Brasil. A producéo brasileira de pimenta do reino,
prevista para a safra 2009/2010, € de 35 mil toneladas, 90% produzidas no Para, onde os
maiores polos produtores sdo Castanhal, Tomé-Acu e Baido. O setor gera cerca de 25 mil
empregos diretos e 100 mil indiretos. Durante a colheita, que dura de trés a quatro meses,
sdo mobilizadas 50 mil pessoas. Na ultima safra, a cultura gerou ao estado do Para uma
receita de US$ 90 milhdes. De 1999 a 2008 foram US$ 783 milhdes (Sampaio, 2009). Os
estados do Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais, Maranhdo, Ceara e Paraiba séo responséaveis
por cerca de 10% da producao brasileira. A produtividade média, que ja foi de 3 a 3,5 ton/ha,
hoje é de 2,5 ton/ha devido, principalmente as doencas e dentre elas as viroses.

No Brasil, ja foram relatados os virus Cucumber mosaic virus (CMV), Piper yellow
mottle virus (PYMoV) e um isométrico ainda ndo identificado, sendo os dois primeiros
verificados no Estado do Para. O PYMoV causa os sintomas de deformacao foliar, mosqueado,
mosaico, clareamento das nervuras, manchas cloréticas (Figura 1) e reducéo da producéo
de frutos (Albuguerque et al., 1999; Brioso et al., 2000; Duarte et al. 2000). No estado do
Para este virus ja identificado nos municipios de Tomé-Acu, Santa Izabel do Para, Acara,
Altamira, Abaetetuba, S&o Francisco, Peixe Boi, Moju, Mocajuba, Belém e Baiédo, agravando
as perdas de producdo da cultura (Pantoja et al, 2009). O PYMoV ja foi detectado nas
cultivares Guajarina, Cingapura, Bragatina, Perumkodi, Balankota, Apra, Kuthiravally,
Kotanadan, lagara e Pannyur (Boari et al. 2009; Pantoja et al. 2008).

Segundo Silva (2002), o PYMoV pode ser transmitido pela cochonilha Planacoccus
citri e pelo percevejo de renda Corythucha ciliata e, segundo Bhat et al. (2003), pela
cochonilha Ferrisia virgata, por enxertia € mecanicamente.

Nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo apenas o CMV foi relatado infectando
pimenteiras do reino (Maciel-Zambolim et al., 1990).

Assim, o objetivo desde trabalho foi avaliar amostras de folhas de pimenteira do reino
provenientes dos estados de Minas Gerais, Espirito Santo e Amazonas quanto a presenca
do PYMoV.

Os resultados obtidos dardo subsidios a elaboracéo de estratégias de controle da
virose de pimenta do reino.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas amostras de pimenta do reino dos municipios ou capital: Manaus-
AM (21 amostras), Boacailva-MA (11 amostras) e Linhares-ES (11 amostras). As amostras
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de Manaus foram provenientes da unidade de observacao da Embrapa Amazonia Ocidental.
As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e imediatamente encaminhadas para
o Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazdnia Ocidental, Belém-PA para serem
analisadas quanto a presenca do PYMoV utilizando o teste molecular PCR. De Minas Gerais
avaliaram-se amostras dos cultivares Cingapura e Apra; do Espirito Santo Guajarina, Uruacu,
Cingapura, Apra, Kotanadan, Bragatina, Espirito Santo e lacara; e do Amazonas os cultivares
Kuthiravally, lacard, Cingapura, Guajarina, Bragatina e Apra.

Para realizar o teste de PCR fez-se a extracdo de &cido nucléico a partir de folhas
novas, segundo o protocolo de Gibbs & Mackenzie (1997), modificado. Cem miligramas do
tecido foliar foi macerado em almofariz gelado com 1,6 mL do tamp&o de lavagem (10 mM
Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0; 2 M NaCl e BSA a 0.05%) juntamente com 10 uL do
antioxidante R-mercaptoetanol. Apoés a centrifugacdo a 13.000 rpm e descarte do
sobrenadante foram adicionados 800 uL do Tampé&o CTAB (2% CTAB (cetyl trimethyl
ammonium bromide); 1.4 M NaCl; 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 e 0,5% de [3-mercaptoetanol).
Depois de misturado este foi colocado em banho maria a 55°C por 15-30 minutos. Em seguida,
foram homogeneizados com 800 L de cloroférimio:isoamilico (24:1) e centrifugados a 13.000
rpm e entdo transferiu a fase aguosa para um novo aonde repetiu-se uma vez a clarificacao
do extrato. Coletou-se 600 L da fase aquosa e foram adicionados 600 pL de isopropanol e
60 uL de acetato de amonio 7,5M e posteriormente incubados por 1 hora no freezer. Apos
centrifugacao o sedimento foi lavado com alcool 70% e posteriormente secados, ressupendido
com 50 pL de agua ultrapura autoclavada e armazenados a -20 °C.

Em seguida, fez-se o teste de PCR e para isso foram utilizados 3 il do acido nucléico,
3 uL do tampéo de reacao 10X, 1,5 pL de MgCl (25 mM), 0,25 uL de dNTP (10 mM), 0,15 uL
da Tag DNA Polimerase, 0,25il dos primers espzecificos para PYMoV e 16,6 uL de agua ultra-
pura. A reacao consistiu de 30 ciclos de 94 °C,49,5°Ce 72°C, com duracédo de um minuto
além de uma extensao de 72 °C por 10 minutos. Fragmentos de DNA foram observados e
fotografados sob luz UV apdés a corrida eletroforética em gel de agarose (1,0%) e coloracéo
em GelRed.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O PYMoV foi detectado, por meio do PCR, nas amostras provenientes dos estados de
Minas Gerais, Espirito Santo e Amazoénas (Figura 2). Em Minas Gerais 0 PYMoV foi detectado
em duas amostras, uma do cultivar Apra e outra de Cingapura; Em Espirito Santo foi detectado
em trés de amostras: de Uruacu, bragatina e uma nédo identificada; no Amazonas também foi
detectado em trés amostras sendo uma amostra do cultivar Kuthiravally, uma de Cingapura
e outra de Apra.

O fato da pimenteira do reino ser de propagacéo vegetativa contribui para a disseminagéo
do virus por meio da comercializacdo de estacas e/ou mudas. Em uma avaliacdo prévia
observou-se que o principal virus que ocorre no estado do Para é o PYMoV e ndo o CMV
como se imaginava por esse ultimo ser disseminado por pulgdes. Outra observagéo importante
no estado do Para é o desconhecimento dos sintomas de viroses por parte dos produtores,
viveiristas, fiscais agropecuarios e extensionistas. Além da comercializacdo de mudas infectadas
pelos viveiristas o que agrava ainda mais a dissemina¢ao do virus no Brasil.
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Figura 1. Planta de pimenta do reino com sintomas de viroses e reducéo de frutos. (Symptoms on PYMoV-
infected black pepper plant). Belém-PA, Embrapa Amazénia Oriental, 2010.
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Figura 2. Produtos do PCR de PYMoV. 1. Marcador 1 kb ladder; 2. Controle positivo PYMoV; 3. Controle
sadio; 4. Cingapura AM; 5. Bento BAG; 6. Kuthiravally AM; 7. Apra - AM; 8. Apra - MG; 9. Cingapura - MG;
10. Bento - BAG; 11. Uruacu - ES; 12. Bento - BAG; 13. Bragantina ES; 14 cv. ndo identificada - ES; 15.
Bento - BAG; 16. Apra BAG. (PCR products of PYMoV. 1. Plus 1kb ladder; 2. Positive control, 3. Negative
control, 4. Cingapura - AM; 5. Bento - BAG; 6. Kuthiravally - AM; 7. Apra - AM; 8. Apra - MG; 9. Cingapura -
MG; 10. Bento - BAG; 11. Uruacu - ES; 12. Bento - BAG; 13. Bragantina - ES; 14 non identificated cv. - ES;
15. Bento - BAG; 16. Apra - BAG). Belém-PA, Embrapa Amazénia Oriental, 2010.
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