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Resumo

O estado do Para é o principal produtor
de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) no
Brasil, seguido pelo Espirito Santo,
Bahia, Minas Gerais, Maranh&o, Ceara e
Paraiba. Entretanto, os virus Cucumber
mosaic virus (CMV), Piper yellow mottle
virus (PYMoV) podem causar grandes
perdas na producdo. Os sintomas
causados por estes virus sdo clorose,
mosqueado, mosaico, clareamento de
nervuras, deformacédo foliar, nanismo e
reducdo da producdo de frutos. A
propagacgéo vegetativa contribui para a
disseminacédo destes virus no campo. O
objetivo deste trabalho foi o levantar, por
PCR, os virus PYMoV e CMV no Banco
Ativo de Germoplasma de pimenta-do
reino da Embrapa Amazbnia Oriental e
em amostras provenientes de nove
municipios do estado do Para. No BAG
foi detectado PYMoV em dez das treze
cultivares do BAG, mas nao foi verificada
a presenca de CMV por meio do RT-
PCR. O CMV foi detectado em dezesseis
amostras provenientes dos municipios de
Rondon do Pard, Baido, Mocajuba e Séo
Francisco do Pard. O PYMoV foi
detectado em trinta e quatro amostras de
seis (Altamira, Baido, Mocajuba, S&o
Francisco, Tomé-Acu e Abaetetuba) dos
oito municipios avaliados.

Palavras-chave: Piper nigrum L,
Cucumber mosaic virus, Piper yellow
mottle virus.
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Introducao

A pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.) € a especiaria mais consumida
no mundo e é de grande importancia
para o comércio agricola internacional,
sendo o Vietnd o maior produtor e
exportador, seguido da Iindia, Indonésia e
Brasil. Também € o mais importante
produto agricola de exportacdo do
Estado do Par4. Entretanto, 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 nao identificado, sendo
os dois primeiros verificados no estado
do Para. O CMV, pertencente ao género
Cucumovirus, é transmitido por mais de
60 espécies de pulgdes de maneira nédo-
circulativa e ja foi relatado causando
doencas em mais de 1.000 espécies de
plantas, dentre elas, a pimenteira-do-
reino, onde causa sintomas de mosaico,
deformacédo foliar, clorose de nervuras,
definhamento da planta e dano na
producdo. Foram detectadas particulas
do Piper yellow mottle virus (PYMoV) em
plantas de pimenta-do-reino no Par4,
causando os sintomas de deformacao
foliar, mosqueado, clareamento das
nervuras, manchas cloréticas e reducéo
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da producao de frutos (Albuquerque et
al.,, 1999; Brioso et al.,, 2000). Até o
momento este virus havia sido detectado
apenas no estado do Para.

Na india, Silva et al. (2002)
verificaram que o PYMoV € transmitido
pela cochonilha Planacoccus citri e pelo
percevejo de renda Corythucha ciliata e,
segundo Bhat et al. (2003), pela
cochonilha Ferrisia virgata, por enxertia e
mecanicamente. Ja, no Brasil, Duarte et
al. (2000) verificaram que a cochonilha
Pseudococcus elisae se encontrava
associada as plantas com sintomas de
mosqueado, mas nenhum teste de
transmissao foi realizado para confirma-la
como vetora.

Segundo Duarte et al. (2000) ha
relatos de plantas com sintomas de
viroses nas principais areas produtoras
do Pard, Tomé-Acu, Santa Isabel do
Para, Acara, Altamira, Abaetetuba e
Baido, agravando as perdas de producao
da cultura. Entretanto, nao foram
realizados testes diagndsticos mais
detalhados sobre as espécies de virus e
incidéncias relativas que ocorrem.

Desse modo, este trabalho visou
identificar o PYMoV e CMV nas
cultivares/acessos do Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Amazbnia
Oriental e lavouras em diferentes
municipios do estado do Para.

Os resultados obtidos daréo
subsidios a elaboracdo de estratégias de
controle das viroses no BAG e Para.

Material e Métodos

Inicialmente, foram coletadas
preferencialmente folhas novas de 3
plantas de cada cultivar de pimenteira-
do-reino do BAG (Bragantina, Guajarina,
Pannyur-3, Balankota, Kuthiravally, Apra,
Perumkodi Karinkotta, Cingapura, lacara,
Kottanadan, Bento e Karimunda). Além
disso, foram avaliadas 343 amostras
provenientes de nove municipios e 33
propriedades, distribuidas entre o0s

cultivares Cingapura, Guajarina, India,
Apra, Kotanadan, Balankota, lacara,
Pannyur, Kuthiravally, sendo
predominante o cultivar Cingapura.
Também foram analisadas amostras com
suspeitas de viroses provenientes dos
estados do Amazonas (21 amostras),
Minas Gerais (11 amostras) e Espirito
Santo (11 amostras). As amostras foram
devidamente identificadas com nome do
cultivar, nome do proprietario e
municipio. As amostras foram
acondicionadas em caixa de isopor e
levadas para o Laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Amazonia
Oriental.

Foi feita a avaliacdo das amostras
de pimenta-do-reino por meio do teste
PCR (PYMoV) e RT-PCR (CMV) do BAG
e lavouras.

A extracdo de acido nucléico foi
feita a partir de folhas com e sem
sintomas de mosaico, segundo o0
protocolo de Gibbs & Mackenzie (1997),
modificado. Para deteccdo de CMV
inicialmente foi feita a sintese de cDNA
utilizando a transcriptase reversa e para
isso utilizou-se 5uL do acido nucléico
extraido. Em seguida, foi realizado o
teste de PCR e para isso foram utilizados
5 ul do acido nucléico, 2,5 uL do tampéao
de reacao 10X, 1,5 pL de MgCl; (25 mM),
0,5uL de dNTP (10 mM), 0,5 uL da Taq
DNA Polimerase, 0,5yl dos primers
especificos para CMV e PYMoV e 15 uL
de agua ultra-pura. A reacado consistiu de
30 ciclos de 94°C, 53.4°C para detectar
CMV e 49.5°C para detectar PYMoV e
72°C, com duracdo de um minuto além
de uma extensdo de 72 °C por 5 minutos.
Fragmentos de DNA foram observados e
fotografados sob luz UV apés a corrida
eletroforética em gel de agarose (0,8%) e
coloragdo em brometo de etidio. Como
controle positivo foi utilizado fumo
infectado com CMV de pimentao
infectado e como controle negativo foi
utilizado folha de fumo sadio e P. nigrum
proveniente de semente.
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Resultados e Discussao

Na avaliacdo do BAG, verificou-se
gue dos treze cultivares avaliados dez
apresentaram-se positivos para PYMoV e
nenhum para o CMV. Apenas o0s
cultivares Cingapura e Bento nao
reagiram positivas para o PYMoV,
embora 0 primeiro cultivar apresente
sintomas caracteristicos de viroses.
Plantas dos cultivares Bragantina e
Guajarina embora tenham sido positivos
para PYMoV, ndo mostraram sintomas
tipicos de viroses como mosaico, fleck,
clorose das nervuras, ondulamento foliar,
reducédo do limbo foliar e nanismo da
planta. Assim, a sintomatologia nédo é
adequada para ser utilizada como
diagnose de plantas em relacdo as
viroses.

No teste de PCR e RT-PCR de
plantas provenientes de produtores de
nove municipios do estado do Parg,
observou-se que das 331 amostras
avaliadas 13,29 % sinalizaram
positivamente para virus. Amostras
provenientes dos municipios de Santa
Isabel e Acard ndo sinalizaram
positivamente para CMV e PYMoV,
embora muitas delas tenham
apresentado sintomas de viroses.

A extragcdo de acido nucléico total
utilizando o protocolo de Gibbs &
Mackenzie (1997) modificado, por meio
da adicdo de 0,1% de mercaptoetanol
propiciou a formacédo de um sedimentado
sem oxidacdo. Observou-se bandas de
RNA riboss6micos 18S (1.900nts) e 28S
(4.700 nts) nas extragdes de pimenta-do-
reino, indicando a boa qualidade da
extracdo. O protocolo de extracdo de
acido nucléico foi promissor tanto para

deteccdo de CMV (RNAss) com PYMoV
(DNA).

O par primer para CMV amplificou
a banda esperada de cerca de 500pb,
entretanto para a cultura de pimenta do
reino observou-se também a amplificacao
de uma banda inespecifica de cerca de
400pb também vista em controle sadio de
sadio de pimenta-do-reino (Figura 1). Das
343 amostras avaliadas 18
apresentaram-se positivas para o CMV,
perfazendo 5,25% das amostras (Figura
1 e Tabela 1).

O par de primer para o PYMoV
permitiu a amplificacdo de somente uma
banda de 450pb (Figura 2). Das 343
amostras PYMoV foi detectado em 34,
perfazendo 9,91% das amostras
infectadas distribuiidas em seis
municipios do Para.

Também foi observado que muitas
amostras com sintomas caracteristicos
de viroses ndo sinalizaram nem para o
CMV e nem para o PYMoV, indicando
gue possa haver um terceiro virus ou
uma variante do CMV ou PYMoV nas
lavouras de pimenta-do-reino no estado
do Pard. Primers utlizados pelos
pesquisadores indianos foram testados,
mas estes permitiram a deteccdo de
CMV em um menor nimero de amostras.
Assim, optou-se pelo par primer
desenhado pelo par de primer de Wyllie
et al. (1993), que permite a amplificacédo
de um maior nimero de isolados de
CMV.

O teste de PCR detectou o
PYMoV em amostras provenientes de
Minas Gerais, Espirito Santo e Amazénia,
0 gue mostra que este virus se encontra
disseminado nas regides produtores de
pimenta-do-reino no Brasil.
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Tabela 1. Avaliacdo de amostras de pimenta-do-reino quanto a presenca de PYMoV e
CMV, provenientes dos municipios do Estado do Para.

Municipio N° de N° de N° de amostras  N° de amostras com
propriedades amostras com PYMoV CMV
Mocajuba 05 37 05 01
Baido 05 60 12 03
Rondon do Para 01 04 00 04
Tomeé-Acu 05 56 07 00
Santa Isabel 02 29 00* 00*
Abaetetuba 04 41 03 00
Acara 05 43 00* 00*
Altamira 01 12 03 00
Séo Francisco do 04 61 04 08
Para

M 0l 02 03 0405 06 07 08039 10 11 1213 14 1516 17 1813 20 21 22

Figura 1. Teste de RT-PCR para Cucumber mosaic virus para amostras de produtores
do Para. M. Marcador Kb ladder, 1. Controle positivo; 2 e 3. Controle negativo fumo e
P. nigrum, 4 a 24 amostras provenientes do municipio de S&ao Francisco.

M 0l 02 03 0408 06 07 0803 10 11 1213 14 1516 17 18139 20 21 22 2324

Figura 2. Teste de PCR para Piper yellow motlle virus para amostras de produtores de
pimenta-do-reino do Para. M. marcador Kb ladder, 1. controle positivo PYMoV; 2.
controle negativo de P. nigrum, 3 a 24 amostras provenientes do Para. Amostras 05
24 foram positivas.
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Conclusoes

Das 13 cultivares/acessos do BAG
de pimenteira-do-reino, oito se encontram
infectadas pelo PYMoV.

Novo BAG de pimenta-do-reino
deve ser feito a partir de mudas sadias.

De 343 amostras coletadas em
produtores de pimenta-do-reino 34
amostra foram positivas para PYMoV e
12 amostras sinalizaram positivas para
CMV.

A diagnose por sintomatologia néo
pode ser a Unica metodologia utilizada
para escolha de matrizeiros ou em
inspecao.
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