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Apresentacao

A cultura da pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) tem grande importéncia
socioecondmica nos estados do Norte do Brasil, principalmente no Par3,
que esta entre os principais produtores, juntamente com: Espirito Santo,
Maranhao, Paraiba, Ceara, Amap4, Bahia e Minas Gerais.

Apesar de ser responsavel por mais de 80 % da exportacdo brasileira,
sua producao tem sido afetada por doencas, dentre elas as causadas
por virus como o Cucumber mosaic virus (CMV) e Piper yellow mottle
virus (PYMoV). Embora esses virus ja tenham sido relatados no Brasil, ha
poucos estudos referentes as viroses que afetam essa cultura.

Atualmente, hd o agravante de muitas cultivares/acessos do Banco Ativo
de Germoplasma (BAG) de pimenta-do-reino, o unico do Brasil, situado
na Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém, PA, apresentarem sintomas
caracteristicos de viroses. No passado, ocorreu uma grande erradicacao
de acessos e cultivares (mais de 20) do BAG na tentativa de eliminar as
fontes de in6culos de PYMoV, o que levou a uma perda inestimavel de
recursos genéticos.

O presente documento “Avaliacdo do Banco Ativo de Germoplasma de
pimenteira-do-reino quanto a virose e elaboracao de estratégia de controle”
é resultante das atividades realizadas durante o periodo probatério da
pesquisadora Alessandra de Jesus Boari e teve o objetivo de avaliar a situacao
do BAG em relacdo a viroses para estabelecer estratégias de controle.

Cldudio José Reis de Carvalho
Chefe-Geral da Embrapa Amazoénia Oriental
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Avaliacao do Banco Ativo de
Germoplasma de Pimenteira-
do-Reino Quanto a Virose e
Elaboracado de Estratégia de
Controle

Alessandra de Jesus Boari

Introducao

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma especiaria de grande
importancia para o comércio agricola internacional, sendo a india o maior
produtor, seguido do Vietna, do Brasil e da Indonésia.

Embora o Pard possua a maior area colhida e producdo (88 %), sua
produtividade é baixa (média de 2.364 kg/ha) em relacdo ao Espirito
Santo, cuja produtividade é de 3.638 kg/ha (IBGE, 2007). Vérios fatores
contribuem para a baixa produtividade e dentre eles se encontram as
doencas, como as Viroses.

No Brasil, ja foram relatados os virus Cucumber mosaic virus e Piper yellow
mottle virus (PYMoV) e um isométrico ainda nao identificado, sendo os
dois primeiros verificados no Para.

Ha relatos de plantas com sintomas de viroses nos plantios nos municipios
de Tomé-Acu, Santa lzabel do Para, Acara, Altamira, Abaetetuba e
Baiao, agravando as perdas de producao da cultura. Todavia, nao foram
realizados testes diagndsticos mais detalhados sobre as espécies de virus
e incidéncias que ocorrem nesses municipios.
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O CMV, pertencente ao género Cucumovirus, é transmitido por mais de 60
espécies de pulgdes de maneira nao-circulativa e ja foi relatado causando
doencas em mais de 1.000 espécies de plantas, dentre elas a pimenta-
do-reino.

No Brasil, o CMV foi relatado pela primeira vez em pimenta-do-reino em
lavouras de Tomé-Acu, no Para (COSTA et al., 1970) e, atualmente, esta
presente em outros estados, como Minas Gerais e Espirito Santo (MACIEL-
ZAMBOLIM et al., 1990). Os sintomas causados pelo CMV variam com
a cultivar, mas geralmente sao clorose, “flecks” cloréticos, mosaico,
mosqueado, deformacdo e bolhosidade foliar, folhagens esparsas,
enfezamento da planta, espigas curtas e falhadas e, conseqliientemente,
queda de producao. Algumas vezes, nota-se a ocorréncia de ramos
assintomaticos (STEIN; ALBUQUERQUE, 1992).

Silva et al. (2002) conseguiram transmitir o CMV para indicadoras
mecanicamente e pelo pulgdo Aphis gossypii, mas nao pelo Myzus persicae.
Maciel-Zambolim et al. (1990) ndo conseguiram transmitir o CMV para
plantas de pimenta-do-reino mecanicamente ou por pulgao. Esse virus é
constituido de trés particulas isométricas com cerca de 30 nm, 3 RNAs
gendmicos e um subgenémico, ambos de fita simples.

Segundo Stein e Alburquerque (1992), o Banco de Germoplasma (BAG) de
pimenta-do-reino (BAG) instalado em 1989 na Embrapa Amazdnia Oriental
ja apresentava alta incidéncia de mosaico causado pelo CMV em cultivares
e acessos. Das 30 cultivares/acessos, oito apresentaram sintomas de
mosaico, sendo elas Apra (Uthirankotta), Cingapura-colchicina, Balankotta,
Belantung, lacara-I, Kottanadan-Il e Kuthiravally. Vérias plantas do estande
foram erradicadas naquela época com o objetivo de eliminar a fonte in6cula
e impedir a disseminacao para o resto das plantas (ALBUQUERQUE et al.,
1999).

Alburquerque et al. (1999) relataram a suspeita da existéncia de
pimenteiras-do-reino com sintomas de mosqueado causado por Piper
yellow mottle virus (PYMoV) no BAG. Brioso et al (2000) detectaram
particulas baciliformes pertencentes ao género Badnavirus. O PYMoV
ja foi relatado como sendo disseminado pelas cochonilhas Planacoccus
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citri, Diconocoris distanti (SILVA et al., 2002), Ferrisia virgata, pelo
percevejo de renda Corythucha ciliata (BHAT et al., 2003), por enxertia e
mecanicamente, mas nao por sementes (SILVA et al., 2002). No Brasil,
de acordo com Duarte et al. (2000), a cochonilha Pseudococcus elisae se
encontrava sempre associada ao mosqueado da pimenta-do-reino, mas
nao foi realizado o teste de transmissao para confirma-la como vetora do
PYMoV.

A doenca mosqueado-amarelo, causada PYMoV, se caracteriza pelo
aparecimento de pontos cloréticos brilhantes dispersos na folha ou entre
as nervuras. As folhas sdo deformadas com bordas onduladas. Também
ocorre folhagem raleada e, conseqlientemente, reducdo no tamanho e
numero de frutos por espiga.

O PYMoV pertencente ao género Caulimovirus é constituido de particulas
baciliformes de 125 nm x 30 nm de dimensado, com DNA de fita dupla
(SILVA et al., 2002).

Em 2000, 22 cultivares/acessos foram erradicadas em virtude do
aparecimento de plantas com PYMoV ou sintomas caracteristicos de
PYMoV. Sao elas: Guajarina INATAM, Kudaravally, Trang, Djambi,
Belantung, Chumala, Clone 1558, Panniyur-2, Kav, Kotavally, PMKK,
Uthirankotta, Panniyur-Cenargen, Clone S-1, Balankotta Jones (Porto
Rico), Diemberg, Espirito Santo (pimenta-da-terra — introducdo no séc.
17), Pard (pimenta-da-terra — introducdo no século 17); Clone 239
(selecionado para sombreado), Cruzamento 5 x 10, Piper attenuatum
(masculina e feminina); Piper bettle (informacao verbal)'. Essa erradicacao
representa uma grande perda ao BAG, jd que atualmente gendtipos tém
preco inestimavel. Além disso, a recuperacao desses gendtipos sera
bastante complicada, ja que a India, centro de origem de pimenta-do-reino,
nao libera gendtipos dessa cultura. As cultivares existentes atualmente
no BAG sao Guajarina, Bragantina, Cingapura, Kottanadan-1, lacara-1,
Karimunda (verdadeira), Balankotta, Perumkodi, Kuthiravally, Bento, Apra,
Panniyur-3 e Karinkotta.

1 Dado fornecido pela Engenheira Agrondma Maria de Lourdes Reis Duarte (Pesquisadora
aposentada da Embrapa Amazonia Oriental) em 2007.
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Segundo Maria de Lourdes Duarte (informacao verbal)?, o BAG de pimenta-
do-reino esté interditado desde 1995, em decorréncia do aparecimento de
PYMoV pela Secretaria de Fiscalizacdo Agropecuéaria. Com a interdicao,
ficou proibida a doacado ou liberacdo de gendtipos do Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de pimenta-do-reino para outras instituicoes ou
produtores.

A situacdo do BAG de pimenta-do-reino, Unico do Brasil, situado na
Embrapa Amazonia Oriental, é preocupante, pois se encontra com muitas
cultivares/acessos com sintomas tipicos de viroses, fazendo-se necesséria
uma limpeza clonal, j& que o BAG é muito importante para o programa de
melhoramento e fornecimento de materiais para produtores.

Allard (1971) cita que o banco de germoplasma é fundamental na
introducao de plantas, considerando-se este um método de melhoramento,
com propdsito de desenvolver variedades-elite a partir de programas de
melhoramento genético. Esse autor, numa visao futurista em 1971, ja
argumentava que a introducao de germoplasma teria um papel de menor
importancia na producao de variedades com interesse comercial, mas
seria fundamental na criacdo de reservatérios de genes que ficariam a
disposicdao dos melhoristas.

A Unica maneira para recuperar o BAG de pimenta-do-reino é realizar a
limpeza das cultivares/acessos pelo uso da cultura de apice caulinar ou
cultura de meristema associada a termoterapia.

A termoterapia consiste na exposicdo da planta ou parte dela a altas
temperaturas por um periodo determinado e, posteriormente, realiza-se
a cultura de éapice caulinar ou meristema. Esse tratamento aumenta as
chances de se obter explantes livres de virus. A eficiéncia dessa técnica ja
foi comprovada, por exemplo, em cana-de-aculcar, batata, alho, mandioca
e uva. As temperaturas utilizadas variam de 30 °C a 40 °C por periodos de
60 a 150 dias, variando de espécie para espécie. Ha varias hipdteses sobre
os efeitos da termoterapia sobre a inativacdo do virus. Alguns acreditam
que a multiplicagcédo do virus é inibida nesse processo, outros apostam na

2 ldem.
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ocorréncia de uma reducao da movimentacao das particulas virais na planta
infectada. No entanto, atualmente, hd um grande consenso de que, na
verdade, a termoterapia nao inativa o virus, mas impede que ele infeccione
as brotacdes desenvolvidas durante o tratamento. Somente pela adocao
de técnicas laboratoriais como a cultura de tecidos e a termoterapia, é
possivel a obtencao de plantas sadias a partir de uma planta infectada por
virus. Paises onde a viticultura tem longa tradicao ha muito estabeleceram
sistemas de limpeza clonal e distribuicdo de material propagativo. No Brasil,
a Embrapa Uva e Vinho e outras instituicoes oficiais tém, ao longo de
anos, desenvolvido programas de producao e comercializacdao de material
propagativo e matrizes de videira livre de virus. Para limpeza clonal de
uva, tem-se utilizado termoterapia associada a cultura de meristemas
(BARLASS et al., 1982), microenxertia, ou cultura de apices caulinares
(MARTELLI; SAVINO, 1994; BARLASS et al., 1982).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o Banco Ativo de Germoplasma
de pimenteira-do-reino quanto a virose e elaborar estratégia de controle.

Objetivos

Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho é avaliar o BAG de pimenteira-do-reino quanto a
presenca do CMV e PYMoV e estabelecer estratégia de controle.

Objetivos Especificos
1. Avaliar por sintomatologia as cultivares/acessos do BAG de pimenteira-
do-reino.

2. Testar cada cultivar/acesso quanto a presenca de CMV e PYMoV no
BAG de pimenta-do-reino por meio de PCR e RT-PCR.

13
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Material e Métodos

Avaliacado das cultivares/acessos do BAG de pimenteira-
do-reino

Avaliacao visual das cultivares/acessos do BAG

Inicialmente, as plantas do BAG foram devidamente etiquetadas recebendo
uma identificacdo com o nome da cultivar e uma numeracao.

Plantas do BAG foram avaliadas visualmente quanto aos sintomas
caracteristicos de viroses em pimenteira-do-reino. Os sintomas foram
anotados e fotodocumentados.

Avaliacado por teste sorolégico ELISA e RT-PCR para CMV e
PCR para PYMoV

Obtencdo das amostras

Folhas jovens de pimenteira-do-reino do BAG foram colhidas, acondicio-
nadas em sacos plasticos devidamente identificados e levados para o
laboratério para execucao das anélises.

Teste soroldgico ELISA-indireto para CMV

Previamente, foi realizado um teste para verificar a viabilidade do ELISA
indireto para a deteccao do CMV em amostras de plantas de pimenta-do-
reino.

Vinte plantas do BAG foram testadas por meio da maceracdo de 200
mg de folha jovem com 2 mL de tampao carbonato de sédio adicionado
de BSA (0,2 %) e dos antioxidantes Na-dieca e PVP (2 %) para evitar a
oxidacao do extrato. Como controles positivos, foram utilizadas folhas de
fumo ‘TNN’ e pimenteira-do-reino infectadas pelo CMV e, como controles
sadios, folhas de fumo e pimenteira-do-reino sadias. Esse extrato foi
colocado em microtubos de 1,5 mL e armazenado em freezer -20 °C.

Em cada cavidade da placa de microtitulacdo foram colocados 50 uL de
cada amostra. Fez-se a amostragem em duplicata. Apds a incubacao a
37 °C por 1 hora e 30 minutos, fez-se a lavagem das placas com tampao
PBS-Tween e, em seguida, adicionou-se o anticorpo especifico para
o CMYV diluido (1:1000) em tampao PEP (PBS-T, PVP e BSA). Depois
da incubacado a 37 °C por uma hora, foi feita a lavagem da placa com
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PBS-Tween e, posteriormente, adicionou-se 50 yL do anticorpo anti-coelho
conjugado com fosfatase alcalina diluido em tampao PEP (1:5.000), sendo
a placa incubada novamente a 37 °C por 1 hora em estufa. Apds a lavagem
da placa, fez-se a adicdao de 50 uyL do substrato paranitrofenil fosfato (5
mg/mL) diluido em tampao de dietanolamina e incubacao no escuro para
revelacdo das amostras infectadas. A cada 15 minutos, fez-se a avaliacao
na leitora de placa.

Teste molecular PCR

A extracao de acido nucléico total foi feita a partir de folhas jovens de plantas
do BAG, segundo o protocolo de Gibbs e Mackenzie (1997), modificado,
para deteccao de CMV e PYMoV. Cem miligramas de folha jovem foram
macerados com 900 uL de tampao de lavagem (Tris-HCI, EDTA, 2M NacCl,
BSA e 2-Me) e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos. O sedimento
foi ressuspendido com 900 uL de tampédo CTAB (2 % CTAB, Tris-HCI,
1.2 M de NaCl, 2-Me) e incubado em banho-maria a 55 °C por 15 minutos.
Em seguida, adicionou-se 500 uL de cloroférmio e homogenizou-se por 2
minutos para entdo realizar a centrifugacédo a 12.000 rpm por 10 minutos.
A fase aquosa (700 ul) foi recolhida, transferida para novo microtubo
e novamente clarificada com cloroférmio. Apdés a centrifugacao a
12.000 rpm por 10 minutos, 400 uL da fase aquosa foram transferidos
para um novo microtubo, onde foram adicionados 400 uL de isopropanol e
40 uL de acetato de amonio (7.5 M), homogeneizados e mantidos a -20 °C
por 1 hora. Apés centrifugacédo a 12.000 rpm por 10 minutos, o sedimento
de acido nucléico foi lavado com alcool 70 % e, posteriormente, seco e
ressuspendido com 50 uL de &gua ultrapura. A qualidade da extracdo do
acido nucléico foi observada por meio da eletroforese em gel de agarose
(1,0 %) e coloracdo com brometo de etideo. Quando se observou a
presenca dos RNAs ribossémicos 18S e 28S, a extracao foi considerada
boa para a realizacdo do teste de RT-PCR.

Para a deteccao do CMV, a sintese de cDNA foi realizada utilizando-se 5 ul
de RNA total, 1 ul de primer anti-senso e 8 ul de dgua ultrapura, que foram
submetidos a 70 °C por 10 minutos e acondicionados imediatamente em
gelo por 1 minuto. Apds a adicao de 5 ul de tampao 5X, 1 ul dNTP e
1 ul de transcriptase reversa, incubou-se a 37 °C por 50 min para proceder

15
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a amplificacdo do cDNA. Para a realizacao do teste de RT-PCR, utilizou-
se 5 ul do cDNA, 5 uL do tampéo de reacdo 10X, 3 uL de MgCl, (25
mM), 1uL de dNTP (10 mM), 1 uL da Tag DNA Polimerase, 1 uL dos
primers especificos para CMV (CMV1 - 5" GCCGTAAGCTGGATGGACAA
3" e CMV2 - 5" TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG 3’) e 33 uL de agua
ultrapura. A reacdo consistiu de 35 ciclos de 94 °C/30", 55 °C/30" e 72
°C/2" e uma extensao de 72 °C por 10 minutos.

Para deteccao do PYMoV, utilizou-se os primers PYMoV-F (5" TAACAGGAC
TAGGGATCG e PYMoV-R (CAGCTGGTCTTCTTGATAATA 3’ e a reacao
consistiu de 30 ciclos de 94 °C, 49,5 °C e 72 °C, com duracao de 1
minuto, além de uma extensdo de 72 °C por 10 minutos. Fragmentos de
DNA foram observados e fotodocumentados apés a corrida eletroforética
em gel de agarose (1,0 %) e coloracao em brometo de etidio.

Resultados e Discussao

Avaliacao visual de cultivares/acessos do BAG
Observou-se que das 13 cultivares/acessos do BAG, dez apresentam
sintomas caracteristicos de viroses, como mosaico amarelo, pontos
cloréticos, deformacodes foliares, subcrescimento e limbo foliar ondulado.
Nas cultivares Apra, Karimunda, Karinkota e Kuthiravally, foi observado
o sintoma de ondulamento foliar caracteristico do mosqueado amarelo
causado pelo Badnavirus Piper yellow motlle virus. As cultivares Cingapura,
Balankota, Pannyur-3, lacara, Kottanadan e Perumkodi apresentaram
pontos cloréticos e, eventualmente, o mosaico (Fig. 1). Geralmente, os
sintomas de viroses em plantas lenhosas variam de acordo com o ambiente
no decorrer o ano. Plantas das cultivares Bragantina, Guajarina e Bento
nao apresentaram sintomas aparentes, sugerindo uma possivel tolerancia
ou resisténcia a viroses.
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Fotos: Alessandra de Jesus Boari.

Fig. 1. Sintomas de viroses em cultivares/acessos do Banco Ativo de Germoplasmas de
pimenta-do-reino. a) Apra, b) Cingapura, c) Karimunda, d) Kuthiravally, e) Perunkodi, f) Ba-
lankotta, g) Pannyur-3, h) lacara, i) Kottanadan, j) Karinkotta, k) Guajarina, 1) Bento, m)
Bragantina.
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Deteccdo de CMV e PYMoV em cultivares/acessos

do BAG

ELISA-indireto

O protocolo de ELISA-indireto mostrou-se eficiente apenas quando é
utilizada amostra de folhas muito jovens, pois folhas mais velhas induzem
ao aparecimento de falso positivo em que se observa a coloracao amarela
das cavidades. Na literatura, ha relatos de deteccdao do CMV utilizando o
teste DAS-ELISA que, sabidamente, é mais sensivel que ELISA-Indireta.
Entretanto, conforme varios relatos na literatura, o teste PCR se mostra
muito mais sensivel que o ELISA, cerca de 1.000 vezes. Em virtude do
problema de oxidacao de extratos de folhas mais velhas que podem levar
ao aparecimento de falso positivo e também a baixa sensibilidade do teste
na deteccdao do CMV, optou-se por realizar a diagnose do BAG quanto a
presenca do CMV apenas por RT-PCR.

Extracdo de acido nucléico total

A extracdo de &cido nucléico total utilizando o protocolo de Gibbs
e Mackenzie (1997) modificado por meio da adicao de 0,1 % de
mercaptoetanol propiciou a formacdao de um sedimentado sem oxidacao.
Foram observadas as bandas de RNA ribossémicos 18S (1900 nts) e 28S
(4700 nts) em todas as extracdes de pimenta-do-reino (Fig. 2), indicando
a boa qualidade da extracao.

12 3 45 6 7 8 9 101 12 13 14 15 16 17 18 19

Fig. 2. Acido nucléico total extraido a partir de folhas de pimenteira-do-reino do BAG. 1 a19:

amostras de diferentes cultivares de pimenta-do-reino. As setas indicam as bandas de RNA

ribossémico.

Foto: Alessandra de Jesus Boari.
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RT-PCR de plantas do BAG para CMV

Nao foi observada a banda de produto de PCR correspondente a dois tercos do
gene da capa protéica do CMV a regiao nao-traduzida 3’, aproximadamente
500 pb correspondente. Para plantas de membrana cultivar do BAG,
observou-se que o par de primer utilizado permite a amplificacdo inespecifica
de DNA de, aproximadamente, 300 pb, j& que esta também foi observada
no controle negativo, sadio (dados ndo mostrados).

PCR de plantas do BAG para PYMoV

Oito cultivares apresentaram-se positivas para o PYMoV: Bragantina,
Guajarina, Pannyur, Balankota, Kuthiravally, Apra, Perunkodi, Kottanadan,
Karimunda e Karinkotta. Foi observada a banda de 450 pb correspondente
ao ORF | do PYMoV (Fig. 3). As cultivares Cingapura, Lacara e Bento néo
sinalizaram positivas para PYMoV, mas as duas primeiras apresentaram
sintomas caracteristicos de viroses. A cultivar Bento parece estar livre de
virus.

M1 2 3 4 56 78 9 101112 1314151617 18 19

Fig. 3. PCR a partir de amostras de pimenteira-do-reino do BAG para deteccao de

Cucumber mosaic virus. M — marcador 1Kb ladder; 1 — controle positivo; 2 a 14 amostras

das 13 cultivares/acesso de pimenta-do-reino do BAG. Seta indica a banda do PYMoV.

Foto: Alessandra de Jesus Boari.

As cultivares Bragantina e Guajarinas, embora nao apresentem sintomas
caracteristicos de viroses, mostraram-se positivas para PYMoV. Assim,
a diagnose de plantas de pimenta-do-reino por sintomatologia nao é
indicada.

Esse fato pode explicar a ineficiéncia da erradiacao de plantas com suspeita
de PYMoV realizada no passado.
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As plantas da cultivar Cingapura e lacara continuarao a ser estudadas, ja
que, embora tenham apresentado sintomas de viroses, ndao foram positivas
para nenhum dos virus estudados (CMV e PYMoV). Ha a possibilidade de
existir uma terceira espécie viral no BAG ainda nao identificada.

Estratégias a serem adotadas para o BAG
1. Continuar a proibicao da saida de mudas a partir do BAG.

2. Realizar a limpeza clonal de pimenteira-do-reino com virus por meio de
cultura de tecido associada a termoterapia.

3. Implantar o novo BAG em estufa telada antiafidica.

4. Recuperar cultivares e acessos erradicados via Embrapa Recursos
Genéticos quando obtidos de outros paises.

5. Criar uma comissdo multidisciplinar para o BAG da Embrapa Amaz6nia
Oriental.

Conclusoes

- Nao foi detectada a presenca do Cucumber mosaic virus — CMV no
BAG de pimenteira-do-reino.

- Foi detectada a presenca do Piper yellow mottle virus — PYMoV em
dez das 13 cultivares/acessos do BAG.

- A sintomatologia ndo pode ser utilizada como um método de diagnose
de viroses em pimenteira-do-reino.

- O protocolo de ELISA-indireto utilizado nao é um teste apropriado
para deteccao de virus na cultura de pimenta-do-reino por gerar falso
positivo em amostras de folhas mais velhas.
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