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Introducao

Os virus sdo parasitas obrigatdrios, ou seja,
necessitam da planta viva para sua replicagdo ou
multiplicagdo. Os virus aqui descritos infectam
sistemicamente as pimenteiras-do-reino (Piper
nigrum L.). Plantas propagadas vegetativamente
por meio de estacas, tubérculos, bulbos, etc., que
estdo infectadas por virus, sempre gerardo mudas
doentes. Comumente, uma planta de pimenteira-do-
-reino pode ser infectada por mais de uma espécie
viral.

No Brasil, ja foram relatadas trés espécies virais
causando doengas em pimenteiras-do-reino: piper
yellow mottle virus (PYMoV), género Badnavirus,
familia Caulimoviridae; cucumber mosaic virus
(CMV), género Cucumovirus, familia Bromoviridae;
e, recentemente, black pepper virus F (BPVF),
género Fabavirus, familia Sesquiviridae (Boari,
2008; Duarte et al., 2016; Kauffmann et al., 2023).

Mosqueado-amarelo

O mosqueado-amarelo da pimenteira-do-
-reino ocorre na India, China, Sri Lanka, Tailandia,
Vietna, Filipinas, Malasia, Indonésia e Brasil
(Lockart et al., 1997; Silva et al., 2002). No Brasil,
a primeira constatacdo dessa virose se deu em
1998, em Belém, PA (Albuquerque et al., 1999),
com ocorréncia posterior também reportada no

Espirito Santo, Minas Gerais e Amazonas. No Para
e Espirito Santo, as ultimas informagdes disponiveis
indicam que o virus seja de ampla ocorréncia em
plantas de pimenteira-do-reino (Pantoja et al., 2009;
Oliveira et al., 2010).

A doencga é causada pelo virus do mosqueado
da pimenteira-do-reino (piper yellow mottle virus —
PYMov), que pertence ao género Badnavirus, familia
Caulimoviridae. Suas particulas sdo baciliformes
(Figura 1) e seu genoma é composto por DNA de fita
dupla de aproximadamente 7.622 pb (Lockhart et al.,
1997; Bhat et al., 2012; Hany et al., 2014). O genoma
completo de um isolado paraense apresentou alta
identidade com isolados de PYMoV indianos de
pimenteira-do-reino (Quadros et al., 2019), levando
a inferir que esse virus possa ter sido introduzido no
Brasil por meio de sementes ou mudas provenientes
da india, centro de origem da cultura.

Esse virus é encontrado associado tanto a plantas
sintomaticas quanto assintomaticas (Boari, 2008;
Bhat et al.,, 2012) e pode infectar outras espécies
de piperaceas, como: Piper betle (Lockhart et al.,
1997), Piper longum, Piper argyrophyllum, Piper
attenuatum, Piper barberi, Piper colubrinum, Piper
galeatum, Piper ornatum, Piper sarmentosum e Piper
trichostachyon (Bhat et al., 2014).
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Figura 1. Corte ultrafino de folha de pimenteira-do-reino
mostrando particulas baciliformes de piper yellow mottle
virus (PYMoV).

A transmissdo do PYMoV pode ser feita por
cochonilhas, dentre elas das espécies Planococcus
citri, Ferrisia virgata (Figura 2A) e Planococcus minor
(Figuras 2B e 2C) (pertencente a ordem Homoptera,
superfamilia Ceoccoidea, familia Pseudococcideae
(Bhat et al., 2003; Boari et al., 2010; Sousa et al.,
2010). A transmissao do PYMoV por esses insetos
tem maior importancia na fase de viveiro. Essas
cochonilhas podem ser encontradas alimentando-
-se em varias partes da planta como coleto, haste,
regido dos nds e raizes adventicias. Em geral, as
cochonilhas se associam com a formiga Solenopsis
saevissima (formiga-de-fogo) que, além de protegé-
-las, atuam como agentes de disperséo do vetor do
virus nos pimentais, principalmente a curta distancia.
Portanto, a observagao de formigas nas plantas € um
bom indicativo de que a cochonilha esta presente.

Figura 2. Cochonilhas transmissoras de piper yellow
mottle virus (PYMoV): (A) Ferrisia virgata; (B) e (C)
Planococcus minor.
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Ja a longa distancia, o PYMoV é disseminado
principalmente por meio de estacas infectadas, que
sao utilizadas na produgao de mudas, podendo ser
transmitido também através de enxertia. Porém nao
€ comum em plantios comerciais, pois todas as
mudas sao produzidas a partir de estacas enraizadas
(Boari, 2008). Além disso, pode ser transmitido por
sementes de plantas infectadas (Hareesh; Bhat,
2010; Deeshma; Bhat, 2014).

Os sintomas causados pelo PYMoV variam com
a cultivar de pimenteira-do-reino. Podem causar
ondulagbes em apenas uma ou ambas as bordas
do limbo foliar (Figura 3A), clorose das nervuras,
manchas e pontos de coloragdo amarela, dispersas
pelo limbo foliar (Figuras 3B e 3C) ou em faixas
transversais que contrastam com as zonas de
tecido verde, formando entdo um mosqueado tipico.
Areas cloréticas podem surgir ao longo da nervura
principal, ocasionalmente ocorrendo a formacéao
de bolhas. Em plantas severamente infectadas, as
folnas deformam, devido a ondulagcbes em uma
ou ambas as bordas do limbo. A planta infectada
apresenta alteragdo no crescimento, a folhagem
fica esparsa e a produgdo é afetada devido a
reducdo do numero de espigas € 0 menor nimero
de espigas com menor numero de frutos ocasionado
pelo aborto das flores (Figura 4) (Duarte et al., 2000;
Brioso et al., 2000; Boari, 2008).

/

Figura 3. (A) Folhas de pimenteiras infectadas pelo
piper yellow mottle virus (PYMoV) com sintomas de
mosqueado-amarelo e ondulagéo do limbo foliar. (B) e (C)
Pontos e manchas cloréticas causados pelo PYMoV em
folhas de pimenteira-do-reino.
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Figura 4. Cacho de pimenteira-do-reino com redugéo do
numero de frutos devido ao aborto de flores causados
pelo piper yellow mottle virus (PYMoV).

Em viveiro, dependendo da cultivar, podem-se
observar mudas que apresentam sintomas da virose
(Figura 5), mas também é comum nessa fase as
plantas serem assintomaticas, apesar de infectadas.
Por esse motivo, a simples observacao da auséncia
de sintomas nao é indicada como critério para
selecao de plantas sadias.

Figura 5. Mudas apresentando sintomas de clorose
das nervuras e mosqueado-amarelo causados por piper
yellow mottle virus (PYMoV).

O principal método de controle do mosqueado-
-amarelo é o uso de estacas ou mudas sadias
provenientes de produtores credenciados pelo
Ministério da Agricultura e Pecuaria (Mapa),
além da eliminagdo das plantas sintomaticas. Na
auséncia de mudas livres de virus, recomenda-se
0 uso das cultivares Bragantina e Guajarina, que
aparentam ser tolerantes ao virus, pois, mesmo
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infectadas, ndo manifestam sintomas (Boari, 2008).
Para implantagdo de novos pimentais, deve-se dar
preferéncias por areas distantes de pimentais com
incidéncia da doenga.

Mosaico

O mosaico da pimenteira-do-reino encontra-se
presente em todos os estados produtores do Brasil,
porém, estudos indicam que a sua incidéncia € menor
do que o mosqueado-amarelo (Pantoja et al., 2009).

A doencga é causada pelo virus do mosaico do
pepino (cucumber mosaic virus— CMV), pertencente
ao género Cucumovirus, familia Bromoviridae, que
possui particulas esféricas, com cerca de 30 nm de
diametro. No mundo, o CMV apresenta inumeras
estirpes distribuidas em dois subgrupos, | (la e Ib) e
I, baseado no teste de PCR-RFLP (Palukaitis et al.,
1992). O subgrupo | foi dividido em dois subgrupos
(la e Ib) com base na analise filogenética no 3’UTR
do RNA (Roossinck et al., 1999). Especificamente
no estado do Para, o sequenciamento do gene da
capa proteica de isolados obtidos em pimenteiras-
-do-reino demonstrou a ocorréncia do subgrupo la
(Duarte et al., 2016).

O CMV apresenta uma ampla gama de
hospedeiros pertencentes a, aproximadamente, mil
espécies vegetais cultivadas (Palukaitis et al., 1992),
como bananeira, tomateiro, pimenteira, alface,
alfavaca, picéao, feijao-de-metro, jambu, trapoeraba,
maria-pretinha e camapu (Boari et al., 2000; Eiras
et al., 2004; Boari et al., 2017).

O virus infecta sistemicamente a planta e sua
transmissao ocorre por pulgdes, destacando-se as
espécies Aphis spiricolae, Aphis gossypii e Myzus
persicae (Palukaitis et al., 1992). Nao existem estudos
sobre a eficiéncia da transmissdo do CMV por pulgbes
entre plantas de pimenteira-do-reino. No entanto, a
utilizagdo de estacas infectadas para propagagéo € a
principal forma de disseminagéo do virus.

Os sintomas causados pelo CMV em pimenteiras
também podem variar com a cultivar, mas em plantas
da cultivar Cingapura é comum observar deformagéo,
clorose, mosaico e redugao do limbo foliar, espigas
pequenas e com falhas, resultando em consideravel
perda de producéo (Figura 6) (Pantoja et al., 2009).
Sucessivas geragdes de mudas provenientes de
plantas infectadas promovem o definhamento ou
enfezamento da planta devido ao processo de
degenerescéncia. As plantas apresentam folhagem
esparsa e internodios curtos. Muitas vezes, os sintomas
ocorrem somente em parte da planta, permanecendo
o restante da folhagem com aspecto sadio.
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Figura 6. Sintomas de mosaico, reducéo do limbo foliar e
cacho com frutos abortados de pimenteira-do-reino da cultivar
Cingapura causados pelo cucumber mosaic virus (CMV).

O CMV afeta o desenvolvimento das gavinhas,
que sdo estruturas importantes para a sustentagéao
das plantas no tutor, deixando-as arriadas (Figura 7),
comprometendo assim a produgéo.
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Figura 7. Planta infectada pelo cucumber mosaic virus
(CMV) sem sustentagéo da planta junto ao tutor, devido a
falta de desenvolvimento das gavinhas.

Como  principais medidas, recomenda-se
utilizacdo de mudas sadias provenientes de viveiristas
credenciados pelo Mapa ou estacas de matrizeiros
sadios, erradicagdo das plantas infectadas, eliminagao
de plantas hospedeiras do CMV nas proximidades dos
pimentais e estabelecimento de novos plantios distantes
de areas que ja apresentam plantas sintomaticas.
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O uso de defensivos agricolas para o controle dos
insetos vetores do CMV ¢ ineficiente por se tratar de
um virus transmitido por picada de prova (o inseto vetor
leva 30 segundos para adquirir o virus e 30 segundos
para transmiti-lo). Além disso, gera a contaminagao
tanto para homens quanto para o meio ambiente.
A deteccao de residuos de defensivos agricolas em
frutos de pimenta pode depreciar o valor do produto
pelas empresas importadoras.

Mosaico-amarelo

Recentemente, por meio do sequenciamento de
alta performance, foi relatada uma nova espécie de
virus em plantas de pimenteiras-do-reino, denominado
black pepper virus F (BPVF), pertencente ao género
Fabavirus, da familia Sesquiviridae. Esse virus causa a
doenga mosaico-amarelo e foi detectado no Brasil, em
plantios localizados em diferentes municipios no estado
do Para. Suas particulas sdo isométricas de 28 nm
(Figura 8), e possui dois RNAs gendémicos de 6.327 e
3.620 nt (Kauffmann et al., 2019, 2022).

Figura 8.

Imagem de microscépio eletronico de
transmissédo de uma preparagéo semipurificada do black
pepper virus F (BPVF) isolada de pimenta-do-reino
infectada, mostrando particulas virais isométricas de
aproximadamente 30 nm.

Sua disseminagdo ocorre por meio de estacas
infectadas, entretanto, ndo se sabe se é transmitido
por algum inseto vetor ou por sementes. Em amostras
de pimenteiras-do-reino, o teste de transcricao reversa
seguida da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
identificou o virus tanto em plantas com sintomas
quanto em plantas assintomaticas, demonstrando uma
incidéncia superior a 50% (Kauffmann et al., 2019, 2023).

Os sintomas causados pela nova espécie de virus
pertencente ao género Fabavirus séo o mosaico (Figura
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9), a reducao do limbo foliar e a clorose das nervuras.
Além disso, o virus pode causar o abortamento das flores
nos cachos, causando reducao do numero de frutos.

Figura 9. Folha de pimenteira-do-reino infectada por black
pepper virus F (BPVF) com sintomas tipicos de mosaico
foliar.

Como método de manejo, recomenda-se o uso de
estacas e mudas provenientes de matrizeiros sadios
oriundos de viveiristas credenciados pelo Mapa.

Outros

Além desses virus, foi identificado, por meio do
sequenciamento de alta performance, em amostras de
pimenteiras-do-reino oriundas de cultivos no estado
do Para, uma nova espécie de virus pertencente ao
género Cheravirus (ndo relatado). No entanto, ainda
nao ha informacdes sobre os seus efeitos na cultura.

Método de diagnose de viroses da
pimenteira-do-reino

A diagnose de virus de planta € muito importante
para o estabelecimento de estratégias de manejo das
doencas, principalmente para a sele¢cao de matrizeiros
livres de virus. Considerando que nem sempre a planta
infectada por virus manifesta sintomas aparentes,
torna-se necessario o uso de testes moleculares para
uma detecgao precisa. Atualmente, no caso da cultura
da pimenteira-do-reino, 0 método de diagnose mais
utilizado e recomendado € o teste molecular da reagéao
em cadeia da polimerase (PCR), para detecgédo de
virus constituido de DNA (PYMoV), e a transcrigéo
reversa seguida da PCR (RT-PCR), para os virus que
possuem RNA (CMV e BPVF). Esses testes detectam
0 acido nucleico viral e também podem ser utilizados
para obtengdo da sequéncia gendmica e posterior
estudo de diversidade genética.
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Para a realizagao do teste, € necessario ter pelo
menos uma parte do genoma viral conhecida para
o desenho e obtencado do par de oligonucleotideos
iniciadores (primers) que serao utilizados na sintese
de DNA.

Inicialmente, é realizada a extragdo do acido
nucleico a partir de folhas da pimenteira-do-reino,
podendo ser feita com kits comerciais ou métodos
alternativos. No caso dos virus constituidos de RNA,
primeiramente é realizada a transcri¢ao reversa para
produgdo do DNA complementar (cDNA) utilizando
a enzima transcriptase reversa e, posteriormente,
sdo realizados os multiplos ciclos por PCR, que
visam a produgdo de um grande numero de cépias
do fragmento alvo do DNA. Os produtos da PCR
s&o analisados por meio da eletroforese em gel de
agarose a 0,9% corados com GelRed ou brometo
de etidio.

A seguir sera descrita a metodologia de
diagnose para cada espécie de virus da pimenteira-
-do-reino utilizada no Laboratério de Fitopatologia
da Embrapa Amazénia Oriental.

Extracao do acido nucleico

Existem diferentes protocolos e kits comerciais
para a extragao de acido nucleico viral. Para extragao
de &cido nucleico de pimenteira-do-reino, optou-se
pelo uso do protocolo de Gibbs e Mackenzie (1997)
modificado conforme descrito a seguir, pois ele permite
tanto a detecgdo de virus de DNA como de RNA.

* Macere 50-100 mg de folha fresca em 800 pl
de tampado CTAB (CTAB 2% (p/v); 1,4 M
de NaCl; 0,1 M Tris-HCI, pH 8,0) e 10 pl de
[B-mercaptoetanol. Passe o macerado para um
microtubo de 2 mL.

* Incube a 55 °C por 15-30 minutos.

* Adicione 800 pl de cloroférmio:isoamilico (24:1).
Agite bem (vortex) para obter a emulséo.

» Centrifugue a 14.000 rpm por 10 minutos.

» Cuidadosamente remova 700 ul da fase aquosa
(superior) para um novo microtubo de 2 mL.

* Repita a limpeza com cloroférmio:alcool
isoamilico (700 pl).

* Remova 600 pl da fase aquosa para um novo
microtubo de 1,5 mL.

* Adicione 1/10 do volume (60 pl) de NH,OAc
(acetato de aménio 7,5 M) e 1 volume de
isopropanol (600 pl). Misture bem e coloque os
tubos no freezer a -20 °C por 30 minutos ou mais.

* Centrifugue a velocidade maxima (+14.000 rpm)
por 10 minutos.



e Descarte o sobrenadante cuidadosamente
para nao perder o pellet.

« Adicione 1 mL de alcool etilico 70%.

» Seque o pellet na bancada com o tubo aberto
ou de preferéncia a vacuo.

» Adicione 50-100 ul de agua ultrapura.

» Armazene os tubos devidamente identificados a
-20 °C (armazenamento por curtos periodos) ou
-80 °C (armazenamento por longos periodos).

Primers

Os primers utilizados para cada espécie viral
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados para identificacdo de cada
espécie viral.

Tamanho
do
fragmento
(pb)

Virus Primer

PYMoV PYMoV — F 5 TAACAGGACTAGGGATGG 3’ e 450
%Y PYMoV - R 5 CAGCTGGTCTTCTTGATAATA 3

CMV CMV - R 5 GCCGTAAGCTGGATGGACAA 3 486
CMV - F 5 TATGATAAGAAGCTTGTTTCGCG 3’

BPVE Faba — R 5 CAGTTGGTGCCAAGAGACCA 3’ 700
Faba — F 5 CTGACAAAGCATGACCCACG 3’

Virus de RNA

Para diagnose de virus constituidos de
RNA, ha duas opgdes para sintese de cDNA por
transcrigéo reversa (RT): fazer a transcrigdo reversa
separadamente utilizando primer reverse (R)
especifico para cada virus (CMV e BPVF) ou usar
primers hexametros (tamanho de 6 nucleotideos)
para sintese do cDNA, podendo detectar os 2 virus
(CMV e BPVF) a partir de uma Unica reagao de RT.

Exemplo 1: ao realizar o RT convencional
utilizando a enzima M-MLV ou AMV e primer
especifico para a espécie viral, a reagdo pode
ser feita conforme descrito a seguir, utilizando os
componentes apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Componentes utilizados na reagéo de transcri¢cdo
reversa para diagnose de virus de RNA.

Componente Quantidade (pl)
Primer reverse (10 uM) 0,5
Agua ultrapura 11,0

Acido nucleico total 3,0
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Incube a 70 °C por 5 minutos, coloque o
microtubo com a reac¢ado imediatamente no gelo por
pelo menos 1 minuto e, em seguida, adicione os
reagentes apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes utilizados na reacdo de transcricao
reversa para diagnose de virus de RNA.

Reagente Quantidade (ul)
Tampéao da enzima transcriptase 5.00
reversa MMLV ’
Enzima MMLV 0,25
dNTP 0,25
Total da reacédo 20,00

Para deteccdo simultinea do CMV e BPVF,
podem ser adicionados os primers reverse dos dois
virus (CMV-R e Faba R) no mesmo tubo da reagao
de transcrigao reversa e, posteriormente, na reagao
da PCR. Na andlise em gel de agarose, serdo
observadas duas bandas, uma de cerca de 500 pb
(CMV) e outra de 700 pb (BPVF).

Exemplo 2: ao utilizar o kit High capacity
cDNA reverse transcription (Applied Biosystems) a
reagdo é feita conforme descrito a seguir, com os
componentes descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Componentes utilizados na reagéo com o kit High
capacity cDNA reverse transcription.

Componente Quantidade (pl)
10X RT Buffer 2,0
25X dNTP Mix (2,5 mM) 0,8
10X RT Random primers 2,0
MultiScribe reverse transcriptase 1,0
Agua ultrapura 4,2
Acido nucleico total 10,0
Reacao total 20,0

No termociclador, os microtubos com a reagao
serao incubados por 10 minutos a 25 °C, 37 °C /50’
e 85 °C/10’. Armazene o cDNA a -20 °C.

Na reacédo de PCR para detectar os virus CMV
e BPVF separadamente, as reagdes consistirdo
conforme descrito a seguir, com 0s componentes
constantes na Tabela 5.
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Tabela 5. Componentes da reagdo de PCR para detectar os
virus CMV e BPVF.

Componente Quantidade (pl)
10X Buffer 2,50
25X dNTP Mix (2,5 mM) 0,50
MgCl, (50mM) 0,75
Primer F (10 uM) 0,25
Primer R (10 pM) 0,25
Taq Polimerase (5 U/pl) 0,25
Agua ultrapura 17,50
cDNA 3,00
Reacao total 25,00

No termociclador, a reacao consiste de 5 minutos
a 94 °C, seguindo 30 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
54 °C por 30 segundos e 72 °C, e extensdo de 72 °C
por 2 minutos. Os produtos do PCR sao analisados
por meio da eletroforese em gel de agarose a 0,9%,
corado com GelRed (Biotion) e fotografado utilizando
o fotodocumentador. Armazene o produto do PCR a
-20 °C para posterior analise em gel de agarose.

Virus de DNA

Por ser um virus constituido de DNA, é realizado
apenas a PCR para o PYMoV, com os componentes
descritos na Tabela 6.

Tabela 6. Componentes da reagdo de PCR para o virus de
PYMoV.

Componente Quantidade (pl)
10X Buffer 2,50
25X dNTP Mix (2,5 mM) 0,50
MgCl, (50mM) 0,75
Primer F (10 uM) 0,25
Primer R (10 pM) 0,25
Taq Polimerase (5 U/pl) 0,25
Agua ultrapura 15,50
cDNA 5,00
Reacao total 25,00

O PYMoV é um virus restrito aos vasos do
floema e, portanto, possui baixa concentragdo nas
amostras foliares. Uma estratégia para aumentar
a eficiéncia da analise por PCR é primeiramente
aumentar a concentragdo do DNA viral utilizando
o kit de amplificacdo de circulo rolante (Rolant

Circle Amplification — RCA) (TempliPhi Kit — GE)
e, posteriormente, o produto ser utilizado na PCR.
Atualmente, o kit de RCA é muito dispendioso,
justificando-se 0 seu uso em casos especiais, como
na selecao de matrizes livres de virus.

Para amplificagao do DNA utilizando o TempliPhi
Kit (GE), adicione em um microtubo de 5 pl de
Sample Buffer e 2 ul do acido nucleico extraido,
e incube-o por 3 minutos a 94 °C e no gelo por 5
minutos. Em seguida, adicione 5 pyl de Reaction
Buffer e 0,2 pl de Enzime Mix. Incube por 18 horas a
28 °C e, em seguida, por 65 °C por 10 minutos para
inativagcao enzimatica.

O produto do RCA deve ser diluido em um
microtubo naproporg¢ao 1:10 (1 ulde DNAproveniente
do RCA para 9 ul de agua ultrapura). Dessa dilui¢éo,
1 ul é utilizado na reacao de PCR ja descrita.
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