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A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma especiaria de grande importancia para o Brasil, em
especial para o estado do Espirito Santo, maior produtor nacional. As perdas de produ¢ao ocorrem
principalmente pelas doencas que acometem a cultura, como a fusariose e as viroses. Existem
problemas relacionados a disseminagdo de doengas, uma vez que a cultura € propagada por meio
de estacas. No Brasil, existem relatados dois virus, Cucumber mosaic virus (CMV) e Piper yellow
mottle virus (PYMoV). Considerando o fato de os sintomas virais serem comumente confundidos
com deficiéncia nutricional, a deteccdo desses virus se torna comprometida. Visando auxiliar
os pipericultores na detecg¢do precisa e precoce de viroses, principalmente quando as plantas sdo
assintomaticas, este trabalho teve como objetivo adaptar metodologias para isolar e caracterizar, por
analises moleculares, o virus PYMoV na cultura. Foram visitadas lavouras comerciais na regiao
do municipio de Sdao Mateus para identificacio de plantas com sintomas virais (sintomatologia
visual). As coletas foram realizadas no segundo semestre de 2017. Foram identificadas 80 plantas,
sendo 27 classificadas como sintomaticas para PYMoV, 33 classificadas como sintomaticas para
PYMoV e CMV e 20 assintomaticas. Devido a dificuldade de identificagdo de plantas apenas com
base na sintomatologia visual, ndo foi possivel manter o mesmo niimero amostral para as diferentes
classes. Foram coletadas amostras de tecido foliar, que depois de acondicionadas em gelo, foram
levadas ao laboratdrio para assepsia com agua e sabdo neutro. Para a extragdo de DNA total, foi
utilizado cerca de 500 mg/amostra de tecido, pulverizado com nitrogénio liquido e, posteriormente
adicionado o tampao de extracdo CTAB (Brometo de cetiltrimetilamonio). A concentragdo do DNA
foi quantificada em espectrofotdometro e sua qualidade analisada em eletroforese com gel de agarose
na concentragao de 0,8%. Para as reagdes de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) foram utilizados
primers desenhados a partir da ORF3 do genoma viral (ORF31F/R; ORF32A F/R), sendo ajustados
pardmetros, como temperatura de anelamento dos primers e concentragdo de MgCl, (cloreto de
magnésio). Como controle positivo foi utilizado DNA de planta ja identificada como positiva para o
virus. Apenas os primers PYORF31-F/R geraram produtos de amplificacdo (950 pb). O amplicon foi
sequenciado, e por meio de analises de alinhamento com sequencias depositadas no GenBank, este
fragmento teve sua identidade genética confirmada e correspondente ao genoma do virus PYMoV. Das
amostras identificadas em campo como sintomaticas para PYMoV, 4 plantas (15%) tiveram a deteccao
confirmada via PCR. Dentre as 33 plantas identificadas visualmente com os dois sintomas, apenas 1
planta (3%) se mostrou positiva para o PYMoV. Todos os individuos assintomaticos apresentaram
resultado negativo para a presenca do virus. O fato de a grande maioria dos individuos sintoméaticos
ndo terem a sua confirmagao por meio do diagnostico molecular (55 plantas ou 91% das plantas dessa
categoria) pode sugerir que o sintoma visual seria um indicativo de outras desordens nutricionais
e/ou fisiologicas e ndo a presenga do virus na planta. Nossos resultados mostraram que a técnica
de PCR se mostrou eficaz na identificagdo do PYMoV em pimenta-do-reino, podendo ser utilizada
para a detec¢do precoce em plantas assintomaticas e/ou na identificagdo de viroses em mudas, com
beneficios diretos aos produtores. Trabalhos dessa natureza podem auxiliar e subsidiar estratégias de
controle de viroses na cultura, minimizando as perdas na produgao.
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