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RESUMO

ROCHA, Anna Caroline Brinco, M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
Marco de 2016; Padronizacdo de metodologia para identificacdo molecular de Pipper
yellow mottle virus (PYMoV) em plantas de pimenta-do-reino cultivadas no Norte do
Espirito Santo.; Orientador: Andreia Barcelos Passos Lima Gontijo.

A pimenta-do-reino € uma das especiarias mais comercializadas no Brasil, sendo o
estado do Espirito Santo considerado o segundo maior produtor dessa iguaria.
Existem problemas quanto a disseminacdo de doencas viréticas jA que a pimenta-
do-reino é comercializada por meio de estacas e/ou mudas. Tanto no Brasil quando
no estado do Espirito Santo ja foram relatadas a presenca do virus Piper yellow
mottle virus (PYMoV). O objetivo deste subprojeto foi padronizar uma metodologia
de deteccdo do virus através de folhas jovens de pimenta-do-reino da variedade
Bragantina. Para isso foram testados diferentes métodos de extracdo de DNA
utilizando folhas sintométicas e folhas assintomaticas e diferentes protocolos para
adequar o teste de PCR (reacdo em cadeia da Polimerase) utilizando primers
especificos para amplificacdo do fragmento de DNA do virus PYMoV. Os resultados
da PCR foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose corado com
GelRed ou Blue Juice. Sendo que ndo foram obtidas bandas de fragmentos
especificos do PYMoV, pois os primers utlizados amplifacaram bandas

inespecificas.

Palavras chave: Pimenta-do-reino, PYMoV, PCR

ABSTRACT

ROCHA, Anna Caroline Brinco, M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo;
Marco de 2016; Standardization of methodology for molecular identification of Piper
yellow mottle virus (PYMoV) in pepper plants cultivated in North of Espirito Santo.;
Orientador: Andreia Barcelos Passos Lima Gontijo.

Black pepper is one of the most commercialized spices in Brazil, and the state of
Espirito Santo is considered the second largest producer of this delicacy. There are
problems with the spread of viral diseases since pepper is marketed by cuttings and /
or cuttings. Both in Brazil and in the state of Espirito Santo have already been
reported the presence of Piper yellow mottle virus (PYMoV). The objective of this

subproject was to standardize a virus detection methodology through young leaves of



Bragantina pepper. For this, different methods of DNA extraction using symptomatic
sheets and asymptomatic sheets and different protocols to adapt the PCR
(Polymerase chain reaction) test using specific primers to amplify the DNA fragment
of the PYMoV virus were tested. PCR results were analyzed by agarose gel
electrophoresis stained with GelRed or Blue Juice. Since it was not obtained bands
of specific fragments of the PYMoV, because the primers used amplifacaram

nonspecific bands.
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1. INTRODUCAO GERAL

O género Piper apresenta mais de 1.000 espécies, entre as quais, nas
regibes tropicais, se destaca P. nigrum L., de origem indiana. E uma especiaria
altamente valorizada em todo o mundo. Devido ao seu sabor (nico, é
frequentemente utilizada como condimento alimentar, sendo a mais importante das
especiarias usadas principalmente no preparo e processamento de alimentos

(PRABHAKARAN, 2011).

Nas décadas de 80, o Brasil chegou a atingir o nivel de maior produtor
mundial, porém, com a queda do valor da pimenta-do-reino na década de 90 e
problemas com doencas como a fusariose, fizeram com que caisse de posicao.
Mesmo assim, continua como um dos maiores produtores e exportadores mundiais,
respondendo por cerca de 28% da producdo mundial. A partir de 2000, com o
aumento de preco da pimenta-do-reino, a producao voltou a subir. No Espirito Santo,
a cultivar Cingapura, ao que parece, foi introduzida primeiramente em Linhares, com
mudas originarias do Para e, posteriormente, novas introducdes foram efetuadas a
partir do Estado da Bahia. Atualmente, no Espirito Santo, cultiva-se area superior a
3.500 ha. (CONAB, 2015).

As contaminac¢des na cultura da pimenta-do-reino podem ser ocasionadas
por varios agentes, por exemplo, 0o quimico que € a eventual contaminagcdo por
residuos agrotoxicos, ultrapassando limites legalmente permitidos. O fisico é
imprescindivel para a aceitabilidade do produto no mercado, € considerado um
programa de seguranca e qualidade. Dar-se mais énfase ao agente biologico, pois é
um problema fitossanitario mais frequente e restrita na planta, que leva sua

delimitacao na produtividade (DUARTE et al., 2005).

A doenga mosqueado-amarelo em pimenta-do-reino, causada pelo virus
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, consequentemente, redu¢do no tamanho e

numero de frutos por espiga (BOARI 2008).

Técnicas moleculares como a técnica de PCR (amplificagdo em cadeia do
DNA) tem sido utilizada como ferramenta para o diagnéstico molecular de viroses
em pimenteiras (SILVA et al., 2002). A PCR é utilizada para amplificar um fragmento
preciso de DNA a partir de uma mistura complexa de material de partida
normalmente denominado DNA molde (WILSON & WALKER, 2010).

Com o aumento da incidéncia de viroses em plantacdes de pimenta-do-
reino, faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias para a identificacéo
desses virus. Assim, o intuito desse trabalho foi padronizar um método de
identificacdo para virus PYMoV, adequando os testes de PCR para deteccdo do
mesmo na regido de Sao Mateus-ES, dando subsidios ao desenvolvimentos de

estratégias de controle da doenca.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pimenta-do-reino

2.1.1 Botanica
A espécie Piper nigrum L., conhecida mundialmente por pimenta preta, € no

Brasil como pimenta-do-reino, € uma das diversas espécies pertencentes a familia
Piperaceae, representada por quatro géneros e cerca de 500 espécies (MAGEVSKI
et al.,, 2011). As Piperaceae apresentam inflorescéncia em espigas simples, mas em
alguns casos podem ser compostas do tipo umbelas ou racemo. As suas espécies
podem se apresentar como ervas, arbustos, sub-arbustos ou lianas. (Souza &
Lorenzi, 2008).

O género Piper inclui grande nimero de espécies que se caracterizam pelo
uso medicinal popular e pela importancia econbmica e comercial, em virtude da
producado de Oleos essenciais utilizados pela industria de condimentos, farmacéutica
e também de inseticidas (SILVA & MACHADO, 1999).

Classificada como uma planta perene, a pimenta possui caule liso, redondo,
nodoso e ramificado, cujas folhas sdo inteiras, laminadas, ovaladas, com apice
agudo e coria com sete nervuras principais. Suas flores sdo pequenas, brancas e
dispostas em espigas, ao passo que seus frutos sdo globulares, vermelhos quando
maduros, e ao secarem passam a apresentar uma superficie grossa, rugosa e
escurecida (PISSINATE, 2006). E considerada como a Unica especiaria cujos frutos
podem ser comercializados em quatro diferentes versdes de graos, sendo estas,
preta, branca, verde ou vermelha; embora a sua forma mais comum de

comercializacao seja a preta (EMBRAPA, 2004).

A pimenta-do-reino € caracterizada também por ser uma planta exotica,
herbacea, trepadeira, de utilizagdo mundial como condimento, sendo tempero de

exceléncia no preparo dos mais diversos pratos. (EMBRAPA, 2010) Aléem de que



pode possuir diferentes atividades biol6gicas, como antiapoptética, antibacterial,
antitoxina do colon, antidepressante, antifUngica, analgésico, antidiarréia,
antiinflamatdria, antimutagénica, antimetastica, antioxidativa, imunomodulatorio,
antiespasmaodico, obesidade, asma, sinusite, antiespermatogénica, antitiredide,
antitumor, potencializador ciprofloxacina, colica, doengas gastricas, hepatoprotetiva,
aumento de plasma, aumento de enzimas pancreaticas, inibe o citocromo, inibe a

transcrigcao, inseticida, febre intermitente, larvicida, pesticida (AHMAD et al., 2012).

2.1.2 Importéancia Econdémica

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é considerada uma das principais
especiarias no mundo, sendo o Vietna o maior produtor e exportador, seguido da
india, Indonésia e Brasil (LEMOS et al., 2011). Na década de 50 o Brasil tornou-se
auto suficiente na producdo de pimenta-do-reino, pois 0 sucesso dos pipericultores
de Tomé Acgu, no estado do Para, incentivou a implantacdo de lavouras comerciais
em municipios de outros estados como o Espirito Santo, Bahia, Maranhao, Ceara e
Paraiba (EMBRAPA, 2013).

O Espirito Santo é o segundo maior produtor de Pimenta do Reino do pais,
perdendo apenas para o estado Para. Mas ainda assim, é o que tem a maior
produtividade com 2,82 toneladas por hectare, enquanto a média brasileira € de 2,22
toneladas por hectare. (SEAG, 2016). Possui 7.162 hectares de area plantada de
pimenta-do-reino segundo (IBGE 2015). Os plantios concentram-se no Norte do
Estado, tendo como destaque os municipios de Sdo Mateus e Jaguaré, com mais de
75% da éarea cultivada e da producdo (CONAB, 2015). Porém essa produtividade
vem diminuindo, principalmente devido as doencas, como as viroses que atingem as
lavouras. As cultivares comercialmente mais produzidas no Espirito Santo sdo a
Cingapura-BRA-19, lacara, Guajarina e Bragantina-BRA-124 (CEDAGRO, 2012).

Por ser uma especiaria que apresenta grande produtividade, € um dos
condimentos mais valorizados no mundo apresentando grande valor econdémico,
permitindo que a atividade desenvolvida pelos pipericultores proporcione alta
rentabilidade (LIMA et al.,2010).



2.1.3 Propagacao

A espécie P. nigrum pode ser propagada por estacas, sendo que para a
utilizagdo das mudas em lavouras comerciais o ideal seria a estaquia, por iniciar a
producdo mais cedo e manter as caracteristicas da planta matriz (LEITE;
INFORZATO, 1966). A propagacdo vegetativa € a multiplicacdo de um vegetal a
partir de tecidos que possuem capacidade de reassumir suas atividades
meristematicas. E a maneira mais rapida e segura de se obter uma nova planta com
caracteristicas iguais da planta matriz que a originou (SILVA, 1984). A estaquia é
considerada a principal técnica de propagacao vegetativa. Pois tem a capacidade de
reproduzir, as caracteristicas genéticas de qualquer planta individual (HARTMANN et
al., 2011).

A Propagacéao através de estacas enraizadas consiste em enraizar estacas
de pimenteiras com um, dois ou trés nés providos de folha, deixando apenas o no
superior com folha correspondente, ou estacas com tré a cinco nds desprovidos de
folhas. As estacas sé@o colocadas para enraizar e o inicio da emissdo das raizes se
da aos 12-20 dias, época em que as mudas sao transplantadas (VELOSO &
ALBUQUERQUE, 1989).

No entanto, a comercializacdo de estacas e/ou mudas contribui para
disseminacgéo das viroses. Questdes fitossanitarias, apoio técnico, acesso a material
genético, reducao do custo de producdo da pimenta-do-reino no Brasil e a
agregacao de valor ao produto sdo apontados pelo Ministério da Agricultura (MAPA),

como maiores desafios para o setor (MAPA, 2012).

2.2 Viroses

No mundo, quatro virus foram relatados infectando a pimenteira do reino, o
Cucumber mosaic virus (CMV), Piper yellow mottle virus (PYMoV), um Closterovirus
e um isométrico ainda néo identificado (WAHID et al., 1992; SARMA et al., 2001;
BHAT et al., 2003). Ja foram realizados trabalhos que mostram a ocorréncia desses
virus, mais especificamente nos estados do Para, Amazonas, Espirito Santo
(amostras oriundas de Linhares) e Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2010).



Verificou-se que € comum no campo a planta estar assintomatica e mesmo
assim apresentar a doenca, mostrando que n&o se deve confiar apenas na
sintomatologia para selecdo de plantas sadias. As viroses podem causar elevadas
perdas de producdo se ocorrerem em alta incidéncia no pimental e, sobretudo, se
associadas a fusariose (BOARI, 2014).

2.2.1 Piper yellow mottle virus - PYMoV

Em 1997, o virus do mosqueado amarelo da pimenta (Piper yellow mottle
virus, PYMoV) foi reconhecido como patdogeno de pimenteira-do-reino. O PYMoV
pertencente a familia Caulimoviridae, género Badnavirus, € constituido de particulas
baciliformes de 125 x 30nm de dimenséo, com DNA de fita dupla (BOARI, 2014).

As principais diferengas na manifestacdo dos sintomas das duas viroses
(CMV e PYMoV) sédo observadas nas raizes, nas hastes e ramos, na folhagem, no
desenvolvimento da planta, no modo de transmissdo e na espécie de vetor. Os
sintomas nas inflorescéncias e espigas sado semelhantes. Ambas as viroses

reduzem drasticamente a producdo (DUARTE et al., 2000).

Os sintomas causados pelo virus PYMoV sao, necrose dos tecidos interno
na haste da planta; descoloracao dos vasos e pontos necroticos nos tecidos internos
dos ramos; mancha de coloracdo amarelo limao brilhantes, dispersas no limbo ou
em faixas transversais e faixas cloréticas ao longo da nervura principal das folhas.
Folhas com numerosas manchas cloréticas tornam-se completamente amareladas;
ocorre malformacao foliar e aparecimento de ondulagcbes em uma ou em ambas
margens da folha. Em folhas severamente infectadas podem surgir bolhas no limbo.
Causa esterilizacao parcial das flores e reducdo no niamero de frutos por espiga. Por
fim, causa reducédo do crescimento da planta, e apés a podagem surgem brotacdes
fracas com folhas pequenas, mal formadas e com clorose intensa; pode surgir
lesBes necroticas. E as plantas apresentam crescimento lento, permanecendo por

longo tempo como fonte do virus (DUARTE, 2000).

2.2.2 Transmissao e Controle

A transmissdo pode ocorrer de diferentes maneiras, por enxertia onde as

particulas infectivas do PYMV se localizam nos tecidos do mesoéfilo, multiplicando-se



e distribuindo-se sistemicamente pela seiva vegetal. Através da enxertia de material
infectado em tecido sadio, o virus pode ser transmitido logo que ocorra a soldadura
dos tecidos do enxerto e do porta-enxerto. Por transmissao do inseto-veto, sendo
que o virus PYMoV ja foi relatado como sendo disseminado pelas cochonilhas
Planacoccus citri, Diconocoris distanti, Ferrisia virgata, Pseudococcus elisae
Borchsenisius, pelo percevejo de renda Corythucha ciliata por enxertia e
mecanicamente, mas ndo por sementes (BHAT et al., 2003; SILVA et al., 2002;
DUARTE 200).

Pode ocorrer ainda a transmisséao do virus por material vegetativo, onde o
virus pode ser transmitido, a longa distancia, por estacas de propagacao retiradas
de plantas infectadas. E por sementes apesar das mesmas, na maioria das viroses
vegetais, impedem que patdgenos se perpetuem através das novas geracbes de
plantas. (DUARTE, 200).

Para se controlar a ocorréncia de viroses em pimenteira-do-reino deve se
utilizar mudas sadias para implantar tal espécie, que foram obtidas a partir de
estacas de plantas livres de virus. Deve ser feito o controle de plantas invasoras pois
algumas espécies podem atuar como hospedeiras alternativas do virus, sendo assim
fonte de inoculo para novas infec¢des. E quando for identificado a presenca do virus
recomenda-se a erradicacdo e queima das plantas infectadas para se controlar a
disseminagdo para novas plantas (TREMACOLDI & DUARTE, 2006). O
estabelecimento de medidas racionais é essencial, a exemplo do monitoramento do
vetor em campo para deteccdo dos focos de infestacdo (BOTTON; FAJARDO,
2003).

2.3 Métodos para identificacéo

O diagnostico pode ser realizado de diversas maneiras, tanto no campo
quanto em laboratdrio. O diagndstico visual, leva em consideracdo o aparecimento e
as caracteristicas sintoméaticas das plantas. Porém, dependendo da época do ano,
do estadio de desenvolvimento da planta e outros fatores, torna-se dificil identificar
0s sintomas caracteristicos e diferenciar o mosaico do mosqueado amarelo,
principalmente no inicio da infeccdo. (TREMACOLDI & DUARTE, 2006). A



sintomatologia apresentada por plantas doentes no campo pode ser complexa; pode
envolver diversos agentes virais e ndo ser caracteristica de uma doenca em
particular. Além disso, plantas infectadas e sem sintomas aparentes, podem
propiciar a disseminacdo desses patdgenos quando utilizadas como matrizes; e
sintomas semelhantes aos de viroses apresentados pela planta podem nao ter sido
propiciados por virus, mas por outros patdgenos ou mesmo por fatores abibticos
(LIMA, 2009).

O método bioldgico é realizado a partir da transmissé@o do virus que ocorre
por meio da unido de tecidos ou por inoculacdo mecanica. Para isso, é necessario
plantas indicadoras, ou seja, espécies vegetais capazes de demonstrar os sintomas
causados pelos virus, via inoculagdo dos mesmos. O uso de plantas indicadoras
para realizar diagnéstico requer instalacdes apropriadas e principalmente tempo,
desde a producdo das mudas das plantas indicadoras, até a visualizacdo dos
sintomas apos a inoculacdo dos virus (DUARTE, et al,.2002). Além do tempo de
crescimento da planta, esse método necessita de uma confirmacdo que pode ser

realizada por sorologia ou por técnicas moleculares (LIMA, 2009)

As técnicas sorologicas constituem uma ferramenta de grande valor, pois
sao imprescindiveis no diagndstico e na deteccéo de fitopatdgenos. Desta maneira,
a disseminacdo de virus pode ser monitorada e controlada (EIRAS & CHAVES
2011). sendo o mais comum o ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay),
depende da producao de anticorpos contra a proteina capsidial de um determinado
virus e que sdao utilizados para deteccdo do mesmo. De grande utilidade, devido sua
praticidade e rapidez; e por ser utilizado para avaliacdo de um grande numero de
amostras. Porém, ha uma incapacidade de detectar baixas concentracfes de virus
no tecido vegetal; e em alguns casos, ndo ha anticorpos produzidos para a
identificagdo dos virus (LIMA, 2009).

Outro método sdo as técnicas moleculares que tem sido utilizadas como
ferramenta para o diagnostico molecular de viroses, a técnica de PCR (amplificacédo
em cadeia do DNA); e a técnica RT-PCR (reacgdo de transcri¢do reversa, seguida da
reacao da polimerase em cadeia). Que possui como vantagem a alta sensibilidade,
pois mesmo que O patdgeno esteja presente na amostra vegetal em pequenas

guantidades, a amplificacdo pela PCR propicia a sua deteccao (LIMA, 2008).



2.3.1 Amplificacdo em cadeia do DNA

E um procedimento que possibilita a amplificacdo de fragmentos de DNA
especificos, partindo-se de uma quantidade minima de DNA. Essa técnica de
biologia molecular consiste na sintese enzimatica de copias de acidos nucléicos
(COSTA, 2010). Virus que possuem RNA gendmico podem ser identificados pela
técnica de RT-PCR, reacéo de transcricdo reversa, seguida da reacédo da polimerase
em cadeia, que possui como molde inicial a molécula de RNA e gera cDNA, a partir
de desoxirribonucleotideostrifostatados. Uma aliquota desta amostra de cDNA entéo
é utilizada para a reacdo de amplificacdo por PCR (NASCIMENTO, et al., 2010).

A PCR permite que uma sequéncia do genoma seja amplificada um bilhdo
de vezes, purificando-a do restante do DNA (ALBERTS, 2005). Requer o
conhecimento de alguma informacdo da seqUéncia de DNA, que flanqueia o
fragmento de DNA a ser amplificado (DNA alvo). A partir desta informagéo dois
iniciadores oligonucleotidicos podem ser sintetizados quimicamente, um
oligonucledtido para cada uma das duas cadeias de DNA (WILSON & WALKER,
2010). Para isso, deve-se escolher um sitio de ligacdo confiavel para os primers,

atentando para possiveis polimorfismos ou mutacdes (BUSTIN & MUELLER, 2005).

A PCR é um desenvolvimento notavel que estd mudando a abordagem de
muitos cientistas para a andlise de &cidos nucléicos e continua a ter um profundo

impacto sobre as principais biociéncias e biotecnologia (WILSON & WALKER, 2010).
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2. MATERIAIS E METODOS

3.1 Diagnéstico visual e coleta

O material vegetal utilizado para as analises se constituiu de folhas jovens
(tecido vegetal fresco) da espécie Piper nigrum da variedade Bragantina, coletado
em lavoura de pimenta do reino localizada no km 16, em uma propriedade particular
do municipio de Sdo Mateus — ES. As folhas foram colocadas em sacolas plasticas

com silica em gel para melhor conservacgéo e guardadas em caixa de isopor.

Com o auxilio do virologista as plantas foram identificadas quantos aos
sintomas que apresentavam e marcadas com fitas de cores diferentes. Dessa
maneira foram identificadas plantas sintomaticas para o virus PYMoV e plantas

sintomaticas tanto para o virus PYMoV quanto para o virus CMV.

Os procedimentos laboratoriais foram desenvolvidos nos laboratérios de
Genética e Microbiologia; e Genética e Conservacdo Animal do Centro Universitario
Norte do Espirito Santo (CEUNES).

3.2 Extracédo de DNA

As folhas foram selecionadas e lavadas em &gua corrente e secadas ao
ambiente. Para testar a eficiéncia da extracdo do DNA em termos de concentragéo e
qualidade do DNA, foi utilizado o kit comercial GeneJET Plant Genomic DNA
Purification Mini Kit, e protocolos retirados da literatura. Para a maceracgéo do tecido
foram testados dois procedimentos: trituracdo utilizando “sonda” e ependof; e

trituracao rapida com nitrogénio liquido usando cadinho e pistilo de porcelana.

Além do protocolo fornecido pelo kit comercial GeneJET Plant Genomic DNA
Purification Mini Kit, foi testado o protocolo 1 (OLIVEIRA et al., 2010) e protocolo 2
(BOARI, 2012) modificados.

3.2.1 Protocolo 1
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Cem miligramas do tecido foliar foi macerado em almofariz gelado com 1,6
mL do tampéao de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8.0; 1 mM EDTA pH 8.0; 2 M NaCl e
BSA a 0.05%) com 10 pL do antioxidante [3-mercaptoetanol. Apds centrifugacdo a
13.000 rpm, descartar sobrenadante. Adicionados 800 uL do Tampao CTAB (2%
CTAB (cetyltrimethylammoniumbromide); 1.4 M NacCl; 0.1 M Tris-HCI pH 8.0 e 0,5%
de R-mercaptoetanol). Levar a banho maria a 55° C por 15-30 minutos. Ent&o
homogeneizar com 800 pL de cloroférimio:isoamilico (24:1) e centrifugar a 13.000
rom. Transferiu se a fase aquosa para um novo tubo aonde repetiu-se uma vez a
clarificacdo do extrato. Coletou-se 600 pL da fase aquosa e foram adicionados 600
pL de isopropanol e 60 pL de acetato de amoénio 7,5M e entdo incubados por uma
noite no freezer. ApoOs centrifugacdo o sedimento foi lavado com alcool 70% e
posteriormente secados, ressuspendido com 50 pL de agua ultrapura autoclavada e

armazenados a -20°C.

3.2.1 Protocolo 2

Cem miligramas de folha jovem foram macerados com 900 pL de tampao de
lavagem (Tris-HCI, EDTA, 2M NacCl, BSA e 2-Me) centrifugados a 12.000 rpm por 10
minutos. O sedimento foi ressuspendido com 900 uL de tampao CTAB (2 % CTAB,
Tris-HCI, 1.2 M de NaCl, 2-Me). Incubado em banho-maria a 55°C por 15 minutos.
Adicionou-se 500 uL de cloroférmio e homogenizou-se por 2 minutos. Apos
centrifugacédo a 12.000 rpm por 10 minutos, a fase aquosa (700 pL) foi recolhida,
transferida para novo microtubo e novamente clarificada com cloroférmio.
Posteriormente a centrifugacéo a 12.000 rpom por 10 minutos, 400 pL da fase aquosa
foram transferidos para um novo microtubo, onde foram adicionados 400 uL de
isopropanol e 40 uL de acetato de aménio (7.5 M). Homogeneizados e mantidos a -
20°C por uma noite. Por fim, as amostras foram levadas a centrifugagcdo a 12.000
rpm por 10 minutos e o sedimento de &cido nucléico foi lavado com alcool 70 % e,

posteriormente, seco e ressuspendido com 50 uL de agua ultrapura.

As amostras de DNA obtidas foram avaliadas quanto a sua concentracéo e
grau de pureza por meio de espectrometria utilizando o aparelho Nanodrop, para
esse procedimento utilizou-se 1pl do DNA de cada amostra. A qualidade do DNA foi
observada por meio da eletroforese em gel de agarose (1%) com coloracdo com Gel
Red e Blue Juice e ap6s a corrida fotodocumentado no Transluminador Lpix Loccus.
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Para tal procedimento utilizou-se 2ul da amostra de DNA e 1pl do Gel Red e Blue

Juice.

3.3 Identificacdo molecular

Para as reagdes de PCR foram utilizados DNAs ditos como “controles
positivos e negativos” do virus, gentilmente disponibilizados pela Dra. Alessandra de
Jesus Boari, pesquisadora da Embrapa Amazoénia Oriental. Foram testados varios
protocolos de PCR com diferentes concentracdes de seus constituintes basicos, a
partir de modificacdes encontradas em trabalhos realizados por Sousa et al. (2011) e

Olveira et al. (2010) Os protocolos estéo representados na tabela abaixo.

Tabela 1. Diferentes Protocolos testados nas reacdes de PCR.

Protocolos
Tampao
DNA de MgClI2 Taq dNTP Primer  Primer
reacdo  (25mM) DNA (10mM) Foward Reverse
(10x)
1 10ng 2.5uL 30mM O05pL 0.2mM 2 uM 2 uM
2 10ng 25puL  15mM O05pL 02mM  2pM 2 uM
3 10ng 2.5 L 30mM O05puL 0.4 mM 2 uM 2 uM
4 10ng 25puyL  3.0mM  05puL 0.8mM 2 uM 2 uM
5 10ng 25puyL  3.0mM 10puL 0.2mM 2 uM 2 UM
6 10ng 2.5 L 15mM 10puL 0.2mM 2 uM 2 uM
7 10ng 25puL 3.0mM 10pL 04mM  2pM 2 uM
8 10ng 25puyL  30mM 10puL 0.8mM 2 uM 2 uM
9 10ng 2.5 L 30mM 10puL 0.2mM 4 uM 4 uM
10 10ng 25puL  15mM 1.0pL 02mM 4 pM 4 uM
11 10ng 25puL 3.0mM 10pL 04mM  4pM 4 uM
12 10ng 2.5 UL 30mM 10puL 0.8 mM 4 uM 4 uM
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O par de primers utilizado foram o PYMoV (F) 5 TAA CAG GAC TAG GGA
TGG 3’ e PYMoV (R) 5 CAG CTG GTC TTC TTG ATA ATA 3’ foi adquirido através
da Bioneer Oligo Synthesis Report. Esses mesmos oligonucleotideos foram

utilizados para a deteccédo do virus PYMoV por Sousa et al. (2011).

Outros primers utilizados foram desenhados a partir da ORF3 do DNA do
virus. PYORF31 (F) 5 CTG CAC AGG AAG GAA GAA GG 3 e PYORF31 (F) &
AGT GAG GGG GTC GAA ATT CT 3’; e outro par de primers foi o PYORF32A (F) 5
ACC TCG CTG ACA ACT GGA CT 3’ 0 PYORF32A (R) 5 TGG GTC ATG GTT GCA
ATA GA 3.

E por fim, um conjunto de primers retirados da literatura foram testados,
BADNA-T, BADNA-1R E SCBV-R1.

A reacao de amplificacdo consistiu de 30 ciclos de 94 °C, 49,5 °C e 72 °C,
com duracdo de um minuto as duas primeiras etapas (desnaturacdo do DNA e
anelamento dos primers), e um minuto e meio a terceira etapa (extensdo dos
iniciadores). Essas condi¢des foram as mesmas utilizadas por Sousa et al. (2011) e
Olveira et al. (2010) com uma modificagcdo no tempo na terceira etapa. Em todas as
reacoes de PCR foram utilizadas amostras de DNA controle positivo e negativo,

além das amostras a serem testadas.

Apos a amplificacdo, as amostras foram observadas por meio de
eletroforese em gel de agarose (1%) com coloracdo GelRed e Blue Juice e o gel foi

fotodocumentado.

Apbés as primeiras analises, alguns dos protocolos foram novamente
modificados (temperatura de anelamento dos primers e concentracdo de

constituintes). Esses protocolos estao representados na tabela 2.

Tabela 2. Novos protocolos testados nas reacoes de PCR

Protocolos
Tampao
DNA de MgCI2 Taq dNTP Primer  Primer
reacdo  (25mM) DNA (10mM) foward Reverse
(10x)
1 10 ng 2.5 L 30mM 10uL 0.2mM 2 uM 2 uM
2 10 ng 2.5 uL 15mM 10puL 0.2mM 2 uM 2 UM

3 10 ng 2.5 uL 30mM 10uL 0.4 mM 2 uM 2 UM



10 ng
10 ng
10 ng
10 ng
10 ng
10 ng
10 10 ng

© 00 N o 0o b

2.5 L
2.5 L
2.5 L
2.5 L
2.5 L
2.5 L
2.5 L

3.0 mM
1.5mM
3.0 mM
4.0 mM
3.0 mM
3.0 mM
3.0 mM

1.0 yL
1.0 uL
1.0 yL
1.0 yL
1.0 uL
1.0 yL
1.0 yL

0.8 mM
0.2 mM
0.2 mM
0.2 mM
0.4 mM
0.8 mM
0.4 mM

2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM
2 uM

5.0 uM
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2 uM
2 UM
2 uM
2 uM
2 UM
2 uM
5.0 uM

A reacao de PCR utilizada nos protocolos da tabela 2, consistiu em 30 ciclos

de 94 °C, 45 °C e 72 °C, com duragcdo de um minuto as duas primeiras etapas

(desnaturacédo do DNA e anelamento dos primers), € um minuto e meio a terceira

etapa (extensdo dos iniciadores). Foram utilizadas amostras de DNA controle

positivo e negativo, além das amostras a serem testadas. ApOs as reacdes de

amplificacdo também foi realizada uma eletroforese em gel de agarose (1%) e os

géis fotodocumentados.

Apés confirmacdo da amplificacdo em gel de agarose, amostras foram

enviadas para o Laboratério de Patologia Florestal da Universidade Federal de

Vigosa para a realizagao do sequienciamento.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A etapa béasica para estudos moleculares desta natureza é a extracdo do
DNA. A partir dos resultados obtinos nos ensaios-piloto percebeu-se que o melhor
método para maceracdo das amostras vegetais frescas foi aguele com cadinho e
pistilo, visto que a quantificacdo por espectrofotometria mostrou uma relacdo de
absorbancia A260/A280 de 1,79 a 1,85, dentro dos padrdes laboratoriais aceitaveis.
Ja utilizando a maceracédo dos tecidos em microtubos com bastédo de vidro a relacéo
de absorbancia A260/A280 mostrou valores inferiores (1,54), indicando possivel
contaminagcdo na amostra. Foi observado que durante os processos de extracdo do
DNA as amostras mostravam-se escurecidas, refletindo a oxidacdo dos tecidos.
Além disso, em alguns casos, a andlise do gel mostrava DNA com leve padrdo de
degradacdo como ilustrado na figura 2. Relatos da literatura ja mostram que,
dependendo da espécie em estudo e das condicbes laboratoriais, sdo necessarias
algumas modificacOes e adaptacdes nos protocolos de extracdo para obtencéo de
padrbes nitidos e reprodutiveis de bandas de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1995).

Figura 2. Gel fotodocumentado apés extragdo do DNA utilizando dois métodos para
maceracao. 1. DNA ladder; 2. DNA obtido por maceragéao dos tecidos em microtubos

com bastdo de vidro; 3 e 4. DNA obtido por maceracao utilizando cadinho e pistilo.
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Com isso no segundo experimento realizado para padronizar o método de
extracdo de DNA, o método utilizado para maceracdo das amostras vegetais frescas
foi aguele com cadinho e pistilo. Quando as amostras foram avaliadas por meio da
espectrofotometria, a relacdo de absorbancia A260/280 foi de 1,87 a 2,17. Na
realizacdo da extragdo de DNA foi também utilizado o PVP (polivinilpirrolidona) no
tampao de extracdo como forma de minimizar o efeito oxidativo e também aprimorar
0 método de maceracao do tecido foliar visando obter DNA de melhor qualidade. As
amostras entdo foram avaliadas quanto a qualidade através do gel de agarose (1%)
com coloragcédo GelRed ou Blue Juice como ilustra a figura 3. Apos a andlise, foram
selecionadas para a reacdo de PCR aquelas amostras de DNA que nao se

mostravam degradadas.

Figura 3. Gel fotodocumentado apds extracdo do DNA, onde o método utilizado para

maceracao foi por meio de cadinho e pistilo.

Para técnica de PCR foi desenvolvido com base na literatura, varios
protocolos com algumas diferencas nas concentracdes de seus componentes como

visto nas tabelas 1 e 2.

Nos quatro primeiros protocolos testados (tabela 1) foi possivel observar o
aparecimento de bandas no gel, porém sem resultados conclusivos quanto ao seu
peso molecular. Segundo informacdes da literatura, o par de primers utilizado

deveria amplificar um fragmento de cerca de 450pb (Sousa et al. (2011).
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Além disso, observou-se o aparecimento de bandas somente nas amostras
do controle positivo e ndo nas amostras de DNA de individuos sabidamente

infectados com o virus (plantas sintométicas).

Nos protocolos cinco ao oito da tabela 1, ndo houve aparecimento de
bandas amplificadas. Por isso nos protocolos nove ao doze aumentou-se a
concentracdo dos primers e o tempo da corrida do gel também foi aumentado.
Porém também ndo observou-se aparecimento de bandas amplificadas. Os testes
de PCR foram repetidos com os protocolos cinco ao oito, sendo que no momento da
eletroforese o tempo da corrida foi aumentado. Com isso nos controles positivos
houve aparecimento de banda amplificada, porém ndo a banda especifica do virus,

gue seria de 450pb segundo Sousa et al. (2011).

Em funcdo desses ultimos resultados foi realizadas uma modificacdo na
temperatura de anelamento dos primers, a mesma foi reduzida de 49,6°C para 45°C.
Os protocolos foram testados novamente como mostrado na tabela 2. Nos
protocolos um ao quatro como mostra a figura 4, observou-se aparecimento de
bandas amplificadas nos controles positivos do protocolo trés, porém ndo amplificou
a banda especifica do virus. Com os resultados obtidos dos protocolos cinco ao
sete, ndo foi observado aparecimento de bandas nos DNAs controles. Porém houve
aparecimento de diversas bandas nos DNAs de pimenta-do- reino infectada e sadia,
em todos os trés protocolos em questdo como pode ser observado na figura 5. Nos
protocolos oito ao dez houve o aparecimento de bandas apenas no protocolo dez,
onde a concentracdo de primers era maior. Porém, houve aparecimento de uma
mesma banda tanto nos controles positivo, negativo e nos DNAs de pimenta-do-
reino infectada e sadia. Além de ter amplificado varias outras bandas nas amostras
de DNA de pimenta-do-reino, mas nenhuma especifica e correspondete ao do virus
PYMoV.

Ladder' 44 44 4. 4.0 24 24 2 .2-. 3+ 3+ 3. 3. 4+ 4+ 4- 4
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Figura 4. Gel fotodocumentando apés PCR utilizando protocolos um ao quatro,
explicitos na tabela 2. + sdo os DNAs ditos positivos para o virus, e — DNAs ditos
negativos para o virus. Observa-se bandas amplificadas nos controles positivos do

protocolo trés.

Ladder O- . 5+ BA 5B 6- 6+  6A 6B .7- 7+ 7A 7B

Figura 5. Gel fotodocumentado apés PCR utilizando protocolos cinco ao sete
explicitos na tabela 2. +) DNAs ditos controles positivos para o virus; -) DNAs ditos
controles negativos para o virus; A) DNA de pimenta-do-reino infectada e B) DNA de

pimenta-do-reino sadia.

tadder 8- 8+  8A 8B 9- 9+ 9A 9B 10- 10+ 10A 10B
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Figura 6. Gel fotodocumentado apds PCR, utilizando protocolos oito ao 10 explicitos
na tabela 2. +) DNAs ditos controles positivos para o virus; -) DNAs ditos controles
negativos para o virus; A) DNA de pimenta-do-reino infectada e B) DNA de pimenta-

do-reino sadia.

Uma das dificuldade de se trabalhar com primers especificos que precisam
ser complementares a sequéncias uUnicas, € justamente a obtencéo desses primers
pois segundo Reddy et al. (2001) ndo deve haver no primer sequéncias repetitivas
para evitar anelamento inespecifico. O que estd sendo observado nos resultados
apresentados acima. Pois ndo € qualquer sequéncia do DNA que deve ser utilizada
para obtencdo do mesmo. Uma outra causa desses anelamentos inespecificos pode
ter sido a temperatura de anelamento, que mesmo havendo modificacdo né&o
mostrou resultados positivos, sendo assim posteriormente pode ser feito um teste de
gradiente de temperatura, para que se obtenha a temperatura ideal pois segundo
Carmargo (2014) é necessario a determinacdo da temperatura de anelamento ideal
para que o marcador apresente um produto amplificado o mais préximo do

especifico.

Os protocolos retirados da literatura ndo foram tao eficientes quanto ao kit
comercial utilizado. E com a utilizagdo de nitrogénio liquido obteve-se um DNA de
melhor qualidade, ndo degradado. Os primers utilizados retirados da literatura nao
amplificaram como esperado. E o primer desenhado PYORF31 amplificou bandas

especificas de aproximadamente 950pb, como observado na figura abaixo.
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Figura 7. Gel fotodocumentado apés PCR, bandas amplificada de individuos

sintomaticos para o virus PYMoV.

Amostras de DNA foram enviadas para sequenciamento na Universidade
Federal de Vicosa. A partir do seqlenciamento, é possivel comprovar que a banda
amplificada durante a PCR é parte do DNA do PYMoV. O resultado obtido pode ser

observado na figura abaixo.

EGC—_—CC G C TTC ATTTCC CG GG T6 AATTTG —_———__———_—_C————C___—IE

A r’.\vﬁl _.ﬁ, "'\I I\."Ill .I HII
}A( /Wf """Ju L}N\}\[\ “

Figura 8. Sequenciamento de uma das amostras da amplificacdo do DNA do
PYMoV.
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5. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, percebeu-se que na maioria dos protocolos
testados houve surgimento de bandas amplificadas ndo especificas do virus, sendo
que foi utilizado o mesmo primer da bibliografia estudada. O que pode ser justificado
pelo primer adquirido ndo ser especifico do virus PYMoV e por isso 0 mesmo estar

amplificando outros fragmentos de DNA.

Por fim, foi possivel a padronizacdo de um protocolo para detec¢édo de virus
nas amostras de pimenteira testadas com os primers PYORF31. A extracdo foi mais
eficiente quando foi utilizado o kit comercial de extracdo com adi¢cdo do nitrogénio

liquido da maceracé&o do tecido foliar.

Como a pimenta do reino é de grande importancia econdmica e a mesma
possui propagacao vegetativa, e isso contribui para disseminagédo do virus por meio
da comercializacdo de estacas e/ou mudas, o trabalho acima €& de grande
importancia para auxiliar os produtores no controle dessa virose, evitando assim

disseminacédo desse virus.
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