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1. INTRODUCAO

Conhecida como o “ouro negro da Amazonia”, a pimenta do reino (Piper nigrum), uma das
especiarias mais caras e mais consumidas no mundo, é um dos principais produtos do estado do
Pard, responsavel por 85% da producdo nacional (Embrapa, 2011). Sua fécil adaptacdo ao clima da
regiao, seu sabor Unico e suas propriedades tornaram-na um produto importantissimo na economia
do estado. Mais de 90% da producéo é exportada para os EUA e para a Europa.

O Brasil produz cerca de 40 mil toneladas de pimenta por ano, mas, no passado, chegava a
produzir cerca de 80 mil toneladas por temporada. Um dos maiores motivos da diminuicdo da
producdo da pimenta do reino é a doenca fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani. Essa
doenca atinge o sistema condutor das plantas, xilema e floema, impedindo a passagem de &gua e
nutrientes para toda a planta, causando assim, o amarelecimento na parte aérea da planta, queda
prematura de folhas, seca dos ramos, podridao escura das raizes e do caule, o que facilita a acdo de
bactérias e de nematoides, e consequentemente, a morte prematura do vegetal. A fusariose
atualmente é a doenca de maior gravidade em horticultura. No entanto, no nivel molecular, o
entendimento sobre os mecanismos de infeccdo e desenvolvimento da doenca e defesa sdo escassos.
Por isso, faz-se necessario entender como funcionam as vias metabdlicas da planta, para tomar
medidas biotecnol6gicas para o0 melhoramento da mesma.

Através do trabalho realizado em 2012, obteve-se o primeiro sequenciamento em larga
escala do transcriptoma da pimenta do reino (Gordo et al., 2012), gerando um banco de dados de
genes especificos de Piper nigrum, abrindo assim, a possibilidade para que futuros pesquisadores,
com interesse na area, tenham maior facilidade no acesso de informacdes sobre a pimenta, e
consequentemente, os estudos serem feitos com maior eficiéncia. Entendendo o sistema de defesa
da planta, e quais sequencias de RNA sdo expressas durante o ataque do patdgeno, € possivel adotar
meios e estratégias de melhoramento genético da pimenta-do-reino para tornar sua resposta ao
fungo Fusarium solani mais rapida, evitando assim, a morte prematura do vegetal.

2. MATERIAS E METODOS
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O material vegetal utilizado foi fornecido pela Embrapa Amazoénia Oriental, e foram
utilizadas mudas de pimenta do reino Bragantina de Panniyur-1 asiatica: cultivares hibridas obtidas
de Uthirankotta e Cheriyakaniyakadan. A inoculacdo das plantas foi realizada com o fungo
Fusarium solani f. sp. Piperis, isolados a partir de tecidos sintomaticos de pimenta com doenca de
podriddo radicular. As mudas de pimenta-do-reino foram transplantadas para vasos contendo
vermiculita e Fusarium, e mantidas em casa de vegetacdo até o aparecimento de sintomas de
podriddo radicular. Para a obtencdo dos transcritos no momento da infeccdo, o RNA total foi
extraido de 35 mg de haste tecidual e raiz de Piper nigrum inoculada com Fusarium solani f. sp.
Piperis usando o IllustraRNAspin Mini Kit (GE Healthcare, EUA). Para remover o rRNA foi
utilizado o kit RiboMinus Eukaryote para RNA-Seq e RiboMinus Plant Kit para RNA-Seq
(Invitrogen, EUA). Para remover o rRNA foi utilizado o kit RiboMinus Eukaryote para RNA-Seq e
RiboMinus Plant Kit para RNA-Seq (Invitrogen, EUA). Amostras de mRNA foram quantificadas
usando o analisador Qubit (Invitrogen, EUA). 126,5 ng de RNA depletado foi fragmentado e usada
para gerar uma biblioteca de fragmentos construidos com o Kkit. As sequencias curtas foram pré-
processadas usando o software CutAdapt (0.9.5.). para remover a redundancia e cortar leituras de
baixa qualidade foi utilizado o software PRINSEQ (lite 0.14.4)(Schmieder e Edwards 2011). Os
dados obtidos no pré-processamento foram submetidos ao software FastQC (V. 0.9.2),
(http:///lwww.bioinformatics.bbsrc.ac..uk/projects/fastqc/) para analise estatistica. Foi realizada a
montagem, em seguida o software CLC workbenck.

Anélise funcional dos genes diferencialmente expressos e a anotagdo funcional das
transcricOes foi realizada Blastx contra um banco de dados com o programa Blast2GO.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um dos genes expressos e identificados na extragdo do DNA da pimenta do reino (Piper
nigrum) foi o Glutatione s-transferase (GSTSs), que se manifesta em situacdes de toxidade quimica e
estresse (CATANEO et al, 2003); a glutationa metaboliza uma grande variedade de compostos
xenobidticos, protegendo as células; por isso, € considerada por muitos estudiosos um dos maiores
grupo de genes de desintoxicagdo ja descritos até o momento (GUEMBAROVSKI E COLUS,
2001).

As sequencias geneticas identificadas foram utilizadas na analise filogenética, baseada no
método de distancia. Foi inserida e analisada a sequéncia de nucleotideos do gene Glutatione s-
transferase em banco de dados bioldgico, 0 programa Blast-X
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) na tentativa de obter outras sequencias genéticas publicas,
para se fazer comparagdes e construir uma arvore filogenética através das caracteristicas analogas
encontradas.

Com o auxilio do programa BioEdit Sequence Alignment Editor, as regides foram
computadorizadas e pareadas, para tentar encontrar similaridade entre as sequencias genéticas do
gene Glutatione s-transferase com as sequencias publicas encontradas no NCBI (National Center
for Biotechnology Information) na tentativa de encontrar paridade entre as regides. Apos a analise
de vérios dados, observou-se a inconformidade de algumas regides das sequencias analisadas, pois
objetivavamos encontrar regides altamente conservadas entre os diferentes grupos estabelecidos.

Assim, houve a necessidade de pesquisas mais especificas dentro do banco de dados, porém,
ndo obtivemos sequencias correspondentes com o gene estudado. Até entdo, ndo se obteve filogenia
nos alinhamentos genéticos estudados.



http://www.bioinformatics.bbsrc.ac..uk/projects/fastqc/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Atraveés da andlise do banco de dados de genes especificos expressos no DNA genémico da
pimenta do reino (Gordo et al., 2012), obteve-se genes que se manifestam em situacfes de estresse
da planta, como a Glutationa. Objetivando relacionar espécies com caracteristicas genéticas
evolutivas relacionadas, cruzamos a sequencia genética do gene em questdo, com o banco de dados
internacional, o NCBI, para obter sequencias parecidas e correlaciona-las. Porem, ap0s pesquisas
profundas e especificas no banco de dados, concluimos que dentre as sequencias escolhidas,
nenhuma apresentou similaridade relevante com o segmento de genes de Glutatione S-transferase.
Apenas uma regido com 20 nucleotideos foi totalmente compativel.

Posteriormente serdo amplificadas regides do gene Glutatione s-transferase (GSTSs)
utilizando primers especificos para a regido de expressdo. Os trabalhos estdo em andamento em fase
de testes especificos para padronizacéo das condi¢es de amplificacdo do gene.
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