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Resumo: O Brasil é o quarto maior exportador de pimenta-do-reino, alcancando
cerca de 30 mil toneladas, sendo o Para responsavel por mais de 85% da producéo.
A principal dificuldade para a expansao da cultura consiste na doenca fusariose que
resulta na morte precoce dos pimentais, reduzindo em 50% o ciclo produtivo. Pouco
se sabe, em nivel molecular, sobre a interacdo Piper nigrum L.-Fusarium solani,
entretanto, um estudo iniciado em conjunto pela Embrapa e a UFPA, envolvendo o
transcriptoma dessa interacdo, sinalizou a participacdo de sequéncias génicas de
grande interesse da pimenteira-do-reino que respondem ao processo de infeccao.
Nesse sentido, existe a necessidade de adequacgles de protocolos de infeccdo da
planta visando estudos futuros para identificar genes expressos diferencialmente no
processo de infeccdo e analises de sequéncias génicas. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi descrever e validar uma metodologia eficiente para inoculagédo de
esporos de Fusarium solani f. sp. piperis em plantas de pimenta do reino
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Introducéo

Considerada a especiaria mais importante comercializada no mundo, a
pimenta-do-reino assumiu cultivo comercial no pais a partir da década de 30 no
Estado do Para. Atualmente, o Brasil é o quarto maior produtor desse condimento,
tendo se tornado o maior produtor e exportador do mundo no inicio da década de 80.
O surgimento da doenca fusariose causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis,
resultou em perdas significativas a pipericultura no pais, devido as condigbes
climaticas favoraveis a proliferacdo do patdgeno, ocasionando reducgédo significativa

da producéo e queda nas taxas de exportacdes. A forma de propagacao comercial

188




23° Seminario | 25-27/SET

PIBIC 2019 Empa

Embrapa Amazonia Oriental

da cultura, via estacas de trés a quatro nos, favorece a disseminacdo de doencgas
associadas a vulnerabilidade genética (Duarte; Albuquerque, 1999).

Atualmente, os métodos de controle da doenca acarretaram elevacdo nos
custos de produgcdo e diminuicdo da competitividade da pipericultura nacional.
Diante do exposto e das dificuldades encontradas no programa de melhoramento
genético convencional da cultura, a Embrapa juntamente a UFPA iniciaram um
estudo focado no transcriptoma de tecidos de raizes de plantas de pimenta-do-reino
cultivadas em casa-de-vegetacdo e no processo de interagcéo entre a pimenteira-do-
reino e o F. solani f. sp. piperis, a fim de obter uma lista de transcritos da planta
expressos em resposta a infec¢éo pelo patdbgeno, usando o processo de montagem
“‘De novo”. Esse tipo de conhecimento €& importante, jA& que o enfoque dado a
resposta da planta submetida a infeccao pelo patégeno sdo bastante escassos.

Apesar de ndo possuirem um sistema de protecao mediado por anticorpos, as
plantas desenvolveram durante o processo de evolu¢do, mecanismos diferenciados
de defesa que, quando acionados (na maioria das vezes por fungos, bactérias e
virus) percebem a agressdo, traduzindo essa percep¢do em uma resposta
apropriada e de forma adaptativa (Pieterse et al., 2005; Wit, 2007). De forma geral,
sdo capazes de se defender do ataque de maneira efetiva, dada a multiplicidade e
eficiéncia desses mecanismos, de maneira que, na natureza, a resisténcia € uma
regra e a susceptibilidade uma excecao (Agrios, 1997). No caso da pimenteira-do-
reino, mesmo sendo suscetivel ao F. solani, acredita-se que a planta tenha um
mecanismo de defesa ndo eficiente, ja que a morte da planta, em condi¢cdes de
campo, ocorre em média dois anos apods o inicio do aparecimento dos sintomas.

Para as pesquisas genéticas envolvendo a identificacdo de sequéncias
génicas, h& necessidade do estabelecimento de método adequado de inoculacao e
infeccdo da planta, simulando os estagios do aparecimento da doenca no campo.
Pra tanto, meios de culturas sdo utilizados usando fontes de acgucares mais
complexos tais como farelos ou graos macerados de trigo, cevada, aveia, arroz e
outros para o crescimento do fungo. O objetivo do presente trabalho foi adaptar e
validar um método eficiente de inoculagéo do fungo F. solani f. sp. piperis em plantas

de pimenta-do-reino P. nigrum L., utilizando o solo como meio de infestacao.
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Material e Métodos

O trabalho (experimento) foi desenvolvido em casa de vegetacdo e nos
laboratorios de Fitopatologia e Biotecnologia da Embrapa Amazonia Oriental.

Foram utilizadas plantas de P. nigrum L. cultivar Bragantina, com 3 meses de
idade em vasos com substrato composto por vermiculita e areia lavada numa
propor¢cdo de 2:1. O isolado de F. solani f. sp. piperis obtido da micoteca do
Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazobnia Oriental, proveniente do
Municipio de Baido-PA, foi inoculado em estacas semilenhosas de pimenta-do-reino
para reativar a viruléncia do patégeno, que apos 7 dias apresentaram sintomas de
podriddo, sendo em seguida cultivado em meio de cultura BDA (batata, dextrose e

agar).

Preparo do meio de Bran

Para obtencdo do indculo, uma mistura composta de 1 parte de solo
peneirado e 3 partes de farelo de trigo (meio de Bran) foram misturadas e
umedecidas com 30% (p/v) de &gua. Posteriormente, 350 mL da mistura foram
distribuidos em 60 frascos erlenmeyers de 500 mL e autoclavados 3 vezes a 1,0
atm/120° C por 40 min. Apés as trés autoclavagens, em camara de fluxo laminar, 30
frascos receberam trés discos de micélio-BDA cada, retirado com vazador de 5 mm
de @, de uma cultura de F. solani crescida em BDA durante 7 dias. Para o controle,
foi colocado trés discos de BDA retirado com vazador de 5 mmde &, sem o fungo,
em cada erlenmyer. Os frascos foram fechados e colocados em temperatura
ambiente com iluminacao ininterrupta durante 21 dias sendo agitados a cada trés

dias para uniformizar a colonizacéo do fungo.

Contagem de esporos

Para avaliacdo da presenca de esporos no meio de Bran, foram retirados 2 g
do meio e misturados a 5 mL de &gua destilada. Foi retirado uma aliquota de
aproximadamente 1 mL para visualizagdo no microscopio. Apos a certificacdo de
gue houve producéo de esporos (conidios), uma suspensao aquosa foi avaliada por

meio de contagem de esporos em camara de Neubauer
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Inoculacéo das plantas

Apoés a contagem dos esporos, o0 meio de Bran foi adicionado em cada vaso
em uma proporcdo de 5% (v/v) do volume do substrato, tanto para as plantas
inoculadas (meio de Bran com o fungo), quanto para as plantas controle (meio de
Bran sem o fungo). As plantas foram dispostas em bancadas separadas, inoculadas
e ndo inoculadas (plantas controle), e permaneceram em casa de vegetacao durante
45 dias, sendo irrigadas sempre que necessario.
As amostras para coleta dos tecidos vegetais foram feitas a O h, 24 h, 48 h, 72 h, 7
dias, 15 dias, 20 dias, 30 dias e 45 dias ap6s a infec¢éo

Resultado e Discusséo

Na avaliagdo foi levado em conta principalmente o aspecto geral das plantas de
pimenteira do reino, avaliando portanto a eficiéncia do método utilizado. O meio de
cultura utilizado para o cultivo do fungo composto por solo e farelo de trigo foi
eficiente. Donini et al. (2006) mostram que o cultivo do fungo Agaricus brasiliensis
suplementado com farelo de trigo na propor¢cdo de 20% foram obtidas as maiores
medias de velocidade de crescimento micelial comparadas a outras suplementacdes
de farelos de aveia ou arroz. Na pimenteira-do-reino, o aspecto das plantas controle
e inoculadas, apo6s 15 dias do inicio do experimento permaneceu o mesmo (figura
1A e 1B). A avaliacdo quanto coloracdo de folhas nos primeiros 15 dias apés a
inoculacdo mostram que, pelo menos visualmente, ndo houve modificagdo na
aparéncia e coloracao das folhas. Estudos mostram que F. solani f. sp. piperis x P.
nigrum formam um patossistema compativel que resulta em doenca (Albuquerque et
al., 2001). Entretanto, antes mesmo dos sintomas serem perceptiveis, ha uma gama
de processos que acontecem em nivel molecular que envolve uma “cascata” de
transducéo de sinais que leva a complexa resposta de defesa.

No caso especifico do F. Solani, que é um fungo de solo, a concentracao de
esporos preconizada para o estabelecimento do processo de doenca varia de 1,8 a
2,0 x 10° (Lemos, 2003). A concentracdo de esporos utilizados nas plantas
inoculadas foi de 3,5 x 10° conidios/mL, um nimero maior do que 0 necessario para
causar infeccdo. Nesse trabalho, ao final de 30 dias, todas as plantas nao

inoculadas nédo apresentaram sintomas da doencga, entretanto as plantas inoculadas
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desenvolveram processo de infecgcdo, com secamento dos ramos e posterior morte
(figura 1C e 1D).

Figura 1. Cultivo de plantas de pimenteira-do-reino em meio de Bran. A - Plantas
controle 15 dias apds o inicio do experimento, B - Plantas inoculadas 15 dias apés o
inicio do experimento, C - Plantas controle 30 dias apds o inicio do experimento, D -

Plantas inoculadas 30 dias apds o inicio do experimento.

Conclusdes
O meio de cultura utilizado mostra-se eficiente para o crescimento micelial do
fungo Fusarium solani f. sp. piperis. A multiplicacdo de conidios alcanca producéo e
crescimento suficiente para infeccdo quando cultivado em meio de cultura composto

por solo peneirado suplementado com 5% de farelo de trigo.
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