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1. INTRODUÇÃO  

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) é uma espécie da família Piperaceae e do gênero Piper, que  

contém cerca de 2000 espécies. Os estados do Pará, Espírito Santo e Bahia abastecem cerca de 98% de toda a 

produção brasileira (FILGUEIRAS et al., 2009). No Brasil, o maior produtor é o estado do Pará, sendo 

responsável por cerca de 65,9% de toda a produção (IBGE, 2017). Em anos anteriores, o Pará era responsável 

por cerca de 91,4% (em 1990) e, com a grande queda na produção, ficou responsável por 70,16%, em 2014 

(JUNIOR et al., 2017). Um grande fator que limita a produção da espécie é a fusariose ou podridão-das-raízes, 

uma doença causada por um fungo endêmico do Brasil. As mudas de pimenta-do-reino, quando infestadas, se 

tornam secas e amareladas, tendo que ser eliminadas; a doença afeta raízes e ramos, podendo ser disseminadas 

pela chuva, vento e água (DUARTE, 2004; JUNIOR et al., 2017).   

Na década de 80 o estado do Pará era o maior produtor e exportador mundial dessa especiaria, mas  

surgimento da fusariose, resultou em perdas significativas à pipericultura. A doença reduziu o ciclo 
produtivo da cultura de quinze anos para seis a oito anos e perda de 10% nas áreas cultivadas por ano, 
correspondendo a 5 milhões de dólares/ano (ALBUQUERQUE & DUARTE, 1991; SANTANA et al., 1995).  

Mesmo com todos os métodos de prevenção, a doença ainda é uma problemática e causa grandes 

problemas econômicos (DUARTE, 2004; JUNIOR et al., 2017). Todas as medidas para combater a doença são 

tidas como paliativas, assim, alternativas para um controle mais efetivo da doença são de fundamental 

importância. Uma das soluções apontadas tem sido a criação de programas de melhoramento genético da 

pimenteira-do-reino com foco em cultivares mais produtivas e resistentes à doença.    

Para isso, estudos que levem a entender o funcionamento da planta em um nível molecular são 

essenciais, uma vez que poucos dados estão disponíveis para essa espécie em bancos de dados biológicos. 

Neste sentido, a caracterização e validação dos genes potencialmente ligados à resistência na planta é de 

extrema importância uma vez que existem poucos trabalhos a níveis moleculares sobre P. nigrum (MATIELLO 

et al., 1997; LEMOS et al., 2011).   

Diversos genes têm sido relatados no envolvimento de resistência em plantas, entre eles genes da  

família ABC transporter, que consiste num grande conjunto de proteínas que configuram importantes funções 

em todos os seres vivos. A família ABC transporter contém, em sua subclassificação, o gene Multidrug 

resistance (MDR), o qual está envolvido no transporte de diversas substâncias, como fitormônios (HWANG 

et al., 2016). Considerando o papel e a importância deste gene, o objetivo do presente estudo foi selecionar, 

validar e caracterizar um gene envolvido na resistência da pimenta-do-reino e entender o seu funcionamento. 

Além disso, contribuir com dados para o plano de ação "Análise da expressão gênica de sequências de Piper 

                                                      
1 Beatriz Constantino Santos Viana, Curso de Ciências Biológicas (FACBIO/IESB/Unifesspa).  
2Dra Edith Cibelle de Oliveira Moreira, Professora Adjunta da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Pará 

(FACBIO/IESB/Ciencias Biológicas/ Unifesspa).  

  

  

  

  

  



nigrum em piperáceas infectada com F. solani f. sp. piperis" aprovado pelo macroprograma "Melhoramento 

genético da pimenteira-do-reino auxiliado por técnicas de citogenética e biologia avançada – Fase II".  

2. MATERIAS E MÉTODOS  

2.1 Material vegetal e extração do DNA  

O material vegetal utilizado foram folhas de uma muda de pimenta-do-reino, fornecida pela 

EMBRAPA Amazônia Oriental, com aproximadamente 3 meses de idade.  A extração de DNA foi feita 

utilizando um kit fornecido comercialmente, “PureLink Plant Total DNA Purification”.   

2.2 Desenho dos iniciadores  

Para os desenhos dos iniciadores, utilizou-se sequências de nucleotídeos do   gene MDR de diversas 

espécies vegetais disponíveis no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Além disso, utilizou-se dados do sequenciamento de nova geração obtidos 

por Moreira et al. (2017). As sequências selecionadas foram colocadas em formato Fasta e alinhadas usando o 

programa “Multalin” (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Após o alinhamento e após observar as 

regiões mais conservadas, os iniciadores foram desenhados usando programa “Primer3plus” 

(www.bioinformatics.nl/primer3plus/).  

2.3 Seleção e Amplificação do gene por PCR  

A seleção do gene feita com base nos resultados observados por Moreira et al, 2017. O isolamento  

do gene foi feito por PCR (Reação em cadeia da polimerase), utilizando-se 2,5μL de Tampão 10x, 0,75μL de  

MgCl2 (Cloreto de Magnésio), 1μL de dNTP, 1,25μL do primer MDRF,  1,25μL do primer MDRR, 0,25μL 

da enzima Taq polimerase, 2,5μL de amostra do DNA da espécie e 15,5μL de água com um volume final de  

25μL. A reação foi promovida pelo termociclador “Amplitherm” com as condições de 94°C para a 

desnaturação inicial durante 3 minutos, depois, durante o ciclo, se utilizou 94°C por 45 segundos para a 

desnaturação, 55°C por 30 segundos para o anelamento e 72°C para a extensão final durante 1 minuto e 30 

segundos, após o ciclo ocorreu a extensão final por 10 minutos a 72°C. Foram feitos 35 ciclos no total. O 

resultado da PCR, foi visualizado em eletroforese, utilizando uma cuba eletrolítica horizontal, tampão TBE 

(Tris-borato EDTA), gel de agarose em 8% e visualizado com auxílio de um fotodocumentador.  

4.4 Sequenciamento e Análises de bioinformática  

O sequenciamento foi realizado utilizando-se o sequenciador automático “Genetic analyse 3500xl 

(applied biosystem)”. Para a identificação das possíveis matrizes de leitura e para fazer a identificação das 

sequencias de aminoácidos, bem como peso molecular e ponto isoelétrico da proteína foi utilizado o programa 

Expasy. A sequência de nucleotídeos do gene MDR obtida foi analisada por comparação em banco de dados 

biológico utilizando o programa Blast-X (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os programas BlastX e pfam 

(http://pfam.xfam.org/) foram usados para verificar domínios.  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1 Extração do DNA  

A extração do DNA utilizando o kit comercial teve como resultado o genoma da espécie, de forma,  

que a partir da visualização, pôde-se comprovar que ocorreu a extração de forma satisfatória. A integridade do 

DNA genômico pode ser vista na Figura 1. A seta em branco indica a banda que contém o DNA, o qual 

mostrase em boa qualidade, sem degradação da amostra  

Figura 1 – Visualização em eletroforese para verificar a integridade do DNA. (1) Marcador de peso 

molecular como base de comparação, (2) DNA de Piper nigrum extraído.  

  
Fonte: Autora da pesquisa, 2019  

5.2 Desenho dos iniciadores  

Após busca nos bancos de dados NCBI, foram selecionadas sequencias do gene multidrug resistance 

(MDR) de diferentes espécies vegetais para o alinhamento. O resultado do alinhamento permitiu observar 

regiões com alto grau de conservação. Algumas regiões do alinhamento foram então selecionadas para o 



desenho dos iniciadores. Para seleção dos iniciadores considerou-se ainda os resultados obtidos pelo programa 

Primer3plus a partir do sequenciamento obtido por Moreira et al. (2017).   

5.3 Amplificação do gene por PCR  

A PCR foi feita para a ampliação de um gene que foi selecionado, o MDR. A PCR funciona a partir 

de uma reação química promovida por um termociclador; consiste, basicamente, na detecção de uma área 

específica dentro de um genoma (um gene) e sua amplificação in vitro. Dessa forma, é necessário uma série 

de reagentes em determinadas quantidades para estabelecer as condições (SILVA et al., 2016). As PCRs foram 

padronizadas testando-se diversas condições; assim as condições ideais observadas para amplificação com os 

iniciadores foram previamente descritas em “Materiais e métodos”. Na Figura 2 pode-se observar o resultado 

obtido.   

Figura 2 – Visualização da PCR do gene MDR. (1) Marcador de peso molecular; (2) Gene MDR isolado por 

PCR.  

  
Fonte: Autora da pesquisa, 2019.  

Observa-se que cerca de 177 pares de base (pb) foram isolados por PCR, conforme esperado. Com  

o gene amplificado, é possível sequenciá-lo para caracterização molecular.   

5.4 Sequenciamento e Análises de Bioinformática   

O gene isolado foi sequenciado, sendo o resultado do sequenciamento de boa qualidade. O resultado 

do sequenciamento foi analisado por meio de ferramentas de bioinformática. De acordo com as análises 

realizadas no Expasy, a sequência isolada trata-se de uma sequência parcial que possui 177 nucleotídeos, que 

codifica 58 aminoácidos (Figura 3). A proteína isolada apresenta o ponto isoelétrico de 9,23 e peso molecular 

5471, 33 Kda.  

Figura 3 – Alinhamento dos nucleotídeos com os aminoácidos  

 
Fonte: https://www.expasy.org/  

 A  análise  das  sequências,  realizada  com  o  programa  BLASTX  

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), que compara a sequências de nucleotídeos contra um banco de dados 

de proteínas mostrou que a sequência parcial isolada apresenta identidade com outras proteínas da família 

“ABC transporter C family member” de diferentes espécies vegetais, na qual o gene Multidrug resistance 

(MDR) está inserido.  A análise que identifica domínios realizada com o banco de dados Pfam (Finn et al,  

2016) e Blastx, mostrou a presença de uma sequência conservada, conhecida como domínio “ABC transporter 

C family member” (Figura 4).  

  

Figura 4 – Domínio da superfamília ABC transporter encontrado na proteína isolada de Piper nigrum é 

destacado na figura. A sequência de aminoácidos que forma o domínio é mostrada abaixo.  

  
Fonte: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  

Os membros desta superfamília têm a arquitetura conservada do domínio e estão divididos em sete 

famílias (A – G) em fungos, plantas e animais (KOVALCHUK, 2010; WEEN, 2015; SANCHEZ, 2001). 
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Estudos recentes demonstraram que a família C do transportador ABC (ABC-C), como proteína da membrana 

celular, é importante para os patógenos fúngicos em resposta ao fungicida. Sua hiperexpressão está ligada a 

resistência a patógenos e toxinas dos fungos (THEODOLOU, 2000; QI et al., 2018). A família também tem 

importância agronômico, envolve o sequestro de substâncias para dentro dos vacúolos, resistência a herbicidas 

e outros estresses. Logo, um dos principais meios de funcionamento da resistência, o transporte de metabólitos 

secundários e xenobióticos é realizado de forma que ocorra o armazenamento e secreção (DO et al., 2018).   

4. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

Considerando o que tem sido reportado na literatura, podemos sugerir que o gene isolado possa estar 

envolvido na susceptibilidade de Pimenta-do-reino à fusariose. Desta forma, o presente estudo dará 

embasamento para isolamento do gene completo e para análise de expressão do gene MDR, contribuindo para 

entender o funcionamento do mesmo na resposta da planta ao estresse biótico em questão, além de dar suporte 

à programas de melhoramento genético.  
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