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IDENTIFICACAO EM CANA-DE-ACUCAR DE GENES DE RESISTENCIA A
Mahanarva fimbriolata (STAL, 1854) (HEMIPTERA: CERCOPIDAE)

RESUMO - A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das gramineas cultivadas
mais importantes do mundo e o Brasil é hoje 0 maior produtor e exportador mundial de
cana, de acUcar de cana e etanol de cana, com o estado de S&do Paulo sendo o maior
produtor. Entretanto, esta cultura é ameacada por varias pragas e doencas. Dentre
essas pragas, uma das mais importantes na regido centro-sul é a cigarrinha-das-raizes
(Mahanarva fimbriolata), que assumiu este posto devido ao aumento da colheita
mecanizada. Por meio da técnica de cDNA-AFLP este trabalho teve como objetivo
identificar genes possivelmente envolvidos na resisténcia a ninfas de Mahanarva
fimbriolata em cana-de-agucar. Para isso, foi utilizada uma variedade suscetivel (SP80-
1816) e uma resistente (SP83-5073). Ambas foram infestadas com ninfas da cigarrinha
77 dias apos o plantio e amostras de raizes foram coletadas antes da infestacéo
(controle) e 1, 2 e 7 dias apos a infestacdo, posteriormente foi feita a extracdo de RNA,
sintese de cDNA e o0 cDNA-AFLP. Apss a analise dos fragmentos foram encontrados 16
fragmentos expressos somente na variedade resistente. Nove fragmentos foram
encontrados no 2° dia de infestacdo e sete no 7° dia. Dentre os 16 fragmentos, sete
foram recuperados e sequenciados. Seis fragmentos ndao apresentaram homologia com
proteinas ja descritas e um fragmento, de 129 pb, apresentou homologia com uma
proteina putativa associada a senescéncia. Todos os fragmentos podem representar

genes relacionados com a resisténcia da planta contra o inseto.

Palavras-chave: cDNA-AFLP; cigarrinha-das-raizes; Saccharum spp; resisténcia a

pragas, senescéncia.
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IDENTIFICATION OF SUGARCANE GENES INDUCED IN PEST-RESISTANT
VARIETY UPON INOCULATION WITH Mahanarva fibriolata (STAL, 1854)
(HEMIPTERA: CERCOPIDAE)

SUMMARY - The sugarcane (Saccharum spp.) is the most important grass
cultivated in the world and Brazil is now the world’s largest producer and exporter of
sugarcane, sugarcane sugar and sugarcane ethanol, with the S&o Paulo state being the
largest producer. However, this culture is threatened by several pests and diseases.
Among these pests, one of the most important in south-central region is the froghopper-
roots (Mahanarva fimbriolata), that took this position because of increased
mechanization. Through cDNA-AFLP technique this study aimed to identify genes
possibly involved in resistance to nymphs of Mahanarva fimbriolata in sugarcane.
Therefore we used a susceptible variety (SP80-1816) and a resistant (SP83-5073). Both
were infested with spitlebugs 77 days after planting and root samples were collected
before infestation (control) and 1, 2 and 7 days after infestation, was later made the
extraction of RNA, cDNA synthesis and cDNA-AFLP. After fragments analyses were
found 16 fragments expressed only in the resistant variety. Nine fragments were found
on day 2 of infection and seven on day 7. Among the 16 fragments, seven were
recovered and sequenced. Six fragments showed no homology to described proteins
and a fragment of 129 bp showed homology to a putative protein associated with
senescence. All fragments could represent genes related to the plant resistance against

the insect.

Keywords: cDNA-AFLP; froghopper-roots; Saccharum spp; pest resistance;

senescence.



. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das gramineas cultivadas mais
importantes do mundo. O setor de producdo de etanol e aclUcar tem um enorme
destaque na economia brasileira, considerando a sua geracdo de renda, emprego e
divisas para o pais. O etanol € um combustivel renovavel menos poluente que os
derivados de petréleo e de custo relativamente baixo. Nos ultimos anos, praticamente
todas as montadoras de automdveis do pais lancaram novos modelos bi-combustiveis,
gue funcionam com gasolina, etanol ou qualquer combinacao de ambos.

O setor sucroalcooleiro possui atualmente uma area plantada com cana que é
estimada em 8,1 milhdes de hectares, 0 que representa menos de 1% da area nacional
utilizada pela agricultura, onde a regiao centro-sul concentra cerca de 90% da producéo
de cana. O estado de S&o Paulo € o maior produtor de cana, com uma area de 4,37
milhdes de hectares disponiveis para colheita, representando 53,60% de toda éarea
utilizada na producdo de cana-de-acucar. A safra 2009/2010 de cana-de-agUcar na
regido centro-sul do Brasil apresentou uma producéo de 604,5 milhdes de toneladas de
cana-de-acucar, 33,1 milhdes de toneladas de acucar e 25,8 bilhdes de litros de etanol
(CONAB, 2010).

A colheita da cana pode ser feita manualmente, o que requer mao-de-obra barata
e abundante, ou mecanicamente. A colheita mecanizada de cana sem queima prévia da
palha tem crescido em muitos paises por razdes econdbmicas e também pela reducao
da emissdo de CO,. No Estado de Sdo Paulo uma lei estadual (Lei Estadual 11.241/02
regulamentada pelo decreto Estadual 47.700/03) imp8e que, até o ano de 2021, em
100% das areas mecanizaveis a cana seja colhida “crua”, ou seja, sem queima da
palhada.

A queima da palhada previne o acumulo de in6culo de doencas e pragas ao
longo dos cortes da cana-de-acucar. Por outro lado, a colheita sem queima pode
resultar em diferentes padrdes de infestacdo de pragas e plantas daninhas (MEYER et
al., 2005).



A presenca de cigarrinhas é relatada em varias partes do mundo, sendo
encontradas, com maior frequéncia, nas regides tropicais e subtropicais do globo e
estdo amplamente distribuidas nas Américas e no Caribe (FEWKES, 1969;
THOMPSON, 2004). Sao consideradas pragas de importancia econdmica em diversas
culturas, pois, além dos prejuizos diretos decorrentes da suc¢do continua de seiva e
das lesbes e deformacfes que provocam, podem injetar substancias toxicas em seus
hospedeiros (GALLO et al., 2002).

A espécie Mahanarva fimbriolata (STAL, 1854) (Hemiptera: Cercopidae), também
chamada de cigarrinha-das-raizes, ndo era considerada uma praga-chave da cana-de-
acucar na regiao centro-sul, uma vez que prejuizos significativos ndo ocorriam com
frequéncia (MENDONCA et al., 1996). Entretanto, ao longo dos ultimos anos, com o
aumento da colheita mecanizada de cana crua, a M. fimbriolata tornou-se uma das
pragas mais importantes da regido centro-sul do Brasil. No Estado de S&o Paulo, esta
praga ocorre principalmente em areas de colheita mecanizada de cana crua e, nos
Estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso Sul, em soqueiras de cana queimada e
também em cana-planta (DINARDO-MIRANDA, 2006). O sistema de colheita
mecanizada deixa uma camada de palha abundante no solo, propiciando um ambiente
de elevada umidade e temperatura estavel que é favoravel ao desenvolvimento de
ninfas de cigarrinha (MENDONCA et al., 1996; DINARDO-MIRANDA et al., 2001a). A
gueima da palha antes da colheita destr6i todas as formas de cigarrinhas,
especialmente os ovos em diapausa (DINARDO-MIRANDA et al. 1999; 2001b).

As fémeas ovipositam na camada de palha, préxima aos colmos. As ninfas
eclodem dos ovos e buscam raizes jovens para se alimentarem da seiva do xilema. O
ataque de ninfas de cigarrinha resulta em desordem metabdlica generalizada,
desidratacdo dos colmos, secamento dos vasos condutores, colmos afinados e
“coracao morto” (GALLO et al., 2002; MACEDO & MACEDO, 2004).

As ninfas de M. fimbriolata sugam as raizes e atingem os vasos do xilema,
deteriorando-os e dificultando ou até impedindo o fluxo de agua e nutrientes
(HORSFIELD, 1978). O ataque da cigarrinha-das-raizes tem como consequéncia a
reducdo da taxa fotossintética, reduzindo consequentemente o desenvolvimento da

planta e acarretando perdas de produtividade de colmos e sacarose (MENDONCA et



al., 1996). Os danos podem ser severos para muitos genoétipos de cana, especialmente
variedades de meio e final de safra (DINARDO-MIRANDA et al., 1999).

Além de reduzir a produtividade da planta, a cigarrinha-das-raizes altera a
qualidade tecnoldgica da cana-de-agUcar utilizada como matéria-prima na industria,
reduzindo o teor de agUcar nos colmos e aumentando o de fibra (DINARDO-MIRANDA
et al., 2000; GONCALVES et al., 2003). Os colmos mortos e secos, em decorréncia do
ataque da praga, diminuem a capacidade de moagem e, como muitas vezes estao
rachados e deteriorados, os contaminantes dificultam a recuperacéo de acucar e inibem
a fermentacéao, reduzindo, portanto, os rendimentos industriais e dificultando a obtencéo
de acucar de qualidade (DINARDO-MIRANDA, 2003).

Alteracbes metabolicas ocorrem na resposta da cana-de-acUcar a infestacdo de
cigarrinha, produzindo uma variedade de &cidos organicos e compostos fenolicos.
Essas substancias reduzem a recuperacao de acucar e prejudicam o metabolismo da
levedura durante a fermentacdo, diminuindo a producdo de etanol e alterando a
composicao do produto final (MUTTON & MUTTON, 2002).

M. fimbriolata pode ser controlada biologicamente com pesticidas (DINARDO-
MIRANDA et al., 2000) ou pela pratica cultural como a retirada da palha das linhas de
cultivo (DINARDO-MIRANDA et al.,, 2004a). DINARDO-MIRANDA et al. (1999)
verificaram que um controle eficiente desta praga aumenta significantemente a
gualidade da cana, e que isto pode promover um reflexo na fermentacéao por leveduras.

Apesar da reducdo na produtividade e na qualidade da cana em virtude do
ataque de cigarrinhas, muito pouco se sabe sobre a interacdo dessa praga com a cana-
de-acucar. Diversos trabalhos estudaram o controle quimico (DINARDO-MIRANDA et
al., 2000; 2001a; 2002; 2006), biolégico (DINARDO-MIRANDA et al.; 2000; GARCIA et
al., 2006b) e cultural (DINARDO-MIRANDA et al., 2000). Entretanto, atualmente existe
pouca informacdo no tocante a resisténcia varietal de cana-de-acUcar as cigarrinhas.

A técnica de cDNA-AFLP (cDNA amplified fragment length polymorphism)
(BACHEM et al. 1998), pode ser considerada uma melhoria da técnica tradicional de
differencial display (LIANG & PARDEE, 1992). Ela permite a comparacdo a partir de
uma pequena quantidade de amostras e menos de 5 yg de RNA sao necessarios para

até 240 reacgdes. Outra vantagem é que a técnica de cDNA-AFLP detecta pequenas



diferencas de expressédo, a partir de 10%. A maior limitacdo da técnica € a alta
ocorréncia de falsos positivos, que pode ser minimizada pelo uso de repeticdes de cada
reacdo e de mais de um individuo para cada condi¢do (STEIN & LIANG, 2002).

Essa técnica é baseada na amplificacdo seletiva por PCR de fragmentos de
restricdo ligados a adaptadores a partir de cDNA e sua primeira aplicacdo foi descrita
por BACHEM et al. (1996) analisando a expresséo diferencial em batata durante a
formacao do tubérculo. Desde entdo, ela tem sido bastante utilizada para a identificacao
de genes diferencialmente expressos em uma larga variedade de tecidos, condi¢cbes de
estresse e estadios de desenvolvimento em plantas (CAMPALANS et al., 2001; ECKEY
et al., 2004; GUIMARAES, 2007; POLESANI et al., 2008).

GUIMARAES (2007) verificou a existéncia de genes expressos exclusivamente
em uma variedade de cana-de-agucar resistente a Mahanarva fimbriolata. Utilizando a
variedade de cana-de-agucar SP80-1816 considerada suscetivel (DINARDO-MIRANDA
et al., 1999; DINARDO-MIRANDA, 2004; SILVA et al., 2005) e a variedade SP83-5073
considerada resistente (DINARDO-MIRANDA, 2003), foi encontrado por meio da
técnica de cDNA-AFLP, dois genes expressos exclusivamente na variedade resistente
apos infestacdo por esta praga.

O objetivo do presente trabalho foi de identificar genes associados a resisténcia
da variedade SP83-5073 a M. fimbriolata utilizando as mesmas variedades de cana-de-

aclcar e a mesma abordagem utilizada por GUIMARAES (2007).



ll.  REVISAO DE LITERATURA

Cana-de-agucar

A cana-de-acuUcar € uma monocotiledénea alégama e semi-perene, pertencente
a familia Poaceae e ao género Saccharum, e que provavelmente € originaria do
Sudeste Asiatico, da grande regido central da Nova Guiné e Indonésia (DANIELS &
ROACH, 1987), sendo que a maioria das variedades comerciais foram obtidas do
cruzamento interespecifico entre S. officinarum, S. barbieri, S. sinense e as espécies
selvagens S. spontaneum e S. robustum. A principal utilizacdo da cana-de-acucar é a
producéo de aclcar e etanol, mas também séo obtidos outros produtos e subprodutos
de seu processamento, como a aguardente, o melado e a rapadura utilizados para o
consumo, o bagaco como fonte de energia e a vinhaca como fertilizante.

O Brasil é hoje o maior produtor mundial de cana-de-acucar e atualmente a area
destinada a atividade sucroalcooleira brasileira esta estimada em 8,1 milhdes de
hectares, distribuidas em todos estados produtores, o0 que representa menos de 1% da
area nacional ocupada pela agricultura, onde a regido centro-sul concentra cerca de
90% da producado. O estado de S&o Paulo € o maior produtor do Brasil com uma area
de 4,37 milhdes de hectares disponiveis para colheita, representando 53,60% de toda
area utilizada na producéo de cana-de-acgucar. A safra 2009/2010 no Brasil apresentou
uma producéo de 604,5 milhdes de toneladas, 33,1 milhées de toneladas de acgucar e
25,8 bilhdes de litros de etanol, com a regido centro-sul do Brasil apresentando uma
producédo de 542,8 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, 28,7 milhdes de toneladas
de acucar e 23,7 bilhdes de litros de etanol (CONAB, 2010).

Conforme LAM et al. (2009), o Brasil ainda é um pais modelo no
desenvolvimento e uso comercial da cana-de-acucar como biocombustivel e para a
geracdo de energia elétrica a partir de sua biomassa. Outro aspecto positivo sdo 0s
variados usos possiveis como matéria-prima, que gerou aumento do interesse de

produtores de varios paises pela cultura.



A cana-de-acUcar possui um genoma altamente complexo, apresentando
poliploidia, aneuploide e um nimero variavel de cromossomos. Além disso, trata-se de
um genoma extremamente grande, o que dificulta a compreenséo de sua arquitetura
genética. Por exemplo, o conteido de DNA de uma célula somética de S. officinarum é
7440 Mpb. Como esta espécie € octapldide, o tamanho do complemento haploéide é 8
vezes menor, cerca de 930 Mpb. Este valor é comparavel ao genoma de uma espécie
diploide, como o sorgo, que apresenta cerca de 760 Mpb (GRIVET & ARRUDA, 2002).

O sucesso do cultivo da cana-de-acUcar se deve a utilizacdo de variedades
adaptadas aos diferentes ambientes edafocliméaticos, obtidas por meio de
melhoramento genético classico pelos centros de pesquisa e estacdes experimentais.
Este € um processo relativamente demorado, visto que, dentre as espécies cultivadas,
a cana-de-agucar possui um dos genomas mais complexos, o que dificulta a aplicacéo

de técnicas convencionais de melhoramento nesta planta (VETTORE et al., 2001).

Cigarrinha-das-raizes

A cigarrinha-das-raizes, Mahanarva fimbriolata (STAL., 1854) pertence a ordem
Hemiptera, superfamilia Cercopoidea, familia Cercopidae, subfamilia Tomaspidinae e
tribo Tomaspidini (GARCIA, 2002). Sao insetos sugadores e pragas de grande
importancia em diversas culturas, incluindo a cana-de-acucar (GARCIA, 2002). As
primeiras referéncias sobre cercopideos atacando cana-de-acucar no Brasil datam de
1918, quando um surto de cigarrinhas foi controlado por um fungo. M. fimbriolata foi
descrita pela primeira vez atacando cana-de-aclcar em 1919 e 1920 (GUAGLIUMI,
1968). No Brasil, as principais espécies de cigarrinhas que ocorrem em cana-de-acucar
sdo a Mahanarva fimbriolata (cigarrinha-das-raizes); Mahanarva posticata (cigarrinha-
da-folha) e Mahanarva rubicunda indentata (cigarrinha-do-cartucho). M. fimbriolata é
uma praga de grande importancia, principalmente nos estados do Maranhao, Sergipe,
Bahia, Mato Grosso, Parana, Santa Catarina, Sdo Paulo e Goias (MENDONCA et al.,
1996).

A cigarrinha-das-raizes, apesar de ser conhecida como praga dos canaviais da

regido nordeste, tem acarretado enormes prejuizos na regido centro-sul, que € a maior



regido produtora de cana-de-agucar do pais, constituindo-se um dos maiores problemas
agricolas atuais da cultura apés o advento da colheita mecanizada da cana, sem a
gueima prévia da palhada (GONCALVES et al., 2003). Sua ocorréncia € mais séria no
estado de Sdo Paulo, mas sua distribuicdo geogréfica estende-se também aos estados
de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Amazonas, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Mato Grosso e Goias
(MENDES et al., 1977, MACEDO et al., 2003).

Além da cana-de-acUcar as cigarrinhas vivem em outras plantas, principalmente
em gramineas, de forma analoga a cana-de-acucar (GALLO et al., 2002), como no
capim-elefante (Pennisetum purpureum Schumach) sendo sua principal praga (LEITE,
2002).

Biologia da cigarrinha-das-raizes

Os ovos de M. fimbriolata s&o fusiformes, amarelados e medem
aproximadamente 1 mm de comprimento e 0,25mm de diametro (MOREIRA, 1925). Ao
eclodirem, as ninfas medem apenas 1 mm de comprimento e no final de seu
desenvolvimento, ap0s passarem por cinco instares, atingem cerca de 10 mm de
comprimento (MOREIRA, 1925; MARICONI, 1963).

As ninfas sugam a seiva das raizes e radicelas, onde permanecem durante todo
o periodo ninfal, podendo também estar presente nas raizes adventicias, aéreas do
colmo ou por baixo da palha nas entrelinhas da cana-de-acucar (MENDONCA et al.,
1996). As ninfas da familia Cercopidae caracterizam-se por produzir uma espuma
tipica, formada de liquidos eliminados pelo anus e por uma substancia mucilaginosa
secretada por glandulas epidérmicas, que as envolve e protege contra a dessecacao
(GARCIA, 2002), contra o ataque de formigas (MOREIRA, 1921) e de outros inimigos
naturais (CAMINHA FILHO, 1945; GUAGLIUMI, 1973) e, em alguns casos, pode reduzir
a eficiéncia do controle quimico por impedir o contato dos produtos com as ninfas (EL-
KADI, 1977).

A quantidade de espuma produzida pela ninfa é fungcdo do volume de seiva

retirada da planta. Pouco antes da Ultima ecdise, a espuma deixa de ser produzida e



comeca a secar em virtude da evaporacao da porcéao liquida, formando em seu interior
uma cavidade onde a ninfa se transforma em adulto (COSTA LIMA, 1942).

Os adultos medem cerca de 12 mm de comprimento, possuem coloragdo em
geral avermelhada, com presenca ou ndo de manchas longitudinais nas asas, onde as
fémeas sdo mais escuras que os machos e se alimentam normalmente da seiva das
folnas (MENDONCA et al., 1996).

FREIRE et al. (1968) verificaram, em média, uma oviposi¢cao de 50 a 70 ovos por
fémea, com valores maximos de 147 ovos por fémea. Em laboratério, sob condi¢cbes
ideais de temperatura, umidade e fotoperiodo, GARCIA (2002) obteve uma fecundidade
média de 342,1 ovos por fémea. O ciclo médio de duracdo de M. fimbriolata € de
aproximadamente 60 dias, 20 dias para a fase de ovo, 20 dias para a fase de ninfa e 20
dias para o adulto. Assim, podem ocorrer trés a quatro geracdes durante os periodos
chuvosos, que na regido Sudeste do Brasil é de setembro/outubro a fevereiro/marco
(GALLO et al., 2002; MACEDO & MACEDO, 2004). O periodo de maior atividade das
cigarrinhas ocorre nos meses quentes e umidos, pela umidade ser um fator limitante ao
seu desenvolvimento. Durante os meses secos e frios, as ninfas e adultos desaparecem
guase que totalmente, restando nas reentrancias do solo e na base das touceiras
grande quantidade de ovos em diapausa, que eclodirdo com a vinda do periodo
chuvoso, dando inicio as novas geracdes (AZZl & DODSON, 1971; BOTELHO et al.,
1976).

A praga e a cultura da cana-de-acucar

Com a expanséo da colheita de cana-de-acucar sem queima prévia da palhada,
a infestacdo por M. fimbriolata tornou-se de relevante importancia, pois esse sistema de
colheita deixa no solo uma cobertura vegetal abundante, proporcionando condi¢des de
alta umidade e temperatura estavel, favoraveis a ocorréncia da cigarrinha (MENDONCA
et al., 1996; DINARDO-MIRANDA et al., 2001a).

A queima da cana-de-acgUcar antes da colheita promove a destruicao de todas as
formas desta praga, especialmente os ovos em diapausa (DINARDO-MIRANDA et al.

1999; 2001b). Com isso a cigarrinha-das-raizes se tornou uma praga-chave da cultura e



um dos principais desafios técnicos a ser equacionado nesse sistema de colheita
(MACEDO et al., 2002).

Danos decorrentes do ataque da praga

As ninfas de M. fimbriolata se alimentam da seiva da cana-de-acUcar. Elas
introduzem seu aparelho bucal através da epiderme das raizes e radicelas das plantas,
atravessando todo o cortex e atingindo o cilindro vascular, de onde retiram seu alimento
(STINGEL, 2005; GARCIA, 2006). Em consequéncia, as plantas apresentam-se
desnutridas e desidratadas, com folhas amareladas e, posteriormente, secas
(MENDONCGCA et al., 1996; GALLO et al., 2002). A saliva liberada pelas ninfas é rica em
enzimas e aminoacidos que auxiliam no processo de digestdo do alimento. Essa saliva
€ toxica para a planta, causando necrose nos tecidos radiculares (FEWKE, 1969;
DINARDO-MIRANDA, 2003).

A deterioracdo dos vasos lenhosos das raizes, provocada pela alimentacdo das
ninfas, dificulta ou mesmo impede o fluxo de agua e de nutrientes, causando,
consequentemente, a morte das raizes e a alteracéo da fisiologia da planta, o que pode
ser caracterizado pelo surgimento de colmos ocos e afinados (GALLO et al., 2002).
Colmos mortos e secos, também decorrentes do ataque das ninfas, diminuem a
capacidade de moagem e, como muitas vezes estdo rachados e deteriorados, 0s
contaminantes dificultam a recuperacédo de acucar e inibem a fermentacao, reduzindo,
portanto, os rendimentos industriais e a qualidade do acucar (DINARDO-MIRANDA et
al., 2004b).

Os adultos se alimentam preferencialmente da seiva das folhas. Eles introduzem
o estilete, preferencialmente através dos estdmatos, atingindo o metaxilema nos feixes
vasculares e atravessando as células do parénquima clorofiliano (GARCIA, 2006). Em
decorréncia da toxina injetada pelos adultos, surgem pequenas manchas amareladas
nas folhas que, com o passar do tempo, tornam-se avermelhadas e, finalmente, opacas,
reduzindo o processo fotossintético e a circulacéo da seiva do limbo foliar, ocasionando
diminuicdo no conteudo de sacarose do colmo e retardando a maturacdo (EL-KADI,
1977; MACEDO & MACEDO, 2004). Quando os estiletes dos insetos estao infectados
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por microrganismos eles podem provocar a contaminacao do liquido nutritivo da planta,
causando deterioracdo de tecidos nos pontos de crescimento do colmo e,
gradualmente, dos entrends inferiores até as raizes subterraneas, podendo causar a
morte do colmo (MACEDO et al., 2003).

O ataque intenso da cigarrinha-das-raizes pode ocasionar reducdes nha
produtividade, principalmente nas colheitas de meio e final de safra (DINARDO-
MIRANDA et al., 1999). Os danos decorrentes podem ser classificados em diretos e
indiretos. Os danos diretos estdo relacionados a producdo da cana-de-aclUcar e se
caracterizam pela morte, encurtamento, rachadura, brotacdes laterais e murchamento
de colmos e reducéo na produtividade causada pela morte precoce de perfilhos. Ja os
indiretos estéo relacionados ao processamento da cana-de-acgucar, como a reducéo da
guantidade e qualidade do agucar recuperavel causado pelo aumento do teor de fibra,
aumento de impurezas, reducdo da porcentagem de acucar, reducdo na pureza do
caldo e aumento de contaminantes no caldo (DINARDO-MIRANDA et al.,, 2004b;
MACEDO & MACEDO, 2004).

Na década de 1970 foi relatado que o principal dano a cultura era decorrente das
toxinas injetadas pelos adultos ao se alimentarem das folhas, causando reducdo no
tamanho e diametro de entrends, que ficam curtos e fibrosos (GUAGLIUMI, 1973).
Entretanto, trabalhos mais recentes tém demonstrado que o principal efeito da praga &
promovido pelas formas jovens, as ninfas (GONCALVES, 2003).

DINARDO-MIRANDA et al. (2002) observaram, estudando a variedade de cana-
de-acucar SP80-1816, que as parcelas mantidas sob infestacdo da cigarrinha-das-
raizes, apresentaram produtividade de acucar 45% inferior as parcelas tratadas com
inseticidas. Também segundo DINARDO-MIRANDA et al. (2004c), na auséncia de
cigarrinha-das-raizes, houve producdo de cerca de 37% a mais de acUcar. Em outro
estudo DINARDO-MIRANDA (2003) constatou que os danos causados pelo ataque da
cigarrinha-das-raizes podem variar com a época de colheita do canavial. Resultados de
experimentos realizados em areas comerciais estimaram que em canaviais colhidos no
inicio da safra (abril a junho) a cigarrinha pode causar entre 8 e 10% de reducéo na

produtividade de acucar, enquanto que para canaviais colhidos no meio (junho a



11

setembro) e no final da safra (setembro a dezembro), as perdas podem variar de 20 a
30% e de 30 a 50%, respectivamente.

Controle da cigarrinha-das-raizes

Existem diversos métodos de combate as cigarrinhas, tais como: o controle

fisico, controle quimico, controle biolégico e controle cultural.

Controle fisico

O controle fisico consiste no controle pelo uso de fogo em areas muito
infestadas, para diminuir o foco da praga, uma vez que esse meétodo de controle destroi
suas formas bioldgicas, inclusive os ovos em diapausa (BALBO JR. & MOSSIM, 1999).
A prética da queima prévia da palhada em canaviais atuava como controle para esta
praga (DINARDO-MIRANDA et al. 1999; 2001b). Quando a cana-de-agucar é colhida
mecanicamente, sem a queima da palhada, pode ser utilizado o afastamento mecanico
da palha da linha de cana ou a retirada da palha da area, que proporciona menor
infestacdo quando comparada a situacdo normal da palha, mas néo evitam totalmente a
ocorréncia da praga (DINARDO-MIRANDA, 2002).

Controle quimico

O controle quimico contra as cigarrinhas se da a base de inseticidas, mas é um
controle inviavel economicamente devido a cultura ser considerada de baixo valor
econdmico por unidade de éarea. Este tipo de controle também pode acarretar
problemas ecoldgicos quando ndo utilizado corretamente, pela aplicacdo de agrotoxicos
em extensas areas e pelo elevado numero de aplicacfes, eliminando controladores
naturais da praga (BUENO, 1987; MARQUES, 1988). A dificuldade em atingir as ninfas,
tanto por estas se localizarem na base das plantas como pela protecdo que a espuma
oferece, € outro fator da inviabilidade do uso do controle quimico (NILAKHE, 1983;
CARVALHO, 1985; KOLLER & VALERIO, 1987; ALVES, 1998; LEITE et al., 2002). Este
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meio de controle, quando selecionado, deve ser utilizado aplicando-se produtos
seletivos e em ocasides necessarias, como ap0s a constatacdo das primeiras
cigarrinhas adultas, pois ao se detectar o sintoma dos danos nas plantas a maioria dos
adultos ja estardo mortos e 0 dano serd irreversivel, visto que os adultos aparecem trés
semanas apos o inicio do ataque das ninfas (VALERIO & NAKANO, 1992).

Controle biol6gico

O controle biolégico consiste na utilizacdo de organismos vivos no combate a um
agente causador de danos a cultura. Para o controle da cigarrinha-das-raizes o principal
organismo utilizado é o fungo Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin. A utilizacéo
deste fungo no combate a cigarrinha tem tido eficiéncia pouco elevada, estando entre
10,5 a 60%, conforme estudos de selecdo de isolados de M. anisopliae contra
Mahanarva fimbriolata (MACEDO et al., 2006). Por outro lado, DINARDO-MIRANDA et
al. (2004c) avaliaram a eficiéncia de isolados de M. anisopliae no controle da cigarrinha-
das-raizes em condi¢cdes de campo, em trés municipios do estado de Sdo Paulo, e
observaram reducéo de populacédo de até 91,2% quando foram feitas duas aplicacoes,
utilizando-se em cada uma a dose de 1kg/ha de arroz esporulado (aproximadamente 9
x 10® conidios/g de arroz). A utilizag&o do fungo visa controlar as ninfas das cigarrinhas,
por serem mais suscetiveis e pode ser aplicado nas formulacdes pé molhavel ou Oleo
emulsionavel, utilizando-se dosagens entre 1 x 10* e 5 x 10*? conidios por hectare
(ALVES & LOPES, 2006).

Os resultados negativos obtidos com o controle biolégico podem ser explicados
pela exigéncia de condicbes favoraveis que o fungo necessita para se desenvolver, pela
protecdo que a espuma confere as ninfas, pelo método de aplicacdo do fungo e pela
utilizacdo de baixas dosagens do fungo (VALERIO, 2005). Para obtencédo de melhores
resultados neste método de controle € necessario a utilizagcéo de isolados especificos
de M. anisopliae para a espécie de cigarrinha que se pretende controlar. Além disso,
devem-se verificar as condicbes ambientais da regido em que se fard o controle e

realizar as aplicagbes com temperaturas mais amenas, nas primeiras horas do dia ou
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ao entardecer, para que o fungo possa se estabelecer (COSENZA et al., 1982; ALVES,
1998).

Além do fungo Metarhizium anisopliae outros agentes de controle da cigarrinha
estdo presentes naturalmente nas areas de plantio, como 0s micro-himendépteros
parasitéides de ovos Anagrus sp. e Acmopolynema hervali (PIRES et al., 1993), a larva
da mosca Salpingogaster nigra que € predadora de ninfas (MARQUES, 1988) e a
mosca Porasilus barbiellini que é um eficiente predador de adultos de cigarrinhas
(BUENO, 1987). Alguns nematdides também tém sido encontrados naturalmente
atacando a cigarrinha-das-raizes, porém sdo ainda bastante escassos o0s estudos
conclusivos recomendando esses agentes como alternativa de controle dessa praga
(ALMEIDA et al., 2002).

Controle cultural

O controle cultural consiste na utilizacdo de variedades resistentes e é o tipo de
controle mais indicado, pois apresenta a vantagem de ser um método de baixo custo,
além de ser facilmente assimilado e adotado pelo produtor, uma vez que o controle
estara sendo efetivado simplesmente através da aquisicdo da variedade (KOLLER &
VALERIO, 1987; LAPOINTE & SONODA, 2001).

Esse tipo de controle para a cigarrinha-das-raizes ainda ndo é muito eficiente,
embora tenham sido observadas variagcfes significativas nos niveis de infestacédo e de
danos conforme as variedades, mas todas as variedades cultivadas comercialmente
sdo atacadas por esta praga e estdo sujeitas a perdas expressivas quando a infestacao
na area é elevada (MACEDO, 2005). Com isso deve ser efetuado a reducdo da
participacdo de variedades altamente suscetiveis a cigarrinha, tais como a SP80-1816
(SILVA et al., 2005; DINARDO-MIRANDA, 2004) e RB72454 (DINARDO-MIRANDA,
2004; DINARDO-MIRANDA et al., 1999), dando preferéncia para as variedades mais
resistentes como a SP83-5073 (DINARDO-MIRANDA, 2003).
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Resisténcia de plantas a insetos

A resisténcia de plantas a insetos pode ser considerada como a soma relativa
das caracteristicas herdadas pela planta, que influenciam o grau de injdria que o inseto
causara ao atacad-la. Em outras palavras, seria a capacidade que certas plantas
possuem de alcancarem maior e melhor produgdo quando comparadas com outras
variedades nas mesmas condi¢ces adversas (PAINTER, 1951). Essa resisténcia pode
ser proveniente de caracteristicas morfolégicas desfavoraveis ao inseto, como a
presenca de tricomas ou pela producdo de compostos secundarios com a finalidade de
protecdo contra predadores (SEIGLER & PRICE, 1984). Para que uma planta seja
considerada resistente, sua progénie deve apresentar a mesma resisténcia, portanto, a
resisténcia € um carater hereditario (LARA, 1991).

Existem trés tipos de resisténcia a insetos que sao definidos pelos mecanismos
com que a planta interfere no comportamento do inseto. Esses mecanismos sdo: a

antixenose ou nao-preferéncia, a antibiose e a tolerancia (LARA, 1991).

Antixenose ou ndo-preferéncia

De acordo com LARA (1991), este tipo de resisténcia afeta o0 comportamento do
inseto e assim a planta € menos utilizada tanto para a alimentacdo, oviposi¢cao ou
abrigo.

Em um estudo sobre o comportamento de escolha de ninfas de Deois flavopicta
em vasos contendo Andropogon gayanus cv. Planaltina, Melinis minutiflora, Setaria
anceps cv. Kazungula e Brachiaria decumbens foi verificado que nos trés primeiros
capins as ninfas da cigarrinha sobiram até o caule, e ao se depararem com tricomas
voltaram para o solo, se alimentando somente em B. decumbens, mostrando que o
mecanismo de resisténcia dos capins foi de antixenose (COSENZA, 1981)

KOLLER & VALERIO (1987) testaram a preferéncia de Zulia entreriana e Deois
flavopicta a Brachiaria decumbens para diferentes alturas e constataram que Z.
entreriana ndo apresentou preferéncia para as diferentes alturas e que a D. flavopicta

teve aumento populacional & medida que se diminuia a altura da graminea.
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CHANNARAYAPPA et al. (1992) observaram que o gendtipo LA 1777 de
Lycopersicon hirsutum apresenta resisténcia a mosca-branca mediada pelo mecanismo
de antixenose. Em outro estudo com tomateiros atacados por mosca-branca,
FERNANDES et al (2009) sugeriram que a baixa densidade de tricomas em gendtipos
resistentes a praga mostrou claramente a resisténcia por antixenose.

AUAD et al. (2007), avaliando gendtipos de capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) quanto a resisténcia a cigarrinha-das-pastagens (Mahanarva
spectabilis), verificaram que o numero e o tamanho médio das ninfas variaram
significativamente em razdo do gendétipo de capim-elefante no estudo da néao-
preferéncia. Assim, constataram que 0s genotipos Pennisetum purpureum Schum cv.
Cameroon e Pennisetum purpureum Schum cv. Cameroon Piracicaba possuem o

mecanismo de resisténcia por antixenose.

Antibiose

A resisténcia de plantas a insetos por antibiose é quando o inseto se alimenta
normalmente da planta, mas tem sua biologia afetada, podendo morrer, sofrer
alteracdes no ciclo de vida, reduzir sua taxa reprodutiva ou sofrer alteracdes de
tamanho e peso (LARA, 1991). Varios autores consideram como uma resisténcia por
antibiose quando ocorre uma alta mortalidade dos insetos ou o prolongamento da fase
de ninfa (CARDONA et al., 1999; SOTELO et al., 2003; CARDONA et al., 2004; AUAD
et al., 2007; PABON et al., 2007).

Esse tipo de resisténcia pode ser especifico a uma espécie de inseto. CARDONA
et al. (2004) utilizaram gendétipos do género Brachiaria, CIAT 36062 tido como resistente
e CIAT 0654 tido como suscetivel, em testes para avaliar antibiose para cinco espécies
de cigarrinhas-das-pastagens (Aeneolamia varia (F.), Aeneolamia reducta (Lallemand),
Zulia carbonaria (Lallemand), Zulia pubescens (F.) e Mahanarva trifissa (Jacobi) ). De
acordo com seus resultados, a suscetibilidade do gendtipo CIAT 0654 foi confirmada
para as cinco espécies citadas. O genotipo CIAT 36062 foi classificado como altamente

resistente a M. trifissa, resistente a A. varia e a A. reducta, moderadamente resistente a
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Z. pubencens e suscetivel a Z. carbonéaria, demonstrando a especificidade do
mecanismo de resisténcia por antibiose.

GUIMARAES (2007), estudando a interacdo planta-praga em variedades de
cana-de-acUcar resistentes e suscetiveis a Mahanarva fimbriolata observou, através da
analise de crescimento, mortalidade do inseto e longevidade de ninfas que a variedade
resistente provavelmente possui um mecanismo de defesa por antibiose ao ataque
desta praga.

AUAD et al. (2007), avaliando gendtipos de capim-elefante (Pennisetum
purpureum Schum.) quanto a resisténcia a cigarrinha-das-pastagens (Mahanarva
spectabilis), verificaram que o genotipo Pennisetum purpureum Schum cv. Pioneiro é

resistente a praga pelo mecanismo de antibiose.

Tolerancia

A toleréncia é uma resposta induzida por danos causados por insetos, onde uma
variedade € menos danificada que as demais, sob um mesmo nivel de infestacdo da
praga sem afetar a biologia e o comportamento dos insetos (PAINTER, 1951). Como
este mecanismo de resisténcia é definido em termos de producéo, o objeto de analise &
a planta e ndo o inseto. Uma das técnicas para quantificar e separar a tolerancia da
antibiose € a utlizacdo de uma populacdo fixa de insetos, adicionando-se ou
removendo diariamente 0s insetos de maneira a manter sempre uma populacao
constante de individuos (STARKS et al. 1983, WEBSTER et al. 1987, 1991)

Pelo fato da resisténcia por tolerancia ndo estar relacionada ao comportamento e
a biologia do inseto, o aparecimento de bi6tipos ou de racas fisiologicas resistentes é
gquase nula. Porém, o fato de néo influir sobre o inseto também n&o afeta
consequentemente sua populacdo, podendo ser encarado como um mecanismo de
defesa desvantajoso, embora se ajuste muito bem a programas de manejo integrado de
pragas onde é utilizado o controle biolégico (PAINTER, 1951; GALLO et al., 2002).

WOOD JR. et al. (1969), estudando diferentes gendtipos de sorgo sob ataque do

pulgédo-verde Schizaphis graminum (Rond.), concluiram que o principal mecanismo de
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resisténcia existente na linhagem SA 7536-1 era um alto grau de tolerancia ao pulgao-
verde.

COSENZA (1981), avaliando o tipo de resisténcia de varias espécies de
gramineas ao ataque da cigarrinha Deois flavopicta, constatou que Brachiaria
humidicola e Melinis minutiflora apresentam o mecanismo de tolerancia a essa praga.
Posteriormente, COSENZA et al. (1989) confirmaram a tolerancia de B. humidicola a
mesma praga.

Em um estudo de ROSSETTO et al. (1984) sobre a resisténcia de soja a insetos,
foi verificado que a linhagem de soja IAC 73/228 apresentou resisténcia a Nezara
viridula (L.) pelo mecanismo de tolerancia, pois apesar do grande ataque da praga,
essa linhagem néo teve reducéao significativa em sua producéo.

HESLER (2005), avaliando a alteracdo no crescimento de plantulas de trigo e de
triticale infestadas por Rhopalosiphum.padi, observou que o0s genotipos de trigo
Arapahoe e KS92WGRC24 tiveram o crescimento das plantulas afetado, enquanto o
gendtipo de trigo MV4 e os gendtipos de triticale 8TA5L, H7089-52 e Stniism 3 nao

foram afetados pela infestacdo, mostrando um mecanismo de resisténcia por tolerancia.

cDNA-AFLP

Para a analise da expressdo génica, sem o prévio conhecimento dos genes de
interesse, existem varias metodologias que sao utilizadas atualmente e, dentre as mais
utilizadas, podemos destacar as técnicas de sequenciamento de ESTs (ADAMS et al.,
1991), Differential Display (DD) (LIANG & PARDEE, 1992), Serial Analysis of Gene
Expression (SAGE) (VELCULESCU et al., 1995), Polimorfismo Amplified Fragment
Length Polymorphism baseado em cDNA (cDNA-AFLP) (BACHEM et al.,, 1996),
Supression Subtractive Hybridization (SSH) (DIATCHENKO et al., 1996) e Massively
Parallel Signature Sequencing (MPSS) (BRENNER et al., 2000).

A técnica de cDNA-AFLP é uma melhoria da técnica tradicional de Differencial
display (BACHEM et al.,, 1996, ALBA et al., 2004). Ela foi baseada na técnica de
AFLP (VOS et al., 1995) mas com a utilizacdo de cDNA em vez do DNA. Ela permite a

comparagcao a partir de uma pequena quantidade de amostras e menos de 5 pg de
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RNA sdo necessarios para até 240 reacoes. Outra vantagem é a deteccao de pequenas
diferencas de expressao, a partir de 10%, tendo como sua maior limitagdo a alta
ocorréncia de falsos positivos, que pode ser minimizada pelo uso de repeticdes de cada
reacdo e de mais de um individuo para cada condi¢cdo (STEIN & LIANG, 2002). Esta
técnica é baseada na amplificacéo seletiva por PCR de fragmentos de restricdo ligados
a adaptadores a partir de cDNA (BACHEM et al.,1998).

A primeira aplicacdo foi descrita por BACHEM et al. (1996) onde, analisando a
expressao diferencial em batata durante a formacdo do tubérculo, conseguiram como
resultado dois fragmentos de cDNAs codificantes de lipoxigenases.

Utilizando a técnica de cDNA-AFLP, CAMPALANS et al. (2001) analisaram a
expressdo génica diferencial em améndoeira (Prunus Amygdalus (L.) Batsch) para a
identificagéo de genes envolvidos no mecanismo de toleréncia a seca. Dos fragmentos
diferencialemente expressos relacionados a tolerancia, foram encontrados fragmentos
gue codificavam proteinas tais como um transportador de compostos nitrogenados, a 1-
acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferase, uma proteina de choque térmico de baixo peso
molecular, uma cisteina proteinase e uma proteina rica em prolina expressa
constitutivamente.

ECKEY et al. (2004), analisando a expressdo de genes envolvidos nos eventos
iniciais de resisténcia ao fungo Blumeria graminis f. sp. hordei em cevada (Hordeum
vulgare L.) através de cDNA-AFLP, identificaram que determinados fragmentos
derivados de transcritos na variedade resistente apresentaram homologia com MAP
guinases, fatores de transcricao e receptores com dominio quinase. A analise funcional
de uma MAP quinase foi realizada através do nocaute do gene codificante levando a
suscetibilidade plantas de cevada antes consideradas resistentes ao fungo.

GUIMARAES (2007), estudando uma variedade resistente e outra suscetivel de
cana-de-acUcar ao ataque de Mahanarva fimbriolata através da técnica de cDNA-AFLP,
conseguiu identificar dois fragmentos expressos somente na variedade resistente a
praga que possivelmente estéo ligados a um mecanismo de antibiose da planta.

Em um estudo com videiras infectadas com o patdégeno Plasmopara viticola, 128
combinacdes de oligonucleotideos seletivos foram testadas através da técnica de

cDNA-AFLP e foram encontrados cerca de 7.000 fragmentos derivados de transcritos,
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dos quais 1.196 foram expressos somente em folhas infectadas (POLESANI et al.,
2008).

LAO et al. (2008), analisando a expressdo diferencial por cDNA-AFLP em
variedades de Saccharum spp. apos inoculagdo com o fungo patogénico Sporisorium
scitamineum, encontraram um total de 64 fragmentos derivados de transcritos
expressos diferencialmente, com 67,2% dos fragmentos tendo um aumento de
expressdo na variedade resistente. A resposta da planta contra o patégeno nas
primeiras 72 horas ap6és a inoculagdo da planta levou a expressao de genes envolvidos

no metabolismo oxidativo, resposta defensiva, vias do etileno e auxinas.
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. MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢gdes experimentais

Mini-toletes de uma gema das variedades SP80-1816 (suscetivel, SILVA et al.,
2005; DINARDO-MIRANDA, 2004) e SP83-5073 (resistente, DINARDO-MIRANDA,
2003) foram plantadas em copos plasticos descartaveis de 300 mL contendo o
substrato a base de vermiculita (Plantmax HT ®, Eucatex) e irrigadas diariamente até a
capacidade de campo. As plantas foram mantidas em uma camara de crescimento
(modelo 095E, Fanem, Sdo Paulo) com temperatura ajustada para 25 °C e fotoperiodo
de 14 h. Foram utilizadas duas plantas por tratamento para garantir raizes de qualidade

para extracdo de RNA.

Criacao e infestacdo de ninfas de cigarrinha-das-raizes

As ninfas foram criadas exatamente como descrito por GARCIA et al. (2006a). A
infestacdo de ninfas de segundo instar com 21 dias de idade foi realizada aos 77 dias
apos o plantio das variedades de cana-de-aglucar, com auxilio de um pincel macio,
utilizando cinco ninfas por planta. A espuma produzida pelas ninfas foi transferida
abundantemente junto com as ninfas, para garantir a sobrevivéncia apos a infestacao.

Os copos plasticos foram cobertos com tela de nailon de 100 mesh para isolar o
efeito dos adultos sugadores de folha e evitar a migracdo de ninfas (teste sem chance
de escolha). A presenca de adultos foi monitorada diariamente e os individuos
encontrados foram imediatamente mortos. O efeito dos adultos ndo foi estudado para
evitar novas oviposi¢cdes que resultariam em variacdo indesejavel. Além disso, de
acordo com DINARDO-MIRANDA (2004), o dano mais importante da praga é causado

pela alimentacdo das formas jovens.
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Extracdo de RNA

As amostras de raizes das duas variedades utilizadas foram coletadas pouco
antes da infestacdo (controle) e 1, 2, e 7 dias ap0s infestacdo (d.a.i.). Para os dias de
coleta 1, 2 e 7 cada variedade possui uma amostra infestada e outra sem infestacao
(controle). Apés a coleta as amostras foram imediatamente armazenadas em N liquido
até a extracao de RNA total.

O RNA total foi extraido de 3 g de amostra de raizes (pool de duas plantas),
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. As amostras de raizes foram transferidas para um gral pré-resfriado (-20 °C)
contendo nitrogénio liquido e maceradas utilizando um pistilo e nitrogénio liquido. A
homogeneizagédo do po do tecido foi feita em 2 mL de Trizol. O homogeneizado foi
transferido para um tubo de centrifuga de vidro (Corex) de 15 mL. As amostras foram
incubadas por cinco minutos a temperatura ambiente para a dissociacdo completa dos
complexos nucleoprotéicos. Foram adicionados 0,8 mL de cloroférmio e as amostras
foram agitadas vigorosamente em vortex e incubadas por 3 minutos a temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo Corex de 15 mL e o RNA foi precipitado
pela adicdo de 0,8 mL de isopropanol. A mistura foi mantida a temperatura ambiente
por 10 minutos e depois centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 2 mL de etanol 75%. As amostras foram
agitadas vigorosamente em vortex e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos. Apés o
descarte do sobrenadante o precipitado de RNA foi entdo seco sob vacuo (bomba de
vacuo conectada a um dessecador) por 10 a 20 minutos. O RNA foi dissolvido em 0,1
mL de &gua livre de RNAse (4gua tratada com dietilpirocarboneto - DEPC) e
armazenado a 80°C.

A determinacdo da concentracdo e pureza do RNA foi determinada através da
leitura da absorbancia no espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm. E utilizado o
valor de absorbancia a 260 nm para a determinacdo da concentracdo e a razao

Azsonm/A2s0nm para a determinacdo da pureza do RNA extraido. Para RNA ou DNA fita
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simples, Azsonm igual a 1,0 corresponde a uma solugdo com concentracao igual a 40
pHg/mL, enquanto que para DNA fita dupla corresponde a 50 pg/mL (SAMBROOK et al.,
1989).

A razao Azsonm/Azsonm indica a pureza da preparacao, sendo que valores entre 1,8
e 2,0 indicam uma preparacdo de boa qualidade, livre de proteina. A razéo
Azsonm/A230nm € Utilizada como uma medida secundéria de pureza do &cido nucleico. Os
valores da razao Azsonm/Azzonm para amostras de boa qualidade de &cidos nucleicos
muitas vezes S80 superiores aos respectivos valores da razdo Azsonm/Azsorm. Uma
amostra muito pura de acido nucleico ira apresentar valores préximos de 2,0. Se a
razao Azsonm/Azzonm € Significativamente menor do que o esperado, pode indicar a
presenca de contaminantes com absorbanica no comprimento de onde de 230 nm,
como EDTA, carboidratos, guanidina e compostos aromaticos (por ex., fenol). A
integridade do RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1,5% em

condi¢Bes desnaturantes (contendo formaldeido).

Sintese de cDNA

Para eliminar qualquer resquicio de DNA nas amostras de RNA total, 1 U de
DNAse | (Invitrogen) foi adicionada para cada pg de RNA, as amostras foram mantidas
a temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida, a DNAse foi removida por
extracdo com fenol/cloroférmio de acordo com o protocolo descrito por SAMBROOK et
al. (1989).

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total tratado com DNAse
|, utilizando-se o Kit Revertaid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) para
a sintese da primeira fita e os volumes de 1 uL de oligo(dT).s (100 uM), 4 uL de 5X
reaction buffer (250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM KCI, 20 mM MgClI2, 50 mM DTT), 20
U de RiboLock™ RNase Inhibitor, 2 L de dNTP Mix (10 mM) e 200 U de RevertAid™ H
Minus M-MuLV Reverse Transcriptase. A reacéo foi mantida a 42 ‘C por 60 minutos. A
segunda fita foi sintetizada adicionando-se 30 U de DNA Polimerase | (E. coli)
(Fermentas), 1 U de RNAse H (Invitrogen) e 12,5 U de T4 DNA Polimerase (Fermentas)

e mantendo a reacdo a 16 °C por 2 horas. O cDNA foi purificado por extracdo com
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fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1 viviv) conforme o protocolo descrito por
SAMBROOK et al. (1989).

A determinacdo da concentracdo e pureza do cDNA foi determinada através da
leitura da absorbancia no espectrofotbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher

Scientific Inc.) nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm.

cDNA-AFLP

Os cDNAs foram utilizados na andlise de cDNA-AFLP (BACHEM et al., 1998)
utilizando-se o Kit AFLP Plant Mapping (Applied Biosystems), conforme recomendacgdes

do fabricante com algumas modificagdes.

Preparo das Reacdes de Restricéo

Para cada amostra foi utilizado 150 ng de cDNA, 1 uL de EcoRI (10 U/uL -
Invitrogen), 0,2 uL de Msel (5U/uL - Invitrogen), 2,5 uL de tampdo Reactl (10x -
Invitrogen) e agua milli-Q até completar o volume de 25 plL. As amostras foram
mantidas em termociclador a 37°C por 3 horas, seguidas de 20 minutos a 70°C para a
inativacao das ezimas.

E importante usar preparacées concentradas de enzimas de restricdo (com alta
atividade por volume) para evitar que exceda 5% de glicerol nas reacfes, prevenindo
assim a atividade estrela da EcoRI, condicdo em que a enzima passa a restringir sitios

diferentes do seu sitio de restricdo habitual.

Anelamento dos Pares de Adaptadores

Uma aliquota de 0,5 uL de cada adaptador das enzimas de restricdo EcoRI e da
Msel foram aquecidos separadamente a 95°C por 5 minutos e resfriados a temperatura
ambiente por 10 min. Depois os adaptadores foram misturados em um dnico tubo para

utilizac&o posterior.
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Preparo das Reag¢des de Ligacdo dos Adaptadores apds a Restricao

Foi utilizado 11,5 puL do cDNA digerido, 4,0 uL de tamp&o T4 DNA Ligase (5x -
Invitrogen), 1,0 uL de T4 DNA Ligase (1 U/uL - Invitrogen), 0,5 uL de adaptador EcoRl
previamente anelado, 0,5 uL de adaptador Msel previamente anelado e 2,5 uL de agua
milli-Q. As reac¢des foram mantidas a 20°C por 2 horas em termociclador e depois foram
diluidas 20x em TEp 1 (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0).

Amplificagcado Prée-seletiva

Os fragmentos de cDNA com os adaptadores ligados nas duas extremidades
amplificam exponencialmente e predominam no produto final. Para a amplificacdo pré-
seletiva foram utilizados 4,0 uL do cDNA ja com os adaptadores ligados, 1,0 uL da
mistura dos iniciadores pré-seletivos AFLP EcoRI e Msel e 15,0 uL do AFLP Core Mix.
As amostras foram amplificadas em termociclador de acordo com os parametros da
Tabela 1 e diluidas 20x em TEp 1 (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0).

Tabela 1. Parametros utilizados para a amplificacéo pré-seletiva.

Inicio 20 Ciclos Fim
72°C 94°C 56°C 72°C 60°C 4°C

2 min 30 Seg 1 min 2min | 30 min infinito

Reacdo de Amplificacdo Seletiva

Para a amplificacdo seletiva foram utilizados 3,0 uL do produto da reagédo de
amplificacdo pre-seletiva ja diluido, 1,0 uL do iniciador seletivo de EcoRlI (Iniciador-Axx -
Marcado por fluorescéncia), 1,0 uL do iniciador seletivo de Msel (Iniciador-Cxx) e 15,0
uL do AFLP Core Mix. A amplificacdo seletiva ocorreu em termociclador de acordo com

os parametros da Tabela 2 e o produto foi estocado a 2-6°C até sua utilizacao.



Tabela 2. Parametros utilizados para a amplificacao seletiva.

Inicio Ciclo Numero de
Ciclos

94°C 2min | 94°C 1 min | 66°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 65°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 64°C1min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 63°C1min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 62°C1min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 61°C1min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 60°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 59°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 58°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 1 min | 57°C 1 min | 72°C 2 min 1

- 94°C 30seg | 56°C 1 min | 72°C 2 min 20

60°C 1
30 min

4°C 1
infinito

25

Aplicacdo das Amostras e Eletroforese.

Para cada amostra foi utilizado 1,5 puL de formamida deionizada, 0,3 uL de blue
dextran, 0,6 uL do padréo interno de tamano molecular GeneScan-500 ROX (Applied
Biosystems) marcado por fluorescéncia com a cor vermelha e 0,5 uL do produto de
amplificacdo seletiva marcado por fluorescéncia com uma das trés cores possiveis, a
saber, amarela (NED), azul (FAM) ou verde (JOE), dependendo do conjunto de iniciador
marcado que foi usado. As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos para a
desnaturacdo do cDNA e imediatamente colocadas em gelo. De cada amostra foram

aplicados 1,5 uL em um gel 5% desnaturante Long Ranger usando TEB 1X como
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tampéo de corrida em uma placa de sequenciamento de 36 cm e o tempo de corrida foi
de 3 horas, a 2500V, em um sequenciador ABI PRISM 377 DNA Sequencer (Applied
Biosystems).

O padréo interno de peso molecular GeneScan-500 ROX utilizado era marcado
por fluorescéncia com a cor vermelha (ROX), possuindo 15 fragmentos com o0s
seguintes comprimentos (pb): 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400,
450, 490 e 500. O pico de 250 pares de base (pb) ndo é levado em conta na hora da
andlise do gel feita através do software Genotyper.

Teste de iniciadores seletivos

O kit AFLP Plant Mapping (Regular Plant Genomes) da uma possibilidade de 64
combinacgdes de iniciadores EcoRI e Msel, sendo que apenas os iniciadores EcoRI sdo
marcados por fluorescéncia na extremidade 5 com uma das trés diferentes cores, a
saber, amarela (NED), azul (FAM) ou verde (JOE), a depender do iniciador EcoRI
usado. Foram testadas 12 combinacfes de iniciadores (Tabela 3), sendo 4 iniciadores
com marcacao azul (FAM), 4 com marcacdo amarela (NED) e 4 com marcacéo verde
(JOE).

Tabela 3. Combinacdes de iniciadores (EcoRI-Msel) testadas com o cDNA-AFLP

FAM JOE NED
(EcoRI = Msel) (EcoRI - Msel) (EcoRI - Msel)
A) ACA-CTG E) AAG — CTA ) ACC - CTG
B) ACT - CTG F) AAG - CTC J) AGC — CAT
C) ACT -CTT G) AGG — CAT K) ACC — CAT
D) ACA-CTC H) ACG - CTG L) AAC - CTG

Para testar a eficiéncia de polimorfismo das combinagdes de iniciadores
selecionadas, foi utilizada uma amostra de cDNA de cada variedade de cana-de-acucar,
uma da SP80-1816 e uma da SP83-5073.
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Anélise dos dados do cDNA-AFLP

Os dados obtidos apds a eletroforese das amostras no sequenciador foram
analisados com o software GeneScan Analysis (Applied Biosystems), que coleta os
dados obtidos dos produtos amplificados do gel de eletroforese e com o Genotyper
DNA Fragment Analysis (Applied Biosystems), que usa como fonte de analise os dados
obtidos através do software GeneScan Analysis, gerando eletroferogramas e tabelas
binarias de presenca (1) e auséncia (0) de fragmentos.

As etapas de amplificacdo pré-seletiva, seletiva, aplicacdo das amostras no
sequenciador e analise dos dados foram repetidas cinco vezes para os iniciadores que

obtiveram um melhor desempenho quanto a quantidade de fragmentos polimérficos.

Reamplificagéo do fragmento

Apos a identificacdo dos fragmentos expressos apenas na variedade resistente,
as amostras foram aplicadas em um gel de poliacrilamida 6% e coradas com prata de
acordo com o protocolo descrito por CRESTE et al. (2001). Os fragmentos foram
excisados, ressuspendidos em 50 pL de tampdo Taq 1X Taq Buffer with KCI
(Fermentas) e aquecidos a 95° C por 20 min. Os fragmentos foram reamplificados
utilizando uma aliquota de 5 pL do ressuspendido juntamente com 0,5 pL de cada
iniciador especifico utilizado no cDNA-AFLP, 2,5 yuL do tampé&o 10X Taq Buffer with KCI
(Fermentas), 2 uL de dNTP (10 mM de cada dNTP), 1 uL MgCI2 (25 mM), 2,5 U de Taq
DNA Polimerase (Fermentas) e agua estéril milliQ para um volume final de 25 pL. Os
parametros de amplificacdo para o termociclador foram os mesmos utilizados na
amplificacéo seletiva do cDNA-AFLP (Tabela 2).

O produto de PCR contendo os fragmentos reamplificados foi purificado com o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean up system (Promega) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Apos a purificacdo foi determinada a concentracédo e
pureza do produto amplificado através da leitura da absorbancia no espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) nos comprimentos de onda de 260

nm, 280 nm e 230 nm.



28

Clonagem

A clonagem foi realizada com o vetor pGEM-T Easy Vector Systems (Promega)
de acordo com as recomendac¢fes do fabricante. Foi utilizada uma aliquota do produto
da PCR purificado do fragmento, conforme os calculos recomendados do fabricante que
leva em consideracao o tamanho do fragmento, 5 uL do Tampéo de ligacao 2x, 50ng do
vetor, 3 U da enzima T4 DNA ligase e agua estéril milliQ para um volume final de 10 pL.
A reacdo foi mantida a 16 °C por 14 horas. Em seguida, os plasmidios recombinantes
foram utilizados para transformar células competentes de E. coli (cepa DH10B) por
eletroporagao.

Para a transformacéao, foram utilizados 4 uL da reagéo de ligagdo e 40 uL de
células competentes. As células foram transformadas em cubetas de eletroporagéo com
fenda 0,2 cm (BioRad), utilizando uma descarga elétrica de 200 Ohm de resisténcia, 25
MF de capacitancia e voltagem de 2,5 KV/cm (BioRad Gene Pulser). Em seguida, as
células foram transferidas para 1,0 mL de meio de cultura SOC (1000 puL de SOB, 40 uL
de glicose 20% e 40 uL de MgCl 1M) e incubadas a 37 °C por 1 h sob agitacédo de 150
rom. ApoOs esta incubacdo, a cultura foi espalhada em placa com meio LB solido
contendo carbenicilina 50 pg/mL, X-Gal e IPTG. As coldnias contendo vetor com DNA
clonado (cor branca) foram selecionadas, inoculadas em placas tipo ELISA contendo
200 pL de meio TY com 8% de dglicerol e carbenicilina (50 pyg/mL), incubadas a 37 °C

por 16 h e em seguida foram estocadas a -80 °C.

Sequenciamento

Para extracdo do DNA plasmidial para o sequenciamento do fragmento clonado
foi utilizado o método de lise alcalina descrito por SAMBROOK et al. (1989).

O sequenciamento foi feito pelo método de terminacdo da cadeia por
didesoxinucleotideo (SANGER et al.,, 1977), utlizando-se a quimica do BigDye
Terminator (Applied Biosystems). A reacdo de sequenciamento foi realizada em
microplacas com 100 ng de DNA plasmidial, 2 yL de Tampao Save Money (5 mM
MgCl2, 200 mM Tris-HCI pH 9,0), 1 yL do iniciador de sequenciamento M13 Forward
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ou M13 Reverse (10 pmoles/uL), 2 uL do BigDye Terminator e agua estéril milliQ para
um volume final de 10 pL. As amostras foram submetidas ao seguinte ciclo de
amplificagao (PCR) em termociclador: 96 °C por 2 minutos e 36 ciclos de desnaturagéo
(96 °C por 45 segundos), anelamento do iniciador (58 °C por 30 segundos) e extenséo
(60 °C por 1 minuto), seguidos finalmente por uma temperatura de 4°C por tempo
indeterminado.

A lavagem do produto da reacéo de amplificacao foi feita adicionando-se 80 uL
de isopropanol 75% e mantendo as amostras a 24 °C por 15 minutos, apos o que foram
entdo centrifugadas a 3.040 x g por 45 minutos a 24 °C. O sobrenadante foi descartado
e ao precipitado de DNA foi adicionado 200 uL de etanol 70% para remoc¢ao do sal
residual. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 3.040 x g por 10 minutos a 24
°C. O sobrenadante foi descartado e as amostras foram secas por 10 minutos em
dessecador submetido a vacuo (bomba de vacuo). Foram adicionados 10 uL de
formamida, as amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e colocadas
imediatamente no gelo, e, em seguida, foram aplicadas em um sequenciador ABI 3100

(Applied Biosystems).

Andlise dos fragmentos exclusivos da variedade resistente

As sequéncias de nucleotideos dos fragmentos expressos exclusivamente na
variedade resistente foram analisadas pelos programas Phred (EWING et al., 1998;
EWING & GREEN, 1998) e Phrap (GREEN, 1996) para a verificacdo da qualidade das
sequéncias e, em seguida, foram promovidas andlises utilizando a ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (Blastx) (ALTSCHUL et al, 1990) para a identificacdo de
homologias com sequéncias de proteinas jA descritas na base de dados do NCBI
(http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/). Também foram realizadas buscas em bancos de dados
publicos de EST (Etiquetas de Sequéncias Expressas), proteinas, motivos e dominios
de proteinas como o SUCEST (http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/) (VETTORE et al.,
2001), Expasy, (http://expasy.org/), UniProt, (http://www.uniprot.org/), PFAM
(http://pfam.sanger.ac.uk/) e ProDom
(http://prodom.prabi.fr/prodom/current/ntml/home.php).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Integridade e pureza do RNA extraido.

A andlise da integridade do RNA total das amostras através de eletroforese
em gel de agarose 1,5% (p/v) desnaturante (contendo formaldeido) mostrou que,
baseado na presenca e quantidade relativa das bandas dos RNAs ribossémicos
(rRNAs) 28S e 18S, pode-se afirmar que o RNA obtido de todas as amostras esta
integro (Figura 1). Além da visualizacdo em gel de agarose, as amostras tiveram a
absorbancia determinada a 260 nm, 280 nm e 230 nm para verificar a concentracao e a
pureza do RNA em cada amostra. A razao Azeonm/Azsonm das amostras variou entre 1,8 e
2,0 e a razdo Azeonm/A2zonm apresentou valores proximos de 2,0 (resultados néo
apresentados). De acordo com SAMBROOK et al. (1989), solu¢des puras de RNA (ou
DNA) apresentam valor de Azsonm duas vezes maior que de Azsonm, dando uma relacéo
Azsonm/Azsonm igual a 2,0. Assim, solucdes de RNA (ou DNA) que apresentem valores
desta razdo entre 1,8 e 2,0 sdo consideradas livres de proteina e de outros
contaminantes. Pode-se concluir entdo que os RNAs extraidos e utlizados nos

experimentos estavam integros e puros.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose, em condi¢cOes desnaturantes, de RNA total
extraido de raizes de cana-de-acucar em diferentes periodos sob ataque da
cigarrinha-das-raizes. Em cada canaleta do gel foi aplicado 1,0 ug de RNA

total e a corrida procedeu-se a 88 V durante 1,5 horas. (1) SP80-1816 antes da
infestacdo; (2) SP80-1816 1 d.a.i. (controle); (3) SP80-1816 1 d.a.i. (infestada); (4) SP83-5073
antes da infestacdo; (5) SP83-5073 1 d.a.i. (controle); (6) SP83-5073 1 d.a.i. (infestada); (7)
SP80-1816 2 d.a.i. (controle); (8) SP80-1816 2 d.a.i. (infestada); (9) SP83-5073 2 d.a.i.
(controle); (10) SP83-5073 2 d.a.i. (infestada); (11) SP80-1816 7 d.a.i. (controle); (12) SP80-
1816 7 d.a.i. (infestada); (13) SP83-5073 7 d.a.i. (controle); 14 SP83-5073 7 d.a.i. (infestada).
Os rRNASs 28S e 18S estdo indicados pelas setas.

Teste de Iniciadores Seletivos

A partir dos resultados obtidos com os testes preliminares com as 12
combinacdes de iniciadores seletivos (Figura 2), foram escolhidas as trés combinacdes
de iniciadores (Tabela 4) que apresentaram maior numero de fragmentos para se fazer

as cinco repeticdes do cDNA-AFLP.
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Figura 2. Gel de cDNA-AFLP das 12 combinacfes de iniciadores seletivos (A a L)
testados com uma amostra de cada variedade de cana-de-acgUcar utilizada
no experimento. (S) variedade suscetivel SP80-1816 (controle); (R)
variedade resistente SP83-5073 (controle)

Tabela 4. Combinacdes de iniciadores seletivos selecionados para o AFLP.

Combinacéao Iniciador EcoRI marcado Iniciador Msel
B (FAM) TGA CTG CGT ACC AATTCACT TGA TGA GTC CTG AGT AAC TG
F (JOE) TGA CTG CGT ACC AAT TCA AG TGA TGA GTC CTG AGT AACTC
I (NED) TGA CTG CGT ACC AAT TCA CC TGA TGA GTC CTG AGT AAC TG
cDNA-AFLP

A técnica de cDNA-AFLP foi realizada a partir das combina¢des de iniciadores
seletivos B (ACT — CTG), F (AAG — CTC) e | (ACC — CTG). Foram realizadas cinco
repeticdes dos géis de cDNA-AFLP para cada combinag&o de iniciadores selecionados.

A combinacdo de iniciadores B gerou 68, 61, 70, 38 e 33 padrOes de fragmentos
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expressos, a combinacao de iniciadores F gerou 62, 46, 33, 36, 25 padrbes de
fragmentos expressos e a combinacgédo de iniciadores | gerou 55, 29, 33, 23, 23 padrbes
de fragmentos expressos, respectivamente, nas repeticbes de 1 a 5. Dentre todos o0s
padroes de fragmentos expressos foram encontrados 16 fragmentos exclusivos na
variedade resistente (SP83-5073), onde quatro fragmentos estavam presentes em trés
repeticoes e 12 fragmentos em duas repeti¢coes.

Na combinacao B foram encontrados seis fragmentos expressos exclusivamente
na variedade resistente (SP83-5073) na condicdo infestada (Figuras 3 e 4). Os
fragmentos de 60, 178, 224 e 280 pb foram expressos no 2° dia apos a infestacéo e os
fragmentos de 65 e 500 pb foram expressos no 7° dia ap0Os a infestacéo.

Na combinacao F foram encontrados seis fragmentos expressos exclusivamente
na variedade resistente (SP83-5073) na condicdo infestada (Figuras 5 e 6). Os
fragmentos de 60, 70, 77, 113 e 201 pb foram expressos no 2° dia apds a infestacao e
somente o fragmento de 92 pb foi expresso no 7° dia apods a infestacéo.

Na combinacdo | foram encontrados quatro fragmentos expressos
exclusivamente na variedade resistente (SP83-5073) na condicao infestada (Figuras 7
e 8), onde todos os fragmentos foram expressos no 7° dia apés a infestacdo. Os

fragmentos possuem 69, 85,129 e 182 pb.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 3. Eletroferograma resultante da repeticdo 2 do cDNA-AFLP com a combinacédo B de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 60, 65, 224 e 500 pb estéo indicados pelas
setas.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 4. Eletroferograma resultante da repeticdo 4 do cDNA-AFLP com a combinacédo B de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 178 e 280 pb estédo indicados pelas setas.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 5. Eletroferograma resultante da repeticdo 3 do cDNA-AFLP com a combinacdo F de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 60 e 92 pb estéo indicados pelas setas.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 6. Eletroferograma resultante da repeticdo 4 do cDNA-AFLP com a combinacdo F de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 70, 77, 113 e 201 pb estéo indicados pelas
setas.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 7. Eletroferograma resultante da repeticdo 2 do cDNA-AFLP com a combinacéo | de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 129 e 182 pb estéo indicados pelas setas.
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Tamanho do Fragmento (pb)

Figura 8. Eletroferograma resultante da repeticdo 4 do cDNA-AFLP com a combinacéo | de
iniciadores seletivos analisado com o software Genotyper DNA Fragment Analysis.
Os picos referentes aos fragmentos de 69 e 85 pb estdo indicados pelas setas.
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Todos os fragmentos expressos exclusivamente na variedade resistente foram
encontrados no 2° (nove fragmentos) e no 7° (sete fragmentos) dia apds a infestacgéo,
sugerindo uma provavel resposta desta variedade de cana-de-aglcar a infestacdo de
cigarrinha-das-raizes. GUIMARAES (2007), comparando estas mesmas duas
variedades de cana-de-acucar, encontrou dois fragmentos (389 e 397 pb) expressos
somente na variedade resistente apds 24 h e 48 h da infestacdo, sugerindo que 0s
genes referentes a esses fragmentos poderiam estar envolvidos em mecanismos de
defesa do genotipo resistente, uma vez que foram expressos pouco tempo apés a
infestacao.

Dos 16 fragmentos expressos exclusivamente na variedade resistente, sete
fragmentos foram recuperados de um gel de poliacrilamida, reamplificados, clonados e
sequenciados. Os sete fragmentos recuperados foram os de 178, 280 e 224 pb da
combinacao de iniciadores B, os de 92, 113 e 201 pb da combinacao de iniciadores F e
0 de 129 pb da combinacéo de iniciadores I. A sequéncia de nucleotideos obtida apos o
sequenciamento de cada um dos sete fragmentos esta apresentada na Tabela 5.

Uma busca no banco de dados de proteinas do NCBI utilizando a ferramenta
Blastx (ALTSCHUL et al., 1990) revelou que apenas a sequéncia do fragmento de 129
pb apresentou homologia com proteina ja descrita. Os demais fragmentos né&o
apresentaram homologia com proteinas ja descritas e também ndo apresentaram
homologia com sequéncias do banco de dados de EST e nem com os bancos de dados
de motivos e dominios de proteinas, sugerindo que possam codificar proteinas que
ainda nao foram descritas e que estejam relacionadas com a resisténcia a Mahanarva
fimbriolata da variedade de cana-de-agucar SP83-5073.

O resultado obtido com a ferramenta Blastx para o fragmento de 129 pb foi de
homologia com uma proteina putativa associada a senescéncia (putative senescence-
associated protein), com E value de 2e-05 (Tabela 6) e fase de leitura +3. A traducéo
da sequéncia de nucleotideos do fragmento de 129, na fase de leitura +3, foi obtida
com o programa Transeq presente no European Bioinformatics Institute (EBI)
(http://lwww.ebi.ac.uk/). A comparacdo entre a sequéncia de aminoacidos codificada
pelo fragmento de 129 pb e 52 sequéncias presentes no NCBI com as quais ela

apresentou homologia, revelou que a homologia € com um dominio de proteina
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associado a senescéncia (ProDom: PD874509), o qual é apresentado na Figura 9. Dos
29 aminoacidos que constituem o dominio, o fragmento possui 24 idénticos e em
sequéncia (do 2 ao 25).

Em termos de sequéncia de nucleotideos, o fragmento de 129 pb, quando
comparado com as sequéncias de nucleotideo dos homdélogos de milho, ervilha e soja,
apresentou homologia em toda a extensédo da sequéncia, apresentando apenas uma

delecdo em relagdo as demais sequéncias e 30 troca de bases (23,3%) (Figura 10).
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Tabela 5. Sequéncia de nucleotideos dos fragmentos diferencialmente expressos na variedade
resistente (SP83-5073) em resposta ao ataque de Mahanarva fimbriolata.

Fragmento Sequéncia de Nucleotideos

Combinacéo B

TGACTGCGTACCAATTCACTGACCTAAGACTTCCCAGGCTCCAGTGTTTTCATT

178 ACACAAAATAATACATTTTCCTTCTTGCTTAGGCTATTTTTAGTTTTGCAGCCCA
AACATCTTCCCAGATACAAATTTCATGTACTTTCGACAAAACTGAGATTCAGTTA
CTCAGGACTCATCA

TGATGAGTCCTGAGTAACTGGTCTACAATTTGGTATGAATCCAGAGAAGTCAAC
CATTACCAAACTAAGATTAGGGTCTGGGTCAAGGGAATGAAGATGAGGAGAAC

280 AGACATGCACAAGAGCAAGAGAATGACACCAAGATAGCAGACAGGGGTCCAAC
CAGAGGTCAGGTGTGAAAAGAACTAAAGCTAGGAGCAAGGAAGGTAAGGAGCT
GAAGCTTTTAGTTGCAGCAAAGGCTAACAGGGCTCCTGAGTGTCAGCAGTGAA
TTGGTACGCAGTCA

TGATGAGTCCTGAGTAACTGGCTGTGATTTCGTAGTTACTGGCTGCCTAGTAAC
TAGACTCTGGCACCCAGCTACCTAGTTTTGACTCCTGACTCTGTCACTAATTAG

224 CTGAATAGCCAGGGACCAGTGACTTCTCTGTGCTTCTATAAAATGGGGAAGGT
GGTGATGACAGATAACTGTCTCATACCATGGCATTTGGGATTGAGTGAATTGGT
ACGCAGTCA

Combinacéo F

TGATGAGTCCTGAGTAACTCCGACACTCGTGATTCCGCCTTCGAAAGCAAATCT

92 CGCATCATTTGGGGAGAGCTTGAATTGGTACGCAGTCA
TGATGAGTCCTGAGTAACTCCTATATCAATTTGTTTGAAGAACAGATGACACTTT

113 GAATGGCCCAGCCCACAGCCCAGAATTTCAAGGGAAGACCTTGAATTGGTACG
CAGTA
TGATGAGTCCTGAGTAACTCCTCCGCAATCGCGCTGGCAAAGCCTTGGTGCTT

201 TTCTTCATAGGCTTGGGCATTTTGGATTTTCTTTGGGGTATAGACCCTGGTTTC

GTAATACCCCGCCAGCGCATAAAGGGCCAACACTTCTTCTTGGCTGGCTTGAC
CGATGCGCTCTTGCACTTGGTCTTGAATTGGTACGCAGTCA

Combinacéo |

TGATGAGTCCTGAGTAACTGGCTTGTGGCAGCCAAGCGTTCATAGCGACGTTG
129 CTTTTTGATCCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATTGGTGGGTGAACAATCCAACAC
TTGGTGAATTGGTACGCAGTCA
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Tabela 6. Resultado do Blastx da sequéncia de nucleotideos do fragmento de 129 pb contra o
banco de proteinas do NCBI. Apenas os resultados onde o organismo é uma planta
séo apresentados.

Numero de s Max E
Descricao
Acesso score  value
BAB33421.1 putative senescence-associated protein [Pisum sativum] 52.4 2e-05

putative senescence-associated protein [Cupressus
ACA30301.1 ) 52.4 2e-05
sempervirens]

AB0O20851.1 putative senescence-associated protein [Lilium longiflorum] 52.4 2e-05
AAR25995.1 putative senescence-associated protein [Pyrus communis] 52.4 2e-05
BAF01964.1 hypothetical protein [Arabidopsis thaliana] 52.4 2e-05
BAF46313.1 putative senescence-associated protein [I[pomoea nil] 52.4 2e-05
ACA04850.1 senescence-associated protein [Picea abies] 52.4 2e-05
ABX10793.1 putative senescence-associated protein [Glycine max] 52.4 2e-05
XP_002337629.1 predicted protein [Populus trichocarpa] 52.4 2e-05
XP_002338057.1 predicted protein [Populus trichocarpa] 52.4 2e-05

ACR36970.1 unknown [Zea mays] 52.4 2e-05
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aminoacidos de seis das 52 sequéncias que apresentaram

homologia com a proteina codificada pelo fragmento de 129 pb. A regido do
dominio associado a senescéncia (ProDom: PD874509) € mostrado em
destaque (amarelo). Descricdo: Picea abies (ACA04850.1); Arabidopsis thaliana
(BAF01964.1); Zea mays (milho) (ACR36970.1); Micromonas_pusilla (EEH50839.1);
Perkinsus marinus (EER00742.1); Pisum sativum (ervilha) (BAB3342.1); 129(pb)
fragmento de 129 pb.
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Ervilha CTAACCTGTCTCACGACGGICTARTCCCAGCTCACGITCCCTATTGEGTGGGTGARCARTC 360
Milho CTAACCTGTCICACGACGGTCTARACCCAGCTCACGTTCCCTATIGGTGGETGAACRAATC 374
Soja CTAACCTGTCTCACGACGGTCTARACCOAGCTCACGTTCCCTATTGETGGETGARCRATE 418
128 (gh) e TGACTGCGTACCAATT 16
* R ] *® EEEE
Ervilha CAACACTIGGTGAATTCTGCTTCACAATGATAGGAAGAGCCGACATCGRAAGGATCARARA 420
Milho CAACACTTGGTGAATTCTGCTTCACAAT GATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCARARA 434
Soja CAACACTIGGTGAATTCTGCTTCACAAT GATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCARARR 473
129 (gh) CACCAAGTGITGEATTGTICACC CACCAATAGGAAGAGCCGACATCGAAGGATCARRRR 75
L R EE RRR & & & R EREEE R R EER R AR R AR A AR R AR AR R R R
Ervilha GCAACGTCGCTATGAACGCITGECTGCCACARGCCAGTTATCCCTGTGGTAACTTTICTG 480
Milho GCAACGTCGCTATGAACGCTTGECTGCCACARGCCAGTTATCCCTGTGGTAACTTTTCTG 494
Soja GCAACGTCGCTATGAACGCTTGECTGCCACARGCCAGTTATCCCTGTGGTAACTTTTICTG 538
128 (ph) GCAACGTCGCTATGAACGCTTGECTGCCACAAGCCAGT TACT CAGGACTCATCA-————— 129

ok o o o R R R R R R o R o R o O o o R R R R R o o o o R o o R R R o o & L

Figura 10. Alinhamento da sequéncia de nucleotideos do fragmento de 129 pb com as
sequéncias de milho (BT086617.1), ervilha (AB049723.1) e soja
(EU036356.1). O alinhamento foi feito utilizando a ferramenta ClustalW?2 e a
regido coberta pela sequéncia do fragmento estd em destaque (cor
amarela).

A proteina putativa associada a senescéncia de ervilha (BAB3342.1) é resultado
do trabalho de PARIASCA et al. (2001), que estudou cDNAs associados a senescéncia
durante o armazenamento de vagens. ANSTEAD et al. (2010) estudaram esse mesmo
gene associado a senescéncia em seu trabalho de genes relacionados com etileno em
resposta ao ataque do pulgdo Aphis gossypii em plantas de meldo e tomate, onde esse
gene teve um aumento de expressao em plantas de melédo resistente ao pulgao.

A senescéncia é o ultimo estagio de desenvolvimento da planta e,
consequentemente, genes expressos durante a senescéncia foliar codificam proteinas
com funcbes relacionadas a fotossintese, metabolismo intermediario, protedlise e
defesa da planta (WASTERNACK & HAUSE, 2002; WASTERNACK, 2004).

Existe também uma relacdo entre senescéncia e desenvolvimento de doencas
de plantas, sugerindo que esses dois processos levam a inducdo de genes comuns.
Varios compostos podem fazer parte tanto do processo de senescéncia quanto da
defesa da planta. Entre eles estdo o acido jasmonico e o etileno. A inducdo de
senescéncia em plantas ja € conhecida ha tempos como uma caracteristica do acido
jasménico (UEDA & KATO, 1980; PARTHIER, 1990; WASTERNACK, 2004). O &cido

jasmoénico é derivado do acido linolénico em uma via lipoxigenase-dependente, que
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esta envolvido na regulacéo de diferentes processos em plantas e foi identificado como
sinal de alteracdo na expressao de genes em resposta a estresses bidticos e abidticos,
assim como de estadios distintos de desenvolvimento da planta (CREELMAN &
MULLET, 1997; WASTERNACK, 2004, 2006; CHEHAB et al., 2007), senescéncia
(ROUET-MAYER et al. 1992) e resisténcia a insetos e patégenos (BELL & MULLET,
1993; MELAN et al., 1993; CROFT et al., 1993; SARAVITZ & SIEDOW, 1996; HEITZ et
al., 1997; BOHLAND et al.,, 1997; SILVA, 1999). SILVA et al. (2001) observaram
respostas de defesa através da via da lipoxigenase em soja resistente ao fungo
Diaphorte phaseolorum F. sp. Meridionalis. FALCO et al. (2001) também observaram
gue genes relacionados a biossintese de acido jasmonico fazem parte da resposta de
cana-de-acucar a herbivoria.

Um dos promotores do envelhecimento e senescéncia em plantas é o etileno, um
hormbnio que também regula os processos de defesa em algumas plantas (BOLLER,
1991; LUND et al., 1998; MATTOO & HANDA, 2004). MORAM et al. (2002) observaram
a inducdo de genes relacionados a biossintese de etileno em Arabidopsis thaliana
infestada com pulgédo, sugerindo um papel defensivo deste composto na planta. O
ataque de duas espécies de pulgbes também estimulou a producdo de etileno em
cevada (ARGANDONA et al., 2001).

Alguns genes associados a senescéncia codificam proteinas relacionadas a
defesa da planta que sdo induzidos durante uma resposta hipersensitiva, que é um
mecanismo de defesa contra fitopatogenos (QUIRINO et al., 1999; GEPSTEIN et al.,
2003). A infeccao das plantas por bactérias ou fungos patogénicos também induz genes
gue sdo expressos em niveis elevados durante a senescéncia, como em Arabidopsis
thaliana, onde a expressdo de um gene que codifica uma metalotioneina putativa
associada a senescéncia, foi detectada durante a resposta hipersensitiva induzida por
bactérias e fungos que induzem sintomas necréticos (BUTT et al., 1998). Em tabaco, a
expressdo de uma protease de cisteina, uma proteina associada a senescéncia, €
induzida durante a resposta hipersensitiva contra virus e bactérias (PONTIER et al.,
1999). Em dois mutantes alélicos de Arabidopsis thaliana foi observada uma aceleracéo
na senescéncia e resposta espontanea de defesa contra patégenos, apoiando uma

ligac&o entre estes processos (YOSHIDA et al., 2002).



47

A cigarrinha-das-raizes é um inseto sugador assim como o pulgao.
PEGADARAJU et al. (2005) observaram que o aumento de genes associados a
senescéncia promove uma maior resisténcia contra o pulgdo Myzus persicae (SULZER,
1776) em Arabidopsis thaliana. Em cevada (Hordeum vulgare), a resisténcia ao pulgao
do trigo russo foi acompanhada pela ativagéo da morte celular nas cultivares resistentes
(BELEFANT-MILLER et al., 1994).

GUIMARAES (2007), em seu estudo de resisténcia genotipica e interacéo planta-
praga em cana-de-acUcar atacada por cigarrinha-das-raizes, utilizando a variedade de
cana-de-acucar SP80-1816 (suscetivel) e a SP83-5073 (resistente) conseguiu
identificar por meio da técnica de cDNA-AFLP dois fragmentos (389 e 397 pb) que
foram expressos somente na variedade resistente a praga. Devido aos fortes indicios
de resisténcia observados em sua andlise de crescimento, mortalidade do inseto e
longevidade de ninfas, postulou que esses fragmentos poderiam estar envolvidos com a
resisténcia genética da variedade por meio de um mecanismo de antibiose. Nenhuma
das sequéncias obtidas neste trabalho tem homologia com as duas sequéncias obtidas
por GUIMARAES (2007) (informag&o pessoal).

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que os 16 fragmentos
encontrados apenas na variedade resistente, principalmente o fragmento de 129 pb,
podem representar genes que estejam envolvidos com mecanismos de resisténcia da
variedade de cana-de-acucar SP83-5073 contra a cigarrinha-das-raizes. Entretanto,

estudos adicionais se fazem necessarios para esta comprovacao.
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V. CONCLUSOES

As duas variedades de cana-de-acucar estudadas, SP80-1816 (suscetivel) e a
SP83-5073 (resistente), possuem padrdes diferentes de expressao génica em resposta
ao ataque da cigarrinha-das-raizes.

O fragmento génico de 129 pb, que codifica uma proteina putativa associada a
senescéncia, encontrado apenas na variedade resistente, provavelmente esta
relacionado a defesa da variedade de cana-de-acucar SP83-5073 ao ataque da
cigarrinha-das-raizes.

Os fragmentos génicos de 92, 113, 178, 201, 224 e 280 pb podem codificar
proteinas ndo descritas e fazerem parte do mecanismo de defesa da variedade de

cana-de-acucar SP83-5073 ao ataque da cigarrinha-das-raizes.
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