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INTRODUCAO

No Brasil, sdo produzidas em média 30 milhdes de toneladas de graos de milho por ano,
provenientes de aproximadamente 57% da area nacional ocupada com cultivo de cereais.
Por ser uma fonte de baixo custo de carboidratos, proteinas e 6leo, com uma ampla
distribuicdo geografica, o milho ndo somente é utilizado de forma direta na dieta humana
e de animais, mas também tem valor industrial para producéo de bebidas, medicamentos,
tintas, plasticos, explosivos, etc. Assim, considerada como uma importante cultura para as
necessidades atuais da sociedade moderna, a demanda de consumo e de mercado de milho
vem sofrendo continuo aumento, tanto em nivel nacional como mundial. A prépria
elevacdo do consumo de derivados de aves e suinos exige indiretamente aumento na
disponibilidade de milho, devido a sua incorporagédo nas racdes de crescimento. Para
enfrentar tal situacdo com auto-suficiéncia e independéncia tecnoldgica, é necessario
incrementar a produtividade da cultura por area plantada, tanto com estratégias de
reducdo de custos quanto com incorporagdo de novas tecnologias ao processo de
producéo; nesse contexto, torna-se fundamental o desenvolvimento de germoplasma mais
produtivo e adaptado aos diversos sistemas de cultivo, bem como a condi¢des edafo-
climaticas marginais, sujeitas a inimeros fatores bioticos e abiéticos de estresse a cultura.
Racas adaptadas da 'lagarta-do-cartucho' (ordem: Lepidoptera; espécie: Spodoptera
frugiperda) compdem uma das mais importantes pragas que afetam gendtipos tropicais de
milho, chegando a causar até 34% de reducdo na producédo dessa cultura no Brasil (Cruz,
1995). Tradicionalmente (p6s -'Revolugdo Verde"), o controle de tal praga é realizado
com base em inseticidas quimicos, que intrinsecamente podem trazer conseqiiéncias
colaterais negativas em termos de toxicidade ao homem, animais e a0 meio-ambiente em
geral. Como alternativa a essa sistematica de controle, ha o chamado 'Manejo Integrado
de Pragas' (MIP) que consiste na utilizacdo das varias medidas de controle disponiveis,
visando atingir eficiéncia econdmica com consciéncia ecoldgica e social. Dentre as
medidas de controle mais eficientes encontra-se a utilizacdo de gen6tipos tolerantes a
praga. Desde meados da década passada, a EMBRAPA Milho e Sorgo vem
desenvolvendo estudos visando identificar fontes de resisténcia de milho e sorgo as
principais pragas e doengas. Estudos sobre a heranga (Guimarées e Viana, 1994) e os



mecanismos de resisténcia (Viana e Potenza, 2000) foram conduzidos em alguns
genotipos selecionados, sem contudo conhecer as causas dessa resisténcia. Os projetos de
sequenciamento de genes expressos em milho, sob determinadas condicdes, tém se
tornado uma das principais estratégias na identificacdo de genes relacionados a diferentes
processos bioldgicos, facilitando o entendimento das bases moleculares da expressédo de
caracteristicas agronomicamente importantes. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
genes de uma biblioteca enriquecida de genes induzidos pela S. frugiperda em folhas de
genotipos de milho resistentes na presenca dessa praga visando identificar genes
associados a resisténcia a essa praga. Os resultados gerados nesse projeto poderao
auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de defesa contra essa

praga.

MATERIAL E METODOS
Os materiais e sua classificacdo quanto a resisténcia ou susceptibilidade a S. frugiperda
estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Descri¢do do material vegetal com a respectiva classificacdo de Resisténcia
(R) e Susceptibilidade (S)
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Foram utilizados para cada tratamento vinte e cinco materiais; trés repeticdes e cinco
plantas por vaso. O experimento foi conduzido em casa de vegetagéo e a infestacio
realizada vinte e um dias ap6s o plantio.Conducéo do experimento e caracteristicas
avaliadas: (1) Plantio dos materiais em vasos na casa de vegetacdo (7 sementes por vaso);
(2) Irrigacdo com volume de agua padronizado; (3) Desbaste (5 plantas por vaso); (4)
Infestacdo com S. frugiperda (10 lagartas/planta), utilizando-se pincel; (5) Medidas de
altura de plantas (cm) (periodo infestacdo) e nimero de folhas (periodo infestacdo).
Quatorze dias ap06s a infestacdo foram descritas notas para os danos (escala visual),
namero de folhas, nimero de lagartas por vaso, peso de lagartas (mg), comprimento
lagartas (mm) e largura casula cefalica (mm) O RNAm para produc¢éo da biblioteca de
cDNA foi extraido de uma amostra composta de folhas de plantas resistentes a S.
frugiperda e de outra amostra de plantas susceptiveis ap0s a infestacdo. Para a extracdo
direta do RNAm, utilizou-se o "Kit Quickprep micro RNAm purification” (Amersham
Biosciences, Piscataway, EUA) segundo as instrugdes do fabricante. Para a obtencao da
biblioteca foi utilizado o PCR-Select™ cDNA Subtraction Kit (Clontech Laboratories,
Palo Alto, EUA) conforme instrucgdes do fabricante. Esse processo foi inicialmente
decrito por Diatchenko et al., 1996. O cDNA denominado tester, foi preparado a partir da
populacdo de RNAm obtida de folhas de gendtipos de milho resistentes a S. frugiperda e
0 cDNA denominada driver, foi preparado a partir da populagdo de RNAm das folhas de
genotipos de milho susceptiveis ao patdgeno. Apds a confeccdo dos cDNAs tester e



driver esses foram digeridos com Rsal separadamente para obtencdo de moléculas curtas
e de final abrupto. A populacdo tester foi subdividida em duas aliquotas, sendo que uma
ligada o adaptador 1 e a outra com o adaptador 2R, obtendo-se duas popula¢ées com
diferentes adaptadores. O cDNA driver ndo recebeu adaptadores. Apés as hidridizacdes
foram feitas duas amplificagcdes por PCR. Os produtos da segunda amplificagdo por PCR
foram clonados no vetor TOPO TA 2.1, utilizando-se o "Kit TOPO TA Cloning for
Sequencing" (Invitrogen). Apos transformacdo bacteriana , Sambrook et al. (1989), o
produto foi plaqueado em meio LB contendo 200 pg/mL de ampicilina, onde haviam sido
distribuidos 5 puL de IPTG 0,8 M e 50 uL de X-Gal 10 mg/mL. As col6nias brancas
obtidas foram inoculadas em meio LB contendo 200 pug/mL de ampicilina. Para a
extracdo dos plamideos, foi utilizado o método de lise alcalina descrito por Sambrook et
al. (1989). Fez-se a digestdo dos clones com a enzima de restricdo Eco RI para verificar a
presenca, 0 tamanho dos insertos e a eficiéncia da digestdo. Para a reagéo de
seqiienciamento foram utilizados os iniciadores M13 R e F e as reagdes de
seqiienciamento realizadas com o kit "Big Dye Terminator” v. 3.0 (Applied Biosystems,
Foster City, CA) de acordo com as recomendac6es dos fabricantes e analisadas no
sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems). Para analise dos clones foi retirado o
vetor, as sequéncias "forward e reverse"” de cada clone foram alinhadas, utilizando-se o
programa CAP3 (http://bio.ifom-firc.it/ ASSEMBLY /assemble.html), obtendo-se uma
sequéncia consenso para cada clone. Comparou-se entdo com as seqiiéncias depositadas
no banco de dados "Genbank" (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando-se o programa
Blast N.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme figura 1A, os RNA e mRNA obtidos tiveram alta qualidade devido a
intensidade das bandas ribossomais de 18 e 28S. Apesar da baixa concentragdo do mRNA
(ainda com presenga de RNA ribossdmicos) foi dado continuidade ao processo de
subtracdo. Os cDNAs obtidos do produto de subtracdo foram clonados no vetor TOPO-
TA e sequenciados.

Figam 1 ~ Ebupas da montagem da bib liotecs ssbemitpoc & = RHA devver (D) ¢ tester (T); B =
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Dentre os 400 clones sequenciados foram identificados os genes mostrados na tabela 1.
As metalotioneinas sdo proteinas intracelulares que se ligam a metais de transicdo como
cobre e zinco. Acredita-se que estejam envolvidas na detoxificacdo celular, além de varios
outros processos relacionados a enzimas dependentes de metais (Borovansky, 1994). As
plastocianinas sao proteinas que contém cobre em sua constituicdo, estando envolvidas na
fotossintese. As tioredoxinas também fazem parte da fotossintese e participam de varias
vias regulatorias. Estudos preliminaries da disulfito isomerase de brassica mostraram a sua
contribuicdo na defesa da planta. Em trigo essa mesma enzima esta relacionada em
resposta ao fungo Mycosphaerella graminicola (Ray et al., 2003). O fator de transcrigdo
ngl9 é um MADS Box de genes expressos em alfalfa (Zucchero e Dunn, 2001) e pode
estar relacionado uma cascata de desenvolvimento. A confirmagdo da expresséo
diferencial nos gendtipos resistentes em relacdo aos sensiveis a S. frugiperda esta em
andamento. Para aqueles que ser mostrarem diferencialmente expressos seré feito analises
funcionais para elucidagdo dos mecanismos de resisténcia a S. frugiperda no milho e
posteriormente na obtencdo de plantas transgénicas resistentes a essa praga.

Tabels | - Diescnigho do genes sncontrsdos s bib Bodeca subimine

Neamera

Diescricts o Basss de Do (CenBasky B svaks e
<lomes

R IpAn Asanctiss e Famicam roliaceam de-100 U9
CabmT pere pam captagio de b Zea magpa i} ]
Calelose gisdunse-7 (Caah-T) i Wyd e (11]
Cirassod Cok mdiase Zaa magps fe-51 m
Cl lartey RHA -operadn i wpd ot m
Drepulfiee ioressnse {pk) Lo mps -3 M
Fatza de elongaso | ifh e mapd apn 1o
Fator de traasce b | dossdnie MADS s ramon Le-T5 (i}
Framdizima Zea meapa o154 0
Foafpenoipinmaio cubomiase Lot matpa 133 e}
Fosfoenolpmrate cabomganase Lo mgpa le-E7 ]
(i boera ke i J- St Lo gy e1T8 1|
Pletalintmrena Zoa mapd v 5 m
Frewaty ortefoadies duyenase Zoa map3 et o
Plastormsing Orpaa satrea L 04
Protelng componaat do folodutemma (1 i Tyd - 03
Froteina de choque tamaco (H3F 700 Loa megpa w112 1]
Peoteina bpante o deids miclenss (HBE) oot mpa Go ir]
S-nderom]. L metioouns smbeiase Orpa sabva le-50 i |
Shgraneand coddl cad il encontsadi & m P lod 5. )

o AT RD S maps o
Tieerden e Zoa ey W8 M
Tmasportedor de fosfite Lo mgpa 14 W
Uhayston Zia mepa w=145 m

LITERATURA CITADA
CRUE, . A lagurts-do-curter b ma oultum do milin. See Lagoss, EMBRAPRCHENS, 1993
(EMBRAPALCHPMS, Cincelas Tienica, 1)

LITERATURA CITADA

Cruz, I. A lagarta-do-cartucho na cultura do milho. Sete Lagoas, embrapa/cnpms, 1995
(embrapa/cnpms, Circular Técnica, 21).

GUIMARAES, P.E. de O.; VIANA, P.A. Estudo da heranca da resisténcia de genotipos
de milho ao ataque da lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda. Rel. Téc. Anual
CNPMS, 1992-1993, p.201-202, 1994.

RAY S, ANDERSON JM, URMEEV FI, GOODWIN SB. (2003). Rapid induction of a
protein disulfide isomerase and defense-related genes in wheat in response to the
hemibiotrophic fungal pathogen Mycosphaerella graminicola. Plant Mol Biol. 53(5):701-
14,

VIANA, P. A,; POTENZA, M. R. Avaliacdo de antibiose e ndo-preferéncia em cultivars
de milho selecionados com resisténcia a lagarta-do-cartucho. Bragantia, v. 59, p. 27-33,
2000.

ZUCCHERO JC, CASPI M, DUNN K. (2001). ngl9: a third MADS box gene expressed
in alfalfa root nodules. Mol Plant Microbe Interact. 14(12):1463-7.



XXV Congresso Nacional de Milho e Sorgo - 29/08 a 02/09 de 2004 - Cuiaba - Mato Gi
P




