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RESUMO

O semiarido brasileiro apresenta longos periodos de estiagem e altas
temperaturas, fatores que comprometem a disponibilidade de forragens para
alimentagdo do gado. Nesse contexto, a palma-forrageira (Opuntia spp.) se
tornou um recurso estratégico nesses ambientes por apresentar elevado teor de
agua e baixo custo de cultivo. Além disso, € uma espécie altamente adaptada as
condigdes edafoclimaticas de regides aridas e semiaridas, devido ao
metabolismo fotossintético do tipo CAM e as modificacdes morfoanatdomicas que
contribuem para sua resisténcia ao déficit hidrico. Entretanto, sua produtividade
€ severamente afetada pela cochonilha-de-escamas (Diaspis echinocacti
Bouché), inseto-praga que provoca bleaching, apodrecimento e queda dos
cladodios. Diante disso, torna-se relevante a investigacdo de genes envolvidos
na resposta da palma forrageira a cochonilha-de-escamas, com o intuito de
identificar biomarcadores funcionais ligados a tolerancia/resisténcia contra essa
praga. O presente estudo avaliou a expressdo do gene OsREM, codificante da
proteina Remorina, envolvida em sinalizagao celular, transporte intercelular e
resposta a estresses bidticos e abidticos. Para isso, foram coletados cladddios
de palma forrageira com e sem infestagao por cochonilha-de-escamas, a partir
dos quais o RNA total foi extraido, convertido em cDNA. A extracdo de RNA foi
bem-sucedida, com pureza adequada. Os iniciadores amplificaram dois produtos
na RT-PCR: o esperado (186 pb), mais abundante em plantas infestadas, e outro
(~500 pb), predominante em nao infestadas, sugerindo possiveis isoformas ou
variagdes transcricionais. A RT-qPCR apresentou um unico pico de melting,
indicando um produto principal, embora o gel mostrasse dois. O sequenciamento
das bandas €& recomendado para confirmacdo. Os resultados indicam que
OsREM pode estar envolvido na resposta da palma-forrageira ao ataque da

cochonilha.

Palavras-chave: Palma-forrageira; Cochonilha-de-escamas; Remorina;

expressao génica



ABSTRACT

The Brazilian semiarid region is characterized by prolonged drought and high
temperatures, which severely limit forage availability for livestock. In this context,
prickly pear (Opuntia spp.) has become a strategic resource due to its high-water
content, low production cost, and strong adaptation to arid environments.
However, its productivity is significantly compromised by the armored scale
Diaspis echinocacti, which causes bleaching, rot, and cladode loss.
Understanding genes involved in the plant’s response to this pest is essential for
identifying functional biomarkers associated with tolerance or resistance. This
study evaluated the expression of the OsREM gene, which encodes the Remorin
protein, known to participate in cellular signaling, intercellular transport, and
responses to biotic and abiotic stresses. Cladodes from infested and non-infested
plants were collected, and total RNA was extracted and converted into cDNA.
RNA extraction was successful and showed adequate purity. RT-PCR revealed
two amplified products: the expected 186 bp fragment, more abundant in infested
plants, and a ~500 bp fragment, predominant in non-infested plants, suggesting
possible isoforms or transcriptional variants. RT-gPCR showed a single melting
peak, indicating a predominant product, although gel electrophoresis revealed
two bands. Sequencing these fragments is recommended for confirmation.
Overall, the results suggest that OsREM may play a role in the response of prickly

pear to armored scale infestation.

Keywords: Prickly pear; Armored scale; Remorin; Gene expression.



LISTA DE ILUSTRAGCOES

Figura 1. Variedades de palma-forrageira. A: Orelha-de-onga; B: Miuda; C:
Orelha de Elefante Mexicana; D: Redonda. Fonte: Autoria propria (2025). ..... 23
Figura 2. A esquerda: ciclo de vida da cochonilha, mostrando os estagios de
ovo, ninfas (1°, 2° e 3° estagios) e adultos (macho e fémea); a direita: Morfologia
da fémea adulta da cochonilha-de-escamas, destacando regides corporais
(prosoma, metassoma e abdome) e detalhes marginais com Iébulos e glandulas
espinhosas Fonte: Arruda Filno (2002). .......ooooviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 27
Figura 3. A esquerda infestacdo de Diaspis echinocacti em palma forrageira com
presenca de um de seus predadores, Zagreus bimaculosus. Fonte: adaptado de
Arruda, (2002) e a direita cladodio de Opuntia sob infestacdo (imagem mais
ampla) Fonte: Senar/SE (2020)..........uuuoiiiieiiieeeecee e 29
Figura 4. As remorinas possuem um dominio C-terminal conservado que permite
sua ancoragem a membrana e um N-terminal variavel com potencial regulatorio.
Na membrana plasmatica, elas se localizam em nano-dominios onde podem
interagir com RLKs e podem influenciar a ativagdo de RBOH, gerando Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) como parte da sinalizacdo de defesa. Também
podem se associar a proteinas R e participar da integragcéo de vias hormonais
(SA, JA e ABA), além de modular o controle dos plasmodesmos durante a
resposta imune. Fonte: Yugqing Yu (2020).......ccooooiiiiiiiiiiee 32
Figura 5. A figura evidencia a posigao dos motiffs 1 (vermelho) e 2 (azul) nas
estruturas dimeras previstas pelo AF2 para a regiao C-terminal das proteinas
REM. Também apresenta o alinhamento da regido central do dominio de coiled-
coil em torno do eixo de simetria do dimero, a quantificagdo dos contatos
intermoleculares formados por cada homdélogo REM e, por fim, destaca nas
estruturas de AtREM1.2 e AtREMG6.1 os residuos que exibem o maior numero de
contatos. Fonte: Xu et al (2024) .........oeeeiiiiiiiecee e 34
Figura 6. Cladddios de Orelha de elefante mexicana (Opuntia stricta) coletados.
A: Cladddio nao infestado; B: Cladddio infestado por cochonilha-de-escamas
(Diaspis echinocacti). Fonte: Autoria prépria (2025). ... 37
Figura 7. Integridade do RNA total extraido da variedade Orelha de elefante
mexicana (Opuntia stricta) verificada em gel de agarose. Amostras de palma
infestadas por cochonilha-de-escamas (101 e 102); Amostras de palma né&o
infestadas (NI0T € NIO2)........u e 41
Figura 8. Amplificacdo do gene alvo OsREM (Remorina) e gene de referéncia
Tub (Tubulina) em gel de agarose 1,5%. M: marcador de peso molecular 100 pb;
1: Controle negativo (CN); 2: Rl (OsREM infestada); 3: RNI (OsREM né&o
infestada); 4: Controle negativo (CN); 5 Tl (tubulina infestada); 6: TNI (tubulina
nao infestada). As setas indicam o tamanho das bandas amplificadas para



Figura 9. Primeiro teste de otimizagdo com diferentes temperaturas de
anelamento durante a amplificagdo do gene OsREM. M: marcador molecular;
CN: controle negativo; 1: 58 °C; 2: 59 °C; 3: 60 °C. ..vveeiiiiiiiieeeiecee e 44
Figura 10. Segundo teste de otimizagdo com diferentes temperaturas de
anelamento durante a amplificagdo do gene OsREM. M: marcador molecular; 1
e 4: Controle Negativo; 2: 62 °C; 4: 63°C.....ccooveiiiiiiee e 44
Figura 11. Curva de melting do gene OsREM. Amostras em vermelho: cDNA

O. stricta; Amostras em verde: DNA gendmico de O. stricta.........cccccevvvveveeeenns -



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Quantificacdo de RNA total extraido de cladddios de palma forrageira
infestados (amostras | 01 e | 02) e n&o infestados por cochonilha-de-escamas
(@amMOsStras NI 01 € NI 02). c.ooereeii e e e eeaanes 40
Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores desenhados para o gene OsREM. ........ 41



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CAM — Metabolismo Acido das Crassulaceas
cDNA — DNA complementar

CO, — Didxido de carbono

DNA — Acido desoxirribonucleico

FTs — Fatores de transcricéo

IPA — Instituto Agronémico de Pernambuco
JA — Acido Jasménico

MIP — Manejo integrado de pragas

REM — Remorinas

RNA — Acido ribonucleico

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio
RT-PCR — Reagédo em Cadeia da Polimerase com Transcrigdo Reversa

RT-gPCR - Reacdo Quantitativa em Cadeia da Polimerase com Transcrigao
Reversa

SA — Acido Salicilico

SDTFs — Florestas Tropicais Sazonalmente Secas
NILs — Linhagens quase isogénicas

QDR - Resisténcia quantitativa a doencgas

PVX — Virus X da batata

pb— Pares de base

TSA - Transcriptome Shotgun Assembly



SUMARIO

TINTRODUGAO ...t 14
P20 1 = 1 I 0 1 17
7200 1= - 1 17
2.2 ESPECIFICOS:.......eiiiiiiieeeee e 17
3REVISAO DE LITERATURA ......oooieieeeeeeeeeeee e 18
3.1 Semiarido e forragicultura ......................cccooiiii i, 18
3.2 Palma fOrrageira..............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
3.2.1 ASPECLOS geraiS........oiiiiiiiiiiiiii e 19
3.2.2 Principais variedades ...............coooiiiiiiiiiii e 21
3.2.3 Adaptagoes morfofisiologicas ao clima semiarido...................... 24

3.3 Aspectos fitossanitarios dapalma....................cciiiii . 24
3.3.1. Principais doengas € pragas............ccccoeeeeeirieiiiiiiiiineeeeeeeeeeeinnnns 24

3.4. Respostaa herbivoria .......................cccoiiiii . 29
3.4.1. Alteragoes morfofisiologicas ...............cccccuuiiiiiiiiiiiiiiie 29
3.4.2 Respostas moleculares .................ccooiiiiiiiii i 31
3.4.2 Biomarcadores em resposta ao estresse biético........................ 34

4 MATERIAL E METODOS ........oooiivieeceeeeeeeeeee e 37
4.1 Material vegetal...............cccuuiimiiii 37
4.2 Desenho de iniciadores..............cooooiiiiiiiiii e 37
4.3 Extragcaode RNA total ..., 38
QA RT-PCR ... assnssnnnnnsnnnnnnnns 38
4.5 RT-QPCR ... nennnnnnnnnnnnes 39

5 RESULTADOS E DISCUSSAOD .........ooiiieieeeeeeeeeee e 40
5.1 Extracaode RNA total ... 40
5.2 Desenho dos iniciadores ................cccooeiiiiiiii e 41
B.3RT-PCR ... neesnsnnnnsnnnnnnnnnn 42

E T 2 e | 2 03 & 44

B CONCLUSOES ..........ooiiiiiiiiietee et 47

TREFERENCIAS ...t 48



14

1 INTRODUGAO

A regido semiarida brasileira caracteriza-se por longos periodos de
estiagem associados a temperaturas elevadas, condigbes que comprometem,
entre outros aspectos, a disponibilidade de recursos hidricos e alimentares
destinada a pecuaria. A escassez hidrica, somada aos impactos causados pelas
mudangas climaticas, intensifica esse cenario, impondo desafios significativos as
atividades agropecuarias da regiao (Silva et al., 2020). A fim de mitigar esses
efeitos, destaca-se a importancia do uso de espécies de plantas forrageiras
adaptadas as condi¢des edafoclimaticas dessa regido, entre as quais a palma-
forrageira (Opuntia spp.) se sobressai por sua tolerancia a seca e relevancia na
alimentacao animal.

As principais estruturas biolégicas da palma-forrageira sao os cladodios,
caules modificados, que além de possuirem fungao fotossintética, exercem um
papel na adaptacdo as condigcdes adversas tipicas do clima de semiarido.
Nessas estruturas ocorrem os processos fotossintéticos caracteristicos do
metabolismo acido das crassulaceas (CAM), o qual, aliado a atributos
anatbmicos e fisioldgicos, como a densidade estomatica reduzida, a presenca
de cuticula cerosa e a maior espessura da epiderme, asseguram alta eficiéncia
no uso e armazenamento de agua. Além disso, os cladddios acumulam
biomassa e teor de agua proximo a 90%, o que os torna relevantes tanto como
fonte alimentar quanto como recurso para hidratacdo dos animais.

A palma também possui um fruto arredondado, carnoso e de coloragao
vermelha, denominado figo-da-india (Alves et al, 2019). Esses frutos se
destacam pelo elevado teor de agua e pelos nutrientes que contém, como
acucares, fibras, vitamina C e carotenoides. Em diversas regides do mundo,
incluindo Estados Unidos, México, Italia e China, o figo-da-india é amplamente
consumido e apreciado como alimento de valor nutricional reconhecido (Santos
Nunes, 2011).

Apesar de sua importancia socioeconémica e agroecologica, muitos
cultivos de palma-forrageira vém sendo afetados pela infestacdo de cochonilha-
de-escamas (Diaspis echinocacti Bouché), considerada uma das principais

pragas da cultura. Esses insetos se instalam na superficie dos cladodios,
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alimenta-se da seiva e provocando sintomas como clorose e amolecimento dos
tecidos, tornando-os mais suscetiveis ao ataque de microrganismos e outras
pragas. As fémeas adultas dessa espécie sdo sésseis e se fixam sobre os
cladddios da planta hospedeira, onde formam uma cobertura cerosa protetora.
Essa caracteristica, aliada a sua elevada capacidade reprodutiva, favorece a
sobrevivéncia e a ampla disseminagcdo dessa praga (Barros; Arruda Filho;
Arruda, 2001; Barbosa et al., 2007).

Para minimizar os danos provocados pela cochonilha-de-escamas, sao
empregadas praticas de manejo integrado de pragas (MIP), como pulverizagdes
com Oleos vegetais e/ou minerais e o uso de controle biolégico com joaninhas
das espécies Zagreus bimaculosus e Coccidophilus citricola, predadoras
naturais das ninfas (Chagas, 2018). No entanto, a resisténcia vegetal ndo se
restringe a barreiras fisicas ou a praticas externas de manejo. As plantas
disp6em de mecanismos internos de defesa em diferentes niveis, que vao desde
barreiras estruturais até respostas moleculares. Esses mecanismos incluem a
ativagdo de rotas hormonais e a expressédo de genes associados a resisténcia,
explicando a variagao entre genaotipos no nivel de tolerancia ao ataque da praga.
A sinalizagao nas plantas também depende de estratégias moleculares que sao
mediadas por proteinas localizadas na membrana celular (Taiz et al., 2017)

A sinalizac&o nas plantas também é regida por mecanismos moleculares,
0s quais sao mediados por proteinas que se encontram na membrana celular,
que funcionam como elementos essenciais na coordenagao das respostas
defensivas. Nesse contexto, destacam-se as remorinas (REM), proteinas
exclusivas de plantas, localizadas na membrana plasmatica e envolvidas em
diversos processos de sinalizacado relacionados a resposta a estresses. Sua
estrutura molecular, associada ao controle por fosforilagcdo e a capacidade de
formar complexos em nano dominios da membrana, possibilita 0 desempenho
de funcdes cruciais na resposta a estresses bibticos e abidticos, relatados em
varias espécies vegetais (Raffaele et al., 2007; Jarsch & Ott, 2011; Legrand et
al., 2023). As remorinas também podem atuar no controle dos plasmodesmos,
regulando sua abertura e permeabilidade; por exemplo, em Nicotiana

benthamiana, proteinas como NbREM1.5 e NbREM1.1 foram descritas como



16

capazes de modular o movimento célula a célula de virus ao afetarem
diretamente a fungéo plasmodesmal (Fu et al., 2018; Ma et al., 2022).

Além da relevancia das remorinas ja descritas na literatura em resposta a
estresses bidticos, uma analise protedmica prévia (Carmo, 2019), conduzida em
palma-forrageira sob o ataque de cochonilha-de-escamas, identificou essa
proteina como diferencialmente acumulada nessa condi¢do. Tal achado sugere
que as remorinas podem constituir potenciais biomarcadores funcionais de
tolerancia/resisténcia da palma-forrageira a essa praga. Assim, optou-se por
aprofundar sua investigacdo no presente estudo, considerando que essas
proteinas podem ajudar a esclarecer os mecanismos envolvidos na resisténcia
da palma forrageira a cochonilha-de-escamas. Portanto, acredita-se que o gene
OsREM (codificante da proteina remorina) seja responsivo ao ataque da
cochonilha-de-escamas, indicando uma possivel participagao em vias de defesa
ativadas durante a infestagdo. A analise da expresséo desse desse gene busca
ampliar a compreensao dos mecanismos moleculares relacionados a resisténcia
da palma-forrageira e contribuir para estratégias de melhoramento voltadas ao

desenvolvimento de gendtipos mais tolerantes a cochonilha-de-escamas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar a expressao de gene OsREM em palma-forrageira (Opuntia stricta
Haw.) em resposta ao ataque da cochonilha-de-escamas (Diaspis echinocacti

Bouché.).

2.2 Especificos:

e Extrair RNA total de qualidade de cladddios de palma-forrageira com e
sem infestacao por cochonilha-de-escamas;

e Desenhar iniciadores especificos para amplificacédo do gene OsREM,

e Avaliar a expressao diferencial do gene OsREM por meio de RT-qPCR.

e Associar os niveis de expressado observados e o grau de infestagcédo da

planta pela praga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Semiarido e forragicultura

A regido semiarida brasileira € reconhecida como a mais povoada do
mundo, destacando-se, entretanto, por apresentar o maior volume de
precipitagdes pluviométricas entre as regides de clima semiarido do planeta
(Brito; Mora; Silva, 2007). Apesar disso, o semiarido brasileiro € marcado por
periodos prolongados de estiagem e altas temperaturas, condigdes que elevam
a evaporagao da agua nas bacias hidrograficas e reduzem a disponibilidade
hidrica (Santos et al., 2010).

Dentro desse cenario, insere-se o bioma Caatinga, exclusivo do Brasil e
ocupando cerca de 85000000 ha. Estima-se que sua origem ocorreu entre 10 e
2,5 milhdes de anos, proveniente dos processos de aridificacdo, exposicao de
solos ricos em nutrientes e da imigragdo de comunidades vegetais do cerrado e
de remanescentes isolados de Florestas Tropicais Sazonalmente Secas
(SDTFs) da Mata Atlantica (Fernandes et al., 2022). A delimitagdo oficial do
semiarido brasileiro, estabelecida em 2005 e atualizada em 2017 e 2021,
incorporou parametros climaticos e ambientais mais precisos, como indices de
aridez e risco de seca, permitindo um mapeamento mais preciso e dinamico das
areas afetadas (Silva et al., 2025). As proje¢des climaticas indicam que, ao longo
do século XXI, o semiarido brasileiro podera sofrer com intensificagao da aridez,
expansao das zonas aridas e maior frequéncia de eventos extremos, como secas
prolongadas e chuvas torrenciais concentradas em curtos periodos de tempo.
Tais mudangas comprometem a biodiversidade, favorecem maior risco de
erosdo e desertificacdo e impactam diretamente a produgdo agropecuaria
(Cunha; Braga, 2022).

Nesse contexto, a forragicultura assume papel estratégico para a
sustentabilidade da pecuéaria na regido. De modo geral, plantas que sé&o
consumidas por herbivoros podem ser definidas como forrageiras (Pereira et al.,
2001). Entretanto, apenas algumas espécies apresentam caracteristicas
agrondmicas que as tornam amplamente cultivaveis, como alta produtividade e

a tolerancia a diversos estresses biodticos e abiodticos. Entre os exemplos mais
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notaveis, destacam-se as espécies de clima temperado, como a alfafa (Medicago
sativa) e os trevos (Trifolium spp.), e as de clima tropical, especialmente
gramineas originarias da Africa, como Panicum, Brachiaria e Pennisetum,
amplamente utilizadas em pastagens e silagens. Além de culturas como o milho
e 0 sorgo por exemplo. Essas culturas sdo normalmente conservadas em volume
através da silagem, porém, as condi¢cbes adversas do semiarido acabam por
limitar a produtividade de silo para forragem (Alves et al., 2015), a escassez de
agua e forragem reduz o peso dos animais, diminui a produgao de leite e pode
levar a mortalidade do rebanho, gerando prejuizos aos produtores e impactos
socioecondémicos (Farias et al., 2000)

Diante disso, uma alternativa utilizada é o plantio de espécies da familia
Cactaceae, em especial a palma forrageira (Opuntia spp.), que surgem como
alternativas altamente eficientes as condicbes dessa regido. Naturalmente
adaptadas a escassez hidrica, essas plantas apresentam metabolismo acido das
crassulaceas (CAM), elevado teor de agua nos cladodios e alta eficiéncia no uso
hidrico, caracteristicas que asseguram sua sobrevivéncia e produtividade em
climas aridos. A introdugao da palma-forrageira ocorreu inicialmente com intuito
de viabilizar a criacdo da cochonilha-do-carmim (Dactylopius coccus), inseto
utilizado para produgdo do corante natural avermelhado chamado de corante
carmim, de alto valor comercial na época. Contudo, com o avango da industria
do petréleo e de seus derivados, foram criados diversos pigmentos sintéticos, o
que reduziu o interesse da produgdo do corante carmim para tingimento de

tecidos em larga escala (Frota et al., 2015).

3.2 Palma forrageira

3.2.1 Aspectos gerais

A palma forrageira (Opuntia spp.), pertencente a familia Cactaceae,
ordem Caryophyllales, € uma espécie amplamente cultivada nas regides aridas
e semiaridas do Brasil e de outros paises. Opuntia Mill. € o género da familia

Cactaceae mais comum e amplamente distribuido no mundo. A origem
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etimoldégica do seu nome remete a antiga regidao de Ldcris Opuntia, na Grécia,
onde eram comuns plantas espinhosas. O termo Opuntia foi utilizado pela
primeira vez por Joseph Pitton de Tournefort, por volta de 1700, ao descrever
cerca de 11 espécies. No entanto, a validagao oficial do nome ocorreu apenas
em 1754, quando Philip Miller o publicou na obra Species Plantarum, de Lineu
(Anderson, 2001).

Originaria do México, a palma forrageira constitui a base da culinaria de
povos tradicionais da regiao por séculos. Posteriormente, foi introduzida na
Europa pelos espanhois no século XVI e, desde entdo, vem sendo difundida
globalmente, sendo utilizada tanto para alimentagdo humana quanto animal
(Inglese, 2010). No México, o cultivo de palma ocupa cerca de 70 mil hectares
destinados a producéao de frutos (predominantemente nas regides de Durango,
Zacatecas e Saltillo) e mais de um milh&o voltados para a forragicultura (Padron
Pereira, 2012; Kiesling, 2013). Essa ampla distribuicdo reflete sua elevada
estabilidade produtiva e notavel capacidade de adaptacéao, caracteristicas que a
tornam uma excelente alternativa para o semiarido (Albuquerque et al., 2005).

No Brasil, a palma forrageira é cultivada predominantemente na Regiao
Nordeste, onde as condi¢cdes climaticas e a escassez hidrica justificam sua
importancia como base alimentar dos animais. A area de cultivo estimada é de
mais de 600 mil hectares segundo o Ministério da Agricultura e Pecuaria (2022).
Mesmo durante os periodos de estiagem mais prolongada, a cultura consegue
suprir a necessidade alimentar das criagdes de gado, garantindo a continuidade
da produgéao pecuaria (Silva; Santos, 2006).

O fator-chave que faz com que essa espécie seja bem adaptada ao clima
semiarido se deve ao fato de seu metabolismo CAM (Metabolismo Acido das
Crassulaceas), o que possibilita maior eficiéncia no uso da agua. Contudo,
fatores como as baixas altitudes e as elevadas temperaturas noturnas podem
comprometer a produtividade dos plantios em determinadas regiées (Santos et
al., 2006). Apesar de apresentar menor produgdo de matéria seca em
comparagao com outras plantas com potencial aplicagdo na forragicultura no
semiarido (Oliveira et al., 2010), a palma destaca-se por sua estabilidade

produtiva e alta eficiéncia hidrica.
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De acordo com Frota et al. (2015), observa-se que a palma forrageira,
independentemente do género avaliado, caracteriza-se por apresentar baixo teor
de matéria seca (variando aproximadamente de 6% a 17%), além de reduzidos
niveis de proteina bruta (cerca de 3% a 6%) e fibra, tanto em detergente neutro
(aprox. 20% a 33%) quanto em detergente acido (cerca de 10% a 23%). Em
contraste, a espécie destaca-se pelos elevados conteudos de carboidratos totais
(entre 74% e 85%) e carboidratos nao fibrosos (aprox. 42% a 65%), além de
apresentar proporgbes expressivas de matéria mineral (cerca de 8% a 18%)
Além do baixo teor proteico, o uso exclusivo da palma forrageira na alimentagao
animal pode ocasionar disturbios fisiolégicos no processo de ruminagao, devido
ao desequilibrio nutricional provocado pelo excesso de carboidratos soluveis e
pela baixa fibra efetiva. Entre os principais problemas relatados estao diarreia,
timpanismo gasoso, acidose ruminante e reducédo do teor de gordura no leite,
comprometendo a saude e o desempenho produtivo dos animais. (Aguiar et al.,
2015). Dessa forma, recomenda-se o0 uso da palma em associagdo com outras
espécies forrageiras de maior teor proteico, como Moringa (Moringa oleifera),
Gliricidia (Gliricidia sepium (Jacq.) Steud.) e Euforbia (Manihot sp.). Além disso,
a cultura é frequentemente utilizada em consércio com outras culturas, como
Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench), feijao-de-corda (Vigna unguiculata (L.)
Walp), algaroba (Prosopis juliflora (Sw.) D.C.), umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arruda Camara), algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), gergelim (Sesamum
indicum L.), pornunga (Manihot sp), cunha (Clitoria ternatea L.), capim-buffel
(Cenchrus ciliaris L.), sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth.), feijdo-comum

(Phaseolus vulgaris L.) e milho (Zea mays L.) (Voltolini et al., 2016).

3.2.2 Principais variedades

No semiarido brasileiro, diversas variedades de palma forrageira séo
cultivadas, apresentando diferencas morfofisioldgicas e niveis distintos de
resisténcia a seca e a pragas (Figura 1). As Palma redonda (Opuntia ficus-indica)
e Orelha de onga (Opuntia cochenillifera) apresentam semelhangas com a
variedade Gigante, diferenciando-se principalmente pelo formato das raquetes e

pelo crescimento mais inclinado da planta. Ja a Palma miuda, doce, lingua de
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vaca ou Palmepa-PB4 (Opuntia cochenillifera) destaca-se pelo crescimento
vertical, maior percentual de matéria seca, elevada concentracdo de
carboidratos e resisténcia a cochonilha-do-carmim, embora apresente menor
tolerancia a seca. (Santos et al., 1999; Farias et al., 2005; Silva; Santos, 2006).

O extinto género Nopalea, tradicionalmente separado de Opuntia por
caracteristicas morfolégicas como flores tubulares adaptadas a polinizagao por
beija-flores e auséncia de estames sensiveis (movimento tigmonastico), deixou
de ser reconhecido como género independente apds estudos filogenéticos
baseados em dados moleculares demonstraram que suas espécies estao
fortemente alinhadas dentro de Opuntia. Pesquisas conduzidas por Wallace e
Dickie (2002), Griffith e Porter (2009) e Majure et al. (2012) confirmaram que
Nopalea forma um clado interno em Opuntia sensu stricto, levando a jungao de
suas espécies. Dessa forma, Nopalea cochenillifera passou a ser tratada como
Opuntia cochenillifera (L.) Mill., assim como outras espécies do antigo género
Nopalea, como Nopalea dejecta, Nopalea guatemalensis, Nopalea escuintlensis,
Nopalea lutea e Nopalea auberi, que agora correspondem, respectivamente, a
Opuntia dejecta, Opuntia velizii, Opuntia escuintlensis, Opuntia lutea e Opuntia
auberi (Griffith & Porter, 2009; Majure et al., 2012; Vazquez-Sanchez et al.,
2013).

A variedade IPA Sertania, também denominada m&o de mocga, palma
baiana ou Palmepa-PB1 (Opuntia cochenillifera), por sua vez, também é
produtiva e rica em carboidratos, possuindo resisténcia a cochonilha, porém com
menor tolerancia a seca em comparagao a palma gigante (Vasconcelos et al.,
2009). A Palma Orelha de Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw.) é
amplamente utilizada devido a sua resisténcia a cochonilha-do-carmim,
apresentando caule pouco ramificado, com grandes raquetes que podem pesar
até 1 kg e atingir 50 cm de comprimento crescimento horizontal e raquetes
largas, o que exige maior espagcamento no cultivo (Farias et al., 2005; Silva;
Santos, 2006). Por fim, a palma gigante ou grande (Opuntia ficus-indica Mill.) é
reconhecida pela alta produtividade e boa resisténcia a seca, contudo €
suscetivel ao ataque da cochonilha-do-carmim, além de ser menos palatavel,
motivo pelo qual seu cultivo ndo € recomendado em determinadas regides.
(Vasconcelos et al., 2009; Silva; Santos, 2006)
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Além disso da variedade, as estratégias de propagacdao também
influenciam na condugéo do palmal. Essa cultura pode ser propagada tanto de
forma sexuada quanto assexuada (propagacao vegetativa), sendo preferivel o
segundo método, por ser mais simples e rapido. Contudo, essa pratica resulta
em populagdes geneticamente homogéneas, o que, por sua vez, facilita a
disseminagdo de diversas pragas e doengas. Diante dessa limitagdo, o
melhoramento genético da palma forrageira surge como alternativa estratégica,
com o objetivo de desenvolver gendtipos mais produtivos e resistentes a
estresses abidticos e bidticos como a cochonilha-de-escama, a principal praga
que ataca os palmais. Essa praga pode ser manejada por controle genético, e
cultivares tolerantes tendem a ser facilmente adotadas pelos produtores, por
aliarem menor custo de produgdo a auséncia de contaminacdo ambiental
(Rocha, 2012).
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Figura 1. Variedades de palma-forrageira. A: Orelha-de-on¢a; B: Miuda; C: Orelha de
Elefante Mexicana; D: Redonda. Fonte: Autoria prépria (2025).
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3.2.3 Adaptagoes morfofisioldgicas ao clima semiarido

De uma maneira geral, as plantas possuem diversos tipos de adaptacdes
morfofisiologicas que as favorecem em condigdes de clima semiarido, dentre as
principais, podem ser citadas a redugao da razao superficie/volume, presenca
de cuticula espessa, protecao dos estdbmatos, parénquima palicadico bastante
desenvolvido, células espessadas da epiderme, idioblastos com compostos
fendlicos e presencga de cristais (Burrows, 2001; Fahmy, 1997; Fahn; Cutler,
1992; Rotondi et al., 2003). Os tricomas desempenham um papel importante ao
limitar o aquecimento das folhas e a transpiracdo. Além disso, a presencga de
lipidios nas paredes das células basais desses tricomas atua como uma barreira
que restringe o movimento da agua pelo apoplasto (Barros; Soares, 2013).

As plantas do tipo CAM (sigla em inglés para Crassulacean Acid
Metabolism ou, em portugués, MAC — Metabolismo Acido das Crassulaceas)
apresentam um mecanismo fotossintético especializado, caracteristico de
espécies suculentas de ambientes aridos ou sujeitos a secas periodicas. Nesse
tipo de metabolismo, o CO, atmosférico € inicialmente fixado pela enzima
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPcase), formando &cido oxalacético, que
posteriormente é convertido em acido malico e armazenado nos vacuolos
durante a noite, periodo em que os estdmatos permanecem abertos. (Taiz et al.,
2017).

Durante o dia, com os estdmatos fechados para reduzir a perda de agua,
ocorre a descarboxilacdo do acido malico, liberando CO,, que é entdo assimilado
pela enzima Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) no Ciclo de
Calvin-Benson. Esse arranjo metabdlico permite que as plantas CAM minimizem
a transpiragao diurna e aumentem a eficiéncia no uso da agua, garantindo sua

sobrevivéncia em ambientes com severas restricdes hidricas (Taiz et al., 2017).

3.3 Aspectos fitossanitarios da palma

3.3.1. Principais doencgas e pragas
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A fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani, desenvolve-se
principalmente em solos acidos, pouco permeaveis e com alta umidade
causando podriddo na base dos cladddios, que adquirem consisténcia mole e
coloracdo esverdeada. Os cladodios primarios e secundarios murcham e
tombam poucos dias apés a infecgéo, e os tecidos afetados tornam-se aquosos,
escurecendo até expor as estruturas internas lenhosas. Além disso, as raizes
também apodrecem, apresentando coloragcdo marrom-avermelhada (Santos et
al., 2006).

Outro exemplo bastante conhecido é a gomose, causada pelo fungo
Dothiorella ribis (Fuck.) Sacc. Essa doenga manifesta-se nos cladédios por meio
de manchas circulares em formato de cancros, cujas superficies tornam-se
rachadas devido a esporulagao do fungo. O nome “gomose” deriva do fato de
que, nas lesbes mais recentes, ocorre uma liberacdo abundante de goma
(exsudato polissacaridico produzido em resposta a estresses bidticos ou
abidticos), enquanto as camadas mais externas adquirem coloragdo marrom-
acinzentada e textura coriacea. Em casos mais severos, a infecgdo pode evoluir
para podridao dos tecidos e morte da planta (Santos et al., 2006).

A podriddo de Macrophomina, provocada pelo fungo Macrophomina
phaseolina (Tass.) Goid., é considerada uma das doengas mais graves que
acometem a palma forrageira comum, especialmente no México, onde pode
resultar na morte de até 50% das plantas. No Brasil, sua ocorréncia ja foi
registrada nos estados de Alagoas e Pernambuco. Os cladddios infectados
apresentam manchas escuras rodeadas por uma borda amarelada e com
pequenos pontos escuros na superficie. Com o avanco da infecgao, os tecidos
necrosados caem, formando perfuragbes nos cladddios (Santos et al.,2006).
Outro tipo de podriddo que acomete a palma é a podriddo escamosa, outra
doenga de origem fungica causada por Scytalidum lignicola. Caracteriza-se pela
formagdo de manchas onduladas, semelhantes a escamas, que surgem
principalmente na base das raquetes e se espalham por todo o cladddio,
comprometendo de forma significativa a produtividade agricola da planta (Souza
et al., 2010)
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3.3.2. Insetos-praga: Cochonilhas

Dentre os insetos que atacam cactaceas do género Opuntia destacam-se
as cochonilhas, insetos de pequeno porte e habito alimentar sugador de seiva
das plantas hospedeiras. Muitas espécies apresentam o corpo recoberto por
secregoes cerosas produzidas por glandulas localizadas na epiderme, presentes
tanto nas ninfas quanto nos individuos adultos. Esses insetos podem infestar
troncos, ramos, folhas e frutos, fixando-se sobre os tecidos vegetais e
provocando desequilibrio fisiologico nas plantas. Quando a infestag&o € intensa,
observa-se um enfraquecimento generalizado, com redugdo do vigor e
comprometimento do desenvolvimento vegetativo. A presenca de focos da praga
em caules, ramos, folhas ou cachos, como no caso da videira, ja indica que o
nivel de agdo para o controle deve ser considerado (Moreira; Paranhos; Oliveira,
2021).

O termo “cochonilha” tem origem associada a espécie Dactylopius coccus,
conhecida como cochonilha do carmim. As fémeas desse inseto secretam um
pigmento vermelho intenso, o acido carminico, amplamente utilizado desde a
antiguidade pela industria téxtil e artistica. Esse pigmento € chamado de
‘kermes” em inglés, “Cochenille” em alemao e francés, “kokkinili’ em grego e
“Cok-neal” em arabe. O préoprio nome “cochonilha” deriva do latim coccinus
(“escarlate”) e coccum (“baga vermelha”), em referéncia a coloragao extraida do
inseto, semelhante ao vermelho obtido das bagas do Quercus coccifera. Assim,
0 nome passou a designar tanto o pigmento quanto os insetos produtores dessa
cor, 0 que explica por que essas especies sdo chamadas popularmente assim
(Akcay, 2024).

As cochonilhas apresentam dimorfismo sexual, enquanto as fémeas
normalmente movimentam-se de maneira bastante lenta ou sdo sésseis, além
de serem apteras, os machos sao alados (Figura 2). As fémeas depositam em
torno de 80 a 100 ovos para cada geragao e vivem aproximadamente 80 dias.
As ninfas e os ovos ficam seguros numa estrutura similar a uma cauda e com
carapaca cerosa chamada ovissaco, essa disposi¢ao dificulta a penetracao de
produtos agricolas que venham a matar esses insetos ali protegidos (Brito et al.,
2007).
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Figura 2. A esquerda: ciclo de vida da cochonilha, mostrando os estagios de ovo, ninfas
(1°, 2° e 3° estagios) e adultos (macho e fémea); a direita: Morfologia da fémea adulta
da cochonilha-de-escamas, destacando regides corporais (prosoma, metassoma e
abdome) e detalhes marginais com lobulos e glandulas espinhosas Fonte: Arruda Filho
(2002).
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Nos estados da Paraiba, Alagoas e Pernambuco, os ataques da
cochonilha-de-escamas (Diaspis echinocacti Bouché) tém provocado severos
prejuizos econbmicos e sociais, em razdo das perdas produtivas que podem
alcancar até 100% das plantagdes. Essa praga se destaca pela alta capacidade
de multiplicagao e pela agressividade do ataque, formando colbnias densas que
sugam a seiva dos claddédios e comprometem gradualmente o metabolismo da
planta, até leva-la a morte (Figura 3). A intensidade e rapidez da infestacao
fazem da cochonilha um dos principais fatores limitantes ao cultivo da palma-
forrageira no semiarido nordestino (Santos et al., 2006).

As plantas infestadas por esses insetos apresentam coloracéo
amarronzada clara e presenca de escamas excretadas pelos insetos na
superficie dos cladddios. Sob essas escamas encontram-se as fémeas em fase
adulta, sésseis, realizando succéo da seiva e se reproduzindo. Portanto, essas
estruturas cerosas aderidas aos cladddios também facilitam a dispersao da

praga (Carvalho et al., 1978).
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As elevadas temperaturas do semiarido, embora possam reduzir a
sobrevivéncia de ovos e ninfas devido as alteragcdes na atividade enzimatica de
proteinas desnaturantes reguladoras do processo de desenvolvimento e
sobrevivéncia, também aceleram o desenvolvimento dos individuos
sobreviventes. Como os insetos ndo conseguem regular internamente sua
temperatura, o calor encurta o ciclo de vida, aumentando o numero de geragdes
em menor tempo. Além disso, em faixas térmicas proximas a 28 °C, observa-se
uma predominancia de fémeas, potencializando assim a capacidade reprodutiva
da praga. O calor também intensifica o metabolismo, contribuindo para o
aumento da mobilidade, da fecundidade e da dispersao desses insetos, embora
reduza sua longevidade. Assim, apesar de afetar negativamente alguns estagios
de desenvolvimento, as condigdes térmicas do semiarido favorecem a rapida
multiplicagdo e a intensidade dos surtos populacionais desse inseto-praga,
sobretudo em hospedeiros como a palma forrageira, onde as variagdes
ambientais e as caracteristicas da planta influenciam diretamente sua dindmica
(Albuquerque Jr. et al., 2023).

Diversos inimigos naturais tém sido registrados como agentes de controle
biolégico de cochonilhas. Um inseto nativo da Australia da espécie
Cryptolaemeus montrouzieri € bastante utilizado em citrus para controlar
infestagcdo de cochonilhas, tendo um foco maior no combate da espécie
Planococcus citri (Mani, 1989; Copland et al., 1985). Outros insetos predadores
relevantes incluem Coccidophillus citricola (Bréthes), Chilocorus nigrita
(Fabricius), Pentilia egena (Mulsant), Zagreus bimaculosus (Mulsant), Calloeneis
sp. e Zagloba sp., todos pertencentes a familia Coccinellidae (Coleoptera). Além
desses, também foi registrado o diptero Salpingogaster conopida (Diptera:
Syrphidae) (Arruda, 2002).
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Figura 3. A esquerda infestacdo de Diaspis echinocacti em palma forrageira com
presencga de um de seus predadores, Zagreus bimaculosus. Fonte: adaptado de Arruda,
(2002) e a direita cladddio de Opuntia sob infestagdo (imagem mais ampla) Fonte:
Senar/SE (2020).

3.4. Resposta a herbivoria

3.4.1. Alteragoes morfofisiolégicas

Por serem organismos sésseis, as plantas permanecem continuamente
expostas as variagdes ambientais e ndao podem se deslocar para evitar
condigdes desfavoraveis. Assim, ao longo de seu ciclo de vida, precisam lidar
diretamente com diversos estresses bidticos e abiodticos ou reduzir os efeitos
provocados por eles. Em resposta a esses estresses, as plantas desenvolveram,
ao longo da evolugdo, um conjunto de estratégias adaptativas, que incluem
modificagdes morfoanatdmicas e a ativacdo de vias quimicas e bioquimicas
especializadas, permitindo-lhes minimizar os danos e assegurar sua
sobrevivéncia, crescimento e reproducgao. (Du et al, 2024)

Além de ativar mecanismos moleculares de defesa, as plantas também
recorrem a respostas estruturais e quimicas frente ao ataque de herbivoros. A
herbivoria, por sua vez, pode induzir uma série de respostas estruturais e
quimicas, tais como o espessamento da cuticula, a produgéo de tricomas e a
liberacdo de compostos volateis que atraem inimigos naturais dos insetos-praga
(War et al., 2012). Apesar de nao apresentarem danos visiveis inicialmente,
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infestagcbes intensas por insetos sugadores comprometem significativamente o
crescimento da planta, reduzindo a biomassa, acelerando a senescéncia foliar e
0 aumento a suscetibilidade a infec¢ao por virus e outros agentes patogénicos,
frequentemente transmitidos por esses insetos durante a alimentacgéao (Vizzoto,
Krolow & Weber, 2010)

Quando atacadas, as plantas respondem através de estimulos por
diferentes vias de sinalizagcdo que provocam resposta a nivel celular e molecular.
Esses mecanismos dependem do reconhecimento de sinais bidticos e abidticos
por receptores especificos, resultando em alteragées no perfil transcricional e
metabdlico da planta (Jan et al., 2021). A sinalizagdo inicial envolve moléculas
como espécies reativas de oxigénio (ROS) e ions de calcio (Ca?*), que funcionam
como segundos mensageiros na ativagédo de genes de defesa (Sharma et al.,
2012).

A resposta a esses estresses envolve a produgdo de dois grupos de
metabdlitos: os primarios e os secundarios. Os metabdlitos primarios consistem
em compostos que possuem fungdes vitais e fundamentais para as plantas, tanto
para seu crescimento quanto para seu desenvolvimento, como por exemplo
lipideos, carboidratos e proteinas (Salam et al., 2023). Ja os secundarios nao
possuem papeis fundamentais para o organismo vegetal, isto &, as plantas nao
precisam deles necessariamente para que elas possam funcionar plenamente
em sua fisiologia. O entendimento sobre esses metabdlitos (primarios e
secundarios) nos fornecem bases quanto aos estudos sobre os processos que
acontecem bioquimicamente nesses organismos (Sung et al., 2015)

Os metabdlitos secundarios das plantas podem ser classificados em trés
grupos principais, de acordo com sua estrutura quimica: terpenos, compostos
fendlicos e componentes contendo nitrogénio (Taiz; Zeiger, 2006). Dentro
desses grupos destacam-se compostos como os alcaloides, fenilpropandides e
terpendides, dos quais ja foram identificadas aproximadamente 12.000, 8.000 e
40.000 substancias, respectivamente. Além de atuarem como importantes
mecanismos de defesa contra herbivoros e patdégenos, esses metabdlitos
também podem ser utilizados como marcadores quimicos capazes de distinguir
diferentes familias, géneros e espécies vegetais (Elshafie et al., 2023). Esses

metabdlitos ndo apenas conferem protegcdo contra pragas e patdgenos, mas
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também estdo envolvidos na comunicagao entre plantas e micro-organismos
benéficos, além de possuirem potencial farmacolégico e biotecnologico
(Verpoorte et al., 2000).

Dentre as principais vias hormonais utilizadas associadas a defesa a
vegetal, destaca-se a via do acido jasménico, fundamental na ativagao de genes
que estejam relacionados com mecanismos de defesa, e na indugao da sintese
de fitoalexinas e inibidores de protease (Saddique; Kamran; Shahbaz, 2018;
Wasternack, 2014) O acido salicilico também desempenha papel relevante,
especialmente na defesa, promovendo a expressdo de genes/proteinas
relacionadas a patogénese (Hao et al., 2014). Adicionalmente, outros hormonios
estdo envolvidos na modulagéo das respostas de defesa, incluindo o etileno, cujo
nivel aumenta significativamente em situagdes de estresse bidtico (Watkins et
al., 2014), o acido abscisico, as auxinas, horménios peptidicos,
brassinosteroides, citocininas e giberelinas, todos atuando de forma integrada
na regulacdo das respostas da planta ao ataque de pragas e patdégenos
(Saddique et al., 2018; Bari & Jones, 2009; Islam et al., 2019; Cai et al., 2020).

3.4.2 Respostas moleculares

A compreensdo dos mecanismos de defesa vegetal evidéncia que a
resposta das plantas ao ataque de patdgenos e insetos depende de complexas
redes de sinalizagao e de proteinas estruturais ou regulatorias que modulam tais
vias. Nesse contexto, as remorinas destacam-se como componentes
fundamentais da arquitetura e da dindmica da membrana plasmatica,
desempenhando papéis relevantes na percepgao de sinais, no direcionamento
de respostas imunes e na mediagcado de interagdes planta-microrganismos. As
remorinas constituem uma familia de proteinas divididas em seis subgrupos,
todos associados a membrana plasmatica em microdominios especializados
(Jarsch & Ott, 2011; Rafaelle et al., 2009; Lefebvre et al., 2010). Essas proteinas
estdo amplamente distribuidas em plantas, desde briéfitas até angiospermas, e
foram inicialmente descobertas em tomateiros, correspondendo a polipeptideos

que podem ser fosforilados na presenga de poligalacturonideos. A participacao
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dessas proteinas nas interagdes planta—microrganismo tem despertado
crescente interesse, e pesquisas realizadas entre 1989 e 1996 contribuiram
significativamente para a caracterizagc&o funcional das remorinas, evidenciando
seu papel nos processos de sinalizagao celular e transporte molecular (Jacinto
et al., 1993; Reymond et al., 1996; Checker & Khurana, 2013).

Estruturalmente, essas proteinas apresentam uma regido C-terminal
altamente conservada, que contém um motiff em forma de hélice e um motiff de
ancoragem de membrana dinamico, associados a estabilidade estrutural e a
interagdo com membranas (Perraki et al., 2012) (Figura 4 e 5). Em contrapartida,
a regido N-terminal apresenta-se bastante variavel e frequentemente
desordenada, contendo diversos sitios de fosforilacdo, caracteristica que confere
as remorinas alta plasticidade funcional e potencial de regulacéo pds-traducional
(Marin et al., 2012).

S |

programmed cell death

Figura 4. As remorinas possuem um dominio C-terminal conservado que permite sua
ancoragem a membrana e um N-terminal varidvel com potencial regulatério. Na
membrana plasmatica, elas se localizam em nano-dominios onde podem interagir com
RLKs e podem influenciar a ativagao de RBOH, gerando Espécies Reativas de Oxigénio
(ROS) como parte da sinalizagao de defesa. Também podem se associar a proteinas R
e participar da integracao de vias hormonais (SA, JA e ABA), além de modular o controle
dos plasmodesmos durante a resposta imune. Fonte: Yuqing Yu (2020)
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Na espécie Solanum tuberosum (batata), por exemplo, a isoforma
StREM1.3 interage com galacturonideos derivados da parede celular vegetal,
participando do reconhecimento de sinais de dano e ativagdo de defesas (Marin
et al., 2012). Outro exemplo é a AtREM1.3, presente em Arabidopsis thaliana,
que é altamente expressa, forma filamentos e desempenha papel essencial na
imunidade inata da planta, sendo regulada por fosforilagdo durante o
reconhecimento de elicitores bacterianos e funcionando como um possivel
andaime de sinalizagao. Além disso, AtREM1.3 foi candidata proeminente para
o estudo de dominios intrinsecamente desordenados devido a sua associacao
com vias de resposta a estresses (Raffaele et al., 2007; Bariola et al., 2004;
Benschop et al., 2007; Jarsch e Ott, 2011).

Estudos recentes demonstraram que essa proteina se liga a membrana
plasmatica das células vegetais na regido onde ocorre a infecgao pelo rizébio,
participando dos processos de entrada e liberagcdo da bactéria no citoplasma do
hospedeiro. Além disso, a remorina interage com receptores quinases (RLKSs),
que sao importantes mediadores da sinalizagdo celular, o que sugere que ela
atua como uma proteina de andaime especifica de plantas. Dessa forma, a
remorina auxilia na organizagdo e coordenacdo das vias de sinalizagao
envolvidas na comunicagdo entre a planta e o microrganismo simbionte
(Lefebvre et al. 2010).
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Figura 5. A figura evidencia a posicao dos motiffs 1 (vermelho) e 2 (azul) nas estruturas
dimeras previstas pelo AF2 para a regido C-terminal das proteinas REM. Também
apresenta o alinhamento da regido central do dominio de coiled-coil em torno do eixo
de simetria do dimero, a quantificagdo dos contatos intermoleculares formados por cada
homologo REM e, por fim, destaca nas estruturas de AtREM1.2 e AtREM6.1 os residuos
que exibem o maior numero de contatos. Fonte: Xu et al (2024)

3.4.2 Biomarcadores em resposta ao estresse biético

As plantas estdo constantemente expostas a fatores ambientais que
podem afetar seu desenvolvimento e produtividade. Para compreender essas
respostas e aprimorar estratégias de selegcédo genética, o uso de biomarcadores
tem se tornado cada vez mais relevante. Biomarcadores sao moléculas ou
compostos produzidos por organismos que funcionam como indicadores
bioldgicos mensuraveis de determinados processos fisioldgicos ou respostas a
estimulos externos. No caso das plantas, esses biomarcadores refletem as
alteracbes metabdlicas, bioquimicas e moleculares que ocorrem diante de
fatores ambientais, como seca, salinidade, ataque de patdégenos ou exposi¢ao a
substancias toxicas. Podem ser substancias diversas, incluindo fitorménios,
enzimas, proteinas e acidos nucleicos, cuja presencga, concentracao ou padrao
de expressao fornece informacdes sobre o estado funcional e o equilibrio interno

da planta. Assim, além de sinalizar quando um estresse esta em andamento, os
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biomarcadores permitem detectar precocemente desequilibrios fisioldgicos,
contribuindo de maneira significativa para o monitoramento da saude vegetal e
para o melhoramento genético voltado a tolerancia a estresses (Steinfath et al.,
2010; Alharbi, 2020).

O estresse bidtico ocorre quando organismos vivos, como fungos,
bactérias, virus, nematoides, pragas e ervas daninhas, interferem negativamente
no desenvolvimento e na produtividade das plantas. Esses agentes podem
provocar doengas, danificar tecidos vegetais e competir por recursos essenciais,
como agua, luz e nutrientes, comprometendo o crescimento e a qualidade dos
cultivos (Rezvi et al., 2023). A resposta a esses agentes envolve a ativagéo
coordenada de vias de sinalizagdo que regulam de forma precisa a expressao
de genes de defesa. Esses mecanismos incluem a agao de proteinas cinases e
fosfatases, que estimulam proteinas-alvo e promovem a sintese de fitorménios,
como o acido salicilico e o acido jasmoénico, fundamentais na modulagdo da
expressao génica durante infec¢des e herbivoria (Chi et al., 2019; Tuteja; Sopory,
2008).

Entre os reguladores moleculares mais importantes, destacam-se os
fatores de transcricao NAC, que controlam genes associados a tolerancia e séo
ativados em diversas respostas de defesa (Nurunzzaman; Sharoni; Kikuchi,
2013). A modificacdo da expressdo desses fatores de transcricdo tem se
mostrado uma estratégia eficaz para aprimorar a resisténcia das plantas a
patégenos (Hoang et al., 2017). Em nivel molecular, os fatores de transcricao
ligam-se a sequéncias cis-regulatorias nos promotores génicos, integrando
redes regulatdrias complexas que determinam quais genes sao expressos diante
de diferentes estresses bidticos (Li et al., 2021; Priest; Filichkin Mockler, 2009;
Kaur; Pati 2016).

Estudos conduzidos por Wang et al. (2019) investigaram linhagens
endogamicas de milho resistentes (P178) e suscetiveis (Lx9801) a ferrugem-da-
espiga (Puccinia polysora) por meio de analises proteOmicas, diante disso,
observou-se que a abundancia das subunidades dos fotossistemas | e I, assim
como aquelas do complexo antena de ligagdo a clorofila a/b, diminuiu no
genotipo suscetivel apds a infecgdo por Puccinia polysora, ja na linhagem

resistente, a superexpressdao da proteina remorina ZmREM1.3 conferiu
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resisténcia a planta, possivelmente por meio da ativagao de vias de defesa
reguladas pelos hormoénios acido salicilico (SA) e acido jasmonico (JA).
Complementarmente, Jamann et al. (2016) demonstraram que a
resisténcia quantitativa a multiplas doengas no milho € controlada por varios
genes, sendo necessaria uma abordagem integrativa para identificar os
candidatos relevantes. A analise de expresséo diferencial entre linhagens quase
isogénicas (NILs) resistentes e suscetiveis permitiu identificar genes associados
a resisténcia, mesmo em regides que nao haviam sido detectadas pelo
mapeamento de associagao. Dentre esses genes, a remorina ZmREM®6.3 foi
caracterizada como um novo fator envolvido na resisténcia quantitativa a
doengas (QDR), revelando seu potencial como biomarcador para programas de
melhoramento genético focados na selegao de gendtipos mais resistentes.
Estudos adicionais, como o de Perraki et al. (2014), mostram que a
infeccdo pelo virus X da batata (PVX) aumentou a mobilidade da proteina
REM1.3 e estimulou a formagdo de nano dominios maiores na membrana
plasmatica, evidenciando que a reorganizagdo destes microdominios esta
associada a resposta da planta a patdogenos. Esse comportamento € coerente
com o observado por Huang et al. (2019), que demonstraram que altas
concentragdes de acido salicilico (SA) ou a infecgao por virus também promovem
0 agrupamento de remorinas e o consequente fechamento dos plasmodesmos,
limitando o movimento intercelular de agentes infecciosos, sendo assim, esses
resultados reforcam o papel das remorinas como componentes-chave das
respostas de defesa celular, participando da sinalizacdo dependente de SA e da

restricdo fisica da propagacao de patégeno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram coletados cladddios de palma forrageira variedade Orelha de
Elefante Mexicana (Opuntia stricta Haw.), variedade suscetivel ao ataque da
cochonilha-de-escamas, cedidos pelo Programa de Melhoramento de Palma-
forrageira do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), localizado na Estagao
Experimental de Arcoverde - PE. Os cladddios secundarios possuiam mais de 1
ano de idade, com e sem infestacdo por cochonilha-de-escamas (Diaspis
echinocacti Bouché) (Figura 6). A classificacdo do nivel de infestacéo foi feita
conforme descrito por Carmo (2019). As amostras foram coletadas e congeladas
em nitrogénio liquido, transportadas em gelo seco e armazenadas em ultra

freezer -80°C até as analises experimentais.
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Figura 6. Cladédios de Orelha de elefante mexicana (Opuntia stricta) coletados. A:
Cladddio nao infestado; B: Cladddio infestado por cochonilha-de-escamas (Diaspis
echinocacti). Fonte: Autoria propria (2025).

4.2 Desenho de iniciadores

Os iniciadores para o gene OsREM foram desenhados a partir da

sequéncia de RNA mensageiro de Opuntia streptacantha, utilizando o software



38

Primer3 Plus. Os iniciadores foram desenhados com os seguintes parametros
ajustados: tamanho do iniciador entre 20 e 24 pb (6timo a 22 pb); temperatura
de melting (Tm) entre 58 e 62 °C (6timo a 60 °C); diferengca maxima entre a Tm
dos primers direto e reverso igual a 4; conteudo %GC entre 45 e 55% (6timo a
50%); foi selecionado o par de iniciadores mais concordantes com os parametros
ajustados e analisados no programa NetPrimer
(https:/lwww.premierbiosoft.com/netprimer) para predicdo de autoanelamento,

formacao de dimeros e outras estruturas secundarias.

4.3 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total dos 2 cladddios foi realizada utilizando TransZol
(TransGen), seguindo as instrugdes do fabricante. A integridade do RNA extraido
foi verificada em gel de agarose 1% corado com Sybr TM Green (Applied
BiosystemsTM) e, posteriormente, quantificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer, Peglab). As reagdes de sintese de
cDNA foram realizadas com o NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit

(NZYTech®), seguindo as instrugdes do fabricante.

4.4 RT-PCR

A especificidade e eficiéncia dos iniciadores desenhados foram testadas
através da RT-PCR. As reacdes foram realizadas em volume final de 25 ulL,
contendo 12,5 uL de NZYTaq 2x Green MasterMix, 0,6 uL de primer forward (5
pmol/uL), 0,6 uL de primer reverse (5 pmol/uL), 10,3 uL de agua ultrapura e 1,0
uL de cDNA (6,25 ng/uL). Para o preparo em triplicata (3x), os volumes foram
ajustados proporcionalmente e para o controle negativo (CN) utilizou-se agua no
lugar do cDNA. As condi¢bes de amplificagéo incluiram a desnaturacéo inicial a
96 °C por 1 min, seguida de 35 ciclos de 96 °C por 1 min, anelamento a 57 °C
por 30s, extensdo a 72 °C por 1 min e extensao final a 72°C por 5 min.
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4.5 RT-gPCR

A avaliagao da expressdo de OsREM foi feita por Reagdao em cadeia da
polimerase com transcrigao reversa em tempo real (RT-qPCR) utilizando o kit
NZYSupreme gPCR Green Master Mix (2x) ROX (NZYTech), conforme
metodologia estabelecida por Calsa Jr. e Figueira (2007), para determinagéo da
associagao entre os niveis transcricionais e o estresse aplicado. A reagao foi
realizada em equipamento QuantStudio1 Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific®), utilizando triplicatas bioldgicas e técnicas (amostrais) e detecgao
por SYBR Green.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao de RNA total

A quantificagdo do RNA total extraido das amostras, tanto em quantidade
(ng/uL), quanto em nivel de pureza (A260/280), se encontram descritos na
Tabela 1. As amostras apresentaram concentragdes variaveis de RNA total, com
valores entre 162,4 ng/uL para amostra Nao Infestada (NI 01) e 307,3 ng/uL para
amostra Infestada (I 01). As amostras do grupo “Infestado” (101 e 102) possuem
concentragbes maiores (em média) em comparagéo ao grupo “Néo Infestado”
(NI01 e NIO2). Com relagdo a pureza das amostras (A260/A280), todas
apresentam um valor aproximado de 1,8, que esta dentro da faixa aceitavel para
RNA de boa qualidade, indicando que n&o ha contaminagao significativa por
proteinas. Vale ressaltar a dificuldade de se conseguir realizar uma extragéo
integra do RNA total de cladddios de palma-forrageira, visto que essa espécie
possui altas quantidades de polissacarideos que dificulta a precipitacdo de
acidos nucleicos puros e integros (Queiroga., et al 2020). Além disso, a alta
quantidade de mucilagem dos cladddios compromete a eficiéncia da pipetagem,
ja que o material apresenta adesao continua as superficies de contato. Apesar
dessas dificuldades na extracdo de acidos nucleicos dos cladddios de palma-

forrageira, conseguiu-se RNA total integros (figura 7).

Tabela 1. Quantificagdo de RNA total extraido de cladddios de palma forrageira
infestados (amostras | 01 e | 02) e n&o infestados por cochonilha-de-escamas (amostras
NI 01 e NI 02).

Amostra  ng/uL A260/A280

101 307,3 1,78
102 201,8 1,79
NI01 162,4 1,76

NI102 231,6 1,79
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Fonte: Autoria propria
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Figura 7. Integridade do RNA total extraido da variedade Orelha de elefante mexicana
(Opuntia stricta) verificada em gel de agarose. Amostras de palma infestadas por
cochonilha-de-escamas (101 e 102); Amostras de palma nao infestadas (NI01 e NI102).

5.2 Desenho dos iniciadores

Para o desenho dos iniciadores, considerou-se os melhores alinhamentos
com as sequéncias depositadas no GenBank para a familia Cactaceae e o
género Opuntia. Como até o momento ndo ha genomas de espécies de Opuntia
depositados nesse banco, utilizou-se o repositério Transcriptome Shotgun
Assembly (TSA) para identificar sequéncias de Opuntia que apresentassem
melhor correspondéncia com a proteina de interesse. Com isso, o melhor
alinhamento obtido com acesso foi GISG01178247.1. O organismo com melhor

alinhamento para o gene alvo foi Opuntia streptacantha (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores desenhados para o gene OsREM.

Gene Proteina Sentido Sequéncia(5°->3") Amplicon Tm°C
(pb)
OsREM Remorina F CAGAGGGTGGTGCGAAAGAT 186 pb 60,0

R TCTTCAGCTCGGCCTCAATG 60,1
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Fonte: autoria propria.

5.3 RT-PCR

Na analise da especificidade dos iniciadores desenhados via RT-PCR,
observou-se que o gene OsREM foi amplificado em ambos os tratamentos, no
entanto, com dois produtos de tamanhos diferentes: o de tamanho esperado
(186pb) e outro de tamanho maior (~500pb) (Figura 8). Em uma analise
semiquantitativa, foi observado que o amplicon de 186pb apresentou maior
expressao no tratamento das amostras infestadas (amostra 2) em comparagao
ao nao infestadas (amostra 3). Comportamento contrario é observado com o
amplicon de ~500 pb, que mostrou maior expressdo em amostras nao
infestadas, indicando possivel resposta diferencial desses produtos sob a

infestacao.

M 1 2 3 4 5 6

1000 pb
500 pb

200 pb
100 pb

Figura 8. Amplificagdo do gene alvo OsREM (Remorina) e gene de referéncia Tub
(Tubulina) em gel de agarose 1,5%. M: marcador de peso molecular 100 pb; 1: Controle
negativo (CN); 2: RI (OsREM infestada); 3: RNI (OsREM néo infestada); 4: Controle
negativo (CN); 5 Tl (tubulina infestada); 6: TNI (tubulina ndo infestada). As setas indicam
o tamanho das bandas amplificadas para OsREM.

Considerando a recorréncia da amplificagao de dois produtos para o gene

OsREM, foram conduzidos testes adicionais com temperaturas de anelamento
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mais elevadas, com o intuito de aumentar a especificidade da reacdo de RT-
PCR e restringir a amplificacdo ao produto génico esperado. Entretanto, o
padrao de duplicidade dos produtos manteve-se, embora tenha sido observada
uma discreta reducéo na intensidade do produto de ~500pb (Figuras 9 e 10).

A amplificagado consistente de dois produtos distintos para OsREM sugere
gque esse gene apresenta uma complexidade estrutural e/ou regulatoria que n&o
€ detectavel apenas pela analise in silico e RT-PCR. A coexisténcia de um
amplicon de 186pb (o produto esperado) e um maior de ~500pb pode refletir
diferentes origens biolégicas, incluindo: amplificagcado de transcritos alternativos;
retengao parcial de introns em isoformas menos processadas; e co-amplificagao
de sequéncias paralogas. A persisténcia da duplicidade mesmo apds o aumento
da temperatura de anelamento, associada a redugdo apenas moderada do
produto de maior tamanho, reforga a hipétese de que o produto de ~500pb nao
€ exclusivamente um artefato da técnica, mas que pode representar uma
isoforma ou variante genémica biologicamente existente.

Além disso, a diferencga de intensidade entre os dois produtos também é
biologicamente relevante. O produto de 186pb apresentou maior acumulo nas
plantas infestadas, enquanto o produto de ~500pb predominou em condicées
nao infestadas. Esse padrdo sugere que a infestagdo por cochonilha-de-
escamas pode modular diferencialmente a abundancia dessas possiveis
isoformas ou variantes transcricionais. Se o produto de 186pb corresponder a
isoforma funcional predominante, seu aumento em plantas infestadas pode
indicar ativagdo de uma resposta transcricional associada ao estresse bidtico.
Por outro lado, a maior intensidade do produto de ~500pb em plantas nao
infestadas pode refletir uma isoforma basal, potencialmente regulada
negativamente sob estresse ou competindo com a forma curta por componentes
da maquinaria de processamento de RNA. Embora essas interpretagcdes sejam
coerentes com padrdes de resposta ao estresse descritos em outras espécies,
a identificacdo conclusiva da natureza desses produtos exige analises

adicionais.
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Figura 9. Primeiro teste de otimizacdo com diferentes temperaturas de anelamento
durante a amplificacdo do gene OsREM. M: marcador molecular; CN: controle negativo;
1: 58 °C; 2: 59 °C; 3: 60 °C.
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Figura 10. Segundo teste de otimizacao com diferentes temperaturas de anelamento
durante a amplificacdo do gene OsREM. M: marcador molecular; 1 e 4: Controle
Negativo; 2: 62 °C; 4: 63°C.

5.5 RT-gPCR

A andlise da curva de melting (Figura 11) apresentou, para as amostras
de cDNA, um pico unico de dissociagdo com Tm proximo a 79°C, sugerindo a
presencga de um produto amplificado majoritario para o gene OsREM. A auséncia

de picos secundarios indica que, sob as condi¢des de detecgao do equipamento,
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nao foram identificadas quantidade significativas de dimeros de primers ou
produtos inespecificos. Contudo, a eletroforese em gel das reagdes de RT-PCR
revelou duas bandas distintas nas amostras de cDNA, indicando a amplificacédo
de mais de um produto. Essa discrepancia entre o melting e a separagao em gel
e tipica em situagdes em que produtos apresentam Tm muito proximos ou sao
amplificados em proporgdes desiguais, dificultando a resolucdo térmica. Nesses
casos, a analise da curva de melting tende a subestimar produtos minoritarios
ou estruturalmente semelhantes.

A curva de dissociagao € sensivel a composigao e estrutura dos produtos
(conteudo GC, comprimento, estruturas secundarias) e tem resolugao limitada
quando produtos possuem Tm préximos ou quando um produto esta presente
em propor¢gdo menor que os outros. Assim, a auséncia de picos secundarios
para o cDNA na figura 11 ndo descarta a presenca de um produto minoritario,
como observado no gel de agarose, e nem invalida a especificidade da reagao
para o produto predominante.

Entre as hipoteses mais provaveis estdo a amplificacdo de diferentes
isoformas do gene decorrentes de splicing alternativo ou inespecificidade dos
iniciadores desenhados. A ultima possibilidade se depara com a limitagdo de
dados gendmicos e transcriptdmicos de espécies de Opuntia, especialmente a
Opuntia stricta (espécie utilizada neste trabalho), apesar do desenho ter sido
feito especificamente para O. streptacantha. Diante do exposto, € necessario
determinar com precisdo a identidade dos produtos amplificados. O
sequenciamento individual das bandas permitirda distinguir entre isoforma
alternativa, possivel amplificagdo de gDNA ou paralogias. Essa etapa sera
relevante para validar a especificidade dos iniciadores em amplificar o gene alvo
ou orientar o redesenho, se for necessario. A confirmacao das identidades dos
produtos e a caracterizagao das possiveis isoformas sao passos criticos para
compreender o papel de OsREM na resposta da palma-forrageira ao ataque por

cochonilha-de-escamas.
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Figura 11. Curva de melting do gene OsREM. Amostras em vermelho: cDNA de O.
stricta; Amostras em verde: DNA gendmico de O. stricta.
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6 CONCLUSOES

¢ Os resultados obtidos demonstram que o método de extragcao de RNA total a
partir de claddodios de palma-forrageira (Opuntia stricta) foi eficiente,
permitindo analises subsequentes.

e Na RT-PCR, a presenga de duas bandas distintas (~186 pb e ~500 pb)
sugere a possivel existéncia de isoformas ou variantes transcricionais do
gene OsREM.

¢ A andlise da curva de melting na RT-qPCR para as amostras de cDNA exibiu
um unico pico de dissociacao (79 °C), sugerindo especificidade dos primers
e auséncia de produtos inespecificos.

e Em conjunto, os resultados apontam que o gene OsREM pode participar de
mecanismos resposta ao estresse biotico, apresentando maior acumulo do
produto esperado em plantas infestadas e sugerindo modulagéo diferencial

sob o ataque por cochonilha-de-escamas.
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