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1. APRESENTAÇÃO 

 

Como a maioria dos organismos vivos, as plantas estão expostas a uma série de fatores 

abióticos como temperatura, água, luminosidade e disponibilidade de nutrientes. Além disso, 

elas também têm que interagir com vários estresses bióticos como herbívoros ou patógenos, 

que em ataques severos reduzem a produtividade causando sérios prejuízos à economia. Por 

este motivo, os efeitos do estresse biótico em plantas no estágio reprodutivo são bem 

documentados, sendo ainda poucos os trabalhos que atestem esses efeitos na fase vegetativa 

(SCHMIDT, 2009; MULLER et al., 2009). 

Uma grande quantidade de informações está disponível sobre os genes e as rotas de 

sinalização envolvidas nas respostas das plantas quando submetidas a situações de estresse 

(TURNER et al., 2002; FUJITA et al., 2006). Alterações no metabolismo primário, na síntese 

de compostos relacionados à defesa, e na regulação da expressão de genes que coordenam o 

processo fotossintético têm sido estudadas em plantas como Arabidopsis thaliana e Nicotiana 

attenuata (WIESE et al., 2007).   

Para combater os efeitos do estresse biótico, as plantas desenvolveram sofisticados 

mecanismos de defesa. Durante o estresse biótico ocorre a ativação de um estado de defesa 

que pode levar a uma resistência adquirida da planta ao estresse. Essa resistência adquirida 

espalha-se sistemicamente por toda a planta, sinalizando respostas ao estresse em outros 

órgãos (SLAUGHTER et al., 2011). Culturas como tabaco, algodão e tomate apresentam 

respostas como síntese de metabólitos secundários, emissão de substâncias alelopáticas ou 

produção de nectários extraflorais, contra o a ataque de organismos (ALBORN et al., 1996; 

WÄCKERS, 2001; HIRAYAMA & SHINOZAKI, 2010). 

A contaminação biológica é o processo de introdução e adaptação de espécies que não 

fazem parte naturalmente de um determinado ecossistema e que, ao longo do tempo, 

naturalizam-se, alterando a função e o equilíbrio do ambiente (SANTANA & ENCINAS, 

2008). Ao contrário de problemas ambientais que amenizam ao longo do tempo, a introdução 

de espécies pode causar problemas à longo prazo, como a chegada de pragas e doenças que 

causam desequilíbrios no funcionamento do ecossistema (WESTBROOKS, 1998). 

A palma forrageira é uma importante cultura nas regiões semi-áridas do Nordeste do 

Brasil (SANTOS et al., 2001). Foi introduzida no Brasil no século XIX para produção de 

carmim, um corante natural de alto valor de mercado, produzido por uma espécie de 

cochonilha, também introduzida, conhecida como cochonilha-do-carmim Dactylopius 
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opuntiae (Hemiptera). Os danos causados pela cochonilha são tão expressivos que em certas 

regiões não se encontra mais palma forrageira (CAVALCANTI et al., 2001). Além disso, os 

danos da cochonilha já podem ser observados em espécies nativas da Caatinga, como Cereus 

jamacaru, Melocactus zenhtiner, Tacinga inamoema, Tacinga palmadora, entre outras 

cactáceas e bromeliáceas (CHIACCHIO, 2008). 

Em função da relevância desta praga para a cultura da palma forrageira no semi-árido, 

pesquisas multidisciplinares vêm sendo desenvolvidas a fim de manter a população do inseto-

praga em níveis abaixo da densidade em que acarreta danos à produção agropecuária e ao 

meio ambiente. Nas últimas décadas, muitos trabalhos abordando aspectos fisiológicos da 

palma forrageira têm sido realizados. No entanto, o foco de tais publicações recai sobre 

efeitos do estresse abiótico, como elevação de concentração de CO2, déficit hídrico e altas 

temperaturas entre outros (ISRAEL & NOBEL, 1994; DRENNAN & NOBEL, 1998; 

HERRERA, 2009). Os efeitos do ataque da cochonilha-do-carmim na fisiologia da palma 

forrageira ainda são desconhecidos. 

Deste modo, o presente trabalho pretende produzir novos conhecimentos acerca da ação 

do estresse biótico causado pela cochonilha-do-carmim sobre a fisiologia de genótipos de 

palma forrageira com diferentes níveis de resistência à praga.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Palma Forrageira 

A palma forrageira é uma cactácea originária do México, e atualmente difundida por todo 

o mundo (SILVA et al., 2008). Sua chegada ao Brasil remonta ao século XIX, tendo sido 

introduzida para a produção de carmim de cochonilha (SIMÕES et al., 2005).  

A palma, taxonomicamente, pertence à família Cactaceae, subfamília Opuntioidae, tribo 

Opuntiae, gênero Opuntia e possui vários subgêneros, entre eles Opuntia e Nopalea, 

representadas por espécies como: Opuntia ficus-indica Mill e Nopalea cocchenillifera Salm-

Dyck (LÓPEZ, et al, 1988). Uma classificação mais recente é relatada por Scheinvar (2001), 

que afirmou que há quase 300 espécies do gênero Opuntia, distribuídas desde o Canadá até a 

Patagônia, no Chile e na Argentina. 

Nos últimos anos, tem havido um crescente interesse econômico na cultura da palma 

forrageira em diversos sistemas agrícolas do mundo, principalmente nas zonas áridas e semi-

áridas. No Nordeste brasileiro, a palma apresenta-se como importante fator da cadeia 

agroindustrial, promovendo emprego e renda e compondo a cadeia alimentar da região, pelo 

que representa o leite e seus derivados, tanto social como nutricionalmente (SEBRAE, 1999). 

Estima-se que o nordeste possua cerca de 500.000 hectares cultivados com palma forrageira, 

com pelo menos 100.000 hectares distribuídos em Pernambuco (SANTOS et al., 2001).  

Em Pernambuco, a pecuária é uma das principais alternativas econômicas, principalmente 

nas zonas semi-áridas, representadas pelas mesorregiões do Agreste e Sertão 

(ALBUQUERQUE & SANTOS, 2005). A palma forrageira, especialmente as variedades 

Opuntia ficus-indica Mill e Nopalea cochenillifera Salm-Dyck, conhecidas respectivamente 

por palma Gigante ou Clone IPA 20 e Miúda ou Doce, constitui um dos suportes básicos à 

subsistência dos rebanhos. Esta importância baseia-se no eficiente uso da água, na 

adaptabilidade a solos pouco férteis, na sua alta produtividade e palatabilidade e sua excelente 

qualidade nutricional (BARBERA et al., 2001). 

 

2.2 Cochonilha-do-carmim (Dactylopius opuntiae) 

Vários são os fatores que limitam a produtividade da palma. Dentre eles, encontra-se a 

ocorrência de pragas e doenças. Entre as pragas, destaca-se a cochonilha-do-carmim 

Dactylopius sp., conhecida vulgarmente como “cochonilha de sangue”, principalmente nos 

Estados de Pernambuco e Paraíba (SANTOS & SANTOS, 2006). 
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As cochonilhas do gênero Dactylopius são pequenos insetos parasitos e fitófagos, que 

vivem como hospedeiros específicos das espécies de cactáceas, preferencialmente a O. ficus-

indica (FLORES & TEKELENBURG, 2001). Apresentam-se formando colônias cobertas por 

uma camada de cera branca flocada, que abriga as formas biológicas do inseto.  

As fêmeas adultas são sedentárias, ápteras, de aspecto ovalado, medindo cerca de 2,81 

mm de comprimento por 1,87 mm de largura, de coloração marrom avermelhada em virtude 

da grande quantidade de ácido carmínico, corante vermelho natural de alta qualidade para o 

homem. Os machos adultos são totalmente diferentes das fêmeas; alados, medindo cerca de 

2,2 a 4,8mm de comprimento e 1,3 a 1,5 mm de largura, semelhantes a pequenos dípteros 

com asas longas e delicadas. Não possuem aparelho bucal e vivem até 4 dias, quando podem 

fecundar várias fêmeas (LONGO & RAPISARDA, 2001).  

Segundo observações de Warumby et al. (1998), o ciclo de vida de Dactylopius sp., em 

condições de laboratório em Pernambuco, é de 35 dias no período de verão e de 45 dias nas 

épocas mais frias do ano. O período de oviposição dura cerca de 15 dias e a duração das 

formas migrantes ou ninfas de primeiro instar é de 24 horas, período que corresponde à 

disseminação da praga no campo.  

Seus danos caracterizam-se pela rápida disseminação das formas jovens nas plantas sadias 

que, mediante mecanismos de sucção, inoculam toxinas causando amarelecimento das 

raquetes (clorose), apodrecimento, tombamento e morte das plantas. É comum observar-se a 

associação com agentes patogênicos (fungos e bactérias), que agem sinergicamente com a 

praga, ocasionando podridões. Conforme Cavalcanti et al. (2001), em ataques mais severos e, 

se não forem adotadas medidas de controle, pode ocorrer rapidamente a morte das plantas e, 

consequentemente, a destruição do área cultivada.  

 

2.3 Ecofisiologia da Palma Forrageira 

A fisiologia da palma forrageira enquadra-se no processo fotossintético das plantas CAM 

(do inglês Crassulacean Acid Metabolism, Metabolismo Ácido das Crassuláceas), 

caracterizado pela abertura dos estômatos à noite, para a captação de CO2, devido ao menor 

déficit de pressão de vapor (DPV), e o seu fechamento durante o dia, com o aumento da 

temperatura, para hidratação dos tecidos, ao contrário do que ocorre com plantas C3 e C4 que 

abrem seus estômatos para captação de CO2 na presença de luz (CHIACCHIO & SANTOS, 

2006).  

O metabolismo CAM é um exemplo contundente de evolução convergente, que promove 

incremento na eficiência do uso da água por permitir que parte ou a totalidade da captação de 
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CO2 seja realizada à noite (BORLAND et al., 2011). Pelo menos 343 gêneros em 35 famílias 

(6% das plantas superiores) possuem esse tipo de metabolismo fotossintético (SILVERA et 

al., 2010).  

Durante o período noturno, com a abertura dos estômatos, o CO2 é fixado pela enzima 

Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPC), formando oxaloacetato que é rapidamente convertido 

a malato e estocado no vacúolo ao longo da noite. Durante o dia, o malato é descarboxilado e 

o CO2 liberado é introduzido pela Rubisco no Ciclo de Calvin (NOBEL, 1996).  

A separação temporal da carboxilação dos ciclos C3 e C4, que define o metabolismo CAM, 

promove plasticidade por otimizar o ganho de carbono e o uso da água em resposta à 

mudanças nas condições ambientais, extendendo ou encurtando o período de captação do CO2 

ao longo do dia (DODD et al., 2002). A plasticidade do metabolismo CAM abre novas 

oportunidades para diversificação e especiação em plantas de regiões áridas e semi-áridas, ou 

em microclimas caracterizados pela disponibilidade irregular de água (SILVERA et al, 2005).    

Segundo modelos climáticos, que mostram um aumento na freqüência de secas nas 

próximas décadas, as plantas CAM como a palma forrageira, podem ter um papel importante 

no seqüestro de carbono e sustentabilidade da produção de biomassa (DAVIES et al., 2011).    

A palma forrageira contém uma média de 90% de água, variando entre 76% em períodos 

secos e 95% nos períodos chuvosos (SANTOS et al., 2005). Diferentemente das plantas C3 e 

C4, que utilizam cerca de 1000 Kg e 500 Kg de água, respectivamente, para cada quilo de 

matéria seca formada, a palma chega a utilizar 50 Kg de água para cada quilo de matéria seca 

(ALVES et al., 2007). Esse eficiente uso da água se deve à quantidade relativa de transpiração 

diária, que em plantas C4 é cerca de 2,9 vezes maior de que na palma, e cerca de 4,7 vezes em 

plantas C3. Dessa forma, a conservação da água pelo intercâmbio gasoso na palma forrageira, 

mais a utilização da água armazenada nos cladódios suculentos, permitem a abertura noturna 

dos estômatos e a captação de CO2 por um período mais prolongado em condições de seca 

(NOBEL, 2001). 

A epiderme da palma forrageira é coberta por uma cutícula cerosa com espessura entre 

10µ e 50µ (PIMIENTA et al., 1992). Devido a esta grossa cutícula, a palma forrageira é mais 

impermeável à água e, consequentemente, é mais resistente à seca. De fato algumas espécies 

de Opuntia podem reter água para suportar até três anos de seca (GIBSON & NOBEL, 1986). 

A composição química da palma é variável conforme as diferenças existentes entre as 

espécies ou variedades e a fatores como precipitação, idade da planta, ordem dos artículos e 

tratos culturais (FERREIRA et al., 2003). Possui valores próximos aos das silagens de milho e 

sorgo, em relação à (NDT) Nutrientes Digestivos Totais (FARIAS et al., 1984). Os níveis de 
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carboidratos solúveis são considerados altos, chegando a alcançar 58% na palma miúda e 29% 

na palma gigante (SANTOS et al., 1997). Os teores de proteínas e fibras são baixas em 

relação às necessidades dos animais, no entanto, seu teor de minerais é elevado. A palma 

possui ainda alta taxa de digestão ruminal, promovendo maior taxa de passagem no rúmen, 

devido a rápida e extensa de degradação de sua matéria seca (BISPO et al., 2007).  

 

2.4 Estresse Biótico 

Por serem organismos sésseis, as plantas estão constantemente submetidas ao ataque por 

agentes bióticos, sejam eles herbívoros e/ou patógenos, que causam grandes impactos 

econômicos e ecológicos (PIMENTEL, 2002). Durante a fase vegetativa, muito do carbono 

fixado pela planta é investido na produção de metabólitos primários, alocados principalmente 

no incremento da biomassa, especialmente da raiz e folhas, e posteriormente é utilizado na 

produção de frutos e sementes na fase generativa (SCHIMDT et al., 2009). 

Quando as plantas estão submetidas a estresse biótico, pode ocorrer um investimento 

maior de carbono na produção de metabólitos secundários relacionados à defesa, como 

compostos fenólicos ou terpenóides. Os efeitos do estresse biótico vêm sendo amplamente 

estudados em plantas de interesse agroindustrial como algodão e tabaco. No entanto, o foco 

desses trabalhos é relacionado a aspectos ecológicos e a mecanismos de defesa, sendo ainda 

pouco estudados os efeitos do estresse no crescimento vegetativo da planta ao longo do ataque 

(RÖSE et al, 2006; PLUSKOTA et al., 2007; STEPPHUN et al., 2008). 

Durante o estresse, a planta deve balancear os custos relacionados à mecanismos de defesa 

e à manutenção celular, crescimento e reprodução (ZANGERL & BERENBAUM, 2003). Na 

presença do fator de estresse, uma cadeia de respostas é iniciada e ocorrem reprogramações 

gênica, hormonal e química, relacionadas à proteção da planta contra o ataque. Esse ajuste 

metabólico muitas vezes está associado à perda de performance e produtividade (ZAVALA & 

BALDWIN, 2004). 

Além da realocação de recursos para processos de defesa, é observada diminuição da 

capacidade fotossintética nos tecidos foliares remanescentes, o que representa um “custo 

oculto” dos mecanismos de defesa (BILGIN et al., 2008; NABITY et al., 2009). 

A relação entre queda na atividade fotossintética e estresse biótico está documentada em 

vários trabalhos (MACEDO et al., 2003; MAJOR & CONSTABEL, 2006; BOZSO et al., 

2009). Analisando o transcriptoma da planta durante o ataque por agente biótico, verifica-se 

uma sub-expressão de genes relacionados à fotossíntese, como por exemplo, o silenciamento 

de genes que codificam proteínas centrais do processo fotossintético, a ribulose-1,5-bifosfato 
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carboxilase/oxigenase (Rubisco) e Rubisco ativase, em Nicotiana attenuata durante ataque 

por herbívoro (GIRI et al., 2006). 

    

2.5 Variedades Resistentes 

Nas últimas décadas, O Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) vem trabalhando no 

melhoramento genético e utilização de clones resistentes como forma de controle de 

Dactylopius sp. (ALBUQUERQUE & SANTOS, 2005).  Atualmente o IPA conta com um 

banco de germoplasma com cerca de 438 clones de palma forrageira testados em competição 

em campo para maior produtividade e resistência à Dactylopius sp. Cinco clones mostraram-

se altamente resistentes ao inseto: Miúda ou Doce, F-13, F-15, F-16 e Orelha de Elefante 

(SANTOS et al., 2006). Resultados semelhantes para “Miúda” foram observados por 

Gonçalves Neto et al. (2005), Falcão et al. (2006), Batista (2007) e Lopes (2007). 

Estudos de resistência também foram realizados em plantas micropropagadas, assim como 

de sobrevivência e desenvolvimento de Dactylopius sp. em condições de laboratório por Silva 

et al.(2007a). Os clones utilizados neste trabalho foram: Gigante, Miúda, Orelha de Elefante 

Mexicana, F-263 e Algerian. Não houve estabelecimento do inseto nos clones “Miúda” e 

“Orelha de Elefante Mexicana”.  Esses resultados foram repassados para produtores rurais de 

Pernambuco na forma de 33 Unidades Demonstrativas de 1000m². Em nenhuma das unidades 

ocorreu o estabelecimento e desenvolvimento da praga (SILVA et al., 2007b).  

 

2.6 Biologia Molecular 

O conjunto de RNAs que codificam informações expressas pela célula em um 

determinado momento é chamado de transcriptoma (NAKANISHI & NUREKI, 2005). 

Com o advento da Reação em Cadeia de Polimerase (Polymerase Chain Reaction – PCR), 

uma maior gama de genes pode ser estudada de uma única vez, facilitando o trabalho e 

possibilitando estudos de genômica mais completos. Dentre tais estudos, a identificação de 

genes diferencialmente expressos apresenta-se como um método relevante, ainda que 

presumível, de conhecer a função gênica e os mecanismos moleculares relacionados à 

tolerância de plantas hospedeiras. Neste contexto, a técnica de Differential Display Reverse 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction - DDRT-PCR (LIANG & PARDEE, 1992) é uma 

eficiente ferramenta de análise de expressão gênica, apresentando vantagens sobre o 

“Northern blotting”, tanto em sensibilidade como em número de ensaios, além de ser de fácil 

implementação e de menor custo (WILKINSON et al., 1995; BINNECK, 2004). Estudos de 

expressão gênica usando a técnica DDRT-PCR em palma forrageira foram realizados por 
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Pereira et al. (2008), onde cladódios da variedade IPA-Sertânia (IPA 200174), provenientes 

de cultura in vitro, foram infestadas por ninfas de Dactylopius sp. Aproximadamente 30 

sequências foram identificadas como diferencialmente expressas, as quais foram relacionadas 

a processos como morte celular programada, resposta de hipersensibilidade e transdução de 

sinal, entre outras.  
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RESUMO 

Três cultivares de Opuntia ficus-indica (L.) Miller com diferentes níveis de tolerância à 

cochonilha carmim, IPA-20 (Clone IPA - suscetível), F-08 (tolerante) e Orelha de Elefante 

Mexicana (OEM - resistente), foram cultivadas em condições de campo e avaliados quanto às 

suas respostas fisiológicas em condições sem infestação, ifestação moderada e infestação 

severas. Análises da cera epicuticular, açúcares solúveis, aminoácidos livres, proteína total, 

conteúdo de clorofila, acidez noturna, atividade de PEP carboxilase e produção de biomassa 

foram realizadas. A cultivar IPA teve um conteúdo de cera 50% maior do que os outros, sem 

diferenças observadas entre as amostras em campo infestado e sem infestação. OEM teve o 

maior teor de açúcares solúveis quando comparado com as demais cultivares. A atividade da 

PEP carboxilase e o acúmulo de ácidos orgânicos foram menores em IPA em campo infestado 

e sem infestação. Os resultados sugerem que a cultivar resistente OEM apresenta uma 

resposta de defesa contra stress biótico, o que resulta em diminuição de 50% da produção de 

biomassa em comparação com F-08. A atividade de PEP carboxilase foi diretamente afetada 

pela infestação na cultivar IPA, o que reflete na menor produção de biomassa. 

Palavras chaves: CAM, Estresse biótico, Palma Forrageira, Semi-Árido.  
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INTRODUÇÃO 1 

 2 

Organismos vegetais estão constantemente expostos ao ataque de insetos e patógenos. Por 3 

serem organismos sésseis, as plantas desenvolveram ao longo de sua evolução mecanismos de 4 

defesa para enfrentar o estresse biótico, seja alterando a composição e propriedades de parede 5 

celular, ou mesmo alterando seu metabolismo primário e secundário (Hopkins & Huner, 6 

2004). Deste modo as plantas devem balancear os investimentos dos recursos entre defesas 7 

químicas e manutenção dos processos essenciais ao desenvolvimento e reprodução (Berger et 8 

al., 2007). Duas estratégias de interação entre plantas e agentes bióticos são possíveis: 9 

tolerância e resistência (Oliver et al., 2009). Plantas resistentes apresentam mais fortemente 10 

uma relação de interação tipo predador-presa e tendem a minimizar os danos causados pelo 11 

inseto ou patógeno ao custo da perda de desempenho pelo investimento em defesas físicas, 12 

como tricomas, e defesas químicas. Já as interações em plantas tolerantes são mutualísticas, 13 

em que não há perda de performance da planta nem do agente biótico, possivelmente por um 14 

crescimento compensatório de tecidos ou aumento na atividade fotossintética e biossíntese de 15 

metabólitos (Leimu & Koricheva, 2006). Além de conseqüências econômicas, em culturas 16 

largamente exploradas, o ataque de agentes bióticos pode ser encarado como um problema 17 

ecológico, principalmente no caso de espécies introduzidas. 18 

A palma forrageira Opuntia ficus-indica é uma planta originária do México, pertencente à 19 

família Cactaceae e foi introduzida no nordeste brasileiro no século XIX (Simões et al., 2005). 20 

Altamente adaptada às condições edafoclimáticas da Caatinga, que apresenta pluviosidade 21 

média de 240-900 mm anual, esta espécie desempenha papel de destaque na cadeia 22 

agroindustrial do semi-árido brasileiro, pois é o suporte básico dos rebanhos leiteiros da 23 

região (Albuquerque & Santos, 2005). A partir da última década, a palma forrageira vem 24 

sendo submetida a um ataque severo da cochonilha-do-carmim Dactylopius opuntiae 25 
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(Hemiptera), um inseto que também foi introduzido no Brasil, a princípio para produção de 26 

corante carmim. Além disso, devido às altas taxas populacionais da cochonilha, espécies 27 

nativas de cactáceas e bromeliáceas estão sendo atacadas pelo inseto, o que pode, a longo 28 

prazo, ocasionar perda de biodiversidade (Chiacchio, 2008). Uma alternativa para a utilização 29 

de defensivos químicos no combate à praga é a utilização de cultivares de palma resistentes e 30 

tolerantes (Silva et al., 2007). 31 

 Atualmente várias cultivares de palma forrageira, testados em competição de campo para 32 

maior produtividade e resistência, estão sendo utilizados para o combate à cochonilha com o 33 

intuito de manter a população do inseto em níveis que não causem prejuízos às plantações 34 

tanto de palma, como às espécies nativas. No entanto ainda são escassas informações de como 35 

a cochonilha afeta a fisiologia da palma forrageira, e quais as modificações ocorrentes no 36 

metabolismo da planta para suportar o impacto causado pela infestação. 37 

As tecnologias genômicas têm promovido o entendimento de várias rotas metabólicas e de 38 

localização cromossomal de genes de interesse e sua história evolutiva, no que diz respeito à 39 

interações inseto-planta (Öktem et al., 2008). Neste contexto, a genômica funcional, através 40 

da transcriptômica, proteômica e metabolômica, tem auxiliado na determinaçãoda função 41 

biológica desses genes e de seus produtos (Holtorf et al., 2002). Funções metabólicas e 42 

morfogenéticas específicas de genes podem ser avaliadas pela comparação do perfil de RNA 43 

mensageiro de diferentes genótipos, tecidos, estágios de desenvolvimento, crescimento e 44 

condições ambientais.  Além disso, a expressão de genes sob condições específicas permite a 45 

comparação de seqüencias promotoras e regulatórias dos processos de resposta ao estímulo 46 

(Khun, 2001). 47 

Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo analisar aspectos fisiológicos de 48 

cultivares de palma forrageira sob condições de campo, com diferentes níveis de infestação 49 
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por cochonilha-do-carmim. Para isso foram avaliados variáveis do metabolismo primário e 50 

fotossintético, e traçado o perfil de expressão gênica desses cultuvares ao longo da infestação.  51 

  52 

MATERIAL E MÉTODOS 53 

 54 

Material Vegetal e condições de crescimento 55 

O experimento foi conduzido no Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA), localizado 56 

no Município de Arcoverde (8° 25′ 15″ S, 37° 3′ 41″ W), na safra 2010-2011. Foram 57 

utilizados três cultivars de palma forrageira, selecionados de acordo com seu nível de 58 

resistência à cochonilha-do-carmim (Figura 01): IPA Clone-20 (IPA - susceptível), F-08 (F-59 

08 - tolerante) e Orelha de Elefante Mexicana (OEM - resistente). O campo foi implantado no 60 

mês de Abril de 2010 e foram realizadas três coletas, uma em Setembro de 2010 quando o 61 

campo não apresentava infestação por cochonilha, uma em Novembro de 2010 quando o 62 

campo apresentava infestação moderada e outra em Março de 2011 com o campo altamente 63 

infestado. Considerou-se o nível de infestação do campo de acordo com a infestação do 64 

genótipo susceptível IPA Clone-20. Quando IPA Clone-20 apresentava até 50% da área do 65 

cladódio infestada considerou-se o campo como moderadamente infestado, e com mais de 66 

50% de área infestada, campo altamente infestado. Durante o período do experimento a 67 

temperatura média do município de Arcoverde foi de 25°C e a pluviosidade total durante a 68 

safra abril 2010 a junho 2011 foi 1195 mm (Tabela 1). 69 

 70 

Teor de cera epicuticular 71 

Para a análise de teor de cera foram coletados dez cladódios secundários intactos de cada 72 

genótipo e sem infestação por cochonilha. Os cladódios foram cuidadosamente embalados em 73 

papel e levados ao laboratório para a remoção e quantificação de cera. O método utilizado foi 74 
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o de Oliveira et al. (2003), utilizando três extrações sucessivas de 30 segundos com 75 

diclorometano. O teor de cera foi calculado pela razão entre a quantidade de cera em 76 

microgramas pela área do cladódio em cm², obtida pela fórmula AC = LC x CC x 0,632, onde 77 

AC é área do cladódio, LC o comprimento do cladódio e CC o comprimento do cladódio 78 

segundo Cortázar & Nobel (1991). 79 

 80 

Conteúdo de açúcares solúveis, aminoácidos livres totais, proteínas totais, pigmentos 81 

fotossintéticos e produtividade 82 

Amostras de tecido do clorênquima de cinco cladódios secundários foram coletadas às 15 83 

h, acondicionados em papel alumínio, congeladas em N2 líquido e armazenadas em freezer a -84 

20°C. A determinação do teor de carboidratos solúveis totais foi de acordo com Dubois et al. 85 

(1956). O teor de aminoácidos foi segundo Moore & Stein (1948) utilizando o método da 86 

ninhidrina. As proteínas solúveis foram analisadas segundo Bradford (1976) utilizando BSA 87 

(albumina de soro bovina) como padrão. Para a avaliação do conteúdo de pigmentos 88 

fotossintetizantes, foi usado o método de Lichthenthaler (1987). A produtividade das 89 

cultivares foi realizada após um ano do plantio e os dados expressos em toneladas de matéria 90 

verde e seca por hectare. 91 

 92 

Acidez Noturna Titulável 93 

Amostras foram coletadas de cinco cladódios secundários às 17 h (um pouco antes do pôr 94 

do sol) e às 04 h (antes do nascer do sol), congeladas N2 líquido e armazenadas em freezer a -95 

20°C. As amostras foram homogeneizadas em 10 mL de água deionizada e tituladas com 96 

0,01N de NaOH até pH 7,4. O acúmulo de ácidos foi determinado pela fórmula: ΔH+ = H+
Noite 97 

– H+
Manhã, segundo Weiss et al. (2010). 98 

 99 
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Atividade de PEP Carboxilase  100 

Amostras de tecido do clorênquima foram coletadas de cinco cladódios secundários às 22h, 101 

congelados em N2 líquido e armazenadas em freezer a -20°C. Foram realizadas duas coletas: 102 

uma em Setembro de 2010, com campo sem infestação, e outra em Março de 2011, com 103 

campo apresentando alta infestação. A extração da PEP Carboxilase seguiu o método de 104 

Abdel-Latif (2008). Aproximadamente 200 mg de material foi macerado em almofariz 105 

congelado em solução de extração [ 0.1M Tris-HCl (pH 7.8), 0.5mM EDTA, 1mM Mg2SO4 e 106 

1mM DTE (preparado na hora)], contendo uma pitada rasa  de polivinil pilorridona (PVP) 107 

num. Após  centrifugado por 30 minutos a 20.000 g a 4°C, o  sobrenadante foi resgatadopara 108 

análise da atividade enzimática. A atividade de PEP Carboxilase foi determinada em 109 

espectrofotômetro segundo o método de Blanke et al. (1986), através oxidação do NADH na 110 

presença da enzima Malato Desidrogenase (MDH) a 340nm. A solução da  reação foi 111 

composta por  50mM de tampão Tricine (pH 8,8), 10 units of MDH, 0,1mM NADH, 2,5mM 112 

Mg2SO4 e 5mM de NaHCO3 num volume total de 1mL. A reação foi iniciada pela adição de 113 

2,2 mM de fosfoenolpiruvato e a taxa de oxidação do NADH medida por 1 minuto.  114 

 115 

Análise Molecular 116 

Aproximadamente 500 mg de tecido do clorênquima de cladódios secundários de cada 117 

genótipo foram coletados três meses após a infestação com a cochonilha-do-carmim, 118 

macerados em N2 líquido e utilizados para extração do RNA total através do kit “PureLink 119 

Micro-to-Midi Total RNA Purification System” (Invitrogen). O RNA foi convertido em cDNA 120 

usando  o kit “Superscript III First-Strand Synthesis for RT-PCR” (Invitrogen), com  primer 121 

randômico (A2). . O cDNA gerado foi utilizado na reação de amplificação (PCR) utilizando o 122 

primer A2B2. Os produtos amplificados pela reação de PCR foram submetidos à eletroforese 123 

em gel de agarose a 1,8%, usando como padrão de peso molecular 1 Kb DNA Ladder 124 



30 

 

(Promega). O produto da PCR diferencialmente expresso (de interesse) foi isolado, purificado 125 

com o Kit “GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare, USA) e inserido no 126 

vetor pGEM,  através do Kit “pGEM-T Easy vector System I” (Promega), como recomendado 127 

pelo fabricante. A transformação foi realizada em MAX Efficiency® DH10B™ Competent 128 

Cells – Invitrogen), por Choque Térmico. Após a multiplicação dos clones positivos, foi 129 

realizada a seleção das colônias recombinantes a partir da diferenciação de sua cor na 130 

presença do IPTG (isopropyl thiogalactoside) e X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-131 

galactopyranoside). As colônias confirmadas como recombinantes foram inoculadas 132 

individualmente em meio LB suplementado com ampicilina 1,2 % (100 mg/ L), incubadas a 133 

37°C, 320 rpm, por 22 h. A cultura foi submetida a extração do DNA plasmidial (Miniprep) 134 

através do método de lise alcalina (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/public). 135 

A reação de sequenciamento foi usando 150 ng de DNA plasmidial, 0,7 µL de Big-dye 136 

versão 3.1(Applied Biosystems), primer T7 (3,2 pmoles) e 2 µL de tampão de 137 

seqüenciamento, completado para um volume final de água estéril para 10 µL. A eletroforese 138 

em capilar foi realizada em sequenciador automático ABI 3100 (Applied Biosystems). 139 

As sequências obtidas (Phred ≥ 20) foram analisados via BioEdit 7 (HALL, 1999).Após a 140 

retirado o segmento referente ao vetor (VecScreen: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen), 141 

as sequencias foram alinhadas e montadas via Cap3 (referencia Cap3). Com o objetivo de 142 

identificar proteínas similares ao fragmento sequenciado, as sequências de nucleotídeos foram 143 

confrontadas com as sequências do banco de proteínas não redundantes (nr) do Centro 144 

Nacional para Informação Biotecnológica (NCBI- National Center for Biotechnology 145 

Information) utilizando a ferramenta BLASTx (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A 146 

sequência foi então traduzida no quadro de leitura indicado pelo BLASTx com o auxílio do 147 

programa ORF-finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Tais polipeptídios 148 

preditos foram, submetidos à ferramenta BLASTp, para a identificação de proteínas 149 
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homólogas com função conhecida e, em paralelo, foi avaliada a integridade de seus domínios, 150 

via ferramenta CD-search, vinculada ao algoritmo rpsBLAST. 151 

 152 

Análise Estatística 153 

O desenho experimental foi de blocos ao acaso, com 3 blocos contendo 16 repetições de 154 

cada genótipo. Os dados foram analisados utilizando uma ANOVA One-Way para cada data 155 

de coleta, e as médias comparadas pelo teste de Student Newman-Keul´s a 5% de 156 

probabilidade pelo programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). 157 

 158 

RESULTADOS 159 

 160 

Cera epicuticular 161 

No primeiro mês de coleta, sem infestação no campo, o genótipo IPA apresentou diferença 162 

significativa no teor de cera (p≤0,05) em relação à F-08 e OEM, com 66% e 49% a mais de 163 

cera que as anteriores respectivamente. No segundo mês de coleta, em campo altamente 164 

infestado, todas as cultivares diferiram significativamente entre si (p≤0,05). O genótipo IPA 165 

novamente apresentou maior teor de cera, com 70% mais cera que F-08 e 32% mais que OEM 166 

(Fig. 02). 167 

 168 

Conteúdo de açúcares solúveis, aminoácidos livres totais, proteínas totais, pigmentos 169 

fotossintéticos e produtividade. 170 

No primeiro mês de coleta, em campo sem infestação, a cultivar OEM apresentou 52% e 171 

77% mais carboidratos que IPA e F-08 respectivamente (p≤0,05) (Fig. 3A). No segundo mês 172 

de coleta, com o campo apresentando infestação moderada, IPA e OEM apresentaram teor de 173 

carboidratos 42% e 54% maior que F-08, respectivamente (p≤0,05). No terceiro mês de 174 
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coletas e sob infestação severa, todas as cultivares diferiram entre si (p≤0,05), com OEM 175 

apresentando maior teor de carboidratos.  176 

A cultivar F-08 apresentou 132% e 84% mais aminoácidos (Fig. 3B) que IPA e OEM, 177 

respectivamente, em campo sem infestação (p≤0,05). Em campo moderadamente infestado 178 

nenhuma das cultivares diferiu significativamente entre si (p≥0,05). No terceiro mês, em 179 

campo com infestação severa, a cultivar F-08 apresentou menor teor de aminoácidos, com 180 

38% menos que IPA e 33% menos que OEM (p≤0,05). 181 

No primeiro mês de coleta (Fig. 3C), em campo sem infestação, IPA e OEM apresentaram 182 

teor de proteínas solúveis 72% e 83% maior que F-08 respectivamente (p≤0,05). No segundo 183 

mês de coleta, em campo moderadamente infestado, OEM apresentou 115% mais proteína 184 

que F-08 (p≤0,05). No mesmo período, IPA não diferiu significativamente de nenhum das 185 

demais cultivares (p≥0,05). Em campo apresentando infestação severa, nenhuma das 186 

cultivares diferiu significativamente entre si (p≥0,05). 187 

Quanto ao conteúdo de clorofila a (Fig. 4A) OEM apresentou valor 50% e 28% maior que 188 

IPA e F-08 respectivamente, em campo sem infestação (p≤0,05). No segundo mês de coleta, 189 

com infestação moderada, IPA apresentou teor de clorofila a 31% maior que F-08 e 42% 190 

maior que OEM (p≤0,05). Em campo com infestação severa, F-08 apresentou maior teor de 191 

clorofila a, com 30% mais que OEM (p≤0,05). No mesmo período, IPA não diferiu das 192 

demais cultivares (p≥0,05). Nenhuma das cultivares diferiu entre si (p≥0,05) no teor de 193 

clorofila b no primeiro mês de coletas, em campo sem infestação (Fig. 4B). No segundo mês, 194 

com infestação moderada, IPA apresentou 29 % e 45 % mais clorofila b que F-08 e OEM 195 

respectivamente (p≤0,05). Em campo altamente infestado, OEM apresentou valor 32% e 40% 196 

maior que IPA e F-08 respectivamente (p≤0,05). 197 

Não houve diferença (p≥0,05) entre as cultivares em campo sem infestação quanto ao 198 

conteúdo de carotenoides (Fig. 4C). Em campo com infestação moderada, IPA diferiu de F-08 199 
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e OEM (p≤0,05), apresentando conteúdo de carotenóides 45% e 28% maior que as demais 200 

respectivamente. No terceiro mês, em campo altamente infestado, nenhuma das cultivares 201 

diferiu significativamente entre si (p≥0,05). A cultivar IPA diferiu das demais cultivares 202 

apresentando 31% e 32% menos clorofilas totais que F-08 e OEM respectivamente (p≤0,05) 203 

(Fig. 4D). No segundo mês, com infestação moderada, IPA apresentou conteúdo de clorofilas 204 

totais 40% maior que F-08 e 38% maior que OEM (p≤0,05). No terceiro mês de coletas, com 205 

alta infestação, não houve diferença (p≥0,05) entre as cultivares. 206 

O genótipo F-08 apresentou a maior produtividade tanto em massa verde como em massa 207 

seca e diferiu das demais cultivares. A produtividade em massa verde de F-08 foi maior 73% 208 

e 121% que IPA e OEM respectivamente (Tabela 02). Em termos de massa seca a 209 

produtividade de F-08 foi maior que a de IPA 108% e que a de OEM 90%. 210 

 211 

Ácidos Orgânicos e Atividade Enzimática 212 

Em campo sem infestação (Fig. 5A), IPA e OEM apresentaram acúmulo de ácidos 213 

orgânicos 72% e 83% maior que F-08 respectivamente (p≤0,05). Em condição de infestação 214 

severa, todas as cultivares diferiram significativamente entre si (p≤0,05), com o conteúdo de 215 

OEM de ácidos orgânicos 90% maior que IPA e 42% maior que F-08. 216 

Em campo sem infestação (Fig. 5B), IPA apresentou uma atividade enzimática 94% e 217 

211% maior que F-08 e OEM respectivamente (p≤0,05), coleta realizada durante a estação 218 

seca (Tabela 1). No segundo mês, com campo apresentando alta infestação, não houve 219 

diferença significativa entre as cultivares (p≥0,05), coleta realizada durante a estação chuvosa. 220 

 221 

 222 

 223 

 224 
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Análise Molecular 225 

Através do uso da técnica de DDRT-PCR foi possível identificar um produto da PCR 226 

diferencialmente expresso no genótipo F-08 (Fig. 06) que, após clonagem e sequenciamento 227 

da sequencia (cerca de 500pb), apresentou similaridade com proteínas hipotéticas de algumas 228 

monocotiledôneas como milho, sorgo e arroz, além de uma “FK506-binding protein” de 229 

Ricinus e milho - uma família de proteínas que exibem atividade de prolil isomerase 230 

relacionada em termos de função com Ciclofilinas (Tabela 03). Através do ORF- finder foram 231 

identificados duas regiões codificantes para o frame +1 (Figura 07), ambas com similaridade 232 

para as mesmas sequências nas interações através algorítimo BLASTp, alinhando em regiões 233 

distintas, separados por cerca de 30 aminoácidos.  234 

As espécies obtidas com melhores alinhamentos no BLASTx, repetiram-se no BLASTp 235 

como os melhores matches. Apesar de apresentarem similaridade com proteínas já 236 

identificadas em outras espécies, através da ferramenta CD-search não foi possível determinar 237 

domínios funcionais íntegros, ou mesmo trechos destes na sequência do pepitídeo traduzido. 238 

Aponta-se para o domínio “FKBP_C super family” como sendo o domínio funcional, pois 239 

este está presente nas sequências obtidas como melhores interações no BLASTp (Tabela 03), 240 

bem como é possível identificar as regiões de baixa complexidade presente nestas sequências. 241 

 242 

DISCUSSÃO 243 

 244 

A cera epicuticular (CE) constitui a interface primária entre a planta e o ambiente, 245 

possuindo, desse modo, diversas funções ecológicas (Eigenbrode, 2004). Apesar de sua 246 

principal função estar relacionada à redução da perda de água por evapotranspiração, a 247 

importância da CE na interação inseto-planta já foi observada (Cervantes et al., 2002). Os 248 

resultados demonstram que as variedades tolerantes e resistentes de palma forrageira 249 
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apresentam menor teor de cera. Resultados semelhantes foram encontrados por Rutledge et al. 250 

(2003) em ervilha sob infestação por afídios em condições xerofíticas. Outro fator é que 251 

plantas com um menor teor de cera favorecem a mobilidade de inimigos naturais de insetos. É 252 

comum encontrar em campo infestado inimigos naturais da cochonilha-do-carmim, em 253 

especial Coleopteros como Zagreus bimaculosus e Coccidophilus citricola predando 254 

principalmente as formas caminhantes da praga (Lima et al., 2011). Em análises realizadas em 255 

laboratório Chang et al. (2006) e Gentry & Barbosa (2006) observaram um aumento na ação 256 

de predadores de diferentes ordens (Neuroptera, Coleoptera e Hemiptera), sob insetos-praga 257 

em plantas que apresentavam menor teor de cera. Apesar da presença de predadores, a 258 

utilização do controle biológico da cochonilha ainda não é eficiente, já que ainda não foram 259 

identificados predadores que se alimentem das colônias adultas devido a dificuldade de 260 

penetrar a cerosidade produzida pelo inseto. Segundo Žnidarčič (2008) alguns fatores como a 261 

preferência de insetos por folhas com maior ou menor teor de cera, ou a relação entre teor de 262 

cera e inimigos naturais devem ser observados para determinar o papel da CE na resistência 263 

da planta à infestação por insetos. Por outro lado, um menor teor de CE deixa a planta mais 264 

vulnerável à perda de água, o que reduz a tolerância ao déficit hídrico.  265 

Herbivoria e ataque de patógenos podem afetar o balanço de carbono das plantas. A 266 

intensa redução da área foliar causada por herbívoros de Casearia nitida, aumentou a 267 

concentração de carboidratos solúveis nas folhas restantes (Boege, 2005), sugerindo um 268 

aumento da taxa fotossintética das folhas que permaneceram, compensando a menor área 269 

fotossintetizante total. Por outro lado, o ataque de afídios em couve reduziu o conteúdo foliar 270 

de carboidratos em plantas sob intensa infestação (Khattab, 2007). De fato, se observarmos os 271 

valores de carboidratos nas cultivares de palma analisados no presente trabalho, verificamos 272 

que não houve uma alteração expressiva no balanço de carbono na cultivar susceptível IPA 273 

(Fig. 3A). Resultados compatíveis foram encontrados por Gomez et al. (2006) em algodão sob 274 
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infestação por afídios. A diminuição do teor de carboidratos das cultivares tolerante (F-08) e 275 

resistente (OEM) em campo moderadamente infestado e o subseqüente aumento em campo 276 

sob infestação severa pode estar relacionada às respostas de tolerância e/ou resistência ao 277 

estresse biótico. Carboidratos são precursores de metabólitos secundários, como compostos 278 

fenólicos que são os principais compostos que atuam em respostas de resistência. Segundo 279 

Lattanzio (2009) compostos fenólicos podem ser acumulados na planta ou sintetizados de 280 

novo em resposta ao estresse biótico. É possível que com o início da infestação, F-08 em 281 

menor quantidade, e OEM tenham realocado carboidratos para produção de metabólitos 282 

secundários e que com o estabelecimento da infestação na cultivar mais susceptível, o balanço 283 

normal de carbono tenha se restabelecido. Como defesas químicas são custosas para a planta, 284 

já que envolvem realocação de recursos, Purrington (2000) sugere que uma forma de diminuir 285 

estes custos é sintetizar compostos de defesa apenas após algum dano inicial causado por 286 

inseto ou patógeno. É provável que a cultivar tolerante F-08 apresente este comportamento, 287 

visto que a infestação não se desenvolve a ponto de causar prejuízos à planta, o que reflete na 288 

sua produtividade média de 16,21 ton.MS.ha-1. Em contrapartida a cultivar resistente OEM 289 

atinge produtividade média de 8,54 ton.MS.ha-1, próximo dos 7,80 ton.MS.ha-1 apresentados 290 

por IPA, o que sugere um investimento constante desta cultivar em defesas químicas. 291 

Assim como o balanço de carbono, o conteúdo de nitrogênio está intimamente relacionado 292 

ao funcionamento de aparato fotossintético da planta. O nitrogênio foliar é utilizado na 293 

formação dos aminoácidos, que se ligam originando proteínas solúveis como a Rubisco e 294 

enzimas do ciclo de Calvin e da respiração. Também é importante componente da molécula 295 

de clorofila na membrana dos tilacóides. Segundo Rai (2002) aminoácidos livres afetam o 296 

transporte de íons através de membranas e a atividade de algumas enzimas, funcionam como 297 

osmólitos e, como a prolina, eliminam espécies reativas de oxigênio. Além disso, são 298 

precursores de metabólitos secundários relacionados à defesa, como alcalóides e 299 
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aleloquímicos, o que pode explicar o aumento no teor de aminoácidos livres em OEM no 300 

início da infestação do campo por cochonilha-do-carmim (Fig. 3B). Schmidt et al. (2009) 301 

observaram um aumento no conteúdo de nitrogênio foliar em algodão exposto a uma pequena 302 

quantidade de ácaros. No entanto, em trabalhos posteriores, o mesmo autor não observou 303 

diferença no conteúdo de nitrogênio em outras variedades de algodão infestadas com lagarta, 304 

comportamento semelhante ao de IPA, que manteve seus níveis de aminoácidos e proteínas 305 

constantes. A acentuada redução no conteúdo de aminoácidos apresentada por F-08 está de 306 

acordo com resultados obtidos por Van Dam & Oomen (2008) em Brassica oleracea e 307 

algodão tratados com jasmonatos, substâncias sinalizadoras de ataque biótico. É importante 308 

observar a diminuição no teor de aminoácidos e aumento no teor de proteínas no genótipo F-309 

08, quando o campo apresentava alta infestação, sugerindo um investimento na produção de 310 

proteínas possivelmente envolvidas na fotossíntese, como a Rubisco, ou relacionadas à 311 

patogênese como quitinases ou peroxidases (De Wit, 2007). 312 

Alterações na biossíntese de pigmentos nos cloroplastos é uma estratégia que permite a 313 

adaptação das plantas a diferentes condições ambientais, inclusive de estresse biótico (Wang 314 

et al., 2004). O aumento no teor de pigmentos na cultivar IPA no início da infestação por 315 

cochonilha-do-carmim pode estar relacionado a uma reação de resposta ao inseto. Em 316 

condições de estresse biótico a taxa de biossíntese de clorofilas tende a aumentar, atuando 317 

como uma reação de defesa não-específica ao ataque, conferindo certa resistência ao 318 

organismo da planta (Vasil´eva, 2003). No entanto, com o aumento da infestação há a 319 

degradação dos pigmentos, possivelmente pela perda de área fotossintetizante da palma 320 

resultante do estabelecimento e multiplicação das colônias de cochonilha. É interessante notar 321 

a diminuição no teor de clorofilas na cultivar resistente OEM. Por apresentar uma maior área 322 

de cladódio, a degradação de clorofila ao longo da infestação sugere uma resposta 323 

fotoprotetora, já que menores teores de clorofila podem reduzir a absorção de luz prevenindo 324 
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os efeitos do estresse oxidativo e danos ao aparato fotossintético (Cao et al., 2006). Os 325 

carotenóides atuam principalmente como pigmentos fotoprotetores, prevenindo a formação de 326 

espécies reativas de oxigênio, tornando-se indispensáveis ao complexo antena (Standfuss et 327 

al., 2005). Apesar disso, um aumento esperado no conteúdo de carotenóides não foi 328 

observado.  329 

A PEP Carboxilase é uma enzima chave no processo fotossintético da palma forrageira, 330 

que apresenta metabolismo tipo CAM. Ela catalisa a β-carboxilação do fosfoenolpiruvato na 331 

presença de bicarbonato (HCO3
-) para produção de oxaloacetato e Pi, utilizando Mg2+ como 332 

co-fator (O´Leary et al., 2011). O oxaloacetato formado é então rapidamente convertido em 333 

malato e estocado no vacúolo, o que aumenta a acidez dos tecidos da planta durante a noite. 334 

Durante o período luminoso, o malato é descarboxilado e o CO2 é utilizado pela Rubisco no 335 

Ciclo de Calvin para produção de triose fosfato. A regulação da atividade da PEP Carboxilase 336 

é realizada em vários níveis, desde regulação alostérica à silenciamento da expressão gênica 337 

(Bilgin et al., 2010). A redução na atividade da PEP Carboxilase e, consequentemente, do 338 

acúmulo de ácidos orgânicos na cultivar IPA em campo sob infestação por cochonilha pode 339 

estar relacionado a uma redução da expressão de genes relacionados à fotossíntese (Fig. 5B). 340 

O ataque de insetos pode causar a redução nos níveis de RNA mensageiros que codificam 341 

para a Rubisco ou para os componentes do complexo antena dos fotossistemas (Montesano et 342 

al., 2004; Zou et al., 2005). Como não foi observada redução na produção de carboidratos em 343 

IPA, o que sugere normalidade na atividade da Rubisco, é possível que a regulação da 344 

expressão seja ao nível dos fotossistemas, que apresentaram grande redução no teor de 345 

clorofilas em campo altamente infestado.  346 

A diminuição da atividade enzimática também pode estar relacionada à perda da área 347 

fotossintetizante da palma pelo estabelecimento e multiplicação da cochonilha. Apesar de 348 

apresentar uma atividade de PEP Carboxilase menor, OEM acumulou mais ácidos orgânicos 349 
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que IPA (Fig. 5A). Segundo Drennan & Nobel (2000) a PEP Carboxilase também pode atuar 350 

refixando o CO2 liberado no processo respiratório na forma de malato. O malato tem sido 351 

frequentemente relacionado como um importante substrato para a respiração nas plantas, e 352 

uma significativa fração do piruvato que entra no Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos (TCA) é 353 

proveniente das reações combinadas da PEP Carboxilase, MDH e Nicotinamida Adenina 354 

Dinucleotídeo – Enzima Málica (NAD-ME). No entanto o piruvato proveniente da reação da 355 

piruvato quinase citosólica (PKc) é o substrato mais importante no processo respiratório, 356 

tendo a PEP Carboxilase uma função anaplerótica, para dar suporte à biossíntese e 357 

assimilação de nitrogênio, principalmente em condições de estresse (Plaxton & Podest´a, 358 

2006; Sweetlove et al., 2010). Apesar dos dados obtidos, existe uma dificuldade em avaliar a 359 

ação da PEP Carboxilase, pois alterações na atividade da enzima pode ser resultado do 360 

aumento ou redução da transcrição, tradução ou modificações pós-traducionais, 361 

principalmente fosforilação, e de condições ambientais (Doubnerová, 2011).  362 

As ciclofilinas constituem uma família de proteínas bastante abundante que, em plantas 363 

superiores, executam diferentes tipos de processos fisiológicos, marcadamente relacionados à 364 

respostas a diferentes fatores de estresse biótico e abiótico (Opiyo & Moriyama, 2009). De 365 

acordo com sua localização subcelular, as ciclofilinas podem ser divididas em vários tipos, 366 

como cloroplastídica, citoplasmática e mitocondrial. Pelo menos cinco tipos de ciclofilinas 367 

citoplasmáticas foram identificados em Arabidosis thaliana indicando que proteínas deste tipo 368 

possuem funções ainda mais diversas em plantas do que previamente imaginado (Chou & 369 

Gasser, 1997).  370 

Resultados da análise molecular (DDRT-PCR) apontam para uma diferença de expressão 371 

de uma ciclofilina no genótipo tolerante a cochonilha (genótipo F-08). Estudos moleculares 372 

com ciclofilinas em plantas indicam alterações no seu nível de expressão após algum tipo de 373 

estresse. Godoy et al. (2000) verificaram a expressão de ciclofilinas em tomate em resposta à 374 
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exposição ao ácido salicílico e infecção bacteriana. Resultados semelhantes foram 375 

encontrados por Chen et al. (2007) trabalhando com indução de expressão de ciclofilinas em 376 

agrião (Lepidium sativum), após exposição por sal, ácido abscísico (ABA), peróxido de 377 

hidrogênio (H2O2), altas temperaturas e infecção por fungo. Um aumento na expressão de 378 

ciclofilinas também está relacionado à liberação do citocromo c, envolvido em processos de 379 

morte celular programada, um tipo de resposta de hipersensibilidade causada pela interação 380 

planta-patógeno (Hatsugai et al., 2004). Como os genótipos de palma analisados estavam 381 

submetidos às mesmas condições abióticas, é possível que a expressão da ciclofilina em F-08 382 

possa ter relação com a infestação pela cochonilha. No entanto, não é possível afirmar com 383 

precisão que tipo de ciclofilina está sendo expressa, nem se ela tem relação direta com a 384 

infestação sem uma análise mais pormenorizada. Apesar disso, novas análises envolvendo 385 

Northern blotting ou PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) serão realizados 386 

futuramente, para confirmação da expressão diferencial deste produto gênico.  387 

Os resultados sugerem que a cultivar resistente OEM apresenta um mecanismo de defesa 388 

contra infestação por cochonilha-do-carmim eficiente, possivelmente investindo a maior parte 389 

de seus recursos no metabolismo secundário em detrimento de sua produtividade que se 390 

equiparou ao da cultivar susceptível IPA. Com a perda de área fotossintetizante ou uma sub-391 

expressão de genes da fotossíntese, a atividade de PEP Carboxilase foi diretamente afetada 392 

pela infestação em IPA, o que pode vir a reduzir a capacidade de carboxilação pela Rubisco e 393 

a produção de ácidos orgânicos através de uma retrorregulação do metabolismo. Apesar de 394 

apresentar infestação, F-08 manteve sua performance quanto a produção de massa seca, uma 395 

característica de espécies tolerantes, investindo na produção de proteínas, provavelmente 396 

envolvidas na fotossíntese. É possível que a expressão de proteínas da família das ciclofilinas 397 

seja induzida pela infestação da cochonilha em F-08.  398 

 399 
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Tabela 01. Dados meteorológicos do município de Arcoverde durante o período de coletas. 

Variáveis climáticas 
Épocas de colheita 

Setembro/2010 Novembro/2010 Março/2011 

Pluviosidade (mm) 36,1 0 46,1 

Temperatura Média (°C) 21,8 27,8 25,6 

Umidade do ar (%) 75,5 42 62 

Umidade do solo (%) 1,09 1,12 3,10 

 

 

Tabela 02. Produtividade média dos genótipos de Opuntia ficus-indica. MV 

(massa verde), MS (massa seca). Colheita realizada 14 meses após o plantio no 

município de Arcoverde. 

Genótipos t.MV.ha-1 t.MS.ha-1

IPA 112,41 b 7,80 b 

F-08 194,87 a 16,21 a 

OEM 88,22 b 8,54 b 

Médias seguidas da mesma letra não diferiram entre si no teste de 
Student Newman-Keul´s 5%. 
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Tabela 03. Resultados da interação via BLASTx e BLASTp, da sequencia isolada e 

sequenciada de  Opuntia fícus-indica, no banco de proteínas (nr) do NCBI, considerando-se, 

no mínimo, e-value ≤ e-05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acesso 
GenBank 

e-value 

BLASTx/BLASTp 
Id Pos Gaps Frame Espécie Descrição 

Domínio 
Conservado 

ACG34411 4,00E-12/ 4,00E-24 31/37 35/37 0/37 1 Zea mays 
uncharacterize
d protein 

- 

EES10880 6,00E-12/5,00E-17 31/37 35/37 0/37 1 
Sorgum 
bicolor 

hypothetical 
protein 

FKBP_C 
super family 

EEE61079 4,00E-07/3,00E-10 25/37 33/37 1/37 1 Oryza sativa
unnamed 
protein product 

- 

BAJ85650 4,00E-06/1,00E-10 24/37 32/37 1/37 1 
Hordeum 
vulgare predict protein 

FKBP_C 
super family 

EEF51514 4,00E-05/3,00E-06 21/38 33/38 1/37 1 
Ricinus 
communis 

FK506-binding 
protein 

FKBP_C 
super family 

ACG24189 5,00E-05/5,00-06 24/38 28/38 2/38 1 Zea mays 
FK506-binding 
protein  

- 
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Figura 01. Cultivares de Opuntia ficus-indica. IPA Clone-20, F-08 e Orelha de Elefante 

Mexicana, respectivamente. 

 

Figura 02. Teor de cera epicuticular nos genótipos de Opuntia ficus-indica. Barras ± Erro 

padrão seguidas da mesma letra não diferiram entre si pelo teste de Student Newman Keuls 

(p˂0,05), n=5 

 

Figura 03. Teor de Acúcares solúveis, Aminoácidos e Proteínas dos genótipos de Opuntia 

ficus-indica.Barras ± Erro padrão seguidas da mesma letra não diferiram entre si pelo teste de 

Student Newman Keuls (p˂0,05), n=5 

 

Figura 04. Teor de pigmentos fotossintetizantes nos genótipos de Opuntia ficus-indica. Barras 

± Erro padrão seguidas da mesma letra não diferiram entre si pelo teste de Student Newman 

Keuls (p˂0,05), n=5 

 

Figura 05. Acúmulo de acidez noturna e atividade de PEP Carboxilase nos genótipos de 

Opuntia ficus-indica. Barras ± Erro padrão seguidas da mesma letra não diferiram entre si 

pelo teste de Student Newman Keuls (p˂0,05), n=5 

 

Figura 06. Fotografia da eletroforese dos produtos da PCR obtidos dos cDNAs dos genótipos 

IPA (T1); OEM (T2) e F-08 (T3) de Opuntia fícus-indica. O fragmento marcado em vermelho 

foi o selecionado para seqüenciamento 

 

Figura 07. Análise da ORF do segmento de 415 nucleotídeos amplificado de Opuntia ficus-

indica. Os retângulos em azul correspondem a região codificante no frame +1, separadas entre 

si por 58 nucleotídeos. Os números correspondem às posições das bases 
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Fig. 07 
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CONCLUSÕES 

 

• A atividade de PEP Carboxilase é diretamente afetada em IPA Clone-20, o que reflete 

na redução de acúmulo de ácidos orgânicos e produtividade. 

• A cultivar resistente Orelha de Elefante Mexicana possivelmente investe uma maior 

quantidade de recursos na produção de compostos de defesa, visto que apresenta alto 

teor de carboidratos, precursores de metabólitos secundários, mas baixa produtividade. 

• A tolerância de F-08 à cochonilha-do-carmim é verificada pela manutenção de sua 

performance, mesmo em campo altamente infestado, um comportamento associado à 

relações mutualísticas. 

• A proteína relacionada às ciclofilinas, expressa pela cultivar F-08, pode estar associada 

à respostas de hipersensibilidade ao estresse biótico, sendo ainda necessários estudos 

mais específicos  para uma avaliação mais concreta de sua expressão e funções.    
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RESUMO 

 

Por serem organismos sésseis, os vegetais estão constantemente expostos à ação de agentes de 

estresse biótico e abiótico. No curso da evolução, mecanismos de defesa foram desenvolvidos 

pelas plantas a fim de combater os efeitos prejudiciais deste tipo de interação, seja investindo 

em metabólitos secundários, ou até na regulação de genes que codificam proteínas específicas 

durante o estresse. O presente trabalho avaliou os efeitos na fisiologia de cultivares de 

Opuntia ficus-indica durante infestação por cochonilha-do-carmim Dactylopius opuntiae. 

Três cultivares com diferentes níveis de tolerância ao inseto foram selecionados: IPA Clone-

20 (susceptível), F-08 (tolerante) e Orelha de Elefante Mexicana (resistente). Foi avaliado o 

metabolismo primário dos genótipos, bem como teor de cera epicuticular, atividade de PEP 

Carboxilase, acúmulo de ácidos orgânicos e perfil de expressão em gel de agarose, ao longo 

da infestação. As coletas aconteceram entre Setembro de 2010 e Março de 2011, período em 

que as cultivares foram avaliadas em campo sadio, moderadamente infestado e altamente 

infestado. A cultivar IPA clone-20 apresentou teor de cera 70% maior nas coletas em campo 

com e sem infestação, em comparação com as demais cultivares. Orelha de Elefante 

Mexicana apresentou maior teor de carboidratos em todas as coletas. O teor de aminoácidos 

em F-08 caiu 132% durante a infestação, comportamento contrário ao teor de proteínas que 

aumentou 60%, não havendo diferenças marcantes nas demais cultivares. A cultivar Orelha de 

Elefante Mexicana apresentou queda mais acentuada nos teores de clorofilas a, b, e clorofilas 

totais em comparação com os demais. Todas as cultivares apresentaram decréscimo no teor de 

carotenóides ao longo da infestação. Houve redução de 60% na atividade de PEP Carboxilase 

em IPA Clone-20 quando comparada em campo sadio e infestado, bem como no acúmulo de 

ácidos orgânicos que caiu 54%. O perfil de expressão em gel de agarose mostrou uma banda 

diferencialmente expressa na cultivar F-08, que após seqüenciamento, mostrou similaridade 

com proteínas da família das ciclofilinas, relacionadas às respostas a estresse biótico ou 

abiótico. Os resultados sugerem que a cultivar Orelha de Elefante Mexicana investe na 

produção de compostos de defesa, pois apesar de apresentar altos teores de carboidratos, a 

produtividade em campo foi 100% menor que F-08 e semelhante à IPA Clone-20, a cultivar 

mais susceptível. A atividade de PEP Carboxilase em IPA Clone-20 foi diretamente afetada 

pela infestação por cochonilha-do-carmim, possivelmente pela perda de área fotossintetizante 

durante a infestação, refletindo no acúmulo de ácidos orgânicos, que pode reduzir a 

capacidade de carboxilação pela RUBISCO. A cultivar F-08 apresentou típica resposta de 

tolerância ao estresse, pois não houve perda de performance mesmo na presença do inseto. 
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Como todos os genótipos foram submetidos às mesmas condições abióticas em campo, é 

possível que a expressão de proteínas ciclofilinas em F-08 esteja relacionada à resposta de 

hipersensibilidade ao inseto. 

 

Palavras-Chave: CAM, Estresse biótico, Palma forrageira. 
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ABSTRACT 

 

Because they are sessile organisms, plants are constantly exposed to the action of agents of 

biotic and abiotic stress. In thecourse of evolution, defense mechanisms have been developed 

by plants to combat the harmful effects of this type of interaction, whether investing in 

secondary metabolites, or even in the regulation of genes that encode specific proteins during 

stress. The present study evaluated the effects on the physiology of Opuntia ficus-indica 

cultivars during by carmine cochineal Dactylopius opuntiae infestation. Three cultivars with 

different levels of tolerance to the insect have been selected: IPA Clone-20 (susceptible), F-08 

(tolerant) and Orelha de Elefante Mexicana (resistant). There was assessed the primary 

metabolism, as well as epicuticular wax content, PEP Carboxylase activity, accumulation of 

organic acids and the expression profile in agarose gel, along the infestation. Sampling took 

place between September 2010 and March 2011, during which the cultivars were evaluated in 

the field healthy, moderately and highly infested. The cultivar IPA Clone-20 showed wax 

content 70% higher in samples with and without field infestation, compared with other 

cultivars. Orelha de Elefante Mexicana had higher carbohydrate content in all samples. The 

amino acids content in F- 08 fell 132% during the infestation, on the contrary to the protein 

content which increased 60%, with non-significant differences in other cultivars. The cultivar 

Orelha de Elefante Mexicana showed sharper drop in chlorophyll a, b and total chlorophyll 

content, in comparison with others. All cultivars showed a decrease in carotenoids content 

throughout the infestation. There was a 60% reduction in the activity of PEP Carboxylase in 

IPA-Clone 20 compared with healthy and infested field, as well as the accumulation of 

organic acids which fell 54%. The expression profile in agarose gel showed a band 

differentially expressed in the cultivar F-08, which after sequencing, showed similarity with 

the Cyclophilins protein family, related to answers to biotic and abiotic stresses. The results 

suggest that the cultivar Orelha de Elefante Mexicana invests in the production of defense 

compounds, because despite having high levels of carbohydrates, field productivity was 100% 

lower than F-08 and similar to IPA Clone-20, the more susceptible cultivar. The PEP 

Carboxylase activity was directly affected by the infestation of carmine cochineal in IPA 

Clone-20, possibly by the loss of photosynthetic area during the infestation, reflecting in the 

accumulation of organic acids, which may reduce the carboxylation capacity by RUBISCO. 

The F-08 cultivar showed typical response of stress tolerance, as there was no loss of fitness 

even in the presence of the insect. Since all cultivars were subjected to the same abiotic 
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factors in field, it is possible that the expression of cyclophilins in F-08 is related to 

hypersensitive response to the insect. 

 

Key-Words: CAM, Biotic Stress, Prickly Pear.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 



65 

 

 



66 

 

 



67 

 

 



68 

 

 



69 

 

 



70 

 

 



71 

 

 



72 

 

 



73 

 

 



74 

 

 



75 

 

 


