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RESUMO

A cana-de-acucar tem uma grande importancia econdmica no Brasil, o qual se destaca como o maior produtor
mundial. Entretanto, doencas afetam diretamente a produtividade da cultura, podendo levar a perdas totais
na colheita. Uma das principais doencas é o carvdo da cana-de-acgUcar, cujo agente etiolégico € o fungo
Ustilago scitiminea. Considerando a importancia e a grande incidéncia dessa doenc¢a nas areas em que se
cultiva a cana-de-aglcar e a perda de resisténcia das cultivares em uso, o presente trabalho teve como
objetivo validar marcadores moleculares identificados in silico em sequéncias gendmicas associadas a genes
de resisténcia a doencas. Neste contexto, 25 pares de iniciadores desenhados para anelar nas sequéncias
supracitadas foram testados. Para tanto, foi utilizado DNA de genétipos de cana-de-agUcar resistentes e
suscetiveis ao carvao para padronizar a de PCR. Os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1,7%.
Conforme resultados obtidos, 17 pares de iniciadores do estudo anelaram e amplificaram regiées especificas
do genoma da cana-de-agUcar e, consequentemente, estdo aptos para serem utilizados em estudos
posteriores.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharum spp., carvao de cana-de-agUcar, marcadores moleculares

1 INTRODUGCAO

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum spp.), tem uma grande importancia no
cenario da economia do Brasil, sendo o pais com a maior producéo desta commodity, com
uma producdo na safra de 2020/21 de 654,8 milhdes de toneladas, em uma é&rea total de
8,62 milhdes de hectares (CONAB, 2021).

Dentre muitos fatores que afetam a produtividade da cultura, o ataque de patdégenos
sem davidas é um dos principais. O carvao (Ustilago scitaminea) € uma das principais
doencas que atacam a cana-de-acUcar, levando a perdas significativas na lavoura, como
ocorrido por exemplo na década de 1980, quando foram registradas perdas de
produtividade de 80% nas lavouras implantadas com a variedade NA56-79, que ocupava
cerca de 50% de toda area cultivada de cana-de-acucar (RAGO; CASAGRANDE;
MASSOLA JUNIOR, 2009)

Uma das ferramentas que podem ser utilizadas auxiliando os programas de
melhoramento genético a identificar genes putativos de resisténcia a doencas, sao 0s
marcadores moleculares de DNA. Alguns trabalhos vem demonstrando a eficacia destas
ferramentas, como é o caso do gene Brul de resisténcia a ferrugem marrom (PARCO et
al., 2017), também utilizados para genes putativos a resisténcia da ferrugem laranja (FIER
et al., 2020).

Diante o cenério atual, o presente trabalho teve como objetivo validar marcadores
moleculares identificados in silico em sequéncias gendmicas associadas a genes de
resisténcia a doencgas, padronizando as condigdes de amplificagdo em cultivares de cana-
de-acucar com diferentes reacfes a presenca do patégeno.
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2 MATERIAIS E METODOS

O genoma de AP85-441 foi utilizado como base para selecionar sequéncias de cana-
de-acucar, levando em consideracgéo os resultados previamente descritos na literatura que
indicavam dominios conservados associados a genes de resisténcia a doencgas. A partir
disso, vinte e cinco pares de iniciadores foram desenhados e analisados in silico.

O material vegetal era composto por plantas de cana-de-agucar onde observa-se a
presenca e auséncia natural do patdégeno. Com isso, ttm-se amostras contrastantes sobre
a possivel resisténcia ou suscetibilidade a doenca do carvdo. O DNA foi extraido a partir
das folhas mais jovens, utilizando a metodologia adaptada de Hoisington et al. (1994).

As condigcbes da PCR foram entdo padronizadas, considerando 0s seguintes
parametros: concentracdes de DNA, iniciadores, MgCl2, dNTPs, temperatura de
anelamento e o programa da PCR, considerando o nimero de ciclos e tempo.

Os segmentos de DNA amplificados pela PCR foram identificados no gel de agarose
a 1,7%. Apos a eletroforese o gel foi corado em brometo de etidio a 0,5 ug-mL?. Para
marcar o peso molecular foi utilizado o padrao molecular conhecido de 100 pares de base
em cada gel. O gel foi fotografado em um transiluminador com luz ultravioleta (UV), da
Loccus Biotecnologia e software L-Piximage.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

De acordo com a padronizacdo o mix da PCR foi composto por 2,0uL de tampao
PCR 1X (Invitrogen, Life Technologies Corporation), 2,0uL de MgCl, (2mM), 0,2 mM de
cada dNTP, 0,2uL de Platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen) (1U), 1,0uL do iniciador
da fita senso (10 yM), 1,0uL do iniciador da fita anti-senso (10 uM), 3,0uL de DNA gendémico
(10 ng-pL™1) e 10,0uL de agua Milli-Q (Millipore Corporation).

O programa de PCR definido foi o Touchdown-PCR (TD), conforme DON et al.
(1991). A temperatura méaxima para o programa TD foi definida em 67°C para a temperatura
maxima de anelamento e 55°C para a menor temperatura.

A partir desta padronizacdo, foi possivel confirmar a validacdo da maioria dos
iniciadores. Vale ressaltar que a visualizacdo em gel de alguns pares de iniciadores foi mais
evidente que em outros, mas o resultado de amplificacdo das regifes especificas de cada
iniciador foi confirmado para 17 dos 25 pares de iniciadores.

Os resultados de validacéo obtidos para os pares de iniciadores testados neste
estudo estédo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Padronizagdo de iniciadores

Nome do iniciador Tamanho do Amplicon
Sspon.0l 186pb
Sspon.02 161pb
Sspon.03 274pb
Sspon.04 277pb
Sspon.05 277pb
Sspon.06 257pb
Sspon.07 134pb
Sspon.08 -
Sspon.09 -
Sspon.10 157pb
Sspon.11 184pb
Sspon.12 292pb
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Sspon.13 183pb
Sspon.14 182pb
Sspon.15 104pb
Sspon.16 125pb
Sspon.17 221pb
Sspon.18 121pb
Sspon.19 260pb
Sspon.20 -
Sspon.21 -
Sspon.22 -
Sspon.23 -
Sspon.24 -
Sspon.25 -

TD — Touchdown;

4 CONSIDERACOES FINAIS

Ap0Os o processo de padronizacao foi possivel estabelecer condicfes para 0 uso os
17 marcadores que podem ser utilizados para o tanto para estudos de resisténcia ao carvao
da cana-de-acucar, quanto para outros estudos genéticos. Assim, espera-se que o presente
trabalho possa agregar informacdes que auxiliem os programas de melhoramento genético
da cultura da cana-de-acucar.
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