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RESUMO

O maracuja € uma importante cultura do Norte/Noroeste Fluminense.
Mesmo com a expansao das areas de plantio e producao, a cultura tem sérios
problemas fitotécnicos e fitossanitarios. Dentre estes, destacam-se os insetos
como os principais causadores de perdas em produgdes agricolas por alterem
a capacidade fotossintética das plantas. Duas espécies sdao comumente
encontradas: Agraulis vanillae vanillae e Dionae juno juno.

Entretanto as plantas respondem aos ataques de insetos herbivoros
exibindo uma variedade de estratégias morfologicas e fisioldgicas. As defesas
diretas induzidas estdo envolvidas na resposta sob o ataque de predadores.
Assim os estimulos provocados pela lesdao na planta levam a produgao de
moléculas sinalizadoras que ativam uma cascata de eventos culminando na
ativacao de genes de defesa e em seguida a sintese de proteinas defesa.
Utilizando o tomate como planta modelo, uma via da transducao de sinalizagao
da resposta de defesa vegetal foi proposta por Farmer e Ryan (1992).

Para o estudo do mecanismo de defesa em plantas de maracuja foi
realizada, inicialmente, a sintese de um fragmento de cDNA de
aproximadamente 700 pb, cuja sequéncia deduzida de aminoacidos foi
homodloga a diversas LOX vegetais. O fragmento foi utilizado como sonda
marcada em experimentos de Northern blot evidenciando o acumulo de RNAm
de LOX em folhas de maracuja na resposta ao tratamento com metil
jasmonato, ferimento mecéanico e na resposta a herbivoros generalistas e
especialistas (Spodoptera frugiperda e Agraulis vanillae vanillae).

Analisamos a atividade de LOX seguindo modelo de herbivoria causado
pelas larvas dos insetos generalistas e especialistas apos 24 e 48 horas.
Observamos que a atividade de LOX aumenta consideravelmente quando
submetidas as herbivorias, mesmo em folhas sistémicas (folhas intactas de
plantas submetidas a herbivoria) quando comparadas com o grupo controle. Os
dados demonstram uma atividade analoga de LOX em resposta a ambos os
insetos.

Além disso, também avaliamos a quantificagdo do acido jasménico
produzido em plantas feridas, relacionando a quantidade de acido jasménico

endégeno com o acumulo de RNAm LOX em folhas de maracuja. Aliados aos



outros experimentos descritos, concluimos que a LOX de maracuja participa do
processo de defesa vegetal culminando na sintese de acido jasmoénico atraves

da via Octadecandide.



ABSTRACT

The passion fruit is an important crop in North and Northwest Fluminense. Even with the
expansion of planted areas and production, the culture has serious problems phytotechnical and
plant. Chief among these are the insects as the main cause of losses in agricultural production
by changing the photosynthetic capacity of plants. Two species are commonly found: Agraulis
vanillae vanillae Dionaea and juno.

However plants respond to attack by herbivorous insects exhibiting a variety of
morphological and physiological strategies. Induced direct defenses are involved in the
response under attack from predators. Thus the stimuli caused by damage to the plant led to
production of signaling molecules that activate a cascade of events culminating in the activation
of defense genes and then protein synthesis defense. Using tomato as a model, a way of
signaling transduction of plant defense response was proposed by Farmer and Ryan (1992).

To study the defense mechanism in passion fruit plants fristly we performed the
synthesis of a cDNA fragment of approximately 700 bp, whose deduced amino acid sequence
was homologous to several plant LOX. The fragment was used as labeled probe in Northern blot
experiments showing the accumulation of LOX mRNA in leaves of passion in response to
treatment with methyl jasmonate, mechanical wounding and in response to generalist and
specialist herbivores (Spodoptera.frugiperda and Agraulis vanillae vanillae) .

We analyzed the activity of LOX following model of herbivory caused by larvae of the
generalist and specialist insects after 24 and 48 hours. We observed that LOX activity increases
considerably when subjected to herbivory, even in systemic leaves (leaves intact plants
subjected to herbivory) when compared with the control group. The data show a similar activity
of LOX in response to both insects.

In addition, we also evaluated the quantification of jasmonic acid produced in the
wounded, relating the amount of endogenous jasmonic acid with the accumulation of LOX
MRNA in leaves of passion fruit. Taken togehter our data lead us to conclude that the LOX of
passion involved in the process of plant defense culminating in the synthesis of jasmonic acid

Via the Octadecanoid.



1. INTRODUGAO

1.1 CONSIDERAGOES GERAIS

A agricultura é, indubitavelmente, um dos fatos marcantes do
desenvolvimento da sociedade e da sobrevivéncia humana no planeta. Para
alimentacgao correta de 6,5 bilhdes de pessoas seria imprescindivel o aumento
da producao agricola em cerca de 30% e para alimentar 10 bilhdes de pessoas
em 2050 a producdo de alimentos deveria triplicar (Mazoyer, 2003), mas,
segundo dados estatisticos, a ineficiéncia das técnicas agricultura nao permitira
o alcance dessa meta até 2050 (Scolari, 2007). A competicao interespecifica
entre plantas invasoras e o predatismo por insetos sdo alguns maiores
problemas que entravam o aumento da produtividade de plantas cultivadas
(ANDEF, 2007). O crescimento da populagdao desde o inicio deste século
induziu uma maior produgao de areas agricultaveis e o monocultivo aliado com
a abertura de novas fronteiras agricolas em areas tropicais e sub-tropicais
fizeram com que modificagbes no ecossistema difundissem pragas na
agricultura, gerando enormes prejuizos na economia de muitos paises em
desenvolvimento (Mazoyer, 2003).

O avanco do conhecimento do homem levou a obtencdo de novos
recursos e alternativas contra perdas agricolas, como os agrotoxicos. Usado
em larga escala no Brasil, esses quimicos geram inumeros prejuizos para o
ambiente como intoxicagbes de solos, lengois freaticos e de trabalhadores
rurais (Ghini e Bettiol, 2000). Muitas técnicas tém sido propostas para minimizar
0 uso de agrotoxicos, uma delas € o melhoramento vegetal que permite selegéo
de cultivares resistentes as pragas efetivas nas culturas, como € o caso do
fumo, trigo, arroz e outras espécies vegetais (Raven et al., 2001). Com o
advento da tecnologia do DNA recombinante abriu-se um grande espectro de
manipulagdo genética tendo a biotecnologia como uma das alternativas viaveis
ao combate de pragas agricolas (Dicke et al., 2004). A producgado de plantas
resistentes a insetos € uma das precedéncias dos programas de biotecnologia
vegetal. Varias taticas ja foram aplicadas, e um dos exemplos mais avaliados

sdo as plantas transgénicas que produzem a toxina do Bacillus thuringiensis.



Diversas espécies vegetais, incluindo o milho, expressando a toxina Bt e

resistentes a insetos ja foram obtidas (van der Biezen, 2001).

1.2 0 MARACUJA, COMO MODELO DE ESTUDO

1.2.1 Caracteristicas e importancia econémica

As espécies de maracuja pertencem a familia Passifloraceae que é
composta de doze géneros, sendo o género Passiflora, o de maior
expressividade, com cerca de 354 a 500 espécies americanas (Oliveira et al.,
2002; Souza e Meletti, 1997) No Brasil, o numero de espécies é de 111 a 150,
sendo a regido Centro-Norte o maior centro de distribuicdo geografica desse
género (Faleiro et al., 2005). Do género Passiflora, a espécie mais cultivada é a
Passiflora edulis Sims que tem como nome vulgar, maracuja-amarelo ou
maracuja-azedo, seguida pela Passiflora alata ou maracuja-doce. Embora, com
a coloragao diferente, 0 maracuja roxo pertence a espécie Passiflora edulis
Sims, e é muito cultivado na Australia, Africa e sudeste asiatico. Estima-se que,
juntas, as espécies P. edulis Sims e P. alata ocupem mais de 90% da area
cultivada com maracuja no mundo (Bernacci, 2008).

O maracujazeiro € uma planta arbustiva, trepadeira de crescimento
continuo e vigoroso podendo atingir até 10 metros de extensdo. Apos 160 dias
da idade os ramos passam a ter um crescimento linear e as raizes
desenvolvem-se rapidamente, entre 210 e 300 dias, apds este periodo comeca
a floragao e a formacao de frutos (Liberato e Costa, 2001). Entra em floragao
com 4-5 meses de vida. A flor € hermafrodita com estigmas localizados acima
das anteras (dificultando a polinizagao). O fruto tem formato variado (globoso,
ovoide oblongo, piriforme), peso 100 a 160g, 9cm de didmetro (cor variada -
amarela roxa, esverdeada, avermelhada). Quando maduro, o fruto desprende-
se e cai ao chao. A polpa do fruto, de cor amarela a laranja, envolve sementes,
ovais, pretas, em numero de aproximadamente 200 por fruto. O fruto murcha
apo6s seis dias de colhido. O suco do fruto tem acidez elevada (maracuja
amarelo), acidez média (maracuja roxo) e acidez baixa (maracuja doce), e
sabor e aroma agradaveis (MAARA, 2006).



Segundo o Instituto de Tecnologia de Alimentos do Estado de S&o
Paulo, os principais segmentos de mercado para o suco concentrado e a polpa
de maracuja sao: 1) bebidas - principalmente os sucos de frutas, os néctares,
os licores e a preparagdo de aperitivos e coquetéis de frutas tropicais; 2)
laticinios - utilizados em iogurtes, misturas de leite e sorvetes; 3) confeitaria -
utilizados em bolos, doces e recheios para bombons; 4) geléias e geleiados; 5)
alimentos enlatados - utilizados em salada de frutas tropicais, onde pedacos
das frutas sdo colocados em xarope de maracuja; 6) fonte de niaciana,
vitamina A e C.

Além da polpa do fruto do maracuja, os outros possiveis subprodutos
seriam a pectina obtida da casca e o 6leo comestivel obtido a partir da
semente. Esses subprodutos, no entanto, ndo sdo extraidos em nivel industrial,
estando restritos a experimentos de laboratoérios (Rizzi et al.,1998).

Com uma area plantada de aproximadamente 46.000 hectares, o cultivo
de maracuja esta disperso por quase todo o territério nacional o que representa
cerca de 0,7% da area destinada a producao de lavouras permanentes no pais
(IBGE, 2008). O Brasil € apontado como o principal produtor mundial, tendo
como maiores produtores os estados Bahia (23,6 milhdes toneladas), seguida
do Estado de Sao Paulo (18 milhdes toneladas), Espirito Santo (6 milhdes
toneladas) (Tabela 1). Também vem avangando a producdo dos Estados de
Pernambuco (34 mil toneladas) e do Rio de Janeiro (31 mil toneladas)
(Agrianual, 2008).

Segundo os dados disponiveis, a produgdo nacional de suco de
maracuja evoluiu, no periodo 1993 - 2005, conforme a Tabela 1. Observa-se
que no ano de 1995 ocorreu uma queda nas exportagdes de maracuja devido
ao plano econdémico vigente, o que nao acarretou na diminui¢do da producao

do fruto.



Tabela 1: Dados referentes a produgao brasileira de suco de maracuja.

Ano Produca Tonelada (%) Tonelada (%

199 36.692,8 33.048,3 90, 3.644,5 9,
3

199 41.501,9 39.375,7 94, 2.12602 5,
4

199 67.240,0 66.992,0 99, 248,0 0,
5

199 72.122,6 66.511,6 92, 6.109,0 8,
6

199 79.335,0 73.163,0 92, 6.172,0 7,
-

200 87.270,0 80.480,0 92, 6.790,0 7,
0

200 95.995,0 88.528,0 92, 7.467,0 7,
5

1.2.2 Pragas e Doencgas do Maracujazeiro

Mesmo com a expansado das areas de plantio de maracuja, a cultura
passa por sérios problemas fitotécnicos e fitossanitarios. Dentre estes,
destacam-se os artropodes fitéfagos, bactérias, fungos e virus, que causam
danos consideraveis ao maracujazeiro, reduzindo sua producdo. De acordo
com Fancelli em 1998, entre os insetos-praga do maracujazeiro, destacam-se
as moscas-das-frutas, a broca-do-maracujazeiro, os pulgdes, 0s percevejos, as
lagartas desfolhadoras.

Os principais danos causados pelas moscas-das-frutas sdo decorrentes
da oviposi¢cao em frutos ainda verdes, provocando o seu murchamento antes
de atingirem a maturagdo. As larvas ao atacarem os frutos podem destruir
totalmente sua polpa, inutilizando-os para o consumo (Souza-Filho et al; 2000).

Os percevejos da espécie Halhymenia bistrio, tanto as ninfas como os adultos,



sugam a seiva das plantas resultando na queda de botdes florais e frutos
novos. As larvas da broca do maracujazeiro (Philonis passiflorae) bloqueiam os
ramos, provocando seu secamento e queda das folhas a partir do ponto
atacado, que apresenta aspecto de engrossamento (MAARA, 2004).

Diversas espécies de lepidopteros se alimentam de folhas do
maracujazeiro. O inseto na fase adulta coloca os ovos sob a folha, peciolo, ou
ramo do maracujazeiro. Os ovos dardo origem as lagartas, que se alimentarao
diretamente das folhas, desenvolvendo até a fase de pupa (crisalida), as quais
dao origem aos adultos. Duas espécies sdo comumente encontradas: Agraulis
vanillae vanillae e Dionae juno juno (Melleti et al., 1994).

A espécie Agraulis vanillae vanillae apresenta distribuicdo neotropical,
ocorrendo desde o sul dos EUA, indias Ocidentais até o norte da Argentina e
Uruguai (Devries, 1987). Segundo Heppner (2004), sao reconhecidas oito
subespécies, sendo referidas por Michener (1942) para o Brasil: Agraulis
vanillae, A. vanillae maculosa e A. vanillae vanillae. O adulto apresenta, na face
dorsal das asas, cor laranja com manchas pretas, e na face ventral, laranja e
marrom com manchas pretas e prateadas (Boiga Junior, 1998). (Figura 1 B).

As formas adultas de Dione juno juno séo borboletas com cerca de 60
mm de envergadura, apresentando as asas de coloragdo alaranjada e as
margens externas com faixas pretas, a forma larval apresenta uma coloragéo
pardo-escura; cabega preta; corpo recoberto por espinhos, e vivem agregadas
(Boiga Junior, 1998) (Figura 2 A e B).

Essas duas espécies sao consideradas pragas-chave para a cultura do
maracuja, pois podem ocorrer todos os anos, causando severos danos as
plantas. Durante os primeiros instares, as lagartas raspam a epiderme da folha,
perfurando pequenos orificios. Posteriormente, consomem as folhas sem
demonstrar preferéncia por idade ou estadio de desenvolvimento. O ataque
desses insetos caracteriza-se pela existéncia de folhas danificadas, com
reducdo da area foliar, além da presenca da lagarta em desenvolvimento (Boiga
Junior, 1998).

Os danos sao mais sérios em plantas jovens ou naquelas com parte
aérea pouco desenvolvida, ou quando as lagartas se encontram nos instares
finais, pois nessa fase seu consumo de alimento é significativamente maior.

Sao de grande importancia na fase de formagao da cultura, quando podem



causar mortalidade de plantas, devido a baixa capacidade de recuperacao das
mesmas. Ataques mais intensos de lagartas no maracujazeiro séo verificados
no periodo mais seco do ano (Cunha, et al., 2004).

Além dos prejuizos causados pelo desfolhamento e consequente
esgotamento das plantas, que se reflete na diminuigdo de sua capacidade de
produgdo de frutos, registra-se ainda corte das brotagdes novas, danos as

flores e raspagem dos ramos do maracujazeiro (Boiga Junior, 1998).

(A) (B)
Figura 1: Lagartas (A) e adulto (B) de Agraulis vanillae vanillae Fonte:
Maracuja - Do plantio a colheita (5° Simpdsio Sobre a Cultura do
Maracujazeiro).

(A) (B)
Figura 2: Lagarta (A) e adulto (B) de Dione juno juno. Fonte: Maracuja - Do

plantio a colheita (5° Simpdsio Sobre a Cultura do Maracujazeiro).



Diversas bactérias estdo assinaladas como patogénicas ao
maracujazeiro. De acordo com Bradbury (1986), esses agentes causais e seus
principais sintomas s&o: Agrobacterium tumefacies, incitando tumores;
Pseudomonas syringae, ocasionando manchas foliares, e Xanthomonas
campestris, provocando lesoes foliares, além de morte da planta.

Embora varias espécies de nematodides ja tenham sido associadas a
cultura do maracujazeiro, somente Meloidogyne spp. e Rotylenchulus
reniformes sao relatados como causa de danos severos ao maracujazeiro. O
Meloidogyne é considerado um dos mais importantes nematoides fitoparasitas,
induz a formacéao de sitios de alimentacdo conhecidos por galhas, sendo uma
permanente fonte de nutriente para o desenvolvimento e reproducdo deste
fitonematdide acarretando nanismo, amarelecimento generalizado, murcha,
internédios curtos, frutos pequenos e queda de botdes florais (Pio-Ribeiro e
Mariano, 1997). A espécie Rotylenchulus reniformes ndo causa galhas, mas o
sistema radicular fica impossibilitado de se aprofundar no solo causando severa
limitagdo na produgado de frutos e diminuicdo da longevidade da planta (Souza
et al., 2003).

A primeira virose para 0 maracujazeiro descrita no Brasil foi o
“passionfruit woodiness fruit”, referido como endurecimento dos frutos. Esta
virose tem sido considerada a mais grave. Maracujazeiros infectados pelo virus
VEFM (virus do endurecimento dos frutos maduros) mostram sintomas
generalizados de mosaico foliar, com intensidade variavel, podendo vir
acompanhados de manchas foliares, bolhas e rugosidades, culminando em
deformacédo do limbo foliar. As plantas afetadas apresentam um crescimento
retardado. Os frutos ficam deformados e menores do que as plantas sadias; a
casca apresenta espessura irregular e consisténcia endurecida (Chagas, 1993).
Desde entao varios outros virus foram descritos, alguns deles causando perdas
significativas. Entre os virus estdo: virus da pinta verde (causando lesdes
necroticas) (Colariccio et al., 1995), virus do enfezamento (causando
deformagbdes no fruto) (Batista et al., 2001) virus do mosaico (causando
clorose) (Oliveira et al.,, 1994) e fitoplasma do superbrotamento (causando
clorose generalizada) (Barros, 1999).

As plantas de maracuja podem ser afetadas por varias doencas

causadas por fungos. Dentre as doengas fungicas que ocorrem na parte aérea,



inclui-se a antracnose e verrugose ou cladospirose (Cladosporium herbarum),
como as mais comuns. Algumas dessas, sob condi¢gbes favoraveis, podem se
constituir em problema limitante a producdo. A doenca citada como mais
severa € a antracnose causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporiodes, esta
doenca incide em todos os érgaos da planta e, em folhas se caracteriza pelo
aparecimento de manchas necréticas pardas, inicialmente pequenas e
translucidas, posteriormente maiores e com saliéncias negras. Em estagios
mais avangados causam desagregacao e rachaduras na area necrosada, as
plantas afetadas apresentam intensa desfolhagem (Pio-Ribeiro e Mariano,
1997).

1.3 OS PRINCIPAIS MECANISMOS DE DEFESA VEGETAL CONTRA
INSETOS HERBiIVOROS

Apesar das aparéncias, as plantas nao aceitam de modo passivo as
agressdes que sofrem de virus, bactérias, insetos e demais organismos ou de
agentes abidticos como radiagdo, temperaturas extremas, poluicao e outros.
Para sobreviver, durante sua evolugao, as plantas desenvolveram mecanismos
de resposta a danos e doencgas, acionados assim que a agressao se inicia
(Ananthakrishnan, 1999; Moffat, 2001).

Os insetos podem ser destacados como os principais causadores de
perdas na produtividade agricola, pois alteram a capacidade fotossintética das
plantas. A diversidade dos insetos abrange em torno de 66% da vida animal e,
aproximadamente, um tergco de todas as espécies conhecidas (Thomazini e
Thomazini, 2000). Possuem habito herbivoro, ao menos na sua forma larvar, e
desempenham um importante papel ecoldégico atuando como predadores,
parasitas, polinizadores, fit6fagos, entre outros (Edwards e Wratten, 1981).

As plantas exibem estratégias e modificagdes que reduzem as perdas
fisiolégicas, respondendo ao ataque dos insetos herbivoros através de duas
estratégias principais: a defesa indireta e direta (Aimura et al., 2005). A defesa
indireta esta relacionada a produgdo de compostos que atraem os inimigos
naturais do inseto agressor (Degenhardt, 2009). Diferentemente, a defesa
direta protege a planta do ataque dos insetos pela produgéo de barreiras fisicas

e quimicas, que podem ser constitutivas, quando a planta expressa resisténcia



de forma continua, sem depender da ag¢ao de herbivoros, e/ou induzidas,
quando a resisténcia se expressa somente apds a injuria ou derivado do
crescimento vegetal (Fadini et al., 2004).

As barreiras fisicas (morfolégicas) podem ocorrer por espessamento da
epiderme e presenga de cuticula lipidica, atuando negativamente sobre o
inseto. A presenca de lipidios na cuticula e o espessamento da epiderme por
lignina impedem a fixagdo, deposi¢cado de ovos e a perfuragado dos tecidos por
insetos (Lucas et al., 2000). Os apéndices epidérmicos também atuam como
barreiras fisicas, afetando a oviposi¢cdo, liberando substancias (terpenos,
gomas e taninos) ou apresentando tricomas que dificultam a locomogéo sobre
a superficie foliar (Peeters, 2002). Enquanto isso, as barreiras quimicas estao
relacionadas a producdao de metabdlitos secundarios. Estes metabdlitos sao
classificados quanto a estrutura quimica: nitrogenados (alcaldides, aminoacidos
nao-protéicos e glicosideos cianogénicos), terpendides (6leos essenciais,
triterpenos, saponinas e glicosideos cardioativos) e fendlicos (ligninas,
flavondides e taninos) e reduzem a disponibilidade de proteinas para o
herbivoro (Santos, 2004).

As defesas diretas induzidas estdo envolvidas na resposta sob o ataque
de predadores. Nesse modelo, os estimulos provocados pela lesdo na planta
levam a producdo de moléculas sinalizadoras que ativam uma cascata de
eventos culminando na ativagao de genes de defesa e em seguida a sintese de
proteinas defesa. Entre as diferentes moléculas induzidas podemos citar as
peroxidases, as polifenoloxidases, as defensinas (Thomma et al., 2002), as
proteinas de transferéncia de lipidios (LTP) (Buhot et al.,2004) e os inibidores
de proteases (IPs) (Walker-Simmons e Ryan, 1984; Ananthakrishnan , 1999;
Felton, 2006). Dentre os mecanismos de defesa vegetal induzida, a Rota do
Octadecanoide merece destaque, pois além de ativar genes que codificam
inibidores de proteases, é responsavel pela producdo de diversos metabdlicos

funcionais, denominados oxilipinas (Ble¢, 2002).

1.4 A VIA DO OCTADECANOIDE

Utilizando o tomate como planta modelo, uma via da transdugao de

sinalizagao da resposta de defesa vegetal foi proposta por Farmer e Ryan em



1992. Nesse modelo, quando o inseto ataca o tecido foliar ocorre a liberagao
de um sinal que induz a atividade de lipases, levando a liberacdo do acido
linolénico da membrana citoplasmatica. Estes acidos graxos livres alimentariam
uma cascata metabdlica levando a produgdo do acido jasmoénico. Entédo, o
acido jasmoénico promoveria a ativagdo de genes para a sintese de inibidores
de proteases. Esta via metabdlica que apresenta compostos contendo 18
carbonos € chamada de Rota do Octadecandide (Figura 3), cujo principal
produto € o acido jasmonico. As fosfolipases A, (PL Az) sdo as enzimas
responsaveis por liberar o acido linolénico de membranas celulares,
especialmente as membranas de cloroplastos (McConn et. al., 1997; Ryu e
Wang, 2006).

As moléculas sinalizadoras de ativacdo da lipase podem ser
transportadas localmente, por difusdo através de fluidos intracelular e
extracelular que permeiam a ferida ou o sitio de infeccdo, como também
sistemicamente através do sistema vascular das plantas (Pearce et al., 1991).
Foram propostas varias moléculas sinalizadoras, incluindo fragmentos da
parede celular vegetal (oligogalacturonideos) (Ryan e Farmer, 1991), e de
fungos (quitina) (Walker-Simmons e Ryan, 1984; Leon et al., 2001); metil
jasmonato (Farmer e Ryan, 1990; Ryan, 2000; Ryan et al., 2002); acido
abiscisico (Pefia-Cortes et al., 1989) e sistemina (Pearce et al., 1991).

A sistemina foi a primeira molécula sinalizadora descrita. A sistemina é
um polipeptideo de 18 aminoacidos (Pearce et al., 1991) que possui grande
mobilidade entre os tecidos vegetais induzindo defesa a outras regides da
planta. A funcionalidade da sistemina foi demonstrada por McGurl e
colaboradores em 1992, quando verifcam que plantas de tomates
transformadas com o cDNA da pré-proteina prosistemina, no sentido contrario
de sua orientagao, sob o controle do promotor do virus da couve-flor, perdiam a
capacidade de gerar defesa contra o ataque de larvas de Manduca sexta,
reduzindo a quantidade de inibidores de proteases | e Il nas folhas. No mesmo
trabalho a sistemina foi superexpressada em plantas transgénicas de tomate
no qual se observou uma produgdo quatro vezes maior de inibidores de
proteases | e Il nas plantas controles. Os pesquisadores Scheer e Ryan em

1999, através de marcagdes de sistemina com 1'%, identificaram o receptor



plasmatico para sistemina (SR160) que atua sinergeticamente com o metil
jasmonato para amplificar o sinal de defesa.

A analise das fung¢des do acido jasmonico, seus intermediarios e das
enzimas responsaveis por sua sintese compreendem o principal foco de estudo
utilizando a rota do octadecandide, bem como a produgdo dos metabdlicos
intermediarios, as oxilipinas.
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Figura 3: A Rota do Octadecandide. Demonstrando o principal produto: o

acido  jasmoénico (adaptado de Andreou e Feussner, 2009)
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1.5 AS FITO-OXILIPINAS

Em vegetais a biossintese das oxilipinas esta ligada a resposta para
diferentes estimulos causados por fatores abidticos ou por fatores bidticos
(como insetos e patéogenos) e sado derivadas do acido linoleico e do acido
linolénico que sdo os acidos graxos poliinsaturados majoritarios nas plantas
(Blée, 1998). As oxilipinas sdo metabdlicos produzidos durante a oxidagéo dos
acidos graxos insaturados quando dois ou quatro atomos de oxigénio séo
inseridos em sua estrutura. A catalise dessa reacdo é condicionada pela
enzima lipoxigenase (LOX), durante a via do octadecanoide (Blée, 2002).

As fito-oxilipinas podem derivar da atividade do citocromomo P450
dependente de oxigenase, da ciclo-oxigenase e da Via das Lipoxigenases. As
fito-oxilipinas produzidas pelo citocromo P450 participam na formagéao de cutina
e participa no processo de sinalizagao celular (Kahl et al., 2000), enquanto a
catalise da ciclo-oxigenase esta envolvida na produgao de a-hidroxiperoxidase
(Wellesen et al., 2001). Contudo, o mecanismo de oxidagdo de acidos graxos
para a producao de fito-oxilipinas amplamente estabelecido é a Via da
Lipoxigenases e suas ramificagdes (Figura 4). Através desses mecanismos as
plantas promovem uma drastica mudanga na composicdo dos derivados de
acidos graxos oxigenados, dependendo das ramificagdes utilizadas na via da
lipoxigenases (Agrawal, et al. 2004)

A cascata de eventos enzimaticos inicia-se através da atividade da
enzima lipoxigenase (LOX), catalisando a formacao de hidroperéxido a partir
de acido linolénico (Stenzel et al., 2003). Contudo os hidroperéxidos também
sdo substratos para outros sistemas enzimaticos que transformam estas
moléculas, altamente reativas, em uma série de fito-oxilipinas. A agao
enzimatica da aleno o6xido sintase (AOS) lidera a formacdo do acido
jasmoénico, molécula sinalizadora envolvida no processo de defesa e
desenvolvimento (Song et al., 1993). Alternativamente, o hidroperéxido pode
ser clivado por uma hidroperéxido liase (HPL) formando hexanal e acido 12-
oxo-dodecenoico (Matsui et al., 2000; Noordermeer et al., 2001). Este ultimo,
€ precursor da traumatina, um composto mitogénico que esta envolvido na

cicatrizagdo de ferimentos, enquanto o hexanal (trans-2-hexanal) € um



importante constituinte volatil de frutos e folhas verdes, além de desempenhar
papéis na defesa vegetal (Halitschke e Baldwin, 2005; Myung, et al., 2006).

O divinil éster sintase (Itoh e Howe, 2001) pode converter o intermediario
hidroperdoxido em acido eteroleico que esta envolvido na resposta de defesa
vegetal produzindo monémeros de cutina e fitoalexina, sendo este ultimo
classificado como pesticida natural (Blée, 1998). A fito-oxilipina conhecida com
a-Ketol (9-hidroxi-10-oxo-12,15-acido decandide) estd diretamente envolvida
na florescéncia de plantas de lentilhas (Lemna sp.) (Yokoyama et al., 2000).

O acumulo preferencial de compostos gerados pela Via das
Lipoxigenases esta diretamente ligada as reacgbes bidticas e abidticas
promovidas pelo ambiente. Compostos como o acido jasmoénico (AJ) sao
responsaveis pela ativagcao de genes de inibidores de protease, uma defesa

direta contra insetos herbivoros (Feussner e Wasternack, 2002).

1.6 OS JASMONATOS

Farmer e Ryan (1992) analisaram varios intermediarios octadecandides
da Via das Lipoxigenases. Essa analise revelou que octadecanoides bem como
os jasmonatos poderiam estar envolvidos no complexo sinal que regula a
expressao de genes de defesa em plantas. O modelo proposto na Figura 5
demonstra os passos chaves envolvendo a interagdo dos sinais extracelulares
com os receptores da membrana plasmatica, a ativacao de lipases e por fim a
sintese de acido jasménico e ativagao génica.

Nos vegetais, um dos sinais moleculares mais potentes para acionar a
defesa é o acido jasmoénico (AJ), que é sintetizado a partir do acido linolénico.
Esta via tem sido proposta como uma via central de mecanismo de defesa em
plantas (Wasternack et al., 1998). O termo “jasmonatos” refere-se ao acido
jasmoénico e seus derivados ativos como o metil jasmonato e conjugados de
aminoacidos (como a valina, leucina e isoleucina) (Bate e Rothstein, 1998) e o
préprio acido jasmoénico (Wasternack e Parthier, 1997). Estes compostos séo
distribuidos largamente em plantas e estdo envolvidos em varios processos
fisiologicos com efeitos variados (Creelman e Mullet, 1997), incluindo
germinagdao de sementes (Matsui et al.,, 1999), producdo de polens viaveis

(Ishiguro et al., 2001), indugcédo de VSP (proteina de reserva) em folhas de soja



(Anderson et al., 1989,) resposta contra estresses bibticos (Leone et al., 2001),
abidticos (Porta et al.,, 1999) e crescimento de raizes de Nicotiana attenuata
(Hummel et al., 2009).

Uma funcado de defesa contra predadores tem sido atribuida ao acido
jasménico desde a descoberta de que o metil jasmonato (MJ) induz a sintese
de inibidores de proteinase em plantas de tomate (Farmer e Ryan 1990).
Pesquisas com plantas modificadas geneticamente superexpressando a
enzima 4acido jasmoénico metil transferase (JAMT), que converte &cido
jasmoénico em metil jasmonato, mostraram um aumento da sintese de metil
jasmonato e de acido jasmobnico (Seo et al., 2001). Nessas plantas foi
observado um aumento na resisténcia sistémica, levando a uma proposi¢ao de
que o acido jasmbnico e o metil jasmonato também promovem a resposta de
defesa sistémica (Howe, 2004).

A biossintese do acido jasmdnico foi descrita por Vick e Zimmerman em
1983, iniciando-se com uma enzima lipoxigenase catalisando a oxigenagao do
acido linolénico, formando um hidroperoxido. Em seguida, o hidroperdxido
formado é metabolizado por uma aleno 6xido sintase. Subseqlientemente, o
acido 12-oxofitodiendico é formado pela atuacdo de uma aleno 6xido ciclase.
Finalmente uma redutase e trés passos de pB-oxidagdo formam o &cido
jasmodnico (Li et al.; 2005; Miersch e Wasternack, 2000). Esta sequéncia de
reacdes é parte da chamada Via da Lipoxigenase.

Varios genes ja caracterizados podem ter sua expressao regulada pelo
acido jasmonico ou metil jasmonato. As proteinas codificadas por estes genes
sdo chamadas de JIPs (Jasmonate-Induced Proteins) e sao pleiotropicos,
atuando como indutores de defesa contra estresses bidticos ou ativando
mecanismos fisioldgicos (Pauwels et al., 2009). Por exemplo, os genes JIPs em
cevada levam a senescéncia, degradacgao da Rubisco
(ribulosebifosfatocarboxilase) e outros constituintes do cloroplasto levando a
morte celular (Reinbothe e Parthier, 1997); acido jasmoénico induz a sintese dos
inibidores de proteases | e Il de tomate (Farmer e Ryan, 1992); o citocromo
P450 de soja (Suzuki et al., 1996); lipoxigenase de Arabidopsis thaliana (Bell e
Mulet, 1993) e de cevada (Feussner et al., 1995) e as proteinas inativadoras de

ribossomos (Nielsen e Boston, 2001).



O acido jasmonico apresenta relagao funcional com diversos fito-
horménios, ativando processos fisiologicos importantes para o crescimento e
defesa vegetal. A existéncia dessa interligagdo estd demostrada com &cido
salicilico, etileno, &acido abscisico, auxina (Kazan e Manners, 2008) e
giberelinas (Nemhauser et al., 2006).

A diversidade de genes regulados positivamente pelos jasmonatos e as
fungcdes das proteinas que eles codificam sugerem que estes compostos
podem atuar como moléculas sinalizadoras em varios processos fisioldgicos
(Wasternack e Parthier, 1997).
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1.7 LIPOXIGENASE

Uma das enzimas chave na via biossintética do acido jasménico € a
lipoxigenase (LOX). Lipoxigenases sao isoenzimas (E.C. 1.13.11.12) que
catalisam a dioxigenag¢ao de acidos graxos poliinsturados contendo o sistema
cis,cis-1,4-pentadieno para formagao dos respectivos derivados hidroperoxidos,
originando moléculas reativas (Farmer e Ryan, 1992). Em mamiferos, as
lipoxigenases catalisam a dioxigenagao de acidos graxos livres, como o acido
araquidénio, levando a producado de leucotrienos que esatdo envolvidos em
reacoes inflamatdrias, desenvolvimento celular e patogénese de varias doencas
como osteoporose e arteriosclerose (Parker, 1987; Mei, et. al., 2008). Em
vegetais o acido araquidénio é pouco encontrado e os principais substratos
para a lipoxigenase sado o acido linolénico e o acido linoleico (Siewdon, 1991).
Os produtos da via da lipoxigenase tém sido associados com varias funcdes
como no desenvolvimento vegetal (Kolomiets et al., 2001), ativacao de
estoques lipidicos em sementes (Feussner et al., 2001; Gerhardt et al., 2005),
crescimento vegetativo (Fischer et al., 1999), amadurecimento de frutos
(Griffithis et al., 1999), defesa contra herbivoros (Creelman e Mullet, 1997),
patégenos (Rancé et al., 1998), reacdes de desintoxicagao formando glutadiona
S-transferase (GST) (Gaquerel et. al., 2007) e determinacdo sexual em milho
(Acosta et al., 2009).

A expressao do gene da lipoxigenase é regulada por diferentes fatores
como jasmonatos (Agrawal et al., 2004), acido abiscisico (Melan et al., 1993), e
também por diferentes formas de estresse, como ferida, deficiéncia de agua
(Porta et al., 1999) ou ataque de patodgenos e insetos herbivoros (Porta et. al.,
2008). Além da localizacao citoplasmatica da LOX (Porta e Sosa, 2002), é
descrito o acumulo em diversos compartimentos celulares tais como: no
estroma de cloroplastos (Heitz et al., 1997; Froehlich et al., 2001; Rangel et al.,
2002), vacuolos (Feussener et al., 1995) e mitocdndrias (Braiot et al., 1993).
Contudo, pesquisas indicam que a LOX encontrada no cloroplasto esta
comprometido com o mecanismo de defesa de plantas em resposta a
ferimentos e tratamento com metil jasmonato (Bell et al., 1995; Feussner e
Wasternack, 2002; Rangel et al., 2002).



Multiplas isoformas de lipoxigenases foram descritas em varias espécies
vegetais. Em cevada, por exemplo, pelo menos trés isoformas foram
fortemente induzidas por jasmonatos (Wasternack et al., 1998). Duas delas,
uma com 100 kDa (LOX100) e outra com 92 kDa (LOX92), foram localizadas
nos cloroplastos. Varios dos cDNAs de LOX isolados até o momento foram
induzidos por jasmonatos, ferimento mecanico e ataque de patdgenos,
indicando o envolvimento das LOXs nos mecanismos de defesa contra
predadores (Bell e Mullet 1991; Peng et al., 1994; Royo et al, 1996; Heitz et al.,
1997). As isoformas variam quanto ao substrato utilizado preferencialmente,
parametros cinéticos e a posicdo especifica da oxigenagao do substrato. Os
acidos graxos insaturados com 18 carbonos, como o acido linolénico ou o acido
linoléico sao utilizados como substratos e podem ser formados 9- ou 13-
hidroperdxidos, de acordo com a posi¢gao do carbono no qual é inserido o
oxigénio. Dependendo desta especificidade posicional, as LOXs que inserem
oxigénio molecular no atomo de carbono 9 ou 13 séo classificadas como 9-LOX
ou 13-LOX, respectivamente (Wasternack et al., 1998), sendo este o primeiro
passo da Via das Lipoxigenases.

O papel da atividade das 9-LOXs em plantas é pouco compreendido. E
descrito na literatura que os 9-hidroperéxidos ndo sido substratos para a AOS.
Contudo quando os 9-hidroperoxidos sao metabolizados pela HPL, ocorre a
formacao de aldeidos e oxiacidos com 9 carbonos (Creelman e Mullet, 1995;
Andreou et al., 2008). Diferentes fungdes estdo sendo atribuidas as 9-LOX,
como crescimento vegetativo em batatas (Kolomiets et al., 2001),
desenvolvimento de sementes em amendoeira (Santiago et al., 2005), indugao
de defesa contra patdégenos em tabaco e batata (Rancé et al.,1998; Kolomiets
et al., 2000; Cacas et al., 2008) desenvolvimento de raizes em Arabidopis
(Vellosillo et. al, 2007)

Na Via das Lipoxigenase, a atividade de 13-LOX sobre o acido linolénico
leva a formacao de 13-hidroperdxidos do acido linolénico, os quais podem ser
substratos tanto para AOS quanto para HPL. Quando o 13-hidroperdxido é
metabolizado pela agdo da hidroperdxido liase, a traumatina é formada (figura
4). Por outro lado, quando os 13-hidroperoxidos sdo metabolizados pela AOS
seguida por uma redutase e trés passos de -oxidagdo, ocorre a sintese do

acido jasmoénico (Figura 3). Deste modo, foi proposto, que a Rota do



Octadecandide € muito importante para ativagdo dos genes de defesa vegetal
contra o ataque de predadores (Farmer e Ryan, 1992).

Os hidroperoxidos produzidos pela atividade da lipoxigenase sdo os
substratos para a acdo subsequente de outras duas enzimas, a aleno 6xido
sintase (AOS) ou a hidroperéxido liase (HPL).

Os genes de lipoxigenases sdo agrupados em duas classificagdes de
acordo com as estruturas das proteinas (Shibata et al., 1994;). Os genes do
tipo LOX1 foram isolados de plantas superiores e apresentam identidade de
seqUéncia quando as sequéncias de aminoacidos deduzidas sdo comparadas.
A outra classificagao, tipo LOX2, é determinado por um numero pequeno de
genes que codificam proteinas com baixo nivel de conservagdo, e que
apresentam uma sequéncia N-terminal de direcionamento para o cloroplasto.
As LOX tipo 2 sao todas pertencentes a subfamilia das 13-LOX (Feussener e
Wasternack, 2002).

A indugdo da expressao do gene LOX por ferimento e jasmonatos foi
descrita em diversas espécies vegetais. Em experimentos realizados por Bell e
Mullet em 1993, plantas de Arabidopsis foram expostas aos vapores do metil
jasmonato gerando a expressao do gene ALOX2 e ALOX1, embora quando a
planta é ferida nota-se somente a expressao do gene AtLOX2, tanto no local da
injuria como em locais distantes do ferimento. O uso de plantas transgénicas
tem sido decisivo para elucidar a via das lipoxigenases em diferentes
processos fisioldgicos. Assim, quando plantas transgénicas de Arabidopsis com
0 gene AtLOX2 silenciado é ferida, observa-se a redug¢ao dos niveis de acido
jasmoénico e dos inibidores de proteinases quando comparado com plantas de
Arabidopsiss com o gene AfLOX2 ativo (Bell et al., 1995).

Em plantas de tomate foi investigada a expressdo da lipoxigenase
durante a resposta de defesa vegetal (Heitz et al., 1997). Neste trabalho foram
isolados dois clones de cDNA que codificam lipoxigenases sendo denominados
TomLOXC e TomLOXD. A anélise da expressédo destes genes demonstrou o
aumento dos transcritos de TomLOXD apds o ferimento mecanico, tratamento
com metil jasmonato e sistemina. Os transcritos de TomLOXC foram somente
detectados no processo de amadurecimento dos frutos.

Estudos desenvolvidos por Royo et al. (1999) demonstraram a presenca

de dois genes da lipoxigenase (H1 e H3) ativos em tecidos foliares de plantas



de batata. A analise da expressdo desses genes demonstrou aumento dos
transcritos apos ferimento e o tratamento com metil jasmonato. Outra etapa
decisiva para o desenvolvimento da pesquisa foi a producdo de plantas
transgénicas de batata com o gene H3 silenciado. Analisando se essas plantas
transgénicas verificou-se uma diminuicdo do acumulo de inibidores de
proteases em resposta ao ferimento mecanico, além disso, os insetos
alimentados com estas plantas tiveram um peso 30% maior do que os insetos
alimentados com planta controles.

Na interacdo incompativel entre plantas de ervilhas e o nematdide H.
goettingiana, foi observada (na raiz) uma indugao da atividade da LOX, além de
necrose causada pela resposta de hipersensibilidade. Em contraste, numa
interacdo suscetivel, observou-se uma menor atividade de LOX e auséncia de
necrose. Estes resultados sugerem que a LOX possui um papel na interacao
raiz-nematdide e nos mecanismos de defesa contra patdogenos (Leone at al.,
2001).

Cheng e colaboradores (2006) clonaram e expressaram dois genes,
PdLOX1 e PdLOX2, do Alamo (Populus deitoides). Analises cromatograficas
indicaram que estas duas lipoxigenases possuiam atividade 13-LOX (tipo 2) e
estavam envolvidos em processos de estresses de ordem bidtica e abidtica.
Utilizando PCR (reagcdo em cadeia da polimerase) em tempo real, foram
verificados altos niveis de expressbes génicas para tratamentos com metil
jasmonato e ferimento mecanico.

Em uma importante pesquisa, plantas de tabaco foram geneticamente
modificadas para expressar uma isoforma da lipoxigenase (LOX3) na
orientacdo anti-sentido. A LOX3 foi primeira descrita por Royo et al. (1996)
como responsivo ao tratamento com metil jasmonato e ao ferimento. A
expressao desse transgene anti-sentido reduziu o acumulo de acido jasménico,
prejudicando a ativagdo de genes responsaveis pela resisténcia empreendida
contra a herbivoria de insetos mastigadores. As baixas produg¢des desses
compostos resultaram numa redugdo da resisténcia ao herbivoro Manduca
sexta. Contudo, a resisténcia da planta contra herbivoria foi restaurada apos
tratamento com metil jasmonato (Halitschke e Baldwin, 2005). O estudo de
sinalizacao e resposta a ferida mecanica e patdgenos também foi estudado em

plantas de feijao, onde foi corroborado a hipotese de inducdo de LOX e seu



enderegcamento para cloroplastos (Porta et. al., 2008). Em conjunto esses
resultados confirmam a importdncia da LOX na indugdo da rota do
octadecandide, uma via geradora de moléculas sinais ativadoras de genes
envolvidos com a defesa vegetal.

A transducdo da sinalizagdo da resposta de defesa em plantas de
maracuja foi alvo de estudos no nosso grupo de pesquisa. Os experimentos
realizados demonstram que o ferimento mecanico e o tratamento com metil
jasmonato provocam um aumento na atividade da LOX no tecido foliar. A LOX
induzida possui uma massa molecular em torno de 90kDa e foi purificado até a
homogeneidade. Estudos quanto a especificidade desta proteina, utilizando o
acido linoleico como substrato, demonstrou que a LOX converte o substrato
exclusivamente em 13-hidroxiperdxido. Além disso, investigagcbes a nivel
subcelular demonstraram que a LOX induzida pelo tratamento com metil
jasmonato € direcionada para o cloroplasto. Estes resultados sugerem que a
resposta ao ataque de insetos em plantas de maracuja pode ser mediada por
um 13-LOX localizada no cloroplasto (Rangel et al., 2002).

Sendo o maracuja uma das culturas frutiferas mais importantes da
regido norte/noroeste do estado do Rio de Janeiro e devido ao fato desta fruta
ser de grande importancia para a produgédo de varios produtos de interesse
econdmico torna-se imprescindivel o estudo e a avaliacdo do funcionamento da

lipoxigenase de plantas de maracuja



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o papel da lipoxigenase na indugao de resposta de defesa em plantas

de maracuja contra o ataque de insetos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

] Analisar a expressao de LOX em resposta ao ferimento
mecanico, tratamento com metil jasmonato e herbivoria via

experimento de Northen Blot.

o Dosar do acido jasmoénico no tecido foliar induzido em resposta

ao ferimento mecanico.
0 Analisar a atividade da LOX in vitro em resposta a herbivoria.
o Producao de anticorpos policlonais anti-LOX para analise dos

niveis de indugcao de LOX em plantas expostas a herbivoria, via

experimento de imunodetecgdo em membrana.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CULTIVO DAS PLANTAS DE MARACUJA

Os frutos de maracuja amarelo foram obtidos no mercado local do
municipio de Campos dos Goytacazes, Estado do Rio de Janeiro. As sementes
foram coletadas, secadas em temperatura ambiente e estocadas a 4°C. As
sementes foram distribuidas em vermiculita e cultivadas em ambiente com
temperatura e luminosidade controladas. Apos aproximadamente trés
semanas, as plantulas foram replantadas em terra adubada comercial e
retornadas as condigbes climaticas anteriores. Quando as plantas
apresentaram quatro folhas expandidas foram entdo utilizadas nos

experimentos.

3.2 TRATAMENTO COM METIL JASMONATO E FERIMENTO MECANICO

Para a exposi¢cao aos vapores de MJ, as plantas de maracuja intactatas
foram mantidas em recipientes de vidro, devidamente lacrados, com 1uL de MJ
em algodao conforme metodologia descrita por Bolter (1993). Os recipientes
com as plantas foram mantidos por periodos determinados sob iluminagéo
controlada, como descrito no item 3.1 dessa sec¢&o. Para indugédo da resposta
de defesa, a borda da folha expandida inferior foi ferida mecanicamente com

uma pinga cirurgica hemostatica, simulando o ataque de insetos mastigadores.

3.3 EXPOSIGAO DAS FOLHAS DE MARACUJA A HERBIVORIA

Lagartas generalistas de lepidopteros Spodoptera frugiperda (2° estadio)
foram adquiridas através da empresa Bug Brasil (www.bugbrasil.com.br). As
lagartas mais ativas foram confinadas com plantas de maracuja em potes
telados com malha antiafidica.

A lagarta especialista da espécie Agraulis vanilae vanilae também foi
utilizada para os experimentos. Ovos de insetos (depositados nas folhas) foram
coletados no campo. As folhas contendo os ovos foram mantidas em potes

telados até a eclosao das larvas, estas foram alimentadas com folhas frescas



de maracuja por um periodo de dois ou trés dias antes da escolha das lagartas
mais ativas para o experimento de herbivoria, de acordo com a metodologia
descrita por Kahl e colaboradores em 2000. As folhas submetidas a herbivoria
foram recolhidas nos tempos 24 e 48 horas apds a exposi¢gao com as larvas
para o experimento da atividade de LOX in vitro e para experimentos de

Northern blot. O confinamento durou 12 horas, para ambas as lagartas.

3.4 EXTRAGAO DE RNA TOTAL DO TECIDO FOLIAR

Folhas de maracuja foram maceradas com auxilio de nitrogénio liquido
até a obtencao de um pé. Para a extragdo do RNA total foi utilizado o reagente
comercial Trizol (Gibco) seguindo as instrucbes do fabricante e foram
resumidas no texto abaixo:

O po6 foi transferido para um tubo de 1,5 mL com 1 mL de Trizol até
completar 10% do volume inicial. Essa solugado foi agitada e incubada por 5
minutos em temperatura ambiente. Entdo, foram adicionados 200 uL de
cloroférmio (Merck) o tubo foi agitado e incubado por 3 minutos a temperatura
ambiente. Apds uma centrifugagcdo de 12000 g por 15 minutos a 4°C, a fase
aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL novo e o RNA foi precipitado
com 500 pL de isopropanol (Sigma). A amostra foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 12000 g por 10 minutos a 4°C. Apds a
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1
mL de etanol (Merck) 75% (v/v). O precipitado foi dissolvido com 200 ulL de
agua livre de RNAse e DNAse.

O RNA total extraido do tecido foliar foi quantificado por
espectrofotometria. Dez uL de cada solugdo contendo o RNA total foram
diluidos em 990 uL de agua em uma cubeta de espectrofotdmetro e submetido
a leitura por 260 nm e 280 nm de comprimento de onda. A quantidade de RNA
total obtido foi calculado seguindo a relagdo: 1 OD = 40 ng/ml de RNA total
(Sambrook e Russell, 2001).



3.5 REAGAO DE RT-PCR

3.5.1 Sintese do DNA complementar

As reagbes de amplificaggo do DNA complementar (cDNA) foram
realizadas através da enzima transcriptase reversa (RT) a partir do RNA total
de folhas de maracuja expostas aos vapores de metil jasmonato por 12 horas.
Foi utilizado para este experimento o Kit ThermoScript RT-PCR systems
(Invitrogen) seguindo as orientagdes do fabricante:

Foram aliquotados 5 ug de cada amostra de RNA total e adicionados a
eles 10 nM de Oligo(dT)2, 10 nM de dNTPs e agua (Gibco) suficiente para 12
uL. Apds 5 minutos a 65°C para a desnaturagdo do RNA, foram acrescentados
a cada amostra: 5uL de tampao first-strand buffer 5X (250 mM Tris-acetato,
pH8,4; 375 mM acetato de sdédio; 40 mM de acetato de magnésio, 4 mM de
DTT, 1uL de inibidor de RNase (Invitrogen) e 1uL de Thermo Script RT (375
unidades). As amostras foram submetidas a transcricao reversa por 1 hora a
60°C, seguidos de incubagao por 5 minutos a 85 °C. Apds a sintese do cDNA
foi adicionado ao tubo 1uL de RNAse H (1 unidade).

3.5.2 Reagdo em cadeia de polimerase (PCR)

Os cDNAs produzidos no item anterior foram utilizados nas reagbes de
PCR. Como iniciadores 3’ foi utilizado o Oligo (dt)2, enquanto o iniciador 5’ era
constituido de oligonucleotideos degenerado derivado da sequéncia consenso
HAAVNFGQY encontrada em LOX de vegetais (Peng et al.,1994 e Heitz et
al.,1997). Esta sequéncia consenso de 9 aminoacidos esta localizada préxima

a extremidade C-terminal da proteina.

Aminoacidos ——» H A A V N F G Q Y
Iniciador (deducao)— 5 CAY GCN GCN GTN AAY TTY GGN CAR TAY 3’

Na reacao de PCR foi utilizado o kit Platinum Taq DNA Polymerase High
Fidelity. As reagdes foram montadas com 37uL de agua; 5 puL do tampao
especifico para a enzima Platinum Taq 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4; 500 mM



KCI); 2 uL de MgCl, 50 mM; 2 uL de dNTPs 10 mM e 1 pL do iniciador

degenerado (5mM).
As amplificagdes foram realizadas com 40 ciclos de desnaturagdo a

94 °C por 1 minutos, anelamento dos iniciadores a 45 °C por 1 minuto e
polimerizagao a 72 °C por 1 minuto. Todas as amplificacdes foram feitas em

termociclador Primus 96 PLUS .
3.6 PURIFICAGAO DOS FRAGMENTOS DE PCR
Os produtos do PCR foram analisados em gel de agarose 1,2% (m/v),

e o fragmento de aproximadamente 700 pb foi purificado do gel com o Kit

Concert Gel Extraction Systems (Gibco) seguindo as instru¢des do fabricante.
3.7 OBTENGAO DO CLONE
3.7.1 Ligagao do inserto de 700pb com o Kit TOPO (Invitrogen)
Para a clonagem de cada fragmento amplificado foi utilizado o Kit

TOPO (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

Inicialmente foi preparada uma reacao de clonagem com volume total

de 6 puL como na tabela abaixo:

Tabela 2: Reagentes para ligagédo do inserto.

Reagente Transformacgao
Inserto 3ulL
Solugéo salina (200 mM de 1ul
NaCl; 10 mM de MgCly)
Agua 1uL
Vetor TOPO (Figura 6) TulL

A reacao foi incubada por 5 minutos a 25°C e em seguida mantida em

gelo até o momento de ser usada para a transformagao das bactérias DHS a.
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Figura 6: Esquema do plasmideo pCR® 2.1 - TOPO® e seus sitios de

clonagem.

Fragmento LacZo: bases 1-547

Iniciador reverse M13: bases 205-221
Promotor/iniciador T7: bases 364-383

Origem f1: bases 584-985

ORF de resisténcia a Canamicina: bases 1319-2113
OREF de resisténcia a Ampicilina: bases 2131-2991
Origem pUC: bases 3136 — 3809



3.7.2 Transformacgao das bactérias DH5 a por choque térmico

Dois pl da reagdo de clonagem produzido no item anterior foram
adicionados nas células competentes One Shot (provida no kit) previamente
descongelada. Apo6s incubacdo por 2 minutos a 25°C, as células foram
submetidas a um choque térmico pela incubacédo a 42°C por 30 segundos.
Logo em seguida as células foram transferidas para o gelo e adicionados 250
uL de meio SOC [triptona (2%), extrato de levedura (0.5%), cloreto de sédio
(10 mM), cloreto de potassio (2.5 mM), cloreto de magnésio (10 mM) e
magnésio (10 mM)] e incubado por 1 hora a 37°C. Cinqlenta ul da reagéo de
transformacao foram plaqueadas em meio LB sdlido [10g de triptona, 5g de
extrato de levedura, 10g NaCl e agua suficiente para 1 L (pH 7,5)] contendo
50 pg/ml de ampicilina) com 40 uL de X-gal (40 mg/ml) e 40 uL de IPTG (100
mM). As placas foram incubadas por 16 horas a 37°C. A identificacdo das
colénias que possuiam os vetores recombinantes foi realizada a partir da
analise da resisténcia ao antibidtico e funcionalidade do gene Lac Z, onde as
bactérias transformadas resistentes a ampicilina produziram colbnias azuis
(carregavam somente o vetor) e brancas (colénias com o vetor recombinante

com o fragmento de LOX).

3.7.3 Screening das colonias transformadas

As colbnias brancas obtidas no meio de crescimento seletivo foram
repicadas em meio LB liquido (acrescido de 50 nug/ml de ampicilina) e
incubadas por 16 horas a 37°C com rotagao constante de 200 rotacbes por
minuto (rpm). Para extrair o DNA plasmidial das colénias repicadas foi
utilizado o kit Concert Plasmid Extraction Systems seguindo as instrugdes do
fabricante. A confirmacédo da clonagem foi realizado através de analise do

padrao de restricdo do plasmideo recombinante com a enzima EcoR |.

3.8 DIGESTAO DE DNA PLASMIDIAL

Foi utilizado 1 ug de DNA plasmidial para digestao por 2 unidade de
Eco Rl em tampao especifico da enzima diluido para a concentragao de 1X e

agua suficiente para 20 uL. Apds 18 horas de incubagao com temperatura de



37°C, o DNA foi precipitado por meio de adigdo 1/10 do volume de acetato de
sodio (Merck) 3M pH 4,8 e 2 volumes de etanol (Merck). A solugao, mantida a
-20°C por 10 minutos, foi centrifugada por 10 minutos a 12.000 x g a

temperatura ambiente.

3.9 SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO AMPLIFICADO

O fragmento de cDNA de ~700 pb resultante da amplificagdo obtido
através de RT-PCR foi clonado em vetor TOPO. As colbnias positivas foram
selecionadas, e depois de crescidas em meio liquido, os fragmentos foram
isolados em quantidade suficiente para o sequenciamento (aproximadamente
800 ng). O sequenciamento do fragmento de cDNA da LOx de maracuja foi
realizado em colaboracédo da Dr?. Ana Carolina Paulo Vicente, no Laboratorio
de Genética Molecular de Microorganismos, situado na Fundagdo Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro. No processo foram utilizados os kits de seqlienciamento
ABI Prism Dye Primer e Dye Terminador (Perkin Elmer) seguindo a
metodologia do fabricante; utilizando um sequenciador automatico ABI Model
370 (Perkin Elmer). A andlise e comparagdo das sequéncias obtidas foi

realizadas com a utilizagdo do programa GCG (Genetic Computer Group).

3.10 NORTHERN BLOT

13.10.1 Material vegetal

Folhas de plantas de maracuja foram submetidas ao ferimento
mecanico, com auxilio de pinga hemostatica, e aos vapores de metil
jasmonato por periodos diferentes (1,5; 3; 9 e 12 horas). Folhas feridas e
sistémicas (folhas adjacentes aquelas feridas) foram utilizadas para
experimento de cinética do acumulo de RNAm de LOX, bem como folhas
expostas aos vapores de metil jasmonatos. Também foram utilizadas folhas
de plantas submetidas a herbivoria por larvas de insetos generalista e
especialistas do maracuja. Para tal, folhas injuriadas e as sistémicas foram

coletadas ap6s um periodo de 12 horas do inicio da herbivoria. Para cada



tratamento foram utilizados grupos de trés plantas de maracuja de

aproximadamente um més de germinadas.

3.10.2 Eletroforese de RNA em gel de agarose desnaturante

A agarose suficiente para 1,2% (m/v) foi dissolvido em tampao MOPS
1X (MOPS 0,1 M, pH 7, acetato de s6dio 40 mM e EDTA 5mM) acrescido de
formaldeido (Merck) para a concentracéo final de 2,2 M. A solucéo foi vertida
a 55° C em forma apropriada para eletroforese horizontal e apés a gelificagao,
o gel foi coberto com tampao MOPS 1X.

O volume correspondente a 15 ug de RNA total de cada amostra foi
transferido para um tubo de 0,7 mL no qual foi adicionada agua (Gibco) a fim
de igualar os volumes das amostras. Posteriormente, foram adicionados dois
volumes de tampéo de desnaturagéo (20 uL de tampao MOPS 1X, 200uL de
formamida 100%, 70 pL de formaldeido 37% e 10 uL de agua). As amostras
foram misturadas e incubadas a 55 °C por 1 hora. Apds a incubacédo, as
amostras foram resfriadas a 4 °C por 10 minutos e entdo acrescidas de
brometo de etideo (200 ng/mL) e tampdo de amostra 10 X (MOPS 10X,
glicerol 50% e azul de bromfenol 0,025%). As amostras do RNA total foram
misturadas, centrifugadas por 10 segundas a 4 °C a 10.000 xg e submetidas
a uma corrida eletroforética realizada a 3 V/cm. Apods a corrida eletroforética,
o gel foi transferido para uma cuba e lavado por 15 minutos com agua para
retirar excesso de formaldeido. Finalmente a agua foi substituida por SSC 10
X [citrato de sodio (0,3 M) e NaCl (3 M)] e o gel lavado por mais 5 minutos.
Esta metodologia foi baseada no protocolo descrito por Sambrook e Russell
em 2001.



3.10.3 Hibridizagcao

3.10.3.1 Marcacao de sondas por iniciadores randémicos

O fragmento de aproximadamente 700 pb do cDNA da LOX foi clonado
em vetor plasmidial pCR 2.1 TOPO (Invitrogen). Os produtos da digestao
(EcoR 1) do plasmideo contendo o fragmento de cDNA foram separados em
gel de agarose 1,2%. O fragmento foi retirado do gel e purificado utilizando o
kit Concert Gel Extraction Systems (Gibco). A marcagao radioativa do inserto
purificado foi realizada com a utilizagao do kit Random Primer DNA Labeling
System (Gibco). O kit é provido de DNA polimerase (fragmento Klenow),
iniciadores hexameros aleatérios e dNTPs. Foi utilizado dCTP radioativo ([a-
32P]) e os outros trés nucleotideos ndo marcados (dATP, dTTP e GTP) como
precursores da reagao. A sonda continha a regidao 3' do cDNA de LOX de

maracuja e foi utilizada para todas as analises de LOX.
3.10.3.2. Purificagao de DNA marcado radiotivamente

As moléculas de DNA com nucleotideos radioativos incorporados foram
separadas dos nucleotideos n&o-incorporados através de precipitacdo. O
DNA foi precipitado com auxilio de 20 pg de glicogénio usado como
carreador. Depois de adicionado o glicogénio foi colocado 1/10 volume de
acetato de sodio (3M) pH 4,8 e de 2 volumes de etanol. A solugao foi mantida
a -20°C por 10 minutos e centrifugada por 15 minutos a 12.000 xg. O
precipitado foi entdo ressuspenso em 200 uL de TE 1X e 1ul dessa solugéo
foi retirada para a contagem da radioatividade incorporada por cintilacdo
liqguida. Essa aliquota de 1 uL foi aplicada em papel Whatman G/FA, este foi
seco com infravermelho e imerso em recipientes de vidro contendo solugao
de cintilacédo (PPO 0,05% em tolueno). Esse recipiente foi colocado em
contador Beckman modelo LS-150, que indicava o valor da marcagdo em

cintilagdes por minutos (CPM).



3.10.3.3 Reacao de hibridizagao a sonda homéloga

A membrana, contendo acidos nucléicos transferidos do gel, foi
colocada em sacos plasticos, com a 1 mL de solucdo de pré-hibridizagao
[fosfato de sodio (50 mM) pH 6,8; solugdo de Denhart 5X (polivinilpirrodina
(PVP) 0,1%, ficol 0,1% e albumina sérica bovina (BSA) 0,1%; formamida 50
%, SSC 5%, DNA de esperma de arenque 1ug/mL] durante 1 hora a 42 °C.
Apos a pré-hibridizagao, foi adicionado solugdo de SDS 0,1% e a sonda
marcada, previamente aquecida a 95°C por 5 minutos. A reagao de
hibridizagao ocorreu por 18 horas a 42°C.

Apés a hibridizagdo, a membrana foi lavada com a solugéo de lavagem
(SSC 0,1X e SDS 0,1) por 15 minutos a 42 °C por duas vezes consecutivas. A
membrana foi acomoda em cassete apropriado, coberta com um filme de raio
X (Kodak T-Mat S) e com tela intensificadora (lightning Plus, Du Pont). A

exposigao ocorreu a -70°C por tempos variados.

3.11 EXTRAGAO DE PROTEINAS FOLIARES

Folhas de plantas controle, submetidas a herbivoria e aos vapores de
metil jasmonato foram submetidas a extracdo protéica baseado na
metodologia descrita por Jacinto e colaboradores em 1998. Cem mg de folhas
foram maceradas, utilizando almofariz e pistilo, na presenca de nitrogénio
liqguido. Foi adicionado polivinilpolipirrolidona (10% do peso da folha) e o
conteudo protéico total foi extraido pela adicdo de 3 mL de solucéo de fosfato
de sdédio 50 mM, pH 6,0 a 4 °C para cada grama de folha. O material foi
homogeneizado suavemente durante alguns minutos e mantido no gelo,
sendo em seguida centrifugado durante 30 minutos a 10.000 x g, 4° C. Apés a
centrifugagédo, o sobrenadante foi coletado e o precipitado descartado. Os
extratos brutos obtidos apds a extracao de folhas submetidas a herbivoria

foram reservados para experimento de atividade in vitro.



3.12 PURIFICAGAO DA LIPOXIGENASE EM MARACUJA

3.12.1 Precipitagcao de proteinas com sulfato de amoénia

Plantas tratadas com metil jasmonato durante 48 horas foram
submetias a extracdo protéica como descrito no item 3.11. As proteinas
extraidas foram precipitadas utilizando sulfato de aménio. Foi adicionado
inicialmente sulfato de amonio numa concentracao suficiente para atingir uma
saturagcdo de 20%. A solugdo permaneceu sob suave agitacdo durante 3
horas a 4° C. O material obtido foi centrifugado a 1.000 xg durante 20 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e a ele foi adicionado sulfato de aménio
para se atingir uma saturagéo de 55%. Apds uma agitagéo por 3 horas a 4° C,
o precipitado foi coletado e a ele adicionado a solugao Tris-HCL 50mM, pH
8,0.

3.12.2 Cromatografia em coluna Sephadex G-200

A fragao obtida apés a saturagéo de 20 a 55% de sulfato de aménio foi
submetida a uma cromatografia de gel filtragdo em uma coluna Sephadex G-
200 previamente equilibrada com solugédo Tris-HCL 50mM, pH 8,0, sob fluxo
de 0,5 mL por minuto. As fracbes coletadas foram monitoradas a 280 nm,
para quantificacdo protéica e utilizadas para atividade de lipoxigenase. As
fragbes obtidas na cromatografia com a atividade especifica de LOX foram
concentradas utilizando ultrafiltragdo por colunas de Centricom (50.000 MW,

Milipore), seguindo as instru¢des do fabricante.

3.13 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE LOX IN VITRO

A atividade de LOX foi medida por espectofotometro usando acido
linoléico (10mM) como substrato, segundo metodologia adotada por Rangel e
colaboradores (2002). Por este método foi quantificado o aumento da
absorbancia a 234 nm, resultante da formacdo de um sistema de duplas

ligagbes conjugadas no hidroperoxido formado.



Basicamente, 5 uL de extrato bruto foram adicionados a uma mistura
de 1 mL do tampé&o de reagao enzimatica (Tris-HCI 50 mM pH 8,0) e 40 nul da
solugcdo estoque de acido linoléico 10 mM. A absorbancia a 234 nm foi
determinada no tempo inicial (tempo 0) e apés 1, 2 e 3 minutos. Uma unidade
de atividade de LOX foi definida como a quantidade de enzima que gera 1

umol de hidroperoxidos por minuto, a 25°C.
3.14 ANALISE DAS PROTEINAS POR SDS-PAGE

Os conteudos protéicos foram analisados em gel de poliacrilamida
10%, conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). Antes de serem
aplicadas no gel, as amostras foram solubilizadas em solugdo de amostra
contendo Tris-Hcl (0,0625M) pH 6.8, glicerol 10%, ABF 0,001%, SDS 2% e -
mercaptoetanol 5%, aquecidas a 100 °C durante 3 minutos e centrifugados
por alguns segundos. Como padrao de peso molecular foi utilizado o kit
Pharmacia Biotech, com faixa de peso molecular variando de 14,4 a 94,0 kDa.
A corrida eletroforética foi iniciada aplicando-se uma corrente constante de

180 Volts por aproximadamente 45 minutos.
3.15 COLORAGAO PELO AZUL DE COOMASSIE

Apos a corrida eletroforética, os géis foram imerso em solugéo
contendo Coomassie Brillant Blue R 0,2% (Bio-Rad) em metanol 45% (Merck)
e acido acético 10% (Merck), por cerca de 30 minutos. Em seguida, os géis

foram imersos em solugao descorante de metanol 5% e acido acético 7%.

3.16 DOSAGEM DE PROTEINAS

Para este experimento foi utilizado o método descrito por Bradford
(1976). A dosagem da amostra foi feita conforme instrugbes do kit Bio-Rad
Protein Assay. A absorbancia foi determinada a 595nm. A curva padréo foi
realizada utilizando-se BSA de acordo com instru¢des do kit Bio-Rad Protein

Assay.



3.17 OBTEN(;/;\O DO ANTICORPO POLICLONAL ANTI-LOX DE
MARACUJA

A proteina lipoxigenase foi previamente semipurificada através de
cromatografia Sephadex G-200. Apos a eletroforese, as bandas referentes a
LOX foram retiradas do gel, maceradas em um almofariz e acrescentada 200
uL de hidréxido de aluminio como adjuvante. A solugéo foi inoculada em um
coelho (Oryctolagus cunniculus) da raga Nova Zelandia, em uma primeira
dose intramuscular e apos 30 dias uma segunda dose subcutanea. Aos 45
dias do inicio da imunizagdo o animal recebeu a terceira dose idéntica a
segunda. A sangria de prova foi realizada na veia marginal da orelha do
animal em um volume aproximado de dois mL, dois dias apds a terceira dose.
O sangue foi mantido a 37° C por 2 horas para coagular e apés 12 horas a 4°
C o soro imune foi obtido através de centrifugagcdo a 19.000 xg por 20
minutos. Apds 15 dias do quarto reforco o coelho foi sacrificado por pungao
cardiaca, seu sangue reservado para separagao do soro. O soro imune foi
obtido através de centrifugacdo a 19.000 xg por 20 minutos.

Os anticorpos foram submetidos a testes de titulagdo em experimentos

de deteccdo em membrana, alcancando a titulagdo apropriada.

3.18 ANALISE DAS PROTEINAS POR IMUNODETECGAO

As analises por imunodeteccdo foram feitas conforme a metodologia
descrita por Towbin e colaboradores em 1979. Apdés a separacdo por
eletroforese, os extratos protéicos foram transferidos para membrana de
nitrocelulose. A eletrotransferéncia foi realizada utilizando solucao fosfato 0,05
M, pH 7,4 por 2 horas a 10 Volts constantes. A membrana foi inicialmente
incubada com tampao de bloqueio (Tris 20 mM, NaCl 150 mM; leite em po
desnatado comercial 5%, pH 7,5) durante 2 horas. Em seguida, a membrana foi
incubada com o anticorpo policlonal contra LOX de maracuja diluido 1:5000 em
tampao de bloqueio, por 2 horas. Apdés a incubagdo com o anticorpo, a
membrana foi lavada 5 vezes, a cada 10 minutos com solug¢ao de lavagem (Tris
20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). Posteriormente, a membrana foi incubada com
proteina A-peroxidase 1mg/mL, diluida 1:1000 em tampao de bloqueio, por 2

horas. A revelagdo das bandas imunoreativas foi feita utilizando o kit de



quimiluminescéncia (Armersham ECL reagent) conforme instrugbes do

fabricante.

319 QUANTIFICAGAO DO ACIDO JASMONICO HIDROGENADO (H,AJ),
ACIDO JASMONICO METILADO (MEAJ) E ACIDO JASMONICO
HIDROGENADO METILADO (H,MEAJ)

3.19.1 Acido jasménico hidrogenado padrio

O acido jasmébnico (40 mg) foi dissolvido em 1 mL de metanol, ao qual
foram adicionadas 4 mg de catalisador Pd/C (10%) (Aldrich). A mistura foi
colocada sob agitagdo em um reator em atmosfera de hidrogénio a pressao de
4 atm (atmosfera) por 3 horas. O acido jasménico hidrogenado formado foi
analisado por cromatografia gasosa acoplado com espectdmetro de massa
(CG/MS).

3.19.2 Acido jasménico metilado e acido jasménico hidrogenado

metilado padrao

3.19.2.1 Preparagao do diazometano

A um baldo de destilagdo de 500 mL, equipado com condensador de
tubo reto (sem juntas esmerilhadas), contendo uma solugao de 9,96 mols de N-
metil-N-nitroso-para-tolueno-sulfonamida (Diazald, 21,5 g) em 240 mL de éter
etilico foi adicionado uma solugdo de KOH (0,09 mols) em 7 mL de agua
destilada e 25 mL de etanol. A seguir esta mistura foi aquecida em torno de
35 °C em um banho de agua quente a 45 °C e a solugdo destilada de

diazometano foi coletada em frasco sob banho de gelo.
3.19.1.2 Metilagdo dos compostos
O AJ ou o H,AJ (20 mg) reagiram com excesso de diazometano em

agitacao e as reagdes foram mantidas em repouso por 12 horas a temperatura
ambiente. A formacao de MeAJ e HMeAJ foi verificada por CG/MS.



3.19.3 Extragcdao do acido jasménico e metil jasmonato de folhas de

maracuja

Aproximadamente 100 mg de material vegetal mantido em N, foi
macerado com auxilio de almofariz e pistilo e na presengca de 500 uL de
solugdo de extragéo (1-propanol/agua/HCI concentrado 2:1:0,002 v/v/v). Nesta
etapa foi adicionado 20 ng dos padrdes internos H,AJ e HoMeAd. Esta mistura
foi agitada por 30 min a 4 °C e em seguida 1 mL de diclorometano foi
adicionado e agitada novamente por 30 min. As amostras foram centrifugadas
a 13.000 xg por 5 min. A fase organica foi retirada, seca e ressolubilizada em

300 pL de metanol.

3.19.4 Andlise e quantificagcdo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas seqlencial
(CLAE/EM-EM)

A deteccdo dos compostos foi efetuada utilizando-se o sistema
CLAE/EM-EM em sequéncia com ionizagao por electrospray no modo MRM
(multiple reaction monitoring). O ion molecular desejado foi coletado pelo
primeiro quadrupolo e entdo fragmentado em um segundo quadrupolo que
estava submetido a uma pressao baixa de argbnio (célula de colisdo). Um
terceiro quadrupolo estava ajustado para detectar somente os ions filhos
majoritarios do composto de interesse. O sistema constituia-se de duas
bombas analiticas Shimadzu 10 Avp acopladas a uma coluna Luna C18 (2)-
HST 100 x 3,0 mm a 25 °C. A fase movel utilizada foi acetonitrila + 0,05 %
acido férmico e agua + 0,05 % de acido férmico em gradiente no qual de 0 a 18
min a concentragao de acetonitrila foi de 50 a 100 %, com fluxo total de 200 pl.
A analise por EM-EM (Micromass, Altrichan, UK) foi realizado em modo
electrospray negativo para as amostras AJ, H,AJ e OPDA e positivo para Me
AJ e HoMeAd, com voltagem de cone 30 V. O potencial da célula de colisao foi
programado para 20 V e 25 V, respectivamente, para o modo negativo e
positivo. Os potenciais do capilar e do eletrodo HV estavam ajustados a 5 e 0,5

kV. O gas nitrogénio de nebulizacdo e secagem foram de 250 e 30 I/h. As



massas moleculares e as transi¢gdes monitorados para cada composto foram

descritas na tabela a seguir.

Modo de o Padrao Modo de o
Composto = = Transicao L Transicao
ionizacao Interno ionizagao
AJ negativo 209 —59 H,AJ negativo 211 —59
MeAJ positivo 225 —151 H.MeAJ positivo 227 —153
OPDA negativo 291 —»165 H.AJ negativo 211 —59

A quantificacdo do AJ e MeAJ foi realizada a partir de uma curva padrao
construida com diferentes concentracbes de AJ e MeAJ com os seus

respectivos padrdes internos.



4. RESULTADOS

4.1 Extracao de RNA total do tecido foliar

A eletroforese em gel de agarose 1,4% (m/v) desnaturante foi utilizada
para a analise da integridade do RNA total obtido com o reagente Trizol. A
figura 7 mostra o padrdo de bandas dos RNAs obtidos apds a eletroforese, e
podemos observar que nao ocorreu degradacédo durante a metodologia de

extragao.

4.2 CLONAGEM DO FRAGMENTO DE CDNA DE LOX

O RNA total de folhas de maracuja expostas aos vapores de metil
jasmonato por 12 horas foi utilizado para transcrigdo reversa. O cDNA
produzido foi utilizado para PCR com um iniciador oligo (dt),o € um iniciador
degenerado derivado de uma sequéncia de aminoacido consenso
HAAVNFGQY, a qual estd presente na regido C-terminal das varias
sequéncias LOX vegetais. Na Figura 8 pode ser observado que a reagao de
RT-PCR resultou na amplificacgo de um udnico fragmento de
aproximadamente 700 pb.

Apods a clonagem do fragmento de aproximadamente 700 pb no vetor
pCR 2.1, foram obtidas quatro colénias brancas (recombinantes). Os DNAs
plasmidiais oriundos dessas colénias foram digeridos com a enzima de
restricdo EcoRI e analisados em gel de agarose 0,8% (m/v). Como podemos
observar na Figura 9, apenas um clone entre os quatros obtidos continha o
fragmento de cDNA de 700 pb clonado (raias 1 - 4). Como controle negativo,
foi digerido o DNA plasmidial oriunda de uma colbnia azul (n&do recombinante)
(raia 5).



Figura 7: Avaliagao da integridade do RNA total extraido do tecido foliar de
plantas de maracuja. As amostras foram analisadas através de eletroforese em
gel de agarose 1,4% (m/v) desnaturante. Raias 1 e 2) 6ug de RNA total extraido
de plantas apds 12 horas de exposi¢cao ao metil jasmonato. A figura mostra duas
extragdes independentes. Os RNAs foram visualizados por coloragdo com

brometo de etideo 10 mg/mL.
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Figura 8: Analise do perfil de amplificagdo da LOX de maracuja.

Raia M) Marcador 100 pb Ladder (100 ng) (Invitrogen). 1 - 4) 10uL do produto
de RT-PCR de quatro amplificacbes independentes. A seta indica a
amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 700 pb correspondente a

LOX. As amostras foram separadas em gel de agarose 1,2% (m/v) contendo

brometo de etideo 10 mg/mL.
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Figura 9: Padrao de digestao enzimatica do DNA plamidial
proveniente de coldnias transformadas. M) Marcador 100 pb Ladder
(100 ng) (Invitrogen), 1) 100 ng de DNA plasmidial, de coldnia positiva,
digerida com Eco RI. 2-4) 100 ng de DNA plasmidial de colénias brancas,
falso positivas, digerida com Eco RIl. 5) 100 ng de DNA plasmidial de
colénia azul, ndo transformadas, (somente o vetor) apds digestdo com Eco
RI. A seta indica a posi¢céo do inserto liberado aos a digestdao enzimatica.
As amostras foram separadas em gel de agarose 1,2% (m/v) contendo

brometo de etideo 10 mg/mL.



4.2 SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO OBTIDO VIA RT-PCR

O clone 1 (Figura 9) foi submetido ao sequenciamento automatico de
DNA, sendo possivel determinar uma sequéncia de 673 nucleotideos (Figura
10). Com este trecho de cDNA disponivel, analisamos as possiveis tradug¢des
utilizando um programa especifico (Figura 10). Com a sequiéncia deste cDNA,
foi possivel ter acesso a sequéncia deduzida de aminoacidos para a busca de
sequéncias similares em bancos internacionais de dados. As sequéncias de
aminoacidos para diferentes espécies vegetais: Nicotiana tabacum (NtLOX;
acesso n° AY254348.1), Passiflora flavicarpa (PLOX; acesso n° AF119041.1),
Arabidopsiss thaliana (AtLOX; acesso n° AJ249794.1), Oryza sativa (OsLOX;
acesso n° AF095895.1), Solanum tuberosum (StLOX; acesso n° X95516.1) e
Lypopersicon esculetum (LeLOX; acesso n° FG591714.1); foi utilizado para
alinhamento das mesmas (http://mbrc.bcm.tmc.edu/searchlaucher). Essa
comparagao preliminar revelou uma similaridade entre a sequéncia deduzida
de aminoacidos de nosso fragmento com diversas sequéncias parciais de
lipoxigenases de origem vegetal. Na figura 11 demonstramos a sequéncia de
aminoacidos deduzidas do fragmento de aproximadamente 700 pb quando
alinhado com sequéncias de aminoacidos de LOX vegetais anteriormente

descritas.
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Figura 10: Sequéncia de nucleotideos obtidos a partir do

fragmento de aproximadamente de 700pb. A regido em azul refere-se a

sequéncia do iniciador degenerado desenhado para as reagdes de RT-PCR.

A sequéncia de poliadenilagado estda marcada em verde, e os possiveis stop-

codons estao em vermelho. Abaixo da sequéncia de nucleotideos estao os

aminoacidos correspondentes a cada cédon.




NELOE HAAF GOV AGYFPNRPTTARAKNP TEDP TD-EEWENFLERPEDALLECFR3QUQATE
PELOZ HAAVNE GOTET GG TR PR3 IARINNF TEDF 3E-EEFKELLREPEDTLLECFP3GLOALR
LeL0Z HAAVNE GOTGY GG TR PNRPTTTRIRNF TEDP TD-EALKEF VESPEKVLLETYR30KQATL
AtLOZ HAAVNE GOTGY GG YFPNRPTTTRIRNPTEDP TD-EALKEF VESPEKVLLETYR3QKQATL
0sLOZ HAAVNEGOYDF GGYFPNRPS IARTVIPVEEPVDGAANERFLDNPDORLRECFRIQVOLTY
SELOE HAAVNEGOYPYAGTVPNRP TV RRFNPEPGTPE---VEELKRNPDEAFLETITAGLOTLL
NELOX VHATLDYVLANHSPDEEY IGERTER T ARD PV INAAFEXF3GRLEELEGI IDGRNADNLY
PELOZ VTAILEILGAHSPDEEY TADKLEATWEDEAVIKAAFERANGRIKELEGTIDDRNADLILE
LeL0Z VUV TLOLLATHAPDEET IGEQOE RS ANE PV INAAFERF ECELOYLEGVIDERIWN I TLE
AtLOZ VIV TLOLLATHAPDEETIGEQQE RS ANE PV TN AAFERF KGELQYLEGVIDERIVN I TLE
0sLOZ VHAVLDVL 3RS TDEEYLGGEQTRRMNADALVOAAYDGF AARLEETEGY IDGRNEDRELE
StLOZ GVaLYEILGRHTTDETYLGORESPENTHDEERPLAAFDRFGKELTDIEEQT TQRNGDNILT
HNELOX NRNGAGWPTELLEPF 3GPGVTGEGVPTS TSI
PILOZ NR3GAGYIPYELLKPT3TPGVTGEGVENS TSI
LeL0Z NRAGAGWWEVELLKPTREHGVTGHGVPTSIAI
ALOZ NRAGAGYWEVELLEPTREHGVTGHGVPTS IS 1
0sL0OZ NRCGAGILPTOLNKPFIDAGVTGHGIPNSTSI
JtLOZ NR3GPVNAPYTLLFPTREGGLTGEGIPNAVAI

Figura 11: Comparacao das sequéncias de aminoacidos deduzida
de LOX de diferentes espécies vegetais. As sequéncias foram alinhadas
utilizando o] programa ClustralW 1.18 disponivel em
http://mbrc.bcm.tmc.edu/searchlaucher. As sequéncias de LOX alinhadas
foram: Nicotiana tabacum (NtLOX; acesso n° AY254348.1), Passiflora
flavicarpa (PALOX; acesso n°® AF119041.1), Lypopersicon esculetum (LeLOX;
acesso n° FG591714.1), Arabidopsiss thaliana (AfLOX; acesso n°
AJ249794.1), Oryza sativa (OsLOX; acesso n° AF095895.1) e Solanum
tuberosum (StLOX; acesso n° X95516.1). Os aminoacidos conservados de
LOX vegetal estdo indicados com um asterisco (*) os aminoacidos diferentes
entre as espécies analisadas estdo indicados por dois pontos (:). O retdngulo
mostra a sequéncia de 9 aminoacidos conservados entre as LOX nas

diferentes espécies.



4.3 EXPRESSAO DO GENE LOX EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM
METIL JASMONATO, FERIMENTO MECANICO E HERBIVORIA.

4.3.1 Expressao temporal do gene da LOX em folhas de maracuja

A cinética do acumulo do RNAm de LOX em folhas de maracuja em
resposta ao tratamento com metil jasmonato e ferimento mecanico foi estudado
pela técnica de Northern blot (Figura 12). O resultado mostra que os
transcritos de LOX foram detectados em todas os tempos analisados para
folhas feridas e em folhas sistémicas, porém, €& possivel observar um
acréscimo apo6s 12 horas de tratamento. Nas plantas tratadas com metil
jasmonato, observa-se um aumento na indugédo desses transcritos a partir de 3
horas de exposi¢cao ao tratamento, com maior nivel de indugédo apos 12 horas

de tratamento.

4.3.2 Perfil da expressao do gene LOX em resposta a herbivoria

Para avaliar a indugéo do gene da LOX em resposta a herbivoria, folhas
de plantas de maracuja foram utilizadas para alimentacdo de lagartas de
espécies diferentes. A lagarta Spodoptera frugiperda tem como preferéncia em
sua dieta folhas de milho (Zea mays) porém €& conhecida por ter habitos
generalistas. A lagarta Agraulis vanillae vanillae ¢é especialista para
alimentacado com folhas de maracuja. Na Figura 13 foi demonstrado o acumulo
de transcritos da LOX sob influéncia das duas espécies tanto em folhas com
sinais de predacao (H), bem como em folhas sistémicas (HS), apdés 12 horas
em contato com as lagartas. Pode-se observar um maior acumulo dos
transcritos nas folhas feridas em relagdo as folhas sistémicas, para os dois
tipos de lagartas. Esse resultado mostra que o gene LOX ¢é induzido
principalmente em folhas feridas e predadas. Porém a resposta da planta
ocorre também em folhas sistémicas, uma vez que foi possivel observar o

acumulo de RNAm para LOX nas folhas sistémicas.
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Figura 12: Perfil de expressdao do gene LOX em resposta ao
tratamento com metil jasmonato e ferimento mecanico e suas folhas
sistémicas. Em intervalos especificos em um periodo de 12 horas, amostras
de RNA foram coletadas. Foram utilizadas tratamentos com metil jasmonato e

ferimento mecanico. Todas hibridizadas com sonda LOX de maracuja.
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Figura 13: Perfil de expressdo do gene em resposta a herbivoria.
Indugdo de transcritos da LOX em resposta a acdo de insetos herbivoros
(especialista e generalista, respectivamente) apos 12 horas de alimentagao.
C) folhas intactas H) folhas com sinal de predacdo HS) folhas intactas de
plantas expostas as larvas herbivoras. Todas hibridizadas com sonda

radiomarcada LOX de maracuja.



4.4 INDUGAO DA ATIVIDADE DE LOX POR HERBIVORIA

Plantas de maracuja foram submetidas a herbivoria por lagartas das
espécies Agraulis vanillae vanillae e Spodoptera frugiperda durante 24 e 48
horas. Folhas com sinais de predacgao e folhas sistémicas foram coletadas, e
suas proteinas extraidas em trés experimentos independentes. Para a
deteccao da proteina LOX foi realizado ensaio de atividade enzimatica com
acido linolénico como substrato. A figura 14 (A e B) demonstra que a atividade
de LOX em folhas controles foi detectada em niveis baixos, quando comparada
aos outros tratamentos. A atividade enzimatica de LOX em folhas submetidas a
herbivoria foi cerca de 8 vezes maior que a atividade em folhas controle.
Nas plantas submetidas a herbivoria foram observados diferengcas bem
proximas na atividade de LOX entre plantas induzidas por 24 horas e as de 48
horas. Em um contexto geral pode-se avaliar como analogos os niveis de
atividade de LOX em plantas predadas por ambas as espécies de lagartas
utilizadas para o ensaio. As diferengas entre as atividades de LOX foram
avaliadas estatisticamente pelo teste t obtendo significancia de P<0,01 e
P<0,05.

4.5 ANALISE, EM SDS-PAGE, DO ACUMULO DA PROTEINA LOX EM
RESPOSTA A HERBIVORIA

Cerca de 35 ug de extratos brutos das proteinas extraidas das plantas
submetidas a herbivoria foram separados por eletroforese em SDS-PAGE
(10%) e corados por Coomassie brilliant blue. Pode ser observado, na Figura
15, que o padrdao de bandas apresentado permanece similar em folhas
submetidas a herbivoria e folhas sistémicas. Em todos os casos foram
utilizados grupos de trés plantas para cada extragdo protéica. A proteina LOX
tem cerca de 94 Kd, indicada pela seta. Pode-se observar a auséncia da banda
de 94 Kd na amostra controle e a presenga da mesma nas amostras predadas
(H) e sistémicas (HS) para os dois tempos analisados (24 horas e 48 horas). E
possivel notar que a proteina LOX é acumulada em folhas predadas (H) em

neveis ligeiramente maiores que as folhas sistémicas (HS).



4.6 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS CONTRA PROTEINA
LOX DE MARACUJA

Anticorpos policlonais foram desenvolvidos a fim de estudarmos os
niveis de acumulo da proteina LOX de maracuja em resposta a diferentes
condicdes de estresse, via experimento de Western Blot. A Figura 16 mostra
que anticorpos policlonais contra LOX de maracuja reagiram com proteinas

inespecificas em varias diluicdes dos anticorpos.

4.7 QUANTIFICAGAO DE ACIDO JASMONICO

Nestes experimentos fez-se necessario o uso de acido jasmonico
dihidroxigenado padrao a fim de comparar com espectro de massas do acido
jasménico extraido. Na Figura 17 mostra os espectros do acido jasménico (A) e
do acido jasmodnico diidrogenado utilizado como padréao. O espectro de massas
apresentou, entre outros sinais, o ion molecular m/z 209 [M]" confirmando a
massa calculada de férmula C1,03Hs. O conjunto desses dados confirma a
estrutura do produto obtido (Figura 17).

A detecgdo do acido jasménico foi efetuada utilizando-se o sistema
CLAE/EM-EM em sequéncia com ionizagéo por electrospray no modo MRM
(multiple reaction monitoring). Plantas contendo duas folhas expandidas foram
feridas mecanicamente e congeladas em nitrogénio liquido. A porgao de folhas
tanto no controle quanto a folha ferida possuiam o peso de aproximadamente
100 mg. A detecgéo apos o ferimento mecanico, em uma cinética temporal (15,
60, 90, 120 e 180 minutos apds a inducao) foi analisada para a quantidade de
acido jasmoénico produzido (Figura 18). Nas folhas controle foi observado um
nivel basal de acido jasmoénico. Apdés a ferida observa-se (Figura 18) um
constante acréscimo dessa substancia até 60 minutos apds o estimulo, apos
esse periodo nota-se um decréscimo na producado de acido jasmdnico até o

tempo final de 180 minutos.
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Figura 14: Atividade de LOX em resposta a herbivoria causada por S.
Frugiperda (A) causada por A. vanillae vanillae (B), apés 24 horas e 48
horas de exposigao. C: folhas de plantas controle; H: folhas com sinais de
herbivoria; HS: folhas sistémicas de plantas atacadas. Valores de

significancia, para *P<0,01, **P<0,005 de acordo com teste t.
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Figura 15: Analise eletroforética por SDS-PAGE (10%) C: extrato bruto das
folhas controle; H: extrato bruto das folhas submetidas a herbivoria por A.

vanillae vanillae; HS: extrato bruto das folhas de folhas sistémicas de plantas

atacadas.
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Figura 16: Analise do soro imune e pré-imune contra proteina LOX de
maracuja por Western Blot de proteinas da LOX de maracuja. Amostras protéicas
(35 ng) de maracuja foram separadas por SDS-PAGE (10%) e transferidas para
uma membrana de nitrocelulose. Todas as proteinas utilizadas nesse experimento
advieram de plantas do grupo controle. Os anticorpos contra LOX foram diluidos 1:
9000. As setas indicam reagdes inespecificos dos soros com proteinas das folhas

de maracuija.
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Figura 18: Andlise do acido jasménico endégeno de folhas controle e
folhas feridas mecanicamente. As barras verticais represntam os niveis de
acido jasmoénico (eixo y) em fungcdo do tempo (eixo x). As amostras foram
analisadas por CLAE/EM-EM.



5. DISCUSSAO

Os insetos herbivoros sdo responsaveis por grandes perdas na
agricultura, por causarem injurias, além de se alimentarem dos tecidos de
plantas. As perdas na produgado da agricultura mundial, devido ao ataque
desses insetos chegam a 13% das colheitas (Gatehouse et al., 2002). A co-
evolucdo das plantas resultou em uma selecdo entre aquelas que
paralelamente conviveram com insetos herbivoros. Uma das consequéncias foi
o aprimoramento do mecanismo de defesa, seja constitutivo, ou a indugéo de
proteinas que afetam negativamente a alimentagao, crescimento, reproducao e
ataque dessas pestes. Entre as proteinas, estdo incluidas enzimas tais como
as quitinases, as lectinas e os inibidores de enzimas digestivas (Ryan, 1990).

A busca de genes de defesa que sdo responsaveis pela sintese de
proteinas de defesa tem se mostrado de enorme interesse da comunidade
cientifica. Em estudos prévios, nosso grupo de pesquisa identificou uma 13-
LOX localizada em cloroplastos de maracuja que € induzida por ferida e
vapores de MJ (Rangel et al., 2002). Seguindo os moldes dos tratamentos
utilizados anteriormente foi identificada uma aleno Oxido sintase
cloroplasmatica de maracuja, enzima responsavel pela primeira reagao
especifica de acido jasmonico. Subsequentemente Botelho-Junior e
colaboradores em 2008, mostraram o acumulo de inibidores de tripsina em
folnas de maracuja apos tratamento com MJ e herbivoria. A partir desses
trabalhos se faz importante o estudo do acumulo de transcritos LOX e sua
atividade enzimatica em resposta tratamentos como metil jasmonato, ferimento
mecanico e herbivoria causada por um insetos especialista (A. vanillae vanillae)

e um inseto generalista (S. frugiperda).

5.1 CLONAGEM DE UM FRAGMENTO DE cDNA DA LIPOXIGENASE DE
MARACUJA

A insercao do oxigénio molecular na estrutura lipidica da membrana pela
LOX constitui o primeiro passo para a sintese de acido jasménico e ativagao de
genes de defesa. Analisando dados anteriores, nosso grupo demonstrou que a
LOX em tecido foliar de maracuja era fortemente induzida apos 12 horas de

tratamento com metil jasmonato (Rangel et al., 2002). Baseando-se nestes



dados, RNA totais de plantas tratadas com metil jasmonato por um periodo de
12 horas foram utilizados em experimentos de RT-PCR. Com esse periodo de
exposi¢cao ao metil jasmonato supomos que ocorreria um aumento dos niveis
de lipoxigenase, facilitando a amplificagdo do fragmento de cDNA dessa
proteina via experimento de RT-PCR. Além disso, utilizamos iniciadores
degenerados produzidos a partir de uma sequéncia conservada de nove
aminoacidos (HAAVNFGQY), proximos a regidao C-terminal de varias LOX
vegetais (Heitz et al., 1997). Inicialmente utilizamos vérias temperaturas de
anelamento, mas s6 conseguimos amplificar um fragmento de tamanho
esperado nas reagdes de RT-PCR (Figura 7) quando utilizamos uma
temperatura baixa (45 °C) para o anelamento dos iniciadores. A amplificagao de
um fragmento de aproximadamente 700 pb estdo de acordo com dados da
literatura, que mostram que com a utilizagdo dos mesmos iniciadores foi
possivel a amplificagdo do fragmento obtido em reagdes de RT-PCR utilizando
como molde RNA total extraido de folhas de tomate tratadas com metil
jasmonatos por 24 horas (Heitz et al.,1997). A baixa temperatura de
anelamento pode ser consequencia da utilizagdo de um iniciador degenerado
para a sequéncia consenso da LOX, o que provavelmente dificultava o
anelamento com temperaturas mais elevadas. A partir do fragmento amplificado
por PCR, reamplificagdes seguintes foram realizadas com sucesso, ja que as
extremidades do cDNA ja estavam definidas com o par de iniciadores utilizados
na primeira reagao de PCR. O fragmento foi clonado em vetor especifico, os
recombinantes foram selecionados e o fragmento novamente liberado com
auxilio da enzima de restricdo Eco RI (Figura 8).

Como o fragmento amplificado representa aproximadamente 25% do
cDNA completo da LOX, uma vez que o tamanho final esperado & de
aproximadamente 2,5 Kb, as nossas analises quanto a similaridade entre a
sequéncia de aminoacidos deduzidos do fragmento de cDNA, com sequéncias
de outras lipoxigenases vegetais sao preliminares.

A analise parcial da sequéncia deste fragmento revelou similaridade com
outras LOX vegetais conhecidas. A deducdo da sequéncia parcial de
aminoacidos da LOX de maracuja demonstrou similaridade com TomLOXC de
tomate (67%) (Heitz et al., 1997), LOX -H1 de batata (66%) (Royo et al., 1999),
AtfLox2 de Arabidopsis thaliana (62%) (Bell e Mullet, 1993) e LOX de arroz



(53%) (Peng et al., 1994) (Figura 10). Nesse contexto, focamos em identificar
padrdes de cinética do acumulo da LOX sob tratamentos especificos utilizando
o fragmento amplificado como sonda marcada radiotivamente para

experimentos de Northern Blot.

5.2 ANALISE DA CINETICA DO ACUMULO DO RNAm DE LOX

O acumulo da LOX em folhas de maracuja, em fungédo do tempo, foi
realizada utilizando trés tipos de tratamentos diferentes: exposicdo aos vapores
de MJ, folhas feridas e herbivoria por insetos (especialista e generalista).
Segundo a literatura, as LOXs vegetais envolvidas na inducédo da resposta de
defesa via a rota do octadecandide sado codificados por genes de ativacao
rapida ou precoce, quando comparados com genes que codificam proteinas de
defesa que atuam diretamente contra os predadores (Ryan, 2000).

A capacidade do MJ em induzir inibidores de proteases em tomate
(Solanum lycopersicum) é descrita desde 1990 (Farmer e Ryan, 1990);
pesquisas sobre a inducdo de LOX gerando inibidores de proteases
correlacionado com genes de defesa se seguiram utilizando plantas
trasngénicas com deplecédo da sintese de LOX ou sua superexpressao (Bellet
al., 1995; Rance et al.,1998; Kessler e Baldwin, 2003; Glazebrook, 2005)
corroborando a importancia da LOX na sintese de inibidores de proteases. Em
nossos experimentos utilizando folhas de maracuja, observamos um aumneto
de RNAmM de LOX apds 3 horas de exposicdo ao metil jasmonato. Este
resultado sugere que a ativagcdo do gene que codifica a LOX em maracuja
ocorre mais lentamente do que a resposta observada em plantas de tomate
(Heitz et al., 1997). Um padrao de resposta mais tardia ja foi descrito para
Solanum tuberosum e Phaseolus vulgaris onde seus transcritos de LOX foram
detectados em tecido foliar a partir de 6 horas de exposi¢cao ao metil jasmonato
(Fidantsef e Bostock., 1998; Porta et al., 1999). O acumulo dos transcritos do
gene TomLOXD pode ser observado 30 minutos apds a exposicdo de metil
jasmonato, enquanto os transcritos do gene que codifica um inibidor de
proteinase serinica € observado a partir das 3 horas (Heitz et al., 1997).

Demonstramos uma cinética valida para a proposta apresentada, onde
incluimos a transcricdo do gene da LOX em reposta a indugdo com metil

jasmonato e o gradual acumulo de mRNA de LOX em resposta a indugdo com



tempos crescentes, observado entre os tempos de 3 horas e 24 horas apds o
inicio da exposigdo ao metil jasmonato (Figura 11); corroborando os dados
anteriores do nosso grupo onde a atividade de LOX e o acumulo da proteina foi
fortemente induzido pelo metil jasmonato (Rangel et al., 2002). Analisando a
cinética do acumulo da LOX de maracuja podemos correlacionar com a cinética
de TomLOXD (Heitz et al., 1997), AtLOX2 (Bell e Mullet, 1993), LOX1 (Melan et
al., 1993), PvLOX2 (Porta et al., 1999) como responsivos ao metil jasmonato.

A maioria dos genes LOX é responsiva a indugdo para o metil
jasmonato, mas 0 mesmo nao é observado quando analisamos o estimulo por
ferida. Algumas isofomas nao sao detectadas em experimentos onde plantas
sao feridas mecanicamente como € o caso da TomLOXC de tomate (Heitz et
al., 1997), LOX1 de Arabidopis (Reymond et al., 2000). Em contrapartida, varios
genes LOX foram identificados como responsiveis a ferida mecénica como é o
caso das LOX de maracuja (Rangel et al., 2002), PdLOX2 (Cheng et al.,2006),
LOXH1 e LOXH3 de batata (Farmaki et al., 2007), e PvLOX6 (Porta e
Fegueroa-Balderas, 2008). Em nossos experimentos utilizando ferida mecéanica
como processo de indugdo observamos um acumulo de transcritos de LOX
apo6s 1,5 hora do inicio dos ferimentos, este acumulo permaneceu constante
até 9 horas apds o ferimento mostrando a maxima inducdo 12 horas apés o
ferimento; bem como nas folhas contiguas néo feridas (Figura 11); esses
resultados demonstram que o gene LOX de maracuja também é responsivo ao
tratamento com ferida mecanica.

Entre outros mecanismos de indu¢cdo da LOX em vegetais o uso de
espécies de insetos herbivoros e patégenos vém sendo utilizados largamente
durante os anos de estudo das funcbes da LOX para ativar mecanismos de
defesa. A evidéncia de que mecanismos de ativacdo de genes de defesa
seriam ativados através do estimulo de insetos herbivoros foi inicialmente
proposto por Ryan em 1990, deste entdo experimentos subsequentes
corroboraram essa hipotese inicial. Contudo, pesquisas apontam que somente
alguns genes de defesa podem ser ativados por injuria mecanica e herbivoria
(Howe e Jander, 2008; Stratman e Ryan, 1997; Baldwin, 1998), outros genes
somente sdo ativados apds herbivoria por insetos (Korth e Dixon, 1997;
Reymond et al., 2000). Aliado a essas observacoes, trabalhos demonstram que

a deficiéncia do gene LOX, em alguns transgénicos, reduz significativamente a



defesa vegetal contra insetos herbivoros (Halitscheke e Baldwin, 2003;
Nemchenko et al., 2006). Botelho-Junior e colaboradores (2008) demonstraram
que larvas de A. vanilae vanilae ativam o mecanismo de defesa vegetal,
gerando um acumulo de inibidores de tripsina. Partindo desses conhecimentos,
foram realizados experimentos a fim de estabelecer correlagdo entre o
funcionamento de LOX de maracuja e os processos de defesa vegetal.
Utilizando dois modelos distintos, um com larvas de insetos generalistas e outro
com larvas especialista, demonstramos a expressdao de LOX em folhas
atacadas por essas larvas herbivoras e folhas sistémicas (Figura 12). Quando
comparamos a expressao em folhas feridas pudemos notar um maior acumulo
de LOX do que aquelas sistémicas. Em folhas feridas mecanicamente a
inducdo de LOX foi menor do que em plantas submetidas a herbivoria, fato
igualmente descrito em Arabidopsis thaliana (Reymond et al., 2000, 2004) e em
algodao (Pare e Tumlinson, 1997), o que nos leva a crer que as secregdes
orais desses insetos estdo diretamente ligadas a expresséo do gene LOX em

maracuja, fato demonstrando em tabaco (Kahl et al., 2000; Hummel, 2009).

5.3 INDUGAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE LOX POR HERBIVORIA

Analisamos a atividade de LOX seguindo modelo de herbivoria causado
pelas larvas dos insetos generalistas e especialistas em periodos de 24 e 48
horas (Figura 13). A observacao do grupo controle (folhas de plantas intactas)
nos mostra o nivel basal de LOX que a planta produz para manutencado de
estados fisiolégicos em homeostase. Em contrapartida a atividade de LOX
aumenta consideravelmente quando submetidas as herbivorias, mesmo em
folhas sistémicas (folhas intactas de plantas submetidas a herbivoria) sugerindo
um modelo de sinalizagdo distal descrito anteriormente  por Rangel e
colaboradores em 2002. Quando analisamos a reprodutibilidade do ensaio
encontramos alguns problemas resultantes dos ensaios in vivo. O padrao de
alimentagao e voracidade das lagartas é imprevisivel, acarretando em desvio-
padéo alto.

Os dados demonstram uma atividade analoga de LOX em resposta a

ambos os insetos, corroborado pelos resultados utilizando Arabidopsis thaliana



como planta modelo (Reymond et al., 2004) no qual experimentos de micro
arranjos demonstram uma alta similaridade entre expressdes génicas de
plantas submetidas a larvas de insetos especialistas e generalistas.

Visando estudar a LOX induzida em folhas de maracuja em
experimentos de Western Blot foram produzidos anticorpos policlonais em
coelhos contra a LOX de maracuja. Entretanto os anticorpos produzidos se
mostraram inespecificos para a proteina LOX (Figura 15), ocasionando

marcagao de varias regides da membrana.

5.4 QUANTIFICAGAO DE ACIDO JASMONICO

Como descrito anteriormente, o acido jasmonico € o produto da Rota do
Octecandide relacionado com defesa vegetal, sendo a LOX a primeira enzima
dessa cascata. Por isso fez-se necessario a investigagdo e a correlagdo do
acumulo de LOX e a dosagem de acido jasmdnico enddgeno. A lipoxigenase é
a primeira enzima para a sintese de acido jasménico ao final da Rota do
Octadecnoide. Assim, podemos relacionar a dosagem de acido jasmdnico
endogeno (Figura 17) com o acumulo de LOX em folhas feridas (Figura 11).
Porém essa avaliacdo nao podera ser discutida, pois, a priori, estava prevista a
dosagem do produto da aleno 6xido sintase e o precursor direto do acido
jasmonico, o OPDA; bem como o metil jasmonato enddgeno, bem como
repeticdes com outros grupos de plantas. Essas correlagbes poderiam nos
trazer informacgdes valiosas quanto ao paralelo de sintese entre a lipoxigenase
e 0 acido jasmoénico. Rakwal e colaboradores em 2002 demonstraram que 0s
niveis de acido jasmdnico sao dependentes da produgao de OPDA apenas nos
primeiros 15 minutos da inducéo por ferida mecanica e apos esse periodo os
niveis de acido jasmodnico continuam crescendo até 30 minutos. Em trabalho
posterior, o uso de plantas transgénicas com redugcdo nos niveis de
monogalactosildiacilglicerol (MGDG), eliciadores da Rota do Octadecandide,
demonstrou que a dosagem de acido jasménico era consideravelmente
reduzida quando plantas eram feridas mecanicamente (Wang, 2009).

Os métodos utilizados para analise quantitativa de acido jasménico, e os

compostos relacionados, em plantas possui um alto nivel de sensibilidade,



requerendo processos de purificagdo trabalhosos e especificos. O objetivo do
nosso grupo de pesquisa € o aprofundamento das metodologias quimicas

referentes a esses processos.



. Conclusoes

Um fragmento de cDNA da lipoxigenase de aproximadamente 700 pb foi
amplificado via RT-PCR e clonado em vetor plasmidial. Esse fragmento foi
utilizado como sonda para estudo da expressao do gene LOX sob diferentes

tratamentos.

O trecho analisado do cDNA de LOX apresenta similaridade com outras

lipoxigenases de vegetais.

O gene da LOX de maracuja é responsivo ao tratamento por metil jasmonato,
ferida mecanica e herbivoria. Sendo o maior acumulo de transcritos em
resposta a metil jasmonato. As indugdes por herbivoria resultaram em um

acumulo maior do que aquelas feridas mecanicamente.

Larvas de insetos generalistas e especialistas induzem niveis semelhantes de
atividade enzimatica de LOX; indicando a agao herbivora como um dos

mecanismos da ativagdo das Vias das Lipoxigenases.
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