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Resumo

Ornitina decarboxilase (ODC) (EC 4.1.1.17) ¢ a primeira enzima que desencadeia a
sintese das poliaminas putrescina, espermidina e espermina nas células. As poliaminas sdo
cations alifaticos envolvidos no controle de crescimento e sdo requeridas para uma variedade
de eventos biologicos como sintese de proteina, replicacio do DNA e divisdao celular. No
presente estudo, a atividade da ODC foi medida em ovo, larva, pupa, fémea jovem e adulta de
Anastrepha fraterculus. Durante o desenvolvimento de A. fraterculus, a atividade da ODC
apresentou flutuagdes. Entre os estdgios anteriores a emergéncia, o ovo teve a mais alta
atividade especifica, provavelmente devido a embriogénese que ¢ caracterizada pela alta taxa
de divisao celular. A atividade da ODC foi também altamente significativa em ovarios e corpo
gorduroso de fémeas jovens possivelmente devido ao avango da oogénese e vitelogénese.
Parametros cinéticos (K, app € Vmax) para atividade da ODC foram determinados em pupa,
larva e ovario de fémeas jovens e apresentaram grande variagdo. A guanosina trifosfato (GTP)
demonstrou afetar grandemente estes parametros cinéticos, sugerindo estarem ocorrendo
modificagdes pods-traducionais. Fémeas jovens (34 dias) de A. fraterculus também foram
analisadas quanto ao efeito do estresse de temperatura (6°C e 20/6°C) e da aplicacdo topica do
hormonio juvenil isolados ou em conjunto. Os principais resultados foram que a concentragao
de 500 ng e os tempos de incubacdo de 3, 7 e 18 horas aumentaram a atividade da ODC. As
fémeas mantidas a 6°C e 20/6°C tiveram atividade da ODC mais alta do que as fémeas

mantidas a 25°C. O tempo de incubag@o de 1 hora com o HJ aumentou a atividade da ODC no



tratamento de 6°C, quando comparado com fémeas mantidas apenas com o estresse de
temperatura sem a adi¢do do hormdnio (controle). No entanto, no tratamento das fémeas
mantidas a 20/6°C, somente os tempos de 3 e 18 horas de incubacdo com o HJ demonstraram
aumento na atividade da ODC quando comparadas com o tempo de incubagdo de 1 hora e com
as fémeas mantidas sem a adicdo do hormonio (controle). Os machos ndo apresentaram
diferenca na atividade da ODC quando submetidos ao estresse de temperatura de 6°C, mas as
medidas do apodema ejaculatério foram maiores a 25°C que a 6°C. Estes resultados podem ser
considerados como parte de um processo adaptativo a mudangas ambientais.

Por ultimo, observamos que as medidas dos ovarios (comprimento e largura) de fémeas
jovens mantidas com o inibidor da ODC, a-difluormetilornitina (a-DFMO; 50mM) sdo
diferentes significativamente quando comparadas com as medidas das fémeas controle sem o
inibidor.

O conjunto desses resultados indica a importancia da relacdo entre ODC, HJ e estresse
de temperatura para a A. fraterculus. Como esta mosca ¢ uma das piores pragas para a
fruticultura brasileira, estes dados, além de contribuirem para um maior conhecimento de sua
biologia basica, poderao também ser usados para a escolha de melhores estratégias de controle

populacional.



Abstract

Ornithine decarboxylase (ODC; EC 4.1.1.17) is the first enzyme in the leading pathway
to the biosynthesis of the polyamines putrescine, spermidine, and spermine in cells.
Polyamines are aliphatic cations involved in the control of growth, being required for a wide
variety of biological events like protein synthesis, DNA replication and cell division. In the
present study, ODC activity was measured in samples of Anastrepha fraterculus’ egg, larva,
pupa, young and mature females. ODC activity showed fluctuations during A. fraterculus’ life
development. In its earlier stages, prior to adult emergence, the egg has high ODC specific
activity probably due to embryogenesis, which is characterized by a high rate of cell division.
The enzyme activity is also significantly high in the ovary and fat body of young females
possibly related to the increased oogenesis and vitellogenesis. Kinetic parameters (Ky, app and
Vmax) for ODC activity were determined for pupa, larva and young ovary and they exhibited
great variation. Our results using guanosine triphosphate (GTP) showed that the great
variation in the kinetic parameters might be accounted by post/translational modifications. A.
fraterculus females (4 day old) were also submitted to temperature stress (6°C and 20/6°C), to
topical application of juvenile hormone (JH) or to both treatements. JH concentration of 500
ng and time incubation of 3, 7, and 18 hours increased ODC activity. Females reared at 6°C
and 20/6°C showed higher ODC activity than at 25°C. The treatment of 6°C and JH incubation
for 1 hour increased ODC activity when compared to 6°C treatment only. However, in the
treatment of 20/6°C, only after 3 or 18 hours of JH incubation showed ODC activity higher
than controls (20/6°C) or 20/6°C plus one hour of JH incubation. Males (15 day old) did not

show ODC activity difference when reared at 6°C or 25°C but the ejaculatory apodeme

10



measurements were higher in those reared at 25°C than in those at 6°C. The results can be
considered an adaptive process to environmental changes.

We observed that in A. fraterculus young females kept in the presence of the ODC
inhibitor a-difluormethylornithine (a-DMFO; 50 mM) the ovarian measurements (length and
width) were shorter than those of females without a-DMFO.

All these results show how important is the relationship among ODC, JH, and
temperature stress to A. fraterculus. As this fly is one of the worst pest to Brazilian fruit
culture, these data, besides contributing to better know its basic biology, can also be used to

choose the best strategy to its populational control.
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Introducao

O desenvolvimento econémico do sul do Brasil estd basicamente centrado na
agropecuaria, onde tem sido empregado um grande esfor¢o para a geracdo de tecnologia
nacional que aumente a produtividade e a eficiéncia neste setor. No estado do Rio Grande do
Sul, as monoculturas encontram-se amplamente distribuidas e a situacdo geografica, entre os
paralelos 27° e 33° do Hemisfério Sul, possibilita, principalmente, o cultivo de fruteiras de
clima temperado. Sob a o6tica do Valor Bruto da Produ¢do (VBP) da agropecudria, a produgdo
de frutas no Rio Grande do Sul (RGS) ¢ uma das maiores em banana, laranja, maca e uva,
configurando, nos ultimos anos, um crescimento expressivo em relacdo a area cultivada.
Destes quatro produtos, um dos mais representativos ¢ a maga (Malus domestica L.). O RGS ¢
o segundo maior produtor nacional de mag¢a sendo sua producao de aproximadamente 43 % da
producao nacional. A regido de Santa Catarina ¢ a maior produtora brasileira de maga; na safra
de 2002/2003 foram produzidas aproximadamente 50% da producdo de todo o Pais
(Embrapa/2004; Atlas Socioecondmico Rio Grande do Sul/2004).

As variedades de mag¢a mais cultivadas no Brasil (Gala, Fuji, Golden e Red Delicious)
sao colhidas, principalmente, na Regido Sul (Rio Grande do Sul e Santa Catarina), com uma
produgdo fisica de 93 %. Isto ocorre porque as magds, que apresentam maior cotagdo no
mercado mundial, sdo produzidas em altitudes superiores a 1000 metros acima do nivel do
mar, associadas as maiores amplitudes térmicas, o que lhes confere maior sabor e cor. A partir
de meados da 1970, ocorreram alteragdes no panorama da producdo e da comercializagdo

dessa fruta, onde a producdo nacional vem se ampliando significativamente, enquanto
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diminuem as quantidades importadas. Além disso, a maca brasileira tende a aumentar sua
presenca no mercado mundial. Notadamente, o crescimento das vendas externas, a partir dos
ultimos anos de 1980, levou o pais a figurar em entre os grandes exportadores de macga
(Embrapa/2003).

A introdugdo, em escala comercial, da cultura da macieira nos estados do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina, proporcionou o surgimento de espécies prejudiciais a produgdo desta,
como a mosca-das-frutas sul americana Anastrepha fraterculus (Wied.) (Diptera, Tephritidae).
Atualmente, cerca de 2% da producdo de magds no Brasil ¢ perdida devido ao ataque por A.
fraterculus de tal forma que, segundo dados da EMATER/2000 ¢ do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA/2003), hoje elas se enquadram em programas prioritarios
de combate. Este valor pode ser considerado biologicamente insignificante, mas interfere
significativamente na margem de lucro de uma agricultura. A infestacdo pode ocorrer em
qualquer fase do desenvolvimento do fruto. Em frutos ainda verdes, a introdu¢do do
ovopositor da fémea causa deformacao ¢ ou queda dos mesmos. No caso de ocorrerem em
estagios mais avancados do fruto, o dano interno, causado pelo desenvolvimento larval no

interior do fruto, passa a ser mais critico (Orth et al., 1986).
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1.1. Aspectos da biologia do inseto praga Anastrepha fraterculus

A Anastrepha fraterculus é uma mosca-das-frutas que pertence a ordem Diptera (com
asas posteriores transformadas em balancins), a subordem Brachycera (com antenas,
normalmente com trés segmentos), série Schizophora (com fissura ptilinal) e a familia
Tephritidae (com nervura subcostal dobrada em angulo) (Zucchi, 2000). Esta familia ¢é
cosmopolita, com distribui¢do limitada pela disponibilidade de hospedeiros e condig¢des
climaticas extremas, e as espécies que a compdem podem ser divididas em dois grandes
grupos, com base em suas caracteristicas fisiologicas e ecologicas. No primeiro grupo,
incluem-se as espécies univoltinas que apresentam uma Unica geracdo anual e diapausa,
ocorrendo em regides temperadas, como o género Rhagoletis. No segundo grupo, encontram-
se as espécies multivoltinas que apresentam mais de uma geracdo anual, sem diapausa e que
se distribuem pelas regides tropicais, como os géneros Anastrepha, Ceratitis e Dacus
(Bateman, 1972).

As espécies de moscas-das-frutas que causam danos a producdo de frutos no Brasil
pertencem aos géneros Anastrepha e Ceratitis. Os demais géneros de tefritideos como Dacus,
Bactrocera, Toxotrypana e Rhagoletis ndo ocorrem no pais ou, quando presentes, infestam
plantas nativas que ndo apresentam interesse econOmico (Morgante, 1991). O género
Anastrepha ¢é neotropical, com 185 espécies descritas, sendo que, at¢é o momento, foram
encontradas noventa e quatro espécies no Brasil (Zucchi, 2000).

A. fraterculus (figura 1) distribui-se, exclusivamente, no continente americano, sendo
encontrada do norte da Argentina até o sul dos Estados Unidos. Porém, € representativa apenas

em paises como o Uruguai, Argentina, Paraguai e Brasil (figura 2). No sul do Brasil, ¢ a
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espécie dominante na regido produtora de maca (Fraiburgo-SC, Sao Joaquim-SC e Vacaria-
RS), com cerca de 90% das capturas em pomares comerciais (Bleicher et al.,1982; Canal et
al., 1993; Salles, 1995; Nora et al., 2000). Contudo, o conhecimento de sua biologia basica
ainda ¢ incipiente, se comparado a outras espécies do gé€nero, possivelmente devido a

existéncia de pequeno niimero de grupos de pesquisa € a escassez de recursos para a pesquisa

junto aos 6rgaos financiadores governamentais.

A. fraterculus
T

Ly

Figura 1. Anastrepha fraterculus (fémea).

Figura 2. Distribuicdo geografica da Anastrepha
fraterculus ocorrendo desde o sul do Texas até o norte da
Argentina; sua importincia econdmica varia ao longo da
area de distribuigdo (setas apontam o local onde ela tem
status de praga) (Malavasi et al., 2000).

O ciclo larval e adulto dessa espécie ocorre em vegetais (figura 3); as fémeas apresentam
um periodo de ovoposicao de 65 dias, existindo uma fase de pré-ovoposicao de 10 dias, pois
elas eclodem com os ovarios ainda ndo totalmente desenvolvidos, consumindo alimentos

ricos em proteinas, necessarios para completar o desenvolvimento ovariano. Quando maduras
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reprodutivamente, sdo fecundadas e selecionam o fruto hospedeiro para depositar seus ovos

(Salles, 1993).

0vVoposicao

Encontram—se (machos e fémeas) e
acasalam. iniciando novamente o ciclo

G16LO BE VIDA i

Apodrecimento
do fruto

Saida das larvas depois de
consumir o fruto

Maturam sexualmente
depois da eclosao

Pupam no solo

Figura 3. Ciclo de vida de Anastrepha fraterculus

Em condi¢des de laboratorio com temperatura constante de 25°C,

as larvas de A.

fraterculus eclodem depois de um periodo médio de 72 horas ap6s a ovoposi¢do em papaia
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(Carica papaya L.) (Nascimento e Oliveira, 1996), alimentando-se da polpa deste fruto
hospedeiro até completarem os trés instares larvais durante uma média de 14 dias. Apds o
término do desenvolvimento, larvas no final do 3° instar deixam o fruto e pupam no solo.
Finalizando o estagio pupal, que dura aproximadamente 13 dias, os imagos emergem dos
puparios, iniciando um novo ciclo (figura 4). Na natureza, estes tempos de desenvolvimento

podem variar de acordo com uma série de fatores, especialmente a temperatura.

Figure 4. Desenvolvimento ontogenético de Anastrepha fraterculus.

a. larva de segundo instar; b. larva de terceiro instar; c-d. pré-pupa; e-i. puparios (e, 0
h; f, 24 h; g, 120 h; h, 216 h; i, 312 h); j-m. eclosdo do imago;. n. fémea, 30 dias; 0.
macho, 30 dias (Da Cruz et al., 2000).
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Fémeas maduras escolhem como hospedeiros principalmente frutos da familia das
Mirtaceas, como guabiroba (Campomanesia xanthocarpa Berg), feijoa (Feijoa sellowina) e
uvalha (Eugenia uvalha Camb). A. fraterculus é considerada uma das espécies mais polifagas,
desenvolvendo-se em 67 espécies de hospedeiros (Zucchi, 2000).

O tamanho populacional de uma espécie depende, entre outros fatores, do potencial
reprodutivo da mesma. Uma caracterizagdo do aparelho reprodutivo das fémeas de Anastrepha
¢ apresentado por Da Cruz et al. (2000). Aqui descreveremos apenas os principais eventos da
oogénese dos tefritidios, os quais ocorrem em cerca de seis dias. No primeiro e segundo dia, a
partir do ovariolo localizado no gemario, dois ou trés foliculos pré-vitelogénicos sao
formados. A célula que formara o odcito ¢ diferenciada daquelas que formarao as células do
trofocisto por ser menos granular e menos baséfila. No terceiro dia, h4& um aumento no
tamanho do trofocisto e, também, um aumento no didmetro da vesicula germinal; logo apos,
no quarto dia, um 4° foliculo aparece no interior do ovariolo, aumentando o crescimento do
foliculo mais velho, o que indica o periodo de vitelogénese. As células do foliculo comecam a
sofrer diferenciacao e sdo rodeadas pelos trofocistos, cujas células t€m uma forma cuboidal. A
funcao nutritiva dos trofocistos pode ser observada, neste momento, pelas protuberancias que
se ligam ao citoplasma do odcito.

No quinto dia, as células colunares do foliculo rodeiam o oo6cito maduro e comecam a
secretar a membrana vitelinica. Adicionalmente, um grupo de células foliculares mais
distantes, invaginardo no espago entre os trofocistos, que comecam a degenerar; estas células
contribuem para a formagao da micrépila e do corion. Finalizando, no sexto dia, existem cinco
foliculos no ovariolo, o mais velho ¢ o oocito maduro, envolto pelo cérion e pela membrana

vitelinica. Neste momento, o ntcleo do odcito estard na metafase da primeira divisdao celular
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(Da Cruz et al, 2000).

Os machos de tefritidios apresentam geralmente um par de testiculos (figura 5) de
formato piriforme e coloracdo amarela. Os testiculos sdo estruturas rigidas que podem ser
divididas em grandes zonas com desenvolvimento gamético diferencial; a partir da
extremidade apical existe a zona do gemario, a dos espermatocitos, a das espermatides e
bandas de esperma. Associada a esta regido, ha uma vesicula seminal. As células germinativas
primordiais encontram-se no gemadrio; a medida que sofrem as modificagdes inerentes a
espermatogénese, vao dando origem as demais zonas até¢ a formagdo dos espermatozodides
maduros. E estes ndo ficam individualizados, mas formam estruturas em forma de uma escova
flagelada (Williamson, 1989).

Associado aos testiculos, existe um sistema tubular de onde partem os vasos deferentes
que se unem e formam o ducto ejaculatorio, e da unido destes forma-se o epididimo, que
desemboca no apodema ejaculatorio (figura 5) terminando no edeago. Ha também glandulas
acessorias, possuindo forma tubular e tamanho variavel (Williamson, 1989).

O conhecimento do aparelho reprodutor masculino e feminino, e especialmente de seu
potencial reprodutivo, ¢ extremamente importante pois dele dependerd, além da densidade de
individuos que migrardo entre diferentes regides geograficas, o entendimento do tamanho

populacional da mosca em uma determinada regido.
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1.2. Controle populacional do inseto-praga Anastrepha fraterculus

A. fraterculus ¢ considerada uma praga primaria da maga e seu controle populacional ¢é
feito quimicamente, impedindo as fémeas de ovopositar e causar danos ao fruto. De um modo
geral, o controle quimico, até as décadas passadas, era feito por trés tipos de manejo: 1)
utilizacdo de armadilhas toxicas; 2) pulverizagdo de inseticidas; 3) fumigacao pods-colheita
(Aluja, 1994). Entretanto, além do alto custo para a obtencdo de moléculas ativas, com o
aumento mundial na producdo de frutiferas, o uso sistematico de inseticidas tem causado
prejuizos ambientais inaceitdveis. Sua a¢do também aumenta a probabilidade de surgimento de
pragas secundarias e diminui as taxas naturais de parasitismo (Ehler et al., 1984; Soto-Manatiu
et al., 1987; Kovaleski e Ribeiro 2003; Fachinello, 2003).

Todavia, na espécie A. fraterculus, o uso de inseticidas organofosforados continuam
sendo o agente basico de controle populacional, apesar do grande esfor¢o dos pesquisadores
da area para inverter esta situagdo. Geralmente, o seu controle ¢ feito por pulverizagdes totais
e/ou por iscas toxicas, com altos gastos por hectare em cada safra (Kovaleski e Ribeiro 2003;
Scoz et al. , 2004).

O produto comercial utilizado a mais tempo € que aparentemente tem mantido uma
eficiéncia satisfatoria é o Lebaycid (S00CE, Bayer). Este inseticida ¢ quimicamente composto
por 0,0-dimetil-0 (3-metilmercapto-4-metiltiofenil)-tiofosfato denominado fention. O fention,
atua como uma substancia toxica, gastrica ou de contato. A substancia ativa possui um efeito
inicial satisfatério, uma acdo relativamente longa, assim como um notavel efeito de
profundidade. Resultados obtidos por Da Cruz et al. (1997) mostraram que o bioensaio por

contato residual foi significativamente mais toxico quando comparado com o de administragdo
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oral. No primeiro, a CL 50 foi 18,58 vezes menor. Outros resultados também mostraram que o
tempo de exposi¢do ao inseticida, associado ao sexo e a idade da mosca, influenciam os niveis
de toxidade do fention, sugerindo um mecanismo de desintoxicagdao dependente da condigao
metabolica da mosca quando ela é submetida a um agente toxico (Humeres et al.,1999).

Com o uso de inseticidas quimicos, o equilibrio das cadeias alimentares na natureza ¢
profundamente alterado, pois muitas espécies desaparecem ou suas populagdes sdo reduzidas,
e essa quebra do equilibrio natural ¢ uma das conseqiiéncias negativas do uso de agrotdxicos
sobre a entomofauna. Os insetos que sobrevivem apoOs a aplicacdo dos agrotdxicos vao
multiplicando-se e tornam-se cada vez mais resistentes aos produtos aplicados, sendo
necessario dosagens cada vez maiores (Carvalho et al., 2000).

Por estes motivos, o registro dos fosforados estd sendo revisto nos Estados Unidos da
América através do Ato de Protecdo a Qualidade dos Alimentos (Food Qualility Protection
Act) de 1996 (EPA/2003) e no Brasil através das limitagdes conferidas pelos Sistemas de
Producdo Integrada de Frutas (Scoz et al., 2004).

Para o desenvolvimento de novos sistemas de luta contra insetos prejudiciais, sdo

utilizadas trés linhas principais de investigacao, segundo Yufera (1991):

1. Investigacdo dos sistemas de comunicagdo intraespecifica e interespecifica dos
insetos. Os insetos utilizam sinais quimicos, isto €, substancias emitidas por glandulas que sdo
essenciais para a reproducao ou sobrevivéncia. Como exemplo destas temos as substancias de
alarme para a percepcao da presenca de predadores, repelentes, as de atracdo sexual que
asseguram a localizacdo da fémea para o cruzamento, etc. Estas substancias, sio chamadas de

ferormonios e oferecem possibilidades amplas para o desenvolvimento de novos métodos de
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controle ndo contaminantes.

2. Investigagdes para o conhecimento da patologia dos insetos (entomopatogenicos). As
enfermidades dos insetos sdo muito pouco estudadas, salvo casos excepcionais que
correspondem aos que afetam insetos economicamente uteis, como as abelhas. Nos ultimos
anos, estas investigacdes aumentaram rapidamente e, hoje, conhecem-se muitas bactérias,
fungos e virus entomopatogenicos que se propagam em determinadas espécies € que podem
reduzir sua populagdo a limites toleraveis. Em geral, estes microrganismos ndo afetam as
plantas e os animais superiores, atacando um limitado nimero de espécies de insetos, o que
oferece possibilidades variadissimas para o controle de pragas importantes. Um outro sistema
que merece atencao € a utilizacdo de parasitdides para o controle populacional de tefritideos.
Nos tltimos anos, varios paises estdo desenvolvendo programas de criacdo massal e liberagao
de parasitoides, principalmente da familia Braconidae. A mortalidade provocada por
parasitoides pode superar 60%, dependendo da espécie de frutifera considerada (Vargas et al.,
1993). Entretanto, conhece-se muito pouco sobre a biologia desses parasitdides e o potencial
que eles apresentam para o controle bioldégico de moscas-das-frutas. No entanto, estudos
nestas areas poderdo fornecer, também, boas perspectivas para um combate mais ecoldgico

dos insetos-pragas.

3. Trabalhos dirigidos ao conhecimento da fisiologia e bioquimica dos insetos,
principalmente do sistema hormonal que os regulam e das enzimas-chave de seu metabolismo
especifico. A utilidade deste conhecimento ¢ que o mesmo abre caminhos para encontrar
produtos capazes de interferir nos processos vitais proprios dos insetos € com influéncia

escassa ou nula sobre outros seres vivos. Inclusive, em muitos casos, a atividade esta limitada
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a familias ou géneros, o que permite um controle mais especifico, preservando animais
benéficos. Hoje se conhecem alguns aspectos da regulacdo hormonal das mudas larvais, ecdise
ou metamorfose final do desenvolvimento sexual, da ovogénese ¢ do desenvolvimento
embrionario dos insetos. Isto levou ao descobrimento de produtos que, alterando os processos,
sdo agentes especificos para o controle de algumas pragas.

As alternativas para métodos de controle que ndo os quimicos necessitam, entretanto, do
conhecimento da biologia das pestes. E, a menos que se respondam a certas questdes, 0s
mecanismos de manejo racionais serdo quase que ineficientes (Aluja, 1996). De acordo com
Sivinski (1996), no caso da mosca-das-frutas, destacam-se questdes basicas como diapausa,
hospedeiros naturais e investigagdes sobre as varidveis ambientais e adaptagdes organicas.

Varios exemplos sdo conhecidos de alternativas de manejo. Na Florida, Costa Rica,
M¢éxico e em paises Latino Americanos que apresentam estudos com eficiéncia do controle
bioldgico, estes se constituem em criagdes massais e liberacdes de parasitdides. Na Australia
foram estudadas seis espécies de parasitas para quatro espécies de tefritidios analisando o
comportamento e a dindmica da populagado (Sivinski, 1996).

Ha também programas de Manejo Integrado de Pestes (MIP), que usam combinagdes de
saneamento do pomar, monitoramento, colheitas adiantadas, empacotamento dos frutos,
liberagdo de parasitdides, remocdo de hospedeiros naturais. Esses programas alternativos
foram desenvolvidos na Universidade da California em um programa de MIP em Citrus
(Hendrichs, 1996).

Entre as metodologias empregadas, uma delas ¢ chamada de Técnica do Inseto Estéril
(SIT). Esta técnica baseia-se na liberacdo em larga escala de moscas previamente esterilizadas.

O Brasil, mobiliza-se pela instalagdo de sua primeira biofabrica para tentar resolver problemas
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como o da mosca-das-frutas (Ceratitis capitata) e da lagarta-da-maca. A Biofabrica
Moscamed Brasil, instalada em Juazeiro, Bahia, tem como principal objetivo a producao e
liberagdao de machos estéreis para a supressao populacional de insetos nas areas de fruticultura
irrigada do nordeste do Brasil. O investimento estd sendo gerenciado por uma organizagao
social, a Moscamed Brasil, ligada ao MAPA com o apoio da Embrapa, FINEP, Agéncia de
Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB), Biocontrole ¢ Governo da Bahia. A implantagdo
desta tecnologia ¢ liderada por pesquisadores brasileiros, tendo como Diretor Presidente o Dr.
Aldo Malavasi — USP/ 1. Biociéncias, e como Diretor Técnico o Dr. Anténio S. do
Nascimento, EMBRAPA Mandioca e Fruticultura.

No entanto, entre alguns pesquisadores da area, hd uma certa descrenca nesta
metodologia pois o uso da SIT tem certas limitagdes, aplicdvel apenas a regides com
caracteristicas geograficas favoraveis: areas isoladas por montanhas, desertos ou oceanos,
(como ocorre no oeste da Argentina e no norte do Chile, na fronteira com o Peru) e em areas
onde ocorre uma unica espécie. Desse modo, pode-se concluir que, face a realidade brasileira,
com a auséncia de barreiras geograficas, as dimensdes continentais do pais e a grande
diversidade de espécies de praga e de frutiferas hospedeiras, a chance de aplicagdo pratica da
SIT com resultados positivos seja reduzida.

Outras metodologias usadas no Brasil ha mais tempo incluem a manipulagdo do habitat
pela conservagdo dos hospedeiros alternativos, os quais agiriam como sitios de manutengao e
multiplicagdo de inimigos naturais das pestes (Aguiar-Menezes et al., 1998). Tem-se também
estudado os parasitéides que atacam as moscas-das-frutas. Os da familia Braconidae sdo os
mais efetivos para este método de controle. O uso de parasitdoide da mosca-das-frutas nao

garante o controle adequado da praga, mas pode diminuir as suas populacdes aumentando a
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eficiéncia de outras técnicas (Canal ¢ Zucchi, 2000).

Além disso a manipulagdo dos hospedeiros silvestres e primarios, com base nos
conhecimentos ecoldgicos disponiveis, propiciam novas alternativas como o uso do acido
giberélico (GA) na pulverizacdo de frutos citricos que tem como resultado o retardo da
mudanga da cor verde do fruto para a cor laranja, sem alterar a maturagdo do fruto; mas a cor
verde reduz a suscetibilidade ao ataque da mosca.

Entretanto, as vantagens do uso do conhecimento da biologia das espécies consideradas
pragas puderam ser observadas quando se intensificou o uso de inseticidas somente nos
periodos ontogenéticos mais criticos para as pestes. Ocorreu uma diminui¢do das desvantagens
exercidas pelas pragas. Este procedimento foi realizado por Kovaleski (1997) e Kovaleski et
al. (1998), quando realizaram o manejo da lagarta enroladeira (Bonagota cranaodes) ¢ da A.
fraterculus, duas das principais pragas da magd, demonstrando o poder do conhecimento da
bioecologia destes animais pragas. Nestes estudos foram correlacionados determinantes
bioticos e abioticos aos padroes de flutuagdo populacional observados, fazendo um
levantamento de espécies em pomares comerciais ¢ areas de mata, as espécies de frutos
nativos, a ocorréncia de parasitismo, o comportamento da mosca-das-frutas durante o inverno
e a dispersao das matas para os pomares, que levaram a uma reducao dos danos causados pelo
uso massivo dos inseticidas e também dos gastos dos produtores com a excessiva utilizagdo de

inseticidas.
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1.3. Flutuacéo populacional da Anastrepha fraterculus no sul do Brasil.

A flutuagdo populacional da mosca-das-frutas pode ser influenciada por varios fatores
como o pico de frutificagdo do hospedeiro principal, pluviosidade, tempo de luz solar,
utilizagdo de pesticidas, abundancia de inimigos naturais, temperatura, umidade, entre outros
(Bale, 1991). De uma forma geral, os niveis populacionais sao mais altos durante os meses de
outubro a janeiro, sendo baixos nos demais meses do ano, persistindo somente nas zonas da
mata, nos meses mais frios. Durante os meses em que hd maior disponibilidade de frutos no
pomar, as populagdes neste local sdo maiores que na mata e esta situa¢do se inverte durante o
inverno (Kovaleski, 1997).

O aumento potencial de uma populagdo ¢ extremamente influenciado pela idade em que
as fémeas atingem o maximo de fecundidade (Birch, 1948). Fémeas de tefritideos necessitam
de varios dias depois da emergéncia para o amadurecimento de seus ovos, mesmo sob
condi¢des 6timas de cultivo. Assim, ¢ importante investigar os fatores ambientais na taxa de
maturagao sexual (Pritchard, 1970).

As taxas de desenvolvimento nos insetos, dos estidgios imaturos para maturos, em
condigdes naturais, sdo amplamente determinadas pela temperatura (Fletcher, 1989; Liu et al.,
1995). Assim sendo, muito tem sido feito para determinar o efeito da temperatura, na taxa de
desenvolvimento e na longevidade dos tefritideos, com vistas ao seu manejo e controle.

Estudando as exigéncias térmicas para o desenvolvimento de A. fraterculus, Machado et
al. (1995) observaram que a temperatura base inferior para o ovo foi de 9,23°C, larva 10,27°C,

pupa 10,78°C, e para o ciclo de vida foi de 10,72°C. A maior longevidade para estes animais

ocorreu a 15°C, diminuindo drasticamente a 25°C. A faixa de temperatura Otima para o
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desenvolvimento bioldgico da A. fraterculus esta entre 15,28°C e 26,79°C.

Pritchard (1970) verificou para Dacus tryoni que, quando medidas eram feitas em uma
sériec de temperaturas constantes, a taxa de maturacdo ovariana aumentava de maneira
sigmdide com temperaturas de até 26°C, mas diminuia em altas temperaturas.

Analisando o desenvolvimento e demografia de Bactrocera dorsalis, Yang et al. (1994)
observaram os efeitos da temperatura nos diversos estagios da vida deste inseto. Na
temperatura de 19°C, o desenvolvimento da fase adulta deu-se a 155 dias, e na temperatura de
36°C, em 30 dias.

A principal regido produtora de mag¢a do Pais, Vacaria (RS) e Sdo Joaquim (SC),
apresenta, nos meses de inverno, temperaturas médias de 5,5°C e as temperaturas médias dos
dias mais frios de -5,5°C. No inverno, as temperaturas médias méximas sao de 13°C sendo as
temperaturas médias mais quentes de 20°C (temperaturas coletadas de 1996 a 1997 pela
Estacdo de Meteorologia de Sao Joaquim). Observou-se também que pode haver variagdo de
temperatura ao longo do dia.

Dados coletados entre 1989 e 1994 e publicados por Humeres et al. (1996a) sobre a
freqiiéncia populacional da A. fraterculus na regido produtora de magas de Sao Joaquim, SC,
sobre médias mensais de temperaturas e ocorréncia de frutos nativos hospedeiros nas
proximidades de pomares, apontaram a inexisténcia de adultos quando se utilizavam os
métodos convencionais de coleta. Duas hipdteses podem ser levantadas, para explicar o
aumento populacional no fim do inverno, sendo elas ndo mutuamente exclusivas, ou migragao
de adultos de regides onde as temperaturas sao mais amenas, ou regulacao genética diferencial

durante a ontogénese que lhes permite sobreviver o inverno rigoroso. Dados obtidos em
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condi¢des naturais e semi-naturais (Humeres et al, 1996b), ¢ também em condigdes
laboratoériais (Taufer et al, 1996), mostraram que A. fraterculus apresenta alta tolerabilidade ao
frio.

Mecanismos regulatorios que permitem a espécie um ‘“escape no tempo’’ podem estar
sendo acionados e devem ser investigados com o objetivo de impedir que os poucos
individuos que sobrevivem as condi¢des de inverno rigoroso reinfestem macigamente a regiao
produtora, quando a temperatura torna-se mais amena, por volta do més de setembro (Taufer,
1998).

Resultados extremamente interessantes foram obtidos em nosso laboratério por
Nascimento e Oliveira (1997a, 1997b) Nascimento et al. (1998) e Taufer et al. (2000),
utilizando as temperaturas criticas obtidas na natureza ou seja 9°C, 13°C e 20°C e que
correspondem as temperaturas médias do inverno, primavera € outono € Vverao,
respectivamente, da regido produtora de mac¢as no sul do Brasil. Dados sobre a viabilidade,
velocidade de desenvolvimento ovo-larva, larva-pupa, pupa-adulto, fertilidade da fémea,
fecundidade, desenvolvimento ovariano, longevidade de adultos e o padrido de enzimas
durante a ontogénese, € que sdo importantes no metabolismo energético, foram obtidos para os
insetos criados a temperaturas constantes .

Os resultados obtidos mostraram que a viabilidade e a velocidade de desenvolvimento
pupal foram fortemente influenciados pela temperatura, onde sob 9°C e 13°C, a viabilidade
detectada foi nula. J4 na temperatura de 25°C (usada no controle dos experimentos) a
viabilidade pupal foi de 65%, com uma velocidade de desenvolvimento de 336-360 horas. Na

temperatura de 20°C, a velocidade de desenvolvimento (VD) foi mais alongada, com adultos
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emergindo a partir de 528 até 624 horas. A viabilidade nesta temperatura foi mais elevada,
com 78% de adultos emergentes. Os dados indicaram que este estagio do desenvolvimento
parece ser muito suscetivel a temperaturas mais criticas.

Os dados de Taufer et al. (1998) também mostraram que nas temperaturas de 9°C e
13°C nao ocorreu desenvolvimento ovariano e, consequentemente, também ovoposi¢do. Para
as fémeas mantidas a 20°C, verificou-se que o desenvolvimento ovariano foi muito retardado,
sendo necessario o dobro do tempo para que o mesmo percentual de fémeas tivesse os seus
ovarios maduros (84% aos 60 dias de idade) quando comparadas com as fémeas mantidas a
25°C (80% aos 30 dias de idade). Os resultados obtidos também mostraram que a 25°C, o
inicio da ovoposi¢do ocorre a partir dos 15 dias ap6ds a emergéncia dos adultos, estendendo-se
até 11 semanas (78 dias). A 20°C, o inicio da ovoposi¢cdo ocorreu a partir do 22°C dia
estendendo-se até a 20* semana (141 dias). A 25°C, a VD embrionaria foi de 3 a 5 dias com
uma viabilidade embriondria total de 79%. Na temperatura de 20°C, a velocidade de
desenvolvimento embrionario foi alongada com inicio da eclosdo no 3° dia de ovoposigao,
estendendo-se até o 7° dia e com uma viabilidade de 77%. Estes resultados demonstraram que
o comportamento reprodutivo das fémeas de A. fraterculus e o desenvolvimento pré-imaginal
sdo grandemente afetados pela temperatura, onde os individuos parecem mobilizar mais
recursos para a manutenc¢ao do que para a reprodugdo, quando as condigdes sao desfavoraveis.

Como a temperatura revelou-se um fator importante para a biologia de A. fraterculus e
as temperaturas constantes nao refletiram as condi¢des térmicas da regido produtora de magas,
Cardoso et al. (2002), no Laboratorio de Genética do Desenvolvimento do Departamento de

Genética da UFRGS, analisaram o potencial reprodutivo, a longevidade, a expectativa de vida
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em machos e fémeas e também a atividade da ornitina decarboxilase (ODC) em fémeas de 30
dias, em temperaturas alternadas (20/6°C e 20/13°C) e constantes (6°C e 25°C), obtendo como
principais resultados os seguinte dados:

A 6°C, as fémeas ndo apresentaram desenvolvimento ovariano e os machos tiveram as
menores medidas nos apédemas ejaculatorios quando comparadas com machos mantidos nas
outras condi¢des de temperatura. Em ambos os sexos foi observada a menor longevidade
(fémeas=147 dias; machos=140 dias) e expectativa de vida (fémeas=68,12 dias;
machos=57,54 dias). Nas fémeas mantidas a temperaturas alternadas o desenvolvimento
ovariano apresentou um retardo pois, enquanto fémeas mantidas a 25°C mostraram os
primeiros ovarios maduros com 30 dias de idade, nas fémeas de temperatura alternada isto
ocorreu com idades mais avangadas (20/6°C=60 dias; 20/13°C=90 dias). A expectativa de vida
e a longevidade foram as mais altas em ambas as condi¢des e para ambos os sexos. Para a
temperatura de 20/6°C em fémeas, a longevidade e a expectativa de vida foram,
respectivamente, de 336 e 123,48 dias e, para machos, a longevidade e a expectativa foram
respectivamente, de 343 e 119,25 dias. A 20/13°C, para as fémeas, a expectativa de vida foi de
113,65 e a longevidade de 280 dias; para os machos a expectativa foi de 109,73 ¢ a
longevidade de 273 dias.

Outro dado interessante foi que a ovoposicao e a eclosdo larval foram altas, com 30 e 60
dias a 25°C; a 20/6°C estes parametros foram altos, de 90 até 180 dias. A performance dos
animais submetidos a 20/13°C foi mais ou menos intermedidria entre a temperatura controle e
a temperatura de 20/6°C (Cardoso et al., 2000).

Analisando-se o potencial reprodutivo dos machos, nas idades superiores a 30 dias, o
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nimero médio de espermatozoides parece nao ter sido afetado pelas flutuagdes de
temperatura, inclusive pela temperatura baixa de 6°C. Em todas as temperaturas observou-se
um mesmo comportamento de declinio progressivo do potencial reprodutivo com o passar das
idades. Entretanto, o efeito das temperaturas foi observado nas idades mais precoces pois,
enquanto na temperatura controle, entre 15 e 30 dias, temos um platd em relagdo a produgao
de espermatozoides, nas demais temperaturas este platdé ndo aconteceu (Cardoso et al., 2000).

Resumindo, estes resultados sugerem que a temperatura afeta ndo somente o potencial
reprodutivo de A. fraterculus mas, também, sua longevidade e expectativa de vida. Tais
mudangas bioldgicas podem representar uma estratégia poderosa utilizada por esta mosca para
sobreviver nas condigdes de temperatura estressantes € que sdo comuns na area de producao
de magas.

Para o desenvolvimento de novas técnicas de controle dos insetos pragas sao
necessarios, além de trabalhos dirigidos ao conhecimento do comportamento e potencial
reprodutivo, como visto acima, também estudos relacionados principalmente com as enzimas
e os sistemas hormonais que regulam o metabolismo e o crescimento destes insetos pragas
(Nascimento e Oliveira, 1997a e 1997b; Kogan e Hagedorn 2000). Entre estas enzimas a
ornitina decarboxilase (ODC, EC 4.1.1.17) tem um papel preponderante no crescimento e
desenvolvimento tissular, sendo a enzima regulatoria mais importante da biossintese das
poliaminas (Sparks et al., 1991; Thomas e Thomas, 2001).

Todas as células de eucariotos superiores apresentam quantidades significativas de
poliaminas (espermidinas, espermina e putrescina) €, embora elas ndo tenham sido totalmente
esclarecidas em nivel molecular, varios estudos demonstram que a concentragdo delas ¢

altamente regulada e que o crescimento normal e a diferenciacdo celular requerem as
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poliaminas (Tabor e Tabor, 1984; Thomas e Thomas, 2001).

Cardoso et al. (2002) obtiveram dados preliminares com fémeas de A. fraterculus de 30
dias (pico reprodutivo em temperatura de 25°C) que revelaram que a maior atividade da ODC
ocorreu na temperatura constante de 6°C (115%) quando comparada a 25°C (100%) e as
temperaturas alternadas que apresentaram atividade de 91% a 20/6°C e de 106,5% a 20/13°C.
O maior nivel de atividade a 6°C nos leva a sugerir que este comportamento se deve a alta
porcentagem de animais com ovarios imaturos (80% das fémeas tiveram seus ovarios
classificados como imaturos e 20% como em desenvolvimento com a idade de 30 dias).

Por outro lado, uma variedade de estudos relacionam a atividade de horménios com uma
rapida inducdo da ODC, embora o mecanismo seja ainda desconhecido em insetos, sabe-se

que o hormonio juvenil (HJ), que ¢ secretado pela corpora allata, tem efeito na atividade da

ODC (Birnbaum e Gilbert, 1990; Wyatt et al., 1973).

33



1.4.0rnitina decarboxilase

A ornitina decarboxilase (ODC; EC 4.1.1.17) ¢ a enzima limitante da velocidade da
biossintese de poliaminas (figura 6). Ela catalisa a decarboxilacdo de L-ornitina para formar
putrescina, que ¢, entdo, ligada a um residuo de propilamina da S-adenosilmetionina
decarboxilada, para formar espermidina e, finalmente, uma segunda molécula da S-

adenosilmetionina combinada com espermidina forma a espermina (figura 7).

COOH
CH, COOH H,NCH,CH,CH,CHNH,
SCH,CH,CH NH, L-orniting
_L-metionina
— co,

ornitina decarboxilase
S-adenosilmetionina

H,NCH,CH,CH,CH,NH,
e putrescina
S-adenosilmetiona decarboxilase
CH,CH,CH,NH, espermidina sintetase

H,NCH,CH,CH,CH, NHCH,CH,CH,NH,
espermidina

CHQCHzcazNHZ ‘\ l

H,NCH,CH,CH,HNCH,CH,CH,CH,HNCH,CH,CH,NH,
espermina

Figure 6. Esquema da biossintese das poliaminas.
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Putrescina
H,*N(CH,),NH, *
Espermidina
H,* N(CH,),NH,*(CH,), NH;*
Espermina

H3+N(CH2)3NH2+(CH2)4NH2+(CH2)3NH3 !

Figura 7. Formulas estruturais das poliaminas.

A ODC tem como co-fator o piridoxal 5’-phosphate (PLP). A ligacdo da enzima com o
co-fator, em mamiferos, ¢ relativamente fraca e pode ser removida por procedimentos simples
(Poulin et al., 1992; Myers, 2001). O valor de K, para o PLP ¢ de 0,2 a 0,3 uM (Obenrader ¢
Prouty, 1977).

A ODC ativa de mamiferos ¢ composta por um homodimero com duas dobras
simétricas, € os mondmeros sao compostos de dois dominios. Os residuos 46-283 formam um
dominio do tipo o/p barril e os residuos carboxi terminais formam um dominio do tipo folha-

B incluindo duas dobras separadas e dois sitios. Os sitios ativos sdo dimeros formados na

interface entre o dominio o/f barril de um mondémero e o dominio folha-B da outra
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subunidade (Tobias e Kahana, 1993; Osterman et al. 1995; Almrud et al. 2000). As
subunidades tem massa molecular de aproximadamente 51 kDa e a cadeia polipeptidica
consiste de 461 aminoacidos com exce¢do da ODC de hamster, que tem 455 aminoécidos
(Grens et al. 1989; Yao et al. 1998; Almrud et al. 2000).

A estrutura completa e a seqiiéncia nucleotidica do gene da ODC ¢ conhecida hoje em
uma variedade de espécies, entre elas, camundongo (Coffino e Chen 1988; Katz e Kahana,
1998), rato (Van Steeg et al., 1988; We et al, 1989), Candida albicans (Lopez, 1997);
humanos (Fitzgerald e Flanagan, 1989; Hickok et al., 1990), Chlamydomonas reinhardtii
(Voigt et al., 2004); bovinos (Yao et al., 1998) ¢ Drosophila (Rom e Kahana, 1993).

A analise por Southern blot revelou uma familia multigénica da ODC em camundongos,
sendo que os membros desta familia estdo dispersos e sdo encontrados, no minimo, em seis
cromossomos. Ja o genoma humano parece conter dois genes para a ODC (Persson et al.,
1988; Guo et al., 2000). Em Drosophila melanogaster também sdo encontrados dois genes
dODC1 e dODC2, e analises da sequéncia destes genes demonstram que, apesar de
apresentarem variagdes em regides codificantes e ndo codificantes, suas estruturas totais sao
totalmente similares contendo seis exons e cinco pequenos introns. As analises da seqiiéncia e
Southern blot revelaram que os dois genes estdo arranjados em seqiiéncia cabega-cauda
(tandem head to tail) (Rom e Kahana, 1993).

As proteinas da familia ODC apresentam alta similaridade quando comparadas em
diferentes espécies. Tal conservagdo nas seqiiéncias de aminoacidos pode ser explicada pelo
papel-chave desta proteina no crescimento e diferenciagdo celular. A ORF da ODC de
mamiferos ¢ constituida de 1383 nucleotidios com somente uma exce¢ao: mRNA da ODC de

hamster ¢ constituida de 1365 nucleotidios. A regido codificante ¢ altamente conservada. Entre
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camundongo e rato, as seqiliéncias de nucleotidios diferem somente em 14 sitios. Entre as
seqiiéncias das ODCs de mamiferos, as de hamster e bovinos sdo as que mais se difereciam
pois divergem em 56 aminoacidos (Kahana et al., 1985; We et al., 1989).

A cadeia polipeptidica do gene da ODC da alga verde Chlamydomonas reinhardtii
consiste de 396 aminoacidos com 35-37% de identidade com outros eucariotos e contem dois
introns, 133 e 129 pb respectivamente (Voigt et al., 2004).

Genes ativos da ODC estdo localizados em camundongos no cromossomo 12 (Cox et al.,
1988), em hamster no cromossomo 7 (Tonin et al., 1987), em Schizosacchromyces no
cromossomo 1 (Franceschetti et al., 1999; Wood et al., 2002), em humano no cromossomo 2
(Wingvist et al., 1986, Radford et al., 1990), em ratos no cromossomo 6 (Deng et al., 1994)
Drosophila no cromossomo 2 (Rom e Kahana, 1993) e em Zebrafish no cromossomo 14
(Hascilowiscz et al., 2002).

A atividade da ODC em células normais varia durante o ciclo celular, pois a atividade
comega a aumentar no meio de G1 no ponto de Restrigdo R ¢ alcanga o pico em G2, antes do
inicio da mitose. A atividade da ODC ¢ regulada por uma série de mecanismos de controle
envolvendo mudanca nas taxas de transcri¢do génica, taxas de traducdo do mRNA e por um
controle mediado pela sua antienzima. A ODC ¢ uma enzima codificada por um gene
constitutivo e o seu nivel de expressao ¢ altamente controlado (Coffino, 2001).

Embora muitos genes codifiquem mRNA com pequenas regides 5’ ndo traduzidas, as
chamadas UTRs 5°, os oncogenes e genes ligados a proliferacdo celular muitas vezes
codifiquem RNAm com longas regides UTRs 5°, que podem formar estruturas secundarias.
Muitos estudos de regulacao traducional da ODC focam-se numa longa regido UTRs 5° do seu

RNAm. Esta regido ¢ composta de dois segmentos distintos: um segmento proximal 5’ rico em
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GC que mede 180 nucleotidios, o qual prediz uma estrutura de grampo estavel e que contém
uma pequena ORF e um segundo segmento que cobre o resto da UTR 5’e ¢ relativamente
desestruturado(We et al., 1989; Katz ¢ Kahana 1998; Shantz et al., 1999).

O padrao de sinalizacdo que leva a indu¢do da ODC ¢ parcialmente conhecido. A
proteina quinase C e a fosfolipase C tem sido sugeridas como envolvidas na mediagdo de um
promotor de tumor, o 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA). Este por sua vez seria um
estimulador rapido de RNAm da ODC (Verma et al., 1986). A atividade da proteina quinase C
¢ requerida também para a indugdo da ODC via estresse oxidativo (Otieno e Kensler, 2000).
Da mesma forma, a ativacdo da proteina quinase A também tem mostrado conduzir a uma
rapida elevagdo da transcri¢ao do gene ODC (Abrahamsen et al., 1992).

Sua atividade enzimatica ¢ induzida rapidamente, aumentando cerca de cem vezes por
uma grande variedade de fatores que estimulam o crescimento celular e a proliferacao. Esses
fatores podem ser promotores de tumor, fatores de crescimento e também hormodnios. Em
todos os casos, o aumento na atividade ¢ acompanhada por mudanca equivalente na
quantidade de proteina e esta ¢ geralmente regulada em nivel de transcrigdo do gene, do
mRNA, por degradac¢do da enzima e por feed-back negativo das poliaminas (Shantz et al.,
1999; Coffino, 2001).

Entretanto, o aumento da atividade da ODC e do conteudo protéico pode ndo ser
somente devido ao aumento da transcri¢do ou da estabilidade de seu mRNA mas, também, a
regulagdo em nivel traducional. Este tipo de regulagdo tem fungdo significativa relativa
quando a atividade da ODC ¢ induzida por aminoacidos (Kanamoto et al., 1991, Chabanon et
al., 2000), por insulina (Manzella et al., 1991), e por alguns sistemas experimentais como

choque hipotonico (Poulin e Pegg, 1990, Lovkvist-Wallstron et al., 2001).
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Viarias vias regulatorias da ODC foram demonstradas mas, ha alguns anos tem-se
discutido uma nova via: a regulacdo pos-traducional. De acordo com conceitos anteriores,
modificagdes e efeitos alostéricos ndo teriam fungdes significantes na regulacdo da ODC. No
entanto, em determinados tecidos ou em certas condigdes fisioldgicas, estas modificagdes e
efeitos podem ser importantes. Por exemplo, em células tumorais, a atividade da ODC pode
ser estimulada por GTP, sugerindo uma regulagdo alostérica ou modificagdes pos-traducionais
dependentes de GTP, ou ainda, o envolvimento de proteinas reguladas por GTP (O'Brien et
al., 1986, 1987; Oliveira et al., 1997).

Como a ODC responde a uma grande variedade de estimulos que afetam o crescimento e
a diferenciagdo celular, as concentracdes celulares elevadas de poliaminas induzem a
expressao maior de sua antienzima, uma proteina inibitoria da ODC, que se liga a ela e induz
sua rapida degradagdo, formando um complexo que ¢ altamente suscetivel a protedlise

enzimatica (Murakami et al., 1992; Heiskala et al., 1999; Coffino, 2001).
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1.5. Poliaminas e sua importancia

As poliaminas, estdo presentes em todas as células vivas, procariotas e eucariotas,
plantas e animais. Em células de mamiferos, as poliaminas naturais espermidina, espermina e
putrescina estao presentes em concentragdes milimolares, visto que o primeiro € o segundo de
seus grupos amino sdo protonados a um pH fisiologico. A putrescina ¢ um cation organico
divalente, a espermidina trivalente e a espermina ¢ tetravalente (figura 7). A putrescina ¢
sintetizada pela decarboxilagdo da ornitina feita pela enzima ODC. As outras poliaminas sio
sintetizadas pela adigdo seqiiencial de grupos aminopropil & putrescina pela reagdo que
envolve a s-adenosilmetionina decarboxilase (SAMDC), bem como da espermidina e
espermina sintetase (figura 6). A caracteristica unica das poliaminas, que ¢ comparada a
cations inorganicos como Mg ou Ca™ , é que elas tém cargas positivas que definem as
distancias entre elas e o grupo metil que participa das interacdes hidrofobicas (Thomas e
Thomas, 2001; Janne et al. , 2004).

As poliaminas sdo essenciais para a vida e apresentam multiplas fungdes; seus inibidores
bloqueiam o crescimento celular. Elas tem fungdes especificas no desenvolvimento
embrionario, no ciclo celular, na neuroquimica, no sistema imune e também pulmonar. As
poliaminas celulares sdo reguladas por vias complexas de sintese, degradagdo, bem como
captagdo e efluxo. O catabolismo das poliaminas ¢ dirigido pela espermidina/espermina
acetiltransferase (SSAT), que induz as poliaminas e seus andlogos sintéticos (Pendeville 2001;
Thomas e Thomas, 2001; Pegg et al., 2003).

No desenvolvimento embrionario, as poliaminas tém sido estudadas em varios

organismos. Em ovos de ourigo-do-mar que foram submetidos a um inibidor competitivo da
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ODC (a-metilornitina), ocorreu a reducao do nimero de clivagens nestes ovos, sendo que este
efeito foi reversivel quando a estes foram adicionados ornitina ou diferentes concentragdes de
poliaminas (Kusunoki e Yamasu, 1978). Outro exemplo da efetiva importancia das poliaminas
durante o desenvolvimento foi observado em embrides de galinhas nos quais o DFMO, um
inibidor da ODC, foi usado para observar o padrdo e o comportamento de diferenciacdo de
culturas de células do mesoderma. A adigdo deste inibidor retardou o crescimento ¢ a
expressao dos fenotipos de diferenciagdo, como os tecidos do coragdo, eritrocitos e os
adipdcitos. A maior interferéncia deste inibidor foi no retardo da formacgdo nuclear. Todos
estes efeitos foram revertidos com a adicdo exdgena de poliaminas as culturas (Heby e
Emanuelsson, 1981).

Outros organismos como ratos e coelhos também evidenciaram a habilidade dos
inibidores da ODC em cessar as gestacdes destes animais. Em recentes estudos com
Caenorhabditis elegans, mutantes com gene defectivo da ODC desenvolvem-se normalmente
em meio que contém poliaminas, mas mostram deficiéncias se transferidos para meio sem
poliaminas. Se as poliaminas forem retiradas no primeiro estagio larval, as larvas mutantes
desenvolvem-se até a vida adulta, mas produzem poucos ou nenhum ovo. Se as larvas
mutantes forem transferidas no quarto estagio larval para um meio de cultura sem poliaminas,
esses animais desenvolvem-se até a vida adulta e produzem um niimero normal de ovos.
Porém, os embrides gerados destes ovos, ndo se desenvolvem até o terceiro estagio larval de
crescimento sem que haja suplementagdo de poliaminas (MacRae et al., 1998). Estes
resultados demonstram que as poliaminas sdo essenciais em certos estdgios de crescimento

larval e que elas podem ser usadas para corrigir os defeitos produzidos por deficiéncia de sua
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sintese durante o desenvolvimento.

As poliaminas sdo conhecidas por terem picos especificos de indugdo durante a
progressdao do ciclo celular. Recentes estudos indicam niveis aumentados de poliaminas na
fase G1 e S (fase de crescimento e sintese de DNA, respectivamente); a transi¢ao de G1 para S
¢ inibida devido a depressao das poliaminas. Em células de ovario de hamster chinés, os niveis
de putrescina, espermidina e espermina aumentam em até 2 vezes durante a progressao do
ciclo celular (Thomas e Thomas, 2001).

Um papel paradoxal tem sido estudado atualmente em relagdo as poliaminas,
demonstrando-se que elas podem ter fun¢do de induzir a apoptose mas, em alguns momentos,
elas podem prevenir este fendmeno (Janne et al. , 2004). Brune et al. (1991) observaram que a
apoptose induzida pela mobilizagao de Ca* pelo agente ionomicina, poderia ser prevenida
pela espermina. Este efeito pode ser devido ao fato de que, no minimo, as poliaminas tem uma
acgao de conter a mobilizacao do calcio nas células T.

Contrastando com esse efeito protetor das poliaminas, o gene da ODC (essencial para
biossintese das poliaminas) esta ativamente envolvido na apoptose induzida pela super-
expressao do gene c-Myc. Como a ODC, o gene c-Myc ¢ também uma “faca de dois gumes”,
tendo um importante papel na proliferacdo celular e na apoptose (Bello-Fernandez et al.,
1993).

Acumulo ou diminuicao excessivos dos niveis de poliaminas podem fazer cessar muitos
processos celulares, incluindo interagdes DNA-proteina, proteina versus proteina e integridade

mitocondrial conduzindo a apoptose (Janne et al., 2004).
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1.6. Ornitina decarboxilase e a influéncia hormonal

A habilidade de hormoénios especificos em estimular a atividade da ODC em
determinados 6rgdos foi bem estabelecida por Janne et al. (1978) e mudancas correlacionadas
nos niveis de poliaminas foram observados em diferentes tecidos (Russel, 1989). Em
vertebrados, inumeros estudos apresentam o efeito de uma variedade de horménios com uma
rapida indu¢do da ODC, incluindo o estrogénio (Hoggard e Green, 1986), prolactina (Rui e
Purvis, 1987), insulina (Sakai et al., 1978) entre outros. Embora esse estimulo seja ainda
obscuro em insetos, sabe-se que o HJ, que ¢ secretado pela corpora allata, tem efeito na
atividade da ODC (Birnbaum e Gilbert, 1990). Willis, em 1981, levantou a hipdtese de que
durante desenvolvimento larval, o HJ mantém o estado imaturo pela inibi¢do do estimulo da
ODC dependente de ecdisona.

Wyatt et al., em 1973, estudando Cecropia silkmoth em fase de pupas em diapausa
(estado que se caracteriza pela grande diminui¢do do metabolismo e pela parada do
crescimento, sendo esta uma condi¢do Otima para andlise da influéncia dos estimulos
hormonais), demonstraram que a atividade da ODC nao foi detectada no corpo gorduroso e no
tecido da asa. Contudo, apds o tratamento com ecdisona, a atividade elevou-se por 18 horas .

A atividade da ODC em D. melanogaster ¢ elevada logo apos a eclosdo de fémeas, com
um pico em 24 horas ap6s a eclosdo e declinio apds 48 horas. Esse padrao nao ¢ observado
nos machos, o que veio a corroborar a hipotese de que as poliaminas estariam envolvidas na
maturac@o ovariana em D. melanogaster. O HJ parece estar envolvido no controle da atividade
da ODC in vivo. Logo, uma redugdo nos niveis deste hormonio afetaria a atividade enzimatica

da ODC. Também a sintese de poliaminas durante o estdgio adulto estaria envolvida na
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vitelogénese sugerindo, ainda, que as poliaminas maternas podem ser estocadas no ovo para
auxiliar o desenvolvimento embriondrio durante o periodo de sintese de macromoléculas.
Todos esses dados sugerem que HJ regula as mudangas na atividade da ODC em Drosophila,
sendo muito importante durante a vitelogénese (Birnbaum e Gilbert, 1990).

Cayre et al. (1996), analisando o comportamento reprodutivo em fémeas de gafanhotos,
tratadas com o inibidor de poliaminas, o «o-DFMO, observaram uma reducdo no
desenvolvimento dos ovarios bem como a perda do comportamento tipico de ovoposicao; o
tempo de inicio da ovoposicdo também foi retardado em comparagdo com o das fémeas
controle nao tratadas com inibidor. Esse trabalho sugere que as alteragcdes nos niveis celulares
de poliaminas estdo correlacionadas com a maturacao dos insetos dependente de hormonios.

Estudos que conduzam ao conhecimento do efeito do HJ sobre a ODC sdo de importante
utilidade para revelar meios capazes de interferir nos processos vitais dos insetos, sem
prejudicar os animais de tdxons superiores e outros insetos levando, assim, a uma diminui¢ao

do uso de produtos quimicos.
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1.7. Hormonio juvenil

Os hormodnios exercem uma funcdo fundamental na fisiologia dos insetos,
principalmente no crescimento e na metamorfose. Apesar das grandes descobertas das
diferentes fun¢des do HJ nos ultimos 60 anos, ainda ndo ¢ conhecido o modo de acdo deste
hormoénio em nivel molecular. Hormonios geralmente agem via receptores especificos a nivel
de membrana gerando um segundo mensageiro intracelular como no caso dos peptideos,
proteinas e catecolaminas ou agem intracelularmente no nucleo como no caso dos esteroides
(Nijhout, 1994). Dados indicam claramente que Ca** e fosfoinositol sdo importantes
reguladores da biosintese do HJ, embora a funcdo precisa dos efeitos que estes compostos
exercam difiram entre as espécies. Também, ha diferenga estagio-especifico, na resposta para
Ca®" e para os agentes que modulam o fosfoinositol (Riddiford, 1996; Rachinski e Tobe,
1996).

A ecdisona ¢ um hormoénio esteréide necessario para a muda e seus efeitos sdo
modificados pela presenga do HJ. O HJ ¢ que ird definir se um inseto se tornara uma larva,
uma pupa ou um individuo adulto, promovendo, também, a diferenciagdo dos ovocitos e
estimulando o ovario a produzir ecdisona que, por sua vez, estimulard o ‘’corpo gorduroso’’ a
produzir vitelogenina (yolk proteins). A vitelogenina é langada na hemolinfa e captada pelos
ovocitos. O proprio ovario também € estimulado a produzir vitelogenina (Nijhout, 1994).

Segundo Telfer (1965), da deposi¢ao do vitelo no odcito participam células foliculares,
nutritivas e a propria célula oocitica. Porém, nenhuma delas estd envolvida no processo de

sintese das vitelogeninas; estas sdo capturadas pelos o6citos por pinocitose, sofrendo
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modificagdes e passando a se chamar vitelinas.

No padrao de regulacdo endocrina proposto por Postlethwait e Shirk em 1981, a
vitelogénese em Drosophila inicia-se com o estimulo da luz que ira disparar no cérebro a
liberagao de HJ pela corpora allata. Isso induz a sintese de vitelogeninas, levando-as para a
hemolinfa e, também, a secrecao de ecdisona por um tipo celular ndo conhecido no abdomen
de fémeas (possivelmente os oenocitos). Logo apés, acontece a interagdo da ecdisona com os
receptores do corpo gorduroso para aumentar a taxa de transcrigdo e tradug¢do para os
precursores de vitelogeninas. A remog¢do do sinal hormonal promove a ocorréncia de
modificagdes nos precursores de vitelogeninas, ocorrendo finalmente a secre¢ao desta para a
circulacdo e o seqiiestro para o odcito.

Jowet e Postlethwait, em 1980, apos tratar abdomens de fémeas de Drosophila com 20-
hidroxiecdisona e/ou HJ em concentra¢des proximas das fisiologicas, detectaram um aumento
da expressao de vitelogeninas nos abdomens apds 2 horas de tratamento, sugerindo que as
taxas de transcri¢do e tradugdo podem ser mais alteradas pela acdo hormonal do que pelo
crescimento celular.

Finalmente, na vida adulta, além de regular a maturacdo reprodutiva, o HJ afeta a
dispersdo, a migracao e a atividade de v6o, podendo também modular o comportamento de

pos-copula e de ovoposicao (Hartfelder, 2000) (Figura 8).
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Objetivos

Tendo em vista os dados expostos acima, o presente trabalho teve como objetivo geral
alcancar um conhecimento maior da relagdo entre Anastrepha fraterculus, estresse de
temperatura, hormonio juvenil e regulacdo da enzima ornitina decarboxilase. Os objetivos

especificos do presente estudo foram:

1. Analisar o padrdo de atividade da ornitina decarboxilase em diversos niveis da
ontogenia da A. fraterculus;

2. Analisar os parametros cinéticos (K app € Vimax) da enzima ODC em A. fraterculus

3. Analisar os efeitos da presenga ou auséncia de Guanosina trifosfato (GTP) na
atividade da ODC;

4. Analisar a modulacdo da atividade da ODC pelo GTP por uma curva de dose.

5. Analisar a expressdo do gene da ODC em diversos niveis da ontogenia da A.

fraterculus;
6. Analisar a atividade da ODC em fémeas de A. fraterculus quando submetidas a:
6.1. temperaturas de 25°C, 6 °C, 20/6 °C;
6.2. diferentes concentragoes de HJ;
6.3. diferentes tempos de incubagdo em HJ;

6.4. temperaturas de estresse (6°C e 20/6°C) associadas a aplicagao topica de HJ;

7. Analisar o efeito da temperatura de 6°C sobre a atividade da ODC e sobre as medidas

(comprimento e largura) do apédema ejaculatorio de machos de A. fraterculus;

8. Analisar o efeito do a-DMFO sobre medidas do ovario ( comprimento e largura).
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ABSTRACT

Ornithine decarboxylase (ODC)(EC 4.1.1.17) is very important for polyamine
biosynthesis which is required for main biological events. In the present study, ODC activity
was measured in samples of Anastrepha fraterculus’ egg, larva, pupa body and abdomen,
adult body, ovaries, and fat body of young females, and in ovaries of mature flies. The kinetic
parameters (Kn app and V) for ODC activity were determined for pupa, larva and young
ovary. ODC activity showed fluctuations during A.fraterculus’ life development. In its earlier
stages, prior to emergence, the egg has high ODC specific activity probably due to
embryogenesis which is characterized by a high rate of cell division. This enzyme activity is
also significantly high in the ovary and fat body of young females possibly related to the
increased oogenesis and vitellogenesis. And the kinetic parameters (Kn app and V) had
great variation. Our results using GTP showed that the great variation in kinetic parameters

can be accounted by post-translational modifications.

Keywords: Anastrepha fraterculus; Ornithine decarboxylase, development reproductive

kinetic parameters, GTP.

Abreviatures: GTP, guanosine triphosphate; ODC, Ornithine decarboxylase
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INTRODUCTION

Ornithine decarboxylase (ODC) (EC 4.1.1.17) is the first enzyme in the pathway
leading to polyamine putrescine, spermidine, and spermine biosynthesis in cells (Tabor and
Tabor, 1984 and Pegg, 1986). Polyamines are ubiquitous aliphatic polications (polybasic
character, which gives them much higher affinity for acidic constituents than that exhibited by
Na', K, Mg', Ca"), involved in growth control (Tabor and Tabor, 1984). They are required
for a wide variety of biological events such as protein synthesis, DNA stabilization and
replication, and cell division (Heby, 1981; Cohen, 1998; Tabor and Tabor, 1984; Thomas and
Thomas, 2001).

Studies have shown that two ODC activity peaks occur during the cell cycle: the first
one (during the G1 period) is related to the cell’s entry into the S phase and the second peak
(during the G2 period) is related for the cell’s preparation to mitosis (Heby et al., 1973;
Fredlund et al., 1995).

ODC is an enzyme with a short half-life (usually less than an hour). Like other short-
lived proteins, ODC is degraded by the 26S proteasome. Its degradation is not triggered by
ubiquitination, but stimulated by the binding to an inducible protein: the antizyme (Murakami
et al.,1992; Svensson et al., 1997). Due to the cell control mechanism of ODC, this enzyme
goes through efficient mechanisms of regulation including transcription, translation, and post-
translation steps (Tabor and Tabor, 1984; Kahana and Nathans, 1985; Van Daalen et al.,

1989).
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Studies on polyamine metabolism during vertebrate and invertebrate embryonic
development show that polyamines may be very important for a sound development (Heby
and Emmanuelsson, 1981; Lowkivst et al., 1983). In invertebrates, as in vertebrates, each
organ has an ODC specific enzymatic and polyamine developmental pattern (Birnbaum and
Whelan, 1988; Cayre et al., 1995; Strambi et al., 1993). However, despite the increasing
evidence of polyamines’ importance for the cellular process, until now few studies have
focused on the role of ODC and polyamines in the development of insects.

ODC activity has been measured in Hyalophora cecropia (Wyatt et al., 1973) and in
Drosophila melanogaster (Byus and Herbst, 1976). Additionally, changes in polyamine
pattern during insect development have been studied in Tenebrio molitor (Besson et al., 1986);
Manduca sexta (Birnbaum and Whelan., 1988), and Aedes aegypti (Kogan and Hagedorn,
2000).

In the present study, we observed changes in ODC activity during the development of
Anastrepha fraterculus. A. fraterculus (Wiedemann) (Diptera, Tephritidae) is one of about 195
species of the Anastrepha genus. It is distributed in Continental America — from Texas to
Chile and Argentina (Zucchi, 1999) and is considered one of the most important pests in fruit
culture. The apple commerce regards this insect as its major pest. A high rate of oviposition of
this diptera in the earlier stages of apple development leads to the fall off of the host fruit
causing great damage to apple production. Despite its importance as a pest, little is known

about the A. fraterculus biological properties. The study of ODC might partially fill this gap.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Infested fruits (Campomanesia xanthocarpa Berg.) were collected in the town of Sdo
Joaquim (SC-Brazil) and kept under laboratory conditions at 25°C £1°C, L:D of 12:12 cycle,
and 60-80RH. After adult eclosion, the F1 was distributed into plastic cages (19x13x13cm)

and provided with food (brown sugar:soy bean flour:wheat flour 3:1:1) and water.

Chemicals

[C14]—1—omithine (50Ci/mole) was purchased from Amersham Pharmacia. L-ornithine,

pyridoxal 5-phosphate, dithiothreitol and GTP were purchased from Sigma.

Preparation of tissues and ODC activity assays

ODC activity was measured in egg, larval stage, pupa body and abdomen, adult body,
ovaries, and fat body of young females (+4 days old) and in ovaries of mature flies (£30days
old). The enzymatic activity was determined by the method described by Wyatt et al. (1973),
modified by Cardoso et al., 2002.

The tissues were placed in Ringer solution and homogenated in a medium containing

0.25M Sucrose, 10mM tris-HCI buffer, pH 7.7, 0.1mM EDTA and 5SmM dithiothreitol. After
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centrifugation of homogenates at 25000x g for 10 min, the supernatant fractions were used as
enzyme source.

ODC was assayed by the release of '*CO, by [C'*]-L-ornithine. The assay mixtures contained
42mM tris-HCI buffer, pH 7.1, 0.04mM pyridoxal 5-phosphate, 5 mM dithiothreitol and [1-
14C]-L-ornithine (0.1uCi) plus L-ornithine in concentration of saturation. The development of
enzymatic reaction was made in a closed system (a plastic vial containing the substrate and the
sample was put inside a glass vial containing a piece of filter paper previously treated with
50ul of 1M NaOH for trapping released CO; after incubation and acidification. One hour of
incubation at 37°C was made in a Dubnoff bath under agitation and stopped by the addition of
250 ul of IM H,SOy inside of plastic vial). After 30 min, the filter paper that absorved the
CO, released were recovered and counted by liquid scintillation. Total protein content was
measured by the method of Lowry et al. (1951). Incubation time and protein concentration
were chosen in order to ensure the linearity of the reaction. Student’s t-test was used for

statistical analysis.

Kinetic parameters

Kinetic parameters (Kyn app and Vy.x) were determined from Lineweaver-Burk
reciprocal plot. The assay mixtures contained 42mM tris-HCl buffer, pH 7.1, 0.04mM
pyridoxal 5-phosphate, 5 mM dithiothreitol and [1-"*C]-L-ornithine (0.1uCi) plus L-ornithine
(0.2-0.3mM) at 37°C by one hour. The kinetic parameters for ODC activity were measured in

the pupa, larva and ovary of young homogenates.
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Effects of presence or absence of GTP on ODC activity

Homogenates of ovaries (young females) and of pupae were incubated both in the

presence and absence of GTP (0.01mM-10mM) and ODC activity was immediately measured

as described above.
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RESULTS

1. ODC specific activity assays

ODC activity changes during the development of A. fraterculus (Figure 1). Enzyme
activity of egg (6.6 £ 0.88 pmol of CO,/mg protein/minute), young ovary (146.46 = 30 pmol
of CO,/mg protein/minute) and in the fat body (26.8 + 4.14 pmol of CO,/mg protein/minute)
were significantly higher than values recorded from other tissues.

Figure 1 here

2. Kinetic parameters

ODC activity was determined at ornithine concentrations ranging from 0.03 to 2 mM.
The results (Figure 2, inset) indicated that the enzymatic activity increased with increasing
substrate concentrations until saturation with 1 mM substrate. The Lineweaver-Burk plot for
the ornithine decarboxylation is shown in figure 2. The pupa ODC Michaelis constant (Km,
app) (Table 1) calculated by linear regression from the results in Figure 2 was closely similar
to those previously described (Byus and Herbst, 1976; Birnbaum and Whelan, 1988; Wyatt et
al., 1973) in other insects. However, the samples of larva and young female ovaries showed
that the kinetic parameters (Ky app and Vi) had great variation (Table I). The kinetic

parameters observed were 207mM, 438 mM and 1600mM of Ky, app and the Vi 9.1, 47.6

57



and 50.0 pmol of CO,/mg protein/minute for pupa, larva and young ovary respectively (Table

1.

Figure 2 here

Table 1 here

3. Effects of presence or absence of GTP on ODC activity

Figure 3 shows the effects of GTP on ODC activity. Homogenates of pupa and young
females ovaries were incubated with and without addition of 0.1mM GTP. As can be seen,
GTP increased ODC activity in both homogenates but the activity was significantly higher in

the pupae than in young ovaries (Figure 3).

Figure 3 here

4. Modulation of ODC activity by GTP: Dose-response curve .

Dose response profile of the ODC to GTP stimulation was done in homogenates of pupa and

young females incubated with the addition of 0.01, 0.1, 1, 10 mM of GTP (figure 4). The

most responsive GTP concentration in pupae was 0.1 mM, followed by a plateau. In young

females ovaries no significant effect was observed with all GTP doses tested.

Figure 4 here
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DISCUSSION

Little is known about the occurrence, metabolic regulation or physiologic role of the
ODC and polyamines in insects compared to mammalian tissues. Many studies suggest that
polyamines are involved in the regulation of RNA synthesis and DNA replication in diptera
(Byus and Herbst, 1976; Lundquist et al., 1983).

In the present paper is shown that A. fraterculus young ovaries had the highest ODC
activity (Figure 1).

In the comparisons made among earlier earlier A. fraterculus stages, prior to
emergence (egg, larva and pupa), the egg had the highest ODC specific activity (6.6 = 0.88
pmol of CO,/mg protein/minute) (Figure 1). This high egg activity may be a result of the early
stages of embryogenesis which is characterized by a high rate of cell division. In studies
carried out with sea urchin eggs, where ODC was inhibited by a competitive inhibitor (o.-
methylornithine), egg cleavage was significantly reduced, suggesting an important role for this
enzyme in the healthful embryonic development (Kusunoki and Yamasu, 1978). Sparks et al.
(1991) observed the temporal expression of ODC in developing embryos of Musca domestica
L. ODC activity is not observed in the earlier stages of embryogenesis. Detectable levels of
this enzyme begin at 9h postoviposition and increase in subsequent extracts. In our study, we
used eggs between the 10th and 11th stage of embryogenesis (£24 h postovoposition). At this
point of development in A. fraterculus, great morphogenetic changes are found such as the
appearance of epidermal segmental sulks (Nascimento and Oliveira, 1996; Selivon et al.,

1997).
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Sparks et al. (1991) observed that ODC activity in Musca domestica larva extracts
obtained 30 min after hatching was substantially lower than in embryos. We recorded similar
results: larvae showed the lowest ODC activity when compared with the egg and pupae.
Larval dipteran growth is characterized by increased cell size, not cell number. The lower rate
of cell division can account for the low ODC content which was observed. In the pupal stage,
when imaginal discs (which will originate adult structures) begin their differentiation, cellular
divisions occur and this can explain the increase in ODC activity observed in our analysis,
since ODC is important for cell division.

In the adult stages, when young and mature ovaries were compared, young ovaries
showed a significantly higher content of ODC activity. This can be explained by the increase
in oogenesis and vitellogenesis that occur during this immature period of the female.
Anastrepha’s ovaries are not completely developed until 15 days after emergence. Bressan
(1996) showed that A. fraterculus’ immature ovaries start major morphogenesis alterations on
the third day after emergence and vitellogenesis only on the fourth day. Many studies correlate
high levels of polyamines to the beginning of vitellogenin synthesis (Hagedorn et al., 1975;
Racioppi et al., 1986). Since polyamines depend on ODC content, the high levels of ODC
observed in our work can be explained by the need of polyamines to the vitellogenesis.

Birnbaum and Gilbert (1990) suggested temporal similarities between vitellogenin
synthesis and ODC activity in Drosophila. When adult eclose, the vitellogenin synthesis is
low, but it increases substantially during the first day of adult life. Because elevated ODC
activity can not be detected in adult males, Birnbaum and Gilbert (1990) suggested that there
is a relationship between ODC activity and vitellogenesis in Drosophila. In addition, these

authors also suggested that in Drosophila the fat body can be responsible for the high ODC
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activity during vitellogenesis. Our results showed a high ODC activity in the fat body of
young females, suggesting a connection of vitellogenesis synthesis and polyamine levels
which is in accordance with literature data (Bownes and Hames, 1978; Jowet and Postlethwait,
1980; Birnbaum and Gilbert, 1990). The increase in ovarian ODC activity could also suggest
that its function is linked to the vitellogenesis process. Yolk proteins are major constituents of
oviposited eggs and mature oocytes. These yolk proteins have a dual origin in Drosophila: one
in fat body and another in the ovaries (Postlethwait and Shirk, 1981). This finding can explain
why young females’ ovaries and fat body showed high ODC activity.

We studied ODC activity kinetic parameters (Ky and V) in three stages of A.
fraterculus development: larva, pupa, and young ovaries. In our study, kinetic parameters
observed in the pupa were similar to the values observed in other insects. The apparent K,
(Km app) in Drosophila melanogaster was estimated to be near 0.27mM in whole body
extracts (Byus and Herbst, 1976) while in fat body extracts of Manduca sexta (Birnbaum and
Whelan, 1988) it was estimated at 0.3mM, and in H. cecropia (Wyatt et al., 1973) the K, app
was 0.2mM. All these values are similar to those reported for mammalian tissues (O'Brien et
al., 1986).

However, larva and young female ovaries did not follow this behavior, showing great
variations in the present analysis. While the Ky, app for pupae was 207mM, the values for
larva and young females’ ovaries were 438mM and 1600mM respectively, and Vimax 9.1, 47.6
and 50.0 pmol of CO,/mg protein/minute for pupa, larva and young females’ ovaries.

Our results showed that ODC activity in the ovary samples was slightly higher in
homogenates treated with the addition of GTP. However, in the pupa samples, the increase in

ODC activity in homogenates treated with GTP was significantly higher. These results could
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suggest that in young ovaries the ODC activity is already maximal and that the GTP addition
has no significant effect. In the pupae, the added GTP had a great effect: a 3-fold increase in
ODC activity compared to the control (Figure 3).

Studies in rat brains have shown the activation of ODC by GTP. This ability to activate
brain ODC was stronger in cerebellum enzymes and weaker in hippocampus ODC. The K,
value is affected by GTP and the value of V.« also changes in every brain region (Kilpelainen
and Heitala, 1994). These results suggest that the GTP effect on ODC activity is tissue-
specific.

Post-translational modification in ODC could account for the high K observed,
especially in young females’ ovaries. As already discussed, this tissue presents vitellogenesis.
Our data suggest that this post-translational modification in ODC could be present in A.
fraterculus which would lead to the K, and Vy, fluctuations observed in the experiments
carried out without GTP addition. The exact molecular mechanism involved in this
modification is not clear. GTP could bind to ODC, directly affecting its catalytic function, or
GTP could active a GTP-binding protein which mediates the activation of ODC, or it could be
the substrate of GTP-dependent kinase which phosphorylates ODC. (Atmar and Kuehn, 1983;

Kilpelainen and Heitala, 1994).
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LEGENDS

Figure 1. Specific activity of ODC during development of A. fraterculus. Enzyme
activity was assessed as described in Materials and Methods; each histograph bar represents
mean activity + SE, n=3 different animals. The asterisks indicates statistical differences
(Student-Newman-Keuls, p< 0.05). * = different from all the seven tissues analyzed. ** =

different from all the four prior to emergence stages (egg, larva, and pupa).

Figure 2. Kinetic parameters of ornithine decarboxylase in A. fraterculus pupae.
Kinetic parameters (Ky app and Vmax) were determined from Lineweaver-Burk reciprocal
plots. The kinetic parameters indicated K., app (207mM) and Vpax (9.1 pmol of CO,/mg

protein/min).

Figure 3. The influence of GTP on ODC activity in A.. fraterculus. A. Ovaries from 4
days old females. B. Whole pupae. Enzyme activity was determined as described in Materials
and Methods. Each histograph bar represents proportions of ODC mean activity + SE,
recorded in controls, represented by C (for panel A 100% = 7.14 nmol of CO,/mg protein/min)
and for panel B 100% = 262 pmol of CO,/mg protein/min.). The asterisk indicates
significantly increased activity (t-test for independent samples, p< 0.05, n= 3 different

animals).
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Figure 4. The influence of GTP dosage on ODC activity in A. fraterculus. A. Ovaries
from 4 day old females. B. Whole pupae. Enzyme activity was determined as described in

Materials and Methods. Data points represent mean +SE, n=3 different animals.
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Table I. Kinetic Parameters in Anastrepha fraterculus larva,
pupa and young ovaries (KappinmMandV ., in pmol of
CO,/mg protein /minute).

Larva Pupa  Young ovaries
K app 438 207 1.660
V ax 47.6 9.1 50.0
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Capitulo 11
Changes in ornithine decarboxylase activity in response to temperature stress and

stimulation of juvenile hormone in Anastrepha fraterculus (Diptera, Tephritidae).

Cardoso VV, Prestes PR, Moreira JCF, Oliveira, AK
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Abstract

ODC activity was analyzed in Anastrepha fraterculus females (4 day old) submitted to
temperature stress (6°C and 20/6°C) and the topical application of juvenile hormone (JH).
ODC activity and ejaculatory apodeme measurements (length and width) were made in males
(15 day old) after 6°C stress. JH concentration of 500 ng and time incubation of 3, 7, and 18
hours increased ODC activity. Females reared at 6°C and 20/6°C showed higher ODC activity
than those reared at 25°C. The treatment of 6°C and JH incubation for one hour increased
ODC activity when compared to 6°C treatments only. However, the treatment of 20/6°C only
after 3 or 18 hours of JH incubation showed higher ODC activity than controls (20/6°C) or
20/6°C plus one hour of JH incubation. Males did not show differences in ODC activity when
reared at 6°C or 25°C but the ejaculatory apodeme measurements was higher in those reared at
25°C than in those reared at 6°C. The results can be considered an adaptive process to

environmental changes.

Keywords: Anastrepha fraterculus, ornithine decarboxylase, juvenile hormone, temperature.
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Introduction

Ornithine decarboxylase (ODC, EC 4.1.1.17) is one of the major regulatory enzymes in
the polyamine biosynthesis pathway and several studies have confirmed its importance in
organism development. Polyamines are ubiquitous aliphatic cations intimately involved in the
control of cell growth and cell division. Putrescine, spermidine and spermine appear to be
required during animal embryogenesis (Heby, 1981; Tabor and Tabor, 1984).

In vertebrates, several studies evidenced hormone induced changes in ODC activity
(Slotkin et al., 1984; Cousin et al., 1982). The ability of specific hormones to stimulate ODC
activity in their target organs was also clearly established by Janne et al., 1978 and correlative
changes in polyamine levels were observed in different tissues (Russel, 1989).

Although only a few studies have been done on the role of ODC and polyamines in
insects, it has been established that, as far as vertebrates are concerned, a specific ODC and a
polyamine developmental pattern characterize each organ (Birnbaum and Whelan, 1988;
Cayre et al, 1993; Strambi et al. 1993). Correlative changes between hormone levels and
polyamine metabolism have also been described and 20-hydroxyecdysone has been shown to
increase ODC activity in silkmoth pupal tissues (Wyatt et al. 1973). Similarly, the juvenile
hormone (JH) stimulated ODC activity in fat body during vitellogenesis of Drosophila
melanogaster (Birnbaum and Gilbert, 1990). In Acheta domesticus, the removal of the
endocrine glands producing JH, during the last larval instars, strongly depressed ODC activity
and reduced polyamine levels in adult fat body and neural tissue, whereas JH injection into
hormone-deprived insects enhanced enzyme activity and increased polyamine titres (Cayre et

al, 1995).
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Adult insects of different species respond to unfavorable environmental conditions
such as high and low temperature involving the metabolism of JH, dopamine, octopamine and
ecdysteroids. The changes in JH and in the metabolism of other enzymes result in a dramatic
decrease in fertility in a few days. This effect allows the population to postpone eggs’ laying
until the end of the unfavorable conditions (Rauschenbach et.al, 1996).

Anastrepha fraterculus is one of about 195 species of the Anastrepha genus. It is
distributed throughout Continental America- from Texas to Chile and this fly is considered to
be one of the most important pests in the southern Brazilian fruit cultures. The apple
production area shows temperature fluctuation. Despite winter stress few flies survive,
increase their number in the beginning of spring, oviposit in early stages of apple development
leading to the fall off of the host fruit causing great damage to apple production. Temperature
is one determinant of tephritid frequency, affecting either directly or indirectly, the rate of
development (Bateman, 1972). The knowledge about the effect of temperature fluctuation,
which is the rule in Brazilian apple production area, over some biological parameters of this
fly species, can be used to carry out fly monitoring and to apply more efficient methods of pest
management.

In a previous study, Cardoso et al. (2002) observed the effects of constant and
alternating temperatures on the reproductive potential and ODC activity of 30-day old
Anastrepha fraterculus mature females. At 6°C the females did not show ovarian development
and the males had the smallest ejaculatory apodeme measures when compared with males of
the other temperature conditions. Females reared at alternating temperatures present ovarian
development delaying because, while females reared at 25 ° C showed the first mature ovarian

at 30 day old, in females at alternating temperature this occurred only at more advanced ages
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(20/6°C = 60 days; 20/13°C = 90 days). Oviposition and egg eclosion were high at 30 and 60
day old at 25°C; at 20/6°C these parameters were high from 90 until 180 days. The
performance at 20/13°C was more or less intermediary between 25°C and 20/6°C. Males
showed high number of spermatozoa at 15 day old in all conditions but, while at 25°C this
number was maintained until 30 day old and decreased slowly in older ages, at 6°C and
alternating temperatures this not occurred, and it was observed another spermatozoa number
peak at 45 day old. Spermatozoa were observed until 90 days in all experimental and control
conditions. ODC activity was higher (115%) in animals reared at 6°C when compared to those
at 25°C (100%) or alternating temperatures (20/6°C = 91%; 20/13°C = 106.5%). Increased
activity of ODC in females’ ovary at 6°C was related to its development stage that was
classified as immature (80%) and in development (20%) at 30 days when the ODC activity
was measured.

To know the relationship among temperature stress, ODC activity and effect of JH on
A. fraterculus, in current study, we observed the effects of JH alone or simultaneous exposure
to JH and temperature stress on ODC activity in young females (4 day old), and the effect of
temperature stress on ODC activity and ejaculatory apodeme measurements in 15 day old A.

fraterculus males.
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2. Materials And Methods

2.1. Animals

Infested fruit (Campomanesia xanthocarpa Berg.) was collected in the town of Sdo
Joaquim (SC, Brazil) and kept under laboratory conditions at 25°C +1°C, L:D of 12:12 cycle,
and 60-80RH. After adult eclosion, the F1 was distributed into plastic cages (19x13x13cm)

and provided with food (brown sugar: soy bean flour: wheat flour 3:1:1) and water.

2.2. Effects of juvenile hormone on ODC activity

Female adult (4 day old) abdomens were isolated from the thorax and were treated
topically on their ventral surface with Sul olive oil containing crescent concentrations (250 ng,
500 ng, 750 ng, 1000 ng, and 2000 ng ) of juvenile hormone analogue (JH III, Sigma-Aldrich
Inc.); 5 pl of olive oil only was applied to control abdomens. The treated abdomens were
placed in small Petry dishes with filter paper moistened with water. The Petry dishes were
kept in a moist atmosphere at 25°C until homogenization. Hormone incubation time was 1, 3,
7, and 18 hours; after these times the abdomens were homogenized and ODC activity was
measured. The enzymatic activity was determined by the method described by Wyatt et al.
(1973), modified by Cardoso et al.(2002).

Tissues were placed in Ringer solution and homogenated in a medium containing 0.25
M Sucrose, 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7.7, 0.1 mM EDTA and 5 mM dithiothreitol. After

centrifugation of homogenates at 25000 x g for 10 min, the supernatant fractions were used as
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enzyme source. ODC was assayed by the release of '*CO, by [C'*]-L-ornithine. The assay

mixtures contained 42 mM Tris-HCI bufter, pH 7.1, 0.04 mM pyridoxal 5-phosphate, 5 mM
dithiothreitol and [1-'*C]-L-ornithine (0.1uCi) plus L-ornithine in concentration of saturation.
The process of enzymatic reaction was carried out in a closed system (a plastic vial containing
the substrate and the sample was put inside a glass vial containing a piece of filter paper
previously treated with 50 ul of 1M NaOH for trapping released CO, after incubation and
acidification. One hour of incubation at 37°C took place in a Dubnoff bath under agitation and
then stopped by the addition of 250 pl of 1M H,SOj4 from the plastic vial). After 30 minutes,
the pieces of filter paper were collected, and the absorbed '*CO, which was released was
measured by liquid scintillation. Total protein content was measured by the method of Lowry

etal. (1951).

2.3. Effect of JH and temperature stress on ODC activity

Newly-eclosed females were distributed in plastic cages and kept under standard
laboratory conditions at L:D of 12:12 cycle, and 60-80 RH. Some flies were put at constant
temperatures of 25°C and 6°C while other flies were placed at the alternating temperatures of
20/6°C ( 24 hours at 20°C followed by 24 hours at successively) . The temperatures of 20°C
and 6°C correspond to the maximal and minimal mean temperatures of winter and autumn,
respectively, in the apple production area (Humeres et al., 1996). After four days under these
temperature conditions the abdomens were isolated and then treated topically on their ventral

surface with 5 pl olive oil containing 500 ng of the JH III; 5 ul of olive oil only was applied to
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control abdomens. The abdomens were placed in small Petry dishes with filter paper
moistened with water. We used 1, 3, and 18 hours of hormone incubation and a moist
atmosphere at 25°C. After these incubation times, the abdomens were homogenized and
activity was measured. The enzymatic activity was determined by the method described by

Whyatt et al. (1973), modified by Cardoso et al.(2002), as described above.

2.4. Effect of temperature stress on ODC activity and on ejaculatory apodeme

measurements in males of A. fraterculus

Newly-eclosed males were distributed in plastic cages and kept under standard
laboratory conditions at L:D of 12:12 cycle, and 60-80 RH. Some flies were put at a constant
temperature of 25°C, and other males at 6°C. According to Cardoso et al. (2002), the highest
number of spermatozoa and the biggest ejaculatory apodeme measurements at 25°C begin
after 15 days and last until the 30" day. So, in our study, we decided to isolate, homogenize
and measure ODC activity in the abdomens of both temperature fly groups after 15 days. The
enzymatic activity was determined by the method described by Wyatt et al. (1973), modified
by Cardoso et al. (2002), as described above. In addition, groups of 10 males from each
temperature were dissected in physiological Ephrussi solution, and the ejaculatory apodeme
measured (length and width) under a Leica microscope (x 5) coupled to a computer using a
software called Somniun, an application for data processing developed in Interactive Data

Language (IDL) by the Laboratory of Vegetable Anatomy at the Federal University of Rio
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Grande do Sul, Brazil. IDL is a complete computing environment for the interactive analysis

and visualization of data.

2.5. Statistical analysis

The effect of juvenile hormone concentration and of the association of JH treatment
with temperature stress on ODC activity was analyzed by ANOVA, Dunnett’s test, where all
treatments were compared to control and p < 0.05. The effect of temperature stress in females
and males and also of JH incubation times in females on ODC activity were analyzed by t-test
for independent samples and p < 0.05. The measurements (length and width) made from
ejaculatory apodemes were analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis statistical analysis and

p < 0.05.
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3. RESULTS

3.1. Effect of juvenile hormone concentration and incubation time on ODC activity

ODC activity was significantly increased when stimulated by a JH concentration of
500 ng (Fig.1). In the remainder concentrations (250, 750, 1000 and 2000 ng), ODC activity
was not different from the control (ANOVA, Dunnett’s test, all treatments compared to

control, p< 0.05).

Figure 1 here
Incubation times (3, 7, and 18 hours) of the hormone demonstrated an effective
stimulation of ODC activity when compared to their controls (Fig.2). The incubation times of
3, 7, and 18 hours showed the highest ODC activity of 148 £+ 20 pmols of CO,/mg
protein/min, 135 + 14 pmols of CO,/mg protein/min, and 112 £ 4 pmols of CO,/mg
protein/min respectively, when compared to their corresponding controls: 75 + 10 pmols of
COy/mg protein/min, 99 + 2 pmols of CO,/mg protein/min, and 75 + 2 pmols of CO,/mg

protein/min.

Figure 2 here
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3.2. Effect of temperature stress and temperature stress associated with JH on ODC

activity

ODC activity was significantly higher (t-test for independent samples, p< 0.05) in
females reared at 6°C (70 + 4.6 pmols of CO,/mg protein/min) than in those reared at 25°C
(39 + 0.88 pmols of CO,/mg protein/min) (Fig. 3A). Equivalent results were observed at
alternating temperatures of 20/6°C (152 + 8 pmols of CO,/mg protein/min) and at 25°C (71 +
4 pmols of CO»/mg protein/min) (Fig. 3B).

By using ANOVA, Dunnett’s test, where data were log-transformed before analysis and
all treatments were compared to controls, ODC activity (measured in females kept at 6°C and
treated with different incubation times of JH) showed its highest effect (185 £ 38 pmols of
COy/mg protein/min) after one hour of incubation when compared to its control reared at 6°C
without JH treatment (70 £ 4.6 pmols of CO,/mg protein/min).

JH incubation times of 3 and 18 hours at 6°C did not show differences in ODC activity
when compared to flies kept at 6°C without JH treatment (Fig. 3A).

However, ODC activity was significantly higher in females treated with JH, kept at
20/6°C, and incubated for 3 and 18 hours only (262 + 20 pmols of CO,/mg protein/min, and
230 £ 17 pmols of CO,/mg protein/min, respectively) than ODC activity in females kept at
20/6°C without JH treatment (152 + 8 pmols of CO,/mg protein/min) or kept at 20/6°C plus 1

hour of JH incubation (138 + 8 pmols of CO,/mg protein/min) (Fig. 3B) .

Figure 3 here
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3.3. Effect of temperature stress on ODC activity and on ejaculatory apodeme

measurements in A. fraterculus males

ODC activity was not significantly different by t-test for independent samples, p< 0.05
in males reared at 6°C (258 £+ 52 pmols of CO,/mg protein/min) and at 25°C (316 £ 7.2 pmols
of CO»/mg protein/min (Fig. 4).

The measurements (length and width) made in ejaculatory apodemes showed
significant differences between males kept at 6°C or at 25°C (Table 1) by the non-parametric
Kruskal-Wallis statistical analysis. The ejaculatory apodeme length at 25°C was 0.0019 +
0.0005 mm and at 6°C it was 0.0010 + 0.0006 mm. The ejaculatory apodeme width at 25°C

was 0.0041 £+ 0.0006 mm and at 6°C it was 0.003 = 0.0007 mm.

Figure 4 here

Table 1 here
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Discussion

The JH is an essential component of the insect endocrine system, regulating the
reproductive maturation and controlling the reproductive diapause in adults of many insect
species (Gilbert et al., 2000). It is commonly accepted that JH acts as a gonadotropin by
affecting vitellogenesis in many insect species (Koeppe et al., 1985). JH may serve as a
hormonal signal in the ovary to stimulate the production of a number of mRNAs in nurse cells.
These mRNAs are then captured by the mature egg following fertilization (Dubrovsky et al.,
2002).

D. melanogaster, during vitellogenesis, had an increased ODC activity in isolated
abdomens induced by JH applications, thus suggesting the involvement of JH in the regulation
of polyamine synthesis (Birnbaum and Gilbert, 1990). JH regulates vitellogenesis biosynthesis
(Kelly et al, 1987) and is an important regulator of polyamine synthesis in other insects (Heby,
1981). In Anastrepha suspensa, the yolk protein (YP) synthesis was not significantly increased
after using a juvenile hormone analog in the isolated abdomens of females (Handler, 1997).
However, this author suggests that if hormone actually has an effect on YP synthesis, it may
depend on specific concentrations, development periods, or nutrition. As he used abdomens of
2.5 day old females, probably these flies didn’t begin the vitellogenesis which normally starts
at the 4™ day after eclosion (Bressan and Telles, 1991).

In this study, it was demonstrated that A. fraterculus females stimulated by JH increase

the ODC activity in the beginning of vitellogenesis (4 day old) (Fig. 2). Cardoso et al. (2002)

showed that 15 day old females kept at 25°C had 80% of the ovaries in development (with
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oocytes of the first order in formation but without chorionated oocytes) and 20% as immature,
while 30 day old females showed 60% of mature ovaries (with chorionated oocytes) and 40%
classified as in development. Furthermore, just after eclosion, A. fraterculus females are
reproductively immature and JH can play an important role in the sexual maturation which is
extended until almost 15 days and, for this reason JH incubation times (3, 7 and 18 hours)
carried out in 4-day old females increased ODC activity. This result could be supported by
findings in females of Acheta domesticus which also increase ODC and S-adenosylmethionine
decarboxylase (SAMDC) activity in fat body simultaneously with the increase of JH during
the vitellogenesis phase which occurs at the beginning of imaginal life (Cayre et al., 1993).

In our study, it was observed that females kept under the stress of temperature (6°C and
alternating 20/6°C) when compared to females at control temperature (25°C) (Fig. 3A and B)
demonstrated significantly increased ODC activity. Similarly, a significant increase in ODC
activity and putrescine content has been shown after traumatic brain injury or rat brain ischemia,
and it was suggested that the induction of ODC activity and polyamines metabolism after trauma
is an integral part of the biochemical protection program (Henley et al., 1997; Rohn et al, 1992).
The increase in polyamines levels and ODC activity was recently demonstrated in the liver and
brain of goldfish as a response to variations in the diet, salinity, temperature, season, and presence
of heavy metals (Davalli et al; 1990; Notari et al., 2004). Wyatt et al. (1973), in studies with
silkmoth, demonstrated that the increase in ODC activity is due to a variety of stressful
procedures, a phenomenon they called “injury syndrome”. In our experiment, the stressful
continuous low temperature (6°C), as well as the alternating temperatures (20/6°C), induced an

increase in ODC activity in females. This is in agreement with the suggestion of ODC’s and
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polyamines’ metabolism protective roles after trauma or stress. ODC’s activity increase in A.
fraterculus after stressful temperatures can be considered an adaptive process to environmental
changes in the Brazilian apple production area.

Another important result of the present study was the potential action of JH incubation
after temperature stress (6°C and 20/6°C). JH stimulated ODC activity in the abdomens of
females kept at both temperatures. This result could be due to the fact that ODC can be induced
rapidly up to a hundred fold by a great variety of cell growth and proliferation stimulating factors;
among these factors are hormones. This stimulation of JH after temperature stress could suggest
that the females kept under these conditions had reduced JH levels and when topical JH
application is made hormonal levels are restored and this stimulates ODC activity. In cotton
bollworm, Helicoverpa armigera, kept at short day and low temperature conditions, reduced JH
levels and also reduced ovarian development were observed (Zhou et al., 2000). This was also
observed in our experiment where ovarian measurements carried out in females reared at 6°C
showed a smaller size when compared to ovaries of females kept at 25°C. At 6°C, full ovarian
development was never observed. In alternating temperature cycle only in females 60 days old
ovarian size was developed (Cardoso et al., 2002).

However, the amount of time for this potential JH stimulation was different in each
treatment (Fig. 3). In alternating temperatures, only after 3 hours of incubation did a significant
increase in ODC activity, whereas at a continuous temperature of 6°C a significant increase
occurred after 1 hour. This response difference can be due to the fact that a continuous
temperature (6°C) is more severe and more stressful than alternating temperatures. The

combination of high and low temperatures minimized the effect of an extreme temperature (6°C)
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functioning as a fly’s acclimation. Meats (1983) analyzed the effect of alternating and constant
temperature regimes in adult and pupal stages of Dacus tryoni and observed that the damage of
low temperatures is minimized when the insect is submitted to brief periods of less severe
temperatures. The increase in ODC activity after only 1 hour of JH treatment in females kept at
6°C can be due to the rapid need of polyamine synthesis in times of great stress, such as low
temperatures.

When females kept at 6°C were JH treated for 3 or 18 hours they showed ODC activity
similar to flies kept at 6°C without JH treatment. This result shows that JH incubation time and
temperatures are very important in this process because at low temperature, after 3 hours of JH
treatment, ODC activity didn’t change. In alternating temperatures, a change occurs only after 3
hours or more of JH treatment. It can be inferred that ODC activity increases in the first hour of
JH treatment but, after this time the hormone isn’t needed to change ODC activity. The same
pattern did not occur when flies were kept at alternating temperatures. This last pattern seems
similar to that presented by flies kept at a control temperature of 25°C (Fig. 2).

Fifteen day old males kept at a low temperature showed significant differences in
measurements (length and width) carried out in the ejaculatory apodeme when compared to males
kept at 25°C. The ejaculatory apodeme, unlike the testis, has a progressive growth and plays an
important role in the reproductive potential (ejaculation while mating, among other reproductive
functions). However, ODC activity was not significantly different among males kept at 6°C and
25°C. This suggests, that in males, the pattern of ODC activity stimulation after temperature stress
is different from the behavior observed in females, probably because, in males, vitellogenesis

does not occur. This is in agreement with the results obtained by Birnbaum and Gilbert (1990) in
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Drosophila melanogaster where ODC activity reaches a peak at 24 hours following the eclosion
of females, and again this pattern was not observed in males. These authors suggested that
polyamine synthesis is involved in the ovarian maturation in the abdomens of Drosophila.

Cold hardiness refers to the capacity of an organism to survive to low temperature
exposure. A variety of factors are known to influence this capacity including the stage of
development, genetic potential, season, duration of exposure, nutritional status, and thermal
history. Cold hardening is the acquisition of enhanced cold tolerance through biochemical and
physiological processes (Lee, 1991). One of the striking features of cold hardiness in insects is the
production of dual cryoprotectants like glycerol and sorbitol (Storey and Storey, 1983). Another
possibility of enhanced cold tolerance is the so-called cold shock response, when stress is inflicted
by a brief and rapid exposure to low temperatures (Lee, 1991). Enhanced ODC activity is a
common response to different stressful stimuli in the mammalian brain (Henley et al., 1997; Rohn
et al.,, 1992) and, in Escherichia coli it was reported that spermidine accumulation results in
increased synthesis of the cold shock protein at low temperatures (Kornvika and Jones, 2000).
Therefore, the variation of ODC activity shown by females in the present work could be an

adaptive response to cold in the adult insect submitted to temperature stress.
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LEGENDS

Figure 1. Effect of different concentrations (Ong, 250ng, 500ng, 750ng, 1000ng, and
2000ng) of juvenile hormone on ODC activity of Anastrepha fraterculus females (4 day old).
Enzyme activity was assessed as described in Materials and Methods; each point represents
mean activity + SE, n=3 different animals. Asterisk indicates statistical difference (ANOVA,
Dunnett’s test, all treatments were compared to control, p< 0.05). This figure shows a

representative experiment of 3 independent experiments.

Figure 2. Effect of different JH incubation times (1, 3, 7, and 18 hours) on ODC
activity. Enzyme activity was assessed as described in Materials and Methods; each histograph
bar represents mean activity = SE, n=3 different animals. Black histograph represents control
(without JH incubation) and white histograph represents ODC activity after different JH
incubation times. Asterisk indicates statistical difference between animals treated with JH and
respective control without JH treatment (t-test for independent samples, p< 0.05). This figure

shows a representative experiment of 3 independent experiments.

Figure 3 . Effect of JH and temperature stress (6°C and 20/6°C) on ODC activity in
females of A.. fraterculus. Enzyme activity was assessed as described in Materials and
Methods; each histograph bar represents mean activity £ SE, n=3 different animals. A=
females reared at temperature stress of 6°C. B = females reared at temperature stress of

20/6°C. One asterisk indicates statistical differences between temperature stress (6°C and
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20/6°C) and control temperature (25°C) (t-test for independent samples, p< 0.05). Two
asterisks indicate statistical differences between temperature stress (6°C and 20/6°C) and JH

incubation times (ANOVA, Dunnett’s test, all treatments compared to control, p< 0.05).

Figure 4. Effect of temperature stress (6°C) on ODC activity in males of A. fraterculus.

Enzyme activity was assessed as described in Materials and Methods; each histograph bar

represents mean activity £ SE, n=3 different animals.
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Table 1. Ejaculatory apodeme measurements (length and width) in
Afraterculus males. Data obtained at 25°C was control in non-

parametric

Kruskal-Wallis

difference, p<0.05.

statistical analysis. *= significant

Length (mm) Width (mm)
X=£SE X=£SE
25°C 0.0041£0.0006 0.0019+0.0005
6°C 0.0030+0.0007 0.0010£0.0006
* *
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ABSTRACT

Ovarian sizes (length and width) were measured in young females of Anastrepha
fraterculus (Wiedemann) (Diptera, Tephritidae) treated or not with the inhibitor o-
difluormethylornithine (a-DFMO). The best concentration of a-DMFO used was 50 mM and
the ovarian measurements (length and width) of treated females were smaller than those of
females without a-DMFO. These data may suggest some relationship between ODC and

sexual maturation in A. fraterculus.

Keywords: Anastrepha fraterculus, a-difluormethylornithine, ovarian size
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INTRODUCTION

Vitellogenesis is a major component of insect oogenesis. Vitellogenesis comprises the
synthesis of the yolk protein precursor vitellogenin in fat body, its secretion into the
hemolymph, and its transport to the follicles, where they are selectively bound and
internalized into oocytes as vitellin (Hagedorn and Kunkel, 1979). Almost all insect follow
this paradigm. However in many higher diptera, the ovarian follicular epithelium also provides
a source for the same proteins (Jowet and Postlethwait, 1980). In Drosophila the JH is thought
to be secreted shortly after eclosion and acts in some way to initiate vitellogenin synthesis in
both the fat body and ovary, as well as the ovarian uptake of vitellogenin synthesis from
hemolymph (Postlethwait and Shirk, 1981; Bownes, 1982, 1986).

Many studies showed that ornithine decarboxylase (ODC; EC 4.1.1.17) activity is
needed for insect vitellogenesis and sexual maturation (Birnbaum and Gilbert,1990; Cardoso,
et al. 2004). ODC is very important for polyamine biosynthesis (Tabor and Tabor, 1984).
Polyamines are aliphatic cations involved in the control of growth and are required for a wide
variety of biological events such as protein synthesis, DNA replication and cell division.
Studies of the metabolism during embryonic development of vertebrate and invertebrate have
indicated that polyamines can be very important for a good development process. The
changes in ODC activity and polyamine synthesis have been followed in Manduca sexta
(Birnbaum and Whelan, 1988), Tenebrio molitor (Besson et al, 1986), Hyalophora cecropia
(Wyatt et al, 1973), Drosophila melanogaster (Birnbaum and Gilbert, 1990), and Aedes
aegypti (Kogan and Hagerdorn, 2000). Moreover some studies associated normal

vitellogenesis with ODC activity which in Drosophila reaches a peak at 24 hours following
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adult eclosion and is reduced at 48 hours. This pattern is not observed in males. So, it is
suggested that polyamine synthesis is involved in ovarian maturation (Birnbaum and Gilbert,
1990).

The a-difluormethylornithine (a-DFMO), which is the ornithine decarboxylase suicide
inhibitor, have been extensively used to study the effects of limiting polyamines synthesis in
cell culture and in experimental animals (Pegg, 1986; Grossie et al., 1987; Péso and Pegg,
1982; Kogan and Hagedorn, 2000).

Inhibition of polyamine synthesis will help our understanding of the role of these
ubiquitous molecules during insect growth processes. In the present study we observed
ovarian size (length and width) in young females of Anastrepha fraterculus Wiedemann)
(Diptera, Tephritidae) treated or not with the inhibitor a-DFMO. A. fraterculus is one of about
195 species of the Anastrepha genus. This fly is distributed in the Continental America and it

is considered one of the most important fruit culture pest.
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MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals

Infested fruits (Campomanesia xanthocarpa Berg.) were collected in the town of Sao
Joaquim (SC-Brazil) and kept under laboratory conditions at 25°C £1°C, L:D of 12:12 cycle,
and 60-80RH. After adult eclosion, the F1 was distributed into plastic cages (19x13x13cm)

and provided with food (brown sugar:soy bean flour:wheat flour 3:1:1) and water.

2.2. Chemicals

o-difluormethylornithine (a-DMFOQO) was purchased from Sigma.

2.3. a-DMFO dose curve

Just after emergence, groups of 5 females were supplied with a-DMFO in crescent
concentrations ( 5 mM, 15 mM, 20 mM, 30 mM and 50 mM,) as drinking water solution
placed in cotton square pieces, and other 5 female group (control) did not receive a-DMFO.
During 4 days the treatments were daily renewed. Then, in the fourth day, the ovaries were

measured (length and width).

2.4. a-DMFO treatment
Just after emergence, a group of females was supplied with a-DMFO (50mM) in the

drinking solution, and other female group (control) did not receive a-DMFO. During 4 days
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the treatment was daily renewed. Then, in the fourth day, the ovaries were measured (length
and width) .

Fifteen females treated and 15 females not treated with a-DMFO were dissected in
physiological Ephrussi solution and the ovaries measured (length and width) under a Leica
microscope (x 5) coupled to a computer using a software called Somniun, an application for
data processing developed in Interactive Data Language (IDL) by the Laboratory of Vegetable
Anatomy at the Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil. IDL is a complete computing

environment for the interactive analysis and visualization of data.

2.5 Statistical analysis.

Effect of a-DMFO treatment on young’s A. fraterculus ovary measurements was

analyzed by non-parametric Kruskal-Wallis statistical analysis and p < 0.05.
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Results

As can be seen in Fig. 1 the best concentration of a-DMFO used was 50 mM. The
other concentrations (5, 15 and 30 mM) didn’t show difference in ovaries sizes (length and

width) when compared to control not treated.

Fig.1 here

The concentration of 50 mM was then used to compare ovary size (length and width)
of 15 females treated and 15 not treated with a- DMFO. The ovary length of flies treated was
0.0022 £ 0.0002 mm and those without a- DMFO was 0.003 + 0.0001 mm. The ovary width
of females treated was 0.0013 = 0.0002 mm and those without treatment was 0.002 + 0.0001
mm ( Fig. 2).

Fig. 2 here
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Discussion

Specific cellular changes that are needed for development, differentiation of cell type, and
tissues reprogramming require polyamines. Moreover, massive RNA synthesis, necessary for
embryogenesis, is blocked if ODC and polyamines are lacking (Frydman et al.,1992; Heby and
Emanuelsson, 1981). Polyamines are important in embryonic development as evidenced on early
sea urchin eggs (Kusunoki and Yamasu, 1978). Administration of a-DMFO to neonate rats results
in brain polyamine depletion, brain growth deficit together with a retardation of synaptic
development (Slotkin et al., 1984). However, despite the increasing evidence of polyamines’
importance for the cellular process, until now few studies have focused on the role of ODC and
polyamines in insect development.

The ODC suicide inhibitor a-DMFO has been used in studies of the roles of ODC and
polyamines at the biochemical and physiological levels (Pegg, 1986; Bitonti et al, 1985). It was
observed that it reduces the risk of cancer in animals. This inhibitor was also used as a plant
fungicide and it showed protective role because it inhibits fungal pathogenic effects on plants
(Rajam et al, 1985).

In the present study it was observed that in A. fraterculus young females (+4 days) a-
DMFO significantly inhibited the ovary development (length and width) when compared with
females kept without a-DMFO. In a previous study, we showed that A. fraterculus ODC
activity in egg, young ovary and fat body were significantly higher than values recorded from
other fly’s tissues (Cardoso et al., 2004). This ODC activity pattern was suggested to have

association with the process of oogenesis and vitellogenesis in the immature females
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(Cardoso et al., 2004). The results in the present study corroborate the suggestion that ODC
and polyamines are associated with sexual maturation in females of A. fraterculus.

Many studies correlate high levels of polyamines to the beginning of vitellogenin
synthesis (Hagedorn and Kunkel (1979); Racioppi et al., 1986). Kogan and Hagerdorn, (2000)
suggested that ODC and polyamines are important for normal vitellogenesis in the mosquito
Aedes aegypti . They observed that the inhibitor of ODC reduced significantly the number of
mature oocytes. Cayre et al. (1996), using Acheta domesticus females observed that a-DMFO
treated ovarian development was similar to untreated control females. However some drug
treated females, having reduced ovaries, were discarded and were not used in the course of the
study. Moreover the treatment with the inhibitor altered the time between emergence and egg-
laying behavior appearance.

Although it would be premature to hypothesize any causal link between sexual
maturation and ODC activity, we suggest that it may be a good model for further study of the

role of ODC and polyamines in the maturation of A . fraterculus.
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LEGENDS

Figure 1. Doses of the curve. Different concentrations (0 mM, 5 mM, 15 mM, 30mM
and 50 mM) of a-DMFO on the measurements (length and width) made in ovaries of A.
fraterculus females (4 day old). Measurements were assessed as described in Materials and
Methods +SE, n=5 different animals. Asterisk indicates statistical difference by non-

parametric Kruskal-Wallis statistical analysis and p< 0.05.

Figure 2. Effect of a-DMFO (50 mM) treatment on A. fraterculus young females (4 day
old) ovaries measurements (length and width). Measurements were assessed as described in
Materials and Methods £SE, n=15 different animals. Asterisk indicates statistical difference

by non-parametric Kruskal-Wallis statistical analysis and p< 0.05.
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Discussao

A. fraterculus tem uma grande importancia para a fruticultura do eixo RS e SC, pois este
diptero ¢ uma das principais pestes nas regides onde o cultivo da macieira estd em rapida
expansdo nao s6 para o consumo interno mas, também, para as exportagdes. O conhecimento
das relagdes da enzima ODC com os estimulos hormonais e fatores ambientais em A.
fraterculus pode fornecer dados importantes para os estudos de comportamento e, também, do
controle bioldgico destes insetos. A nocao de que o ambiente ¢ capaz de alterar o metabolismo
dos insetos em uma determinada época do ano, associada ao conhecimento prévio das
condi¢des de temperatura, por exemplo, anteriores ao aumento populacional das moscas (que
se da a partir do més de setembro na regido sul do Brasil) podem ajudar na escolha da melhor
estratégia de defesa para as culturas atacadas pela peste. Além disso, estudos voltados ao
conhecimento da fisiologia e bioquimica dos insetos abrem vias para encontrar metodologias
capazes de interferir nos processos vitais desses insetos.

Cientes disso, a presente tese de doutoramento teve como primeiro objetivo a avaliagdo
da atividade enzimatica e dos parametros cinéticos da ODC durante o ciclo de vida da. A
fraterculus. A ODC ¢é uma enzima muito importante no crescimento e¢ desenvolvimento
tissular; ela é o passo limitante na biossintese das poliaminas (putrescina, espermidina, e
espermina), cations organicos multifuncionais para um grande nimero de fung¢des celulares.

Os parametros cinéticos (Km app € Vmax) da ODC foram calculados por regressao linear
utilizando o modelo matematico de Lineweaver-Burk em trés estagios de desenvolvimento da

A. fraterculus: larva, pupa e ovarios de fémeas jovens. Os valores dos parametros cinéticos da
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ODC em A. fraterculus, foram de grande valia para o andamento dos demais experimentos,
pois possibilitaram o conhecimento das caracteristicas bioquimicas da enzima no organismo
em estudo, o que permitiu desenvolver de maneira correta a metodologia para o estudo da
atividade enzimadtica. Adicionalmente, as caracteristicas cinéticas foram de suma importancia
do ponto de vista entomolégico, ja que dados bioquimicos e fisiolégicos da ODC em insetos
sdo ainda incipientes, existindo poucos estudos em D. melanogaster, Manduca sexta e
Hyalophora cecropia, entre outros.

Os valores do K., app encontrados para pupa de A. fraterculus foram muito similares aos
encontrados nos insetos supracitados e também para os tecidos de mamiferos. No entanto, os
valores de Kiy app € Vmax para os homogenados tissulares de larva e de ovario de fémea jovem
apresentaram uma grande variagdo, sofrendo um aumento de duas a oito vezes,
respectivamente, quando comparados com os valores obtidos para pupa.

Isso indica que a atividade da ODC apresenta flutuagdes durante o ciclo de vida de A.
fraterculus e essas mudangas na cinética da enzima sugerem que ela esteja sofrendo
modificagdes pos-traducionais. Como citado anteriormente, esta enzima € intrinsecamente
regulada in vivo e tem sido estudada a possibilidade de, além da regulagdo pos-traducional,
ocorrer uma regulacao da expressao do gene e/ou também regulagdo pelas proprias poliaminas
(Tabor e Tabor, 1984; Kahana e Nathans, 1985). Em mamiferos, as modificacdes pos-
traducionais e seus efeitos alostéricos foram inicialmente investigados em papiloma epidermal
(O’Brien et al., 1986), sendo demonstrado que existe um efeito de ativagdo pela GTP e este
mesmo mecanismo foi também verificado ser importante em condic¢des fisioldgicas normais

nos tecidos de mamiferos (O’Brien et al., 1986; O’ Brien et al., 1987).
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Para testar a possibilidade de estar ocorrendo uma regulagdo da atividade pos-
traducional via GTP em nossos experimentos, primeiramente foi realizada uma curva de
substrato na presenca de varias doses de GTP (0,1 mM-10 mM) em homogenados de pupa e
de ovarios de fémeas jovens para saber qual a concentragdo 6tima de uso do GTP. A
concentragcdo mais efetiva obtida para ambos os homogenados foi de 0,1 mM, valor muito
similar ao encontrado para mamiferos. Apos esta etapa, homogenados de ovarios de fémeas
jovens e de pupa foram ambos incubados na presenca ou auséncia de GTP. A presenca de
GTP aumentou a atividade especifica da ODC em ambos os homogenados testados, mas o
aumento foi estatisticamente significativo somente em pupa.

Esse resultado pode sugerir que, nos ovarios jovens, a atividade da ODC ja seja maxima
e que a adicdo do GTP ndo tem um efeito significativo para incrementar a sua atividade. No
entanto, em pupa, a adicdo de GTP mostrou ter um grande efeito quando comparada com o seu
controle (homogenado de pupa sem adi¢ao de GTP).

Varios estudos em mamiferos demostram que a ativagdo da ODC pode ser tecido-
especifica e que os valores de K, € Viax podem ser alterados inclusive em diferentes regioes
do cérebro, por exemplo. No cérebro de ratos, a habilidade do GTP ativar a ODC ¢ forte em
cerebelo e muito fraca em hipocampo (Kilpelainen e Heitala, 1994). Assim, as grandes
diferengas ontogenéticas que existem entre os ovarios de fémeas jovens e pupas podem ser
responsaveis pelos resultados observados no nosso trabalho.

As possibilidades de agdo do GTP na ativacdo da ODC ainda ndo sdo totalmente
entendidas mas, a principio, o GTP poderia ligar-se diretamente na enzima afetando as suas
funcdes cataliticas, ou o GTP poderia ativar uma proteina ligada ao GTP que, por sua vez,

mediaria a ativagdo da ODC ou, ainda, o proprio GTP poderia ser um substrato para uma
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proteina quinase que fosforilaria a ODC. Essa tltima alternativa parece ser a mais realista. As
proteinas quinases que usam GTP como substrato ndo necessitariam fosforilar a ODC
diretamente, podendo estar envolvidas cascatas de sinalizacdo que fosforilariam a ODC.

Entretanto, a alternativa na qual o GTP ativaria primeiramente uma proteina regulatéria
ligada a ele também ¢ plausivel. Esta proteina poderia regular a ODC diretamente ou ativar
um sinal que conduzisse a fosforilagdo da ODC (Kilpelainen, 2002). Como se V&, tais
alternativas precisariam ser testadas mas fugiriam do escopo de nosso trabalho.

Estes resultados do efeito ativador do GTP sobre a enzima ODC sdo de grande
relevancia pois, até entdo, nenhum outro dado foi publicado com relagao aos efeitos do GTP
na cinética da ODC em insetos em geral e especialmente em A. fraterculus.

Os estudos em ODC durante a ontogenia da A. fraterculus mostraram atividade
enzimatica em ovo (estagio embrionario) e quando esse estagio foi comparado com os outros
estagios anteriores a eclosdo do adulto (larval e pupal), verificou-se um aumento na atividade
enzimatica altamente significativo. O estdgio embrionario tem sido relatado como um periodo
de alta atividade da ODC em muitas espécies (Heby, 1981) e estd cada vez mais claro que as
mudancas especificas necessarias para o desenvolvimento, diferenciagdo celular e
reprogramacao tissular requerem poliaminas. A sintese massiva de RNA, necessaria para o
normal andamento destes processos durante a embriogénese, pode ser bloqueada se ocorrerem
perdas nos niveis celulares de poliaminas (Heby e Emanuelsson, 1981).

Em Drosophila, os niveis de espermidina sdo elevados logo apds a fertilizagdo e
declinam apo6s algumas horas (Herbst e Dion, 1970) e ndo se sabe se as poliaminas sao
sintetizadas rapidamente apods a fertilizagdo ou se sdo produtos da sintese materna. Em

Calliphora erythrocephala, a espermidina ¢é sintetizada rapidamente justamente depois da
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fertilizagdo e acredita-se que tenha uma fun¢@o na rapida sintese de macromoléculas que ira
ocorrer neste estagio (Lundquist et al., 1983).

Lillerberg et al. (1991) observaram os niveis de regulacdo do gene da ODC durante o
desenvolvimento da Musca domestica, verificando que a atividade enzimatica da ODC ¢
somente detectada durante os ultimos estagios da embriogénese e que a atividade maxima
ocorre na ovoposi¢ao, mas ¢ rapidamente reduzida na emergéncia larval.

Sparks et al. (1991) trabalhando também com M. domestica, observaram que apds a
ovoposicao ha um decréscimo da atividade da ODC e que os estagios iniciais da embriogénese
sdo marcados por niveis muito baixos de atividade da ODC. Entretanto, niveis maiores sao
detectados nove horas apds a ovoposicao.

Em nosso estudo, utilizamos ovos em adiantados estdgios de desenvolvimento (entre o
10° e 11° estagio) aproximadamente 24 horas depois da ovoposicdo, e este estagio ¢
caracterizado por grandes alteragdes morfogenéticas como o aparecimento dos sulcos
intersegmentais na epiderme, a ocorréncia de protuberancias da mandibula, maxila e labio e o
primordio do intestino médio posterior, € também o surgimento de um claro espaco entre o
embrido e o envelope vitelinico, sinalizando o encurtamento ou retragao da banda germinativa
(Nascimento e Oliveira, 1996; Selivon et al., 1997). Face a isto, acreditamos que a alta
atividade da ODC neste estagio esteja relacionada com esses importantes eventos
morfogenéticos e especialmente ao grande numero de divisdes celulares que ocorrem e que
requerem poliaminas e, por conseqiiéncia, da ativacdo da ODC.

Em larva de M. domestica, foi observado que a atividade da ODC foi significativamente

baixa em relacdo a atividade nos embrides (Sparks et al., 1991) o que corrobora nossos
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resultados. O crescimento larval dos dipteros € caracterizado principalmente pelo aumento do
tamanho das célula, e ndo pelo aumento de seu numero. Essa baixa taxa de divisdo celular
poderia estar contribuindo significativamente para o baixo nivel de atividade da ODC no
estagio larval. Da mesma forma, o pequeno aumento da atividade da ODC, demonstrado em
nossas pupas, pode estar refletindo as necessidades dos processos bioldgicos desta fase
denominada fanerocefalica, que ¢ determinada pela evaginagdo da cabega e dos discos
imaginais que sofrem intensa divisdo celular e diferenciacéo.

No estagio adulto, os ovarios jovens, quando comparados com ovarios maduros,
apresentaram uma maior atividade da ODC. Este aumento pode estar refletindo os eventos de
maturagdo pelos quais uma fémea jovem passa. Processos ligados a oogénese tém sido
associados com o aumento progressivo da atividade da ODC e do conteudo de poliaminas em
insetos (Birnbaum e Gilbert, 1990; Kogan e Hagedorn, 2000).

Conforme Bressan (1996) a A. obliqua emerge para a vida adulta imatura sexualmente e
0s ovarios, no caso das fémeas, completam sua maturacdo somente a partir do 15° dia depois
da emergéncia; uma gama de alteracdes morfogenéticas iniciam-se a partir do 3° dia e a
vitelogénese inicia pelo 4° dia. A expressiva atividade da ODC nas fémeas jovens, em
comparacdo com os ovarios de fémeas maduras, pode entdo estar refletindo este estado
fisiologico relacionado ao processo de oogénese neste diptero.

Birnbaum e Gilbert (1990) sugerem uma intrinseca relacdo temporal entre a sintese
vitelogénica e a atividade da ODC em Drosophila. Ao eclodir, o adulto apresenta uma baixa
taxa de sintese de vitelogenina (Bownes e Hames, 1978; Jowet e Postlethwait, 1980) que

aumenta substancialmente nos primeiros dias de vida adulta. Isto se reflete nos niveis de
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vitelogenina que estdo na hemolinfa durante este periodo (Wu e Ma, 1986). Um padrao similar
na atividade da ODC ¢ detectado neste mesmo periodo (Birnbaum e Gilbert, 1990). Somando-
se a isto, ndo se observa este mesmo pico de elevacdo da atividade da ODC neste periodo da
vida nos machos adultos, o que faz os autores novamente relacionarem a atividade da ODC
com a vitelogénese neste diptero.

Outro resultado em nosso trabalho foi o da alta atividade da ODC em corpo gorduroso
de fémeas jovens. Em Drosophila, Birnbaum e Gilbert (1990) sugerem que o corpo gorduroso
¢ responsavel pelo dramatico aumento da atividade da ODC na mosca, aumento que ocorre
durante o periodo da vitelogénese. As vitelogeninas sao lipoglicoproteinas geralmente
sintetizadas no corpo gorduroso da maioria dos insetos € sdo os maiores constituintes dos ovos
ovopositados e dos o6citos maduros (Bownes, 1986).

Em Drosophila, esta proteina tem dupla origem, uma no corpo gorduroso e outra nos
ovarios. Em Anastrepha suspensa, Handler (1997) discorda da dupla origem, sugerindo que a
sintese de vitelogenina seja feita unicamente nos ovarios. Este autor também ndo observou
elevacdo da sintese de vitelogenina durante o uso de HJ, e que esta perda da regulacdo seja
devido a sintese tunica das vitelogeninas pelos foliculos ovarianos.

Entretanto, como ele proprio sugere (Handler, 1997) os efeitos hormonais sobre a sintese
de vitelogeninas dependem de sua concentragdo especifica, do periodo de desenvolvimento
usado e/ou nutri¢do do organismo. Em seus estudos, ele usou fémeas de 2,5 dias, periodo um
pouco prematuro para o estudo da vitelogénese que normalmente se inicia pelo 4° dia
(Bressan, 1996). Os resultados negativos tanto para a ativacdo das vitelogeninas pelo HJ
quanto para a sintese de vitelogenina no corpo gorduroso, obtidos por Handler (1997) talvez

fossem outros se ele tivesse usado fémeas com aproximadamente quatro dias.
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O tecido gorduroso parece ter um papel importante na maturagdo sexual e na sintese das
vitelogeninas. Em A. obliqua, a partir do 7° dia, esse tecido que era abundante desaparece
quase que por completo (Bressan, 1996). Em A. frateculus, nés também observamos este
padrao temporal de reducao do corpo gorduroso (dados ndo publicados).

Em Drosophila, o HJ secretado pelo corpora allata, depois da eclosdo do adulto age em
algumas vias para iniciar a sintese da vitelogenina tanto no corpo gorduroso quanto nos
ovarios, bem como pode agir na captacdo da vitelogenina pela hemolinfa (Postlethwait e
Shirk, 1981). Varios estudos também relacionam a atividade de hormdnios com uma répida
indu¢do da ODC acompanhando a maturacdo sexual e a vitelogénese (Birnbaum e Gilbert,
1990).

Considerando essas relagdes, procuramos entdo avaliar o efeito do HJ sobre a atividade
da ODC no inicio do periodo de maturagdo sexual e da oogénese da A. fraterculus (4 dias) e
verificar também o efeito da associa¢do dos estresses de temperatura (tdo marcantes na regiao
de pomicultura) com o HJ na atividade da ODC. O HJ demonstrou acdo estimulatoria na
atividade da ODC em fémeas de A. fraterculus no inicio da maturac@o sexual (+4 dias). Este
comportamento estimulatorio foi observado em trés dos quatro tempos de incubagao testados
(3, 7 e 18 horas). Este resultado corrobora a vasta bibliografia que demonstra que o HJ tem
uma agao efetiva sobre a atividade da ODC.

No presente estudo, o estresse de temperatura (6°C e 20/6°C) resultou no aumento da
atividade da ODC quando fémeas mantidas no estresse foram comparadas a fémeas na

temperatura controle (25°C).
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Em trabalho anterior, Cardoso et al. (2002) observaram que as temperaturas de 6°C e
20/6°C causaram o retardo da maturacdo dos ovdrios, sendo sugerido que este seria um
mecanismo bioldgico que o inseto lancaria mao para se manter na regido macieira nos
periodos de outono e inverno.

Mamiferos e insetos foram investigados em relagdo aos procedimentos que podem
causar injuria e aumento da atividade da ODC. Este aumento da atividade das enzimas chaves
de sintese das poliaminas como a ODC e do nivel de poliaminas sd3o demonstrados como
resposta a uma variedade de estresses ambientais, como a dieta, a temperatura, a salinidade,
disponibilidades de recursos, etc (Wyatt et al 1973; Davalli et al., 1990; Notari et al., 2004).

Segundo Wyatt et al. (1973), os niveis da atividade da ODC aumentariam com certos
estresses, fenomeno chamado por ele de “sindrome de dano”. Seus estudos demonstraram que
a transferéncia de culturas de tecidos do meio natural de hemolinfa para meios sintéticos e
também procedimentos estressantes como infusdes hipertonicas ou inje¢cdes no integumento
podem acarretar um choque, causando injurias que favoreceriam o aumento da atividade de
ODC. A temperatura de 6°C, evidenciada em Cardoso et al. (2002) como uma temperatura de
alto estresse, causadora de varias conseqiiéncias para a biologia da espécie A. fraterculus,
estaria entdo influenciando a atividade da ODC, elevando seu conteudo celular.

Essa elevagdo dos niveis de atividade da ODC pode também estar ligada a uma
alternativa que recentemente tem sido discutida sobre o efeito protetor das poliaminas ao
estresse ¢ insultos aos tecidos (Davalli et al, 1990; Notari et al., 2004). Portanto, o aumento da
atividade da ODC ¢ sugerido aqui, como resposta da A. fraterculus as flutuagdes de

temperatura que ocorrem no sul do Brasil na regido de cultivo das macieiras.
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Outro resultado interessante foi a efetiva estimulacdo do HJ quando este foi associado
as temperaturas de estresse. Em Helicoverpa armigera, Zhou et al. (2000) observaram que os
niveis de HJ sdo reduzidos apos longos periodos de estresse ambiental. Unindo estas duas
observagdes a do poder estimulatério do HJ na atividade da ODC e a reducao do HJ apos os
estresses ambientais, podemos sugerir que fémeas mantidas a temperaturas de estresse podem
ter seus niveis de HJ reduzidos e quando ocorre aplicagdo tdpica deste hormonio, nos
abdomens das fémeas, este passa a estimular a atividade da ODC. No entanto, apesar das duas
condi¢des de temperaturas testadas estimularem a atividade da ODC, os tempos de incubacao
que produziram significativo aumento foram diferentes entre as duas condigdes.

A resposta ao estimulo do HJ ocorreu a partir das 3 horas para a condi¢do alternada, mas
para a temperatura constante de 6°C o aumento da atividade foi significante ja a partir da
primeira hora. Essa diferenga nos tempos de estimulagdo pode ser interpretada como uma
conseqiiéncia da ag¢do severa da temperatura baixa de 6°C sobre a fisiologia do inseto que
entdo, necessitaria de uma resposta mais rapida aos efeitos do estresse, e que estes efeitos

podem estar sendo minimizados nas temperaturas alternadas.

A temperatura de 6°C ja foi anteriormente caracterizada por ndés como sendo uma

temperatura de grande estresse, pois nela as fémeas mostraram menor desenvolvimento ovariano e

longevidade e as que combinam uma temperatura baixa e alta, minimizam os efeitos das

temperaturas extremas e constantemente baixas como se o animal estivesse se aclimatando

lentamente ao estresse de temperatura.

Em 1983, Meats avaliou a aclimatagdo ao frio em Dacus tryoni durante dois estagios da

vida farata adulta e fase pupal. Utilizando regimes constantes e alternados, aclimatou-os a

temperatura de 25°C, transferindo-os em diferentes tempos para regimes constantes e alternados
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de temperatura e, logo ap6s, submetendo-os a temperatura de congelamento (-4°C). Demonstrou,
assim, que os danos das temperaturas baixas podem ser reduzidos quando os organismos sao
submetidos a breves periodos de temperaturas menos severas ou alternadas. Meats (1987) sugere
que os organismos apresentam uma tolerancia termal apds utilizar uma variedade de combinagdes
de taxas de congelamento e calor.

Tendo em vista os dados acima, podemos sugerir que o rapido estimulo do HJ na atividade
da ODC em 1 hora a 6°C pode estar refletindo as necessidades fisiologicas pelas quais a mosca
passa com a acdo severa da temperatura continua de 6°C; estas necessidades podem estar ligadas
ao aumento da ODC e o conseqiiente rapido aumento das poliaminas, com acdo protetora a
determinados fendmenos de injuria.

O efeito protetor das poliaminas tem sido estudado em uma variedade de espécies e, em
mamiferos ¢ sugerido que a acetilagdo das poliaminas ¢ uma adaptagdo ao estresse. Em E. coli a
acumulagdo de espermidina resulta no aumento de sintese das proteinas de choque térmico a baixa
temperatura (Kornvika e Jones, 2000).

A tolerancia ao frio esté ligada diretamente a respostas do metabolismo no organismo. Uma
das respostas dos insetos as baixas temperaturas € a conversao das reservas de glicogénio para um
grande pool de poliois crioprotetores como, por exemplo, as proteinas “antifreeze” (Holden e
Storey, 1994). Exposi¢do a baixa temperatura num intervalo entre 0°C a 5°C, comuns a muitos
ambientes, pode desencadear a sintese de proteinas crioprotetoras (Lee, 1991).

O aumento na atividade da ODC a 6°C talvez possa ser parte de um programa de protecao
bioquimica e adaptacao dos insetos.

Ap6s conhecermos a atividade da ODC em fémeas mantidas em estresses de temperatura,
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nosso interesse voltou-se para os machos, submetendo-os logo apos a sua eclosdo, por 15 dias, a
baixa temperatura de 6°C.

Conforme descrito na literatura, o desenvolvimento testicular em Anastrepha ssp. ¢ do tipo
nao progressivo (Bressan 1995) e segundo a literatura, sabe-se que a maturidade dos machos esta
relacionada com o desenvolvimento do apddema ejaculatorio.

Drew (1968) conclui que o apédema € obrigado a alcangar um tamanho 6timo para suportar
a musculatura para a copulacdo. A contragdo do musculo na parede da cavidade da placa basal
fecha a entrada do ducto ejaculatorio, reduzindo o volume da cavidade, e o resultado disto € que o
fluido seminal ¢ for¢ado para baixo do ducto, para a ponta do edeago. A maturidade sexual estd,
entdo, relacionada com o tamanho do apodema e, dentro das condigcdes de variagdo de
temperatura ¢ intensidade de luz, a matura¢do do macho de Strumeta triony ndo se da em 24 dias,
como na temperatura estavel de 25°C, pois as medidas do apodema variam grandemente.

Em nosso trabalho, foram realizadas medidas no apédema ejaculatorio, que ¢ indicado como
mensor da poténcia e da maturidade sexual dos machos. Os machos mantidos a baixa temperatura
obtiveram uma significativa redu¢do no comprimento e largura de seu apoédema ejaculatorio,
quando comparados com os dos machos mantidos a temperatura controle de 25°C.

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos para machos de D. triony que no periodo
de baixas temperaturas (inverno) sdo citados como nao ativos sexualmente, sendo a longevidade
similarmente baixa como a das fémeas, demonstrando a influéncia das temperaturas baixas no
comportamento reprodutivo dos machos (Fletcher, 1979).

No entanto, a atividade enzimatica da ODC nos machos de A. fraterculus (submetidos a

6°C) nao apresentou diferenca significativa com a do controle. Este comportamento da atividade
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da ODC nao ser influenciada pelo estresse de temperatura em machos, nos sugere que nos machos
o padrao de estimulagdo da atividade enzimatica ¢ diferente das fémeas, provavelmente porque
nos machos ndo estdo envolvidos processos ligados a oogénese.

Birnbaum e Gilbert (1990) observaram em Drosophila um alto pico da atividade da
ODC 24 horas apos a eclosdo das fémeas, mas este padrdao nao foi observado no mesmo
periodo da vida dos machos adultos, o que fez os autores relacionarem a atividade da ODC
com a vitelogénese em Drosophila.

Depois de constatarmos uma relagdo entre um alto pico da atividade da ODC e o inicio
da maturidade sexual da fémea de A. fraterculus, restou-nos inibir essa atividade com o-
DMFO (inibidor da ODC) para verificarmos o desenvolvimento ovariano (comprimento e
largura) de fémeas jovens de A. fraterculus.

Foi possivel observar que fémeas no inicio da maturidade, tratadas com o a-DMFO
apresentam medidas (comprimento e largura) dos ovarios significativamente reduzidas, o que
denota uma imaturidade no desenvolvimento em relacdo as fémeas mantidas sem o inibidor da
ODC. Estes resultados enquadram-se perfeitamente com outros dados da bibliografia que
associavam a vitelogénese com atividade da ODC, e também com os dados do capitulo II
desta tese, que demonstram que os ovarios teriam uma grande atividade da ODC devido as
necessidades ligadas aos processos de oogénese e vitelogénese.

Assim, podemos concluir que a atividade da ODC pode estar conectada com os
processos de maturacdo sexual (oogénese) em fémeas jovens em A. fraterculus.

Quanto a expressdo do gene da ornitina decarboxilase durante a ontogenia da A.

fraterculus foram adotadas as seguintes metodologias.: utilizando-se dados disponiveis no
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GeneBank, inicialmente construimos um par de oligonucleotideos baseado nas seqiiéncias de
nucleotidios da Drosophila melanogaster (genes dODC1 e dODC2; Rom e Kahana, 1993) de
numeros de acesso X66601 e X66600, respectivamente).

A extragdo do RNA foi realizada com Trizol ™ conforme protocolo da Invitrogen. Para
remover a contaminagdo com DNA tratou-se com DNAse. Logo ap6s foi sintetizado o cDNA
e este foi submetido a reagdo de amplificagdo, utilizando a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase, o RT-PCR, com o objetivo de efetuar a amplificacdo especifica do gene da ODC
em A. fraterculus Apesar de termos feito varias tentativas (modificando as condi¢des da
reagdo de RT-PCR) néo foi possivel amplificar esse oligonucleotideo em A. fraterculus (vide
anexo).

Tentamos entdo alinhar as seqiiéncias nucleotidicas do gene da ODC em D.
melanogaster (genes dODC1 e dODC2, Rom e Kahana, 1993) e em M. domestica (nimero de
acesso no GeneBank F411043) (Santoso ¢ Sparks, 1996 ). A partir deste alinhamento foi
possivel identificar as regides mais conservadas destas seqiiéncias e foi entdo construido outro
par de oligonucleotideos. Depois desta primeira tentativa infrutifera foi construido outro par
de oligonucleotideo de outra regido conservada das seqiiéncias entre D. melanogaster e M.
domestica. Todos os conjuntos de oligonucleotideos sintetizados desta tentativa nao
amplificaram a ODC em A. fraterculus, o que nos fez concluir que as duas espécies (D.
melanogaster e M. domestica) utilizadas para a construgdo das seqiiéncias de
oligonucleotideos, apresentam um nivel de divergéncia grande entre elas e a A. fraterculus
para a seqiiéncia do gene da ODC.

Para tentar contornar os problemas citados acima, oligonucleotideos degenerados foram

desenhados a partir do alinhamento do gene da ODC de diferentes espécies usando regides
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conservadas. Entre essas diferentes espécies estavam o Mus musculus, Homo sapiens, Musca
domestica, D. melanogaster, Bos taurus e Plasmodium falciparum (Genebank ntimeros de
acesso P00860, P11926, AAL06466, CAA47166, AAAT9849, AAF14518, respectivamente).
Também estes conjuntos de oligonucleotideos ndo amplificaram a seqiiéncia do gene da ODC
em A. fraterculus. Outra tentativa foi realizada utilizando outras regides conservadas entre as
varias espécies, mas também foram infrutiferas.

Por tultimo, por sugestdio do Dr. Rom do Departamento de Genética Molecular e
Virologia do Instituto Weizmann de Ciéncia, Rehovot, Israel, tentamos amplificar o gene da
ODC em A. fraterculus, usando uma seqiiéncia degenerada construida com base na seqiiéncia
de camundongos. Esta tentativa também obteve resultados negativos, amplificando outros
genes que ndo o gene ODC.

A partir desse conjunto de resultados negativos, podemos concluir que o gene da ODC,
mesmo tendo regides conservadas para uma variedade de espécies, apresenta provavelmente
uma conservagdo em nivel de aminoéacidos, mas em nivel de nucleotidios essa homologia ¢
reduzida pelo menos com relagdo a A. fraterculus. Esta baixa homologia ja tinha sido descrita
entre tripanossomo e a levedura quando comparada com camundongo (Rom e Kahana, 1993).

Quando observamos os escores de alinhamento entre algumas espécies podemos notar
que mesmo sendo um gene conservado entre as espécies, quando analisamos a homologia dos
nucleotidios, essa seqiiéncia tem uma certa divergéncia entre as espécies, como exemplo
temos:

Entre D. melanosgaster e M. musculus ¢ de 47.1 %

Entre D. melanosgaster e C. elegans é de 41%

Entre H.sapiens e C. elegans ¢ de 43%.
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Quando comparamos a seqiiéncia de nucleotidios entre D. melanogaster e M. domestica
foi encontrada uma homologia de 40%, o que nos impossibilitou resultados positivos quando
tentamos utilizar outra metodologia (Southern blot) usando a seqiiéncia destes dois dipteros
como sonda.

As dificuldades enfrentadas em nosso trabalho foram também encontradas por outros
pesquisadores que tiveram como objetivo encontrar marcadores nucleares no grupo
fraterculus. O alinhamento das sequéncia dos genes sxl, dsx, e fru de Drosophila e do
tefritideo Bactrocera tryioni, e constru¢do de oligonucleotideos ¢ tentativas de amplificagdo
no grupo fraterculus mostraram que as sequéncias eram grandemente divergentes indicando

uma potencial alta taxa evolutiva entre essas espécies (Brito et al, 2004).
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Perspectivas futuras

No presente trabalho foi realizada uma andlise dos parametros cinéticos da ODC e da
flutuagdo da atividade desta enzima na ontogenia de A. fraterculus. Analisamos também os
efeitos do estresse de temperatura, do estimulo do HJ e da associagdo do estresse de
temperatura com o estimulo do HJ sobre e atividade da ODC. A analise do efeito isolado
destas varidveis bem como da associagdo das mesmas sobre a atividade desta importante
enzima em A. fraterculus constitui-se numa etapa inicial fundamental para o desenvolvimento
de metodologias que visem um controle populacional mais efetivo e mais ecologico deste
importante inseto-praga. Uma perspectiva de continuacdo do presente trabalho seria o
delineamento de experimentos que utilizassem os resultados obtidos para a proposicao de
estratégias de controle.

Um outro aspecto importante que foi abordado no presente trabalho, mas que
infelizmente ndo resultou em dados positivos, foi a obtengdo de oligonucleotideos para a
analise do gene da ODC em A. fraterculus. Sendo a ODC uma enzima tao fundamental para a
sintese de poliaminas esperar-se-ia uma conservacdo muito grande com relagdo aos
oligonucleotideos obtidos com os diferentes organismos testados. A conservacao realmente
ocorre s6 em nivel de aminoacidos? A resposta a esta pergunta poderia ser obtida com uma
analise mais aprofundada e que se coloca como uma perspectiva de continuagdo do presente
trabalho.

Apesar de ja possuirmos um conjunto de oligonucleotideos sintetizados a partir de

seqiliéncias especificas de vitelogeninas (com homologia com A. suspensa) nao foi possivel
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analisar a expressdo destas vitelogeninas em fémeas jovens mantidas com o inibidor da ODC
(a-DMFO). Os resultados desta analise que poderia ser feita através de RT-PCR em tempo
real corroborariam a sugestdo da importancia da ODC na sintese de vitelogeninas em A.
fraterculus.

Finalmente, uma outra perspectiva que poderia ser analisada ¢ quanto ao modo de agdo
do GTP sobre a atividade da ODC. Mediante metodologia adequada, que por si s6 poderia se
constituir em outra tese, poder-se-ia verificar as 3 hipoteses sobre o mecanismo de regulagdo
da ODC via GTP: (1) ligacao direta do GTP a ODC afetando suas fungdes cataliticas; (2) GTP
ativando uma proteina ligada ao GTP que por sua vez mediaria a ativagdo da ODC; (3) GTP

funcionando como substrato para uma proteina quinase que fosforilaria a ODC .
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Expressdo do gene para Ornitina decarboxilase

Metodologia Basica

Extracéo do RNA total

A extragdo foi realizada segundo protocolo da Invitrogen. As moscas foram colocadas
em jejum em vidros de cultura contendo apenas papel umedecido em agua "over-night". Trés
moscas foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas. Apds maceragdo, o tecido foi
incubado em Trizol ™ Invitrogen (1 ml), cloroformio (200 pl), 4lcool isopropilico (500 pl). O
precipitado foi lavado com etanol 75% (1,0 ml), centrifugado a 2-8°C. Apds remover o
sobrenadante, o precipitado foi seco durante 10 minutos e posteriormente eluido em 20 ml de
agua tratada com Dnase. Por fim, o RNA obtido foi checado em gel de agarose e quantificado

por espectrofotometria.

Sintese de cDNA

Para sintetizar o cDNA utilizamos o "Firts-Strand cDNA Sinthesis Kit" da Amersham
Biosciences. Para cada reacao utilizou-se do Kit:

* Bulk First- strand CDNA Reaction Mixes 5 pl (Cloned FLPCpure " Murine Reverse
Transcripatase, RNAguard ™ porcine, RNAse/DNAse-Free bsa, dATP, dGTP, dCTP e dTTP
diluido em tampao);

* solugdo DTT (1 p) (200 mM em solugdo aquosa);

* PA(N)g Primer (1 pl);

* RNA extraido 8ul (5pg)
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Todos os reagentes foram misturados por pipetagem, pré-incubados durante 1 hora e

30 minutos a 37°C e logo apds, incubados por mais 5 minutos a 90°C.

RT-PCR (Reagio em Cadeia da Polimerase)

O cDNA sintetizado foi amplificado por RT-PCR em termociclador (MiniCycler, MJ
Research) .

Para cada reacdo de PCR com volume de 50 pl, foram misturados os seguintes
reagentes:

* dANTP 10 mM (2,0 pl): 10 pl de cada ANTP+60 pl de agua milliQ autoclavada;

* Tampao PCR 10 x (5 ul );

* MgCl, (1,5mM);

* Taq polimerase(5U/ pl);

* Primers (oligos) (2 pl) (20pmol/ ul);

* cDNA (1 pl);

* Agua tratada.

No termociclador o programa utilizado inicialmente foi:

Passo 1 94°C............ 5 minutos

Passo 2 94°C............ 1 minuto

Passo 3 50°C............ I minuto  Repetir os Passos de 2 a 4, 40 vezes
Passo 4 72°C............ 1 minuto

Passo 5 72°C............. 7 minutos
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Passo 6 Resfriamento a 4°C

Juntamente com os primers para amplificagdo do gene da ODC foi utilizado outro
conjunto de oligonucleotideos especificos para A. fraterculus como controle interno, eles
foram desenhados e sintetizados em nosso laboratério para o gene de actina apartir de

A.suspensa.

Apo6s nao termos conseguido amplificar o conjunto de primers (oligonucleotideos) de
ODC, foram realizadas modificagdes nas condi¢gdes da reagdo de RT-PCR. A temperatura de
anelamento sofreu variagdes entre 45°C a 55°C, também foi variado o niimero de ciclos e

foram modificadas as concentragdes de sal (MgCl,) e de ANTP.

Eletroforese

Para verificar o material amplificado utilizamos gel de agarose com Brometo de Etidio
1.5%. O gel de agarose foi preparado com 0.45 g de agarose em 30 ml de TBE (0,5%) e 1l
de Brometo de Etidio. Através da eletroforese foram aplicadas as amostras nos géis

juntamente com o marcador de peso molecular de 100bp.

Extracdo de DNA

A extracdo foi realizada segundo protocolo de Jowett com modificagdes. As moscas
foram colocadas em jejum em vidros de cultura contendo apenas papel umedecido em agua
"over-night". As moscas selecionadas foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas.

Apo6s maceragdo, o tecido foi incubado em 750 ml de tampao de lise (NaCl 60 mM, EDTA
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100 mM, Tris 100 mM, SDS 1% p/v) a 65°C por lhora. A extracdo das proteinas foi feita em
um volume de fenol tamponado pH 8 (Invitrogen) por inversdo durante 10 min. A separagdo
das fases foi realizada por centrifugag¢do de 16000 g por 15 min. O passo seguinte da extragdo
foi feito por adi¢do de um volume de fenol-cloroformio. O passo final da extracdo foi
realizado com um volume de cloroféormio. A precipitagdo foi feita com 20% do volume de
cloreto de s6dio 1 M e dois volumes de etanol absoluto por pelo menos 2 horas a -20°C. O
precipitado foi lavado com etanol 70%, seco em estufa 37°C e eluido em 30 pl de d4gua milliQ
autoclavada. O DNA foi tratado com 15 mg/ml de RNase e checado em gel de agarose ¢

quantificado por espectrofotometria.

Purificacao
Purificagdo do produto do PCR foi realizada com a Coluna GFX™ PCR DNA and Gel

Band Purification Kit da Amersham Biosciences.

Clonagem

Ligagdo: Produto purificado + pCR® 4-TOPO® Map (Invitrogen)

Transformacao bacteriana por "choque térmico"

Meio liquido 2,5% do meio LB (1% de bacto-triptofano + 0,5% de extrato de levedura
+ 1% de NaCl. Meio s6lido 1.5% de agar)

Choque térmico em banho-maria de 42°C por cinco minutos seguido de resfriamento
no gelo por cinco minutos. Plaquear 0,1 ml LB sélido contendo 50ug/ul tetraciclina e 100ug/ul

de ampicilina.
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Extracdo de DNA Plasmidial (Med Prep)
A extracdo plasmidial foi realizada utilizando o Extraction and Purification DNA Kit

(Promega).

Segiienciamento

O seqiienciamento das amostras foi realizado no Laboratorio ACTGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o seqilienciador automatico ABI-PRISM
3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied
Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados por PCR utilizando-se 3,2 pmol
do primer 5’-NNNNNNNNNNNNN-3" ¢ 2 uL. do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pl. As reagdes de
marcagdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 min seguida de 25 ciclos de
96 °C por 10 segundo, 55 °C por 5 segundo e 60 °C por 4 minuto. Apos marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol e lavadas com etanol 70 %. Os produtos
precipitados foram diluidos em 10 pl de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 minutos,
resfriados em gelo por 5 minuto e eletroinjetados no seqiienciador automatico. Os dados de
seqiienciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied
Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”;

BioLIMS Project “3100_Projectl.

Condicdes de PCR para os primers degenerados sintetizados pelo professor Dr.

Rom do Departamento de Genética Molecular e Virologia do Instituto Weizmann -
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Israel, usando uma sequUéncia degenerada construida com base na sequéncia de

camundongos.
Passo 1 94°C............ 2 minutos
Passo 2 94°C............ 45 segundos
Passo 3 52°C............ 6 minutos  Repetir os Passos de 2 a 4, 14 vezes
Passo 4 72°C............ 5 minuto
Passo 5 94°C............ 45 segundos
Passo 6 52°C............ 5 minutos  Repetir os Passos de 5 a7, 26 vezes
Passo 7 72°C............ 5 minuto
Passo 8 72°C............. 2 minutos
Passo 9 Resfriamento a 4°C.

Com os resultados negativos, essas condi¢des acima sofreram modificacdes nos

numeros de ciclos, tempos e temperaturas de anelamento.

Sintese e alinhamento de oligonucleotideos

Os alinhamento das seqiiéncia de ODC de vérias espécies foram realizadas utilizando-
se o programa Bioedit sequence alignement editor (Clustal x) e a constru¢do de primers
(oligonucleotideos) foi realizada utilizando o programa Oligo 4.1 Primer analyze software

copyright 1999 (Wojeiech Rythlik).
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