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RESUMO 

 

Expressão gênica e voláteis induzidos pela herbivoria de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) 

(Lepidoptera: Noctuidae) em milho, Zea mays L. (Poaceae)  

 

Em resposta aos danos ocasionados por insetos, as plantas emitem voláteis que atraem os 

inimigos naturais desses herbívoros. Embora essa relação tritrófica venha sendo intensamente 

estudada, muitos mecanismos envolvidos nesta interação ainda permanecem inexplorados. Dentre 

os compostos voláteis induzidos por herbivoria e emitidos pelas plantas, os terpenos são os mais 

expressivos e abundantes. Em resposta ao dano ocasionado por um inseto, cascatas bioquímicas 

são iniciadas na planta, as quais podem alterar a expressão de genes envolvidos na resposta a tal 

dano. Este trabalho analisou as mudanças na expressão gênica e produção de compostos voláteis 

em plantas de milho, Zea mays (Poaceae)promovidas por lagartas Spodoptera frugiperda 

(Lepidoptera: Noctuidae) ao longo do tempo. Utilizando a técnica de PCR em tempo real (qRT-

PCR) foram verificadas respostas no nível da expressão gênica das plantas submetidas à indução 

por herbivoria. Foram analisados os genes de uma lipoxigenase e de três terpeno sintases, 

enzimas envolvidas na produção de compostos voláteis que atraem parasitóides de S. frugiperda. 

As plantas submetidas à herbivoria apresentaram níveis de expressão gênica e emissão de voláteis 

maiores do que as plantas sadias. Os resultados fornecem bases para o entendimento dos 

mecanismos endógenos responsáveis pela liberação de voláteis nas plantas visando o 

estabelecimento de novos fundamentos para o controle biológico de pragas.  

 

 

Palavras-chave: Interação Inseto-Planta; Expressão gênica ; Voláteis de plantas; Herbivoria 
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ABSTRACT 

 

Gene expression and volatile compounds induced by herbivory of Spodoptera frugiperda (J. 

E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) in corn, Zea mays L. (Poaceae) 

 

In response to insect damage, plants emit volatiles that attract natural enemies of 

herbivores. Although this tritrophic interaction has been intensively studied, many mechanisms 

involved in this interaction remain unexplored. Among the herbivore-induced volatile 

compounds, terpenes are the most abundant and significant ones. In response to insect damage, 

biochemical pathways are activated, which can alter the expression of genes involved in the 

response to that damage. This study examined changes in gene expression and volatile 

compounds production in maize plants, Zea mays (Poaceae) promoted by Spodoptera frugiperda 

(Lep.: Noctuidae) caterpillars through time. Using the real-time PCR technique (qRT-PCR) we 

verified responses on the level of gene expression of plants subjected to herbivores feeding. We 

analyzed genes of lipoxygenase and three terpene synthases, enzymes involved in the synthesis of 

volatile compounds that attract parasitoids of S. frugiperda. Plants subjected to herbivory had 

higher levels of gene expression and volatile emission when compared to healthy plants. Results 

provide basis for better understanding of plant volatile emission endogenous mechanisms in order 

to set new foundations for biological control of pests. 

 

Keywords: Insect-plant interactions; Gene expression; Plant volatiles; Herbivory. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Durante a alimentação de um herbívoro, são liberados elicitores (compostos cuja percepção 

pela planta induz ema resposta de defesa) presentes nas secreções orais do inseto. Esses 

elicitores, como a volicitina ou a beta-glucosidase, entram em contato com o interior da planta 

por meio do ferimento causado e lá iniciam reações químicas que são como que sinais indicativos 

de que a planta está sob ataque (MATTIACCI et al., 1995; TURLINGS et al., 2000). A partir 

dessa sinalização, tem início uma sucessão de cascatas bioquímicas que culminam numa resposta 

sistêmica na planta, em diversos níveis, chegando até a alteração de níveis de expressão gênica e 

a síntese de compostos químicos. Alguns desses compostos, como terpenos ou derivados de 

terpenosirão atrair inimigos dos herbívoros, incluindo predadores e parasitóides 

(TAKABAYASHI;DICKE, 1996;ALBORN et al., 1997).  

Métodos de controle biológico com o uso de inimigos naturais de pragas são comumente 

propostos para reduzir o impacto de agroquímicos na agricultura. A descoberta de que terpenos 

voláteis de plantas atraem inimigos naturais de herbívoros pode contribuir para a exploração do 

potencial de controle biológico em sistemas agrícolas. Uma vez conhecidos os genes 

biossintéticos responsáveis pela formação desses voláteis, a manipulação destes genes em plantas 

cultiváveis poderá ser utilizada para melhorar a produção de voláteis isolados ou de misturas de 

voláteis. 

A manipulação genética tem sido sugerida como um instrumento para desvendar aspectos 

da produção de voláteis induzidos pela herbivoria em plantas (DICKE;VANLOON, 2000) e 

também para aumentar a atração dos inimigos naturais. Uma vez conhecidos os genes 

responsáveis pela biossíntese e formação dos voláteis induzidos pela herbivoria, as plantas 

transgênicas podem ser utilizadas para a produção de compostos isolados ou misturas de 

materiais voláteis. A compreensão dos mecanismos endógenos de defesas induzidas em plantas 

contra artrópodes herbívoros tem permitido o desenvolvimento de estratégias alternativas de 

controle biológico. O uso de voláteis de plantas para atrair predadores e parasitóides de 

organismos é uma estratégia complementar para o controle biológico de pragas,por meio do 

desenvolvimento de iscas atrativas ou da manipulação dos processos bioquímicos que induzem e 

regulam a produção de voláteis de plantas. Estudos recentes têm demonstrado que a manipulação 

genética teve um efeito significativo no aumento da resistência aos insetos fitófagos 
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(LOU;BALDWIN, 2006;KAPPERS et al., 2005;SCHNEE et al., 2006). A clonagem de genes 

que codificam enzimas-chave reguladoras da biossíntese de compostos voláteis e o cultivo de 

plantas com expressão alterada desses genes (overexpression ou knock-out), estabelece uma 

abordagemadequadapara modificar a composição volátil e melhorar a defesa indireta das plantas. 

Expandindo-se a coleção de genes envolvidos na biossíntese de terpenos aumenta-se a 

possibilidade de desenvolvimento de plantas capazes de emitir sinais químicos mais concentrados 

e detectáveis. A manipulação genética para regular a biossíntese de terpenóides em plantas pode 

ser feita pela super-expressão de terpeno sintases (TPs), (YU;UTSUMI, 2009). Estudos 

demonstraram que a manipulação genética de enzimas envolvidas na síntese de voláteis de 

algumas plantas, teve um efeito significativo no aumento da resistência de insetos fitófagos 

(DEGENHARDT et al., 2003). Expandindo-se a coleção de genes que participam da biossíntese 

de terpenos será possível obter plantas modificadas capazes de emitir sinais químicos mais 

concentrados e detectáveis. 

Técnicas de biologia molecular têm-se mostrado uma boa alternativa para a abordagem da 

resposta induzida por herbivoria nas plantas. Nesse contexto, a análise da expressão gênica por 

meio da técnica do PCR em tempo real (qRT -PCR) fornece informações sobre os genes que 

estão sendo preferencialmente expressos sob determinado tratamento, tecido ou tempo 

cronológico. Essas variáveis podem gerar perfis de expressão completamente distintosem 

genomas praticamente idênticos. Mantendo condições controladas para os diferentes indivíduos a 

serem estudados, é possível analisar os efeitos, na expressão dos genes, da alteração de uma única 

variável; ou ainda, mantendo todas as variáveis semelhantes para um e outro, analisar a resposta 

para um mesmo estímulo em diferentes espécies. Os resultados obtidos com esse tipo de análise 

podem fornecer dados quanto aos genes envolvidos em determinada alteração fisiológica e 

metabólica, o que pode indicar mecanismos moleculares de respostas. A expressão diferencial de 

genes pode ser apontada por técnicas como a do PCR em tempo real, que consiste na 

quantificação dos RNAs provenientes da expressão diferencial dos genes (LEUNG;CAVALIERI, 

2003). 

O estudo do sistema de defesas indiretas de plantas e seu papel em interações tritróficas 

entre plantas-herbívoros-parasitóides/predadores tem sido focado nos ambientes agrícolas devido 

ao seu potencial econômico. Pesquisas nesta área podem promover uma interação entre a 
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ecologia química básica (comunicação química entre insetos e plantas) e genética (genes 

envolvidos na resposta da planta), colocando assim a biologia molecular como ferramenta de 

estudo da ecologia envolvendo pragas de importância econômica. Conhecendo as bases 

moleculares dessas interações tritróficas pode-se esperar estabelecer mecanismos múltiplos de 

resistência nas plantas contra pragas, por meio do aumento o conhecimento das estratégias de 

defesa induzida de plantas e da utilização de bibliotecas gênicas baseadas em estudos dos 

transcriptomas de plantas atacadas por herbívoros.  

Para o estudo dos voláteis de plantas foi escolhido o milho Zea mays L. (Poaceae), por ser 

de fácil condução em condições laboratoriais e ter ciclo de vida curto. O milho produz sinais 

químicos herbívoro-específicos em resposta à herbivoria que podem ser utilizados por 

parasitóides para localizarem hospedeiros (DE MORAES et al., 1998). Estes sinais pertencem, 

majoritariamente, à classe dos terpenóides, os quais são sintetizados de novo em resposta à 

alimentação por insetos (UDAYAGIRI;JONES, 1992), sugerindo que a análise dos transcritos 

dessa planta sob esse tipo de estresse resulta na expressão diferencial de genes envolvidos na 

produção desses compostos em relação à planta sadia. 

Como herbívoro dessa espécie de planta foi selecionada a lagarta-do-cartucho-do-

milho,Spodoptera frugiperda(JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). S. frugiperda é considerada 

uma das pragas mais importantes da cultura de milho no Brasil, que costuma atacar desde a fase 

de plântula até as de pendoamento e espigamento (ÁVILA et al., 1997). Esse inseto é de fácil 

criação e apresenta alta porcentagem de sobrevivência em condições laboratoriais. 

O conhecimento dos fatores que influenciam o comportamento de procura de hospedeiros 

pelos parasitóides tem avançado substancialmente nos últimos anos, mas pouco se fez em relação 

à busca de genes específicos envolvidos na produção da resposta induzida nas plantas. 

Informações a respeito do transcriptoma dessas plantas poderão favorecer uma melhor 

compreensão dessas respectivas interações e contribuir para o desenvolvimento de técnicas mais 

efetivas no controle biológico de pragas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Voláteis de plantas e interações tritróficas  

 

As plantas possuem diferentes mecanismos para reagir à herbivoria. Sob o ataque de 

insetos, alterações metabólicas podem ocorrer no sentido de produzir uma reação ao ferimento 

provocado. Em primeira instância, as plantas produzem diversos compostos químicos de defesa 

que afetam diretamente herbívoros e patógenos, a chamada defesa direta. As defesas indiretas 

caracterizam-se por recorrerem a um terceiro nível trófico, mobilizando organismos carnívoros, 

parasitóides e predadores do local (DICKE;VET, 1999). Este tipo de reação inclui a produção e 

emissão de compostos voláteis que os inimigos naturais dos herbívoros utilizam para localizar 

suas presas (DICKE et al., 1990; TURLINGS et al., 1995; DE MORAES et al., 1998; 

KESSLER;BALDWIN, 2001; TAKABAYASHI;DICKE, 1996). Há evidências de que a emissão 

de certos voláteis é resultado de síntese protéica de novo (PARE;TUMLINSON, 1997) e envolve 

a indução da atividade de enzimas (DEGENHARDT;GERSHENZON, 2000), sugerindo um 

aumento nos níveis de genes transcritos associados a este processo (HERMSMEIER et al., 

2001;HALITSCHKE et al., 2003).  

Alterações metabólicas ocorridas em uma planta como consequência de herbivoria 

constituem uma resposta induzida (KARBAN;MYERS, 1989). Essas mudanças incluem indução 

fitoquímica (BALDWIN et al., 1994), aumentos de defesas físicas como espinhos e tricomas não 

glandulares (YOUNG, 1987; BAUR et al., 1991), emissão de voláteis que atraem predadores e 

parasitóides de herbívoros (TAKABAYASHI;DICKE 1996, DE MORAES et al., 1998), redução 

da qualidade nutricional das plantas para os herbívoros (BI et al., 1997) e até aumentos da 

produção de néctar extrafloral ou recrutamento de formigas em sistemas planta-formiga (SMITH 

et al., 1990; AGRAWAL, 1998; AGRAWAL; RUTTER, 1998).  

Se a resposta da planta ao dano inicial resulta em preferência reduzida e/ou pior 

desempenho dos herbívoros que dela se alimentarem em momento posterior a esse dano, ela é 

denominada resistência induzida (KARBAN; MYERS, 1989). Esse tipo de resistência foi 

constatada em centenas de sistemas herbívoro-planta (revisto por KARBAN; BALDWIN, 1997) 

e geralmente está associada à produção de metabólitos secundários. No entanto, para uma 

resposta induzida ser classificada como defesa é necessário que a indução aumente o fitness da 
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planta, ou seja, que plantas apresentando esta resposta tenham sobrevivência e/ou maior produção 

de descendentes quando comparadas com plantas que não apresentem tal resposta. Apesar de 

existirem poucas demonstrações de respostas induzidas tendo como consequência o aumento do 

fitness da planta, há evidências dos benefícios da indução (KARBAN; BALDWIN, 1997; 

AGRAWAL, 1998; BALDWIN, 1998) e de que o custo da ativação deste sistema de defesa é 

relativamente baixo (AGRAWAL et al., 2002). 

Demonstrou-se amplamente que plantas respondem de forma diferente a danos mecânicos 

(provocados por instrumentos confeccionados para este fim) em comparação ao que ocorre 

quando são atacadas por herbívoros e que essa diferença de reação é gerada por elicitores, 

presentes na saliva desses animais, que entram em contato com tecidos internos da planta 

(ENGELBERTHet al., 2007; FREYet al., 2000;PARE; TUMLINSON, 1997;TURLINGS et al., 

2000;HALITSCHKE et al., 2001). Os diversos parâmetros que afetam a resposta da planta à 

herbivoria sugerem a existência de um sofisticado sistema de defesa que otimiza a resposta em 

conformidade com o organismo intruso (VOELCKEL; BALDWIN, 2004). Observou-se que 

respostas herbívoro-específicas na forma de voláteis são um fenômeno verificado em diversas 

famílias de plantas (Malvaceae, Solanaceae e Gramineae)(TURLINGS; WÄCKERS, 2004), 

presumivelmente a partir da ativação de cascatas de sinalização de defesa (PARE; TUMLINSON, 

1999).  

Predadores e parasitóides presumivelmente são seletivos na procura por suas presas e 

hospedeiros. Considerando que esta procura é muitas vezes guiada por voláteis liberados por 

plantas sob o ataque de herbívoros, a seleção começa na percepção destes voláteis, que são na 

realidade odores detectados pelas antenas de insetos carnívoros (CARPENTER; JEWETT, 

2002;GOUINGUENÉet al., 2005). Esses organismos são capazes de discriminar entre várias 

misturas de compostos em ambientes saturados com voláteis de plantas, de acordo com dados de 

TURLINGSe colaboradores (1995). Esses autores verificaram que as combinações de voláteis 

são específicas para cada espécie de planta e emitidas em grandes quantidades, sendo facilmente 

distinguíveis, pelos insetos, de outros odores aos quais sejam submetidos. Foi demonstrado em 

diversos casos que compostos isolados atraem predadores (DICKEet al., 1990;KESSLER; 

BALDWIN, 2001).  

O estudo da defesa induzida nas plantas parece ter potencial para melhorar a eficiência do 

controle biológico, por meio do aumento da emissão de voláteis atrativos para os inimigos 



 

 

 

25 

naturais. O progresso na pesquisa sobre mecanismos moleculares envolvidos na emissão de 

voláteis induzidos por herbivoria pouco a pouco fornece bases para viabilizar a produção de 

variedades de plantas com capacidade aumentada de atrair inimigos naturais e repelir herbívoros 

(DEGENHARDT et al., 2003;HERMSMEIER et al., 2001;DUDAREVA et al., 2006). 

Dentre os metabólitos secundários produzidos pelas plantas, os terpenos constituem o grupo 

mais diversificado. Esses compostos participam de diversas funções biológicas nas plantas, como 

a defesa contra insetos e a produção de odores florais, e podem ser explorados nas indústrias 

farmacêutica e alimentícia por suas propriedades anti-microbianas e flavorizantes, 

respectivamente. Os terpenos também são emitidos pelas plantas em resposta a danos causados 

por insetos. A liberação de terpenos nessas ocasiões pode atrair predadores e parasitóides do 

inseto que está se alimentando da planta (PARE; TUMLINSON, 1999; DICKE; VAN LOON, 

2000; KESSLER; BALDWIN, 2001), atrair fungos entomopatogênicos (RASMANN et al., 2005) 

ou sinalizar para a própria planta que ela está sendo atacada, ativando mecanismos bioquímicos 

que a deixam preparada para se defender contra um possível ataque (TON et al., 2007) e 

constituindo um interessante sistema de pré-indução de defesa chamado de priming(VAN 

HULTEN et al., 2006). Plantas de milho produzem cerca de 100 terpenos diferentes, sendo que a 

maioria é constituída por sesquiterpenos (SCHNEE et al, 2002).  

 

2.2 Biossíntese de Terpenos 

 

Os terpenos são derivados de um precursor com cinco carbonos, o isopentenil difosfato 

(IPP) e seu isômero dimetilalil difosfato (DMAPP). A condensação de duas, três ou quatro 

unidades de carbono resulta na formação do composto de dez carbonos geranil difosfato (GPP), 

do de quinze carbonos farnesil difosfato (FPP) e do de vinte carbonos geranil-geranil difosfato 

(GGPP) (KOYAMA; OGURA, 1999). GPP, FPP e GGPP são substratos para terpeno sintases 

(TPS), enzimas que produzem monoterpenos de dez carbonos, sesquiterpenos de quinze carbonos 

e diterpenos de vinte carbonos. Enquanto os terpenos de vinte, trinta, quarenta ou mais átomos de 

carbono (diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, politerpenos) são comuns e desenvolvem 

importantes funções na natureza em interações ecológicas e bioquímicas de plantas, os terpenos 

menores (sesquiterpenos e monoterpenos) têm particular importância na sinalização por voláteis 

das plantas. 



 

 

 

26 

Duas características da biossíntese dos terpenos, combinadas, fornecem substrato para a 

diversidade de estruturas encontrada neste grupo de compostos químicos. Primeiro, as estruturas 

dos substratos são tais que diversas possibilidades de ligações carbono-carbono e combinações de 

ligações são formadas. Segundo, há a formação de compostos quirais. A combinação da 

diversidade química dos terpenos com suas diversas características físicas (monoterpenos e 

sesquiterpenos são bastante voláteis e diterpenos são pouco voláteis) e efeitos fisiológicos 

(toxicidade e ativação de neurônios sensoriais animais, por exemplo) gera uma grande 

diversidade de funções e portanto de papéis químico-ecológicos dos diferentes compostos. 

Sesquiterpenos (C15) são sintetizados no citoplasma de células vegetais enquanto 

monoterpenos (C10) e diterpenos (C20) o são nos plastídeos (MC GARVEY; CROTEAU, 1995). 

Os precursores IPP e DMAPP, no entanto, podem ser sintetizados por uma de duas rotas 

bioquímicas separadas uma da outra, dependendo de sua localização: a via do Mevalonato no 

citoplasma ou a via do 2-C-metil-D-eritrol 4-fosfato (MEP) no plastídeo (LANGEet al., 2001). 

Apesar desta compartimentalização, hoje se sabe que ocorre intercâmbio de moléculas de IPP 

entre o citossol e o plastídeo (Figura 1). IPP e DMAPP são convertidos em GPP, FPP ou GGPP, 

substratos para as muitas TPS, por meio da atividade de prenil transferases. TPS produzem a 

variedade de esqueletos básicos de terpenos presentes nas plantas. A formação das estruturas dos 

terpenos pelas TPS é comumente seguida de mudanças secundárias como oxidações, adição de 

grupos funcionais ou truncamentos, resultando numa grande diversidade estrutural de terpenos. A 

maioria dos terpenos é cíclica, e as várias classes de terpenos são formadas a partir de 

intermediários de 10, 15, 20 e 30 carbonos por terpeno sintases ou ciclases. 
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Figura 1 - Esquema mostrando as duas vias de biossíntese de terpenos: a do mevalonato no 

citossol (à esquerda) e a do metileritrol-fosfato no plastídeo (à direita). Apesar da 

compartimentalização intracelular, ocorre intercâmbio de moléculas de isopentenil 

difosfato (IPP) entre as duas vias. No plastídeo, As terpeno sintases participam no 

passo final de ambas as rotas bioquímicas de formação dos terpenos. Acetil CoA = 

Acetil Coenzima A; DMAPP = Dimetilalil Difosfato; GA3P = Gliceraldeído-3-

Fosfato; IPP = Isopentenil Difosfato 

 

 

As TPSs representam uma família de genes grande e diversificada e podem ser 

classificadas em sete subfamílias, baseando-se na correlação entre as sequências de aminoácidos 

(AUBOURG et al., 2002;DUDAREVA, 2003). A origem monofilética das TPS de plantas é 

demonstrada pela estrutura comum de exons e introns nas sete subfamílias de TPS (TRAPP; 

CROTEAU, 2001;AUBOURG et al., 2002). As sintases se agrupam tanto pelas relações 

filogenéticas dos organismos que as expressam quanto por sua função catalítica. Por exemplo, 

uma limoneno sintase em uma angiosperma provavelmente estaria em uma família diferente de 
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uma limoneno sintase de uma gimnosperma, mas limoneno sintases de diferentes gimnospermas 

provavelmente se agrupariam numa mesma família (BOHLMANN et al., 1998). Sequências de 

aminoácidos podem permitir uma predição a priori da função geral de uma TPS, mas não sua 

função específica. Consequentemente uma TPS de uma gimnosperma com uma sequência de 

aminoácido similar a uma limoneno sintase conhecida de outra espécie provavelmente é uma 

monoterpeno sintase, mas não necessariamente uma limoneno sintase. Há uma série de motivos 

de sequências conservadas (AUBOURG, 2002) e também uma alta semelhança em estruturas de 

cristalografia e mecanismos catalíticos (WHITTINGTON et al., 2002) em TPS ao longo das 

espécies estudadas até o momento, confirmando a idéia de que a diversidade de TPS observada 

hoje teve origem em um único ancestral.  

A diversidade de produtos das TPS presentes constitutivamente ou induzíveis em tecidos 

vegetais está diretamente relacionada ao arranjo de diferentes TPS presentes em uma única 

espécie. Além disso, enquanto algumas TPS produzem apenas um produto, muitas TPS produzem 

majoritariamente um terpeno e alguns outros terpenos em quantidades variáveis. (BOHLMANN 

et al., 2000;PHILLIPS et al., 2003) . Por outro lado, a produção de enantiômeros distintos do 

mesmo composto é geralmente, mas nem sempre, o papel de TPS distintas (SCHMIDT et al., 

1998;PHILLIPS et al., 2003) e a estereoquímica dos terpenos pode ter importantes ramificações 

para sua atividade biológica (ERBILGIN; RAFA, 2001). O numero de diferentes TPS em 

famílias gênicas, o fato de que muitas TPS produzem um grupo de produtos, e a habilidade das 

plantas de regular a expressão de genes de TPS fornece às plantas a capacidade de responder a 

pressões bióticas com modificações discretas ou relevantes na sua produção de terpenos. A 

combinação dos modelos de síntese de terpenos “enzima TPS múltipla” e “uma enzima, vários 

produtos” irá exercer um importante papel na reprodução seletiva ou na manipulação genética de 

plantas cultivadas no que diz respeito ao aumento de expressão ou àsupressão de terpenos 

desejáveis ou indesejáveis. 

A toxicidade dos terpenos age diretamente sobre insetos inimigos das plantas, 

fundamentando a assim chamada defesa direta. Ao longo da evolução, plantas e insetos 

acumularam uma série de adaptações um ao outro, num processo conhecido como co-evolução. 

Este processo incluiu o desenvolvimento de defesas indiretas, relacionando compostos liberados 

pelas plantas com a resposta de predadores e parasitóides de herbívoros.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os experimentos foram realizados no setor de Ecologia Química e Comportamento de 

Insetos, parte integrante do INCT de Semioquímicos na Agricultura e do Departamento de 

Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP), 

em Piracicaba, SP. As análises moleculares foram realizadas no Laboratório de Biologia 

Molecular de Plantas, no Departamento de Genética da ESALQ-USP. A análise dos voláteis foi 

realizada no Laboratório de Entomologia Evolutiva e Ecologia Química, parte integrante da 

Universidade de Neuchâtel (Neuchâtel, Suíça). 

 

3.1 Criação de S. frugiperda em laboratório 

 

As criações de Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) foram iniciadas 

a partir de uma criação pré-existente no Laboratório de Comportamento de Insetos da ESALQ – 

USP. As criações foram mantidas em sala climatizada (25  2
o
C, UR 60  10% e fotofase de 14 

horas), e foram alimentadas utilizando dieta artificial produzida de acordo com metodologia 

previamente descrita  (BURTON; PERKINS, 1972). Periodicamente, posturas ou lagartas 

provenientes de coletas em plantações de cana da Fazenda Areão (Piracicaba, SP) foram 

introduzidas na criação, para aumentar a variabilidade genética e evitar que a população entrasse 

em processo de degeneração. 

As lagartas foram criadas em tubos de vidro contendo dieta artificial e individualizadas 

para evitar que o comportamento de canibalismo da espécie prejudicasse a manutenção da 

criação. As pupas foram retiradas de dentro dos tubos e colocadas em potes de plástico para 

emergência dos adultos, que foram então sexados e colocados aos pares em gaiolas de PVC, 

forradas com papel e teladas, para a cópula e postura de ovos. A alimentação dos adultos foi à 

base de solução de mel a 10%, disponibilizada dentro de um pequeno pote colocado dentro da 

gaiola, o qual continha um pedaço de algodão com uma das extremidades submersas permitindo 

que as mariposas sugassem o alimento através dele. As posturas depositadas pelas fêmeas no 

forro de papel das gaiolas foram retiradas e colocadas em pequenos copos com dieta artificial 

para a eclosão das lagartas, as quais foram então individualizadas em tubos de vidro, de acordo 

com metodologia descrita por PARRA (1996). 
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3.2 Cultivo do milho Zea mays L. 

 

Em todos os experimentos foram utilizadas plantas de milho Zea mays L. var. Delprim com 

três folhas expandidas (8 a 10 dias após a germinação). As sementes foram pré-germinadas em 

placas de Petri com algodão umedecido por dois dias até se tornarem túrgidas, e então foram 

inseridas em recipientes plásticos (250mL) contendo substrato orgânico comercial Basaplant®.As 

plantas foram mantidas em casa-de-vegetação e umedecidas diariamente. 

 

3.3 Cálculo da Área Foliar Consumida (AFC) ao longo do tempo 

 

Para quantificar a extensão do dano realizado por uma lagarta de S. frugiperda em plantas 

de milho ao longo do tempo, utilizou-se o parâmetro de Área Foliar Consumida (AFC). Desta 

forma, foi possível comparar os dados de consumo foliar das lagartas com a expressão gênica das 

plantas de milho ao longo do tempo. 

Para tanto, lagartas de S. frugiperda de terceiro instar foram aprisionadas em pequenas 

gaiolas de 1,0cm de diâmetro (Figura 2) acopladas às folhas de plantas de milho, sendo uma 

lagarta por gaiola por planta, a fim de restringir a área e o local do dano na planta, bem como 

evitar o escape e a migração para outras plantas.  

O tempo do posicionamento das lagartas nas plantas foi considerado como t=0, e a 

mensuração da AFC foi realizada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 horas após a lagarta iniciar o dano. 

Os experimentos foram realizados em casa-de-vegetação durante o período das 8:00h às 18:00h, 

que compreendeu o período de luz. A temperatura média do dia no interior da casa-de-vegetação 

foi de 25  5ºC e 60  10% de umidade relativa do ar (UR). Em cada intervalo de tempo, a gaiola 

com a lagarta foi removida, a folha seccionada e fotografada com escala. A estimativa da AFC 

foi feita pela  análise das imagens fotográficas com auxílio do software AUTOCAD  (Autodesk, 

Inc.). Para cada horário o número de repetições foi de 10 plantas. 
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Figura 2 - Modelo esquematizado das gaiolas para as lagartas de Spodoptera frugiperda  

utilizadas nos experimentos de herbivoria em milho Zea maysL.. Diâmetro da gaiola 

= 1,0 cm 

 

 

3.4 Indução de voláteis pela herbivoria  

 

Para induzir a liberação de voláteis na planta de milho, foram acopladas pequenas gaiolas 

de 1,15cm de diâmetro contendo lagartas de S. frugiperda de terceiro ínstar, como descrito no 

item 5.3, sendo uma lagarta por gaiola por planta, sempre colocadas na terceira folha expandida 

(Figura 3), e mantidas por um período de duas (2) ou oito horas (8) na planta.  
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Figura 3 - Planta de milho Zea mays L. com gaiola (seta) para lagarta de Spodoptera frugiperda,  

mostrando o local de posicionamento do aparato na superfície foliar 

 

3.5 Coleta e identificação dos voláteis 

 

Para a realização da coleta de voláteis das plantas induzidas pela herbivoria, as gaiolas 

contendo as lagartas foram removidas das plantas nos tempos 2 e 8h, e as plantas foram 

transferidas para câmaras de vidro acopladas ao sistema de aeração (Figura 4). Além desses 

tratamentos, foi mensurada a emissão de voláteis pela planta contendo somente a gaiola, sem as 

lagartas (tratamento controle). As câmaras foram conectadas ao sistema de bombeamento de ar e 

os odores produzidos foram coletados em filtros contendo polímero adsorvente Super-Q® (25 

mg, malha 80-100; Alltech Associates Deerfield, IL, E.U.A.) (TURLINGSet al., 1998; 2004). As 

colunas de polímero foram lavadas com 3mL diclorometano antes de cada período de coleta.   

O ar purificado por meio de filtros de carvão ativado entrou nas câmaras de tratamento a 

uma taxa de 0,8 L/min que, em seguida, penetrou no filtro contendo o polímero adsorvente, onde 

os compostos voláteis liberados pelas plantas foram coletados. O ar foi puxado pela bomba a uma 

taxa de 2 L / min, o que permitiu que duas plantas fossem aeradas simultaneamente. Todas as 

coletas foram realizadas durante o fotoperíodo, visto que a produção de voláteis pela planta é 

dependente da atividade fotossintética (ARIMURA et al., 2005).  
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Após 2h de coleta, as colunas de Super-Q® foram submetidas à extração com 150μL 

diclorometano (Super solvente; Merck, Dietikon, Suíça), e adicionado 200ng de octano e n-

acetato de n-nonilfenol (Sigma, Buchs, Suíça), em diclorometano (10μL) em cada amostra, como 

padrão interno (PI). As amostras em solvente foram injetadas em um cromatógrafo a gás (Agilent 

7890A) acoplado a um espectrômetro de massa (Agilent 5975C VL MSD com Triple-Axis 

Detector; linha de transferência 230 ° C, a fonte 230 ° C, potencial de ionização de 70 eV), no 

modo pulsado em splitless em uma coluna apolar (HP-1 MS, 30m, 0,25 milímetros ID, 0.25μm  

de espessura do filme, Alltech Associates, Inc, E.U.A.). Foi usado, como gás de transporte, hélio 

a um fluxo constante (0,9 mL / min). Após a injeção de 2μL da amostra, a temperatura foi 

mantida a 40 ° C por 3,5.  

 

 

 

Figura 4 - Sistema utilizado para coleta de voláteis de milho,Zea mays L. mostrando, da direita 

para a esquerda (sentido do fluxo de ar): (A) fluxômetro de entrada de ar; (B) colunas 

de carvão ativado;(C) câmara de vidro contendo a planta a ser analisada;(D) 

fluxômetro de saída; e (E) bomba a vácuo 
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3.6 Coleta de Tecidos 

 

Para a coleta de tecidos com o intuito de se extrair o RNA, para posterior análise de 

expressão gênica, foi realizado um experimento de forma análoga ao descrito acima. Lagartas 

foram colocadas em gaiolas sobre as plantas e o material (folha) foi coletado 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 

8, 9 e 10 horas após o inicio da alimentação da lagarta na folha.  Foram utilizados 5 indivíduos 

por amostra, e foram coletadas 3 amostras distintas de cada tratamento. Foram utilizadas plantas 

inteiras, considerando-se somente a porção aérea das mesmas. As três amostras foram submetidas 

à extração, constituindo 3 amostras biológicas. A área coletada foi determinada pelo local do 

dano feito pela lagarta, sendo os limites inferior e superior a 2 cm do mesmo, seccionando 

transversalmente a folha em toda a extensão da largura (Figura 5). 

 

Figura 5 – Representação de uma folha de milho Zea mays L.,evidenciando área coletada para 

extração de RNA, que contem a área danificada pela lagarta de Spodoptera 

frugiperda. 

 

 

Optou-se por utilizar a própria herbivoria das lagartas como indução para verificar a 

resposta da planta a esta agressão, sem excluir nenhum fator componente da injúria. Como 

controle negativo foi realizado o tratamento planta com gaiola, onde apenas a gaiola era 

posicionada na planta, sem a lagarta – para excluir-se qualquer possibilidade de os resultados 
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observados serem frutos de dano provocado pela própria gaiola, e não pela alimentação da 

lagarta. 

 

 

3.7 Preparação para o Real Time PCR 

 

3.7.1 Extração de RNA total 

 

Os tecidos vegetais das plantas de milho utilizadas foram primeiramente congelados em 

nitrogênio líquido e então macerados. A extração de RNA total foi realizada utilizando o reagente 

Trizol® (Invitrogen). Cada amostra foi colocada em 1 mL do reagente, misturada em vórtex e 

incubada por 5 minutos à temperatura ambiente. Adicionou-se 200 µL de clorofórmio, agitou-se 

vigorosamente por 15 segundos, incubou-se à temperatura ambiente por 2 minutos e então as 

amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 15 minutos sob temperatura de 4º C. Após este 

passo são formadas 3 fases no tubo, sendo que a superior, aquosa, corresponde ao RNA e foi 

coletada e transferida para outro tubo. Adicionou-se 500 µL de isopropanol, agitou-se, incubou-

se à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugou-se a 14000 rpm por 10 minutos, sob 

temperatura de 4º C. Neste passo é formado um pellet no fundo do tubo, que corresponde ao 

RNA. O sobrenadante foi, portanto, descartado. Lavou-se a amostra com 1 mL álcool 75%, 

agitou-se no vórtex e centrifugou-se a 7500 rpm por 5 minutos sob temperatura de 4º C, 

descartando-se o sobrenadante ao final do processo. O pellet restante foi deixado sobre a bancada 

para secar, e então ressuspendido em 50 µL de água livre de RNAse e armazenado a -80º C para 

posterior utilização. 

 

3.7.2 Tratamento com DNAse 

 

Foram aliquotados 4 µg de RNA total extraído das amostras, padronizados para um volume 

de 11,5 ml, e tratados com a enzima DNAse I (Fermentas, Brasil). Esse passo é importante para 

reduzir qualquer contaminação da amostra por DNA genômico proveniente da extração. As 

amostras contendo 4 µg de RNA total, 4U da enzima DNAse (1U/µl), e 2,0 µl de Buffer 10x 

foram incubadas por 20 min a 37º. Após a incubação as amostras passaram por um processo de 
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purificação, onde às amostras foram adicionados 300 µl de Trizol e o procedimento se seguiu 

exatamente como o descrito para extração do RNA, porém com os volumes ajustados 

proporcionalmente a esta quantidade de Trizol: 60 µl de clorofórmio, 150 µl de isopropanol e 300 

µl de álcool 75% . Após a precipitação a fase líquida foi descartada e o tubo colocado de boca 

para baixo sobre um lenço de papel para secagem por no máximo 10 minutos.  

O pellet de RNA precipitado foi ressuspendido em 50 µl de água livre de RNAse e 

analisado quanto a sua integridade. A quantidade e a qualidade do RNA extraído foram 

verificadas por meio de leitura em espectrofotômetro de massa e eletroforese em gel de agarose. 

O procedimento para a preparação das amostras a serem verificadas na eletroforese ocorreu de 

forma a desnaturar o RNA (fervendo-o) para que fossem visualizadas quatro bandas: 28S, 18S, 

58S e uma banda mais leve que corresponde ao RNA presente nos cloroplastos. Protocolos e 

dados de referência foram obtidos do manual de SAMBROOK e RUSSELL (2001) e das 

recomendações do fabricante dos produtos utilizados. 

 

3.7.3 Síntese do cDNA  

 

A síntese do cDNA foi feita utilizado-se 2µg do RNA tratado com DNAse,20mM de Tris-

HCl (pH 8,4), 50mM de KCl, 2,5mM de MgCl2, 10mM de DTT, 0,5µg de oligo(dT), 0,5mM de 

cada nucleotídeo, dATP, dGTP, dCTP, dTTP e 200U da enzima SuperScript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen, Brazil), em um volume total de 20µl. Primeiramente o RNA e o 

oligo(dT) foram aquecidos a 70ºC por 10 min e colocados no gelo até a adição dos demais 

componentes. A reação foi incubada a 50ºC por 1 hora e interrompida pelo aquecimento a 70ºC 

por 15 min, e os tubos contendo o cDNA foram armazenados em freezer a –20ºC até o uso. 

 

3.7.4 PCR em Tempo Real  

 

A análise da expressão gênica foi feita através do PCR quantitativo em tempo real (qRT-

PCR). As reações de qRT-PCR foram feitas no equipamento Step One (Applied Biosystems, 

Foster City – CA, USA). O qRT-PCR determina o Ct para cada amostra, ou seja, o ciclo de 

amplificação onde o acúmulo de fluorescência na amostra atinge a linha de detecção arbitrária 

(threshold). O resultado é coletado durante a fase exponencial de amplificação, que é quando a 
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emissão de fluorescência é proporcional ao número inicial de cópias do produto amplificado, ou 

concentração da amostra. As reações continham 200nM de primers, sais,  deoxinucleotídeos, o 

mix com a enzima polimerase Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG, que contém o 

composto fluorescente SYBR Green I, otimizados para um volume final de 20 l. Para a escolha 

da concentração ideal de DNA a ser amplificado, foram feitas 5 diluições seriadas do cDNA 

obtido das amostras, 50ng, 25ng, 12.5ng, 6.25ng e 3.125ng por µL. Após a análise da curva 

padrão de amplificação com as diluições para cada par de primer, escolheu-se a de 25 ng/µL, 

aquela com maior eficiência para a concentração de trabalho. As reações foram incubadas a 50ºC 

por 2 min e 95ºC por 2 min para a ativação da enzima DNA polimerase, seguido por 40 ciclos de: 

a) 15 seg a 95ºC  para desnaturação, b) 30 seg a 60ºC para anelamento, extensão e coleta do sinal 

de fluorescência. Para cada corrida foi feito ocontrole negativo NTC (ausência do DNA), para 

verificar a existência de contaminações. As amostras referentes as réplicas de grupos amostrais, 

controle e experimental, para cada gene, foram processadas sempre na mesma corrida, ou seja, na 

mesma placa de preparação e em triplicata. Após o término de cada corrida, a especificidade do 

produto de PCR formado foi determinada através de uma corrida de dissociação (95ºC por 15 

seg, estabilização a 60ºC seguido de aumento gradual de temperatura de 1ºC por min). Assim, 

somente foram utilizados os primers cujos produtos amplificados mostraram pico único, claro e 

bem definido na temperatura correta.  O software Step One (Applied Biosystems, Foster City - 

CA, USA) foi utilizado para gerar a curva padrão de cada produto de amplificação, as curvas de 

dissociação, bem como suas análises. A quantidade de transcrito em cada amostra foi 

determinada, relativamente, utilizando o aplet geNorm (VANDESOMPELEet al., 2002)e baseada 

no Ct de cada amostra.  

 

3.7.5 Desenho de iniciadores (primers) 

 

Os primers sense e antisense específicos para cada gene do milho Zea mays L. e para genes 

candidatos a controle interno (genes com expressão similar entre os tratamentos),  foram 

desenhados utilizando-se o software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) (ROZEN; 

SKALETSKY, 2000)tiveram sua estrutura e interação analisadasa partir do software NetPrimer 

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html) e sua especificidade verificada através do 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Foram utilizados dois genes de referência: ATUB 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/
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(tubulina) e PUBQ (ubiquitina), cuja expressão independe dos fatores externos sendo testados no 

experimento por se tratarem de genes envolvidos na produção de componentes estruturais da 

célula. Foram escolhidos quatro genes a serem analisados: Terpeno Sintase 23 (TPS23), Terpeno 

Sintase 10 (TPS10), Sesquiterpeno Ciclase 1 (STC1), e Lipoxigenase 10 (LOX10), e primers 

específicos foram desenhados a partir da sequência do RNA mensageiro (RNAm) de cada gene 

(Tabela 1).  

 

Tabela 1 -Sequência dos pares de primers utilizados para qRT-PCR 

 

Gene / Número de acesso * Sequência sense / antisense (5’→3’) 

TPS10 / NM_001112380.1 

CGTGGTGGATGATACGAAATG / 

GCGTCTGGTGAAGGTAATGG 

TPS23 / EU259633.1 

TGCTCACGCAGTTGTTTATGA / 

CATTGCTCCACGCCTTCTT 

STC1 / NM_001112412.1 

GGAGCAGCGTCGTTAGCAT / 

ACCAGTTCATCAGCCTCAGC 

LOX10 / NM_001112510.1 

CTTCAGCACCAAGCCAAGC / 

CCTCCTCCATTCACATCCAGA 

PUBQ / NM_001154981.1 

TAAGCCATCAGTCGTTGAAGC / 

CATGAAACCAGCTCAGTCACG 

ATUB / NM_001111970.1 

CCTTCAGCACCTTCTTCAGC / 

TTGTTAGCGGCATCCTCCTT 
* Sequências obtidas no Centro Nacional de Informação em Tecnologia (NCBI, EUA http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 

 

3.7.6 Análise da expressão gênica diferencial 

 

Para cada horário, a quantidade de transcrito (referente ao RNAm) de cada gene foi 

calculada a partir da normalização dos resultados brutos pela expressão de genes que não se 

alteraram nessas regiões com o tratamento realizado. Após a quantificação dos transcritos, os 

dados das diferentes amostras biológicas foram comparados entre si, gerando o erro padrão da 

análise. A quantidade de transcrito foi analisada comparando os diferentes horários dentro de um 

mesmo grupo utilizando o teste de Kruskal-Wallis com nível de significância de 0,05 (análise de 

variância não paramétrica). Os dados de expressão também foram comparados entre os grupos 

teste e controle utilizando o teste de Wilcoxon. 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 Cálculo da Área foliar consumida (AFC) 

 

Este primeiro experimento permitiu estabelecer o período de execução dos experimentos 

subseqüentes, de forma que a quantidade de tecido de milho, Z. mays L. disponível para a lagarta 

S. frugiperda não se esgotasse e que o dano fosse suficientemente grande para gerar respostas 

induzidas nas plantas de milho. Como a metodologia descrita utilizada para manter as lagartas 

num mesmo trecho da planta foi desenvolvida especialmente para os experimentos deste trabalho, 

o cálculo da AFC ao longo do tempo foi etapa inicial deste trabalho para determinar em quanto 

tempo a lagarta consumiria a quase totalidade de tecido delimitado pela gaiola. Ensaios 

preliminares nos permitiram verificar que ao final de dez horas de experimento a região 

delimitada pela gaiola havia sido quase totalmente consumida pela lagarta de S. frugiperda. É 

importante ressaltar que em nenhum dos casos a área foi consumida em sua totalidade pois caso 

isto ocorresse a gaiola estaria impedindo que a lagarta continuasse comendo, fazendo com que o 

estímulo do dano sendo realizado na planta fosse cessado.  

A região da folha de milho Z. maysconsumida pela lagarta de S. frugiperdafoi registrada 

de hora em hora (Figura 6)e posteriormente digitalizada. As imagens resultantes da digitalização 

foram submetidas à análise escalonada no programa AutoCAD (Autodesk, Inc.) e sua área 

calculada em centímetros quadrados(Figura 7). 

 

Figura 6 - Imagens de dano realizado em plantas de milhoZea mays L., de hora em hora após o 

posicionamento da lagarta de Spodopterafrugiperda sobre a folha:a) 1 hora; b) 2 

horas; c) 3 horas; d) 4 horas; e) 5 horas; f) 6 horas; g) 7 horas; h) 8 horas; i) 9 horas; e 

j) 10 horas. A área explorada pela lagarta foi delimitada por gaiola de 1cm de 

diâmetro 
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Observa-se que o dano é visivelmente crescente ao longo das horas, com uma certa 

regularidade. A lagarta se alimenta do tecido foliar ao redor da nervura central da folha da 

monocotiledônea. No entanto, na hora oito podemos notar uma diferença no consumo da folha. 

Ao final deste horário a lagarta consome também a nervura central. O registro fotográfico 

demonstrou que as lagartas consumiram o tecido vegetal a cada hora, dentro do limite da gaiola, 

chegando à quase totalidade da área à qual está restrita ao final de dez horas (Figura 8). Com este 

experimento preliminar definimos que o período de experimentação seria de dez horas, pois é o 

tempo que a lagarta demorou para consumir a área foliar à qual foi confinada. 
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Figura 7 - Consumo foliar de milhoZea mays L. por hora, em cm

2
 (eixo y) após o início da 

herbivoria por lagarta deSpodoptera frugiperda(eixo x ). A área explorada pela 

lagarta foi delimitada por gaiola de 1cm de diâmetro. Média  EP, n=10 

 

O consumo foliar das lagartas de S. frugiperda foi crescente ao longo do tempo nas 

plantas de milho Zea mays L. (Figura 7). Observa-se um aumento progressivo até oito horas de 
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alimentação, quando o valor médio da área consumida subiu 80%. A diferença deste tempo (8h) 

em relação aos anteriores foi significativo em relação às horas 1, 2, 3, 4 e 5, evidenciando assim o 

salto no valor médio observado apósoito horas. É possível que esta diferença esteja relacionada 

ao consumo, pela lagarta, da nervura central da folha de milho, evidenciado pelo registro 

fotográfico (Figura 6) e observado em todas as repetições do experimento (observação pessoal). 

Ao final do experimento (10h) a área consumida média foi 0,42 cm
2
, e a maior área calculada 

para este horário foi de 0,53 cm
2
, ambas inferiores à área delimitada pela gaiola (0,535cm

2
), 

mostrando que a gaiola não limitou a quantidade de folha que a lagarta pode consumir neste 

período de tempo, apenas a área a ser explorada (Figura 8). 

 

 

Figura 8 – Folha de milho Zea mays L. com dano realizado por lagarta de Spodoptera frugiperda 

de terceiro ínstar dez horas após o posicionamento da lagarta na planta. A área 

explorada pela lagarta foi delimitada por gaiola de 1cm de diâmetro, cujo limite está 

evidenciado pelo pontilhado em vermelho (seta). 

 

 

4.2 Análise da expressão gênica diferencial 

 
Os cDNAs proveniente das amostras de RNA de qualidade comprovada (ver 

quantificação em espectrofotômetro no Anexo 1) foram analisados em PCR de tempo real para 

verificar a quantidade de transcritos dos genes escolhidos. A análise do produto da reação por 

meio da curva de dissociação gerada após cada corrida de qRT-PCR mostrou especificidade dos 

primers, com apenas um pico na curva de desnaturação (Figura 8).  
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(A)  (B)  

(C)       (D)  

(E) (F)  
 

Figura 9 - Curvas de desnaturação dos fragmentos amplificados utilizando os pares de primers 

específicos. dissociação para os primers desenhados. As curvas foram obtidas com o 

programa: 95
o
C por 15 segundos, 60

o
C por 1 minuto, aumentando gradativamente a 

cada 1
o
C  até atingir 95

o
C e manter por 15 segundos. (A) TPS10; (B) TPS 23; (C) 

STC1; (D) LOX10; (E) PUBQ; e (F) ATUB 
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4.2.1 Gene Sesquiterpeno Ciclase 1 (STC1) 

 

A quantidade de transcrito calculada para as amostras de plantas de milho Z. mays L. que 

sofreram herbivoria de lagartas de S. frugiperda foi maior do que para as plantas sadias. O gene 

da sesquiterpeno ciclase 1 apresentou seu pico de expressão seis horas após o início da herbivoria 

(Figura 10) nas plantas submetidas a este tratamento. Nesse horário, o aumento da quantidade 

relativa de transcrito na planta sob herbivoria quando comparada com a planta sadia foi de 175%. 

A quantidade relativa de transcrito ao longo do tempo para o grupo teste aumentou 

progressivamentedurante seis horas após o início da herbivoria, horário no qual observamos o 

pico de expressão deste gene, e diminuiu depois de seis horas até o final do experimento (Figura 

10). Até o horário cinco observamos um crescimento regular na quantidade de transcrito, de hora 

em hora. No entanto, às seis horas após o início do experimento a expressão do gene apresenta 

um salto, aumentando 240% em uma hora de experimento. Após este aumento, o nível de 

expressão diminuiu sua média em 70%, apresentando quantidades de transcrito cada vez menores 

até o horário dez. 

No grupo controle a expressão do gene variou pouco entre os horários, e a quantidade de 

transcrito chegou ao seu maior nível no horário cinco. Mesmo assim, nesse horário a quantidade 

de transcrito nas plantas do tratamento foi 100% maior do que nas plantas sadias.Foram 

comparados o grupo tratamento (plantas atacadas por lagartas) com o grupo controle (plantas 

sadias) como um todo. Para este gene, a análise dos transcritos do controle e do tratamento variou 

significativamente (P<0,01).A partir de duas horas após o início da herbivoria, a quantidade de 

transcrito acumulada as plantas sob herbivoria foi significativamente maior em relação às sadias. 

A maior diferença encontrada entre o tratamento e o controle foi nas horas seis e sete, quando a 

média da quantidade de transcrito nas plantas de milho atacadas por S. frugiperdafoi mil vezes 

maior do que a média encontrada nas plantas sadias. 

A diferença nos níveis de expressão do gene STC1 entre os horários resultou em um valor 

de F não significativo para o grupo controle (P=0,1). Já para o grupo teste, a diferença entre os 

níveis de expressão gênica foi significativa (P<0,05).  

A quantidade de transcrito do gene STC1 nas plantas submetidas à herbivoria foi, 

portanto, significativamente maior do que nas plantas sadias. Entre os horários de um mesmo 

grupo a quantidade de transcrito não variou significativamente.  
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Figura 10 – Análise de PCR quantitativo em tempo real da abundância relativa de transcritos do 

gene STC1 (sesquiterpeno ciclase) em plantas de milho Zea mays L. sadias 

(controle, à esquerda do gráfico) e submetidas à herbivoria de Spodoptera 

frugiperda (tratamento, à direita do gráfico). Eixo Y: quantidade relativa de 

transcrito. Eixo X: horas após o início da herbivoria. A quantificação relativa de 

RNAm foi desenvolvida com correção de eficiência e ATUB e PUBQ como genes 

de referência. Os valores são a média de três replicatas normalizadas pela expressão 

dos genes de referência. Média ± EPM (P>0,05) 
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4.2.2 Gene Terpeno Sintase 23 (TPS23) 

 

Os transcritos do gene TPS23 apresentaram quantidade crescente nas plantas de milho sob 

herbivoria a partir de duas horas após o início do experimento. Os níveis de transcrito tendem a 

subir, no grupo teste, até o horário de dez horas após o início do tratamento. Nesse horário atinge-

se a média máxima da quantidade de transcritos, a qual é mais de 100 vezes maior do que a 

média da quantidade de transcrito observada para o grupo controle no mesmo horário (Figura 11). 

No grupo controle a expressão do gene da terpeno sintase 23 foi significativamente menor 

(P<0,05) do que no grupo teste. A quantidade de transcrito desse gene nas plantas sadias teve 

variação entre os horários, apresentando sua maior média cinco horas após o início do 

experimento. No entanto, mesmo no horário de maior expressão do gene no grupo controle a 

expressão nas plantas submetidas à herbivoria foi 40 vezes maior, sendo essa diferença 

significativa (P<0,05). 

Os maiores níveis de expressão deste gene foram observados nas plantas de milho sob 

herbivoria nos horários nove e dez. Após nove horas de alimentação da lagarta sobre a planta, a 

quantidade de transcrito observada no tratamento foi 350 vezes maior do que no controle. Ao 

final de dez horas de experimento, o nível de expressão nas plantas atacadas foi 600 vezes maior 

do que nas plantas sem o ataque da lagarta.   

Para este gene, a diferença do nível de expressão entre os horários do grupo teste foi 

significativa (P<0,01). Para o grupo controle, as diferenças da expressão do gene entre os 

horários também foram significativas (P<0,05). Portanto, ao longo do tempo os níveis de 

expressão do gene TPS23 foram diferentes entre si, tanto nas plantas de milho sob herbivoria de 

S. frugiperda quanto nas plantas de milho sadias. 
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Figura 11 - Análise de PCR quantitativo em tempo real da abundância relativa de transcritos do 

gene TPS23 (terpeno sintase 23) em plantas de milho Zea mays L. sadias (controle, à 

esquerda do gráfico) e submetidas à herbivoria de Spodoptera frugiperda(tratamento, 

à direita do gráfico). Eixo Y: quantidade relativa de transcrito. Eixo X: horas após o 

início da herbivoria. A quantificação relativa de RNAm foi desenvolvida com 

correção de eficiência e ATUB e PUBQ como genes de referência. Os valores são a 

média de três replicatas normalizadas pela expressão dos genes de referência. Média 

± EPM 
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4.2.3 Gene Terpeno Sintase 10 (TPS10) 

 

 

A análise da expressão do gene da terpeno sintase 10 em folhas de milho Zea mays L. 

submetidas à herbivoria de S. frugiperdaevidenciou um aumento na quantidade de transcrito ao 

longo do tempo. Nas plantas sob esse tratamento, a quantidade de transcrito deste gene foi 

significativamente maior do que no grupo controle (P<0,05).  

A partir de duas horas após o início do experimento já se observou diferença nos níveis de 

expressão das plantas atacadas em relação às plantas sadias. Nesse horário, a quantidade de 

transcrito foi dez vezes maior no tratamento do que no grupo controle. O nível de expressão deste 

gene nas plantas submetidas a herbivoria foi crescente ao longo das horas após o início do 

experimento. A quantidade de transcrito apresentou média máxima na hora dez, quando a 

expressão do gene TPS10 foi mais de 300% maior nas plantas submetidas à herbivoria do que nas 

plantas sadias (Figura 12).  

Na análise da expressão deste gene, comparando os horários dentro de cada um dos dois 

grupos (controle e tratamento) obteve-se diferenças significativas apenas para o grupo teste 

(P>0,05). No entanto, ao comparar os níveis de expressão nas plantas de milho submetidas à 

herbivoria da lagarta com os níveis obtidos para as plantas sadias, a diferença tem alto grau de 

confiabilidade (P<0,01) 
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Figura 12 - Análise de PCR quantitativo em tempo real da abundância relativa de transcritos do 

gene TPS10 (terpeno sintase 10) em plantas de milho Zea mays L. sadias (controle, à 

esquerda do gráfico) e submetidas à herbivoria de Spodoptera frugiperda(tratamento, 

à direita do gráfico). Eixo Y: quantidade relativa de transcrito. Eixo X: horas após o 

início da herbivoria. A quantificação relativa de RNAm foi desenvolvida com 

correção de eficiência e utilizando ATUB e PUBQ como genes de referência. Os 

valores são a média de três replicatas normalizadas pela expressão dos genes de 

referência. Média ± EPM 
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4.2.4 Gene Lipoxigenase (LOX10) 

 

A análise dos transcritos do gene da lipoxigenase escolhida para o milho Zea mays L. 

mostram menor expressão nas plantas sadias quando comparadas às plantas submetidas a 

herbivoria por S. frugiperda (Figura 13). A expressão desse gene nas plantas submetidas à 

herbivoria foi significativamente maior do que o controle (P<0,01), apresentando um pico às três 

horas após o início do experimento, sendo que neste horário o acúmulo de transcrito nas plantas 

do tratamento é mais de 400 vezes maior do que no controle. A quantidade relativa de transcrito 

nas plantas sob tratamento sobe logo no início do experimento, exibe um pico às três horas e 

depois declina até a hora sete, subindo novamente após oito horas de exposição à herbivoria. 

A diferença na expressão deste gene das plantas atacadas em relação às sadias foi evidente 

desde a primeira hora após o início do experimento, quando a quantidade de transcrito foi 200 

vezes maior no tratamento do que no controle. Ao longo do experimento, todos os valores de 

expressão encontrados para as plantas sob tratamento foram significativamente maiores do que os 

do controle. 

Quando comparadas as médias da quantidade de transcrito entre os horários dentro de cada 

um dos grupos, tratamento e controle, as diferenças não foram significativamente diferentes, 

apesar de ter sido observada uma forte tendência a um pico de expressão no três horas após o 

início do experimento. No grupo controle, a expressão deste gene parece descrever uma suave 

curva a partir da primeira hora de experimento, tendo seu valor máximo observado no horário 

quatro. No entanto, estas diferenças não apresentaram confiabilidade estatística. 

A análise dos transcritos do gene da lipoxigenase 10 mostrou níveis de expressão desse 

gene significativamente maiores nas plantas de milho sob herbivoria de S. frugiperda do que nas 

plantas sadias. Entre os horários, dentro de cada grupo, a variação na quantidade de transcrito não 

variou significativamente. No entanto, observa-se uma tendência de aumento na quantidade de 

transcrito nas plantas sob tratamento no horário três.  

 

 



 

 

 

50 

Gene LOX10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

9

18

500

1000

1500

2000

2500

Controle Tratamento

Q
u

a
n

ti
d

a
d

e
 d

e
 t

ra
n

s
c

ri
to

 
 

Figura 13 - Análise de PCR quantitativo em tempo real da abundância relativa de transcritos do 

gene LOX10 (lipoxigenase 10) em plantas de milho Zea mays L. sadias (controle, à 

esquerda do gráfico) e submetidas à herbivoria de Spodoptera frugiperda(tratamento, 

à direita do gráfico). Eixo Y: quantidade relativa de transcrito. Eixo X: horas após o 

início da herbivoria. A quantificação relativa de RNAm foi desenvolvida com 

correção de eficiência e ATUB e PUBQ como genes de referência. Os valores são a 

média de três replicatas normalizadas pela expressão dos genes de referência. Média 

± EPM 
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4.2.5 Efeito da herbivoria sobre a expressão gênica 

 

A herbivoria de S. frugiperda sobre plantas de milho Zea mays L. levou ao aumento 

significativo nos níveis de expressão, em relação a plantas de milho sadias, dos genes da 

sesquiterpeno ciclase 1, das terpeno sintases 10 e 23 e da lipoxigenase 10 (Figura 14). A 

confiabilidade da diferença encontrada foi alta (P<0,001), revelando uma forte indução destes 

genes por efeito da herbivoria.  
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Figura 14 – Efeito da herbivoria de Spodoptera frugiperda sobre a quantidade de transcrito (eixo 

Y) dos genes lipoxigenase 10 (LOX10), terpeno sintase 10 (TPS10), terpeno sintase 

23 (TPS23) e sesquiterpeno sintase 1(STC1) (eixo X) em folhas de plantas de milho 

Zea mays L., comparando as plantas sob herbivoria (tratamento) com plantas sadias 

(controle). Os asteriscos indicam diferença significativa (P<0,001) entre tratamento 

e controle de um mesmo gene, indicado pelas siglas no eixo X. 

 

 

Observou-se que, dentre os genes analisados, o gene da lipoxigenase foi o que apresentou  

maior expressão, sendo que a média da quantidade de transcrito do gene LOX10 foi seis vezes 
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maior do que a do gene TPS10, 15 vezes maior do que a do gene TPS23 e oito vezes maior do 

que a do gene STC1.  

Em relação ao controle, os níveis de expressão dos quatro genes nas plantas submetidas à 

herbivoria foi de pelo menos dez vezes mais. Os valores das médias da quantidade de transcrito 

nas plantas sadias foi menor que dois, enquanto que os mesmo valores para as plantas atacadas 

foi da ordem de dezenas para os genes TPS23 e STC1 e centenas para os genes LOX10 e TPS10. 

 

 

4.3 Análise dos Voláteis 

 
 

 

 

 

 
 

Figura 15 - Voláteis de plantas de milhoZea maysL. (var. Delprim) após herbivoria de 

Spodoptera frugiperda. A quantidade média (+/- EP) (ng) de voláteis adsorvida por 

filtros de Super-Q foi obtida de plantas de milho induzidas em 0, 2 e 8h após a 

herbivoria de Spodoptera frugiperda. Os compostos numerados correspondem a: 

(1) (Z)-hexen-1-ol; (2) (Z)-3-Hexenil acetato; (3) Fenil-metil acetato; (4) Indol; 5) 

Cariofileno; (6) Beta-bergamoteno; e (7) (E)-beta-farneseno 

 

 

Houve um aumento na quantidade de voláteis em plantas de milho Z. mays após 2 e 8h de 

herbivoria realizada por S. frugiperda quando comparadas com as plantas intactas, que não 
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apresentaram estes mesmos compostos de forma significativa no tempo zero (Figura 15). Dos 

sete compostos analisados somente o (Z)-hexen-1-ol apresentou contagem quase nula com 2h 

após a herbivoria por S. frugiperda. Os demais compostos, por sua vez, apresentaram aumento na 

sua produção no intervalo de 1 a 8h após o início da herbivoria.  

Muitos compostos aumentaram sua emissão no intervalo de 8h após a herbivoria por S. 

frugiperda comparativamente com o intervalo de 2h. Foi o caso dos compostos (Z)-hexen-1-ol, 

(Z)-3-Hexenil acetato, Fenil-metil acetato, Indol, Beta-bergamoteno e (E)-beta-farneseno. O 

Cariofileno foi o único composto volátil quantificado a apresentar maior emissão no horário de 

duas horas em relação ao que foi detectado oito horas após o início do experimento. Nenhum dos 

compostos foi detectado significativamente no tempo zero, antes do início da herbivoria pela 

lagarta. 

Contudo, dos compostos analisados o Hexenil acetato e o Indol foram os únicos a 

apresentarem aumento significativo após 2 e 8h de herbivoria por S. frugiperda(P<0,05). O 

bergamoteno e o farneseno, ambos compostos envolvidos na atração de predadores e parasitóides 

de herbívoros, apresentaram baixa contagem no horário de duas horas, a qual se elevou na análise 

dos voláteis oito horas após o início da herbivoria. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A curva obtida com os dados de AFC demonstrou um consumo crescente e relativamente 

constante da lagarta do cartucho, S. frugiperda, o que era esperado. Após oito e até dez horas foi 

observado um aumento no consumo, proporcionalmente em relação aos demais tempos e foi 

levantada a hipótese de que isto seja devido ao consumo, neste horário, da nervura central da 

folha de milho, evidenciada pelo registro fotográfico. No entanto, na análise da expressão dos 

genes, não se nota alteração no nível de transcrito neste horário passível de correlação com o fato 

observado. 

Os transcritos dos genes escolhidos mostraram uma tendência a um perfil de expressão ao 

longo do tempo. Dentro dessa tendência, o perfil temporal pode sugerir que a lipoxigenase seja 

um gene de expressão precoce (early gene), enquanto os genes envolvidos nos últimos passos da 

biossíntese de terpenos parecem ser genes de expressão tardia (late genes), considerando os 

tempos analisados nos experimentos deste trabalho. Apesar de em alguns casos aqui observados, 

como o da lipoxigenase 10, os níveis de expressão não terem sido estatisticamente diferentes 

entre si dentro de um mesmo grupo (controle ou tratamento), podemos observar uma forte 

tendência a perfis claros de expressão. Dentro do que foi observado, a lipoxigenase teve um 

aumento rápido na quantidade de transcrito nas plantas tratadas, apresentando um pico após três 

horas desde o início do experimento. Depois do pico observado para a lipoxigenase, observou-se 

um aumento na expressão do gene da sesquiterpeno ciclase 1, que apresentou um pico às seis 

horas após o início da herbivoria. Ambos os genes de terpeno sintases analisados no presente 

estudo tiveram expressão crescente ao longo do tempo, tendo seus picos de expressão às dez 

horas (final do experimento). Este perfil faz sentido quando confrontamos a literatura e notamos 

que a lipoxigenase pode estar envolvida na indução da expressão de terpeno sintases através da 

indução da produção de ácido jasmônico, através da via octadecanoide. SARAVITZ e SIEDOW 

(1996), estudando a expressão diferencial de lipoxigenases na soja, verificaram que o nível de 

transcrito dessa categoria de gene tem um rápido aumento em plantas danificadas. O ácido 

jasmônico proveniente da cascata bioquímica desencadeada pela lipoxigenase pode estar 

envolvido na ativação de enzimas que levam a expressão diferencial de genes envolvidos na 

resposta induzida na planta, e já foi demonstrado que este composto participa na ativação de 
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proteínas e emissão de compostos envolvidos na defesa indireta, por meio da atração de insetos 

inimigos dos herbívoros. 

A lipoxigenase é uma enzima envolvida nos primeiros passos da resposta a herbivoria na 

planta. Já na quebra da parede celular causada pela herbivoria da lagarta, a lipoxigenase entra em 

ação dando origem a toda uma rota bioquímica que culmina na ativação de diversas enzimas 

resultando na produção de muitos compostos diferentes (Figura 16). As funções das 

lipoxigenases foram extensamente descritas por NEMCHENKO e colaboradores (2006). PARÉ e 

TUMLINSON (1997) mostraram que hexenil e hexenol são sintetizados de novo em resposta à 

herbivoria e que estes compostos estão diretamente relacionados à ativaçao da via da 

lipoxigenase, que quebra o ácido linolenico formando esses compostos (SCHILMILLER; 

HOWE, 2005). A herbivoria continuada, como foi feito nos experimentos deste trabalho, mantém 

alto o nível de ácido jasmônico, principalmente por se constituir, além do efeito dos elicitores 

provenientes do herbívoro, em uma série de danos mecânicos consecutivos. Os níveis altos de 

ácido jasmônico levam a um aumento na expressão de genes precoces e genes tardios, como foi 

observado neste estudo e em estudo anterior em tabaco (VANDENBORRE et al., 2009). 

A análise dos voláteis revelou um aumento da emissão de compostos envolvidos na defesa 

indireta das plantas, principalmente após 8 horas de experimento. Os compostos cuja produção 

envolve os genes escolhidos para a analise de expressão foram detectados, mostrando assim uma 

correlação temporal e experimental entre os diferentes dados obtidos. A produção de 

bergamoteno e farneseno em plantas de milho em resposta ao dano feito pela lagarta já foi 

demonstrada em milho (TURLINGS et al., 1997) e, no caso cariofileno, também em arroz 

(CHENG et. al.; 2007). 
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Figura 16 – Esquema representando a transdução do sinal elicitor do herbívoro na célula vegetal. 

A lipoxigenase é uma das primeiras enzimas da rota bioquímica, e a produção de 

ácido jasmônico leva à ativação de genes relacionados à resposta induzida por 

herbivoria. 

 

 

Os dados obtidos da expressão gênica foram corroborados pelo perfil de emissão de 

voláteis. Bergamoteno, Farneseno e Cariofileno são compostos cuja produção é regulada pela 

expressão dos genes TPS10 e TPS23 (SCHNEE et al., 2006). A expressão aumentada nestes 

genes nas plantas induzidas por herbivoria em relação ao grupo controle sugere que esteja 

havendo ativação dos genes envolvidos na produção de compostos voláteis sinalizadores. A 

correlação entre o aumento na quantidade de transcrito de terpeno sintases e o aumento da 

emissão de voláteis já foi demonstrada por NAVIA-GINÉ e colaboradores (2009). O grupo 

analisou a resposta de Mendicago truncatula à herbivoria de Spodoptera exigua e verificou o 

acúmulo de transcritos de terpeno sintases em correlação com a emissão de beta-ocimeno. 

A área crescente de dano no tecido vegetal, causado pela lagarta, sugere que a planta 

responde diferentemente em cada horário devido ao aumento de tecido consumido, contato maior 

de elicitores do herbívoro com partes internas da planta e ao desencadeamento de respostas na 
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planta envolvendo a ativação de cascatas bioquímicas que culminam na expressão diferencial de 

genes e alteração no perfil de voláteis emitidos pela planta. 

A emissão aumentada de compostos voláteis vegetais após danos provocados por 

herbivoria já foi comprovada anteriormente (D’ALESSANDRO et al., 2009) bem como a 

expressão diferencial de genes resultante do mesmo tipo de stress (SHEN et al., 2000; 

NEMCHENKO et al., 2006; LAWRENCE; NOVAK, 2004). A expressão diferencial dos genes 

testados também já foi comprovada em outros estudos. A Terpeno Sintase 10, envolvida na 

produção de bergamoteno e beta-farneseno, tem expressão de seu gene aumentada sob herbivoria 

(KÖLLNER et al., 2009). Este estudo também verificou aumentos na emissão desses dois 

compostos quando as plantas foram submetidas as mesmas condições que causaram a expressão 

diferencial de TPS10. Nossos dados mostraram tanto a expressão aumentada nas plantas 

submetidas à herbivoria quando comparadas ao controle, quanto a emissão aumentada de 

bergamoteno e beta-farneseno após 8h de herbivoria, estando portanto de acordo com o descrito 

anteriormente na literatura. 

A expressão aumentada do gene da Sesquiterpeno Ciclase, enzima envolvida 

presumivelmente na produção de naftaleno, foi verificada após indução por herbivoria e também 

por volicitina (SHEN et al., 2000; LAWRENCE; NOVAK, 2004). Em ambos os tratamentos, o 

acúmulo de mRNAs provenientes da transcrição desse gene foi significativamente maior do que 

nos tratamentos controles, observado atraves da técnica de northern blot. No presente estudo, o 

gene STC1 foi o que apresentou maior expressão nas plantas submetidas a herbivoria. Apesar de 

nao termos detectado a presença do composto naftaleno na coleção de voláteis das plantas 

atacadas, a função exata da STC1 no metabolismo dos terpenóides ainda não foi descrita com 

precisão. Em estudo de 2008, LIN e colaboradores sugerem que a enzima Sesquiterpeno Ciclase 

1, juntamente com a Terpeno Sintase 26 (cujos genes são ortólogos, isto é, possuem a mesma 

função mas ocorrem em organismos diferentes) é responsável pela produção de monoterpenos 

apenas. 

O envolvimento do gene da Terpeno Sintase 23 na resposta à herbivoria foi amplamente 

observado em estudo realizado por KÖLLNER e colaboradores (2008). Os autores identificaram 

não apenas o envolvimento desta enzima em reações subsequentes  ao ataque de lagartas de 

Spodoptera littoralis como também verificaram que variedades na qual o gene TPS23 não era 

expresso atraíam menos parasitóides deste herbívoro. Como comentado na introdução, dentre as 
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respostas apresentadas por uma planta após a herbivoria, uma delas é o recrutamento de 

predadores e parasitóides do herbívoro a partir da emissão de compostos voláteis, principalmente 

terpenos. A indução de genes envolvidos na produção destes terpenos após a herbivoria fornece 

base para a confirmação de uma relação de causa e efeito, caracterizando a defesa induzida. O 

gene da TPS23 em nosso estudo também teve expressão aumentada nas plantas submetidas a 

herbivoria, e o perfil de emissão do cariofileno foi levemente maior nas plantas atacadas do que 

na planta sadia. Em relação ao cariofileno, sua associação com a TPS23 foi verificada por 

CHENG e colaboradores (2007), em estudo demonstrando seu envolvimento na resposta induzida 

por herbivoria em arroz (Oryza sativa L.). 

Todos os genes analisados neste estudo apresentaram maiores níveis de transcritos nas 

plantas submetidas a hebivoria, em relacao as plantas sadias. Observou-se tambem que os niveis 

de expressão variam ao longo do tempo, conforme a lagarta continua se alimentando da planta e a 

planta aos poucos vai ativando seu sistema de defesa, começando pela regulação da expressão de 

genes e terminando com a emissão de compostos voláteis. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente estudo analisou perfis de expressão de quatro genes do milho Zea mays L. em 

resposta a herbivoria de S. frugiperda ao longo do tempo, bem como a emissão de voláteis 

induzidos por herbivoria na mesma condição experimental.  

Primeiramente se estabeleceu uma metodologia para a realização dos experimentos de 

herbivoria, a partir da confecção de uma pequena gaiola para manter a lagarta se alimentando da 

planta; da determinação do tempo necessário para que a área delimitada pela lagarta fosse 

consumida e da escolha dos genes a serem analisados. O foco do estudo foi à detecção de voláteis 

e análise da expressão de genes envolvidos na atração de inimigos naturais de herbívoros, ou seja, 

fatores relacionados ao mecanismo de defesa induzida da planta. 

A análise da expressão mostrou que a herbivoria induziu fortemente a expressão dos genes 

selecionados (LOX10, TPS10, TPS23 e STC1), apesar de por vezes a diferença ao longo do 

tempo não ter sido significativa. Observamos também uma forte tendência do gene da 

lipoxigenase ser expresso antes dos demais, o que poderia indicar que a expressão do gene da 

lipoxigenase induz o aumento na expressão dos demais genes, de acordo com dados da literatura. 

Os voláteis identificados nas plantas de milho, Z. mays foram relacionados aos genes 

escolhidos, e também tiveram quantidade aumentada por efeito da herbivoria. Além disso, a 

quantidade de voláteis aumentou proporcionalmente ao tempo em que a planta foi submetida à 

herbivoria. 

O gene da lipoxigenase 10 teve os níveis mais altos de expressão, em relação aos demais 

genes, e isso pode estar relacionado ao fato de as lipoxigenases estarem envolvidas em diversas 

funções na célula vegetal, principalmente na resposta à herbivoria. Os genes envolvidos 

diretamente na produção de terpenos voláteis, responsáveis pela produção de sinais atrativos pela 

planta, são expressos em menor escala e este fato é condizente com a função dos terpenos de 

importantes sinalizadores biológicos. 

A correlação entre a expressão aumentada de genes envolvidos na produção de terpenos e 

a emissão destes compostos por plantas submetidas a herbivoria foi por nós comprovada neste 

estudo. Já foi sugerido anteriormente que o principal mecanismo de regulação da produção de 

terpenos deve ocorrer ao nível da transcrição dos genes das enzimas responsáveis por sua 

biossíntese (MCGARVEY; CROTEAU, 1995). A análise profunda das rotas bioquímicas 
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envolvidas na produção destes compostos vem há tempos sendo sugerida como a melhor 

abordagem para incrementar o controle biológico de pragas em estratégias de manejo integrado, 

no sentido de gerar plantas com emissão aumentada de voláteis atraentes para parasitóides e 

predadores (SHIOJIRI et al., 2006; BABU et al., 2003; KAPPERS et al., 2005; 

DUDAREVA;PICHERSKY, 2008; TURLINGS; TON, 2006; DEGENHARDT et al., 2003; 

AHARONI et al., 2005).  
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ANEXO 

 

 

Valores obtidos através da quantificação as amostras de RNA de tecido foliar de Zea mays 

L. em espectrofotômetro de massa. Estão representadas as amostras da primeira repetição 

experimental. A razão 260/280 indica pureza da amostra em relação à quantidade de RNA. GAI = 

planta sadia; LAG = planta sob herbivoria de Spodoptera frugiperda 

 

amostra 260 nm 280 nm 320 nm 260/280 

GAI n1 t1 0,159 0,084 0,005 1,8929 

GAI n1 t2 0,245 0,123 0,004 1,9919 

GAI n1 t3 0,241 0,122 0,001 1,9754 

GAI n1 t4 0,226 0,117 0,001 1,9316 

GAI n1 t5 0,223 0,108 0,002 2,0648 

GAI n1 t6 0,19 0,091 0 2,0879 

GAI n1 t7 0,739 0,341 0 2,1672 

GAI n1 t8 0,304 0,147 0 2,0680 

GAI n1 t9 0,72 0,332 0,001 2,1687 

GAI n1 t10 0,224 0,113 0 1,9823 

 

amostra 260 nm 280 nm 320 nm 260/280 

LAG n1 t1 0,219 0,102 0 2,1471 

LAG n1 t2 0,585 0,275 0,005 2,1273 

LAG n1 t3 0,381 0,181 0,005 2,1050 

LAG n1 t4 0,195 0,097 0,002 2,0103 

LAG n1 t5 0,287 0,141 0,003 2,0355 

LAG n1 t6 0,349 0,164 0,006 2,1280 

LAG n1 t7 0,589 0,273 0,004 2,1575 

LAG n1 t8 0,754 0,35 0,006 2,1543 

LAG n1 t9 0,467 0,224 0,007 2,0848 

LAG n1 t10 0,325 0,151 0,002 2,1523 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÊNDICE 



 

 

 

74 



 

 

 

75 

APÊNDICE  – Sequências de genes utilizadas para desenho dos primerse sequências dos 

primers gerados pelo programa Primer 3 

 

 

Gene Terpeno Sintase 10 

 

 

gi|162457716|ref|NM_001112380.1| Zea mays terpene synthase 10 (TPS10), mRNA 
 

ATGGATGCCACCGCCTTCCACCCAAGTCTGTGGGGCGATTTCTTCGTGAAGTACAAGCCTCCAACCGCG

CCCAAGCGTGGACACATGACGGAAAGAGCCGAGCTGTTAAAAGAAGAGGTTCGCAAAACGCTCAAGG

CGGCTGCAAACCAGATAAAAAATGCTTTAGATCTTATAATCACACTGCAGAGGCTTGGGCTGGACCAC

CACTACGAGAATGAGATCAGCGAGCTGCTGCGCTTTGTCTACAGCAGTTCGGATTACGACGATAAAGA

CCTGTATGTAGTCTCGCTGAGGTTTTATCTTCTGCGGAAACATGGTCATTGTGTTTCATCAGATGTATTT

ACGAGTTTTAAAGACGAGGAAGGGAACTTCGTGGTGGATGATACGAAATGTCTCTTGACCTTATACAA

TGCAGCGTACCTTAGGACTCAAGGGGAGAAAGTACTCGACGAAGCCATTACCTTCACCAGACGCCAGC

TTGAAGCTTCATTATTAGATCCACTGGAACCAGCATTATTAGCAGATGAAGTATCTCTCACCCTTCAAA

CCCCACTCTTCCGAAGGCTTAGGATACTGGAAGCAATAAACTATATCCCAATATATGGGAAAGAAGCT

GGACGAAACGAGGCCATATTAGAGCTTGCAAAGCTGAATTTCAACCTTGCTCAGCTTATTTACTGTGAG

GAGTTGAAAGAGGTTACACTATGGTGGAAGCAGCTTAATGTTGAGACAAACTTGAGTTTCATTCGAGA

CAGAATCGTAGAATGTCATTTCTGGATGACAGGCGCGTGCTGTGAACCACAGTATTCTCTTTCACGGGT

CATAGCTACGAAGATGACAGCCTTGATCACCGTATTAGATGACATGATGGACACCTACAGCACAACTG

AGGAGGCCATGCTCCTTGCTGAAGCAATATACAGATGGGAAGAGAATGCCGCAGAACTACTTCCAAGA

TACATGAAAGATTTCTATCTCTACTTACTGAAGACAATTGATTCGTGTGGGGATGAACTAGGACCAAAC

AGAAGCTTCCGGACATTTTATCTCAAAGAGATGCTAAAGGTGTTAGTCCGAGGAAGCTCTCAAGAGAT

AAAATGGCGTAATGAAAATTACGTCCCAAAAACAATCAGTGAACACTTAGAACATTCAGGACCAACGG

TGGGAGCCTTTCAAGTAGCATGTTCTTCATTTGTTGGGATGGGTGACAGCATAACAAAGGAAAGTTTTG

AGTGGCTTTTGACATATCCAGAACTTGCCAAGTCTTTGATGAATATTTCACGACTCTTGAATGATACTG

CATCAACAAAGCGTGAGCAAAATGCGGGGCAGCATGTGTCCACGGTCCAATGTTATATGTTGAAGCAT

GGGACAACAATGGATGAAGCATGTGAGAAGATAAAAGAGTTAACTGAAGACTCATGGAAGGATATGA

TGGAACTCTATCTTACACCAACAGAACATCCAAAACTCATCGCACAAACAATCGTTGATTTTGCAAGG

ACAGCGGACTACATGTACAAGGAAACAGATGGATTTACTTTTTCACACACAATCAAAGATATGATAGC

AAAACTCTTTGTGGATCCAATATCATTATTCTAG 

 

 

 

Primers: 
 

LEFT PRIMER  372   21   61.15   47.62  3.00  0.00 CGTGGTGGATGATACGAAATG 

RIGHT PRIMER 474   20   60.52   55.00  2.00  0.00 GCGTCTGGTGAAGGTAATGG 

PRODUCT SIZE: 103, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 0.00 
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Gene Terpeno Sintase 23 

 
 

gi|166065277|gb|EU259633.1| Zea mays cultivar Delprim (E)-beta-caryophyllene synthase 

(tps23) mRNA, tps23-Del1 allele, complete cds 
 

ATGGCAGCTGATGAGGCAAGATCCGTCAGCAGGCTCCACAGTGAGGAGGACATGCATGGGAAGCACC

ACTCCACTCTATGGGGTGACTTCTTCCTTCACCATGTCCCATGTCGTCCAGGACAGTATTTGATTATGAA

GGATAACGTCGAAATAATGAAGGAGGAGGTGAAGAAAATGTTACTGGATGTTGGATCCTCTGATTTGT

CTCATAAGTTAGACTGCATTGATACACTAGAACGGCTTGGACTGGATTACCACTATACCAAGGAGATT

GATGAATTAATGTGCAATGTCTTCGAAGCTAGGGATCAAGATCTTGATCTTACTACAACATCACAGCTT

TTCTATTTGCTTAGGAAGCATGGATATCATATTTCTTCTGATGTATTTTTGAAGTTCAGAGATGATAAAG

GAGATATCGTAACAAATGATGCAAGGTGTTTACTGAGGATGTACGAAGCGGCACATGTTAGAGTGAAC

GGTGAAGAAATACTTGACAATATTCTCATTCACACCAAGAGACAACTTCAATGTATTGTAGATGATCTC

GAACCAACACTGCAAGAAGAAGTTAGATATGCATTGGAGACACCTCTTTTCAGAAGACTCAACAGAGT

ACAGGCCAGGCAATTCATCTCAACATACGAGAAAAGCACTACGCGTATCAATATGCTCCTGGAGTTCT

CAAAATTAGACTTCAACATCTTGCTCACCCTATACTGTGAGGAGCTAAAAGATCTTACGCTGTGGTGGA

AAGAGTTCCAAGCACAGGCTAACACGACAATCTATGCACGAGATAGGATGGTGGAGATGCATTTCTGG

ATGATGGGAGTCTTCTTTGAGCCCCAATACTCCTATTCACGAAAGATGCTCACGCAGTTGTTTATGATC

GTGTCTGTACTCGATGACTTGTATGACAGCCATTGCACCACAGAGGAAGGCAACGCCTTCACTGCAGC

ATTACAAAGGTGGGATGAAGAAGGCGTGGAGCAATGCCCAACATACTTGAGGACTCTGTATACAAATA

TACGTGCCACCATAAAAGCCATCGAGGAGGACTTGAATTTTCAAAACAACAAACATGCAAAGTTGGTA

AAAGGACTGATAATCGACATGGCCATGTGCTATAATGCCGAGACAGAATGGCGTGACAAGAAATATGT

GCCAGCCACCGTTGATGAACATCTGAAAATTTCAGCACGCAGCAGTGGCTGTATGCACTTGGTGAGCC

AGGGGTTCATTTCGATGGGAGATGTGGCAACTAGCGAGGCCCTCGAGTGGGCCTCTACCTATCCCAAA

ATCGTTCGAGCTGTCTGTATCATTGCACGCCTCGCTAATGATATAATGTCGTACAAGCGAGAAGCATCA

AACAATACTATGGTGTCTACAGTGCAAACTTGTGCAAAAGAATACGGCACCACCACAGTAGAACAGGC

CATAGAAAAGATCAGAGAGCTGATCGAGGAAGCGTGGATGGACATCACCCATGAGTGCCTCAGACAG

CCACAGCCGAAGGCTCTTCTAGAGAGGGCGGTCAACCTGGCTCGTACAATGGATTTTCTGTACAAAGA

TGCGGATGGATACACAGATTCACGGAGTATCAAAGGCATATTGGATTCATTGTATGTGCATCTAATAG

ACTAA 

 

 

 

Primers: 

 

LEFT PRIMER        869   21   60.45   42.86  3.00  2.00 TGCTCACGCAGTTGTTTATGA 

RIGHT PRIMER       995   19   61.33   52.63  3.00  0.00 CATTGCTCCACGCCTTCTT 

PRODUCT SIZE: 127, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 2.00 
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Gene Alfa Tubulina 

 

 

gi|162458675|ref|NM_001111970.1| Zea mays Alpha-tubulin #3 (tua3), mRNA 

 
AGATCTTCAATTCCCCATTCCGCCCACCGATCGACCTTCACGCCAGTCTCGGTCTCTTCCGAAGGCGTC

GCGCGCGGTTGTTTGAGAGGAGAGGAGGAAGATGAGGGAGTGCATCTCCGTCCACATCGGGCAGGCC

GGCATCCAAGTCGGCAACGCGTGCTGGGAACTTTACTGCCTCGAGCACGGCATCCAGCCTGATGGCCA

AGTGCCTGGAGATAAGACCGCGGGACATCACGATGATGCCTTCAGCACCTTCTTCAGCCAGACTGGTG

CTGGGAAGCACGTTCCCCGTGCAATCTTCGTTGATCTAGAACCCACTGTGATCGATGAGGTGCGCACTG

GCACGTACCGCCAGCTCTTCCACCCTGAGCAGCTCATCAGTGGCAAGGAGGATGCCGCTAACAATTTC

GCCCGTGGCCACTACACAATTGGCAAGGAGATTGTTGATCTGTGCCTTGACCGTATCCGCAAGCTTGCT

GACAACTGCACCGGCCTCCAGGGCTTCCTGGTCTTCAATGCCGTTGGTGGTGGCACTGGCTCTGGCCTT

GGTTCTCTCCTCCTTGAGCGCCTGTCTGTGGAGTACGGCAAGAAATCCAAGCTGGGCTTCACTGTGTAC

CCATCTCCCCAGGTGTCAACCTCTGTTGTGGAGCCTTACAACAGCGTGCTCTCCACTCACTCACTCCTG

GAGCACACTGATGTCTCCATCCTGCTCGACAACGAGGCCATCTATGACATCTGCAGGCGCTCCCTCGAC

ATTGAGAGGCCCAACTACTCCAACTTGAATCGCCTTGTGTCTCAGGTGATCTCATCGCTGACTGCTTCT

CTGAGGTTCGATGGTGCCCTCAATGTGGATGTGAACGAGTTCCAGACCAACCTGGTTCCTTACCCGAGG

ATCCACTTCATGCTCTCCTCCTACGCACCGGTGATCTCTTCTGCGAAGGCCTTCCACGAGCAGCTGTCTG

TGGCGGAGATCACCAGCAGCGCGTTCGAGCCGGCTTCCATGATGGTCAAGTGCGACCCACGGCACGGC

AAGTACATGGCTTGCTGCCTGATGTACCGCGGCGACGTGGTGCCCAAGGACGTGAACGCCGCGGTGGC

CACCATCAAGACGAAGCGCACCATCCAGTTCGTGGACTGGTGCCCGACGGGGTTCAAGTGCGGCATCA

ACTACCAGGCGCCGACAGTGGTGCCGGGTGCCGACCTCGCCAAGGTGCAGCGCGCGGTGTGCATGATC

TCCAACTCCACCAGCGTCGTCGAGGTGTTCTCCCGCATCAACAGCAAGTTCGACCTCATGTACGCCAAG

CGCGCGTTCGTGCACTGGTACGTCGGCGAGGGCATGGAGGAGGGGGAGTTCTCCGAGGCACGCGAGG

ACCTGGCCGCCCTGGAGAAGGACTACGAGGAGGTCGCCGCAGAGGGCGGCAGTGATGACGGTGACGA

GGAGGAGGAATACTGATCTGCTTGCATGAATCTGTTTGGCTGTCGAGCCAGGTTGTGGTGTTGAAAAA

CCTTTGTTTGTGTCCTGGCCCCCCTGGGTAATGTTTGGGTGTTTCCTTCCATCATCACTTGCTGAACTGC

TCTAGTATTTGCATTTGTAATTGAAGTCTGTCGCTTTAAGCACTCTTGGTTCTAAAGATCTCTGTGCTTT

TGGGGGGTGTTTTTGCATTGCCCCAGATTCCAATAAACTCACCAAATTCGGGTCGTGCGTAGT 

 

 

 

Primers: 

 

LEFT PRIMER        243   20   60.13   55.00  2.00  2.00 CCTTCAGCACCTTCTTCAGC 

RIGHT PRIMER       405   20   62.00   50.00  3.00  0.00 TTGTTAGCGGCATCCTCCTT 

PRODUCT SIZE: 163, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR 3' COMPL: 0.00 
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Gene Sesquiterpeno Ciclase 

 

 

gi|162462602|ref|NM_001112412.1| Zea mays sesquiterpene cyclase1 (stc1), mRNA 
 

ATGGTGGTAGCAGCAGCCAGCAGGCATATTCCAACCCCCCAAGCACACTGGCAAATGACAGGCAGCA

GCTACGCCTGCACGTGCACGGCCTTCCGCTCCATCAGCACGAAGCTAGCAGCACGGTCCAGCGGTGGC

CGCCGTTCTGCCGTGGCCCCCTCTGCTGGAGGGCCGCCGCTGCCGCCGCCACCACCAGTTGTCATGGCC

GGCGCCGTGGCGTCGCCGGGCAAGCGAATCCCGCCGTCACCAATTGGTTGCACCAGCAGGGCCGCCAG

CGGCGTCGCCGTCTCTGCTAGTGCCACCGTCGCCGCCCCCGCTAGTAGTAGTAGGCAGGCGAAAGAGG

ACGATGGCGCGAGCAGAAACGTCTCGGGCTTTGAGCCATCCATCTGGGGCGATTTCTTCCTCACCTACT

CCAGCCCTCTGGCCACGTCGTCCCTTCACAAGGCATGGATGGTACATCGAGCAGAGCAGCTGAAGGAA

CAAGTGGCAGCAAAACTGGTAGCAGCTTCGTCGAGCGCCTGTAGCCTGCACCGTAGGATTCATCTCAT

CCACGTCTTGGAGCGTCTCTGTCTGGATCATCTCTTCGAGGACGAGATCAGCGACATGCTAGCTCGAAT

GAACGACGTCGATGTCAGTGGCTGCGACCTTCAAACGGTGGCCATGTGGTTCTATCTTCTCCGAAAGCA

CGGATACAGTGTCTCGTCAGATGTCTTTGCCGAGTTCAGAGACGAACAGGGGGGTGGTTTTACAGCAA

ACAGTGCAAGGGATCTGCTGAGCCTTCACTGCGCTGCTTGTCTCGCGACGCGTGGAGAGACGATACTT

GACGAGGCCATTTCCTTCACAGCCAAGAGTTTAAAATCAACAGCGCCGTATACGGGAGCAGCGTCGTT

AGCATGTGAAATAAAGCGTGCGCTCGAGATCCCCCTCCCAAGACGTGTGAGAATTTACGAGGCTAAAT

CTCGTATAGCTGAATATGGAAGAGAGGCTGAGGCTGATGAACTGGTAATGGAGCTAGCAAAGCTCAAC

TATAATCTCGTGCAACTCCAGTATCAACAAGAGCTGAAGATCATAACAAGGTGGTGGAATGGTCTAGA

GCTTCAGTCAAGGCTATCGTTCGCTCGAGACAGAGTTGTGGAGTGCTACTTCTGGATCGTGGGAGTATA

TTTTGAGCCAAGCTACTCTCGAGCTCGAATAATACTAACAAAAGTCATCGCCATCGTGTCCCTATTGGA

CGACACTTATGATGTCTATGGAACTCCACAGGAGTGCGAGTTATTTACCGAGTGTATAGAAAGCTGGG

ACCCTGCAGTTGCTGGAGGTCTTCCAGAGAACATGAAGTTCATTTTTGGAAAAATTTTGGATACTTACC

AAAGCATTGAGGAAGAATTAGCGCCGGAAGAGAAATACCGCATGCCCTACATAAAAAATTTTATTATA

GATCTAGTAAGAGCATACAACAAGGAGGTAAGATGGCGCGAACAAGGGTATGTGCCTGCAACCGTTG

AGGAGCACCTGCAGGTTTCAGCAAGAAGTGGCGCTTGTCACCTCTTGTCGTGCGCATCATTTGTTGGAA

TGGGAGATGTTGCAGGTGAAGAAGCTTTCGAATGGGTGTGCAGTGTGCCTAAACTAGTGCAGGCGCTC

TGCATCATTCTCAGACTTTCCGATGATCTCAAGTCATATGAGCGAGAGAAAATGGCCCCGCATGTTGCC

TCGACAATAGAAAGCTGCATGAGAGAGCACGAGGTCCCGCTCGAAGTGGCTCGCGTGAAGATACAGG

AAATGATAGATGAAACATGGAAAGATTTCAACGAGGAGTGGCTGAACATGAACAAGCACCAGCCGGC

GGAGCTGCTCGAGAGGATCTTCAACCTGACAAGAACAATGGTGTATATGTACAAGAATGATGACGCGT

ACACAAATTGCCATGTCATCAAAGACACCATAAACTCGTTGTTTGTGGAGCCTGTTTTCATAGCCTAGG

ACGTTCGTTAAATAGTTGTGATGCCCCATGCATGGTTGTGTGATGACACA 

 

 

 

Primers: 

 

LEFT PRIMER        874   19   61.50   57.89  3.00  2.00 GGAGCAGCGTCGTTAGCAT 

RIGHT PRIMER      1001   20   60.42   55.00  3.00  2.00 ACCAGTTCATCAGCCTCAGC 

PRODUCT SIZE: 128, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00 
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Gene Lipoxigenase 10 

gi|162464002|ref|NM_001112510.1| Zea mays lipoxygenase (LOX10), mRNA 

 
CCACGCGTCCGGGTGCTCAGCGGAACAGCTAGCTATAGCCTGTAGCTAGCAGCTAGCTTCAGTCACAG

GCCGGACGGTCGGCTCACACACAGCTAGCCGCCGCCGCCGCTAGCTTAGCCACCAGTAGTCCGATCTG

ATCTACAGGCAAGGGGCAACTAGCTAGCTAGCCGCGCGCCGGCGCCATGATGAACCTGAACCTGAAGC

AGCCTCTGGTGCTGCCCGCGCACCACAGCAATGTCGTCGGCTCGCGCCTGTCGTCGTCGTCGCCCTCGG

CAGCCGCCGCCAGCAGGAGGACCGGCGGCGGCGTGTCCTCCCGGTCCGGCTCCCGGCGGCACGTGCGG

CTGCCGAGGATCAGCTGCAGCGCCACCGAGGAGGTCAGCGGCGCCGTGTCGTCCGTCACCGTGGAGAG

GATGCTCACGGTGACGGCGTCGGTGGAGGCGTCGCCGGCCATCGGGCAGATGTACTTCCAGCGCGCCG

TCGACGACATCGGCGACCTCCTCGGCAAGACGCTGCTGCTCGAGCTCGTCAGCTCCGAGCTCGACGCA

AAGTCGGGCGTGGAGAAGACGCGGGTGACGGCGTACGCGCACAAGACGCTGCGGGAGGGCCACTACG

AGGCGGAGTTCAAGGTGCCGGCGTCGTTCGGGCCGGTGGGCGCGGTGCTGGTGGAGAACGAGCACCA

CAAGGAGGTCTTCATCAAGGAGATCAAGCTCGTCACCGGCGGCGACAGCAGCACCGCCGTCACCTTCG

ACTGCAACTCCTGGGTGCACTCCAAGTTCGACAACCCGGAGAAGCGCATCTTCTTCACCCTCAAGTCAT

ACCTGCCGTCCGACACGCCCAAGGGGCTGGAGGACCTGAGGAAGAAGGACCTGCAGGCGCTGCGCGG

CGACGGGCACGGCGAGCGCAAGGTGTTCGAGCGCGTCTACGACTACGACGTGTACAACGACCTGGGCG

ACCCGGACAAGAACCCGGCCCACCAGCGGCCCGTGCTGGGCGGCAACAAGCAGTACCCATACCCGCG

CCGCTGCCGCACCGGCCGCCCCAGGACCAAGAAGGACCCCGAGACGGAGATGCGCGAGGGCCACAAC

TACGTGCCCCGCGACGAGCAGTTCTCGGAGGTGAAGCAGCTCACGTTCGGGGCCACCACGCTGCGCTC

CGGCCTGCACGCGCTGCTGCCGGCGCTCCGCCCGCTGCTCATCAACAAGAAGGATCTGCGCTTCCCGCA

CTTCCCCGCCATCGACGACCTCTTCAGCGACGGCATCCCGCTGCCGGCGCAGACCGGGTTCGACGCCTT

CCGCACCGTCGTCCCGCGCATGGTCAAGCTGGTGGAGGACACCACCGACCACGTCCTCCGCTTCGAGG

TGCCGGAGATGATAGAGAGGGACCGGTTCTCGTGGTTCAAGGACGAGGAGTTCGCGAGGCAGACGAT

CGCGGGGCTCAACCCGCTGTGCATCCAGCTGCTGACTGAGTTCCCCATCAAGAGCAAGCTGGACCCGG

AGGTGTACGGGCCAGCGGAGTCCGCCATCACCAAGGAGATCCTGGAGAAGCAGATGAACGGCGCGCT

GACCGTGGAGCAGGCGCTGGCGGCGAAGCGGCTGTTCATCCTGGACTACCACGACGTGTTCCTGCCCT

ACGTGCACAAGGTGCGGGAGCTGCAGGACGCGACGCTCTACGCCTCGCGCACCATCTTCTTCCTGACG

GACCTGGGCACGCTGATGCCGCTGGCCATCGAGCTGACGCGGCCCAAGTCGCCGACGCGGCCGCAGTG

GAAGCGGGCGTTCACGCACGGGCCCGACGCCACCGACGCCTGGCTGTGGAAGCTGGCCAAGGCGCAC

GTGCTGACCCACGACACGGGGTACCACCAGCTGGTGAGCCACTGGCTGCGCACGCACTGCTGCGTGGA

GCCCTACATCATCGCCGCCAACCGGCAGCTGAGCCGGCTGCACCCGGTGTACCGCCTGCTGCACCCGC

ACTTCCGCTACACCATGGAGATCAACGCGCTGGCCAGGGAGGCGCTCATCAACGCCGACGGCATCATC

GAGGAGTCCTTCTGGCCGGGCAAGTACGCCGTCGAGCTCAGCTCCGTGGCGTACGGCGCGACGTGGCA

GTTCGACACGGAGGCGCTGCCCAACGACCTCATCAAGCGCGGGCTGGCCGTGCGCGGGGAGGACGGG

GAGCTGGAGCTCACCATCAAGGACTACCCCTACGCCCACGACGGGCTCCTGGTCTGGGACTCCATCAG

GCAGTGGGCGTCCGAGTACGTCAACGTCTACTACAAGTCCGACGAGGCCGTGGCCGCCGACCCCGAGC

TGAGGGCGTTCTGGGACGAGGTGCGCAACGTGGGGCACGGCGACAAGAAGGACGAGCCGTGGTGGCC

CGTGCTGGACACCCGCGACAGCCTGGTGGAGACGCTGACCACCATCATGTGGGTCACCTCCGGCCACC

ACTCGGCCGTCAACTTCGGCCAGTACCACTTCGCCGGCTACTTCCCCAACCGGCCGACCACCATCCGGA

AGAACATGCCGGTGGAGGAGGGCGGGCCGGGCGAGGAGATGGAGAAGTTCCTCAAGCAGCCGGAGAC

GACGCTGCTGGACATGCTGCCCACGCAGATGCAGGCCATCAAGGTCATGACGACGCTGGACATCCTCT

CGTCGCACTCGCCCGACGAGGAGTACATGGGGGAGTTCGCGGAGCCGTCGTGGCTGGCGGAGCCCATG

GTGAAGGCGGCGTTCGAGAAGTTCGGCGGCAGGATGAAGGAGATCGAGGGGTTCATCGACGAGTGCA

ACAACAACCTGGACCTCAAGAACCGCTGCGGCGCCGGGATCGTGCCGTACGAGCTGCTCAAGCCCTTC

TCCAAGCCGGGAGTCACCGGGAGGGGCATCCCCAGCAGCATCTCCATCTGATCCATCCTCAGCATGCA

TTAGTCCAATTAAATCGGGGGGTGTACTATTATTGCATGCAGAGGCTGCTTGTCGAATAAAACGTACTA

TATGTACGATTGTATTGTACATGTGTGTCAATGCAACAAGAGGCACGTTTGAGACTTTGAGTTTAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

Primers: 

LEFT PRIMER       5708   19   62.07   57.89  3.00  2.00 CTTCAGCACCAAGCCAAGC 

RIGHT PRIMER      872   21   62.36   52.38  2.00  2.00 CCTCCTCCATTCACATCCAGA 

PRODUCT SIZE: 165, PAIR ANY COMPL: 2.00, PAIR 3' COMPL: 0.00 
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Gene Poliubiquitina 

 

 

gi|226502870|ref|NM_001154981.1| Zea mays polyubiquitin containing 7 ubiquitin 

monomers (LOC100282068), mRNA 

 
ACATCTCATCTTCGTCTGTGTTCTTGGGCGTACGCGGACACAGCCCCGATCCGAATCGTCGTCCTTGCG

AGCCTCGCCGATCCCCCACTCCCCTCCCCTCGCTTCAAGATGCAGATCTTTGTGAAGACCCTCACCGGC

AAGACTATCACCCTCGAGGTGGAGTCTTCTGACACCATTGACAATGTCAAGGCTAAGATCCAGGACAA

GGAGGGCATCCCTCCTGACCAGCAGCGGCTTATCTTCGCCGGCAAGCAGCTTGAGGACGGACGCACAC

TTGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGTCAACCCTCCACTTGGTGCTGCGCCTTAGGGGAGGCATGCAG

ATCTTTGTCAAGACCTTGACTGGCAAGACAATCACCCTTGAGGTGGAGTCCTCAGACACCATTGACAAT

GTCAAGGCAAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCACCTGACCAGCAACGTCTCATCTTTGCCGGCAA

GCAGTTGGAGGATGGGAGGACCCTTGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGAGCACCCTCCACTTGGTGC

TGCGTCTTAGGGGTGGTATGCAGATCTTTGTGAAAACCCTTACTGGCAAGACCATCACTCTTGAGGTGG

AGTCTTCAGATACCATTGACAATGTCAAGGCCAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCCCGCCGGACCAG

CAGCGTCTTATCTTTGCCGGCAAGCAGCTGGAGGATGGACGCACCCTTGCGGATTACAACATTCAGAA

GGAGAGCACCCTCCACCTGGTGCTGCGCCTCAGGGGAGGAATGCAGATCTTCGTGAAGACATTGACTG

GCAAGACCATCACCTTGGAGGTTGAGAGCTCCGACACCATTGATAATGTGAAGGCCAAGATCCAGGAC

AAGGAGGGTATCCCCCCGGACCAGCAGCGGCTGATCTTCGCCGGCAAGCAGCTGGAGGATGGTCGCAC

CTTGGCTGACTACAACATCCAGAAGGAGAGCACCCTCCATCTGGTGCTCCGCCTGAGGGGCGGTATGC

AGATCTTTGTGAAGACCTTGACTGGCAAGACCATAACCCTGGAGGTTGAGAGCTCTGACACCATCGAC

AACGTGAAGGCTAAGATCCAGGACAAGGAGGGGATTCCCCCAGACCAGCAGCGTCTGATCTTCGCCGG

CAAGCAGCTGGAGGATGGTCGCACCCTTGCAGACTACAATATCCAGAAGGAGAGCACCCTCCACCTGG

TGCTCCGTCTTCGCGGTGGTTATTAAGCCATCAGTCGTTGAAGCTGCTGCTGTATCTGGGTTATCTAGTG

TCTCTGCCATTGCCCATGGATGGTGCTGTCTTTCAAAGTATTTGTATGGTTTGTGTCGTGAGTCGTGACT

GAGCTGGTTTCATGGACCAGTTGTGTTCTCGTTACCCAAAACTATCGTGCGACCGCATATGGCTTAATC

ATGAATAAATGTTGTTTGAATTTAAACAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

 

 

Primers: 
 

LEFT PRIMER      1252   21   60.40   47.62  3.00  2.00 TAAGCCATCAGTCGTTGAAGC 

RIGHT PRIMER   1382   21   61.83   52.38  4.00  2.00 CATGAAACCAGCTCAGTCACG 

PRODUCT SIZE: 131, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00 

 


