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Resumo

Clitoria fairchildiana é uma leguminosa nativa da Amazbnia, frequentemente
utiizada em programas de arborizacdo urbana e rural. Na literatura, ndo tem
estudos sobre a predacdo destas sementes por insetos. Por esta razao,
hipotetizamos que estas contém um arsenal defensivo inexplorado, com
elevado potencial inseticida, e pretendemos investigar a natureza proteica de
tais defesas. A estratégia experimental foi fracionar a farinha de cotilédones em
grupos de proteinas de acordo com sua solubilidade; foram obtidas albuminas
— soliveis em agua (F1), globulinas — soliveis em NaCl 0,5 M (F2), kafirinas -
soluveis em 2-propanol a 60% (F3), glutelinas - sollveis em tampao borato 0,1
M, pH 10,8 (F4), kafirinas com ligacdes cruzadas - sollveis em 2-propanol a
60% com 1% de B-mercaptoetanol (F5) e glutelinas com ligagcbes cruzadas -
solaveis em tampéo borato 0,1 M, pH 10,8, contendo 1% de B-mercaptoetanol
e 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) (F6). Todas as fracBes proteicas foram
quantificadas e visualizadas por SDS-PAGE. Para avaliar o potencial inseticida,
utilizaram-se os modelos de insetos Callosobruchus maculatus e Tribolium
castaneum. As fracdes proteicas foram incorporadas na dieta de ambos os
insetos em diferentes concentracdes (0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5%)
para Callosobruchus maculatus e 5% para T. castaneum, somente para este
altimo a farinha de cotilédones foi diretamente testada, nas concentracdes de
10%, 20% e 30%. As larvas alimentadas com dietas controle e dietas testes
foram contadas e pesadas. As fracbes mais toxicas a C. maculatus (F1 -
albuminas e F3 - kafirinas) foram submetidas a processos de sub-
fracionamento de suas proteinas, por cromatografia de exclusdo molecular, de
onde obtiveram-se os picos — F1P1, F1P2, F1P3 e F1P4 e as F3P1, F3P2 e
F3P3. Todos os picos cromatograficos foram novamente testados contra C.
maculatus, em ensaios de sementes artificiais. Todos os picos da fracdo F1
causaram reducdo significativa do peso larval, especialmente a F1P1, que foi
capaz de reduzir em 86,6% 0 peso larval, guando presente na concentracao de
0,05% na semente artificial. F1/P1 apresenta trés bandas majoritarias com
massas moleculares de aproximadamente 100, 40 e 12 kDa. O pico F3P1 foi o
mais toxico dentre os picos provenientes de F3, causando uma reducédo de

66,1% do peso das larvas de C. maculatus na concentracdo de 0,05%. F3/P1
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revelou-se com uma Unica banda de cerca de 13 kDa. A incorporacdo de
farinha de cotilédone na dieta de T. castaneum causou um atraso significativo
no desenvolvimento larval. As fragbes F1, F2 e F3 causaram a morte e atraso
no desenvolvimento larval de T. castaneum, enquanto F4, F5 e F6 causaram a
morte de todos os individuos ap6s 10 dias, na concentracdo de 5% do total da
alimentacdo. Foram detectadas atividades de inibicdo de proteases cisteinicas
do tipo papaina, para isso uma unidade de atividade inibitéria de papaina (UIP)
foi arbitrariamente definida como aquela responsavel por uma reducao de 0,05
na absorbancia nas fragdes, obtivemos que F2 (2,64 UIP), F3(3,3 UIP), F4 (7,1
UIP) e F5 (7,76 UIP), e na fracdo cromatografica F1/P1 (1,8 UIP). Nado foram
detectadas atividades inibitérias de proteases serinicas em nenhumas das

fracbes proteicas testadas.

Palavras-chave: proteinas de defesa, cromatografia, bioinseticida,
Callosobruchus maculatus, Tribolium castaneum.

Abstract

Clitoria fairchildiana is a native legume, often used in urban and rural
afforestation and landscaping programs. In the literature, there are no reports
on the predation of its seeds by insects. For this reason, we hypothesize that
they contain an unexplored defensive arsenal with high insecticidal potential,
and we intend to investigate the protein nature of such defenses. The
experimental strategy was to fractionate the meal of cotyledons in groups of
proteins according to their solubility; (F1), globulins (F2), kaffirins (F3), glutelins
(F4), crosslinked kaffirins (F5) and crosslinked glutelins (F6) were obtained. All
protein fractions were quantified and visualized by SDS-PAGE. To evaluate
insecticidal potential, the insect models Callosobruchus maculatus and
Tribolium castaneum were used. The protein fractions were incorporated into
the diet of both insects at different concentrations (0.05%, 0.1%, 0.2%, 0.3%,
0.4% and 0.5%) for Callosobruchus maculatus and 5 % for T. castaneum, only
for the latter the cotyledons meal was directly tested at the concentrations of
10%, 20% and 30%. The larvae fed on control and tests diets were counted and
weighed. The most toxic fractions to C. maculatus (F1 - albumins and F3 -
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kaffirins) were subjected to sub-fractionation of their proteins by size exclusion
chromatography, from which the peaks F1P1, F1P2, F1P3 and F1P4 and F3P1,
F3P2 and F3P3 were obtained. All chromatographic peaks were again tested
against C. maculatus in artificial seed trials. All F1 peaks caused a significant
reduction in larval weight, especially F1P1, which was able to reduce larval
weight by 86.6% when present at 0.05% concentration in the seed. F1P1
presents three major bands with molecular weights of approximately 100, 40
and 12 kDa. The F3P1 peak was the most toxic among the peaks from F3,
causing a 66.1% reduction in the weight of C. maculatus larvae, when present
in the concentration of 0.05% in the artificial seed. F3/P1 was shown to have a
single band of about 13 kDa. The incorporation of cotyledon flour into the T.
castaneum diet caused a significant delay in larval development. The fractions
F1, F2 and F3 caused death and delay in the larval development of T.
castaneum, while F4, F5 and F6 caused the death of all individuals after 10
days. Inhibition activity of cysteine protease of papain type was detected in F2
(2.64 UIP), F3 (3.3 UIP), F4 (7.1 UIP) and F5 (7.76 UIP) fractions, and in the
chromatographic fraction F1P1 (1.8 UIP). No inhibitory activities of serine

proteases were detected in any of the protein fractions tested.

Key  words: defensive proteins, chromatography,  bioinsecticide,

Callosobruchus maculatus, Tribolium castaneum
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1 Introducéo

1.1 Aspectos Gerais
Plantas e insetos estabeleceram relagdes co-evolutivas, ao longo de

milhares de anos de convivéncia, o que provavelmente levou a diversificacdo
de ambos (EHRLICH & RAVEN, 1964). Como resultado destas relacdes
passadas, as plantas desenvolveram sistemas de defesa contra a herbivoria,
podendo essas defesas serem fisicas ou quimicas. No entanto, a domesticacao
de alguns cultivares, destinados ao consumo humano tem influenciado no
desempenho da predacdo por herbivoros, a qual tem se mostrado mais
eficiente em espécies cultivadas do que em nativas. Esse fato € demonstrado
pela observacdo de que as plantas cultivadas, em geral, se tornam mais
suscetiveis a herbivoria, o que gera um grande transtorno em termos de perdas
na producdo de cultivares de relevancia agronémica (TAMIRU et al., 2015).
Sementes de tais cultivares sdo atacadas por uma grande variedade de insetos
herbivoros durante seu cultivo e armazenamento, 0 que causa graves perdas
anuais, tanto na sua massa, quanto no seu potencial de germinacdo (BENREY
et al., 1998; WAR et al., 2012).

A capacidade de um dado organismo de sobreviver a ataques de um
determinado predador é chamada de resisténcia. E para que uma dada
molécula seja associada a resisténcia € preciso que ela, além de ser téxica a
um dado agressor, esteja também presente no tecido vegetal em niveis
suficientes para causar a morte ou reduzir, substancialmente, a predacao por
este organismo. Diversos estudos tém tido, como objetivo, identificar moléculas
gque sejam toxicas para determinado predador e verificar se essa toxicidade
associa-se a resisténcia de determinadas sementes e graos a seus predadores
especificos (GATEHOUSE,1979; MORAES et al.,, 2000; SILVA et al., 2004;
GATEHOUSE et al., 2008).

Por isso, surgiu e cresce, continuamente, o interesse em programas de
melhoramento genético de cultivares de relevancia comercial, programas estes

gue dependem fortemente da identificacdo e caracterizacdo de moléculas com



potencial inseticida, que confiram resisténcia e ainda sejam expressas em

espécies vegetais ndo domesticadas.

1.2 Mecanismosde defesade sementes contrainsetos

As plantas apresentam diferentes mecanismos de defesa; estes podem
ser constitutivos, ou seja, estdo sempre presentes e previstos na programacao
genética das espécies ou induzidos, produzidos em resposta ao ataque por
herbivoria (WAR et al., 2012). Ambas estratégias podem ser utilizadas de forma
individual ou em conjunto, a depender da necessidade da planta. As plantas
podem produzir diferentes sinais em resposta a herbivoria, como: fluxos de
ions de calcio, cascatas de fosforilacdo, sinalizacdo sistémica e do acido
jasmonico (FURSTENBERG-HAGG et al., 2013). Normalmente, em sementes,
as defesas sdo sempre constitutivas. Essas defesas podem ser: fisicas, tais
como dureza, textura e espessura do tegumento, enfim propriedades
facilmente perceptiveis pelos predadores; ou quimicas, que podem ser
efetivadas pela presenca de compostos secundarios e classes de proteinas
(XAVIER FILHO, 1993). Estes compostos quimicos do metabolismo secundario
das plantas podem atrair predadores dos insetos, repelir ou intoxicar insetos
herbivoros, ja as proteinas de defesa costumam interferir na digestdo destes
insetos, causando sua morte por desnutricio (FURSTENBERG-HAGG et al.,
2013).

1.2.1 Proteinas de sementes com acéao inseticida
Existem algumas familias de proteinas toxicas bem conhecidas, como as

lectinas, as proteinas inativadoras dos ribossomos (RIPs do inglés Ribosome
Inactivating Proteins), inibidores de proteases, inibidores de a-amilases,
vicilinas, arcelinas e quitinases (SALES et al., 2000).

As lectinas sao glicoproteinas que formam um grupo de proteinas
capazes de se ligar de forma especifica e reversivel a diferentes carboidratos,
sem alterar sua estrutura. As lectinas estdo amplamente distribuidas na
natureza, sao proteinas multifuncionais e as mais estudadas sdo as da familia
das leguminosas, da tribo Diocleinae (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).
Lectinas de Phaseolus vulgaris foram vistas como capazes de se ligarem a

acucares presentes nas células epiteliais do intestino médio do inseto
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Callosobruchus maculatus, impedindo, desta forma, a absorcdo de nutrientes e
causando desnutricdo nas larvas (GATEHOUSE et al.,, 1984). A atividade
inseticida desta classe de proteinas vegetais com habilidade de ligacdo a
carboidratos tem sido reportada para diversas ordens de insetos, como
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera e Homoptera (OLIVEIRA et al., 2011).

As RIPs sédo N-glicosidases especificas para rRNAs, vistas como capazes
de inativar a sintese proteica de células animais e que podem também atuar na
defesa de plantas contra a herbivoria (SHARMA et al., 2004).

Os inibidores de proteases estdo presentes em sementes de
leguminosas, tém funcdo de armazenamento de aminoacidos e também de
defesa, através de sua capacidade de inibir a acdo catalitica de enzimas
proteoliticas, o que leva a uma eficiente estratégia de defesa de plantas contra
insetos, através de uma acdo antinutricional (VERNEKAR et al., 2001). Tal
acao antinutricional decorre da reducdo do catabolismo de proteinas ingeridas
na dieta do inseto, causada pela inibicdo da acdo das enzimas proteoliticas do
trato digestivo (OLIVEIRA et al., 2015).

Os inibidores de a-amilases mostram grande potencial na defesa de
plantas contra pragas. As enzimas do tipo amilases fazem a clivagem inicial do
amido, quebrando-o em oligossacarideos menores; para iSSO possuem uma
estrutura tridimensional capaz de se ligar ao substrato e fazem a quebra das
ligacbes glicosidicas atravées de grupos cataliticos especificos. Os inibidores
destas enzimas, portanto, reduzem a capacidade dos organismos que 0S
consomem de hidrolisarem o amido derivado dos alimentos ingeridos (IULEK et
al., 2000).

As vicilinas sédo proteinas da classe das globulinas 7S, tém funcdo de
armazenamento de aminoacidos em sementes e possuem altas massas
moleculares (40 a 70 kDa por subunidade). Em leguminosas, sdo heterogéneas
e constituidas de diferentes subunidades. Uma grande variedade de vicilinas
extraidas de sementes de leguminosas tem mostrado potencial de interferéncia
no desenvolvimento de insetos, como o besouro C. maculatus, pois estas se
ligam fortemente, in vivo, a quitina (homopolimero de N-acetil-D-glucosamina,)

detectada na matriz ou membrana peritréfica que reveste a superficie do



intestino médio deste e outros insetos (FIRMINO et al., 1996; UCHOA et al.,
2009; BARD etal., 2014).

As arcelinas sdo proteinas de armazenamento de feijdes selvagens, que
a exemplo das vicilinas, tém funcéo inseticida, principalmente contra insetos da
ordem Coleoptera, famiia Bruchidae. Geralmente, sdo encontradas sob
diversas isoformas variantes em uma mesma espécie, mas sua expressao é
controlada por um Unico gene dominante (OSBORN et al.,, 1986). Como
exemplo disso, uma arcelina isolada de sementes de Lablab purpureus foi vista
como tendo efeitos deletérios & sobrevivéncia de C. maculatus, causando
impacto negativo na atividade da a-amilase deste inseto. Essa natureza toxica
da arcelina pode ser transferida para outros cultivares de relevancia
agronébmica, como feijdes do género Vigna que sdo fonte de alimento para
esse inseto-peste (JANARTHANAN & SURESH, 2010).

As guitinases catalisam a hidrélise de quitina, estdo presentes de forma
constitutiva e ou induzidas em plantas e conferem resisténcia de plantas a
fitopatbgenos que apresentam quitina como componente essencial de suas
estruturas corporeas, tais como a parede celular fangica (ISELI et al., 1996).
LAWRENCE & NOVAK (2006) relataram a primeira quitinase vegetal (WING)
que retarda o desenvolvimento de insetos. WING foi obtida através de mudas
de tomate infectadas com um virus de batata recombinante X (PVX) e suas
propriedades inseticidas foram testadas contra o0 besouro da batata
(Leptinotarsa decemlineata), considerado pragas de batata, tomate e outras
culturas. Os resultados mostraram que apenas 47% dos insetos alimentados
com esta proteina passaram para o segundo instar, enquanto que no controle

93% chegaram ao segundo instar.

1.3 Insetos pestesderelevanciaagrondémica

Diversos trabalhos relatam interacdes inseto—planta, demonstradas
principalmente pela alimentacdo, mostrando que as plantas servem de alimento
para um grande nimero de insetos herbivoros (LAWTON, 1983; ASH, 1997,
DEVI & DEVI, 2014). Com a domesticagdo de cultivares de relevancia
agronbmica, essa interacao inseto—planta tornou-se um grave problema em
termos de producdo e perda de viabilidade das sementes (TAMIRU et al.,

2015). Inseticidas quimicos tornaram-se a saida mais eficiente para combater
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tais pragas, mas como decorréncia natural do processo evolutivo, a resisténcia
de insetos a inseticidas conhecidos tornou-se uma nova preocupacao
(GUEDES, 2016). Ha diversos relatos de tais adapta¢gdes. No caso do gorgulho
do milho (Sitophilus zeamais), que € uma praga de relevancia agronémica,
CORDEIRO et al. (2016) mostraram que, ao longo de cinco geracdes, fémeas
suscetiveis ao inseticida deltametrina passaram a apresentar uma preferéncia
por machos mais pesados e maiores para o acasalamento. Foi sugerido que
essa caracteristica estd associada ao processo de desenvolvimento de
resisténcia ao inseticida, que apds cinco geragbes chega a ser 100 vezes
maior. Zabrotes subfasciatus, o besouro predador do feijao comum (P.
vulgaris), desenvolveu resisténcia a inseticidas normalmente utilizados no
cultivo desse feijado, como € o caso do lindano (GOLOB & KILMINSTER, 1982).
O besouro Tribolium castaneum se tornou resistente a fosfina, substancia
utilizada para o controle de sua proliferagdo em industrias de cereais moidos
(OPIT etal., 2012).

Neste trabalho foram particularmente examinados, como insetos-

modelo, as espécies a seguir descritas:

1.3.1 Callosobruchus maculatus

O besouro C. maculatus, conhecido popularmente como “caruncho”,
pertence a familia Chrysomelidae da ordem Coleoptera e € conhecido como a
principal praga de gréos de leguminosas de interesse comercial, principalmente
os feijoes do género Vigna, durante seu armazenamento. O ciclo de vida deste
besouro comeca com a embriogénese, que dura 5 dias ap0s a oviposicao de
fémeas adultas, na casca das sementes; o fim deste estagio é marcado pelo
inicio da escavacdo da larva para dentro da semente, consumindo seus
cotilédones. Apds esse ciclo, iniciam-se os 4 instares de vida da larva: o
primeiro instar tem duracéo de 8 a 9 dias; o segundo instar dura de 3 a 4 dias;
o terceiro instar também dura de 3 a 4 dias; e o quarto instar dura de 4 a 5 dias.
Em seguida, comeca a formacédo da pupa, que leva de 6 a 7 dias para machos
e 5 a 6 dias para fémeas. Por fim, a transformagdo em adultos leva de 9 a 12
dias para insetos machos e de 10 a 14 dias para fémeas. ApGs esse tempo, 0s

insetos adultos eclodem e assim, via de regra, inviabilizam o consumo e a



germinacéo destas sementes (DE SA et al., 2014; DEVI & DEVI, 2014). O ciclo

de vida desta espécie € mostrado na figura 1.
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Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida do inseto C. maculatus. 1-

Fémea do inseto logo apds a emergéncia, 2- Acasalamento, 3- Ovos ovipostos sobre a
semente, indicados pela seta negra 4 - Larva formada no interior do ovo, 5- Larvas se
desenvolvendo no interior das sementes, 6- Pupas extraidas das sementes e 7- Inseto

adulto no momento da emergéncia (DE SA, 2013).

Dada a importancia econdmica dessa praga, varios estudos tém se
dedicado a encontrar sementes resistentes ou compostos vegetais toxicos para
esse inseto. A avaliagdo da resisténcia de cultivares de feijdo-de-corda ao
besouro C. maculatus mostrou que alguns cultivares causaram alteracdo na
oviposicao, afetaram a sobrevivéncia larval, causaram diminuicdo do peso das
larvas e também causaram a reducdo da atividade de proteases e de
carboidrases digestivas do inseto (CRUZ et al.,, 2016). A resisténcia de
gendtipos resistentes de origem nigeriana tem sido associada com formas
variantes de vicilinas 7S, que sédo dificilmente digeridas pelas proteases
intestinais do inseto, levando-o a uma condicdo de desnutricdo e
eventualmente sendo lesiva ao desenvolvimento do bruquideo (MACEDO et
al.,, 1993; SALES et al., 1992). Ja para os cultivares Pajeu, Guariba,
Tucumaque e Xiquexique BRS, CRUZ et al. (2016) sugeriram que seus
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mecanismos de resisténcia atuam atraves da reducdo da capacidade digestiva
das larvas de C. maculatus. Mais recentemente KUNZ et al. (2017) sugeriram
que a internalizacdo de vicilinas é feita por endocitose mediada por um receptor
de membrana nos enterécitos do intestino médio de larvas de C. maculatus.

Outras espécies tém sido estudadas, com objetivo de se descobrirem
novas moléculas téxicas a C. maculatus. Estudos mostraram que o tegumento
das sementes de P. vulgaris apresenta alguma forma de barreira quimica ao
desenvolvimento pds-embrionario (larval) do besouro C. maculatus. Acredita-se
que essa toxicidade seja causada pela reducdo da atividade das proteases
digestivas deste inseto (DE SA et al., 2014), mas a natureza quimica de tal
toxicidade ndo foi identificada. Uma lectina (CrataBL), com potencial para
controle do desenvolvimento larval de C. maculatus, foi também isolada da
casca de sementes de Crataeva tapia. Os autores mostraram que esta lectina,
a qual agiria como uma proteina multifuncional, foi capaz de reduzir a atividade
proteolitica de proteases cisteinicas intestinais do inseto (NUNES et al., 2015).
Foi relatada também uma proteina de ligacdo a quitina na casca de sementes
de Albizia lebbeck, que se mostrou semelhante a uma protease cisteinica e
com atividade toxica para C. maculatus. Entende-se gque esta toxicidade possa
ser devida a sua ligacdo a quitina na superficie do intestino médio das larvas,
atuando com acao antinutricional (SILVA et al., 2016), visto que o gel peritrofico
que reveste o intestino médio deste inseto, possui quitina em sua composi¢cao
(Sales et al., 2000).

1.3.2 Tribolium castaneum

O besouro T. castaneum pertence a familia Tenebrionidae, da ordem
Coleoptera. Larvas e adultos sdo conhecidos como pragas secundarias
importantes no armazenamento de cereais moidos, tais como farelos e
farinhas. Este se tornou um excelente modelo de inseto, para o qual diferentes
ferramentas moleculares foram bem estabelecidas, visto que seu genoma esta
bem caracterizado (TRIBOLIUM GENOME SEQUENCING CONSORTIUM,
2008). As fases de larva, pupa e adultos sao facilmente observaveis. No

entanto, os ovos sdo de dificil controle, por causa de seu tamanho muito
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pequeno e de sua adesdo aos graos de farinhas e farelos, o que torna muito
dificil sua identificacdo. Em moinhos de farinhas, o controle de infestacéo por
esta praga é feito com fosfina, mas ja se tém relatos de resisténcia adquirida
pelo besouro T. castaneum a essa substancia, o que torna necessario o estudo
de novas formas de controle do mesmo (BROWN et al., 2009; FABRES et al.,
2014; TABUNOKI et al., 2016).

O ciclo de vida desta espécie € mostrado na figura 2.

Figura 2: Representacdo esquematica do ciclo de vida do inseto T. castaneum. 1-
Inseto adulto, 2- Acasalamento, 3- Postura dos ovos na farinha de trigo, 4- Larva
formada, 5- Pupa fémea (figura 5A), 6rgdos genitais destacados em laranja e
indicados pela seta branca; pupa macho (figura 5B), ndo possui 6rgao genital
pareado como a fémea. 1Imagens 1, 2 e 3 disponiveis em:
https://www.google.com.br/search?g=tribolium+castaneumé&source=Inms&tbm=isch&s
a=X&ved=0ahUKEwjgzLT310bYAhUCQ5AKHRzOAYcQ _AUICigB&biw=1366&bih=6
62, acesso em: 20/01/2018 as 11:40 h. Imagem 4, autoria propria, durante o
acompanhamento de um experimento. Imagem 5 disponivel em: https://science-
explained.com/techniques/rna-interference-in-tribolium/, acessada em: 20/01/2018 as
11:47 h.


https://www.google.com.br/search?q=tribolium+castaneum&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjgzLT31ObYAhUCQ5AKHRzOAYcQ_AUICigB&biw=1366&bih=662
https://www.google.com.br/search?q=tribolium+castaneum&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjgzLT31ObYAhUCQ5AKHRzOAYcQ_AUICigB&biw=1366&bih=662
https://www.google.com.br/search?q=tribolium+castaneum&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjgzLT31ObYAhUCQ5AKHRzOAYcQ_AUICigB&biw=1366&bih=662
https://science-explained.com/techniques/rna-interference-in-tribolium/
https://science-explained.com/techniques/rna-interference-in-tribolium/

Estudos tém sido feitos para identificar moléculas toxicas ao besouro T.
castaneum. Como exemplo, uma lectina isolada de Artocarpus hirsuta mostrou
um efeito de retardo no desenvolvimento durante todo o ciclo de vida pos-
embrionario deste inseto (larva, pupa e adulto), bem como um efeito deletério a
fertilidade de fémeas adultas. Acredita-se que a ligacdo da lectina a receptores
de carboidratos, atrapalha o fornecimento de glicose para a formacdo de
quitina (GURJAR et al., 2010). Foi relatado também que a combinacdo de
inibidor de protease cisteinica com inibidor de protease serinica foi mais eficaz
para retardar o crescimento e desenvolvimento de larvas do besouro T.
castaneum, do que dietas que tenham apenas um dos inibidores (OPPERT et
al., 1993).

1.4 Clitoriafairchildiana

Nossa planta modelo é uma espécie ndo domesticada, da familia
Fabaceae — Papilionoidae, popularmente conhecida como faveira, sombreiro
ou palheteira. Esta é nativa da regido amazbnica e muito utilizada em
programas de arborizacdo urbanos e rurais nas regidbes Sudeste e Norte do
Brasil (DUCKE, 1949; LORENZI, 1992).

Configura-se como uma espécie de porte arbéreo, de copa volumosa e
produtora de flores atroviolaceas que se derivam em frutos deiscentes
(DUCKE, 1949; LORENZI, 1992). Produz sementes orbiculares e plano-
convexas, exalbuminosas, revestidas por tegumentos castanho-esverdeados;
possui cotilédones livres como principais 6rgdos de reserva e o embrido €
invaginado, sendo assim, a anatomia destas sementes segue o padrdo da
maioria das leguminosas (SILVA & MORO, 2008; GONCALVES et al., 2014). A

figura 3, abaixo, ilustra a descricéo feita:



Figura 3: Representacdo esquematica de diferentes fases do ciclo de vida de C.

fairchildiana. 1- Arvore adulta, 2- Flores, 3- Vagem verde, 4- Vagem seca, 5- Vagem
seca e aberta dispersando as sementes, 6- Sementes dispersas e 7— Semente
germinando. Imagens disponiveis em:
https://www.google.com.br/search?g=Clitoria+fairchildiana&source=Inms&tbm=isch&sa=
X&ved=0ahUKEwjstqyNObYAhULgpAKHfnaAPwQ _AUICigB&biw=1366&bih=662

acesso em: 20/01/2018 as 11:34 h.

1.4.1 Potencial biotecnolégico das sementes do género Clitoria

Diversos trabalhos vém mostrando a presenca de algumas familias de
proteinas toxicas em sementes de Clitoria. Foi relatada a existéncia de um
inibidor de proteases (tripsina e quimotripsina) em sementes de C. fairchildiana,
que exibe efeitos antinutricionais sobre as larvas de Anagasta kuehniella,
Diatraea saccharalis e Heliothis virescens reduzindo em 76%, 59% e 49%
respectivamente, a atividade das proteases intestinais, da classe tripsina,
destes insetos (DANTZGER et al., 2015). Foi relatada ainda a existéncia de
uma proteina altamente basica de sementes de C. ternatea, designada

“finotina". Esta mostrou um amplo e potente efeito inibitério para fungos
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https://www.google.com.br/search?q=Clitoria+fairchildiana&source=lnms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEwjstqyN0bYAhULgpAKHfnaAPwQ_AUICigB&biw=1366&bih=662

patogénicos de plantas (Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Colletotrichum
lindemuthianum, Lasiodiplodia theobromae, Pyricularia grisea, Bipolaris oryzae
e Colletotrichum gloeosporioides), tem potencial para inibir o patdégeno
bacteriano Xanthomonas axonopodis e apresenta também potentes
propriedades inibitérias contra os bruquideos do feijdo Z. subfasciatus e
Acanthoscelides obtectus (SEGENET et al., 2004). Em um trabalho prévio de
NOSsSO grupo de pesquisa constatou a presenca de um inibidor de tripsina de 13
kDa em sementes de C. fairchildiana, o qual foi capaz de reduzir em 87,93% a
atividade de enzimas digestivas de larvas de 4° instar de Aedes aegypti
(OLIVEIRA etal., 2015).

Adicionalmente, ha relatos na literatura onde se identificaram proteinas
classicamente envolvidas com defesa vegetal em sementes do género Clitoria,
mas cujos resultados ndo apresentaram dados de acdo bioldgica destas
proteinas sobre organismos predadores de plantas. LEITE et al. (2012),
isolaram lectinas a partir de sementes de C. fairchildiana. Estas foram
identificadas, em gel de eletroforese, como duas bandas com
aproximadamente 100 e 116 kDa, capazes de aglutinar eritrocitos de coelho e
ainda apresentavam atividade anti-inflamatéria. Em um outro trabalho NAEEM
et al. (2007), mostraram uma lectina de sementes de C. ternatea, capaz de
aglutinar eritrocitos humanos e com especificidade de ligacdo a acglcares do
grupo Gal/Gal NAc.

Além de proteinas com potencial inseticida, compostos do metabolismo
secundario, tais como o0s rotendides 11-desoxiclitoriacetal e 6-
desoxiclitoriacetal, com atividade inseticida, também foram descritos em
sementes de C. fairchildiana (MATHIAS, 1998).

Como reforco a nossa hipotese de que as sementes de espécies do
género Clitoria possuem um vasto arsenal quimico, com potencial inseticida
ainda pouco estudado, foram depositadas duas patentes (US 20160174571 Al
e WO 2012113017 Al) de inseticidas produzidos com extrato de Clitoria
ternatea, cuja composicdo € descrita como baseada em Compostos
Secundarios de Plantas (SPC do inglés Secondary Plant Compounds), que
interferem com a oviposicdo e / ou impedem que insetos se alimentem de
plantas tratadas com este extrato (MENSAH, 2012 e 2016).
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Nosso interesse central na espécie C. fairchildiana é devido a auséncia
de estudos relatando pragas predadoras de suas sementes e também no fato
de que ndo foi observado nenhum indicio de predacdo das mesmas em
individuos desta espécie, regularmente monitorados por pesquisadores de
nosso grupo de pesquisa, ao longo de dois anos. As Unicas pragas da espécie
relatadas, na literatura, foram de insetos desfolhadores (Euphalerus clitoriae,
Urbanus acawoios e Hyperchiria incisa) que atacam a copa destas arvores,
podendo causar-lhes sérios danos (TREVISAN et al., 2004; MAGISTRALI et
al., 2009; ZANUNCIO et al., 2013).

Por este motivo, neste estudo levantamos a hipétese de que as
sementes desta espécie apresentam um grande e ainda quase inexplorado
arsenal quimico de defesas, dentre estas, proteinas com potenciais praguicidas
e pesticidas. Sendo assim, a identificacdo de proteinas relacionadas a tal
capacidade defensiva destas sementes, poderia ser de grande valia tanto para
programas de transformacgdo de culturas de relevancia agrondmica, como ao

desenvolvimento de novas formulacbes de inseticidas.

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente pesquisa foi avaliar o potencial téxico de
proteinas de cotilédones de sementes de Clitoria fairchildiana ao
desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos Callosobruchus maculatus e

Tribolium castaneum.

2.2 Objetivos especificos

« Extrair diferentes fracdes de proteinas dos cotilédones das sementes de
C. fairchildiana, separadas com base em suas propriedades de

solubilidade em diferentes solventes;

. Testar o efeito da incorporacdo, na dieta dos insetos, de diferentes
concentracdes das fracBes de proteicas extraidas previamente, sobre o

desenvolvimento dos insetos modelo.
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o Analisar os parametros de oviposicdo, ganho de massa das larvas,
duracéo dos estagios de vida e sobrevivéncia dos insetos submetidos as

diferentes dietas;

. Caracterizar parcialmente proteinas eventualmente responsaveis pela

toxicidade aos insetos.

3 Materiais e Métodos

3.1 MateriaisBiologicos
3.1.1 Clitoria fairchildiana R. A. Howard (Fabaceae)

As sementes sdo dispersas apenas no més de junho, foram coletadas
nas cidades de Apiaca e Mimoso do Sul, no sul do estado do Espirito Santo.
Em seguida, foram secas por 24 horas em uma estufa com temperatura
controlada a 28 °C, para melhorar as condicbes de armazenamento e

posteriores trabalhos.

3.1.2 Callosobruchus maculatus

Os insetos utilizados no projeto foram obtidos a partir de uma colbnia
estabelecida no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e Peptideos,
Centro de Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. Para criacéo e
manuteng&do da colonia de insetos foram utilizadas sementes de V. unguiculata
em potes de vidro a 28 °C e umidade relativa de 60 a 80%, dentro de uma

incubadora do tipo BOD.

3.1.3 Tribolium castaneum
Os insetos utilizados neste trabalho foram obtidos a partir de uma

colénia que foi mantida no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e
Peptideos, Centro de Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, Brasil. Farinha
de trigo da marca Util foi utilizada para alimentacdo destes insetos da colénia,

gque sdo mantidos em estufa BOD a 30 °C.
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3.2 Extracao de proteinas das sementes de C. fairchildiana

O fracionamento de proteinas foi realizado de acordo com o método
citado e modificado por LUO et al. (2014).

Cotilédones de sementes quiescentes foram triturados até a obtencéo de
uma farinha fina, através do uso de um moedor de sementes do tipo moinho de
facas SL — 30 SOLAB e subsequente peneiramento, através de peneira de
malha de 48 mesh.

Vinte gramas de farinha de cotilédones foram extraidos sequencialmente
com o0s seis solventes listados abaixo (200 mL de cada, a temperatura
ambiente) e posteriormente centrifugados a 10.000 x g por 20 min a 4 °C,

sendo o sobrenadante reservado ap0s cada passo.

Farinha de cotilédones de sementes de C. fairchildiana

p— 2 propanol 60% Tampéo borato (3),1 M,
_ 1%p. pH10.8 +1%
2-propanol borato 0.1 M, B-mercaptoethanol
B0 || NaCl0sM 60% pH10.8 mercaptoethanol ¢ 1% SDS
Albuminas Globulinas Kafirinas Glutelinas Kafirinas Glutelinas
(F1) (F2) (F3) (F4) ¢/ ligagdes cruzadas ¢/ ligagdes cruzadas

I | i -

I |
Os sobrenadantes foram centrifugados a .

10,000 x g 20 min 4° C e reservados.

& -
F

-

Sobrenadantes foram liofilizados e armazenados.

Figura 4. Representacdo esquematica da extracdo das seis classes de proteinas de

acordo com sua solubilidade. Albuminas (F1) em agua; Globulinas (F2) em NaCl

0,5M; Kafirinas (F3) em 2-propanol 60%,; Glutelinas (F4) em tampao borato 0,1

M, ph 10.8; Kafirinas com ligagbes cruzadas (F5) em 2-propanol 60% + 1% (-

mercaptoetanol e Glutelinas com ligagbes cruzadas (F6) em tampao borato 0,1

M, ph 10.8 + 1% B-mercaptoetanol + 1% de dodecil sulfato de sodio (SDS).
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Inicialmente, a farinha foi ressuspensa em agua destilada a temperatura
ambiente (razdo 1:10 m/v), sob agitacdo, durante 30 min. Repetimos essa
etapa com o sedimento obtido e a fracdo solivel final foi denominada
albuminas (fracdo 1). O sedimento foi extraido sequencialmente com as

seguintes solu¢des: NaCl 0,5 M durante 60 min (a fracdo solavel
resultante sdo as globulinas; fracdo 2); 2-propanol a 60% (v/v) durante 4 h (a
fracdo soluvel resultante foram as kafirinas; fracdo 3); tampéo borato 0,1 M,
pH 10,8, durante 4 h (a fracdo soltvel resultante foram as glutelinas; fracao 4);
2-propanol a 60% com 1% de B-mercaptoetanol durante 4 h (a fragdo sollvel
resultante foram as kafirinas com ligagcfes cruzadas; fracdo 5); e tampéo
borato 0,1 M, pH 10,8, contendo 1% de B-mercaptoetanol e 1% de dodecil
sulfato de sodio (SDS), durante 18 h (a fracdo sollvel resultante foram as
glutelinas com ligagbes cruzadas; fracdo 6). Todas as fracdes reservadas

foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C.

3.3 Dosagemde proteinas

Foi feita a determinacdo da concentracdo de proteinas das amostras
pelo método do acido bicinconinico (BCA), descrito por SMITH et al. (1985),
sendo utilizada albumina sérica bovina para a curva padrdo. As leituras foram
feitas no espectrofotdometro modelo Thermo Plate — TP Reader, a 540 nm.

Foi utilizado também o NanoDrop 2000 para dosagens de proteinas, de
acordo com padrdes estabelecidos pelo equipamento e a leitura foi feita a 280

nm.

3.4 Visualizacao das proteinas por SDS-PAGE

Todas as fragcBes proteicas isoladas foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, na presenca de dodecil sulfato de soédio (SDS —
PAGE), segundo o método descrito por LAEMMLI (1970). O gel final foi
composto por um gel separador e um gel concentrador. As amostras foram
misturadas ao tamp&o de amostra (glicerol 12%, SDS 4%, B-mercaptoetanol
1%, Tris-HCL 50 mM, pH 6,8 e azul de bromofenol 1%) e entdo aplicadas nas
raias do gel. A corrida eletroforética foi realizada a, aproximadamente, 100 V.

Apos a corrida, o gel foi corado com azul brilhante de Coomassie R-250 e
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entdo descorado com uma solugdo de metanol 40% e &cido acético 10%, antes
de ser fotografado.

Todas as fragbes proteicas isoladas foram também submetidas a
eletroforese em gel de tricina-SDS-poliacrilamida como descrito por
SCHAGGER & VON JAGOW (1987). Utilizamos uma concentracdo de
acrilamida 16,5% T (T = concentracdo total de acrilamida e bis-acrilamida); 3%
C (C = concentracdo do agente de crosslinker - bis-acrilamida - em relacao a
concentracdo total de T) para o gel fracionador e uma concentracdo de 49%T,
3%C para o gel concentrador. Trabalhamos com dois tampdes de corrida,
sendo um tampdo catodo e o outro anodo. O tampdo anodo foi colocado no
polo negativo e o tampao catodo foi colocado no polo positivo da cuba. Apo6s a
corrida, o gel foi lavado com agua por 15 min (2 vezes) e mantido em solugéo
fixadora contendo metanol, acido acético, agua (40:10:50%) v/v por 30 min.
Esta solugcdo foi entdo descartada e adicionada uma solucdo contendo
Coomassie Brilliant Blue R 250 0,25 % por 1 h sob leve agitacdo. O gel foi
entdo descorado com solucdo de metanol 40% e acido acético 10% (V/V)
trocando esta solugdo a cada intervalo de 30 min, até se atingir a visualizacao
das bandas proteicas.

A precipitagdo por nitrato de prata também foi utilizada em alguns
momentos deste trabalho, seguindo-se a metodologia de DUNN et al. (2001).
Nesse processo, 0s geis foram postos em uma solucao fixadora (metanol 50%,
acido acético 12%, formol 37%) por 1 h. Apés isso, foram lavados com solucéo
de etanol 50% durante 20 min por duas vezes e em seguida, lavados com uma
solugdo de etanol 30% durante 20 min. Subsequentemente, foram realizadas
trés lavagens com agua destilada de 20 min, cada. Ao gel foi entdo adicionada
a solucao de nitrato de prata (200 mg/100 mL) com mais 75 pL de formol, o que
foi seguido por duas lavagens com agua destilada por 20 s, cada. Em seguida,
ao gel foi adicionada uma solucao reveladora composta de carbonato de sodio
(6 g/100 mL), formol (50 uL) e 400 pL de tiossulfato de sédio (1 mg / mL), até o
aparecimento das bandas. Entdo, a solucéo fixadora foi adicionada novamente
para parar a reacdo da solucdo com as bandas dos géis, e procedidas trés

novas lavagens com agua destilada de 1 min, cada uma. O gel foi armazenado
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com uma solucdo de glicerol 2% por um periodo de 1 h e entdo registrar a

imagem.

3.5 Incorporacéodas fragcdes proteicas em sementes artificiais

Para avaliar o potencial bioinseticida das fracGes proteicas contra C.
maculatus, estas foram incorporadas em sementes artificiais como descrito por
DE SA et al, (2014). Cada semente tem 400 mg, contendo farinha de V.
unguiculata cv. Fradinho (dieta preferencial de C. maculatus) e adicbes de
concentracbes crescentes das fracbes (0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e
0,5%). Primeiramente, uma mistura homogénea da farinha de cotilédones de
Vigna, com as fragcdes adicionadas nas diversas concentragdes, foi introduzida
em um molde cilindrico e entdo prensada, com o auxilio de uma prensa
manual. As sementes artificiais foram entdo retiradas do molde e expostas a
fémeas adultas de dois dias de idade e mantidas ali, por um periodo de 24 h,
para permitir oviposicdo sobre as sementes. ApOs esse tempo, as sementes
foram desinfestadas e o numero total de ovos postos sobre a semente foi
contado. O excesso de ovos foi removido com o auxilio de uma agulha fina, e
um maximo de trés ovos foi mantido em cada semente. Apés 18 dias de
incubacdo das sementes em camaras BOD, sob controle de temperatura a 28
°C e umidade de 60-80 %, as sementes foram abertas para a contagem e
pesagem das larvas sobreviventes. Foram comparados os dados obtidos a
partir dos experimentos controle (sementes contendo apenas farinha de
cotiléedones de V. unguiculata) e testes (sementes artificiais com adicdo de
fracbes proteicas misturadas em farinha a base de V. unguiculata) e
estatisticamente analisados.

Outras baterias idénticas de ensaio foram realizadas, excetuando-se
pelo fato de que foram utilizadas as fracbes cromatograficas na concentracéo

de 0,05% por semente e foram feitas 5 sementes para cada fracao.
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3.6 Incorporacdo de farinha e fragcbes proteicas na
alimentacdo de T. castaneum

A fim de avaliar o potencial inseticida destas fracbes sobre o
tenebrionideo T. castaneum, um teste preliminar de incorporagdo da propria
farinha de cotilédones das sementes de C. faichildiana na alimentacdo do
inseto foi realizado. Para isso, utilizamos 10 g de farinha de trigo em cada pote
(dieta base do inseto), aos quais acrescentamos 10%, 20% e 30% de farinha
de cotilédones de C. faichildiana e colocamos 15 larvas pré-eclodidas de T.
castaneum, em cada pote. Guardamos as misturas de farinhas contendo as
larvas numa estufa BOD a 30° C. ApoOs 15 dias, analisamos a sobrevivéncia
das larvas e retornamos as sobreviventes para as mesmas condi¢cdes de
incubacdo previamente descritas, até completarem-se 30 dias. As larvas
sobreviventes foram pesadas tanto apds o primeiro intervalo de 15 dias, como
apos os 30 dias do experimento. Também foram testadas as fracdes proteicas
de cotilédones de C. fairchildiana, onde foram homogeneamente misturadas 3
g de farinha de trigo (dieta preferencial de T. castaneum) com adi¢cdes de 5%
de cada uma das fracdes. Em seguida, foram adicionadas cinco larvas recém
eclodidas de T. castaneum na mistura preparada previamente. Essa mistura
com as larvas foi armazenada em camara BOD, sob controle de temperatura e
umidade, e a cada cinco dias durante um periodo de 30 dias as larvas
sobreviventes foram contadas (utilizando lupa estereoscoépica) e pesadas. Os
dados obtidos a partir dos experimentos controle (farinha de trigo pura) foram
comparados com os testes (fracdes proteicas misturadas a farinha de trigo) e
estatisticamente analisados (FABRES et al., 2014).

3.7 Isolamento das proteinas toxicas aos insetos
As fracBes proteicas que mostraram maior toxicidade aos insetos

passaram por posterior fracionamento por cromatografia de exclusdo molecular
em uma coluna de Sephadex G-50, na qual aplicamos 40mg de amostra / 1ml
de tampéo fosfato de sodio, para ambas as amostras F1 e F3 e utilizamos
como eluente, tampédo fosfato de sddio 100 mM, com NaCl 100 mM, pH 7,6.
Foram coletados 700 pL por minuto e as fracbes coletadas foram lidas sob

comprimento de onda de 280 nm, em espectrofotbmetro Shimadzu
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(DANTZGER et al., 2015). Os picos resultantes foram dialisados e liofilizados.
As fracdes proteicas separadas foram novamente incorporadas na alimentacao
dos insetos para avaliacdo de suas toxicidades como descrito no item 4.6. Todo
0 processo de fracionamento foi monitorado pela visualizacdo proteica das

diversas fracbes obtidas por SDS — PAGE.

3.8 Caracterizacado defracfes proteicas toxicasaos insetos

3.8.1 Ensaio de atividade inibitéria de proteases cisteinicas
A atividade inibitoria de proteases cisteinicas foi determinada de acordo

com o método descrito por MICHAUD et al. (1994). Inicialmente uma curva de
atividade papainasica foi realizada, com o intuito de se determinar a
concentracdo ideal da papaina comercial (Sigma), usada como referéncia
enzimatica controle, a ser utilizada nos ensaios de inibicdo desta enzima pelos
provaveis inibidores contidos nas amostras. As atividades inibitérias de papaina
das fracbes proteicas obtidas foram medidas através do uso do substrato
azocaseina, em pH 5,6 (indicado para proteases cisteinicas semelhantes a
papaina). As reacdes foram realizadas incubando-se 80 pL de azocaseina 1%
(dissolvida em tampéo citrato-fosfato 100 mM com DTT 1,5 mM e 0,1% Triton
X-100 pH 5,6), 11 pL de papaina comercial (solucdo estoque 1mg/s5ml de
tampéo citrato-fosfato 100 mM com DTT 1,5 mM e 0,1% Triton X-100 pH 5,6),
com 209 pL de tampéo citrato-fosfato e com 100 pL da fonte de inibidores
(fracbes proteicas, resuspensas em tampao citrato-fosfato), perfazendo um
volume total de ensaio de 400 pL. Apds a incubacdo a 37 °© C em banho-maria
por 1 h, a reacdo foi parada pela adicdo de 300 pyL de acido tricloroacético
(TCA) 10%. Logo em seguida, a solugéo foi centrifugada por 5 minutos a 10600
X g. Apos a centrifugacdo, 350 uL do sobrenadante foram transferidos para um
novo microtubo e a este foram adicionados 350 puL de NaOH 1 M. As amostras
finais foram avaliadas por leitura espectrofotométrica a 440 nm. Uma unidade
de atividade inibitéria de papaina (UIP) foi arbitrariamente definida como aquela
responsavel por uma reducdo de 0,05 na absorbancia, em relacéo a leitura das

amostras controle (com papaina e auséncia de inibidor).
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3.8.2 Ensaio de atividade inibitéria de proteases serinicas
As atividades inibitérias de proteases serinicas das fragBes proteicas

obtidas foram medidas através do uso do substrato cromogénico DL- BApNA
como descrito por (DEMARTINI et al., 2007). Cerca de 100 pL da fonte de
inibidores (fracdes proteicas) foram adicionadas a 200 pL de Tris/HCL (Tris 50
mM, CaCl2 0,02 M e NaCl 0,15 M), pH 8,0, com 9 L da tripsina comercial
(solucéo estoque 1 mg/Iml de Tris/HCL) e foi incubado por 10 minutos a 37 °C,
em seguida acrescentamos 25 pL de BApNA 5 mM (dissolvido em DMSO), e
incubamos a 37 °C por 30 min. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 100 pL
de &cido acético 30% e a p-nitroanilida liberada foi lida a 405 nm. Uma curva
padrdo também foi inicialmente feita, usando-se tripsina como referéncia
enzimatica controle, a exemplo do ja descrito para o ensaio anterior (4.8.1.).

Uma unidade de atividade inibitéria de tripsina (UIT) foi arbitrariamente
definida como aquela responséavel por uma reducdao de 0,05 na absorbancia,
em relacdo a leitura das amostras controle (com tripsina e auséncia de
inibidor).

3.9 Métodos de analises estatisticas realizadas
Os métodos de anadlise estatistica utilizados foram o ANOVA (Tukey's

Multiple Comparison) onde P<0,0001 e o Teste T de Student onde P<0,05,

ambos foram feitos utilizando o GraphPad Prism 5.

4 Resultados

4.1 Extracdo e dosagem proteica das fragcdes obtidas de
cotilédones de sementes de Clitoria fairchildiana

Foi feita a extracdo de seis fracBes de proteinas a partir de cotilédones
de sementes de C. fairchildiana, denominadas F1 (albuminas), F2 (globulinas),
F3 (kafirinas), F4 (glutelinas), F5 (kafirinas com ligacbes cruzadas) e F6
(glutelinas com ligagdes cruzadas). Em seguida, foi feita a quantificacdo do
conteudo proteico das fracdes pelo método do &cido bicinconinico (BCA) (figura
4). Nesta figura é possivel constatar que os mais altos niveis de proteina,
usando-se o método citado, foram detectados na fracdo albuminica (F1),
seguida pela fracdo das kafirinas com ligacdes cruzadas (F5). Os mais baixos

niveis foram detectados na fracao das kafirinas (F3).
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0.8 Bl F1 (Albuminas)
HEl F2 (Globulinas)

g Bl F3 (Kafirinas)
g 0.6 L B F4 (Glutelinas)
% I F5 (kafirinas com ligag6es
g 0.4+ cruzadas)
g’ Bl F6 (Glutelinas com ligagbes
S 0.2 cruzadas)
3.

Fracdes (F)

Figura 5: Visualizacdo grafica da quantificagcdo de proteinas das diferentes fracdes
pelo método de BCA, descrito por Smith (1985). (n=3).

4.2 Visualizacdodo perfil proteico das fragcdes previamente
extraidaspor SDS-PAGE

A figura 5A mostra o perfil eletroforético das proteinas presentes nas
varias fracdes obtidas a partir da extracdo diferencial da farinha de cotilédones
de C. fairchildiana, em gel de poliacrilamida 12%. Na imagem, podemos
observar uma banda majoritaria de aproximadamente 100 kDa presente em
quase todas as fracdes e um perfil, de forma geral, relativamente distinto entre
as fracoes. Também foi possivel verificar que ndo apareceu nenhuma banda
proteica na fracdo F3 (kafirinas), o que nos levou a investigar a possivel
presenca de proteinas de massa molecular menor. Assim, visualizamos o perfil
das proteinas de massa molecular menor em gel de tricina-SDS-PAGE, onde
observamos diversas bandas proteicas em todas as fragbes, inclusive na
fracdo F3 (figura 5B). Observamos também que algumas proteinas desta
fragdo puderam ser melhor visualizadas utilizando-se a metodologia de
precipitacdo por nitrato de prata (figura 5C). No entanto temos também uma
banda com aproximadamente 6 kDa na fragdo F3, visualizada com a coloracao
por Coomassie Brilliant Blue, que ndo aparece na precipitacdo com prata (seta
na Figura 5B). As fracdes F1, F2, F4 e F5, quando separadas neste gel Tricina-
PAGE, revelaram a presenca de uma banda proteica de cerca de 12 kDa, ndo

observada por SDS-PAGE (cabeca de seta, na figura 5B).
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Figura 6: Visualizacao eletroforética do perfil proteico das fragdes de cotilédones de C. fairchildiana. A — SDS-PAGE em gel a 12%; MM -

marcadores de massa molecular de 20 a 220 kDa. B - Tricina-SDS-PAGE, e gel corado com Coomassie Brilliant Blue, revelaram a presenca
de uma banda proteica de cercade 12 kDa (cabecade seta > ). C — Tricina — SDS —PAGE, e gel revelado com nitrato de prata. Em ambos
painéis B e C, MM representam marcadores de massa molecular de a kDa.
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4.3 Efeito de diferentes concentracdes das fracdes proteicas
de cotilédones de C. fairchildianasobre o desenvolvimento
de Callosobruchus maculatus

As fracBes proteicas de cotilédones de C. fairchildiana, uma vez
guantificadas e visualmente analisadas, foram submetidas a testes para avaliar
a sua capacidade de interferir com o desenvolvimento do bruquideo C.
maculatus. Foram feitos experimentos de sementes atrtificiais, onde foi feita a
incorporacdo de diferentes concentracdes (0,05%, 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4% e
0,5%) das fracbes proteicas, em 400 mg de farinha de cotilédone de V.
unguiculata. A partir dos resultados obtidos (figura 6), observamos que todas
as fracBes de proteinas apresentaram efeitos toxicos sobre o desenvolvimento
das larvas, visto que o peso das larvas diminui consideravelmente. Estes dados
revelam um elevado potencial de controle do desenvolvimento de C. maculatus
para proteinas presentes em cotilédones de C. fairchildiana. As fracbes F1
(albuminas) e F3 (kafirinas) mostraram os maiores niveis de toxicidade, visto
gue ndo houve sobreviventes acima da concentracdo de 0,1%. Estas fracoes,
quando incorporadas ao nivel da mais baixa concentracdo testada, de 0,05 %,
levaram a reducdes no peso larval de mais de 50%. Foram feitos dois ensaios

separados, cada um com trés sementes para cada fracao.
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Figura 7: Média do peso das larvas de C. maculatus alimentadas com as fra¢fes proteicas F1, F2, F3, F4, F5 e F6 de cotilédones de C.
fairchildiana, em sistema de sementes artificiais. C — controle. As letras a e b representam diferencas estatisticas significativas de acordo
com 0 ANOVA (Tukey's Multiple Comparison) (P<0.0001) (n = 6 x 3 = 18, onde seis é o nUmero de sementes por concentra¢do e trés, o
numero de ovos em cada semente). * ndo houve sobrevivente nesta concentracdo
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A partir destes resultados prévios, selecionamos as fracdes F1
(albuminas) e F3 (Kafirinas) para avaliarmos melhor seus efeitos, em estudos
subsequentes. Realizamos novos experimentos de sementes artificiais, onde
incorporamos as menores concentracdes usadas no experimento anterior, de
0,05%, 0,1% e 0,2%, em 400 mg de farinha de cotilédone de V. unguiculata,
sendo que nesta nova bateria de experimentos, foi feito um Unico ensaio onde
aumentamos o numero de sementes para cinco, para cada fracdo. Os
resultados (figura 7) reforcaram a natureza altamente tdxica destas fracdes, em
especial da F3, que quando incorporada em concentracoes de 0,05% da
massa da semente foi capaz de reduzir em cerca de 75% a massa larval dos
insetos. Em concentragcbes de 0,1%, a fracdo F3 aboliu por completo o

desenvolvimento larval.
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Figura 8: Sobrevivéncia (figura 6A) e média do peso (figura 6B) das larvas de C. maculatus alimentadas com as fra¢des proteicas F1 e F3 de
C. fairchildiana, em sistema de sementes atrtificiais. C — controle. As letras a, b e ¢ representam diferencas estatisticas significativas de acordo

com o ANOVA (Tukey's Multiple Comparison) (P < 0.0001). (n = 5 x 3 = 15, onde cinco é o niumero de sementes por concentracdo e trés, o
nuimero de ovos em cada semente). * ndo houve sobreviventes nesta concentracao.
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4.4 Separagéao cromatograficapor exclusdomolecular das
proteinastoxicas

Uma vez identificadas as fragdes proteicas com maior toxicidade para C.
maculatus, passamos para a fase de isolamento destas proteinas. Para isso,
fracionamos as fracBes F1 (albuminas) e F3 (kafirinas) em cromatografia de
exclusdo molecular, numa coluna de Sephadex G-50, conforme mostram as
Figuras 8 e 9, respectivamente.

Para a fracdo F1 (figura 8), obtivemos quatro picos que chamamos de
P1,P2, P3eP4.

Ja para a fracdo F3 (figura 9), tivemos apenas trés picos, que chamamos
de P1, P2 e P3.

181 P4
1,4 -
1,2 - P1

ok ' P3
0,8 -
0,6 -

0,4 4  §

02 - i» P2
0

Ll Ll

0 50 100 150 200 250

Absorbancia (280 nm)

N° de tubos coletados

Figura 9: Cromatografia da fracdo 1 (albuminas) em coluna de exclusdo molecular
Sephadex G50 (eluente tampéo fosfato de sédio 100 mM NaCl 100 mM, pH 7,6).

Fluxo de 700 pL por minuto. P1, P2, P3 e P4 sao as fragOes coletadas, lidas em
espectrofotdmetro a 280 nm.
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Figura 10: Cromatografia da fragdo 3 (albuminas) em coluna de exclusdo molecular
Sephadex G50 (eluente tampéo fosfato de sédio 100 mM NaCl 100 mM, pH 7,6).
Foram coletados 700 pL por minuto. P1, P2 e P3 séo as fracdes coletadas, lidas em

espectrofotbmetro a 280nm.

4.5 Efeito de diferentes concentracbes das fracOes
cromatogréaficas sobre o desenvolvimento de Callosobruchus
maculatus

As fracdes cromatograficas foram incorporadas na alimentacdo dos
insetos, por novos experimentos de sementes artificiais, na concentragdo de
0,05% em 400 mg de farinha de cotilédone de V. unguiculata. Pode-se
observar na figura 10 que todos os picos referentes a fragdo F1 mostram
toxicidade as larvas de C. maculatus. No entanto, o pico P1 mostrou maior
toxicidade, visto que o peso larval reduziu drasticamente (86,6%), como
indicado pelas setas. Foram feitos dois ensaios separados, cada um com cinco

sementes para cada fragao.
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Figura 11: Média do peso das larvas de C. maculatus alimentadas com os picos
cromatograficos da fragcdo proteica F1 de C. fairchildiana, em sistema de sementes
artificiais. C — controle. *representa diferencas estatisticas significativas de acordo com
0 Teste T de Student (P < 0.05). (n = 10 x 3 = 30, onde 10 é o nimero de sementes

por concentracao e trés, o nimero de ovos em cada semente).

No caso da bateria de sementes artificiais feitas com os picos da fracao
F3, sob as mesmas condi¢cbes descritas anteriormente para F1, observamos
também toxicidade em todos 0s picos, e nesse caso também o pico P1 mostrou
maior toxicidade (figura 11). O peso larval foi consideravelmente menor que os
outros, como mostram as setas, tendo sido reduzido em cerca de 66,1 % em

relacdo ao controle.
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Figura 12: Média do peso das larvas de C. maculatus alimentadas com os picos da
fracdo proteica F3 de C. fairchildiana, em sistema de sementes artificiais. C — controle.
*representa diferencas estatisticas significativas de acordo com o Teste T de Student (P
< 0.05). (n =10 x 3 = 30, onde 10 é o numero de sementes por concentragao e trés, o
numero de ovos em cada semente).

4.6 Visualizacéo eletroforéticadas frac6es cromatograficas

A figura 12 mostra o perfil proteico das fracbes cromatograficas
provenientes da fracdo albuminica F1, obtida a partir de cotilédones de C.
fairchildiana. Podemos observar que o P1 apresenta trés bandas majoritarias
bem definidas, de massas moleculares de aproximadamente 100, 35 e 12 kDa.
Ja em P2 observamos apenas duas bandas, uma mais fraca de massa
molecular de aproximadamente 100 kDa, e uma mais intensa de cerca de 12
kDa. Em P3, ha uma visualizacdo bem fraca de algumas bandas proteicas e

em P4 ndo apareceu nenhuma banda no gel SDS-PAGE.
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Figura 13: Visualizagéo eletroforética do perfil proteico dos picos da fracdo F1 de
cotilédones de C. fairchildiana. SDS-PAGE em gel a 15%; M - marcadores de
massa molecular de 260 a 10 kDa; Gel corado com Coomassie Brilliant Blue.

J4 a figura 13 mostra o perfil proteico dos picos da fragdo F3,
visualizados por SDS-PAGE (painel A) e Tricina-SDS-PAGE (painel B). Fica
claro que na figura 13A ndo aparecem bandas nos picos P1 e P3, o que pode
ocorrer por falta de afinidade da proteina ao corante Coomassie Brilliant Blue.
Por isso, recorremos a coloracdo com nitrato de prata. Na figura 13B, é
possivel observar novas bandas em todos os picos, sendo que P1 apresenta
uma Unica banda em torno de 13 kDa (seta).
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Figura 14: Visualizacdo eletroforética do perfil proteico dos picos da fracdo F3 de
cotilédones de C. fairchildiana. A e B — Tricina-SDS-PAGE em gel a 15%; M -
marcadores de massa molecular de 26,6 a 6,5 kDa. A - gel corado com Coomassie
Brilliant Blue. B - gel revelado com nitrato de prata, P1 apresenta uma Unica banda
em torno de 13 kDa (seta preta).

4.7 Efeito de diferentesconcentracdes dafarinhae das fragcoes
proteicas de cotilédones de Clitoria fairchildiana sobre o

desenvolvimento de Tribolium castaneum

A farinha e as fracdes proteicas de cotilédones de C. fairchildiana foram
também submetidas a testes de sua capacidade de interferir com o
desenvolvimento do inseto T. castaneum. A figura 14A mostra os resultados
do experimento piloto, onde testamos diretamente os efeitos da farinha de
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cotilédones de sementes de C. fairchildiana sobre a sobrevivéncia e o
desenvolvimento larval do inseto. Apdés 15 dias, foi possivel constatar a
sobrevivéncia de praticamente todas as larvas, em todas as concentracbes
(10%, 20% e 30%) de farinha adicionadas. No entanto, o peso larval havia
diminuido em relacdo ao controle feito exclusivamente com farinha de trigo; no
teste com 10% de incorporacao, houve reducéo de 99,37% do peso larval, com
20%, a reducéo foi de 99,56% e com 30%, foi 99,59% (figura 14 B).
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Concentracio de farinha de cotilédones de C. fairchildiana

Figura 15: Sobrevivéncia (A) e peso de larvas (B) de T. castaneum, apos
15 dias de consumo de farinha de cotilédones de C. fairchildiana. (n =5 x 3
= 15, onde 5 é o0 numero de individuos por ensaio e 3 € 0 numero de
ensaios.
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ApOs a nova analise das larvas sobreviventes, em 30 dias de experimento,
observamos que no controle tinhamos 100% de adultos, enquanto que nos
testes, com farinha de cotilédones de C. fairchildiana, ainda existiam insetos
em estagios de larvas e pupas (Figura 15). No teste com 10% de incorporagao
da amostra, havia 26,4% de pupas e 66,7 % de adultos; com 20%, tinhamos
6,7% de larvas, 53,3% de pupas e 20% de adulto, e com 30%, observamos
6,7% de larvas, 60 % de pupas e 13,3 % de adultos.
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Figura 16: Efeito da incorporagdo da farinha de cotilédones de C. fairchildiana sobre a
sobrevivéncia de T. castaneum. (n = 5 x 3 = 15, onde 5 € o0 numero de individuos por
ensaio e 3 € 0 nimero de ensaios.

Quando analisamos os efeitos das fragcbes proteicas, previamente
obtidas, sobre o desenvolvimento de T. castaneum, observamos que todas as
fracbes mostraram toxicidade sobre as larvas, visto que o nimero de larvas
vivas caiu (F1 = 28%, F2 = 54%, F3 = 60 %, F4 = 0%, F5 = 0% e F6 = 0%) e
observamos também que as fracdes F4 (glutelinas), F5 (kafirinas com ligacGes
cruzadas) e F6 (glutelinas com ligacbes cruzadas) mostraram 0S maiores
efeitos deletérios no desenvolvimento larval, visto que ndo houve nenhum
sobrevivente ja a partir de 10 dias de exposicdo a essas fracdes na dieta (figura
16).
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Figura 17: Efeito da incorporacdo das fracdes proteicas de sementes de C.

fairchildiana na sobrevivéncia de T. castaneum. (n = 5 x 3 = 15 onde cinco é o nimero
de individuos por ensaio e trés é o numero de placas para cada frac&o).

Foram analisados ainda os estagios de vida dos insetos em cada
experimento em relagdo ao controle, por 30 dias, num monitoramento
intercalado a cada cinco dias. Observamos que as fracbes F1 (albuminas), F2
(globulinas) e F3 (kafirinas) sdo toxicas e causaram um retardo no
desenvolvimento das larvas que sobreviveram durante os 30 dias. Ja as
fracoes F4 (glutelinas), F5 (kafirinas com ligagOes cruzadas) e F6 (glutelinas
com ligacdes cruzadas) mostraram 0s maiores efeitos deletérios no
desenvolvimento larval, visto que ndo houve nenhum sobrevivente a partir do
décimo dia. Como podemos observar na figura 17, as fracées F2, F3,F4,F5 e
F6 mostraram ser toxicas ja nos primeiros cinco dias de experimento, sendo
que F2 e F3 reduziram o nimero de larvas em 46,7% e 60%, respectivamente,
enquanto que F4 e F5 foram letais e F6 manteve apenas 13,3% de
sobrevivéncia neste periodo. Com 10 dias, observamos que F2 e F3
mantiveram-se iguais e que F6 tornou-se letal. Em 15 dias comegcamos a ver
uma pequena toxicidade de F1, pois observamos um individuo morto neste
estagio, enquanto F2 e F3 mantiveram-se iguais. Em 20 e 25 dias come¢amos
a observar um retardo no desenvolvimento das larvas alimentadas com F1, F2

e F3, quando comparadas ao controle. Ja com 30 dias, o controle apresentou
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100% de individuos adultos, ao passo que F1 apresentou 13,3% de morte, F2
ainda tinha 1 pupa, F3 tinha larvas e pupa e F4, F5 e F6 ndo apresentaram

sobreviventes desde o décimo dia.
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Figura 18: Efeito da incorporacéo das fracdes proteicas de sementes de C. fairchildiana nos estagios de vida de T. castaneum.(n=5x 3 =
15 onde cinco é o numero de individuos por placa e trés é o numero de placas para cada fragéo).



4.8 Determinacédo de atividade inibitéria de papaina e tripsina
nas fracdes proteicas de cotilédones de C. fairchildiana

4.8.1 Inibidores de papaina
Uma curva padrdao foi feita usando-se papaina como referéncia

enzimatica controle. A partir desta curva, escolhemos a concentracéo de 2,2 ug
de papaina para uso nos ensaios de deteccdo de inibidores nas amostras. A
figura 18 mostra o resultado do ensaio de atividade de inibicdo da papaina nas
diferentes fragGes proteicas (F1, F2, F3, F4, F5, F6), bem como nas diferentes
fracbes cromatograficas obtidas (F1/P1, F1/P2, F1/P3, F1/P4, F3/P1, F3/P2 e
F3/P3). As fracbes proteicas que apresentaram inibicdo de proteases
cisteinicas do tipo papainica foram F2 (2,64 UIP), F3(3,3 UIP), F4 (7,1 UIP) e
F5 (7,76 UIP). J4 nas fracBes cromatograficas somente a fracdo F1/P1 (1,8

UIP) mostrou atividade inibitoria.
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Figura 19: Ensaio de atividade de inibicdo da papaina. O eixo X representa as fracdes

proteicas e 0 eixo Y representa os valores de UIP (Unidades de Inibicdo da Papaina).
Uma UIP foi arbitrariamente definida como a concentragéo de inibidor capaz de reduzir
em 0,05 a leitura de absorbancia da papaina controle (2,2 pg).
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4.8.2 Inibidores de tripsina
Uma curva padrao foi feita usando-se tripsina como referéncia

enzimatica controle. A partir desta curva, escolhemos a concentracéo de 2,3 ug
de tripsina para uso nos ensaios de deteccdo de inibidores nas amostras.
Como resultado do ensaio de atividade de inibicao da tripsina nas diferentes
fracOes proteicas obtidas de cotilédones de C. fairchildiana (F1, F2, F3, F4, F5
e F6), ndo obtivemos nenhuma inibicdo nas condi¢bes deste ensaio.

5 Discussao

Como resultado de relagcdes co-evolutivas, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa contra a herbivoria, mas a domesticacdo de cultivares
de relevancia agronémica vem causando a perda desse potencial genético de
defesa, 0 que gera grandes prejuizos anuais na agricultura, tanto no ataque de
pestes e pragas no campo, como durante 0 armazenamento de sementes e
cereais moidos (TAMIRU et al., 2015). A forma de combate mais eficiente a
estes predadores ainda se faz pelo uso de inseticidas quimicos. No entanto,
como decorréncia natural do processo evolutivo, a resisténcia dos organismos
a essas formulacfes quimicas, e de interesse mais particular a esse trabalho,
de insetos a inseticidas, tornou-se uma nova preocupagao (GUEDES, 2016).

Como alternativa a esta estratégia, propdem-se programas de
melhoramento genético de cultivares de relevancia comercial, programas estes
gue dependem fortemente da identificacdo e caracterizacdo de moléculas com
potencial inseticida, que confiram resisténcia e ainda sejam expressas em
espécies vegetais ndo domesticadas (WAR et al., 2012).

Nas Ultimas décadas, algumas familias de proteinas téxicas de plantas se
tornaram bem conhecidas, como as lectinas, as proteinas inativadoras dos
ribossomos (RIPs), inibidores de proteases, inibidores de a-amilases, vicilinas,
arcelinas e quitinases (SALES et al., 2000). Suas a¢cbes e mecanismos de acéo
tem despertado o interesse de diversos grupos de pesquisa ao redor do
mundo. Algumas destas proteinas tém seu mecanismo de acdo bem explorado,
como € o caso das lectinas, em que a atividade inseticida desta classe de

proteinas vegetais, reportada para diversas ordens de insetos, como
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Coleoptera, Tenebrionidae, Diptera, Lepidoptera e Homoptera, esta relacionada
com sua habilidade de ligacdo a glicoproteinas ou outras estruturas
glicosiladas, presentes em membranas de células de tecidos que revestem
seus aparelhos digestivos (OLIVEIRA et al., 2011). Os inibidores de proteases,
cuja acdo antinutricional decorre da reducdo do catabolismo de proteinas
ingeridas na dieta do inseto, causada pela inibicdo da acdo das enzimas
proteoliticas de seus tratos digestivos, também tém sido alvos de varios
trabalhos (DANTZGER et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). As vicilinas se
ligam fortemente, in vivo, a quitina (homopolimero de N-acetil-D-glucosamina)
detectada na matriz ou membrana peritréfica que reveste a superficie do
intestino médio de insetos (UCHOA et al., 2009; BARD et al., 2014). Quitinases
catalisam a hidrélise de quitina e conferem resisténcia de plantas a
fitopatbgenos, que apresentam quitina como componente essencial de suas
estruturas corporeas, tais como a parede celular fungica e membranas ou
matrizes peritréficas de intestinos de insetos da familia dos bruquideos, como
C. maculatus (ISELI et al., 1996).

Levando em conta a grande diversidade de insetos pestes de relevancia
agrondmica, neste presente estudo foram particularmente examinados, como
insetos-modelo: Callosobruchus maculatus e Tribolium Castaneum, que
destroem os feijdbes do género Vigna, no caso da primeira espécie, e sao
conhecidos como pragas secundarias importantes no armazenamento de
cereais moidos, no segundo caso (DE SA et al., 2014; FABRES et al., 2014).
Neste trabalho, avaliamos o potencial toxico de proteinas de cotilédones de
sementes de C. fairchildiana ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos
C. maculatus e T. castaneum. Para isso, foi feito o fracionamento de seis
fracbes de proteinas a partir de cotilédones de sementes de C. fairchildiana,
denominadas fracbes F1 (albuminas), F2 (globulinas), F3 (kafirinas), F4
(glutelinas), F5 (kafirinas com ligacdes cruzadas) e F6 (glutelinas com ligagdes
cruzadas) (LUO et al., 2014). A figura 4 mostra que a fracao albuminica F1 € a
que apresenta 0os mais altos niveis de proteina e a fragcdo F3 kafirinas possui 0s
mais baixos niveis; as outras fragcbes apresentam niveis intermediarios de
proteinas. Nao foi possivel comparar esse resultado com dados da literatura,

porque o Unico trabalho que fez esse tipo de fracionamento de proteinas foi o
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de LUO et al. (2014) e eles nao fizeram dosagem de proteinas por BCA e sim
mediram a quantidade de aminoacidos ndo essenciais no feijao fava antes e
apos a brotacdo e também ndo analisaram o perfil proteico das fragbes por
SDS-PAGE. Na figura 5, observamos os perfis proteicos das seis fracdes de
proteinas que sao, de forma geral, relativamente distintos entre as fracdes.
Também foi possivel verificar que ndo apareceu nenhuma banda na fracdo F3
(kafirinas), o que nos levou a investigar a possivel presenca de proteinas de
mais baixos pesos moleculares. Assim, visualizamos o perfil das proteinas de
baixo peso molecular em gel de tricina-SDS-PAGE, onde observamos diversas
bandas proteicas em todas as fracdes, inclusive na fracdo F3 (Figura 5B).
Observamos também que algumas proteinas desta fracdo puderam ser mais
bem visualizadas utilizando-se a metodologia de revelacdo por nitrato prata
(Figura 5C). No entanto, temos também uma banda com aproximadamente 6,5
kDa na fracdo F3, visualizada com a coloracdo por Coomassie Brilliant Blue,
gque ndo aparece na precipitacdo com prata, acreditamos que sejam um grupo
de proteinas com baixa afinidade com a prata, visto que CHEVALLET et al.
(2006) relataram que com este tipo de coloracdo proteinas acidas sao melhor
reveladas que as proteinas basicas. Por isso, acreditamos que provavelmente
pode se tratar de um conjunto de proteinas em sua maioria basicas (seta na
Figura 5B).

As fracbes proteicas de cotilédones de C. fairchildiana, uma vez
quantificadas e visualmente analisadas, foram submetidas a testes de sua
capacidade de interferir com o desenvolvimento de C. maculatus e T.
castaneum, com metodologias adaptadas de DE SA et al. (2014) e FABRES et
al. (2014) respectivamente. Como podemos observar na figura 6, todas as
fragbes mostraram ser toxicas a C. maculatus em concentragdes muito baixas
e as fracbes F1 e F3 mostraram maior toxicidade, visto que ndo obtivemos
nenhum sobrevivente acima da concentracdo de 0,1%. A partir dessa
observacéo, seguimos examinando essas duas fracdes F1 e F3, e como vemos
na figura 7, os resultados reforcaram a natureza altamente tdxica destas
fracbes, em especial de F3, que, quando incorporada em concentracfes de
0,05% da massa da semente, foi capaz de reduzir em cerca de 75% e, em

0,1%, ndo permitiu o desenvolvimento larval. Passamos entdo para a fase de
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isolamento destas proteinas. Para isso, utilizamos uma metodologia adaptada
de cromatografia de exclusdo molecular, numa coluna de Sephadex G-50, e
sub-fracionamos as fracbes F1 (albuminas) e F3 (kafirinas), conforme mostram
as figuras 7 e 8, respectivamente, e testamos novamente as novas fracoes em
ensaios de sementes artificiais. Vé-se, na figura 10, que todos os picos da
fracdo F1 causaram reducdo significativa do peso larval; no entanto o P1 foi
capaz de reduzir em 86,6% o peso larval na concentracdo de 0,05% do total da
semente.

Verificamos entdo o perfil proteico destes picos cromatograficos de F1 e a
figura 12 mostra que P1 apresenta 3 bandas majoritarias bem definidas, de
massas moleculares de aproximadamente 100, 35 e 12 kDa. Assim,
imaginamos que a toxicidade registrada pode estar associada a uma dessas
proteinas ou que a acdo conjunta destas proteinas reduziu drasticamente o
peso larval de C. maculatus, assim como OPPERT et al. (1993) observaram
que o sinergismo de diferentes classes de inibidores de proteinases (cisteinicas
e serinicas) aumenta a toxidade para insetos como T. castaneum, no entanto,
ainda ndo podemos afirmar quais proteinas sdo essas. Como a concentracéo
utiizada no experimento foi muito baixa (0,05%), acreditamos que se trata de
uma importante fonte de proteinas toxicas que podem ser caracterizadas
qguimica e estruturalmente e que devem ser de grande valia para programas de
melhoramento genético de cultivares de relevancia comercial, principalmente
para feijdes do género Vigna, que sdo alvo da familia dos bruquideos. Ja a
figura 11, mostra toxicidade para os trés picos obtidos na cromatografia de
exclusdo molecular da F3. Neste caso, F3P1 também apresenta maior
toxicidade, sendo responsavel por uma reducdo de 66,1 % do peso das larvas
de C. maculatus. O perfil proteico desta F3P1 (Figura 13B) mostra apenas uma
banda de aproximadamente 13 kDa para este pico (P1l), o que nos leva a
acreditar que esta proteina € a responsavel por tal toxicidade. DANTZGER et
al. (2015) encontraram um inibidor de protease serinica em sementes de C.
fairchildiana, que exibe efeitos antinutricionais sobre as larvas de Anagasta
kuehniella, Diatraea saccharalis e Heliothis virescens reduzindo em 76%, 59%
e 49%, respectivamente, a atividade das proteases intestinais destes insetos.

No entanto, neste presente estudo ndo podemos afirmar com certeza que a
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proteina encontrada seria da classe de inibidores de proteases, visto que ndo
encontramos atividade inibitdria para proteases cisteinicas (papaina) e
proteases serinicas (tripsina). Por isso, novos ensaios precisam ser feitos para
testar essa hipdtese. Assim, como foi incorporada no ensaio uma concentracao
muito baixa (0,05%), acreditamos que se trata de uma importante proteina
toxica de grande importancia agrondmica, para a formulacdo de novos
inseticidas naturais, que ndo danifiquem o meio ambiente e a satde humana,
como descrito por KOUNDAL & RAJENDRAN (2003). Mas ainda ndo podemos
afirmar qual a natureza da proteina em questao.

Nos ensaios de alimentacdo artificial de T. castaneum, observamos na
figura 14A que quando testadas as concentragbes de 10%, 20% e 30% de
farinha de cotilédones de C. fairchildiana, ndo houve alteracdo na
sobrevivéncia larval em 15 dias; no entanto, com 10%, o peso larval foi
reduzido em 99,37%, com 20%, em 99,56% e com 30%, em 99,59% (Figura
14B). Isso nos fez acreditar que a farinha estava causando privagdo nutricional
nas larvas. Apés 30 dias de continuidade do experimento, observamos que o
controle tinha 100% de insetos adultos e nos testes com 10% de farinha de C.
fairchildiana havia 26,4% de pupas e 66,7 % de adultos; com 20%, tinhamos
6,7% de larvas, 53,3% de pupas e 20% de adulto; e com 30%, 6,7% de larvas,
60 % de pupas e 13,3 % de adultos. Portanto, a farinha de cotilédones de C.
fairchildiana estava causando um retardo no desenvolvimento de T,
castaneum, semelhante com o relatado por FABRES et al. (2014) que
observou que alteracdes na dieta destes insetos, causa privacdo de nutrientes
essenciais e retarda o desenvolvimento larval de T. castaneum. Dessa forma, a
inclusdo de compostos toxicos especificos a esta praga na sua alimentacéo
pode ser uma boa estratégia de controle desta praga. Testamos, entdo, a
incorporacdo das fracOes proteicas extraidas previamente (F1 (albuminas), F2
(globulinas), F3 (kafirinas), F4 (glutelinas), F5 (kafirinas com ligacdes cruzadas)
e F6 (glutelinas com ligacbes cruzadas) na alimentacdo do T. castaneum.
Neste ensaio podemos ver, na figura 16, que, visto que o nimero de larvas
vivas caiu (F1 = 28%, F2 = 54%, F3 = 60 %, F4 = 0%, F5 = 0% e F6 = 0%),
sendo que F4, F5 e F6 foram as mais tdxicas para o inseto, e partir de 10 dias

ndo houve sobreviventes alimentados com estas fracfes. Ainda assim,
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constatou-se que houve um retardo no desenvolvimento das larvas
sobreviventes nas fracbes F1, F2 e F3 (Figura 17), sugerindo que as proteinas
destas fracObes causem um retardo no desenvolvimento das larvas de T.
castaneum, semelhante ao que foi relatado por GURJAR et al. (2010) que
encontraram uma lectina de Artocarpus hirsuta capaz de inibir o crescimento e
reprodutividade de T. castaneum.

Na tentativa de melhor caracterizar a natureza proteica da toxicidade das
fracbes proteicas de cotilédones de C. fairchildiana, investigamos a presenca
de potenciais inibidores de proteases cisteinicas e serinicas nestas amostras.
Como |justificativa a esse interesse, estdo os fatos de que C.maculatus utiliza
proteases cisteinicas como principal classe de proteinases na sua digestao (DE
SA et al, 2014) e em T. castaneum, a principal classe de proteinases
digestivas sdo as proteases serinicas (FABRES et al., 2014). As fracbes
proteicas que apresentaram inibicdo de proteases cisteinicas, do tipo
papainica, foram F2 (2,64 UIP), F3 (3,3 UIP), F4 (7,1 UIP) e F5 (7,76 UIP). Ja
nas fracbes cromatograficas, a fracdo F1/P1 (1,8 UIP) foi a Unica em que tal
atividade foi detectada. Imaginamos que em virtude de F1 apresentar grande
diversidade de proteinas, quando testada como fracdo completa, a provavel
presenca de um inibidor minoritario em termos de concentracdo, nao foi
detectada no ensaio. No entanto, quando sub-fracionada a F1 na coluna de
exclusdo molecular, estes inibidores foram concentrados em uma Unica fracéo
e ai a deteccdo de sua atividade tornou-se possivel. Outro ponto intrigante nos
resultados obtidos foi a presenca desta atividade, em niveis até relativamente
elevados, nas fragcbes outras, que nado as albuminas. Classicamente, na
literatura, os inibidores de proteases sdo relatados como sollveis em agua e
portanto, proteinas do tipo albumina (BEWLEY AND BLACK, 1994). Nas
fracbes em que a base do extraente também foi a agua (F2 e F4), poderia ser
sugerido que a condicdo de extracdo possibilitou a solubilidade de inibidores
gue nao estavam disponibilizados, em sua forma livre, na extracdo aquosa
inicial, inibidores que porventura estivessem complexados a outras moléculas,
ou associados em formulacdes mais complexas, como no caso da familia de
inibidores do tipo cininogénios. Ja nas fracbes F3 e F5, extraidas em solventes

alcéolicos, acreditamos que possam ter sido extraidos inibidores associados a
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glicoproteinas ou outras moléculas conjugadas a fracbes de membranas, mas
ndo encontramos relatos na literatura que subsidiassem tais proposic¢oes. Estas
atividades merecerao, pois, estudos mais aprofundados em projetos futuros.

No caso do ensaio de inibicdo de proteases serinicas do tipo tripsina,
para as fragcbes proteicas ndo obtivemos nenhuma inibicdo da tripsina nas
condicOes realizadas do ensaio. Como nas primeiras determinacdes realizadas,
as leituras de absorbancia das amostras eram até mais altas que as da tripsina
controle usada no ensaio, pensamos que poderia haver a presenca de
proteases serinicas endégenas nas amostras que estivessem mascarando 0S
resultados. Por essa razdo, e conhecendo a nhatureza termoestavel dos
inibidores de proteases de sementes, fervemos as amostras por 3 minutos, e
refizemos os ensaios de inibicdo com as amostras fervidas e centrifugadas.
Novamente nenhuma inibicdo foi detectada. A exemplo do que foi observado
com a fracdo F1, cuja atividade de inibicdo de papaina s6 se revelou quando
este material foi sub-fracionado pela exclusdo molecular, acreditamos que a
atividade do inibidor de tripsina, relatada por DANTZGER et al. (2015),
precisaria também ser determinada nas fragcbes cromatograficas, o que
infelizmente ndo se fez possivel por quantidade insuficiente de amostras.
Acreditamos, portanto, que ndo temos dados suficientes no momento que nos
permitam afirmar que estas proteinas que mostraram toxicidade ao Tribolium
castaneum sejam desta ou de outra natureza, como por exemplo lectinas, a
exemplo do que foi descrito por GURJAR et al. (2010).

Segundo KOUNDAL & RAJENDRAN (2003), a producdo de proteinas
toxicas que interferem na digestdo de insetos € um mecanismo natural de defesa
de plantas, sendo assim, o uso de genes que codificam essas proteinas esta
surgindo como uma forma vidvel de producdo de plantas transgénicas
resistentes a pragas. Por isso, é importante caracterizar essas proteinas e seus
genes, visto que a disponibilidade de varios genes facilitard o desenvolvimento
de plantas resistentes a insetos. Essas plantas transgénicas terdo menor custo
no cultivo, e por reduzirem o uso de agrotoxicos, também levardo a reducéo de

danos ambientais e a saude humana.
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6 Conclusao

e Todas as fragcbes de proteinas apresentaram efeitos toxicos no
desenvolvimento de larvas de C. maculatus e T. castaneum, indicando um alto

potencial de controle para essas espécies de insetos.

e As fragbes F1 (albuminas) e F3 (kafirinas) apresentaram maior
toxicidade para C. maculatus, uma vez que nao houve sobreviventes quando
tais fragbes foram incorporadas nas dietas desses insetos em concentracdes

acima de 0,1%.

e Todos os picos da fracdo F1 causaram reducdo significativa do peso
larval, no entanto o P1 foi capaz de reduzir em 86,6% 0 peso larval de C.
maculatus na concentracdo de 0,05% do total da massa da semente. P1
apresenta um perfil proteico com trés bandas majoritarias bem definidas, de

massas moleculares de aproximadamente 100, 40 e 12 kDa.

e Os trés picos obtidos da fracdo F3 por cromatografia de exclusdo
molecular foram téxicos, no entanto P1 também apresenta maior toxicidade
com uma reducao de 66,1% do peso das larvas de C. maculatus, quando
incorporado na concentracdo de 0,05% do total da massa da semente. P1
mostrou um perfil proteico com apenas uma banda de aproximadamente 13
kDa.

e As fracOes F1, F2 e F3 causaram a morte e atraso no desenvolvimento
larval de T. castaneum, enquanto F4, F5 e F6 causaram a morte de todos os

individuos ap6s 10 dias.

e As fracOes proteicas que apresentaram inibicdo de proteases cisteinicas
do tipo papaina foram F2 (2,64 UIP), F3(3,3 UIP), F4 (7,1 UIP) e F5 (7,76 UIP).
J4 nas fracBes cromatograficas somente a fracdo F1/P1 (1,8 UIP) mostrou

atividade inibitoria.
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e O ensaio de inibicdo de proteases serinicas do tipo tripsina ndo mostrou
nenhuma inibicdo da tripsina nas fragbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6, nas

condicles testadas.
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