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RESUMO

O gorgulho do feijao Callosobruchus maculatus € a praga mais importante
das sementes do feijdo caupi Vigna unguiculata, mas também pode atacar
outras sementes como Cicer arietinum, Vigna radiata, Vigna mungo, Lens
culinaris e Glycine max. Desta forma o controle dessa praga é indispensavel
para o0 sucesso da plantacdo de importante cultivares agronomicos. Uma
estratégia possivel para o controle do desenvolvimento do inseto pode ser o
bloqueio da embriogénese, prevenindo a formacéo da larva, sua penetracao e
os danos causados a semente. Para isso € indispensavel o conhecimento dos
eventos bioguimicos que atuam durante a embriogénese. Neste trabalho foram
estudadas as mobilizacbes de reservas durante a embriogénese de C.
maculatus. Sementes foram infestadas e os ovos foram coletadas em
intervalos de 12 h. Os embrides foram marcados com DAPI e visualizados por
microscopia de fluorescéncia. As proteinas dos ovos foram extraidas e
dosadas utilizando o método de BCA e os aminoacidos livres foram detectados
por HPLC. O perfil proteico dos ovos foi visualizado por SDS-PAGE e as
proteinas mais abundantes foram identificadas por espectrometria de massas.
A atividade das proteases asparticas, cisteinicas e serinicas foram dosadas
durante o desenvolvimento embrionario. Os contetdos de glicose, agucares
redutores e triacilglicerdis foram dosados. Os eventos de formacdo do
blastoderma celular, extenséo e retracdo da banda germinal, segmentacéo do
embrido, formagdo de apéndices e fechamento dorsal foram observadas
durante a embriogénese de C. maculatus. O consumo de proteinas dos ovos
foi 0 mais acentuado durante a embriogénese, especialmente nas primeiras 12
h e as proteases serinicas, asparticas e cisteinicas tiveram suas atividades
detectadas durante a embriogénese. O perfil proteico dos ovos mostrou trés
bandas majoritarias com massa molecular de 150, 70 e 40 kDa que decairam
até o tempo de 96 HAO. Essas proteinas dos ovos foram identificadas como
uma proteina hipotética de Tribolium castaneum, uma protease aspartica do
tipo catepsina D e protease cisteinica do tipo uma catepsina L intestinais. Os
aminoacidos livres tiveram uma grande variacdo durante o desenvolvimento
embrionario, com aspartato, tirosina e &acido glutdmico sendo 0s mais

representativos. Os niveis de acuUcar totais, glicose e triacilglicerdis também
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variaram durante a embriogénese. Os resultados demonstraram uma visivel
mobilizacdo das proteinas de reserva durante a embriogénese do C.

maculatus, identificamos proteases asparticas, serinas e cisteinicas como

provavelmente relacionadas com a quebra de proteinas de reserva.
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ABSTRACT

The cowpea weevil Callosobruchus maculatus is the most important pest
of Vigha unguiculata seeds, but can also attacks other species such as Cicer
arietinum, Vigna Radiata, Vigna mungo, Lens culinaris and Glycine max. Thus,
the control of this insect infestation is indispensable for the successful planting
of important agronomic cultivars. A strategy for the control of insect
development would be the blockade of embryogenesis, preventing the
formation of the larva, its penetration and damage from the seed. For this it is
indispensable the knowledge of the biochemical events that act during the
embryogenesis. In this work, the mobilizations of reserves during
embryogenesis of C. maculatus were studied. Seeds were infested and eggs
were taken at 12h intervals. The embryos were stained with DAPI and
visualized by fluorescence microscopy. Proteins from eggs were extracted and
dosed by BCA method and the free amino acids were detected by HPLC. The
eggs protein profile was visualized by SDS-PAGE and the most abundant
proteins were identified by mass spectrometry analysis. The activities of
aspartic, cysteine and serine proteases were measured during embryonic
development. The contents of glucose, reducing sugars and triacylglycerols
were measured. The events of cellular blastoderm formation, germinal band
extension/retraction, embryo segmentation, appendage formation and dorsal
closure were observed during C. maculatus embryogenesis. The consumption
of proteins in the eggs was the most pronounced during embryogenesis,
especially in the first 12 hours and serine, aspartic and cysteine proteases
activities were detected during embryogenesis. The protein profile of the eggs
showed three major bands with molecular mass of approximately 150, 70 and
40 KDa that decreased until the time of 96 HAO. These eggs proteins were
identified as a Tribolium castaneum hypothetical protein, an aspartic protease
such as catepsina D and cysteinic protease form an intestinal cathepsin L. The
free amino acids varied greatly during embryonic development, with aspartate,
thyronine and glutamate being the most representative. Total sugar, glucose
and tryglicerides levels also varied during embryogenesis. These results

showed a visible mobilization of the reserve proteins during the embryogenesis
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of C. maculatus, and identified aspartic, serine and cysteine proteases as

probably related to the degradation of protein reserves.



1. INTRODUCAO

1.1 Insetos da familia Chrysomelidae

Das mais de 750.000 mil espécies descritas de insetos, aproximadamente
370 mil sdo da ordem coleOptera. Essa € a ordem com maior niumero de
membros, correspondendo a 40% de todas as espécies de insetos. Os
coledpteros sdo chamados popularmente de besouros, tém a cabeca com
olhos conspicuos, antenas com menos de 11 segmentos, com aparelhos
bucais mordedores. Apresentam protorax geralmente mais largo e com
articulacao livre do resto do térax. Besouros podem ser encontrados em todo
lugar do planeta, com excec¢do dos polos. A presenca de élitros para proteger
as asas permitiu aos besouros colonizarem habitats antes impossiveis a outros
insetos (CHAPMAN, 2012).

A familia Chrysomelidae é uma das maiores dentre os coleopteros e &
constituida por onze subfamilias: Donaciinae, Sagrinae, Bruchinae,
Criocerinae, Hispinae, Lamprosomatinae, Cryptocephalinae, Galerucinae,
Chrysomelinae, Eumolpinae e Spilopyrinae (REID, 1995, 2000). Muitos insetos
da familia Chrysomelidae sdo pragas de leguminosas que se desenvolvem
consumindo o interior da semente, inviabilizando a sua comercializacao,
diminuindo assim o seu consumo e seu poder germinativo (CRUZ et al., 2016;
SOUTHGATE, 1979; SOUZA et al.,, 2011). De acordo com Puzzi (1977) a
maioria dos insetos que ataca sementes armazenadas, alimenta-se dos tecidos
de reserva. Em estdgios mais avangcados de desenvolvimento, esses insetos
podem ainda atacar o préprio eixo embrionério das sementes. A infestagdo por
esses insetos pode acarretar perdas de até 100% das sementes armazenadas
dentro de um espaco relativamente curto, aproximadamente seis meses para
algumas sementes de feijdo (ARRUDA, 1998). Alguns insetos que se
alimentam de sementes tém sido usados como modelos para estudo na
relacdo inseto planta, por sua intima relacdo e também pelo facil acesso a
dados tanto ecoldgicos como biolégicos (DELOBEL; DELOBEL, 2006).



1.1.1 O inseto Callosobruchus maculatus

O inseto Callosobruchus maculatus pertence a familia Chrysomelidae e
a ordem Coleoptera e se destaca como uma importante praga de feijées do
género Vigna. E popularmente conhecido como “caruncho” ou “gorgulho” do
feijdo e infesta gréos preferencialmente durante o armazenamento. Seu corpo
tem um comprimento de aproximadamente 3 mm, cabeca preta com antenas
contendo 11 segmentos ligeiramente serrilhados, térax preto com
pubescéncias douradas, apresentando nos seus élitros manchas
amarronzadas, que quando em repouso, formam um “X”. Na fase adulta o
inseto apresenta dimorfismo sexual, com fémeas maiores que os machos
(Figuras 1). O inseto se desenvolve melhor em uma temperatura de 29 °C e
umidade relativa de 65%, tendo um periodo médio de desenvolvimento de 25
dias (QUINTELA et al., 1991;GALLO et al., 2002).

Figura 1 Dimorfismo sexual do inseto Callosobruchus maculatus. (A) Macho (B) Fémea do
inseto. Adaptado de Oliveira, 2013

As fémeas adultas fazem a postura na parte externa da semente, ficando
0 ovo aderido ao tegumento, também denominado casca (Figura 2). O ovo tem
cor esbranquicada com formato subeliptico, comprimento de aproximadamente
0,5 mm e largura de 0,3 mm (Bastos, 1981). Quando ovipositado sobre os

tegumentos de sementes de cultivares de V. unguiculata susceptiveis ao



ataque desse inseto, o ovo fica aderido aos tegumentos durante toda a
embriogénese, que se processa em aproximadamente 3-5 dias (DE SA et al.,
2014). Ap6s o final da embriogénese a larva eclode, perfura e atravessa o
tegumento, penetrando na semente e consumindo seus tecidos interiores
(cotilédones e eixo embrionario). No interior das sementes as larvas crescem,
transformam-se em pupas que gradativamente vao adquirindo uma cor
marrom, vestigios de asas, patas e olhos nos Ultimos estagios de
desenvolvimento. Nos cotilédones dessas sementes hospedeiras, o inseto
completa seu desenvolvimento em aproximadamente 25 dias apés a
oviposicéo, os adultos emergem deixando galerias nas sementes e restos de
excrementos (SOUTHGATE, 1979; CREDLAND; DENDY, 1992; DE SA et al.,
2014).

Figura 2 Ciclo de vida do Callosobruchus maculatus. 1. Fémea do inseto logo apos a
emergéncia; 2. Acasalamento; 3. Ovos ovipostos sobre a semente; 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. Adaptado De Sa, 2013.



De maneira geral o ciclo de desenvolvimento de C. maculatus pode ser
dividido em sete estagios: até o 9° dia apos a oviposicdo (DAO) temos o 1°
instar, do 10° ao 13° DAO (2° instar), do 14° ao 17° DAO (3° instar), do 18° ao
20° DAO (4° instar), aos 21 DAO (pré-pupa) e aos 24 DAO (pupa) e adultos. O
inseto adulto apds sua emergéncia nao se alimenta, sobrevive em média uma
semana e as fémeas podem ovipositar uma média de 80 ovos durante esse
tempo de vida. Esses tempos de desenvolvimento podem variar
consideravelmente dependendo da temperatura, umidade e da semente
hospedeira( SOUTHGATE, 1979; GALLO et al., 2002).

1.2 Composicado de ovos de insetos

Durante a formacdo do ovo (ovogénese) o ovocito estoca dentro de seu
citoplasma uma série de nutrientes tais como proteinas, lipideos, carboidratos e
fons inorganicos. Esses nutrientes sdo armazenados em uma organela
envolvida por membranas, denominada granulos de vitelo. Esses granulos séo
conhecidos como endossomos secundarios que por sua vez ficam estaticos até
o inicio da embriogénese, quando uma serie de hidrélises sao entéo ativadas e
o conteudo dos granulos comeca a ser utilizado(MASUDA; RAMOS; WINTER,
2012a).

Dentre as proteinas estocadas nos ovos, a vitelogenina se destaca como
a majoritaria. A forma estocada no interior dos ovocitos é geralmente chamada
de vitelina para diferencia-la da forma circulante vitelogenina. Essas proteinas
representam um dos principais componentes do vitelo dos ovos de insetos,
sendo entdo fonte de nutrientes para o embrido em desenvolvimento
(RAIKHEL; DHADIALLA, 1992; TUFAIL; TAKEDA, 2008).

As vitelogeninas sao sintetizadas principalmente fora do ovario durante a
ovogenése, sendo posteriormente importadas pelos ovocitos em crescimento
para estoque nos granulos de vitelo (MASUDA; RAMOS; WINTER, 2012). O
corpo gorduroso é considerado o principal local de sintese dessa proteina, mas
para algumas espécies essa sintese pode ocorrer nos ovarios, especialmente
no epitélio folicular ou ainda nas glandulas hipofarigeas como nas abelhas Apis

mellifera (SEEHUUS et al., 2007). A incorporacao de vitelogenina pelo ovadcito,
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durante a formagdo do ovo ocorre por endocitose mediada por receptores,
principalmente os receptores de membrana e os receptores de proteinas de
baixa densidade (LDLR) (low-density lipoprotein receptor) (RAIKHEL;
DHADIALLA, 1992; SAPPINGTON; S. RAIKHEL, 1998; ZIEGLER; VAN
ANTWERPEN, 2006).

As vitelogeninas de diferentes insetos possuem regides de sequéncias
similares. A caracteristica estrutural mais marcante das vitelogeninas é a
ocorréncia de uma regiao rica em serina, que se localiza principalmente na
regido N-terminal da proteina (TUFAIL; TAKEDA, 2008). O numero de genes
gue codifica as vitelogeninas varia bastante nas diferentes espécies, tendo sido
identificados nos insetos holometabolos, cinco genes em Aedes aegypti, um
gene em Bombyx mori (Yanno et al., 1994),um em A. mellifera (Piulachs et al.,
2003) e trés genes em Solenopsis invicta (TUFAIL; TAKEDA, 2008).

Embora as vitelinas sejam as proteinas majoritarias estocadas nos ovos,
existem outras proteinas, de origem nao vitelinica, que sdo estocadas nos
ovocitos e desempenham fungdes especificas e vitais durante o
desenvolvimento embrionario, como o fornecimento de energia e precursores
para a construcdo dos tecidos das larvas (ATELLA et al., 2005; MASUDA,;
RAMOS; WINTER, 2012). Dentre as proteinas ndo vitelinicas conhecidas
destacamos a lipoforina (Lp) como uma proteina majoritaria na hemolinfa de
alguns insetos que esta envolvida no transporte de lipidios (Chino et al., 1981).
Grandes quantidades de lipoforina ja foram encontradas no interior de ovécitos
de Hyalophora cecropia (TELFER; PAN; LAW, 1991), Manduca sexta
(KAWOOYA; LAW, 1988) e Aédes aegypti (SUN et al., 2000). Outras moléculas
como vitaminas e carboidratos, alem de minerais também s&o encontrados no
vitelo (INDRASITH et al., 1987).

1.2.1 Moléculas de reserva energética em ovos

Na fase de maturacdo, os oocitos acumulam moléculas como RNAs,
acucares, lipidios, proteinas, etc., que sao vitais para o desenvolvimento
normal do embrido (CHIPPENDALE, 1978). O metabolismo energético
relacionado com o desenvolvimento embrionario precisa ser fortemente

regulado, pois varias vias metabdlicas estardo funcionando de maneira
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coordenada para suportar as transformacdes moleculares necessarias para o
sucesso do crescimento do embrido (MATOVA; COOLEY, 2001). A alta
demanda energética requerida durante o desenvolvimento embrionario é
suprida pelo catabolismo de biomoléculas estocadas como carboidratos,
proteinas e lipidios (SANTANA et al., 2014), entretanto a participacdo de cada
uma dessas moléculas no suprimento de energia durante a embriogénese pode
variar bastante para diferentes insetos.

A gquantificacdo das moléculas constituintes de alguns ovos durante a
embriogénese sugere que os lipidios e carboidratos estdo entre os maiores
fornecedores de energia para a rapida segmentacdo do embrido em diferentes
modelos de artropodes (BATE; ARIAS, 1993; VOLHARD; 1989). Essas
reservas de gordura sdo uma fonte importante de energia usada pelos insetos
para satisfazer sua demanda durante a diapausa (HAHN; DENLINGER, 2007),
para prover energia para o desenvolvimento do embrido (ZIEGLER; VAN
ANTWERPEN, 2006), e como combustivel para longos periodos de voo
(BEENAKKERS; VAN DER HORST; VAN MARREWIJK, 1984). Lipidio é o
principal componente do corpo gorduroso dos insetos e mais de 90% desses
lipidios séo estocados na forma de triacilgliceréis (BAILEY, 1975; CANAVOSO
et al.,, 2001) que séo sintetizados a partir de dietas a base de carboidratos e
proteinas (ARRESE; SOULAGES, 2010). Estima-se que em feméas de Aedis
aegypti aproximadamente 50% da glicose adquirida da dieta € usada para
sintese de lipideos (ZHOU; PENNINGTON; WELLS, 2004).

Durante a embriogenese do inseto Rhynchophorus palmarum foi
demonstrado que os conteudos totais de lipidios decairam consideravelmente,
indicando que houve consumo desse tipo de reserva até o fim da
embriogénese. O aumento da atividade de uma lipase também foi observado
no mesmo periodo de desenvolvimento do inseto (SANTANA et al., 2014).
Resultados similares foram observados para Rhodnius prolixus, Bicyclus
anynana e Boophilus microplus (CAMPOS et al., 2006; GEISTER et al., 2009;
SANTOS et al., 2008).

Com relacéo as reservas de glicogénio e glicose, estudo comparando os
niveis dessas moléculas em ovos de Rhynchophorus palmarum mostrou que

havia um consumo de aproximadamente 30% do glicogénio durante as
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primeiras 36h de desenvolvimento, em contraste com 0s niveis de glicose,
onde observou-se um aumento até 60 h (SANTANA et al., 2014).

Estudos sobre o status metabodlico do inseto Tribolium castaneum no
inicio do desenvolvimento embrionario mostraram que a regulacdo do
metabolismo de glicose e glicogénio também é importante para a modelagem
embrionaria desse inseto, (FRAGA et al., 2013; THOMPSON, 2003) . Ludwig &
Ramazzotto (1965) ja haviam relatado, desde a década de 60, o glicogénio
como a principal fonte de energia durante a embriogénese de Tenebrio molitor.

Dados sobre o estudo do consumo de proteinas mostraram que para o
inseto Culex quinquefasciatus ndo houve mudanca consideravel na quantidade
total de proteinas durante fase de transformacdo de proteinas do vitelo para
proteinas larvais (VAN HANDEL, 1993). Em Rynchophorus palmarum os niveis
de proteina se mantiveram constantes da oviposicao até a eclosdo (SANTANA
et al., 2014) e esses dados foram similares para H. dromedarii e B. microplus
(CAMPOS et al., 2006; KAMEL; SHALABY; GHAZY, 1982).

1.3 Desenvolvimento embrionério de insetos

ApOs a oviposigao, o nucleo zigotico em insetos comega a se dividir. Cada
nucleo filho é acompanhado por um halo de citoplasma e cada unidade de halo
e citoplasma é denominada de energideo (Figura 3A). Os energideos migram
ao passo que se dividem e organizam-se em uma camada dentro do vitelo
(Figura 3B). A migracdo dos energideos continua até entrar no periplasma do
ovo (CHAPMAN, 2012). Em grande parte dos insetos, nem todos o0s
energideos migram para a periferia, alguns permanecem na massa de vitelo e
irdo formar os vitel6fagos (CHAPMAN, 2012) que estdo relacionados com a
guebra do vitelo e englobamento em vacuolos (GIORGI; NORDIN, 1994). Apd6s
a chegada ao periplasma, os energideos continuam a se dividir até os nucleos
se tornarem préximos uns aos outros e formarem assim o estagio de
blastoderma sincicial (Figura 3C) (GILLOTT, 2005). A transformacdo de
blastoderma sincicial para blastoderma celular acontece quando as membranas
plasméaticas migram para o interior do ovo isolando cada nucleo (Figura 3D).
Formando assim o blastoderma celular, com células organizadas na periferia
(FOE; ALBERTS, 1983).
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A gastrulagdo € um processo pelo qual uma Unica camada germinal torna-
se duas, através de eventos de invaginacdo e proliferacdo celular, dando
origem ao intestino e direcionando as células que irdo formar as trés camadas
germinativas (endoderma, ectoderma e mesoderma) (CHAPMAN, 2012).

Apés a gastrulacdo, o posicionamento e definicdo das células para formar
a banda germinal, ocorre o espessamento do blastoderma celular localizado na
regido ventral. Esse espessamento é devido a um conjunto de células que irdo
tornar-se colunares e dardo origem a banda germinal que posteriormente dara
origem ao embrido (CHAPMAN, 2012). Apo6s a formacgdo da banda germinal
comeca a extensao da regido posterior em direcdo a regido anterior, este
evento é chamado de extensdo da banda germinal. Na parte anterior, o lobo
cefalico ja se torna evidente. Nesse momento na regido ventral, ja se pode
notar o surgimento de segmentos cefalicos, toracicos e abdominais (Figura 4)
(CHAPMAN, 2012; GILLOTT, 2005).

Envelope vitelineo

Reticulo

Periplasma 2 ofh
citoplasmatico

Energideos
atingindo o
periplasma

Saco vitelineo Blastoderma

Figura 3 Etapas do desenvolvimento embrionario em ovos de inseto. A) Energideos
preparando para iniciar a migracéo. B) Migracdo dos energideos para o periplasma, e inicio
das divisdbes para formar o blastoderma sincicial. C) Blastoderma sincicial formado, e
surgimento de viteléfagos. D) Blastoderma celular j& formado e o aparecimento do saco
vitelineo. Adaptado (Chapman, 2012)
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Figura 4 Estagios de extensao da banda germinal. Demonstracdo da extensdo da banda
germinal, em Bruchidius obtectus, onde pode-se ver os tempos de 48 horas, 52 horas e 72
horas desenvolvimento do embrido. Adaptado de Gilliot, 1985.

Quando a banda germinal € completamente estendida, se inicia o
processo de retracao da banda germinal que é um evento contrario a extensao.
Nesse préximo evento a regido anterior que havia ido em direcdo a regido
posterior retrai e comeca a voltar a sua posi¢cao de origem (CHAPMAN, 2012;
GILLOTT, 2005). Quando a banda termina sua retragdo ocorre um processo
chamado fechamento dorsal, onde o embrido cresce lateralmente até que o
vitelo seja completamente coberto (CHAPMAN, 2012; GILLOTT, 2005). Ao
termino do fechamento dorsal e da internalizagdo do vitelo no intestino, as
estruturas da larva, como segmentos de mandibula, do maxilar, da antena
entre outros comecam a se tornar evidentes. A embriogénese tem seu fim
guando o embrido esta pronto para eclodir (CHAPMAN, 2012; GILLOTT, 2005).
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1.3.1 Desenvolvimento embrionario de Callosobruchus maculatus

A embriogénese completa do inseto C. maculatus foi descrita ha pouco
tempo e se completa por volta de 96 horas ap6s a oviposicdo (HAO) (DE SA et
al., 2014). Nas primeiras 12 HAO o embrido do inseto se encontra no estagio
de blastoderma celular (Figura 5A). Entre 24-28 HAO inicia-se 0 processo de
extensdo da banda germinal, fenbmeno comum na maioria dos insetos e que
consiste no alongamento da regido posterior em dire¢cdo a regido anterior do
corpo do inseto (Figura 5B). A retracdo da banda comeca e termina entre 36-52
horas de desenvolvimento (Figura 5B). Na visao ventral do embrido observa-se
0 aparecimento dos segmentos toracicos no intervalo de tempo 24-26 h,
enquanto entre 36-40h até 60-66 observa-se o desenvolvimento dos apéndices
de patas (Figura 5B). Ap0s esses eventos, inicia-se o processo de fechamento
dorsal. Um fechamento dorsal quase completo foi observado no intervalo de
tempo de 84-88 horas, entretanto nesse periodo ainda se observar uma
pequena parte do vitelo exposta na regido dorsal (Figura 6) (DE SA et al.,
2014).

A V. unguiculata V. unguiculata

Visao
dorsal

12-16 h 20-24 h

Visao
dorsal

Visao
ventral

24-26 36-40 48-52 60-64 72-76 h

Figura 5 Desenvolvimento embrionéario de Callosobruchus maculatus sobre sementes de
V. unguiculata. Os embrides foram corados com DAPI e observados por microscopia optica de
fluorescéncia. A) Visdo dorsal dos embriGes nos tempos de 12-16 e 20-24 horas. B) Visdo
dorsal e ventral dos embrides nos intervalos de tempo 24-26, 36-40, 48-52, 60-64, 72-76 horas
apos a oviposicdo (HAO). Adaptado de De S4 et al.,(2014). As Chaves brancas indicam o
aparecimento dos segmentos toracicos e as setas apontam os apéndices de patas. Barra = 50
pm.
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V. unguiculata P. vulgaris

ANTERIOR

Visao
Dorsal

POSTERIOR

84-88 h

Figura 6 Fechamento dorsal do embrido de C. maculatus sobre os tegumentos das
sementes naturais de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. Visdo dorsal dos embrides
de C. maculatus ap6s 84-88 h de desenvolvimento corados com DAPI e observados por
microscopia 6ptica de fluorescéncia. Estrelas brancas indicam uma pequena parte do vitelo
ainda exposta no final do fechamento dorsal (adaptado de de Sa et al., 2014). Barra = 50 um.

8
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a mobilizacédo de reservas energéticas durante a embriogénese do
inseto Callosobruchus maculatus em ovos ovipositados sobre os tegumentos

de sementes hospedeiras de Vigna unguiculata.

2.2 Objetivos especificos

Analisar a morfologia dos embrides durante o desenvolvimento

embrionario do inseto Callosobruchus maculatus;

Analisar o perfil de proteinas presentes nos ovos de Callosobruchus

maculatus durante a embriogénese;

Identificar proteinas majoritarias presentes nos ovos de C. maculatus

durante a embriogénese;

Quantificar os niveis de proteinas totais solGveis, aminoacidos livres,
triacilgliceréis e acgucares redutores totais e glicose em ovos durante a

embriogénese;

Detectar atividades de proteases cisteinicas, serinicas e asparticas em

ovos de C. maculatus durante a embriogénese.



13

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Criacao dos insetos Callosobruchus maculatus

Os insetos foram obtidos a partir de uma criagdo mantida no Laboratério
de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos-LQFPP da UENF. Os insetos
foram criados em sementes de Vigna unguiculata do cultivar fradinho,
classicamente descrito como susceptivel ao ataque desse inseto. As sementes
infestadas foram mantidas em frascos de vidro transparente, de boca larga,
fechados com tampas plasticas perfuradas para permitir a oxigenacdo. Os
frascos foram mantidos em camaras de crescimento a temperatura constante
de 28°C e umidade relativa do ambiente. A cada geracdo de insetos
emergidos, as fémeas e machos nascidos no dia foram separados das
sementes, deixados juntos por 2 dias e posteriormente as fémeas foram
usadas para infestacdo de novas sementes. Essas fémeas foram deixadas
para infestacdo por um periodo de 24 horas e depois foram retiradas dos
frascos e descartadas. As sementes contendo 0S 0v0osS permaneceram na
estufa sob as mesmas condi¢cfes de temperatura e umidade até o nascimento

dos adultos que ocorreram entre 25 a 30 dias apds a oviposicdo (DAO).

3.2 Sementes

As sementes de Vigna unguiculata do cultivar fradinho foram obtidas
comercialmente no Mercado Central de Campos dos Goytacazes-RJ. As
sementes foram inicialmente resfriadas a -70°C por no minimo 48 horas e
entdo descongeladas até a temperatura ambiente para serem usadas para

infestacdo com C. maculatus como descrito no item 3.1.
3.3 Obtencéo dos ovos, fixacdo e marcacéo dos embrides por DAPI
Para o estudo do perfil morfolégico do desenvolvimento embrionario de C.

maculatus os ovos foram coletados, fixados e os embrides marcados com

DAPI (4,6-diamino-2-fenilindol) segundo metodologia descrita por de Sa et al
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(2014). As sementes de V. unguiculata foram infestadas com fémeas de C.
maculatus com dois dias de idade, durante 4 horas a 28°C. ApGs a infestacao
as fémeas foram retiradas e sementes contendo os ovos foram coletadas em
intervalos de 24, 36 e 72 HAO. Para a retirada dos ovos para os experimentos
de coloracéo dos embrides por DAPI as sementes foram colocadas em frascos
contendo cloro comercial (2-2,5 % de hipoclorito de soOdio) e agitadas
gentilmente por 30 seg para ruptura e digestdo da camada mais externa do
ovo, 0 exocorion, permitindo o descolamento do ovo do tegumento da semente.
Os ovos foram recuperados da solucdo através de peneiramento com o auxilio
de uma peneira (Falcon Cell Strainer — 70 pum Nylon Mesh, Becton Dickinson).
Os ovos foram lavados com &gua destilada e novamente peneirados para
recuperagdo. Os ovos foram colocados em frascos contendo solugéo fixadora
composta por 3,8 ml de PBST (tampdo fosfato de sddio 0,15 M; tween 20
0,05%, pH 7.6), 1,2 ml de formaldeido 37 % e 5 ml de heptano. Os frascos
foram agitados em uma placa rotatoria a 220 RPM (rotagdes por minuto) por 1
h, e posteriormente submetidos a repouso por 5 min para a formacao de duas
fases. A fase organica foi retirada e foram adicionados 8 ml de metanol gelado
(-20 °C), sob agitagdo manual por 40 seg. Essa solugéo foi removida e 0os ovos
fixados foram lavados trés vezes com metanol.

O corante DAPI foi usado para a visualizacdo dos nucleos celulares. Os
embrides foram reidratados com 3 lavagens com PBST e uma solucdo corante
(5 pg/ml) foi adicionado aos embrifes e incubados por 15 min. Posteriormente,
0s embrides marcados foram lavados novamente com PBST e analisados no
microscopio de fluorescéncia. Os estagios embrionarios de C. maculatus foram

identificados de acordo com o previamente descrito por De Sa et al (2014).

3.4 Extracdo e dosagem de proteinas dos ovos dos insetos

Para extragcdo e dosagem de proteinas totais sollUveis, os ovos foram
coletados das sementes com o auxilio de uma agulha em intervalos de tempos
de 4, 12, 24, 36, 48, 60,72, 84 e 96 HAO. Um total de 150 ovos de cada tempo
foi incubado com 200 pl de tampao PBS gelado (fosfato de sodio 0,1 M; NaCl
0,15M, pH 7,2), macerados manualmente com pistilo por 5 min, seguido de

agitacao por 30 min a 4 °C. Apés a agitacdo os extratos foram centrifugados
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por 5 minutos a 3000 x g a 4 °C e o sobrenadante usado para dosagem de
proteinas usando o método do acido bicinconinico (BCA) de acordo com
instrucbes do fabricante Sigma-Aldrich. As absorbancias foram lidas em um
leitor de placas a 560 nm. Para a determinacédo da concentracao foi utilizada

uma curva padréo de albumina sérica bovina pura (SMITH et al., 1985).

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

As proteinas foram visualizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
10 % contendo SDS segundo metodologia descrita por Laemmli (1970) com
modificacdes. A eletroforese foi realizada utilizando um gel de empacotamento
formado por SDS 0,1 %; acrilamida 5 %; bis-acrilamida 0,25 %; Tris-HCI 0,75
M, pH 6,8, TEMED 0,04 % e persulfato de aménio 0,08 % e um gel de
separacao contendo SDS 0,1 %; acrilamida 12 %; bis-acrilamida 0,06 %; Tris-
HCI 0,375 M, TEMED 0,02 %, persulfato de aménio 0,5 %, pH 8,8;

Para a extracdo das proteinas das amostras inicialmente 50 ovos de
diferentes horas apds a oviposicdo (HAO) foram macerados manualmente em
50 ul de tampéo de amostra (Tris-HCI 0,5 M, glicerol 10 %, azul de bromofenol
1 %, pH 6,8, agitados por 30 min a 4 °C e centrifugadas a 7000 x g por 5 min.
O sedimentado foi descartado e 25 pL do sobrenadante foram entdo aplicadas
em cada poco do gel de empacotamento. A corrida eletroforética foi feita
usando-se tampéo de corrida Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS
0,1%, pH 8,3) por 2 h com uma voltagem de 50 V, durante o0 empacotamento
das amostras e 60 V para o gel de separacdo.O gel foi corado com uma
solucéo corante (0,8 g de azul brilhante de Coomassie R, 320 mL de metanol,
80 mL de acido acético e agua destilada q.s.p. — volume final de 800 mL) e
descorado por uma solucdo descorante (35 % de metanol e 10 % de &cido

acetico em agua destilada).

3.6 Eletroforese em gel de Tricina-PAGE

O gel final de tricina foi realizado de acordo com metodologia de
(SCHAGGER, 2006) e foi composto de 3 géis polimerizados um sobre o outro.

O gel principal, chamado separador foi feito com 1,25 ml de uma solucdo de
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acrilamida/bisacrilamida (49,5 % T, 3 % C), 1,25 ml de tampao de Tris/SDS,
790 ul de glicerol 50 %, 1,6 pl de TEMED, 16,6 pl de persulfato de amoénia e
460 ml de agua. O gel intermediario denominado espacador foi composto de
380 pl de solucéo de acrilamida/bisacrilamida (49,5 % T, 3 % C), 630 pl de
tampéo de gel Tris/SDS, 1,25 pl de TEMED, 12.5 ul de persulfato de amoénia e
860 pl de agua destilada. O gel de empacotamento foi composto por 170 ul de
solucao de acrilamida/bisacrilamida (49,5 % T, 3% C), 520 ul de tampéo de gel,
5 yl de TEMED, 10 pl de persulfato de amodnia e 1,4 ml de 4gua destilada. Para
extracdo das proteinas, amostras de 78 ovos de diferentes horas apds a
oviposicado (HAO) foram diluidas em 60 pl de tampéo PBS (fosfato de sddio 100
mM, NaCl 150 mM, pH 7,6), macerados manualmente, agitados a 4°C por 30
min e centrifugados a 7.000 x g por 5 min. 10 pl de cada sobrenadante foram
misturados com 5 pl de tampao de amostra (2 ml de Tris/HCL pH 6,8, 2,4 ml de
glicerol, 0,8 g de SDS, 0,31 g de DTT, 2 mg de azul de coomassie G-250 e 10
ml de agua destilada) e aplicados em cada poco do gel. O gel foi submetido a
corrida por 14 h a corrente constante de 10A. A amostra foi corada e descorada

de acordo com o item 3.5.

3.7 Anédlise das proteinas por espectrometria de massas

Esses experimentos foram realizados na FIOCRUZ/RJ, no laboratério de
toxinologia em colaboracdo com o Dr. André Teixeira da Silva Ferreira e Dr.
Jonas Perales segundo metodologias previamente descritas(SHEVCHENKO et
al., 1996; SILVA et al., 2016). As bandas proteicas por SDS-PAGE 10 % de
massas moleculares aparentes 150 e 40 kDa da amostra de 72 HAO e as
bandas 150, 70 e 35 kDa da amostra de 96 HAO foram recortadas com o
auxilio de um bisturi, reservadas separadamente em microtubos e enviadas a
Fiocruz. Para os experimentos as bandas foram inicialmente descoloridas por
lavagem com uma solugéo 1:1 (v/v) de tampao bicarbonato de amdnia 50mM
pH 8,0 e acetonitrila por 15 min. O gel foi desidratado com acetonitrila, seco por
centrifugacdo a vacuo, reduzidas com DTT (ditiotreitol), alquiladas com
iodoacetamida e desidratado novamente com acetonitrila. As bandas foram

tripsinizadas durante 16 h a 37 °C e o0s peptideos resultantes foram
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dessalinizados em ziptip C18. 0,3 uL de cada uma das solucfes dos peptideos
foram usados para as analises dos espectros de massas no espectrometro
MALDI. Picos de massa com sinal de 20 ou acima (noise ratio) foram usados
para pesquisa em bancos de dados (NCBI) usando-se o programa MASCOT
versdo 2.1 e 2.2. Para a analise dos dados também foi usado o programa
Scaffold. Os dados foram considerados validos quando mostravam score

superior a 40.

3.8 Andlise de aminoacidos livres

As andlises de aminoacidos livres presentes nos ovos foram feitas
segundo metodologia descrita por Monteiro et al. (1998). Para extracdo, 0s
ovos foram coletados das sementes com o auxilio de uma agulha em intervalos
de tempos de 4, 12, 24, 36, 48, 60,72, 84 e 96 HAO e foram macerados em
HCL 0,02 M (50 ovos/50 ul) durante 2 min. O extrato foi centrifugado a 10.000 x
g por 5 min a 4°C e o sobrenadante utilizado para as andlises. 50 pl do
sobrenadante foram diluidos com 100 pl de HCL 0,02 M, filtrado e 20 pl foram
aplicados na coluna de troca catibnica (amino-Na*) em sistema de HPLC
usando-se um cromatografo Shimadzu modelo LC-10AD, equipado com
detector de fluorescéncia, seguindo o manual de instru¢cdo do equipamento. A
corrida se deu sob um fluxo de 0,5 ml/min e para a elui¢cdo foi empregado um
gradiente crescente de pH. A coluna foi padronizada com uma mistura de
aminoacidos livres puros de acordo com metodologia descrita por Monteiro et
al.,, (1998). Os aminoacidos foram detectados por fluorescéncia de
excitacdo/emissédo de 350 nm e 450 nm, respectivamente, utilizando
derivatizacdo pos-coluna empregando uma solucéo de ortoftaldialdeido (OPA)
0,08 %.

3.9 Extracdo e dosagem de acucares redutores

Para dosagem de acgucares redutora 150 ovos de diferentes horas apos a

oviposi¢cdo (HAO) foram macerados em 200 pl de tampdo PBS (fosfato de
sédio 100 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6), incubados a 4°C por 1 h e centrifugados
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a 5000 x g por 5 min. Os sobrenadantes foram usados para quantificacdo dos
acucares redutores de acordo com o meétodo descrito por Miller (1959), usando-
se o0 reativo 3,5-dinitrossalicilico (DNS) que ¢é reduzido a 3-amino-5-
dinitrossalicilico na presenca de acucares redutores. 50 pul de cada amostra
foram misturados com 100 pl de DNS, aquecidos a 100 °C por 5 min e
posteriomente adicionados 100 pl de agua destilada. As absorbancias foram
determinadas a 540 nm e para o calculo das concentracdes foi usada uma

curva padrédo de maltose

3.10 Extracdo e dosagem de glicose livre

Para dosagem de glicose ovos de diferentes horas apés a oviposigdo (HAO)
foram macerados em tampé&o PBS (fosfato de sédio 100 mM, NaCl 150 mM, pH
7,6) na proporcdo de 2 ovos para cada 1 pl de tampdo. Os ovos foram
macerados, agitados por 30 min a 4 °C, centrifugados a 6.000 x g por 10 min e
os sobrenadantes usados para as dosagens. A dosagem foi feita utilizando o
kit glicose monoreagente (Bioclin) seguindo as recomendacdes do manual do
fabricante. 10 pl dos sobrenadantes foram misturados a 1 mL do reagente do
kit (tampéo 36 mmol/L, fenol 20 mmol/L, 4- Aminoantipirina 5 mmol/L, glicose
oxidase 10.000 UJ/L, peroxidase 700 U/L, estabilizante, surfactante e
conservante). As misturas foram incubadas a 37 °C por 10 min e as

absorbancias lidas a 510 nm.

3.11 Extracdo e dosagem de triacilglicerdis

A dosagem de triacilglicerois nos ovos foi feita utilizando o kit triglicérides
monoreagente (Bioclin), seguindo as recomendacdes do manual do fabricante.
Foram coletados 50 ovos de diferentes horas ap6s a oviposi¢cdao (HAO) e
macerados em 50 pl de &gua destilada contendo 0,005% Tween 20. Os
extratos foram agitados por 1 h a 4 °C, centrifugados por 5 mina 2000 x g e 0s
sobrenadantes usados para as dosagens. Para as dosagens 10 pl dos
sobrenadantes foram misturados com um 1 mL de reagente do kit (tampé&o, 4-
clorofenol 5 mmol/L, lipase Lipoprotéica 5000 U/L, glicerol kinase 3000 UJL,
peroxidase 5000 U/L, glicerol-3-fosfato oxidase 5000 U/L, 4-aminoantipirina 1



19

mmol/L, ATP 5 mmol/L, ativador, estabilizante, surfactante e conservante). As
misturas foram incubadas em banho maria a 37°C por 10 min e as

absorbancias lidas a 510 nm.

3.12 Determinacédo da atividade de proteases cisteinicas

Ovos de diferentes horas apés a oviposicdo (HAO) foram macerados na
proporcdo de 200 ovos para 100 pL de tampéo citrato-fosfato (citrato de sédio
100 mM, fosfato de sédio mM, triton x-100 0,1%, DDT 1,5 mM, pH 5,6). As
amostras foram agitadas por 30 min a 4°C, centrifugas por 7 min a 7000 x g e
0s sobrenadantes utilizados no experimento. O ensaio de atividade foi baseado
na metodologia de Michaud et al.,, (1994), usando-se azocaseina como
substrato. As atividades das amostras foram medidas em pH 5,6 (pH indicado
para atividade de proteinase cisteinicas semelhantes a papaina).

A reacao foi realizada incubando-se 80 pL da solucdo azocaseina 1%
com 30 pL dos extratos dos ovos e 10 pL de tampéo citrato-fosfato. Os extratos
foram incubados por 1h em banho maria a 37 °C. A reacao foi parada com 300
UL de &cido tricloroacético (TCA) 10%. As amostras foram centrifugadas por 5
min a 10.000 x g e posteriormente 350 pL de cada sobrenadante foi transferido
para tubos de ensaio onde foram adicionados 300 pL de NaOH 1M. A leitura foi
feita em comprimento de onda de 440 nm.

Para o calculo da atividade enzimatica foi feito o ensaio usando uma
curva padrdo com diferentes concentracfes conhecidas de papaina pura

(Sigma).

3.13 Determinagéao da atividade de proteases serinicas

Ovos de diferentes horas apds a oviposi¢ao (HAO) foram macerados na
proporcdo de 200 ovos para 100 pL de tampéo Tris-HCL 50 mM, pH 8,0. As
amostras foram maceradas e agitadas por 2 h a 4 °C, centrifugadas por 15 min
a 20.000 x g a 4 °C e os sobrenadantes foram utilizados no experimento. O
ensaio de atividade foi baseado na metodologia de Demartini et al (2006),
usando-se BApNA como substrato e uma curva de tripsina pura (Sigma) para o

calculo das atividades.
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O BApNA (5 mM) foi dissolvido em solucdo de dimetilsulféxido (DMSO)
(2,17 mg/mL). 30 pl dos sobrenadantes foram misturados com 25 pl da solugéo
de BApNA e 145 pul de tampéo Tris-HCL (50 mM, pH 8,0) para completar o
volume final. Para a curva de tripsina, diferentes volumes (1 até 22 pl) da
solucdo estoque de tripsina (0,25 mg/mL) foram misturados com 25 pl da
solucdo de BApNA e os volumes completados para 200 pl com tampéao Tris-
HCL (50 mM pH 8,0). Os extratos foram incubacéao por 1 h, em banho maria a
37 °C. A reacao foi parada com 100 pl de acido acético 30% e as absorbancias

lidas em comprimento de onda de 440 nm.

3.14 Determinacédo da atividade de proteases asparticas

Ovos de diferentes horas apds a oviposi¢ao (HAO) foram macerados em
tampao glicina-HCL 50 mM pH 3,4 na propor¢édo de 200 ovos para 100 pL. As
amostras foram extraidas sob agitacdo durante 2 h a 4°C e centrifugadas a
20.000 x g por 15 minuto a 4°C. 30 pL de cada sobrenadante foram utilizados
para 0 ensaio, usando-se azocaseina como substrato. Todos o0s demais
procedimentos do ensaio foram realizados de acordo com o item 3.12 de

acordo com metodologia de Michaud et al., (1994).

3.15 Anédlises estatisticas dos dados

Os ensaios foram feitos em triplicatas, partindo-se de 3 lotes de ovos de
experimentos completamente independentes. Os resultados foram expressos
como médias (+ SEM) e as analises estatisticas foram feitas usando o teste de
analise de variancia (One-Way ANOVA) pelo programa Prisma. Os dados com
diferencas estatisticas significantes estdo indicadas nos graficos com letras

minusculas diferentes.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo morfolégica durante o desenvolvimento

embrionario de Callosobruchus maculatus

Para avaliacdo da morfologia dos embrides de C. maculatus, estes foram
fixados, levados e ap6s coloracdo com DAPI observados no microscopio de
fluorescéncia. Foram escolhidos os tempos de 24, 36 e 72 HAO por
representarem 0s tempos onde ocorrem eventos ~marcantes no
desenvolvimento embrionario desse inseto, como extensdo e retracdo da
banda germinal e o fechamento dorsal, como descrito previamente (DE SA et
al., 2014). Nossos resultados mostraram que os embribes apresentaram
morfologia similar a descricdo previa, estando no processo de extensdo da
banda germinal em 24 HAO (Figuras 7A e D), retracdo da banda germinal em
36 HAO (Figuras 7B e E) e em 72 HAO os embrides estavam no processo de
fechamento dorsal (Figuras 7C) e observava-se a segmentacéo e os apéndices

de patas (Figuras 7F).

< ANTERIOR

24 HAO 36 HAO 72 HAO

OSTERIOR

p
. C

DORSAL

VENTRAL

Figura 7 Desenvolvimento embrionario de Callosobruchus maculatus sobre o tegumento
de Vigna unguiculata. Os embrides foram fixados, corados com DAPI e observados em
microscopia de fluorescéncia. Visdo dorsal (A-C) e visdo ventral dos embrides (D- F) nos
tempos de desenvolvimento de 24, 36 e 72 horas apés a oviposi¢do (HAO). Barra = 50 pm.
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4.2 Visualizagdo por SDS-PAGE e gel de tricina e identificacdo por
espectrometria de massas de proteinas dos ovos de Callosobruchus

maculatus

O perfil proteico dos ovos ao longo de desenvolvimento foi inicialmente
analisado em gel de poliacrilamida 10 % na presenca de SDS. O resultado
mostrou a presenca de diversas proteinas com massas moleculares que
variam de pouco mais de 180 kDa a bandas inferiores a 15 kDa (Figura 8A).
Duas bandas majoritarias com massas moleculares aparentes de 150 e 40 kDa
estiveram presentes em todas os intervalos de tempo analisados, entretanto
diminuiram de intensidade ao longo do desenvolvimento (Figura 8A). Ainda
observa-se uma banda de aproximadamente 70 kDa, que embora menos
intensa que as anteriores, também esteve presente ao longo do
desenvolvimento. Uma banda de 35 kDa e um aglomerados de bandas com
massas moleculares proximas a 15 kDa aumentaram de intensidade a partir de
48h. Esse aumento de intensidade de bandas na regido final do gel pode
indicar um conjunto de proteinas com baixa massa molecular que nao foi bem
reparado no gel 10% (Figura 8A).

Na tentativa de resolver melhor a visualizacdo das bandas proteicas
com massas moleculares inferiores a 15 kDa foi feito entdo um gel de tricina
(Figura 8B). Os resultados ndo mostraram diferencas significativas no perfil de
proteinas na faixa de massa molecular abaixo de 15 kDa. O perfil de bandas
proteicas da amostra de 96 horas, visualizado pelo gel de tricina, mostrou o
desaparecimento quase que total das proteinas, indicando que pode ter havido
hidrolise dessa amostra durante o armazenamento (Figura 8B).

As bandas de massas moleculares aparentes 150 e 40 kDa da amostra
de 72 h e as bandas 150, 70 e 35 kDa da amostra de 96 HAO foram recortadas
do gel (Figura 8A), submetidas a identificacdo por espectrometria de massas e
0os resultados mais relevantes estdo apresentados na tabela 1. Esses
peptideos foram analisados através dos programas Blast e Scaffold 4 para
analise de similaridades com proteinas conhecidas.

Foram obtidas as mesmas sequencias de seis peptideos (Tabela 1) a
partir da banda de 150 kDa da amostra de ovos de 72 h e da banda de 70 kDa

dos ovos de 96 h. Essas sequencias alinharam com uma proteina hipotética



23

(Sequencia ID: gi|270012185) de Tribolium castaneum (Figura 9A). Esses
resultados indicam que a banda de 70 kDa da amostra de 96 h é
provavelmente alguma subunidade ou produto de hidrolise da banda majoritaria
de 150 kDa.

A partir da banda de 40 kDa dos ovos de 72 h obtivemos a sequéncia
de 8 peptideos (Tabela 1) que foram similares a uma protease aspartica do tipo
catepsina D (Sequencia ID: gi|226437842) encontrada no intestino do inseto C.
maculatus (Figura 13).

Com relacdo a banda de massa molecular 35 kDa dos ovos de 96 h
observamos 3 peptideos similares a uma protease cisteinica do tipo catepsina
L (Sequencia ID: gi|33333698) também encontrada no intestino de C.
maculatus (Tabela 1).

Nenhum peptideo foi obtido a partir da hidrolise da banda de 150 kDa

obtida da amostra de ovos de 96 h através do método usado.
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Figura 8 Visualizagédo por SDS-PAGE (A) e por gel de Tricina (B) de proteinas extraidas de
ovos de diferentes horas ap0s a oviposicao sobre os tegumentos de Vigna unguiculata.
Os retangulos vermelhos indicam as bandas proteicas recortadas e analisadas por

espectrometria de massas.
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Tabela 1 Peptideos obtidos por espectrometria de massas das bandas proteicas das
amostras de 72 e 96 HAO (horas ap0s a oviposicdo) de ovos de Callosobruchus
maculatus ovipositados sobre tegumentos de Vigha unguiculata.

engggalgg Egggéhh Banda 40 kDa/72h Banda 35 kDa/96h
AGFAGDDAPR VIFDTGSSNLWVPSK TYVFPLDEQEMAR
DSYVGDEAQSKR FDGILGMGYSR NSWGADWGEK
IWHHTFYNELR LVSQPVFSFYLNR GPVAVAIEASQLSFYDK
GYSFTTTAER DPAAPQGGELILGGSDK
SYELPDGQVITIGNER | GEFTYLPVDR
IHAPPERK GCEAIADTGTSLIAGPSEEVK
LPTINFVLGGKPFALEGK
YYTEFDLGNNR
A

gi|270012185 (100%), 41.822,7 Da
hypothetical protein TcasGA2_TC006296 [Tribolium castaneum]
0 exclusive unique peptides, 0 exclusive unique spectra, 13 total spectra, 67/376 amino acids (18% coverage)

MCDEEVAALV VDNGSGMCKA GFAGDDAPRA VFPSIVGRPR HQGVMVGMGQ
KDSYVGDEAQ SKRGILTLKY PIEHGIVTNW DDMEKIWHHT FYNELRVAPE
EHPVLLTEAP LNPKANREKM TQIMFETFNT PAMYVAIQAV LSLYASGRTT
GIVLDSGDGYVY SHTVPIYEGY ALPHAILRLD LAGRDLTDYL MKILTERGYS
FTTTAERE IV RDIKEKLCYV ALDFEQEMAT AASSSSLEKS YELPDGQVIT
IGNERFRCPE ALFQPSFLGM EACGIHETTY NSIMKCDVDI RKDLYANTVL
SGGTTMYPGI|I ADRMQKEITA LAPSTMKIKI ITAPPERKYSV WIGGSILASL
STFQQMWISK QEYDESGPSI VHRKCF

B

gi|226437842 (100%), 42.368,8 Da

putative gut cathepsin D-like aspartic protease [Callosobruchus maculatus]

8 exclusive unique peptides, 8 exclusive unique spectra, 17 total spectra, 116/389 amino acids (30% coverage)
MRLLLVFLCA LVAVNCEFHR IPLYKFKSIR RTFQEVGTDV SQVVLNGNKY
RNLGGPVPEP LSNYLDAQYY GPISIGTPPQ TFKVIFDTGS SNLWVPSKLC
HFTNIACLLH NKYDSSKSST YKKNGTAFAI|I RYGSGSLDGF LSTDHVSFGG
LKVENQTFAE AMNEPGMAFV AAKFDGILGM GYSRIAVDGV PPVFYNMVSQ
KLVSQPVFSF YLNRDPAAPQ GGELILGGSD KAHYKGEFTY LPVDRQAYWAQ
FKMDKVQVGP ETTLCAKGCE AIADTGTSLI AGPSEEVKAI|I NKAIGATPIM
GGEYLVSCES |IPKLPTINFV LGGKPFALEG KDYILRVSQA GQTLCLSGFM
GIDIPPPNGP LWILGDVFIG RYYTEFDLGN NRVGFAEAV

C

gi|33333698 (100%), 36.642,7 Da

putative gut cathepsin L-like cysteine protease [Callosobruchus maculatus]

3 exclusive unique peptides, 4 exclusive unique spectra, 4 total spectra, 40/326 amino acids (12% coverage)
MKFLVVVATL VLVAGASSVY EEWQQFKLDH GKTYRSVVEE KRRFSVFQKN
LIDIQEHNKK YERGEVSFAK KVTQFADMTH EEFLDLLKLQ GVPALPSNAV
HFDNFEDTDM EEKDAVDWRE EGAVTPVKDQ ANCGSCWAFS AVGAIEGQFF
KKNGTLVSLS AQELVDCATE EYGNNGCRGG LMGQAFDFVQ DEGIQTEESY
PYEGRRSSCK KSGDYVTKVK TYVFPLDEQE MARTVAAKGP VAVAIEASQL
SFYDKGIVDE KCRCSNKRED LNHGVLVVGY GSENGVDYWI VKNSWGADWG
EKGYFRLKKD VKACGIGYYN TYPILL

Figura 9 Alinhamento das sequéncias peptidicas obtidas por espectrometria de massas
utilizando o programa Scaffold 4. A: Peptideos obtidos a partir das bandas de 150 kDa do
tempo de 72h e 70 kDa da amostra de 96h alinhados com a proteina hipotética de T.
castaneum; B: Peptideos obtidos a partir da banda de 40 kDa da amostra de 72h alinhados
com a protease aspartica do tipo catepsina D de C. maculatus; C: Peptideos obtidos a partir da
banda 35 kDa da amostra de 96h alinhados com a protease cisteinica do tipo catepsina L de C.

maculatus.
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4.3 Quantificacdo dos niveis de proteinas sollUveis e aminoacidos

livres em ovos de Callosobruchus maculatus

Os niveis de proteinas totais sollveis ao longo do desenvolvimento
embrionario do C. maculatus decairam abruptamente nos ovos entre 0s pontos
de 4 e 12 HAO, essa diminuicédo foi de aproximadamente 50% do conteudo
inicial. Apés isto, foi observado um decaimento progressivo, porem menos
intenso, ao longo de todo o tempo observado. No tempo de 96 HAO os niveis
observados representam cerca de apenas 10% do conteudo inicial de proteinas
dos ovos (Figura 10).

Com relagdo a quantificacdo dos aminoacidos livres, os resultados
mostraram uma grande variagdo nos valores totais ao longo do
desenvolvimento embrionario do inseto (Figura 11). As maiores concentracdes
foram observadas nos tempos 4, 36 e 72 HAO, enquanto os niveis mais baixos
foram observados no final da embriogénese no tempo de 96 HAO. Quando
analisadas as concentracdes dos aminoacidos individualmente, observa-se que
dos 20 aminoacidos proteicos, 16 foram detectados, que pelo método usado,
durante a embriogénese de C. maculatus e o percentual de cada um foi
calculado dentro do total de aminoéacidos livres (Figura 12). Os resultados estéo
expressos separando-se 0s aminoacidos em trés grupos levando em
consideracdo a concentragcdo em 0s mais representativos (Figura 12A), os com
concentracfes intermediarias (Figura 12B) e os menos concentrados (Figura
12C). Os aminoéacidos isoleucina e leucina sairam em um Unico pico, sendo o
resultado apresentado como o somatorio da concentragcdo de ambos. Os
aminoacidos mais representativos dentro do total encontrado foram aspartato
(Asp), acido glutamico (Glu) e tirosina (Tyr) cujas concentracfes variaram de 5
até 25 % do total ao longo da embriogénese (Figura 12A). O acido glutamico foi
0 aminoacido mais concentrado no inicio do desenvolvimento, mantendo entre
20 a 15 % do total até 60 HAO, caindo em 72 HAO e voltando aos niveis
iniciais, onde permaneceu até 96 HAO. O aminoacido aspartato representada
cerca de 5 % do total no inicio do desenvolvimento, alcancando niveis proximos
a 25 % em 24 HAO e diminuindo progressivamente até as 96 HAO. Tirosina
iniciou em baixa concentracdo, comecando a subir em 48HAO e alcancando a

sua maior concentracdo préxima a 15 % em 60 HAO, voltando a diminuir apds
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esse tempo (Figura 12A). Cinco aminoacidos foram agrupados no grupo das
concentragfes intermediarias (Figura 12B), sendo eles lisina (Lys), prolina
(Pro), serina (Ser), treonina (Thr) e arginina (Arg). Embora a concentracao
deles tenha variado ao longo do desenvolvimento, todos permaneceram em
concentracdo inferior a 15 %. Os aminoacidos que tiveram concentracdes
inferiores a 10 % ao longo do desenvolvimento foram histidina (His),
fenilalanina (Phe), isoleucina/leucina (Iso+ Leu), metionina (Met), valina (Val),

alanina (Ala) e glicina (Gly) (Figura 12C).
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Figura 10 Quantificacdo de proteinas sollveis em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposi¢do sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (+ SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de andlise de
varidncia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 11 Quantificagdo de aminoacidos livres em ovos de Callososbruchus maculatus
em diferentes horas ap6s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vignha
unguiculata.
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Figura 12 Percentual de cada aminoéacido livrie em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. A: aminoacidos mais representativos; B: aminoacidos com concentracdes
intermediarias; C: aminoacidos menos representativos.
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4.4 Quantificagdo de acucares redutores, glicose livre e

triacilglicerois em ovos de Callosobruchus maculatus

Para avaliar os niveis de acucares redutores totais nos ovos ao longo do
desenvolvimento ndo diferiram estatisticamente, embora as médias tenham
variado em alguns tempos os altos desvios dos dados impossibilitaram a
observacdo de diferencas estatisticamente significantes. Essas concentracdes
foram inferiores a 0.15 pg/ovo em todos os tempos estudados (Figura 13).

Os niveis de glicose livre tenderam a subir durante o desenvolvimento, a
concentracao se iniciou abaixo de 0.1 pg/ovo subindo principalmente a partir de
60 HAO e alcancando niveis de 0.15 pg/ovo em 72 HAO. No final da
embriogénese, no tempo 84 HAO os niveis de glicose livre diminuiram e se
mantiveram estaveis até 96 HAO (Figura 14). Quando comparamos 0s niveis
totais de acucares redutores e glicose livre nos ovos observamos
concentracfbes similares ao longo do desenvolvimento, entre 0,08 e 0,15
pHg/ovo. Esses dados podem indicar que a grande maioria dos acucares
redutores detectados sao constituidos por glicose.

Quando aos niveis de triacilglicerois, foi observada uma concentracao
bem superior aos agucares, inicialmente era proxima a 0.6 pg/ovo, aumentando
para 0.8 pg/ovo no tempo 48 HAO, voltando a cair a partir em 84 - 96 HAO
para valores préximos aos iniciais (Figura 15). Embora os niveis de
triacilgliceréis detectados sejam relativamente altos nos ovos, indicando uma
importante reserva, ndo foi observada uma mobilizacdo consideravel dessas
moléculas ao longo do tempo de desenvolvimento estudado.

Com o objetivo de obter a porcentagem de contribuicdo de cada valor de
concentracdo de proteinas, glicose e triacilgliceréis nos ovos, foi feito um
gréfico de colunas empilhadas, usando-se como 100 % o somatério das trés
concentragbes em cada um dos tempos de desenvolvimento. Os resultados
obtidos facilitam a comparacéo entre as concentragdes das macromoléculas ao
longo da embriogénese (Figura 16). Os resultados mostraram que nos ovos de
4 HAO, quando comparados os valores para as trés macromoléculas, as
proteinas sdo as mais representativas, perfazendo cerca de 65 %. No tempo de
12 HAO, a concentragdo de lipidios e proteinas € bem similar. A partir de 24

HAO a concentracdo de lipidios passou a ser maior que a de proteinas e essa
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diferengca aumentou até o final da embriogénese. Em 96 HAO observou-se um
percentual de pouco mais de 65 % de lipidios e aproximadamente 15 % de
proteinas e 15 % de glicose. Até 84 HAO o conteudo de glicose foi o menos
representativo no somatério das concentracdes, alcancando concentracao

semelhante as das proteinas apenas no ultimo tempo analisado (Figura 16).
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Figura 13 Quantificacdo de agucar redutor em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (x SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de andlise de
varidncia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 14 Quantificagcdo de glicose livre em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (x SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de analise de
variancia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 15 Quantificacdo de triacilglicer6is em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (+ SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de andlise de
variancia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 16 Comparacao das concentracdes de proteinas, glicose e triacilglicerdis em ovos
de Callsosbruchus maculatus em diferentes horas apds a oviposi¢cdo sobre tegumentos
de sementes de Vigna unguiculata. Os resultados estdo expressos em percentual (%) de
cada uma das macromoléculas levando-se em consideracdo a soma das concentracdes
(100%) das trés macromoléculas nos ovos em cada um dos tempos
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4.5 Atividade de proteases cisteinica, serinica e aspartica em ovos
de Callosobruchus maculatus

Devido a acentuada diminuicdo dos conteudos de proteinas solUveis nos
ovos e ainda a identificacdo de proteinas similares a proteases asparticas e
cisteinicas, foi feita a investigacdo da presena de atividade das tres principais
classes de proteases descritas para insetos, proteases cisteinica, serinica e
aspartica. Nossos dados mostraram a presenca de atividade para proteases
cisteinicas (Figura 17), serinica (Figura 18) e aspartica (Figura 19) nos ovos
durante a embriogenese. A atividade em pH 5,6 caracteristica de proteases
cisteinicas aumentou no inicio na embriogenese, apresentando um pico
principal em 24 HAO. Essa atividade caiu progressivamente nas horas
seguintes e retornou a valores proximos aos iniciais nos tempos 84 e 96 HAO
(Figura 17).

A atividade em pH alcalino, caracteristico de proteases serinicas mostrou
um aumento também no tempo de 24 HAO e logo em seguida uma diminuicao
subita no tempo de 36 HAO mantendo-se constante até o final do
desenvolvimento embrionario em 96 HAO (Figura 18).

Os resultados para atividade em pH extremamente acido, caracteristico
de proteases asparticas revelaram dois picos de atividade em 12 e em 48 HAO.
As atividades mais baixas foram observadas nos tempos 36, 60 e 72 HAO,

onde as atividades foram quase indetectaveis (Figura 19).
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Figura 17 Atividade de proteases cisteinicas em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (x SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de andlise de
varidncia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 18 Atividade de proteases serinicas em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap0s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (x SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de analise de
variancia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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Figura 19 Atividade de proteases asparticas em ovos de Callsosbruchus maculatus em
diferentes horas ap6s a oviposicdo sobre tegumentos de sementes de Vigna
unguiculata. Os resultados estdo expressos como média (x SEM) de 3 experimentos
independentes. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de andlise de
variancia (One-Way ANOVA) feito usando o programa Prisma.
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5. DISCUSSAO

O inseto Callosobruchus maculatus é uma importante praga para
sementes estocadas, principalmente de Vigna unguiculata, sendo assim o
controle da infestacdo por esse inseto é de extrema importdncia para a
producdo de sementes. Entretanto pouquissimos trabalhos abordam estudos
sobre composicdo, metabolismo dos ovos ou de fases iniciais do
desenvolvimento desse inseto (BEENAKKERS; VAN DER HORST; VAN
MARREWIJK, 1984; GILBERT, 1967; KAWOOYA; LAW, 1988). Nos
acreditamos que a obtencdo de dados relacionados as fases iniciais do
desenvolvimento de C. maculatus, como a embriogénese possam ser Uteis no
futuro para o desenvolvimento de estratégias de controle mais eficazes. Nesse
trabalho foram quantificados os niveis de possiveis moléculas de reserva
energética e identificamos algumas proteinas presentes nesses ovos durante a
embriogénese.

Inicialmente fizemos uma caracterizacdo morfolégica dos embrides do
inseto para nos assegurarmos que o desenvolvimento embrionario estava
ocorrendo normalmente e seguia os padrdes previamente descritos por (DE SA
et al., 2014). Os embrides apresentaram morfologia similar a descricao previa,
com a extensdo e retracdo da banda germinal, o processo de fechamento
dorsal a segmentacao e o aparecimento dos apéndices de patas ocorrendo nos
mesmos tempos de desenvolvimento como descrito na literatura(DE SA et al.,
2014).

Partindo entdo para a caracterizacdo da composi¢cdo dos ovos, fomos
investigar o perfil e quantidade de proteinas durante a embriogénese. Os dados
encontrados revelaram um perfil proteico diverso apresentando bandas com
diferentes massas moleculares que variaram de mais de 180 kDa até proximas
a 10 kDa, existindo pelo menos duas bandas com intensidades majoritarias,
uma de 150 kDa e outra de 40 kDa. Algumas dessas proteinas foram
identificadas por espectrometria de massas e se mostraram similares a uma
proteina hipotética de Tribollium castaneum, uma protease aspartica do tipo
catepsina D e uma protease cisteinica do tipo catepsina L, ambas as proteases
similares a enzimas previamente descritas no intestino de C. maculatus. Para

nos aprofundarmos um pouco mais na identidade dessa proteina hipotética e
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detectarmos possiveis problemas de anotacdo no genoma de T. castaneum, foi
feito um blast usando a sequéncia completa da proteina hipotética e os
resultados mostraram similaridade com actina de Anopheles darlingi,
Schistosoma haematobium e Ascaris suum. Proteinas como actina e miosina
foram descritas em embrides de grilo no inicio do desenvolvimento (JACKLE,
1980; MOSER, 1975)A sintese de actina também ja foi descrita no inicio do
desenvolvimento embrionario de espécies de Smittia (Jackle & Kalthoff 1979).
Durante as fases iniciais de desenvolvimento do embrido de insetos, a sintese
de actina foi detectada em regifes especificas ao longo do eixo embrionario
(JACKLE, 1980).

Observou-se tanto pelo perfil proteico por SDS-PAGE quanto,
principalmente, pela dosagem de proteinas, uma acentuada diminuicdo dessas
proteinas ao longo da embriogénese, indicando uma possivel mobilizacdo para
obtencdo de energia e/ou de aminoacidos essenciais para a sintese de novas
proteinas.

Como o ovo é um sistema fechado, todo material necessario para que o
embrido se desenvolva ja deve estar dentro do ovo no ato da oviposicdo. Os
nutrientes estocados dentro do ovo, sdo em sua maioria guardados na forma
de granulos de vitelo (ABREU et al., 2004). Em ovos de artroOpodes existe uma
alta demanda de proteinas do vitelo durante o desenvolvimento, (LOGULLO et
al., 1998). A maioria dessas proteinas sdo reservas de aminoacidos que seréo
Uteis para o crescimento do embrido e a disponibilidade desses aminoacidos se
dard pela acdo de proteases (IZUMI et al., 1994).Existem varias classes de
enzimas que estdo envolvidas na degradacdo do vitelo, destacando-se
proteases serinicas (IKEDA; SASAKI, 1990) proteases cisteinicas(TAKAHASHI
et al.,, 1993) e proteases asparticas (NUSSENZVEIG; OLIVEIRA; MASUDA,
1992). Em ovos do bicho da seda Bombyx mori foram descritos trés tipos
principais de proteinas no vitelo, as vitelinas (VT), as proteinas especificas de
ovo (ESP da sigla em inglés Egg-specific protein) e proteinas de 30 kDa (30k),
essas trés proteinas de vitelo se comportam de maneiras bem diferentes
durante a embriogénese (IRIE; YAMASHITA, 1980; YAMAHAMA et al., 2003).
Em 1980, Irie & Yamashita, descreveram um padrdo de consumo de proteinas
desde o primeiro dia de desenvolvimento em ovos de Bombyx mori que

seguiram até a eclosdo da larva. Algumas dessas proteinas foram
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consideradas como tendo papel fundamental principalmente na embriogénese,
visto que desaparecem completamente apos a eclosdo das larvas (IRIE;
YAMASHITA, 1980). Os ovos de B. mori também apresentam altos niveis de
proteases, o alinhamento das sequéncias dessas proteases indicou que ela é
similar a uma protease cisteinica do tipo catepsina L. Essa protease é estocada
em granulos do vitelo, € ativada no inicio da embriogénese e participa no
processo de degradacéao do vitelo (YAMAHAMA et al., 2003).

Complexidade na composicao de proteinas do vitelo também foi visto em
ovos de Hyalophora cecropia e Plodia interpunctella (SHIRK et al., 1984;
TELFER; PAN; LAW, 1991). Porém, em ovos de Cullex quinquefaciatus a
degradacdo de proteinas, que correspondem a maior parte do vitelo, ndo foi
detectada (VAN HANDEL, 1993). Em ovos do inseto R. palmarum também nao
houve alteracdo nos conteldos totais de proteina durante a embriogénese
(SANTANA et al., 2014). Os niveis de proteina totais também se mantiveram
estaveis em ovos de carrapato B. microplus, tendo somente uma queda
bastante sutil no terceiro dia apés a oviposicado e logo depois no sexto dia as
taxas voltaram as quantidades iniciais se mantando até o fim da embriogénese
(CAMPOS et al., 2006).

Visto a grande diminuicdo na quantidade de proteinas nos ovos durante
a embriogénese, fomos avaliar os niveis de aminoacidos livres nas diferentes
horas apds a oviposicdo. As analises mostraram uma grande variacdo nos
niveis de aminoacidos livres totais durante a embriogénese, onde as maiores
concentragcbes foram vistas nos tempos 4, 36 e 72 HAO. Do total dos
aminoacidos proteicos, 16 foram detectados em ovos durante a embriogénese,
sendo tirosina, acido glutdmico e aspartato os mais representativos.

Trabalhos vém mostrando que muitos insetos fazem uso de aminoacidos
provenientes das proteinas para produzir novas proteinas para 0S 0vVoS e
também para obtencido de energia(GADE; AUERSWALD, 2002;
PENNINGTON; GOLDSTROHM; WELLS, 2003). Desta forma sdo observadas
grandes variacdes na quantidade e nos tipos de aminoacidos livres em ovos
durante a embriogénese e em espécies diferentes. De uma maneira geral a
guantidade de aminoéacidos livres em ovos fertilizados € bem baixa em relacdo
ao conteudo total (aminoacidos livres + conjugados a proteinas), mas a

guantidade de aminoacidos livres tende a aumentar com o desenvolvimento do
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embrido (CHEN, 1966). Drillhon e Busnel (1950) encontraram em o0voS
fertilizados de B. mori somente 4 aminoacidos livres (acido glutamico, serina,
alanina e valina), porém em ovos no fim do desenvolvimento, foram vistos mais
8 aminoécidos livres diferentes (tirosina, leucina, glicina, triptofano, prolina,
hidroxiprolina, cisteina e histidina). Dentre os aminoacidos proteicos, serina foi
relatada como um dos mais expressivos na composi¢cao das proteinas do vitelo
em alguns invertebrados (ENGELMANN, 1980).

Em D. melanogaster, Crone-Gloor (1959) foram detectados 16
aminoacidos proteicos em embribes em desenvolvimento. Em ovos de
Schistocerca gregaria a variacdo de amino&cidos livres foi bem baixa e muito
similar ao encontrado em ovos de alguns mosquitos, ocorrendo um aumento
rapido no periodo de formacao da banda germinal com decréscimo no inicio da
diferenciacao tecidual intensa (COLOMBO et al., 1962). Padréo similar foi visto
no desenvolvimento embrionario de Sphaerodema molestum (Indira, 1963).

Dentre 0os aminoacidos presentes durante a embriogénese do inseto
Tenebrio molitor, aspartato, acido glutamico, glicina, leucina e fenilalanina
foram os mais concentrados (CHEN, 1966). Durante o desenvolvimento
embrionario da traca Trabala vishnou foram encontrados 14 aminoacidos 24
HAO, sendo cinco essenciais: arginina, histidina, leucinal/isoleucina, metionina
e treonina. Outros aminoacidos foram sendo encontrados ao longo do
desenvolvimento, lisina e treonina apareceram no segundo dia de
desenvolvimento e triptofano foi encontrado no quinto dia (MALEYVAR;
GAKHAR, 1982).

Em ovos de Locust, os niveis iniciais de aminoécidos foram muito baixos
no tempo 0 de desenvolvimento, diminuindo ainda mais no estagio 1. No
estagio dois e trés ocorreu um grande aumento nos aminoacidos livres se
mantendo se mantendo até o estagio nove quando a larva estd préxima a
eclosdo. Dentre os aminoacidos detectados, sete aminoacidos histidina,
aspartato, acido glutamico, glicina, alanina, valina e tirosina apresentaram dois
aumentos expressivos, um entre o0 estigio trés e quatro, em que 0S
aminoacidos aspartato e valina aumentaram no estagio 3 e histidina, glutamato,
glicina, alanina e tirosina aumentaram no estagio quatro. Durante nossas
dosagens os niveis de tirosina, glutamato e aspartato também se apresentaram

elevados, eles foram os mais representativos durante todo o desenvolvimento.
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O segundo pico foi entre o estagio seis e sete, com aspartato, glutamato,
glicina e alanina aumentando no estagio seis e histidina, valina e tirosina
aumentando no estagio sete (MCGREGOR; LOUGHTON, 1976). Excetuando
lisina, os aminoacidos descritos pelos autores ou estiveram altos durante todo
0 desenvolvimento em nossos resultados ou foram 0s menos representativos.
Lisina foi o Unico aminoacido que ficou no grupo dos aminoacidos com
concentracédo intermediaria.

Em ovos de Leptinotarsa decemlineata foram encontrados dezoito tipos
diferentes de aminoacidos nos tempos de 0, 16, 30 e 40 HAO, dos quais nove
estavam presentes em altas concentracbes: asparagina, serina, acido
glutédmico, treonina, lisina, tirosina e principalmente histidina, glutamina prolina
gue foram os mais concentrados (GELMAN et al., 2000).

Chen & Briegel (1965) demonstraram uma correlacdo entre a
concentracdo de tirosina e a variagdo de pigmentacdo do embrido em
desenvolvimento em mosquitos. Nas primeiras 4 HAO os conteudos de tirosina
decairam até os niveis muito baixos. A tirosina apresentou uma segunda queda
no momento em que a mandibula e outras estruturas cuticulares comecaram a
pigmentar (Chen, 1966). A producao de lipidios a partir de aminoacidos livres
também ja4 foi relatada em alguns os ovos durante a embriogénese
(CANAVOSO et al., 2001).

Para determinacdo dos niveis de carboidratos nos ovos ao longo do
desenvolvimento iniciamos com a quantificacdo de acucares redutores totais e
0s resultados mostraram concentragfes inferiores a 0.15 pg/ovo em todos os
tempos estudados ndo havendo diferencas estatisticas entre as médias
obtidas. Ja os niveis de glicose livre aumentaram durante a embriogénese
alcancando os maiores niveis de 0,15 pg/ovo em 72 HAO, diminuindo e se
mantendo constante até 96 HAO. Nossos resultados mostraram valores
similares de acucares redutores e glicose livre, indicando que glicose
representa praticamente todo o acucar redutor dos ovos nesse periodo do
desenvolvimento.

Durante o processo de segmentacdo do embrido, os carboidratos podem
representar grande parte das reservas energéticas (BATE; ARIAS, 1993;
NUSSLEIN-VOLHARD; S, 1989). Desta forma muitos trabalhos analisam os

niveis de glicose durante a embriogénese e mostram haver grande flutuacao
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nas concentragdes de glicose tanto ao longo do desenvolvimento como nos
diferentes modelos de embrides estudados.

A possivel utilizacdo de carboidratos como fonte de energia no
desenvolvimento embrionario ja foi descrita para Boophilus microplus
(CAMPOS et al., 2006) e Hyalomma dromedarii (KAMEL; SHALABY; GHAZY,
1982), entretanto para outros modelos como o inseto Rhynchophorus
palmarum, os niveis de glicose nos ovos aumentaram até 60 HAO e depois se
mantiveram estaveis até o fim da embriogénese (SANTANA et al.,, 2014).
Andlises feitas durante a embriogénese do Tribolium castaneum demonstraram
gue os niveis iniciais de glicose se mantiveram baixos e estaveis até 18 HAO,
aumentando e chegando ao pico maximo em 76 HAO (FRAGA et al., 2013). J&
em ovos de Aedes aegypti as taxas de glicose aumentaram no inicio da
embriogénese, entre 10 e 20 HAO e logo apds comecam a cair chegando no
seu ponto minimo entre 70 e 80 HAO (VITAL et al., 2010). Para o carrapato
Boophilus microplus os niveis de glicose se mantém estaveis nos primeiros 9
dias de desenvolvimento, aumentando em até trés vezes até o décimo sexto
dia de desenvolvimento, onde as taxas de glicose comecaram a diminuir
(MORAES et al., 2007). Em Drosophila melanogaster os niveis de acucar
comecam a subir a partir de 3 HAO e continuam aumentando até o fim da
embriogénese do inseto (MEDINA; VALLEJO, 1989). Esse conjunto de dados
mostra ndo haver um padrdo para o perfil de glicose durante a embriogénese,
indicando que a utilizacdo dessa glicose durante a embriogénese pode variar
enormemente de espécie para espécie.

Com relacdo aos niveis de triacilgliceréis nos ovos durante a
embriogénese de C. maculatus, os resultados mostraram uma concentracao
bem maior do que a de glicose, alcancando valores proximos a 0,8 pg/ovo.
Esses valores foram inferiores aos encontrados para proteinas no inicio da
embriogénese, cujas concentracdes diminuiram dos 1,5 pg/ovo iniciais para 0,2
pg/ovo no final do desenvolvimento. Embora os niveis relativamente altos de
triacilglicer6is nos ovos de C. maculatus possam indicar que esses lipidios
sejam importantes reservas energéticas, as variacées na concentracao foram
pouco significativas nos tempos de desenvolvimento estudados.

Muitos artigos vém estudando as concentracdes de lipidios e a

participacdo como reservas energéticas em ovos. Em Manduca sexta, o0s
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lipidios corresponderam a 40 % do peso seco do ovo (KAWOOYA; LAW,
1988). 26 % do peso seco de ovos jovens de Locusta migratoria também séo
constituidos por lipidios. Os acilgliceréis correspondem a 78,5 % desses
lipidios, destacando-se os triacilglicer6is como os majoritarios, perfazendo
cerca 83 % desses acilgliceréis estocados. Os niveis de acilglicerois
diminuiram cerca de 31 % no periodo embrionario e essa queda foi
correlacionada basicamente com o catabolismo dos triacilglicerdis, visto que os
niveis de monoacilglicerdis e diacilgliceréis se mantiveram constantes
(BEENAKKERS; VAN DER HORST; VAN MARREW IJK, 1984)

Existe uma grande variacdo na quantidade de lipidios estocados em ovos
qguando se compara diferentes espécies. Andlises levando em consideragédo o
peso seco de ovos de nove espécies de insetos, de quatro ordens diferentes
mostraram que esses valores variaram desde concentracdes proximas a 1 %,
como em ovos de em Lymantria dispar que apresentaram 1,5 % de lipidios até
valores mais altos como 12 % em Bombyx mori e Melanoplus differentialis, 13,9
% no afideo Myzus persicae e 18,4 % em Acheta domesticus(GILBERT, 1967;
STRONG, 1964).

Durante a embriogénese de Periplata americana os niveis de lipidios
cairam em torno de 36 % em comparagdo aos niveis iniciais (KINSELLA;
SMYTH, 1966). Em ovos de Cecropia ocorreu uma drastica reducdo na
guantidade de lipidios da oviposicdo até a eclosdo larval, indicando que os
lipidios foram degradados como a principal fonte de energia para a
embriogénese desse inseto. Yamahama et al (2008) demonstraram que em
ovos de Bombyx mori os niveis de triacilgliceréis eram minimos no inicio da
embriogénese, mas aumentaram e chegaram a um pico maximo pré6ximo ao
fim do desenvolvimento e entdo desapareceram no final da embriogénese do
inseto.

Santana et al (2014) mostraram que em ovos do inseto Rhynchophorus
palmarum os niveis de lipidios cairam nas primeiras 12 HAO e seguiram esse
padrdo até 36 HAO, posteriormente se mantiveram estaveis até o fim da
embriogénese em 96 HAO.

Em ovos do carrapato de camelo Hyalomma dromedari uma lipase foi
relacionada com a mobilizacdo de triacilgliceréis estocados. Essa enzima teve

sua atividade aumentada no 12° dia da embriogénese e persistiu até o fim do
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desenvolvimento embrionario (FAHMY et al., 2004). Resultados similares foram
observados nos embrides de Rhipicephalus microplus, sugerindo que esses
embrides fazem uso da energia encontrada nas reservas de lipideos para o seu
desenvolvimento (CAMPOS et al., 2006; MORAES et al., 2007).

Mas a afirmacdo que os lipideos séo a principal fonte de energia para o
desenvolvimento embrionario ndo é verdade para todas as espécies, no
besouro japonés Popillia japonica, o glicogénio foi considerado a principal fonte
de energia para o inicio do desenvolvimento embrionario (ROTHSTEIN, 1952).
No inseto Oncopeltus fasciatus uma grande parte dos contetudos lipidicos
decairam ao longo da embriogénese, entretanto esses contetudos
compreendiam apenas uma pequena fragdo dos nutrientes utilizados para o
desenvolvimento do ovo (BABCOCK; RUTSCHKY, 1961). Durante o
desenvolvimento embrionario do inseto Tenebrio molitor os niveis de glicogénio
cairam seis vezes mais do que os niveis de lipidios (LUDWIG; RAMAZZOTTO,
1965).

Levando em consideracdo apenas as concentracdes de proteinas, glicose
e triacilgliceréis encontrados nos ovos de C. maculatus ao longo da
embriogenése, as proteinas foram as mais representativas nos ovos nas
primeiras horas apds a oviposicéo, representando até 65 % do total das trés.
Com o passar do tempo, o percentual de lipidios foi se aproximando das
proteinas, sendo que em 24 HAO os lipidios ja eram mais representativos
alcancando um percentual de pouco mais de 65 % no final da embriogénese. A
glicose foi a menos representativa até 84 HAO, entretanto em 96 HAO os
percentuais de glicose e proteinas eram praticamente 0s mesmos no somatoério
das trés macromoléculas nutritivas de ovos.

Os dados obtidos no nosso trabalho mostraram que as proteinas foram as
macromoléculas cujas concentracdes diminuiram mais evidentemente durante
a embriogenese de C. maculatus. Nossos dados ainda mostraram que quando
comparadas as concentracOes de proteinas, glicose e triacilglicerois, as
proteinas sdo as mais abundantes nos ovos no inicio da embriogenese.
Nossos resultados também mostraram a presenca de pelo menos duas
proteases uma aspartica e outra cisteinica nos tempos finais da embriogénese.
Todos esses dados apontam para uma forte mobilizagdo de proteinas na

embriogénese de C. maculatus. A determinacéo de atividade de proteases nos
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ovos de C. maculatus durante a embriogénese mostrou a presenca de
atividades em faixas de pH desde muito acidos como 3, atividades em pH 5,6
e ainda atividade em pH alcalino, indicando a presenca de proteases
asparticas, cisteinicas e serinicas respectivamente. A atividade de proteases
cisteinicas aumentou no inicio na embriogénese, com maxima em 24 HAO.
Perfil similar a atividade das proteases serinicas que também mostraram
aumento em 24 HAO seguido de queba em 36 HAO. Para atividade em pH
extremamente acido, caracteristico de proteases asparticas foram observados
dois picos de atividade maxima, o primeiro jA em 12 HAO e outro em 48 HAO.
Esse pico de atividade em 12 HAO coincide com a diminuicdo de
aproximadamente 50 % das proteinas dos ovos. Esses resultados indicam que
as proteases asparticas possivelmente inicial a protedlise em ovos de C.
maculatus durante a embriogénese.

Trabalhos tem mostrado que granulos do vitelo contém proteases cuja
funcdo € degradar os constituintes proteicos (NUSSENZVEIG; OLIVEIRA;
MASUDA, 1992). Proteases do tipo cisteinica, asparticas e serinicas ja foram
identificadas nesses granulos (MEDINA; VALLEJO, 1989; NUSSENZVEIG;
OLIVEIRA; MASUDA, 1992). Segundo Yamahama et al (2003) proteases do
tipo cisteinicas estdo entre as majoritarias em ovos no inicio do
desenvolvimento, sendo as principais proteases envolvidas na quebra das
proteinas do vitelo. Proteases cisteinicas também ja foram encontradas em
ovos do carrapato africano, Ornithodoros mubata (FAGOTTO, 1990) e em
granulos do vitelo de B. mori (YAMAHAMA et al., 2003).

Em ovos de Rhodnius prolixus proteases asparticas do tipo catepsinas D
foram consideradas como as principais envolvidas na mobilizagcdo do vitelo
(GOMES et al.,, 2010). A atividade de protease aspartica também foi
encontrada em embrides de D. melanogaster e sua atividade foi detectada em
oocitos maduros, entretanto essas atividades foram muito baixas, menos de 1
% do total de atividade em pH acido (MEDINA; VALLEJO, 1989). A atividade
de protease aspartica envolvida na degradacao de vitelo também foi relatada
para o carrapato B. microplus (LOGULLO et al., 1998).

Proteases serinicas sao tidas como participantes na degradacéo do vitelo
em D. melanogaster (INDRASITH; SASAKI; YAMASHITA, 1988). A

degradacédo do vitelo de ovos de Blattella germanica se inicia no terceiro/quarto
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dia apés a oviposicdo, onde observou-se um intenso processo proteolitico
(GIORGI; NORDIN, 1994). O inicio da atividade proteolitica nos ovos de B.
germanica foi detectado ja no segundo dia ap0s a oviposi¢cao e essa atividade
aumentou consideravelmente no quinto dia (GIORGI; NORDIN, 1994).

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que as proteinas foram as
principais macromoléculas mobilizadas durante a embriogénese de C.
maculatus. Essa mobilizacdo pode ter sido iniciada pela atividade de proteases
asparticas, incluindo as do tipo catepsinas D. Proteases serinicas e cisteinicas
também participam dessa hidrolise, principalmente a partir de 24 HAO. A
grande flutuacdo na concentracdo de aminoacidos durante a embriogénese do
inseto pode indicar que esses aminoacidos tanto estdo sendo utilizados para a
sintese de novas proteinas como metabolizados para a obtencdo de energia.

Uma comparacao entre o perfil de degradacéo das reservas energéticas
com os principais eventos durante o desenvolvimento embrionario do inseto C.
maculatus pode ser observado na Figura 20. Nessa figura foi dado énfase aos
trés principais eventos embrionarios do inseto: a extensdo da banda germinal
em 24 HAO, o fim da retracdo da banda germinal em 36 HAO e por fim o
fechamento dorsal em 84 HAO. Observa-se que a principal mobilizacdo de

proteina ocorreu durante o processo de extensdo da banda germinal.
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Figura 20 Correlacdo dos tempos de desenvolvimento e 0s niveis totais de reserva ao
longo da embriogénese.



49

6. CONCLUSAO

Os principais eventos classicamente descritos durante a embriogénese de
insetos como formacdo do blastoderma celular, extenséo e retracdo da banda
germinal, segmentacdo do embrido, aparecimento dos apéndices de patas e
fechamento dorsal foram observados durante o desenvolvimento embrionario

de Callosobruchus maculatus;

Proteinas majoritarias de massas moleculares 150 e 40 KDa estiveram
presentes em todos os tempos durante a embriogénese de C. maculatus e

diminuiram consideravelmente de intensidade ao longo do desenvolvimento;

Proteinas presentes em ovos de C. maculatus mostraram similaridade
com uma proteina hipotética de Tribolium castaneum; a uma protease aspartica
do tipo catepsina D e uma protease cisteinica do tipo catepsina L, ambas do

intestino de C. maculatus;

Os niveis de proteinas totais detectados em ovos diminuiram
aproximadamente 50 % até 12 HAO. Em ovos 96 HAO os niveis detectados

representavam menos de 10% da concentragdo inicial;

Os niveis de aminoacidos livres variaram consideravelmente ao longo da
embriogénese, sendo aspartato, tirosine e acido glutmico os mais

representativos;

Os niveis de glicose aumentaram ao longo do desenvolvimento

embrionario de C. maculatus;

Os niveis de triacilglicer6is aumentaram no meio do desenvolvimento
embrionario mas retornaram a concentracdes similares as iniciais no final da

embriogénese;
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Atividade de proteases cisteinicas, serinicas e asparticas foram
detectadas em ovos durante todo o periodo do desenvolvimento embrionario

de C. maculatus.
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