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RESUMO

As plantas tem desenvolvido uma variedade de estratégias de defesa fisicas e
guimicas contra o ataque de pragas e patdgenos, entre elas a presenca de proteinas
toxicas nos tegumentos de sementes como uma barreira constitutiva de defesa. O
objetivo deste trabalho foi investigar a toxicidade dos tegumentos de sementes de
Albizia lebbeck e Glycine max para o inseto Callosobruchus maculatus e investigar a
participacdo das proteinas de ligacdo a quitina destes tegumentos nesta toxicidade. Os
tegumentos das sementes foram separados dos cotilédones e macerados com N liquido
para uma farinha fina. As proteinas dos tegumentos foram extraidas em tampéao fosfato
de sddio a 100 mM, cloreto sédio 0,5 M, pH 7,6, seguida por precipitacdo em sulfato de
amonio (0-90%). As proteinas dos tegumentos de A. lebbeck e G. max foram separadas
usando uma coluna de cromatografia de afinidade a quitina. Os ensaios de toxicidade
foram realizados seguindo a metodologia descrita por Souza et al.(2011) usando uma
semente artificial com sistema de tegumento artificial. O tegumento da semente artificial
foi preparado contendo diferentes concentracdes das farinhas de tegumentos das
sementes ou proteinas de ligacao a quitina do tegumento de sementes. A identidade das
proteinas foi analisada por espectrometria de massas. N0ossos resultados mostraram que
a farinha de tegumento, principalmente de A. lebbeck, foi tdéxica para C. maculatus
interferindo no desenvolvimento larval. Proteinas de ligacdo a quitina foram isoladas em
ambos os tegumentos das sementes. A presenca de bandas proteicas similares a
quitinase e uma proteina precursora de tegumento de 24 kDa foram isoladas dos
tegumentos de sementes de G. max por cromatografia de afinidade a quitina. Do
tegumento de sementes de A. lebbeck foram isoladas proteinas similares a mexicaina e
a vignaina, ambas as proteinas sendo proteases cisteinicas. Estas fracdes de ligacéo a
quitina de tegumentos de sementes foram toxicas para o inseto C. maculatus,
interferindo no desenvolvimento, massa e sobrevivéncia larval. O intestino e as fezes
das larvas que penetraram o tegumento artificial das sementes contendo as proteinas
dos tegumentos de sementes marcadas com FITC foram investigados para detectar a
absorcdo e excrecdo destes componentes. Larvas que ingeriram proteinas marcadas
com FITC dos tegumentos das sementes artificiais mostram um intenso sinal
fluorescente no intestino e nas fezes. Estes resultados provaram que as larvas séo
capazes de ingerir as proteinas dos tegumentos de sementes artificiais e que a ingestao
dessas proteinas prejudicam a digestdo e excrecdo larval. Sendo assim, o tegumento

constitui uma barreira de defesa eficiente contra a penetracdo de pragas.

v



ABSTRACT

Plants have developed a variety of chemical and physical defense strategies
against pests and pathogens attack including the presence of toxic proteins in seed
coat as a constitutive defense barrier. The objective of this work was to investigate the
Albizia lebbeck and Glycine max seed coat toxicity to insect Callosobruchus maculatus
and investigate the participation of chitin-binding proteins from these seed coat in this
toxicity. Seed coat and cotyledons were separated and the seed coat was macerated
with N to fine flour. The proteins were extracted in buffer sodium phosphate 100 mM,
sodium chloride 0,5 M, pH 7,6 (PBS) during 3 h at 4°C. After proteins ammonium
sulfate precipitation (0-90%) the proteins were separated using a chitin affinity
chromatography column. Toxicity assays were performed following the methodology
described by Souza et al., 2011 using a artificial seed with artificial seed coat system.
The artificial seed coat was prepared containing different concentrations of the seed
coat flours or seed coat chitin-binding proteins. The proteins identity was analyzed by
mass spectrometry. Our results showed that the seed coat flour, maily from A. lebbeck
were toxic to C. maculatus interfering in larval development. Chitin-binding proteins
were isolated from both seed coats. The presence of proteins bands similar to
chitinase and a 24 kDa seed coat protein precursor were isolated from G. max seed
coat by chitin affinity. From A. lebbeck seed coat proteins similar to mexicain and
vignain were isolated, both proteins are cysteine proteases. These chitin-binding
proteins from seed coats were toxic to C. maculatus insect, interfering in larval
development, mass and survival. The midgut and feces from larvae that penetrated
the artificial seed coat containing FITC-labeled seed coat proteins were investigated to
detected intake and excretion of these compounds. Larvae that ingested artificial seed
coat proteins labeled with FITC showed intense fluorescence signal in the midgut and
in the feces. These results prove that the larvae are capable of ingesting proteins
artificial seed coats and that the ingestion of these proteins impairs larval digestion
and excretion. Thus, the seed coat is an effective defense barrier against the

penetration of pests and pathogens.



1- INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

A agricultura representa uma atividade socioeconbmica de grande
importancia, por proporcionar alimentos ricos em nutrientes (Xavier-Filho, 1993).
Dentre os produtos cultivados, as sementes se destacam como sendo fundamentais
na alimentacdo animal, na propagacdo das culturas, no desenvolvimento das
civilizacbes, na fabricacdo de produtos e na medicina tradicional (Moise et al., 2005).
A riqueza de nutrientes das sementes também faz delas uma importante fonte
alimentar para diversas pragas e patodgenos. Isso faz com que a producédo de
alimentos seja altamente comprometida devido aos danos causados as sementes
pelo ataque dessas pragas e patdgenos (Xavier-Filho, 1993).

Na tentativa de conter estes ataques, torna-se constante o uso de defensivos
agricolas artificiais no controle das pragas e patdégenos. Contudo, tem sido visto que
0 uso desses agentes quimicos leva a selecdo de pragas e patdgenos resistentes e
ao acumulo de residuos carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos no ambiente e
nos alimentos. Outro grande problema além do custo elevado desses defensivos
quimicos é o efeito deles reduzirem em apenas 7% as perdas na producao (Oerke et
al., 1994; Fields et al., 2001).

O desenvolvimento de variedades agricolas resistentes, através do uso da
manipulacdo genética, ou seja, da biotecnologia agricola, tem sido uma alternativa
cada vez mais considerada para minimizar o uso de agrotéxicos no controle dessas
pragas. Nessa técnica é feita a manipulacao genética através da superexpressao ou
insercdo de genes de resisténcia que codifiqguem para proteinas envolvidas nas
respostas de defesa das plantas economicamente importantes (Appleby e Credland,
2004). Saber como 0s vegetais se protegem naturalmente € entdo uma alternativa
promissora, pois pela bioengenharia, variedades agricolas mais resistentes podem
ser criadas, aumentando a producéo e a qualidade das plantas adquiridas (Soares e
Machado, 2007). Assim através de estudos sobre os mecanismos de toxicidade
dessas proteinas para pragas € possivel identificar novas candidatas potenciais para
manipulagdo genética futuramente aplicavel a culturas economicamente

importantes.

Sitva, N. C. M. (2014) 1



1.2- Defesas constitutivas de plantas

O conhecimento dos mecanismos de defesa vegetal se destaca ha décadas
como um ponto importante para o desenvolvimento de variedades agricolas mais
resistentes (Agrios, 1988). As espécies vegetais possuem diferentes mecanismos de
defesa naturais fisicos e quimicos que as protegem dos ataques realizados por
insetos e agentes fitopatogénicos. Dentre essas defesas, destacam-se as defesas
constitutivas que sédo aquelas previamente existentes, ou seja, estruturas fisicas ou
compostos quimicos defensivos que sédo sintetizados e depositados nos tecidos
vegetais, jA no momento de sua formacédo, independente de um prévio contado com
0 agressor (Xavier-Filho, 1993; Wu e Baldwin, 2010). Ja a defesa induzida é aquela
acionada por estimulos externos como a herbivoria ou estresse abiético, onde uma
série de reacfGes sao iniciadas desencadeando a producdo de compostos de
defesas (Van Loon et al., 2006).

Com relacdo a defesas quimicas, constitutivas ou induzidas, inumeros
compostos ja foram relacionados com essa funcdo, como aminoacidos nao
protéicos, compostos do metabolismo secundario e diversas proteinas. Dentre as
proteinas de defesa ja descritas podemos citar os inibidores de proteases (Hartl et
al., 2011), as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) (Kaur et al., 2012), as
lectinas conhecidas como proteinas ligadoras de carboidratos (Peumans e Van
Damme, 1995; Sadeghi et al., 2006; Van Damme et al., 2008), as quitinases (Santos
et al., 2008; Conceicdo, 2008; Wang et al., 2009), as vicilinas (Yunes et al., 1998;
Oliveira et al., 1999; Quiroga et al., 2010; Souza et al., 2012) e a grande familia dos
peptideos antimicrobianos (Castro e Fontes, 2005; Van Loon, et al., 2006; Zottich et
al., 2011). J4 em relacdo as estruturas fisicas de defesa destacam-se os pélos,
espinhos, tricdbmas e principalmente as caracteristicas fisicas como a espessura e
dureza dos tegumentos das sementes (Fahn e Shimony, 1996).

Trabalhos sobre os mecanismos de toxicidade dessas moléculas tém mostrado
sua eficiente acdo contra insetos e agentes fitopatogénicos, o que tem contribuido
para seu uso na bioengenharia. Plantas de trigo transgénicas, expressando uma
quitinase da classe Il de cevada, exibiram uma resisténcia maior contra o fungo
Fusarium graminearum, tanto em campo quanto em casa de vegetacédo (Shin et al.,
2008). Plantas trangénicas de Vitis vinifera L. (espécie de videira) expressando o

gene para quitinase de arroz exibiram uma maior atividade desta enzima e foram

Sitva, N. C. M. (2014) 2



mais tolerantes a infestacdo pelo bolor Uncinula necator, mostrando um inicio tardio
da doenca e lesdes menores (Nirala et al., 2010).

Outros exemplos séo as vicilinas, proteinas do tipo globulinas 7S classicamente
descritas como reserva energética para 0S processos germinativos e pos-
germinativos (Khan et al., 1980). Entretanto estas globulinas 7S também tém sido
relacionadas com a defesa de plantas contra pragas e patdgenos (Macedo et al.,
1993; Sales et al.,, 2000). Vicilinas variantes obtidas de sementes de Vigna
unguiculata (IT81D 1053) de gendtipo resistente a infestacdo de C. maculatus foram
toxicas para o inseto C. maculatus, causando um atraso no desenvolvimento larval e
ocasionando até 100% de mortalidade. Foi visto ainda que estas vicilinas eram
internalizadas pelas células do intestino da larva migrando até a porcdo basal dos
enterocitos sendo sugerido assim que esta internalizacdo poderia estar interferindo
na fisiologia normal desses enteroécitos afetando o desenvolvimento larval (Uchba et
al., 2009). Vicilinas isoladas de uma ampla quantidade de sementes de leguminosas
também foram tdxicas para larvas de C. maculatus (Yunes et al., 1998). Assim, as
proteinas de defesa de plantas sédo eficientes na protecdo das plantas contra as

pragas e patégenos.

1.3- Proteinas com afinidade a quitina

Trabalhos sobre os mecanismos de toxicidade de proteinas de defesa vegetal
para insetos tém mostrado que muitas dessas proteinas possuem afinidade a
quitina, podendo esta afinidade esta relacionada com suas propriedades toxicas. A
quitina € um polimero de N-acetil-B-D-glicosamina que pode ser encontrada nos
insetos, aracnideos e crustaceos, em esponjas, celenterados, nematoides e
moluscos e ainda nas paredes de fungos em suas células vegetativas e em
esporulacdo (Merzendorfer, 2009 e 2011). Nos insetos, a quitina € um importante
constituinte da cuticula, da traqueia e da matriz ou membrana peritrofica (MP). A MP
€ uma estrutura acelular que reveste o trato intestinal de alguns insetos, funcionando
como uma barreira de protecdo entre o bolo alimentar e o epitélio intestinal,
protegendo assim o intestino contra a penetracdo de microrganismos do alimento,
contra a abraséo do bolo alimentar e participando também nos processos digestivos

e na absorcao dos nutrientes (Terra, 2001; Merzendofer e Zimoch, 2003).
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As plantas sintetizam uma variedade de proteinas capazes de fazer ligacdes
reversiveis a matrizes que possuem quitina em sua composi¢cdo. Os membros
classicos dessa familia de proteinas com afinidade a quitina contem um ou mais
dominios de ligacdo a esse polimero. Este dominio de ligacdo a quitina € composto
principalmente por um fragmento de 30 a 43 residuos de aminoacidos, incluindo oito
residuos de cisteinas, trés residuos aromaticos e glicinas. Este dominio
frequentemente € referido como dominio heveina ou arranjo de ligacdo a quitina
(Beintema, 1994; Asensio et al., 2000). Este dominio heveina é assim denominado
por ser semelhante a pequena proteina heveina que possui em sua estrutura 43
aminoacidos com 8 residuos de cisteina envolvidos em pontes dissulfeto, e que
possuem ligacdo a quitina (Van Damme et al., 1999). Esta propriedade de ligacdo a
quitina das heveinas foi descrita por Van Parjis et al. (1991) que também demostrou
a forte atividade antifingica dessas pequenas proteinas para oito diferentes fungos
(Van Parjis et al., 1991).

Alguns membros da familia de proteinas de ligacdo a quitina podem também
se ligar a varios outros complexos de glicoconjugados contendo N-acetil glicosamina
(GLcNAC) ou acido N-acetil-D-neuraminico (NeuNAc) em sua composicdo (Raikhel
et al., 1993). Embora esse dominio de ligacdo a quitina esteja presente na maioria
das proteinas que apresentam essa propriedade, algumas proteinas, como as
vicilinas, que também apresentam afinidade a esse polimero ndo possuem este
dominio de ligag&o, tendo o seu sitio de ligagédo ainda desconhecido.

Dentre as proteinas com afinidade a quitina, algumas ja sdo bem
caracterizadas como proteinas de defesa. Nesse contexto destacamos algumas
lectinas, proteinas de reserva do tipo vicilinas e quitinases que além de se ligarem
ao polimero, também podem digeri-los (Raikhel et al., 1993; Nielsen et al., 1997).

A propriedade de ligacdo a quitina das vicilinas tem sido diretamente relacionada
com seus mecanismos de toxicidade para insetos e fungos. Os efeitos toxicos
dessas proteinas para o inseto C. maculatus ja foi mostrado em varios trabalhos
(Macedo et al., 1993; Sales et al., 2000; Sales et al., 2001; Uchba et al., 2009). O
mecanismo de toxicidade dessas vicilinas parece estar relacionado a capacidade de
se ligarem a estruturas quitinosas que revestem o trato intestinal das larvas,
interferindo com a digestdo e absor¢céo dos nutrientes (Sales et al., 2000; Uchda et
al., 2009). O grau de digestibilidade dessas vicilinas por enzimas digestivas doinseto

parece ser muito menor do que a de outras vicilinas nao toxicas (Sales et al., 1992).
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Em 2003, proteinas do tipo vicilina, obtidas de sementes de um gendtipo
resistente de Vigna unguiculata (IT81D-1045), apresentaram capacidade de ligacao
a estrutura intestinal do inseto Diatrea saccharalis. Essa ligagdo foi diretamente
relacionada a alta toxicidade dessas proteinas para as larvas desse inseto. A adicao
de 2% da vicilina na dieta do inseto ocasionou um decréscimo de 40% na
emergéncia dos insetos adultos (Mota et al., 2003). J& em 2008, foi visto por Paes et
al. que essas mesmas vicilinas também se ligavam a estruturas quitinosas presentes
no intestino do inseto Tenebrio molitor (Paes et al., 2008). Vicilinas obtidas de
sementes de Erythrina velutina quando adicionadas a dieta artificial, apresentaram-
se extremamente toxicas para as larvas da mosca Ceratitis capitata, causando 50%
de mortalidade larval (dose letal 0,14%) e uma reducdo de 50% na massa corporal
larval (dose eficaz 0,12%). Essas vicilinas também apresentaram capacidade de se
ligarem a membrana peritréfica das larvas, sendo seus efeitos deletérios também
associados a essa ligacdo (Macedo et al., 2008).

As lectinas, também conhecidas como hemaglutininas, sdo proteinas que
apresentam afinidade por acgucares ou glicoconjugados, inclusive a quitina. Essa
capacidade de ligacdo a oligo ou polissacarideos presentes na superficie de
microrganismos ou no trato intestinal de insetos tem sido relacionada com os
mecanismos de toxicidade para pragas e patogenos (Peumans e Van Damme,
1995). Uma das primeiras lectinas isoladas foi a de sementes de Ricinus communis
que foi nomeada de ricina (Franz, 1988). A toxicidade de lectinas para insetos é
bastante abordada em trabalhos. Larvas do inseto C. maculatus tiveram seu
desenvolvimento bastante comprometido apés ingerirem fracdes proteicas ricas em
lectina de sementes de Phaseolus vulgares. Este trabalho mostrou que essas
lectinas ligavam-se as células epiteliais do intestino do inseto, sugerindo que o
mecanismo de toxicidade dessas lectinas estava relacionados a possiveis rupturas
das células intestinais o que estaria prejudicando o transporte de nutrientes
(Gatehouse et al.,, 1984). Ja em 2006, foi visto que lectinas de Arisaema
jacquemontii, quando incorporadas na dieta afetava o desenvolvimento das larvas
da mosca do melao Bactrocera cucurbitae (Kaur et al., 2006).

As lectinas estdo ainda relacionadas a atividades biologicas tais como
atividade antitumoral, antiviral e antifingica (Wu e Bao, 2012). A alta afinidade das
lectinas a N-acetilglucosamina e N-acetil-D-acido neuraminico, faz delas também

importantes marcadores, como a conhecida lectina de planta WGA (aglutinina germe
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de trigo), que conjugada a outras substancias, € usada em analises microscopicas
(Ohno et al., 1986).

Quitinases sdo enzimas que catalisam a hidrolise da quitina quebrando as
ligacbes B-1,4 que unem os mondmeros de GLcNAc (Park et al, 2002). Essas
enzimas podem ser encontradas em diversos organismos como mamiferos, insetos,
plantas, fungos e bactérias (Adrangi e Faramarzi, 2013). Geralmente, estas enzimas
possuem massa molecular compreendida entre 25 e 35 KDa podendo ser
constitutiva ou sua producao ser induzidas por diversos fatores bidticos e abioticos
como infecgao, ferimentos, seca, salinidade excessiva, frio, entre outros (Collinge et
al., 1993; Bishop et al., 2000).

Quitinases de plantas tém sido classificadas de diversas maneiras. Baseando-
se no seu sitio hidrolitico podem ser classificadas como endoquitinases e
exoquitinases (Collinge et al., 1993). Com base na similaridade da sequéncia de
aminodcidos, estrutura, substrato especifico, mecanismo de catélise e sensibilidade
a inibidor podem ser classificadas dentro de sete Classes de | a VII (Arie et al., 2000;
Kasprzewska, 2003). As quitinases da Classe | possuem um dominio de ligacdo a
quitina rico em cisteinas na regido N-terminal e um dominio catalitico na regido C-
terminal (Neunhaus et al., 1996). Juntamente com as quitinases das classes Il, 1V, VI
e VII, as quitinases da classe | estdo inseridas dentro da familia 19 das glicosideos
hidrolases que sdo encontradas principalmente em plantas e algumas bactérias
(Kezuka et al., 2010; Ohno et al., 1996).

Em plantas, as quitinases tém sido relacionadas aos processos de defesa da
planta contras pragas e patégenos. Plantas transgénicas expressando
constitutivamente genes de quitinases da classe | (Cht-2 ou Chr-3) mostraram
resisténcia contra duas cepas do fungo de arroz Magnaporthe grisea (Nishizawa et
al., 1999). Plantas de arroz transgénicas tiveram sua resisténcia contra Rhizoctonia
solani aumentada quando super expressavam genes de quitinases de arroz obtidos
de plantas de arroz apoés infeccdo pelo R. solani (Datta et al., 2001). Trabalho
publicado em 2002 mostrou que uma quitinase com dois dominios de ligacdo a
quitina, isolada de Brassicae junceae, quando expressa em ceélulas de fumo exercia
atividade antifungica contra os fungos Aspergillus niger e Tricoderma viridae, e
atividade inseticida contra o inseto Pieres rapae (Fung et al., 2002). Uma fracéo
contendo uma quitinase isolada do tegumento de Glycine max inibiu o crescimento

dos fungos filamentosos Colletotrichum musae, Rhizoctania solani e Trichoderma
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pseudokoningii (Santos et al., 2008; Conceicao, 2008).

1.4- Tegumento de sementes como barreira quimica contra a penetracdo de
insetos

A semente é a parte da planta responsavel pela propagacdo das espécies e
desenvolvimento de plantas superiores (Bewley e Black, 1994), possuindo
caracteristicas fisiolégicas e genéticas de extrema importancia para o
estabelecimento do novo individuo. Assim, suas propriedades bioquimicas e
fisiologicas como suas reservas nutritivas, fatores de adaptacdo ao ambiente e
mecanismos de defesa fisica e quimica tornaram possiveis o0 estabelecimento e a
sustentacdo da planta jovem nos seus estagios iniciais de vida (Bewley e Black,
1994; Xavier-Filho, 1993).

A estrutura das sementes é constituida pelo eixo embrionario ou tecido
meristematico, pelo tecido de reserva e pelo tegumento (Moise et al., 2005). O tecido
meristematico promove o crescimento dos eixos ha direcéo raiz e caule resultando
em uma plantula. Ja o tecido de reserva por possuir diversas macromoléculas como
carboidratos, lipideos e proteinas fornece suprimento de energia durante o processo
de germinacdo e ainda as unidades formadoras para a constituicAo das novas
moléculas, células e tecidos. O tegumento é um tecido de origem materna
desenvolvido a partir dos integumentos do 6vulo, que delimita externamente toda a
semente. Suas camadas de células maternas especializadas constituem um
importante modulador entre 0 meio interno da semente e o externo (Wan et al.,
2002), além de ser um tecido protetor, sendo o primeiro a entrar em contato com
agentes agressores. A composicdo desse tecido € bastante variada tanto na
guantidade como na qualidade de seus constituintes. Pode conter uma alta
concentragdo de substéncias do metabolismo secundario como aminoécidos néo-
protéicos, alcaldides, taninos, fendis e pigmentos, além de compostos inibidores da
germinacao, carboidratos e proteinas (Moise et al., 2005).

Por muitos anos, acreditava-se que o tegumento participava da defesa das
sementes apenas fornecendo protecéo fisica aos tecidos embrionarios e de reserva
(Kozlowski, 1972). Entretanto, apds estudos que investigaram a relacéo entre dureza
e espessura do tegumento de 73 espécies diferentes de sementes em relacdo a
sobrevivéncia ou morte de larvas de C. maculatus, foi demonstrado que esse

bruquideo obtinha sucesso ao penetrar alguns dos tegumentos espessos e duros

Sitva, N. C. M. (2014) 7



enquanto morriam ao tentar atravessar alguns tegumentos extremamente finos
(Janzen, 1977). Essas observacfes iniciaram estudos subsequentes cuja hipétese
era de que o0s tegumentos seriam também barreiras quimicas atuantes na
resisténcia da semente. Posteriormente, foi mostrado que as larvas de primeiro
instar de Acanthoscelides obtectus morriam ao atravessar os finos tegumentos de
Phaseolus vulgaris, sendo assim esta mortalidade das larvas atribuida a
componentes toxicos presentes nesses tecidos (Thierry, 1984).

Estudos realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que o tegumento de
sementes de Canavalia ensiformis possuia uma proteina homoéloga a vicilina, uma
proteina tipicamente de cotilédones que apresentava alta toxicidade para a larva do
inseto C. maculatus (Oliveira et al., 1999). Proteinas similares também foram
identificadas no tegumento das sementes de Phaseolus lunatus (Moraes et al.,
2000) e Phaseolus vulgaris (Silva et al., 2004) e sendo também toxicas para C.
maculatus. Posteriormente, foi identificado por Santos et al. (2008), proteinas do
tegumento de Glycine max capazes de inibir o crescimento dos fungos
fitopatogénicos Fusarium lateritium e Fusarium oxysporium. Nosso grupo também
mostrou a presenca de um carboidrato de massa molecular de 883,0 Da, formado
por ramnoses com ramificacbes de galactoses que foi toxico para larvas de C.
maculatus em concentragdes inferiores a 2% (Oliveira et al., 2002).

Em pesquisas com sete cultivares diferentes de Glycine max foram vistos que 0s
tegumentos dessas sementes exerciam influencias negativas na sobrevivéncia e
desenvolvimento das larvas de C. maculatus. Desta forma, os resultados mostraram
haver uma reducao drastica na oviposicdo, chegando a 100% no cultivar Tucunaré.
Foi observado ainda atraso de até 116% no tempo de travessia das larvas pelo
tegumento para alcancar os cotilédones e quando esses tegumentos naturais foram
adicionados em sistema de sementes artificiais, estes ocasionaram uma reducao de
34% na massa corporal das larvas que sobreviveram a travessia (Oliveira et al.,
2009). Reducgdes drasticas na oviposigéo e eclosao larval de C. maculatus também
foram observados em outras sementes ndo hospedeiras. Assim, uma reducéo de
52,5% e 96,5%, respectivamente, foram vistos na oviposicao pelas fémeas sobre os
tegumentos de P. vulgaris (cultivares manteiga e vermelho) e uma reducgao de 100%
na eclosédo larval dos ovos sobrepostos em tegumentos de Dioclea altissima e
Canavalia ensiformis. Ainda neste trabalho, foi visto que alguns ovos ovipositados

sobre o tegumento de C. ensifomis murcharam e ap6s o 16° dia as larvas que
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permaneceram vivas foram incapazes de perfurar o tegumento em direcdo ao
cotilédone da semente (Souza et al.,, 2011). Souza et al. (2012) mostraram que a
farinha de tegumentos de Albizia lebbeck foi extremamente toxicas ao
desenvolvimento das larvas de C. maculatus, ocasionando uma forte perda da
massa corporal larval, em torno de 87,1% quando 1% da farinha do tegumento era
adicionada nas sementes artificiais na qual as larvas se desenvolviam. Foi visto
ainda que apenas 14,1% dessas larvas conseguiam sobreviver apos 20 dias de
contato com as sementes artificiais contendo a farinha. Uma proteina com
similaridade a vicilina isolada desses tegumentos foi extremamente tdxica as larvas
de C. maculatus quando adicionada a dieta artificial (Souza et al., 2012).
Experimentos com tegumentos de Phaseolus vulgaris usando sementes
artificiais cobertas com os tegumentos naturais e artificiais confirmaram que a
toxicidade desses tegumentos para o inseto C. maculatus atinge principalmente a
fase larval, ndo sendo observadas alteracées no desenvolvimento embrionario. O
desenvolvimento larval foi prejudicado com reduc¢des na sobrevivéncia em cerca de
40% e perda de 43,9% da massa corporal. Alteracfes nos processos digestivos das
larvas também foram visualizadas, no qual enzimas digestivas intestinais das larvas
tiveram sua atividade prejudicada apdés o consumo do tegumento pelas larvas
durante a travessia pelo tegumento. Essas reducdes foram de 54% na atividade de
proteases cisteinicas, reducao na atividade da a-amilase em até 28,5% e também da

a-glucosidase em até 42,7% (Sa et al., 2014).

1.5- O inseto Callosobruchus maculatus

O inseto Callosobruchus maculatus pertencente a Ordem Coleoptera é
conhecido popularmente como “caruncho” ou “gorgulho” do feijdo. O numero
estimado dos besouros dessa ordem é de cerca de 375 mil espécies, estando
distribuidas em todo o mundo (Pereira e Almeida, 2001).

Esse inseto representa a principal praga de grdos armazenados de feijao-de-
corda (Vigna unguiculata) (Gallo et al., 2002). O ataque desses bruquideos as
semente de V. unguiculata pode se iniciar no campo, continuando durante o
armazenamento. O atague desse inseto causa grandes danos as sementes,
podendo levar a perdas de 20 a 60% dos graos (Abrol, 1999; Gallo et al., 2002;

Tarver et al., 2007). Os prejuizos causados aos graos incluem perda de peso,
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reducdo do poder germinativo e do valor nutricional e desvalorizagdo comercial
(Gallo et al., 1988; Xavier-Filho, 1993).

Quanto a estrutura corporal desses insetos, estes se apresentam com cerca de
3 mm de comprimento, com uma cabeca preta e antenas com 11 segmentos
serrilhados e térax preto com pubescéncias douradas, apresentando no elitros
manchas amarronzadas, que em repouso formam um “X” (Quintela et al., 1991). A
melhor faixa de temperatura para o0 desenvolvimento desses insetos esta
compreendida entre 20 e 30 °C, com umidade relativa de 60%, no qual as fémeas
podem ovipositar em média cerca de 80 ovos (Gallo et al., 2002). Os ovos desse
bruguideo apresentam uma forma subeliptica, com uma coloragdo esbranquicada,
de comprimento médio de 0,5 mm. Durante seu ciclo de vida, as fémeas realizam a
postura dos ovos na parte externa das sementes hospedeiras, ficando os ovos
aderidos ao tegumento. Posteriormente, dos ovos eclodem larvas curvas de cor
branca que penetram o tegumento das sementes alcangando e consumindo o0 seu
interior (Southgate, 1979; Credland e Dendy, 1992). No interior das sementes, estas
larvas se transformam em pupa que gradativamente vao adquirindo a cor marrom, e
nos ultimos estagios apresentam vestigios de asas, patas e olhos (Bastos, 1981).

O ciclo de vida do C. maculatus pode ser dividido em sete estagios apos a
postura dos ovos: larvas até 8 dias ap6s a oviposicdo (DAO) (1°instar), 11 DAO (2°
instar), 13 DAO (3% instar), 17 DAO (4° instar), 19 DAO (pré-pupa), 24 DAO (pupa) e
adulto. Ap6s completar o seu desenvolvimento em aproximadamente 25-30 dias, 0s
insetos adultos emergem da semente deixando galerias (Wiliams, 1980). Os insetos
adultos apresentam dimorfismo sexual, com fémeas maiores que 0s machos, e

vivem uma média de 8 dias apés a emergéncia (Quintela et al.,1991).
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2. OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral

Isolar e caracterizar proteinas ligadoras de quitina dos tegumentos de sementes
e investigar a eficiéncia dessas proteinas como barreira contra a penetracdo e
desenvolvimento das larvas do inseto Callosobruchus maculatus.

2.1.1- Objetivos especificos

» |solar e caracterizar proteinas de ligacdo a quitina de tegumentos de

sementes de Albizia lebbeck e Glycine max;
* Investigar a toxicidade dessas proteinas, quando incorporadas em
tegumentos artificiais, sobre a oviposicao, formacao das larvas, penetracao,

sobrevivéncia, desenvolvimento larval e emergéncia de adultos;

= Acompanhamento da ingestao e a excrecao dessas proteinas em larvas que

atravessaram tegumentos artificiais contendo essas proteinas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sementes

As sementes de Vigna unguiculata (cv. fradinho) e Glycine max (Soja) foram
obtidas comercialmente no mercado central da cidade de Campos dos Goytacazes-
RJ. As sementes de Albizia lebbeck foram coletadas em arvores do Campus Leonel
Brizola da UENF.

3.2 Insetos

O inseto Callosobruchus maculatus foi obtido a partir de colénia mantida no
Laboratorio de Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos-LQFPP da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. As larvas foram mantidas em
sementes de Vigna unguiculata (cv. fradinho) armazenadas em frascos de vidro
transparente, de boca larga, fechados com tampas plasticas perfuradas. As
sementes foram mantidas em camaras de crescimento a temperatura de 28 °C e
umidade relativa de 65%. Para a manutencdo das colonias, fémeas de 2 dias de
idade foram usadas para infestar novas sementes por 24 h. Apos infestacdo as
fémeas foram descartadas e as sementes armazenadas nas mesmas condicdes
descritas acima até a emergéncia dos insetos adultos. Insetos machos e fémeas
recém emergidos foram deixados juntos para acasalamento durante 2 dias. Posterior

a isso as fémeas foram usadas para novas infestacoes.

3.3- ENSAIOS DE TOXICIDADE PARA C. maculatus

3.3.1- Sementes artificiais cobertas por tegumentos artificiais

As sementes artificiais contendo tegumentos artificiais foram confeccionadas
com diferentes concentracées das farinhas dos tegumentos naturais ou das
proteinas ligadoras de quitina. Assim, foram usadas concentracdes de 2% e 3% de
farinha tegumento de A. lebbeck e 10% e 25% de farinha tegumento de G. max.
Para as fragbes proteicas retidas em coluna de quitina foram usadas concentragdes

respectivas de 6% e 25% das fracdes de A. lebbeck e G. max. Para a confeccdo das
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sementes, as diferentes concentragbes das amostras foram misturadas a farinha dos
cotilédones de Vigna unguiculata e essa mistura foi usada para a confeccdo dos
tegumentos artificiais perfazendo um total de 20 e 30 mg. Esses tegumentos com
massa de 20 e 30 mg foram confeccionados para avaliar o efeito do aumento da
espessura do tegumento artificial no desenvolvimento de C. maculatus. A mistura foi
colocada num molde cilindrico e sobre este montante foram adicionados mais 400
mg de farinha de cotilédones de V. unguiculata que comporao o cotilédone artificial.
Este molde foi prensado em uma prensa manual para fazer a semente artificial com
massa final de 420 mg e 430 mg. Sementes controle, contendo apenas farinha de
cotilédones de V. unguiculata, também foram confeccionadas com massas finais de
420 mg e 430 mg. Apoés a retirada da semente prensada do molde, as partes que
nao possuiam o tegumento artificial foram protegidas com parafilme e as sementes
foram submetidas a infestacdo com as fémeas de C. maculatus de dois dias de
idade por 24 h. Todas as sementes dos experimentos foram feitas em triplicata.
Posteriormente as fémeas e o excesso de ovos foram retirados, sendo deixados de
3 a 4 ovos sobre cada tegumento artificial. As sementes foram incubadas a 28 °C e o
desenvolvimento larval foi acompanhado diariamente em lupa até 19 dias apés a
oviposigdo (DAO). Passado esse tempo as sementes foram desfeitas e as larvas
sobreviventes foram contadas e pesadas para o calculo da mortalidade e massa
corporal larval, e ainda foram usadas para experimentos posteriores. As analises
estatisticas das massas corporais larvais foram realizadas utilizando o teste t de
Studart do programa GraphPad Prism 5.

3.3.2- Investigacdes das alteracdes morfoldgicas das larvas no interior

dos ovos postos sobre os tegumentos artificiais

Para o acompanhamento de possiveis alteragbes macroscopicas nos ovos e
na formacdo das larvas, 0os ovos postos sobre os tegumentos artificiais das
sementes artificiais (controle e tratado) foram observados e fotografados durante
todo o periodo da embriogénese. Com auxilio de uma lupa e camera fotografica os
ovos foram fotografados até a observacao do inicio da escavac¢ao do tegumento pela

larva formada no interior do ovo.
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3.3.3- Marcacéao de proteinas do tegumento de A. lebbeck e G. max com
isotiocianato de fluoresceina (FITC)

As proteinas com afinidade a quitina, obtidas apds cromatografia, foram
misturadas com uma solucdo contendo FITC diluido em DMSO (dimetilsulfoxido) na
proporcdo de 5 mg de FITC para 1 mg de proteina, para a realizacdo da marcacao,
como descrito em Sa et al. (2014). Essa mistura foi entdo agitada levemente durante
uma hora a temperatura ambiente e depois deixada em repouso por 16 h a 4 °C.
Ap6s esse periodo a mistura foi dialisada contra 4gua destilada por 48 h a 4 °C para
retirada do FITC néo ligado. A amostra foi liofilizada e as proteinas marcadas foram
usadas para a confeccdo de tegumentos artificiais de 20 mg como descrito no item
acima. Para a preservacéao da fluorescéncia do FITC, todos os procedimentos foram

realizados na auséncia da luz.

3.3.4- Acompanhamento da trajetéria das proteinas Marcadas com FITC
no trato intestinal das larvas de Callosobruchus maculatus

Larvas de 19 DAO obtidas de experimentos com sementes artificiais
incubadas no escuro contendo diferentes concentracdes das proteicas marcadas
com FITC foram retiradas das sementes artificiais e lavadas em solucéo salina (NaCl
250 mM) e secas com papel toalha. Inicialmente as larvas foram deixadas 10 mim
em lamina escavada para defecar. As fezes foram imersas em glicerol 70% e
observadas por microscopia de fluorescéncia. Posteriomente as larvas foram
transferidas para placas de Petri, deixadas por 10 min sobre um recipiente com gelo
e transferidas para uma lamina escavada contendo 50 yL da solugéo salina, onde
foram dissecadas a frio sob lupa estereoscopica. As larvas foram abertas por uma
incisdo na porcédo central, para extravasamento da hemolinfa e exposicdo do
intestino e demais 6érgaos. A hemolinfa dispersa no volume de 50 pL de solugéo
salina e o corpo gorduroso foram separados do trato intestinal e descartados. Ja o
trato intestinal dissecado foi transferido imediatamente para uma lamina de vidro

contendo 20 uL de glicerol para serem observados por microscopia de fluorescéncia.
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3.3.5 Teste de longevidade dos insetos adultos emergidos a partir de ovos
ovipositados por fémeas que se desenvolveram apds a travessia dos tegumentos

artificiais contendo proteinas de tegumento de Albizia lebbeck

Para o teste de longevidade dos insetos foram confeccionadas sementes com
tegumento artificial contendo 6% da fragcdo proteica de ligagéo a quitina de Albizia lebbeck.
Estas sementes foram infestadas com fémeas de C. maculatus e o excesso de ovos
ovipositados foi retirado, como descrito anteriormente. Apdés a emergéncia dos insetos
adultos (aproximadamente 30 DAO), as fémeas foram separadas dos machos e usadas
para infestacdo de sementes naturais de Vigna unguicula. Como controle do experimento,
fémeas que emergiram de sementes naturais de V. unguiculata também foram usadas para
a infestagdo de sementes naturais de V. unguiculata. Assim, cinco fémeas emergidas das
sementes com tegumento artificial (tratado e controle) foram selecionadas e colocadas para
a infestacdo das 23 sementes naturais de V. unguiculata durante 24 horas. Apés a
oviposicdo as sementes permaneceram em estufa incubadora para completar o ciclo de
desenvolvimento (cerca de 30 DAO). ApGs a emergéncia dos insetos adultos o tempo de
vida dos insetos foi acompanhado diariamente até a detec¢ao da morte total dos insetos.

3.4- EXTRACAO E ISOLAMENTO DAS PROTEINAS COM AFINIDADE A QUITINA
DE TEGUMENTOS DE SEMENTES

3.4.1- Extracao proteica

Os tegumentos das sementes de A. lebbeck e G. max foram separados
manualmente dos seus cotilédones e acumulados. Apds isso, os tegumentos de G.
max foram triturados em nitrogénio liquido com o auxilio de grau e pistilo, enquanto
os tegumentos de A. lebbeck foram triturados com uso de um liquidificador
domeéstico comum ate a obtencdo de uma farinha fina. As proteinas das farinhas
foram extraidas separadamente com tampé&o PBS (fosfato de sodio 0,1 M, cloreto de
s6dio 0,5 M, pH 7,6 na proporcdo 1:10 (m/v), sob agitacdo por 3 h a 4 °C. Os
extratos foram submetidos a centrifugacdo a 10.000 x g por 30 min a 4 °C e os
sobrenadantes precipitados com sulfato de amoénio 0-90% de saturacdo. As misturas
foram deixadas em repouso durante 16h a 4° C e submetidas a centrifugacéo a
10.000 x g por 30 min (4° C). Os precipitados obtidos foram dialisados contra agua
destilada em membranas de dialise que excluem proteinas abaixo de 10 kDa. A

didlise ocorreu durante 4 dias com 3 trocas diarias da agua. Posteriomente as
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amostras foram secas por liofilizagéo, resultando nos extratos brutos proteicos de A.

lebbeck e G. max.

3.4.2- Preparacdao da quitina

Na preparacdo da quitina foi utilizado o método descrito por Hackman e
Goldberg (1964), onde 50 gramas de quitina (Sigma) foram misturados a 1000 mL
de HCI 0,1 M, durante 24h sob agitacbes ocasionais. A mistura foi centrifugada a
7.500 x g por 20 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 500 mL de NaOH 0,1 M e aquecido a 100 °C por 16 h. Esse
aguecimento foi repetido por mais duas vezes, e ao término a mistura foi submetida
a centrifugacdo a 7.500 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado acidificado com 500 mL de HCI 2,0 M. O material acidificado foi
submetido a didlise contra 4gua destilada durante 48 h com 3 trocas de agua diarias
e centrifugado a 7.500 x g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado (quitina) foi entdo usado como matriz para a montagem da coluna de

afinidade a quitina.

3.4.3- Cromatografia de afinidade em coluna de quitina

A quitina, previamente preparada, foi inicialmente lavada exaustivamente com
0 tampéo acetato de sédio 0,08 M, pH 5,0. Apés a lavagem, 50 mg dos extratos
brutos protéicos de A. lebbeck e G. max foram dissolvidos em 15 mL de tampéao
acetato de sédio 0,08 M pH 5,0 e incubados com a quitina, sob agitacdo moderada,
por 30 min. A mistura foi transferida para a uma coluna de vidro e o material ndo
retido foi lavado com o mesmo tampao de dissolucdo da amostra. As proteinas
retidas na quitina foram eluidas com HCI 0,1 M, sob um fluxo de 24 mL/h, coletando-
se fracbes de 5 mL/tubo. A absorbancia das fragBes foi analisada a 280 nm. As
fracOes retidas que continham proteinas foram reunidas, dialisadas contra agua
destilada e liofilizadas.
3.5- PERFIL PROTEICO E CARACTERIZAQAO DAS AMOSTRAS OBTIDAS DOS
TEGUMENTOS NATURAIS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE A QUITINA
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3.5.1- Eletroforese em gel policrilamida em condigcbes desnaturantes
(SDS-PAGE)

O perfil proteico das amostras retidas em coluna de quitina foi visualizado por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%, na presenca de SDS (Laemmli, 1970).
O gel de separacao foi montado em placas de vidro de 10 x 13,5 cm, misturando-se:
2,3 mL de &gua destilada; 5,0 mL de uma solugéo de acrilamida/bis-acrilamida 30%;
2,5 mL de tampéo Tris 1,5 M pH 8,8; 100 uL de SDS 10%; 100 uL de persulfato de
amonio 10 % e 4 uL de TEMED. O gel de concentracgéo foi preparado misturando-se:
1,4 mL de agua destilada; 330 pL de solugdo acrilamida/bis-acrilamida 30%; 250 uL
de tampéao Tris 1,0 M pH 6,8; 20 yL de SDS 10%; 20 pyL de persulfato de aménio
10% e 2 uL de TEMED. As amostras proteicas foram preparadas misturando 0,5 mg
das fracdes retidas em coluna de quitina em 200 yL de tampao de amostra sendo
entdo posteriormente aquecidas por 5 min a 100 °C. Dessa mistura, 20 pL foram
aplicados no poco do gel de concentracdo. A corrida foi processada por
aproximadamente 3 h em voltagem constante de 80 V. O gel foi corado com uma
solucdo de Coomassie Brilhante Blue R 0,25% em metanol, acido acético e agua
destilada (5:1:1 v/v/v) durante 16 h, e descorado com uma solucéo contendo 35% de
metanol e 10% de acido acético, em agua. Como marcadores moleculares foram
utilizados: Albumina bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa),
inibidor de tripisina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina (14,2 kDa).

3.5.2- Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas

Esses experimentos foram realizados na FIOCRUZ em colaboracdo com o Dr.
André Teixeira da Silva Ferreira e Dr. Jonas Perales. As bandas protéicas reveladas
apos a coloracéo do gel foram selecionadas de acordo com as individualizacdes das
bandas proteicas em relacdo as outras e sua forte marcacdo no gel, recortadas,
tripsinizadas e o0s peptideos resultantes foram identificados através de
espectrometria de massas. Neste processo as bandas protéicas foram lavadas com
uma solucao 1:1 (v/v) de tampéao bicarbonato de amoénia 50mM pH 8,0 e acetonitrila
por 15 min até completa descoloracdo. O gel foi desidratado com acetonitrila e seco

por centrifugagdo a vacuo. As amostras foram reduzidas com DTT (Ditiotreitol),

Silva, N. C. M. (2014) 17



alquiladas com iodoacetamida e desidratado novamente com acetonitrila. O solvente
foi removido e as bandas reidratadas com uma solugao gelada de tripsina por 16h a
37 °C. Apos digestao, os peptideos obtidos foram dessalinizados em tips do tipo C18
(ZipTip) para micropipetas. Um volume de 0,3 uL da solucéo peptidica foi depositado
sobre a placa de aco do espectrometro MALDI (ABI 192-target MALDI plate) e co-
cristalizada com 0,3 uL de matriz a— ciano -4- acido hidroxi cinamico (CHCA)
10mg/mL em solucéo de acetonitrila 50% e TFA 0,1% (v/v) para andlise do espectro
de massas. 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 versao
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.
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4. RESULTADOS

4.1-Acompanhamento do desenvolvimento larval inicial do inseto
Callosobruchus maculatus em sementes artificiais cobertas com tegumentos

artificiais contendo farinha de tegumento de sementes

Sementes artificiais confeccionadas com tegumentos artificiais de 30 mg
foram usadas para a andlise da influéncia das farinhas de tegumentos de A. lebbeck
e G. max sobre o desenvolvimento inicial de C. maculatus. Apds a oviposicdo sobre
0s tegumentos artificiais pelas fémeas de C. maculatus, o comportamento do ovo e a
formacédo larval inicial (dentro do ovo) foram observados diariamente. Nossos
resultados mostraram ndo haver alteracdes visiveis na formacéo inicial das larvas
ainda dentro do ovo promovidas pelos tratamentos. No 3° DAO as larvas ja se
apresentavam completamente formadas sem nenhuma alteracdo morfologica
aparente (figura 1). No 5° DAO as larvas jA haviam iniciado a escavacdo do
tegumento e no 6° DAO os ovos estavam completamente esbranqui¢ados, indicando
o total preenchimento do interior destes pela farinha resultante da escavacédo do
tegumento. Nesse periodo (5° DAO) a larva ja havia eclodido do ovo e cavava o
tegumento em direcdo ao cotilédone artificial para completar o seu ciclo de vida.
Além de nao terem sido notadas alterac6es morfologicas, também ndo observamos
atraso durante a travessia das larvas pelo tegumento, quando comparamos com as

sementes controle (sem as farinhas dos tegumentos).
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Albizia lebbeck

3%
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25%

DIAS APOS A OVIPOSICAO

Figura 1: Fotomicrografia mostrando o desenvolvimento inicial de larvas de
Callosobruchus maculatus dentro dos ovos postos sobre os tegumentos artificiais de
30 mg de sementes artificiais do 1° ao 6° dia ap6s a oviposicao (DAO). Sementes
controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna unguiculata.

Barra= 0,5 mm.
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4.2- Avaliacdo da mortalidade larval de C. maculatus ap6s a travessia dos

tegumentos artificiais

A mortalidade das larvas que atravessaram os tegumentos artificiais foi
analisada no 19° DAO. Nossos resultados mostraram uma mortalidade larval de
18,18% e 14% para as larvas que atravessaram o tegumento artificial contendo 10%
e 25% respectivamente do tegumento de G. max. Essa mortalidade foi similar a
observada para as larvas das sementes controle, onde os tegumentos artificiais
foram compostos apenas por farinha de V. unguiculata (figura 2A). Para as
sementes contendo a farinha de tegumento de A. lebbeck a mortalidade observada
foi de 91,66% e 100% para as larvas que atravessaram o0s tegumentos artificiais
com 2% e 3% respectivamente da farinha dos tegumentos (figura 2A). Na figura 2B
visualizamos uma das larvas que morreram apoés a ecloséo, durante a travessia do
tegumento artificial contendo A. lebbeck. A casca do ovo foi retirado de sobre o
tegumento e observamos uma larva minuscula, ja parcialmente eclodida do ovo com
0 corpo parcialmente atravessado no tegumento. Na figura 2B também observamos

o orificio feito no tegumento pela escavacgéao da larva.

4.3- Avaliacdo da massa das larvas de C. maculatus apo6s a travessia dos

tegumentos artificiais

~

Larvas que sobreviveram a travessia dos tegumentos e continuaram o
desenvolvimento nos cotilédones artificiais foram pesadas 19 DAO. As larvas que
atravessaram os tegumentos artificiais contendo 25% da farinha do tegumento de G.
max tiveram uma reducdo na massa corporal de 43,8% quando comparadas com as
larvas das sementes controle. A reducdo no peso corporal das larvas que
sobreviveram a travessia dos tegumentos contendo 2% da farinha dos tegumentos
de A. lebbeck foi ainda maior, aproximadamente 82,5% (figura 3). A reducdo de
massa corporal para larvas desenvolvidas em 25% de farinha de tegumento de G.
max foi estatisticamente significativa quando comparado ao controle (teste t de
Studart; P<0,001). Para os experimentos de tegumento artificial com 2% da farinha
de tegumento de A. lebbeck néo foi obtido nimero de larvas (n amostral) suficientes

para realizar as analises estatisticas.
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Figura 2: Visualizacao gréafica da mortalidade das larvas de Callosobruchus maculatus
19 DAO sobre tegumentos artificiais contendo farinha de tegumento de Glycine max e
Albizia lebbeck. A: Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de
cotilédone de Vigna unguiculata. B: Foto mostrando uma larva que morreu durante a
travessia do tegumento artificial contendo 3% da farinha do tegumento de A. lebbeck. Os
experimentos foram feitos em triplicata e os dados representam a média dos resultados.
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Figura 3: Visualizacdo grafica da massa das larvas de Callosobruchus maculatus 19
DAO desenvolvidas em sementes artificiais ap6s a travessia dos tegumentos artificiais
contendo farinha de tegumento de Glycine max e Albizia lebbeck. Sementes controle
(0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna unguiculata. Os
experimentos foram feitos em triplicata e os dados representam a média dos resultados. *
Indica resultado estatisticamente diferente do respectivo controle de acordo com o teste t de
Studart (P<0,001).
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4.4- Isolamento e visualizacdo das proteinas dos tegumentos com afinidade a

quitina

Proteinas foram extraidas dos tegumentos de sementes de G. max e A.
lebbeck e apo6s precipitagdo com sulfato de amoénio, as proteinas foram entédo
fracionada por cromatografia de afinidade a quitina. Fracdes protéicas com afinidade
a quitina foram observadas nas amostras de ambos os tegumentos e foram eluidas
com HCL 0,1 M (figuras 4). Embora seja evidenciada uma alta absorbancia das
fracOes retidas em quitina em comprimento de onda de 280 nm, grande parte dessa
absorbancia se deve a interferéncia de pigmentos dos tegumentos.

As proteinas obtidas nas fraces retidas em quitina de ambos os tegumentos
foram entdo visualizadas por SDS-PAGE (figura 5). Na raia R1 encontra-se a fracao
proteica retida em coluna de quitina dos tegumentos de G. max e na raia R2 a fracao
dos tegumentos de A. lebbeck. Nossos resultados mostraram diversas bandas
protéicas com variados pesos moleculares em ambas as fracdes. Destas proteinas
com massas moleculares entre 14 e 66 kDa, as fracbes proteicas de
aproximadamente 36 KDa e 24 kDa de G. max e de aproximadamente 29 kDa, 20
kDa e 14,2 kDa de A. lebbeck foram selecionadas, recortadas do gel com o auxilio

de um bisturi e submetidas a anélise por espectrémetria de massas.
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Figura 4: Cromatografia da fracdo proteica precipitada com sulfato de amdnio (0-90%)
de tegumentos naturais das sementes em coluna de afinidade a quitina. O material ndo
retido (P1 e P2) foi eluido com o tampao acetato de sodio 0,08 M pH 5,0 e o retido em
quitina (R1 e R2) foi eluido com HCL 0,1 M. Foram coletadas fragdes de 5 mL sob um fluxo
de 1 mL/min. A seta indica o inicio da eluigdo com HCL 0,1 M. A absorbéancia foi medida em

comprimento de onda de 280 nm.
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Figura 5: Visualizacao eletroforético do perfil proteico em gel SDS-PAGE das fracfes
com afinidade a quitina dos tegumentos de Glycine max (R1) e Albizia lebbeck (R2).
Em R1 os numeros 1 e 2 indicam, respectivamente, as bandas proteicas de
aproximadamente 36 e 24 kDa e em R2 os nimeros 3, 4 e 5 indicam, respectivamente, as
bandas proteicas de aproximadamente 29 kDa, 20 kDa e 14,2 kDa. Essas bandas foram as
selecionadas para a andlise por espectrometria de massas; M, marcador molecular (kDa).
(M): marcador de massas moleculares em kDa. O gel encontra-se corado com Coomassie

brilhante blue.
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4.5- Caracterizagcdo, por espectrometria de massas, das proteinas dos

tegumentos com afinidade a quitina.

As bandas proteicas recortadas do gel de poliacrilamida (figura 5)
denominadas respectivamente bandas 1 e 2 (bandas proteicas de aproximadamente
36 KDa e 24 kDa de Glycine max) e bandas 3, 4 e 5 (bandas com massas
aproximadas de 29 kDa, 20 kDa e 14,2 kDa de A. lebbeck) foram submetidas a
hidrélise com tripsina e os peptideos obtidos analisados em espectrometro de
massas do tipo MALDI TOF. A partir da banda 1 do tegumento de soja foram obtidos
2 peptideos e ambos mostraram similaridades com uma quitinase da classe | de
34,3 kDa de Glycine max (gi351723511). Esses dois peptideos somam 34
aminoacidos dos 320 aminoécidos totais da proteina, perfazendo 11% de cobertura
(Tabela 1). A analise da banda 2 do tegumento de soja também revelou 2 peptideos
e ambos mostraram similaridades com uma proteina de 24 kDa de tegumentos de G.
max (gi351721970). Esses dois peptideos somam 37 aminoacidos dos 219
aminoécidos totais da proteina, perfazendo 17% de cobertura (Tabela 1).

A partir das 3 bandas protéicas recortadas do gel da fracdo de A. lebbeck,
apenas um unico peptideo, idéntico para as trés bandas, foi identificado. Esse
peptideo apresentou 100% de similaridade com a cadeia A da mexicaina de
Jacaratia mexicana e 97 % de similaridade com vignaina de Vitis vinifera. Ambas
mexicaina e vignaina sdo proteases do tipo cisteinicas. Esse peptideo de 14
aminoacidos apresenta 7% de cobertura em relacdo aos 214 aminodcidos da

mexicaina e 4% em relacdo aos 360 aminoacidos totais da vignaina (Tabela 2).
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Tabela 1: Peptideos detidos, por de espectrometria de massas a partir das bandas proteicas retidas em coluna de quitina do tegumento de

Glycine max.

Sequéncias a partir da Banda 1 do tegumento de Glycine max.

Sequence Prob Mascok Ion score
(RILISSSLFDQMLEK(Y) 95% 71.6
(KIALGLDLINNPDLYATDATYSFK(T) 99% 94.8

Sobreposicado dos peptideos da banda 1 com a quitinase da classe 1 de Glycine max

0i|351723511 (100%), 34,342.0 Da
Precursor da quitinase classe | [Glycine max]

2 Peptideos unicos exclusivo, 2 espectros Unicos exclusivo, 2 espectros totais, 34/320 aminoacidos (11% cobertura)

MKNMKLCSVM LCLSLAFLLG ATAEQCGTQA GGALCPNRLC CSKFGWCGDT DSYCGEGCQS QCKSATPSTP
| SRLISSSLF DQMLKYRNDG RCSGHGFYRY DAFIAAAGSF NGFGTTGDDN TRKKEIAAFL AQTSHETTGG
WGYCFINEQN QATYCDGGNW PCAAGKKYYG RGPIQLTHNY NYGQAGKALG LDLINNPDLV ATDATVSFKT
NKPSSHDOVIT GRWTPSSADS SAGRAPGYGY [TNIINGGLE CGHGQDNRVQ DRIGFYRRYC QMMGISPGDN

TPTTPSSGGD
WASAPDGPYA
ALWFWMTAQG
LDCNNQRPFA

Sequéncias a partir da Banda 2 do tegumento de Glycine max
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Sequence Prob Mascot Ion score

ROVYGGESLTHYQSPTLEPMNIYNR(W) 100% 134.3
JOFGYYAQDGASNYMESRI{W) 99% 95.6

Sobreposicao dos peptideos da banda 2 com uma proteina de 24 kDa de tegumentos de Glycine max

0i|351721970 (100%), 24,569.8 Da
Proteina precursora de 24 kDa de tegumentos de sementes [Glycine max]
2 Peptideos unicos exclusivo, 2 espectros Unicos exclusivo, 2 espectros total, 37/219 aminoacidos (17% cobertura)

MYPQPILHLT LLSLITSLTT LSLVDAADPT FGFTPLGLSS SSNLQIQKPY DVAVNERYSF SNGYVHRFWVY STDKPHMQGS
NTKPRTEIRI AGYDYTSGVW QFQGFFYVPS GTSGVCIQQY FGGVTSATTS QTRVYGGSLT HYQSPTLEPN |YNRWIRFNVY
IHDVGANNVK [FLNGEDNPR YNGPGRGAST HYFKFGVYAQ DGASNYMESR WRDIQIFKK
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Tabela 2: Peptideo detido, por de espectrometria de massas, a partir das bandas proteicas retidas em coluna de quitina do tegumento de
Albizia lebbeck.

Sequéncia a partir das Bandas 1, 2 e 3 do tegumento de Albizia lebbeck.

Sequence Prob Mascok Ion score
(KINSWGEPNWGEKGYIR(T) 100% 124.9

Sobreposicéo do peptideo obtido das bandas 1, 2 e 3 com a cadeia A da mexicaina de Jacaratia mexicana

gi|116666824 (100%), 23,762.0 Da
Cadeia A, Mexicaina de Jacaratia mexicana
1 Peptideo Unico exclusivo, 1 espectro Unico exclusivo, 1 espectro total, 14/214 aminoacidos (7% cobertura)

YPESIDWREK GAVTPVKNQN PCGSCWAFST VATIEGINKI | TGQLISLSE QELLDCERRS HGCDGGYQTT SLQYVVDNGYV
HTEREYPYEK KQGRCRAKDK KGPKVYITGY KYVPANDEIS LIQAIANQPV SVVTDSRGRG FQFYKGGIYE GPCGTNTDHA
VTIAVGYGKTY LLLKNSWGPN WGEKGYIRIK RASGRSKGTC GVYTSSFFPI KGYR

Sobreposicdo do peptideo obtido das bandas 1, 2 e 3 com vignaina de Vitis vinifera
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0i|225456820 (97%), 39,918.4 Da
Predito: vignaina [Vitis vinifera]
1 Peptideo unico exclusivo, 1 espectro Unico exclusivo, 1 espectro total, 14/360 aminoacidos (4% cobertura)

MKRFFVVALS LVLVVGIVES FDFHQKELET EESLWNLYER WRSHHTVSRS LDEKHKRFNV FKENVNFVHE
KLNKFADMTN HEFRSTYAGS KVNHHRMFRG SQHAAGSFMY EKVKSVPPSY DWRKKGAVTP IKDQGQCGSC
GINHIKTNKL VSLSEQELVD CDTSENQGCN GGLMGYAFEF IKEKGGITTE QSYPYTAEDG TCDVSKVNSP
PPNNEDALLK AAANQPISVA |IDAGGSAFQF YSEGVFAGRC GTDLDHGVAI VGYGTTLDGT KYWIVKNSWG
MKRGI SAKEG LCGIAVEASY PIKNSSTNPV GAPSSLKDEL
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4.6- Acompanhamento do desenvolvimento das larvas de Callosobruchus
maculatus sobre os tegumentos artificiais contendo as proteinas ligadoras de

quitina

Para avaliar as possiveis influencias das fracGes proteicas com afinidade a
quitina dos tegumentos naturais de A. lebbeck e G. max foi realizado o
acompanhamento do desenvolvimento das larvas de C. maculatus sobre os
tegumentos artificiais de 20 mg de espessura contendo essas fragcbes. Assim
tegumentos artificiais contendo respectivamente 6% e 25% de fracdes proteicas
obtidas de A. lebbeck (figura 6) e G. max (figura 7) foram confeccionados e
submetidos a infestacdo. Apos a oviposicao foi observado que os ovos estavam bem
fixados aos tegumentos artificiais das sementes. No 4° DAO nos ovos postos sobre
os tegumentos contendo 6% da fracdo de A. lebbeck ja eram observadas larvas
formadas (figura 6). Para os tegumentos contendo 25% da fracdo de G. max as
larvas completaram sua formacgdo no interior dos ovos no 5° DAO (figura 7).
Nenhuma alteracdo foi observada na formacdo larval em ambos os tegumentos
artificiais, entretanto atrasos de um dia (figura 6) e de dois dias (figura 8) foram
observados durante a penetracdo do tegumento artificial. As larvas conseguiram
atravessar 0s tegumentos artificiais em direcdo ao interior das sementes
respectivamente nos 7° e 8° DAO para os experimentos com A. lebbeck e G. max
(figuras 6 e 7 respectivamente). Nesses dias 0S 0vos ja se encontravam
completamente esbranquicados, indicando o preenchimento do interior dos ovos

com a farinha resultante da escavacao das larvas em dire¢édo ao cotilédone.
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Figura 6: Desenvolvimento inicial de larvas de Callosobruchus maculatus dentro dos ovos
ovipositados sobre tegumentos artificiais de 20 mg de espessura do 1° ao 7° DAO.
Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna
unguiculata. O desenvolvimento larval foi acompanhado nos primeiros sete dias DAO. Barra= 0,5

mm.
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Figura 7: Desenvolvimento inicial de larvas de Callosobruchus maculatus dentro dos ovos
ovipositados sobre tegumentos artificiais de 20 mg de espessura do 1° ao 8° DAO.
Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna
unguiculata. O desenvolvimento larval foi acompanhado nos primeiros oito dias depois da

oviposicdo (DAO). Barra= 0,5 mm.
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4.7- Avaliagdo da mortalidade larval de C. maculatus apos a travessia do

tegumento artificial contendo as proteinas ligadoras de quitina de tegumentos

A mortalidade larval de C. maculatus foi inicialmente avaliada em
experimentos onde os tegumentos artificiais foram confeccionados com massa final
de 20 mg. Esses tegumentos continham concentragbes de 6% e 25% das fragbes
proteicas com afinidade a quitina de tegumentos naturais de A. lebbeck e G. max
respectivamente. Nossos resultados mostraram uma mortalidade de 42% para as
larvas que atravessaram o0s tegumentos artificiais contendo 6% de proteinas
ligadoras de quitina de tegumentos de A. lebbeck (figura 8), enquanto nas sementes
controle a mortalidade foi cerca de 20%. Em tegumentos artificiais contendo 25% da
farinha de tegumento de G. max nenhuma mortalidade larval foi observada (dados

nao mostrados).

4.8- Avaliacdo da toxicidade das fracBes proteicas ligadoras de quitina de

tegumentos sobre a massa larval

Larvas de C. maculatus 19 de DAO sobre os tegumentos artificiais foram
retiradas dos cotilédones e pesadas. Conforme observado na figura 9, foi confirmada
a toxicidade das fracbes proteicas ligadoras de quitina sobre a massa larval para
ambos os tegumentos. As larvas que atravessaram tegumentos artificiais contendo
6% da fracdo proteica ligadoras de quitina isolada de tegumentos de A. lebbeck
tiveram uma reducdo de 31,7% na massa corporal (figura 9A), enquanto que as
larvas que atravessaram o tegumentos contendo 25% da fracdo proteica ligadora de
quitina de tegumentos de G. max tiveram uma redugcdo na massa corporal de 28%
(figura 9B). As reducdes na massa corporal da larva foram estatisticamente
significativas quando analisadas com teste t de Studart tanto para larvas que se
desenvolveram em 6% de proteinas ligadoras de quitina A. lebbeck (P = 0,0376)
qguanto para larvas desenvolvidas em 25% de proteinas ligadoras de quitina de G.
max (P = 0,0237).
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Figura 8: Visualizagdo grafica da mortalidade das larvas de Callosobruchus maculatus
19 DAO sobre tegumentos artificiais com 6% de proteinas de ligacdo a quitina de
tegumento de Albizia lebbeck. Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a
farinha de cotilédone de Vigna unguiculata. Os experimentos foram feitos em triplicata e os

dados mostrados representam a média desses resultados.
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Figura 9: Visualizagdo grafica da massa das larvas de Callosobruchus maculatus 19
DAO desenvolvidas em sementes artificiais cobertas com tegumentos artificiais
contendo as fracfes proteicas ligadoras de quitina de tegumentos de A. lebbeck (A) e
G. max (B). Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone
de Vigna unguiculata. Os experimentos foram feitos em triplicata e os dados mostrados
representam a média desses resultados. * Indica resultado estatisticamente diferente do
respectivo controle de acordo com o teste t de Studart (P<0,05).
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4.9- Acompanhamento da ingestdo e excrecdo de proteinas ligadoras de
quitina marcadas com FITC de tegumento de A. Lebbeck em larvas de C.

maculatus

Para acompanhar a trajetoria das proteinas ligadoras de quitina de tegumento de A.
lebbeck no trato digestivo das larvas de C. maculatus, estas proteinas foram marcadas
com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) e depois adicionadas a tegumentos artificias em
concentracdo de 6%. A presenca de proteinas ligadoras de quitina marcadas foram
observadas no trato intestinal e fezes das larvas de 19 DAO. Nossos resultados mostraram
nao haver marcacdo no intestino médio das larvas que se desenvolveram em sementes
com tegumentos artificiais sem a fracdo proteica marcada (sementes controle) (figura 10A-
B). Na figura 10C-D visualizamos a presenca de proteinas marcadas com FITC no interior
do intestino das larvas alimentadas com as proteinas marcadas, mostrando que ha
realmente a ingestao dessas proteinas do tegumento pelas larvas. Um dado interessante é
gue essas proteinas mesmo sendo ingeridas no inicio do desenvolvimento larval ainda
permanecem no intestino das larvas 19 DAO. Quando o intestino das larvas foi submetido
a lavagem com solucdo salina, ainda foi possivel observar fluorescéncia, indicando uma
possivel retencdo dessas proteinas no trato intestinal (figura 10E-F). A presenca das
proteinas marcadas também foi observada nas fezes das larvas 19 DAO (figura 10G-H)
indicando que também ha excre¢do desse material.
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Figura 10: Fotomicrografia por microscopia de fluorescéncia de intestinos e fezes de
larvas de Callosobruchus maculatus aos 19 DAO que atravessaram 0s tegumentos
artificiais contendo 6 % das proteinas ligadoras a quitina marcadas com FITC. A-B:
intestino de larvas 19 DAO que se desenvolveram em sementes artificiais contendo
tegumentos artificiais sem proteina fluorescentes. C-D intestino ndo lavado de larvas que
atravessaram tegumento artificial contendo 6% da fracdo proteica retida em coluna de
quitina de tegumentos de A. lebbeck marcados com FITC; E-F: intestino ndo lavado de
larvas que atravessaram tegumento artificial contendo 6% da fracdo proteica retida em
coluna de quitina de tegumentos A. lebbeck marcados com FITC. G: Fezes de larva
controle. H: Fezes de larvas que atravessaram tegumento artificial contendo 6% da fracao
proteica retida em coluna de quitina de tegumentos A. lebbeck marcados com FITC. A,C e
E,: Campo claro; B, D e F: Fluorescéncia no intestino; G e H: Fluorescéncia nas fezes;
Barras = 100 pym.
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4.10- Acompanhamento da ingestdo e excrecdo de proteinas ligadoras de

quitina de tegumento de G. max em larvas de C. maculatus

Proteinas ligadoras de quitina de tegumentos de G. max foram marcadas com FITC
e incorporadas em concentracdo de 25% em tegumentos artificiais. A trajetoria dessas
proteinas foi acompanhada no trato digestivo e fezes de larvas de C. maculatus 19 DAO. A
presenca das proteinas marcadas com FITC foi observada em todas as por¢des do
intestino, mesmo apods a lavagem e ainda nas fezes das larvas (Figura 11). Na figura 11A-
B, observamos um pouco de autofluorescéncia no bolo alimentar das larvas controle. Na
figura 11C-D observamos que a fluorescéncia ainda permanece no intestino apés lavagem
com solucao salina, essa fluorescéncia mostrou intensidade similar ao intestino ndo lavado
(11E-F). A fluorescéncia esta presente tanto na a regido posterior (11G-H) como na regido
anterior do trato digestivo da larva (111-J). As fezes dessas larvas também mostraram
fluorescéncia bem maior (figura 11L) quando comparadas com as fezes controle (figura
11K).

Sitva, N. C. M. (2014) 39



Intestino
N3ao marcado

Intestino-FITC Intestino-FITC
nao lavado lavado

9|0Jjuo)

olp3wW ounsa|

Trato digestivo-FITC

Fezes-FITC

Jouaisod oeiSay  Joli9jue oeISay

%ST XpW 3u1A|o

9]0J1U0) S9z94

40

Silva, N. C. M. (2014)



Figura 11: Fotomicrografia por microscopia de fluorescéncia de intestinos e fezes de
larvas de Callosobruchus maculatus 19 DAO que atravessaram o0s tegumentos
artificiais contendo 25% das proteinas ligadoras a quitina marcadas com FITC. A-B:
Trato intestinal de larvas 19 DAO que se desenvolveram em sementes artificiais com
tegumentos artificiais sem proteina fluorescente; C-D e E-F: intestino de larvas que se
desenvolveram apo0s atravessarem tegumentos artificiais contendo 25% de proteina ligadora
de quitina de tegumento de G. max marcadas com FITC; G-H: Regido posterior do trato
intestinal; I-J: Regido anterior do trato digestivo; K- Fezes das larvas controle; L: Fezes das
larvas que atravessaram os tegumentos fluorescentes. A,C,E,G-I: Campo claro; B,D,F,H-J:

Fluorescéncia no trato digestivo; K e L: Fluorescéncia nas fezes; Barras = 100 ym.
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4.11- Avaliacdo da longevidade dos insetos adultos desenvolvidos a partir de ovos
ovipositados por fémeas que se desenvolveram apds a travessia dos tegumentos

artificiais contendo proteinas de tegumento de A. lebbeck

Para acompanhar a longevidade dos insetos adultos nascidos de fémeas que se
desenvolveram em sementes artificiais com tegumentos artificiais (20 mg) contendo 6% das
proteinas ligadoras de quitina de tegumento de A. lebbeck foi feito o0 acompanhamento do
tempo de vida dos insetos até todos os insetos se encontrarem mortos. Os resultados
mostraram que no 30 DAO (1° dia ap06s a emergéncia) o numero de adultos emergidos
foram contados e nossos resultados mostraram a presenca de 39 insetos adultos emergidos
das sementes infestadas com as fémeas nascidas das sementes artificiais, enquanto das
sementes controle emergiram 66 insetos adultos. Passados sete dias apds a emergéncia
(37 DAO) foi observado que todos os insetos emergidos dos ovos postos pelas fémeas
tratadas estavam mortos, enquanto dos insetos oriundos das sementes controle ainda
observavamos cerca de 30 insetos vivos. No 14° dia ap6s a emergencia 11 insetos controle
ainda permaneciam vivos. 19 dias ap6s a emergéncia (49 DAO) todos os insetos estavam

mortos (figura 12).
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Figura 12: Visualizacdo grafica da longevidade dos insetos de Callosobruchus
maculatus provenientes de fémeas nascidas de sementes artificiais com tegumentos
artificiais contendo proteinas ligadoras de quitina de Albizia lebbeck. A longevidade foi
acompanhada a partir do 30 DAO (1° dia de emergéncia) até 49 DAO (19 dias ap6s o inicio

da emergéncia).
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4.12-Influéncia da espessura do tegumento artificial sobre o desenvolvimento
das larvas de C. maculatus

Para avaliarmos se a espessura do tegumento artificial influenciaria no
desenvolvimento de C. maculatus, confeccionamos tegumentos artificiais mais
espessos, com uma massa final de 30 mg, ao invés de 20 mg. A esses tegumentos
foram adicionados 25% da fracdo proteica ligadora de quitina de tegumento de G.
max, Vvisto que essa fragdo nessa concentracdo havia se mostrado menos toxica que
6% da fracdo de A. lebbeck. Todos os tempos analisados e parametros de
desenvolvimento foram feitos seguindo a mesma metodologia dos experimentos
com tegumentos artificiais menos espessos (com massa final de 20 mg). Nossos
resultados mostraram que no 3° DAO as larvas desenvolvidas sobre os tegumentos
controle ou contendo 25% da fragcdo de G. max j& se encontravam formadas no
interior dos ovos. No 6° DAO as larvas controle completaram a travessia pelo
tegumento artificial enquanto que grande parte das larvas sobre o tegumento
artificial contendo a fracdo de G. max encontravam-se mortas no interior dos ovos
(figura 13).

4.13- Avaliagdo da mortalidade larval de C. maculatus ap0s atravessar
tegumento artificial mais espessos contendo 25% de fracdo proteica ligadora

de quitina de tegumentos de G. max

Uma nova avaliacdo da mortalidade larval de C. maculatus foi realizada
utilizando agora esses tegumentos mais espessos. Nossos resultados mostraram
uma mortalidade de 90% das larvas nos experimentos com a fracdo ligadora de
quitina de G. max, enquanto nas sementes controle a mortalidade larval foi de

apenas 18,1% (figura 14).
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Figura 13: Desenvolvimento larval de Callosobruchus maculatus dentro dos ovos
ovipositados sobre 30 mg de tegumentos artificiais de semente do 1° ao 6° DAO.
Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna
unguiculata. O desenvolvimento larval foi acompanhado nos primeiros seis dias depois da

oviposicdo (DAO). Barra= 0,5 mm.
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Figura 14: Visualizagdo gréafica da mortalidade larval de Callosobruchus maculatus
apos 19 DAO pelas fémeas em experimentos com 30 mg de tegumentos artificiais.
Sementes controle (0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna
unguiculata. Os experimentos foram feitos em triplicata e os dados mostrados representam

a média desses resultados.
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4.14- Avaliagdo datoxicidade das proteinas ligadoras de quitina de tegumentos
de G. max no desenvolvimento das larvas quando incorporadas em

tegumentos mais espessos

As Larvas que sobreviveram a travessia desses tegumentos mais espessos
contendo 25% da fracéo ligadora de quitina de G. max foram retiradas das sementes
artificiais 19 DAO e pesadas. Observamos que as larvas que atravessaram 0s
tegumentos artificias contendo a fracéo proteica de G. max tiveram uma reducao da
massa corporal em 87,18% (figura 15) confirmando as propriedades téxicas dessas
proteinas quando em tecidos mais espessos. Como a mortalidade larval foi muito
alta o n amostral (n° de larvas) nao foi suficiente para a realizacdo das analises

estatistica.
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Figura 15: Visualizagdo grafica da massa das larvas de C. maculatus 19 DAO
desenvolvidas em sementes artificiais cobertas com 30 mg de tegumento artificial
com fragdo proteica ligadora de quitina de tegumentos de G. max. Sementes controle
(0%) foram confeccionadas usando a farinha de cotilédone de Vigna unguiculata. Os
experimentos foram feitos em triplicata e os dados mostrados representam a média desses
resultados.
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5. DISCUSSAO

Sementes de plantas constituem uma das principais fontes alimenticias da
populacdo mundial, sendo assim uma importante fonte lucrativa para a economia de
diversos paises (Duranti e Gius, 1997). Anualmente, o potencial de sua
comercializacdo e consumo tem sido altamente prejudicado devido a constantes
ataques de predadores aos grédos armazenados, que diminuem e/ou inviabilizam o

uso dessas sementes para consumo e comercializacéo (Fazolin et al., 2009).

O inseto C. maculatus representa um importante inseto praga de gréos
armazenados do feijao-caupi (Vigna unguiculata). O consumo da massa dessas
sementes pelas larvas do inseto reduz o peso das sementes, compromete seu vigor
germinativo e compromete sua qualidade nutricional e comercial. Esse ataque pode
comprometer até 90% das sementes num periodo de seis meses (Almeida et al.,
2004).

O desenvolvimento pelas plantas de um sofisticado mecanismo de defesa
para se protegerem dos constantes estresses bibticos e abidticos tem permitido a
sua sobrevivéncia. Estas plantas depositam em suas sementes de modo
constitutivo, compostos quimicos, como proteinas que atuam como barreira de
defesa contra pragas e patdgenos (Xavier-Filho, 1993; Mithofer e Boland, 2012).
Esses compostos podem ainda participarem em respostas induzidas pela agresséo.
Trabalhos tém descrito as importantes propriedades téxicas exercidas por estas
proteinas contra o desenvolvimento de pragas e patdgenos (Oliveira et al., 1999;
Van Loon et al., 2006). Muitas dessas proteinas possuem afinidade a quitina,
podendo esta afinidade estar relacionada aos seus mecanismos de toxicidade contra
agressores que possuem quitina como constituinte estrutural. Dentre as proteinas de
afinidade a quitina, destaca-se as proteinas que possuem um sitio classico de
ligacdo a quitina com uma sequéncia de 30 a 43 aminoacidos, rico em glicinas e
cisteinas. Outras proteinas que também se ligam a quitina ndo apresentam esse
sitio classico de ligacdo, mesmo assim sdo capazes de se ligar fortemente a esse

polimero (Beintema, 1994).

A participagdo dos tegumentos de sementes como barreira de defesa tem
sido descrita, e a participacdo de compostos quimicos nessa barreira tem sido
relatada por muitos trabalhos (Janzen, 1977; Thiery, 1984; Oliveira et al., 1999;
Moraes et al., 2000; Souza et al., 2011; Souza et al., 2012). Estes trabalhos tém
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comprovado que ndo sb os cotilédones das sementes sdo capazes de armazenar

proteinas de defesa de maneira constitutiva, mas também os tegumentos.

Neste estudo, investigamos a eficiéncia dos tegumentos como barreira de
protecdo contra C. maculatus. Isolamos e caracterizamos proteinas com afinidade a
quitina presentes nos tegumentos de sementes de A. lebbeck e G. max e
investigamos a eficiéncia dessas proteinas como barreira quimica de protecéo
contra a penetracdo das larvas de C. maculatus quando incorporadas em

tegumentos artificiais.

Através de experimentos com sementes artificiais cobertas com tegumentos
artificiais com diferentes concentracbes de farinha de tegumentos naturais de A.
lebbeck e G. max, observamos que estas farinhas né&o interferiram no
desenvolvimento embrionario de C. maculatus, além de ndo ocasionarem atrasos na
penetracdo da larva nos cotilédones artificiais (figura 1). Inibicdo da oviposi¢cdo nos
tegumentos artificiais também nao foi observada. Embora ndo tenhamos visualizado
interferéncias do tegumento artificial contendo as farinhas de G. max e A. lebbeck na
oviposicdo ou no tempo de travessia pelo tegumento, trabalhos similares realizados
com tegumentos de Phaseolus vulgaris reduziam em 48% a oviposicdo pelas
fémeas de C. maculatus e aumentaram o tempo da penetracdo das larvas em 83%
(Sa et al., 2014). Ainda neste trabalho foi observado que nenhum efeito ocorria nos
principais eventos da embriogénese do inseto dentro dos ovos postos sobre estes
tegumentos (Sa et al., 2014), resultados também observados no nosso trabalho
(figura 1). Anteriormente, nosso grupo havia demonstrado um alto percentual de
mortalidade de larvas neonatais de C. maculatus no interior dos ovos ovipositados
sobre tegumentos naturais de Canavalia ensiformis e Dioclea altissima em sementes
artificiais, ocorrendo ainda problemas na aderéncia dos ovos postos sobre estes

tegumentos (Souza et al., 2011).

Nossos resultados mostraram ndo haver atraso na embriogenese e no tempo
de penetracao das larvas sobreviventes em experimentos com G. max e A. lebbeck,
contudo verificamos uma alta mortalidade das larvas apos a travessia do tegumento
artificial contendo 2% e 3% da farinha de tegumentos de A. lebbeck (figura 2A)
indicando que o contato das larvas com essa farinha durante a travessia do
tegumento impede a sobrevivéncia. Essa mortalidade foi de 100% em tegumentos

contendo 3% dessa farinha (figura 2A-B).
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A mortalidade larval observada na tentativa de perfuracdo do tegumento
artificial pode estar diretamente relacionada a presenca de compostos quimicos
toxicos que podem ter sido ingeridos pela larva durante a escavagdo. Souza et al.,
(2011) ao investigar os efeitos de diferentes tegumentos de sementes nao
hospedeiras para C. maculatus demonstrou que tanto tegumentos de sementes
domesticadas como de sementes silvestres podem ser extremamente toxicos para o
inseto. Nesse trabalho os autores ndo observaram diferencas nas propriedades
fisicas desses tegumentos, como espessura, textura ou coloracao, que justificassem
as diferencas na toxicidade. Portanto os autores sugeriram que diferengas na
composicao desses tecidos justificam essas diferencas na toxicidade (Souza et al.,
2011).

As larvas de C. maculatus que atravessaram o0s tegumentos artificias
possuindo respectivamente 2% e 25% das farinhas de tegumento de A. lebbeck e G.
max mostraram consideraveis reducées em suas massas (figura 3). Essas reducdes
foram de 82,5% para larvas que se desenvolveram em sementes artificiais com a
farinha do tegumento de A. lebbeck e de 43,8% para larvas que se desenvolveram
em sementes artificiais com a farinha do tegumento de G. max (figura 3).
Anteriormente, Oliveira et al. (2009) observaram que as poucas larvas que
conseguiram sobreviver a travessia dos tegumentos de alguns cultivares de G. max,
tinham reducdes de mais de 30% no seu peso apos 20 dias de desenvolvimento. A
incorporacao da farinha desses tegumentos na dieta do inseto mostrou ainda WDsg
(dose que reduz a massa larval para 50%) em torno de 1,5% (Oliveira et al., 2009).

Tendo observado toxicidade das farinhas de tegumentos sobre o
desenvolvimento das larvas do inseto C. maculatus, partimos entdo para a
identificacdo de compostos quimicos presentes nessas farinhas. Para isso,
realizamos uma extracao proteica seguida por precipitagdo com sulfato de amonio e
a fragdo obtida foi fracionada em cromatografia de afinidade a quitina (figura 4). As
fragOes retidas na coluna de quitina foram visualizadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, onde diversas bandas com massas moleculares entre 14 kDa e 66
kDa foram visualizadas (figura 5). As bandas protéicas majoritarias da fracao
proteica de G. max e da fragcdo proteica de A. lebbeck foram recortadas e
submetidas a analise por espectrometria de massas.

Duas bandas protéicas foram recortadas do gel da fracdo de G. max, com

massas moleculares aproximadas de 36 kDa (banda 1) e 24 kDa (banda 2). Dois
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peptideos oriundos da hidrolise da banda 1 foram obtidos e ambos mostraram
similaridades com uma quitinase da classe | de 34,3 kDa de G. max (gi351723511).
A partir da banda 2 também obtivemos dois peptideos, ambos similares a uma
proteina de 24 kDa de tegumentos de G. max (gi351721970) ainda sem funcéo
definida (Tabela 1). A caracterizacdo de uma quitinase da classe | com peso
molecular de 32 kDa de tegumentos de G. max ja foi previamente relatada por
Gijzen et al. (2001). Neste trabalho os autores sugerem que a presenca dessa
quitinase nos tegumentos de G. max esteja associada a defensa da planta contra a
infeccdo por agentes patogénicos. Foi mostrado também que esta quitinase possui
um peptideo sinal de 23 aminoacidos seguido por um dominio de ligacdo a quitina e
um dominio catalitico contendo dois residuos conservados de Glu, necessarios para
a atividade catalitica desta classe de hidrolases (Gijzen et al., 2001).

As bandas com massas aproximadas de 29 kDa, 20 kDa e 14,2 kDa de A.
lebbeck também foram analisadas. A partir das 3 bandas apenas um unico peptideo,
(idéntico para as trés bandas) foi identificado e apresentou 100% de similaridade
com a cadeia A da mexicaina de Jacaratia mexicana e 97 % de similaridade com
vignaina de Vitis vinifera (Tabela 2).

A mexicaina é uma protease cisteinica que foi descrita pela primeira vez por
Castaneda-Agull6 et al. (1945) isolada do latex da planta tropical Pileus maxicanus
(também chamada Jacaratia mexicana). Pertence a familia da papaina e mostra alta
similaridade de sequéncia com a protease cisteinica de Carica candamarcencis
(73,8%) e para quimopapaina de Carica papaya (69,42%). Posteriormente, outros
trabalhos mostraram que o produto chamado mexicaina era na verdade composto
por pelo menos cinco proteases, denominados de Pl a PV, com pesos moleculares e
pontos isoelétricos semelhantes. Assim a fracdo mais abundante, a protease 1V, foi
chamada mexicaina (Oliver-Salvador et al., 2004; Ramos-Martinez et al., 2012). Uma
alta atividade proteolitica sobre caseina, hemoglobina e gelatina foi visto para a
mexicaina, e quando comparada a outras proteases cisteinicas, a mexicaina
mostrou estabilidade a altas temperaturas e variacbes de pH para sua atividade
(Gavira et al., 2007).

Vignaina (Vignain) é uma endopeptidase cisteinica da familia da papaina que
foi primeiramente identificada e caracterizada por Kembhavi et al. (1993) a partir de
sementes de Vigna aconitifolia. Associada aos processos germinativos da semente,

a vignaina foi visualizada em gel de poliacrilamida como uma Unica banda proteica
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de 27 kDa e quando posteriormente foi caracterizada, apresentou uma atividade
otima em pH 7,4 e uma forte inibicdo por inibidores E-64 (Kembhavi et al., 1993).

Embora nenhuma atividade contra insetos tenha sido descrita anteriormente
para a mexicaina e vignaina, os dados obtidos no nosso trabalho mostraram que 6%
da fracdo proteica contendo essas proteinas foi toxica para o inseto C. maculatus
ocasionando uma mortalidade larval de 42% (figura 8) e uma reducédo de 31,7% da
massa corporal larval (figura 9A).

As proteases cisteinicas sdo uma classe de proteases que possuem um
residuo de cisteina localizado no seu centro ativo. Estas enzimas sdo amplamente
distribuidas nos organismos vivos, sdo encontradas desde os virus até os
mamiferos, sendo bem abundantes em plantas (Priolo et al., 2000). Em plantas, as
proteases cisteinicas participam de diversas funcbes como no processamento e
degradacdo de proteinas de reserva nas sementes, na morte celular programada, no
“turnover” protéico, na senescéncia em flores e folhas, estando ainda envolvidas nas
respostas a estresses bidticos e abidticos (Solomon et al., 1999; Asp et al., 2004).
Na defesa de plantas, a participacdo de proteases tem sido observada em resposta
ao ataque de microsganismos. Uma proteinase de 69 kDa denominada P69 foi
induzida e acumulada nas plantas de tomate em resposta ao ataque de patégenos
(Tornero et al., 1996). Uma protease cisteinica chamada bromelaina, obtida do caule
do abacaxi (Ananas comosus) se mostrou altamente toxica, inibindo em 90% o
crescimento do fungo fitopatogénico Fusarium verticilioides (LOopez-Garcia, et al.,
2012). Foi visto também que genes de proteases cisteinicas em planta de batata
eram expressos precocemente na presenca do oomiceto Phytophthora infestans
(Avrova et al., 1999). Liu et al. (2001) sugeriu a participacdo do gene GmMMP2, que
codifica uma metaloproteinase de soja, na resposta de defesa da soja contra
infecgbes patogénicas. Neste trabalho foi observado que os niveis de transcrigdo do
gene GmMMP2 aumentavam rapidamente durante as interagcdes dos tecidos de soja
com o0 oomiceto patogénico Phytophthora sojae e com a bactéria patogénica
Pseudomonas syringae. A expressao desse gene também foi ativado em respostas
a ferimentos e a estresse hidrico como desidratacdo. No latex de maméo papaia
(Carica papaya) proteases cisteinicas monstraram-se bastante téxicas inibindo o
crescimento de insetos da ordem Lepdoptera (Konno et al., 2004).

A propriedade de ligagdo a quitina de proteinas tem sido relacionada aos

mecanismos de defesa vegetal ha décadas. Foi visto que vicilinas de sementes de
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Vigna unguiculata possuiam a capacidade de se ligar a membrana peritrofica do
inseto Diatraea saccharalis e essa ligacdo foi relacionada a interferéncia dessas
proteinas com a taxa de sobrevivéncia do inseto (Mota et al., 2003). Foi visto ainda
que estas vicilinas ligavam-se a estruturas contendo quitina presentes no intestino
do inseto Tenebrio molitor (Paes et al., 2008). Vicilinas ligadoras de quitina de
sementes de Enterobium contortisiliquum quando adicionadas na dieta dos insetos
C. maculatus e Zabrotes subsfasciatus causando 50% de mortalidade em
concentracOes de 1,1% e 0,43% (Moura et al., 2007). Em 2009, foi observado que
peptideos oriundos da hidrolise proteolitica de vicilinas de V. unguiculata, que
mantinham sua capacidade de ligacdo a quitina, mantinham suas propriedades
toxicas para C. maculatus, reduzindo em 86% a massa corporal das larvas. Esses
peptideos também foram toxicos para fungos, inibindo o crescimento em 84% do
Fusarium oxysporum, 73% do Colletotrichum musae e 61% do Saccharomyces
cerevisae (Uchba et al.,, 2009). Vicilinas isoladas do tegumento de sementes de
Albizia lebbeck também apresentaram capacidade de ligacdo a quitina e foram
toxicas para C. maculatus. A adicdo de 0,1% dessas proteinas na dieta do inseto

ocasionou uma reducédo de 78% na massa corporal das larvas (Souza et al., 2012).

Ensaios para a analise da toxicidade da fracdo proteica contendo a quitinase
da classe | de tegumento G. max também foram realizados, inicialmente com
tegumentos artificiais formados com massa final de 20 mg contendo 25% da fracéo.
Nossos resultados mostraram ndo haver alteragbes morfolégicas no
desenvolvimento das larvas (figura 7) ou na mortalidade larval (dados né&o
mostrados) durante a travessia do tegumento. Entretanto, as larvas apresentaram
28% de reducédo na massa corporal no 19 DAO (figura 9B). Para analisarmos se a
espessura do tegumento artificial alteraria a toxicidade para o inseto, tegumentos
com massa final de 30 mg foram confeccionados contendo também 25% da fracao.
Os resultados obtidos mostraram uma mortalidade larval de 90% (figura 14) e
reducdo em 87,18% da massa corporal das larvas 19 DAO (figura 15). Foi visto
ainda que muitas larvas morreram no interior dos ovos apoés iniciarem a escavagao
do tegumento (figura 13).

A presenca de compostos toéxicos nos tegumento de G. max, capazes de inibir
o desenvolvimento de larvas do inseto C. maculatus e o crescimento de fungos
fitopatogénicos ja havia sido descrita pelo nosso grupo (Santos et al., 2008). Estudo

com tegumentos naturais de sete cultivares diferentes de G. max, realizado pelo
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NOsSso grupo mostrou ndo haver nenhuma correlagdo entre espessura, coloracao ou
textura dos tegumentos com a habilidade da larva de C. maculatus em atravessa-los
ou nao. A reducdo na oviposicdo alcancou até 100% dependendo do cultivar. A
eclosado larval também foi afetada, chegando a 82.5% de reducéo (Oliveira et al.,
2009). JA4 em plantas transgénicas, Ding et al. (1998) observaram que plantas
expressando quitinase reduziram significativamente a sobrevivéncia e o crescimento
das larvas de Heliothis virescens. Nishizawa et al. (1999) observaram o aumento da
resisténcia de plantas de arroz, expressando gene de quitinases classe |, contra o
patdgeno Magnaporthe grisea.

A trajetdria dessas fracdes com propriedades de ligacdo a quitina pelo trato
digestivo das larvas de C. maculatus também foi avaliada no nosso trabalho (figuras
10 e 11). Para isso foram confeccionadas sementes com tegumentos artificiais
contendo as proteinas com afinidade a quitina isoladas do tegumento de G. max e A.
lebbeck marcadas com FITC. Os resultados mostraram que estas proteinas
encontram-se presentes no interior do trato intestinal dessas larvas, mesmo apés a
lavagem com solugcdo salina (figuras 10E-F e 11C-D). Marcacdo também foi
detectada nas fezes do inseto (figuras 10G-H e 11K-L). Estes resultados mostram
claramente que as proteinas com afinidade a quitina dos tegumentos foram
ingeridas pelas larvas no momento em que elas atravessavam o tegumento artificial
e que embora estejam sendo excretada junto com as fezes, parte das proteinas
ainda permanecem no trato digestivo da larva do inseto 19 DAO. Esses dados
indicam uma possivel retencdo de parte desse material no trato intestinal das larvas,
0 que pode esta relacionado a sua afinidade por quitina, que ja foi previamente
detectado como um constituinte do trato intestinal de C. maculatus (Sales et al.,
2001).

Curiosamente, vimos ainda que os insetos-filno provenientes de fémeas
crescidas em sementes com tegumento artificial contendo 6% das proteinas de
tegumentos de A. lebbeck tiveram um tempo de vida menor do que os insetos-filhos
de fémeas que nao tiveram contato com essas proteinas (figura 12). Esta curta
longevidade dos descendentes pode indicar uma toxicidade crbnica ou ainda a
absorcdo de parte dessas proteinas e uma possivel transferéncia aos ovos.
Trabalhos anteriores haviam sugerido que vicilinas acumulavam-se no corpo
gorduroso apoOs absorcdo intestinal onde eram parcialmente degradadas e os

peptideos resultantes eram mantidos durante todo a desenvolvimento do inseto,
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sendo entdo eventualmente sequestrados para os ovos (Souza et al., 2010). Sendo
assim, € possivel que nossas fémeas também tenham transferido alguns fragmentos
toxicos ou as proteinas com afinidade a quitina de tegumentos de A. lebbeck para os
seus ovos, 0 que explicaria os efeitos visualizados nos insetos-filho (figura 12).
Entretanto mais pesquisas deverdo ser realizadas para confirmagao dos dados.

Estudos tém sugerido que proteinas de plantas com afinidade a quitina
possuem a habilidade de se ligarem a estruturas quitinosas da membrana peritréfica
de insetos (Sales et al., 2001; Paes et al., 2008). A membrana peritréfica dos insetos
€ uma estrutura de extrema importancia, pois facilita a reciclagem de enzimas
digestivas do inseto e protege o epitélio intestinal contra ataques patogénicos e
particulas abrasivas do bolo alimentar (Terra, 2001). Assim sendo, Sales et al.
(2001), viram que proteinas de leguminosas do tipo vicilina eram capazes de se
ligarem a quitina presente no intestino do inseto C. maculatus. Anteriormente, Yunes
et al. (1998), mostrou que vicilinas presentes em sementes das leguminosas
Phaseolus vulgaris, Phaseolus lunatus, G. max, Canavalia ensiformes, dentre
outras, ligavam-se a matrizes de quitina. JA& em 2006, foi mostrado que uma
protease cisteinica de gendtipos resistentes de milho, a Mirl-CP, acumulava-se
rapidamente em locais da folha atacadas pelo inseto Spodoptera frugiperda sendo
capazes de inibir o crescimento das larvas. Os testes in vitro mostraram ainda que
estas proteases cisteinicas causavam a permeabilizacdo da membrana peritréfica
desses insetos ao ocasionar sérios danos a essa membrana (Mohan et al., 2006).
Recentemente, nosso grupo observou que larvas de C. maculatus que ingeriram as
proteinas da farinha do tegumento de Phaseolus vulgaris marcadas com FITC ao
atravessarem 0s tegumentos artificiais apresentaram uma forte fluorescéncia no
intestino e uma menor fluorescéncia nas fezes, indicando que possivelmente ocorre
uma retencdo dessa farinha de tegumento no intestino da larva, o que pode ser o
motivo da sua toxicidade (S& et al., 2014).

Nossos resultados sugerem que a habilidade de ligagdo a estruturas de
quitina exercidas pelas proteinas obtidas por cromatografia de afinidade, pode estar
relacionada ao seu mecanismo de a¢ao, ocasionando toxicidade as larvas do inseto
C. maculatus por restricbes nos processos de digestdo e absorcdo de nutrientes
pelo inseto. Desta forma, o armazenamento do conteudo energético em forma de
corpo gorduroso torna-se menor, 0 que explicaria a perda de massa corporal larval.

Isto pode prejudicar posteriormente a sobrevivéncia do inseto adulto que durante

Sitva, N. C. M. (2014) 56



este periodo ndo se alimentam mais. Quanto a eficiéncia das proteinas de ligagédo a
quitina como barreira quimica de protecdo, este trabalho mostrou que estas
proteinas quando sdo acumuladas apenas no tegumento oferecem uma barreira

guimica de protecdao eficiente contra a penetracdo do inseto.
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6- CONCLUSOES

» Na&o foram visualizadas alteracdo morfologica nas larvas de C. maculatus
durante o desenvolvimento embrionario em ovos postos sobre tegumentos
artificiais contendo as farinhas ou as proteinas de tegumentos de A. lebbeck e

G. max;

» Os tegumentos artificiais contendo as farinhas ou as proteinas de tegumentos
de A. lebbeck e G. max ndo foram capazes de retardar de maneira

significativa a penetracdo das larvas do inseto C. maculatus;

» Tegumentos artificiais contendo 3% da farinha do tegumento de A. lebbeck

ocasionaram uma mortalidade larval de até 100%;

= A massa corporal das larvas C. maculatus, que atravessaram tegumentos
artificiais contendo as farinhas de G. max e A. lebbeck foi reduzira em 43,8%

e 82,5%, respectivamente;

» Proteinas com afinidade a quitina com massas moleculares de 29, 20 e 14,2
kDa foram isoladas dos tegumentos naturais de A. lebbeck. Peptideos
oriundos dessas bandas mostraram similaridade de 100% com a cadeia A da
protease cisteinica mexicaina e 97% de similaridade com a protease

cisteinica vignaina;

» Proteinas com afinidade a quitina com massas moleculares de 36 e 24 kDa
foram isoladas dos tegumentos naturais de Glycine max. Peptideos oriundos
dessas bandas mostraram similaridades com uma quitinase da classe | e com

a proteina de 24 kDa de tegumento de G. max respectivamente;

» Tegumentos artificiais contendo 6% das proteinas de ligacdo a quitina de A.

lebbeck ocasionaram uma mortalidade larval de 42%:

» As fragBes protéicas de afinidade a quitina dos tegumentos de A. lebbeck e G.
max foram toxicas para as larvas de C. maculatus, reduzindo a massa

corporal larval em 31,7% e 28% respectivamente;

= Proteinas de ligacdo a quitina de tegumentos de A. lebbeck e G. max

marcadas com FITC foram detectadas no trato intestinal e nas fezes larvas de
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C. maculatus 19 DAO. Essa marcacao no intestino permaneceu mesmo apos

a lavagem do tecido, indicando a retencdo de parte dessas proteinas;

= Insetos emergidos dos ovos postos pelas fémeas que se desenvolveram apés a
travessia de tegumentos artificiais contendo as proteinas de ligagdo a quitina de A.

lebbeck possuem um tempo de vida muito mais curto apds a emergéncia;

= A espessura dos tegumentos artificiais interferiu nos parametros de desenvolvimento
do inseto. Uma mortalidade de 90% foi observada em larvas que tentaram atravessar
tegumentos mais espessos contendo 25% da fragao ligadora de quitina de soja.
As Larvas que sobreviveram a travessia de tegumentos mais espessos

tiveram uma reducdo na massa corporal de 87,18%.
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