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RESUMO

Besouros bruquideos infestam varias sementes. O tegumento é a
primeira barreira de protegcao contra a infestagcdo de bruquideos. Embora os
tegumentos de sementes n&o hospedeiras frequentemente interfiram com a
oviposicao, eclosao e sobrevivéncia larval do inseto Callosobruchus maculatus,
os aspectos morfolégicos e bioquimicos desse processo ainda séao
desconhecidos. Inicialmente nés observamos que o tegumento de Phaseolus
vulgaris (semente ndo hospedeira) ndo causou nenhum efeito nos principais
eventos do processo embrionario (formagdo do blastoderma celular, extensao/
retragdo da banda germinal, segmentagdo do embrido, formacao de apéndices
e fechamento dorsal) em C. maculatus. Por outro lado, nés mostramos que o
tegumento natural de Phaseolus vulgaris reduz a oviposicdo de fémeas de C.
maculatus, aumentando o tempo de penetragao das larvas e comprometendo o
peso corporal e a sobrevivéncia larval. Também foram reduzidas as atividades
de proteases cisteinicas, a-amilases e a-glicosidases em larvas que
atravessaram o tegumento de P. vulgaris. Interessantemente, foi observado um
efeito dose-dependente do tegumento de P. vulgaris sobre a oviposig¢ao, tempo
de penetracao, sobrevivéncia e peso larval de C. maculatus, quando diferentes
concentracbes desse tecido foram usadas na composicdo dos tegumentos
artificiais. Em intestinos de larvas alimentadas com proteinas do tegumento de
P. vulgaris marcadas com FITC foi observada uma forte fluorescéncia enquanto
que em suas fezes foi observado um fraco sinal. O oposto foi observado
quando as larvas foram alimentadas com proteinas do tegumento de V.
unguiculata marcadas com FITC. Tomados em conjunto, nossos resultados
sugerem que embora o tegumento de P. wulgaris nao interfira no
desenvolvimento embrionario de C. maculatus, a comprometida digestdo dos

alimentos claramente causou um impacto no desenvolvimento larval.



ABSTRACT

Bruchid beetles infest various seeds. The seed coat is the first protective
barrier against bruchid infestation. Although non-host seed coats often impair
the oviposition, eclosion and survival of Callosobruchus maculatus larvae, the
morphological and biochemical aspects of this phenomenon are still unclear.
Initially we showed that the Phaseolus vulgaris seed coat caused no effect on
the major events of the embryonic process (formation of the cellular blastoderm,
germ band extension/retraction, embryo segmentation, appendage formation
and dorsal closure) in C. maculatus. In other hand, we showed that the P.
vulgaris seed coat reduces C. maculatus female oviposition, increases the seed
penetration time and compromises larval body weight and survival. Activities of
cysteine proteases, a-amylases and a-glucosidases in larvae that crossed the
P. vulgaris seed coat were also reduced. Interestingly, we observed a dose-
dependent effect of P. vulgaris seed coat on oviposition, penetration, survival
and larval weight of C. maculatus, when different concentrations of this tissue
were incorporated into seed coats. In guts of larvae fed with FITC-labeled P.
vulgaris seed coat proteins was observed a strong fluorescence signal while in
their feces weak signal was observed. The opposite was observed when larvae
were fed with FITC-labeled V. unguiculata seed coat proteins. Taken together,
our results suggest that although P. vulgaris seed coat does not interfere with
C. maculatus embryonic development, a compromised food digestion led to

clear impacted larval fitness.



1- INTRODUCAO

A resisténcia de plantas contra insetos pode ser baseada em
mecanismos de defesa diretos e/ou indiretos, que podem ter origem
constitutiva nos tecidos ou 6rgaos, formando as defesas constitutivas ou serem
induzidas pelo ataque ou dano, denominadas defesas induzidas (Schoonhoven
et al., 2005). Defesas diretas envolvem caracteristicas fisicas e/ou quimicas
que interferem com a fisiologia e/ou comportamento do herbivoro, sendo assim
o principal determinante da resisténcia das plantas (Figura 1). Em varias
especies de plantas, variagbes naturais nas caracteristicas relacionadas as
defesas diretas foram encontradas e isso inclui diferengas na densidade de
tricomas (Kaplan et al., 2009) ou na composicado e quantidade de metabdlitos
secundarios especificos (Wu et al., 2008). Ja as defesas indiretas séao
caracteristicas fisicas e/ou quimicas da planta que interferem indiretamente no
ataque do herbivoro, por exemplo, na atragdo dos inimigos naturais desse
herbivoro, promovendo o controle populacional e consequentemente

diminuindo a agressao (Schuman et al., 2009; Snoeren et al., 2010) (Figura 1).

t"?'

Predador
Defesa Parasitoide
Indireta

A

Compostos
volateis

Defesa
Direta

Toxinas e inibidores
de digestio

Figura 1: Representagao esquematica dos mecanismos de defesa diretos e indiretos em

plantas. Adaptado de Broekgaarden et al., 2011.



A presenga de proteinas que interferem com os processos fisioldgicos
de insetos tem sido uma das estratégias de defesas diretas mais eficientes
usadas pelas plantas. As proteinas de plantas mais bem conhecidas como
envolvidas nas defesas contra insetos sédo as lectinas, proteinas inativadoras
de ribossomos (RIPs) do tipo 1 e 2, inibidores de enzimas proteoliticas,
glicoidrolases (Barbieri et al., 1993; Peumans and Van Damme,1995; Koiwa et
al.,, 1997), arcelinas (Osborn et al., 1988), quitinases (Herget et al., 1990;
Cohen, 1993), canatoxinas (Carlini et al., 2000) e vicilinas variantes (Macedo et
al., 1993; Sales et al, 2000). A maioria dessas proteinas é sintetizada
constitutivamente em tecidos que séo particularmente vulneraveis a ataques,
como as sementes. Algumas delas podem ainda ter sua sintese induzida pelo
ataque (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002).

Embora as plantas sejam eficientes na defesa contra a grande maioria
dos agressores, relagdes co-evolutivas entre plantas e seus predadores
herbivoros podem levar a rapidas adaptacbes desses insetos a esses
compostos vegetais toxicos. Sendo assim uma refinada caracterizagdo dessa
toxicidade pode nos ajudar a selecionar estratégias realmente eficientes e
duradouras de protecdo contra o ataque desses insetos, evitando que as

préoximas geracgdes de insetos se adaptem facilmente a essa barreira quimica.

1.1- INSETOS DA ORDEM COLEOPTERA

Os besouros compreendem a Ordem Coleoptera (koleos=estojo,
pteron=asa), com um numero estimado de 350.000 a 375.000 espécies
descritas em todo mundo (Pereira & Almeida, 2001). Compreendem o maior
grupo conhecido de insetos, correspondendo a 40% de todas as espécies da
Classe Insecta e 30% de todos os animais (Lawrence & Britton, 1991, Whiting,
2002).

Os insetos dessa ordem possuem corpo altamente esclerotizado, asas
anteriores esclerotizadas e modificadas em tampas rigidas (élitros) que cobrem
as asas posteriores e o corpo, asas posteriores membranosas, frequentemente
reduzidas ou ausentes, pecas bucais mastigadoras, antenas geralmente com
oito “articulos”, protérax grande e movel, mesotorax reduzido, abddébmen
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tipicamente com cinco (ou até oito) segmentos, sem ovipositor e genitalia
masculina retratil (Brusca & Brusca, 2007). Os élitros sdo a principal
caracteristica existente nos besouros. Durante o véo, os élitros se mantém
entreabertos e imodveis, enquanto as asas membranosas vibram. O sucesso
evolutivo é atribuido, por varios autores, a presenga dos élitros, que
possibilitaram a exploragao de diferentes nichos ecolégicos (Costa, 1999).

Os coledpteros da Familia Chrysomelidae, também chamados de
carunchos, sdao as maiores pragas de legumes cultivados por se
desenvolverem no interior de sementes, consumindo-as (Southgate, 1979). O
consumo do interior da semente pelas larvas desses insetos compromete seu
valor nutricional e comercial e seu vigor, inviabilizando-a para a germinagao.
Os insetos pertencentes a esta familia estdo relacionados com as sementes de
leguminosas através de processos co-evolutivos, os quais tém permitido aos
carunchos se desenvolverem mesmo em sementes que possuem varias
substancias toxicas, sendo assim uma relagdo altamente especifica (Sales et
al., 2000).

1.1.1- Callosobruchus maculatus (Fabricius, 1957)

O inseto Callosobruchus maculatus pertence a familia Chrysomelidae e
a ordem Coleoptera e no Brasil se destaca como uma importante praga de
feijdes do género Vigna (Gallo et al., 2002). E popularmente conhecido como
“caruncho” ou “gorgulho” do feijdo e destaca-se como a principal praga dos
graos durante o armazenamento, embora também infeste vagens (Santos et
al., 1977). Seu corpo tem um comprimento de aproximadamente 3 mm, cabeca
preta com antenas contendo 11 segmentos ligeiramente serrilhados, térax
preto com pubescéncias douradas, apresentando nos seus élitros manchas
amarronzadas, que quando em repouso, formam um “X’. O inseto se
desenvolve melhor em uma temperatura de 29 °C e umidade relativa de 65%,
tendo um periodo médio de desenvolvimento de 25 dias (Quintela et al., 1991).

As fémeas adultas desses insetos fazem a postura na parte externa da
semente, ficando o ovo aderido ao tegumento. O ovo tem cor esbranquigcada

com formato subeliptico, comprimento de aproximadamente 0,5 mm e largura
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de 0,3 mm (Bastos, 1981). Apdés o final da embriogénese a larva eclode,
atravessa o tegumento e penetra na semente consumindo seu conteudo
interior (cotilédones) (Figura 2). Nos cotilédones o inseto completa seu
desenvolvimento em aproximadamente 25 dias (Southgate, 1979; Credland &
Dendy, 1992). No interior das sementes, as larvas crescem, transformam-se
em pupas que gradativamente vao adquirindo uma cor marrom e apresentando
em seus ultimos estagios vestigios de asas, patas e olhos (Bastos, 1981)
(Figura 2). Apds virarem adultos os insetos emergem deixando galerias nas
sementes e restos de escrementos (Williams, 1980; Quintela et al.,, 1991). Na
fase adulta o inseto apresenta dimorfismo sexual, com fémeas maiores que os
machos (Quintela et al., 1991).

O ciclo de vida de C. maculatus pode ser dividido em sete estagios: até
o 9° dia apds a oviposicao (DAO) temos o 1° instar, do 10° ao 13° DAO (2°
instar), do 14° ao 17° DAO (3° instar), do 18° ao 20° DAO (4° instar), aos 21
DAO (pré-pupa) e aos 24 DAO (pupa) e adulto (Williams, 1980).

O inseto adulto apds emergéncia nao se alimenta, sobrevive em média
uma semana e as fémeas podem ovipositar uma média de 80 ovos durante

esse tempo de vida (Gallo et al., 2002).

Figura 2: Representacdao esquematica do ciclo de vida do inseto Callosobruchus

maculatus. 1-Fémea do inseto logo apds a emergéncia, 2-Acasalamento, 3-Ovos ovipostos
sobre a semente, indicados pela seta negra 4-Larva formada no interior do ovo, 5-Larvas se
desenvolvendo no interior das sementes, 6-Pupas extraidas das sementes e 7-Inseto adulto no

momento da emergéncia.
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1.2- DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM INSETOS

Logo apos a oviposigéo, o nucleo zigético de um ovo de inseto comega a
se dividir. A divisdo nuclear ndo é seguida pela divisdo celular, mas cada
nucleo filho € acompanhado por um halo de citoplasma e cada unidade de halo
e citoplasma é denominada de energideo. Durante os periodos de interfase, o
citoplasma dos energideos aumenta as custas do reticulo endoplasmatico
(Chapman, 1998) (Figura 3A). Os energideos se movem a medida que se
dividem e tornam-se arranjados em uma camada dentro do vitelo, delimitadora
da massa esférica ou alongada de vitelo que corresponde aproximadamente a
forma de um ovo. A migragdo dos energideos continua até atingir e entrar no
periplasma do ovo todo (Chapman, 1998) (Figura 3B).

Na maioria dos insetos, nem todos os energideos migram para a
periferia, os quais alguns permanecem na massa de vitelo e irdo formar
vitel6fagos (Chapman, 1998; Gilliot, 1985) (Figura 3C). Os vitel6fagos tém uma
variedade de fungdes. Eles séo relacionados com a degradacado de vitelo,
engolfando-os em vacuolos (Giordi & Nordin, 1994). Posteriormente, quando o
vitelo é englobado no intestino médio, os viteléfagos podem formar parte do
epitélio do intestino (Chapman, 1998).

Apos sua chegada ao periplasma, os energideos continuam a se dividir,
muitas vezes de forma sincronizada, até os nucleos se tornarem intimamente
préximos uns aos outros, formando assim o estagio de blastoderma sincicial
(Figura 3C), uma vez que membranas ainda nado isolam cada nucleo (Gilliot,
1985). A transicdo do blastoderma sincicial para blastoderma celular ocorre
quando as membranas plasmaticas migram para o interior do ovo isolando
cada nucleo. Assim, forma-se o blastoderma celular, com as células
organizadas na periferia e o interior ainda contendo o vitelo (Figura 3D). Esse
blastoderma celular ou epitélio primario fica logo abaixo da membrana vitelinica
(Foe & Alberts, 1983).
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Figura 3: Inicio do desenvolvimento embrionario. Representagcdo esquematica de um corte

longitudinal de

um ovo mostrando o inicio do desenvolvimento do embrido, resultando na

formacgéo do blastoderma. A: Inicio da migragcado dos energideos, B: Energideos atingindo o

periplasma C: Formacgao do blastoderma sincicial e presencga dos viteléfagos e D: Blastoderma

celular ja formado. Adaptado de Chapman, 1998.

Com o blastoderma celular ja formado, sucedem-se dois processos

simultaneos.

intestino e a

germinativas

O primeiro é a gastrulagdo, quando se inicia a formagado do
orientagao definitiva das células que irdo formar as trés camadas

(mesoderma, ectoderma e endoderma) (Figura 4). Esse periodo é

caracterizado por intensa migracgao celular (Gilbert, 2006; Wolpert 2007).
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Figura 4: Camadas germinativas. Representacdo esquematica da distribuicdo das trés

camadas germinativas em um embrido de inseto. Baseado em Wolpert, 2007.

O outro evento € marcado pela definicdo e posicionamento das células
que dardo origem ao primordio embrionario ou banda germinal e das
membranas extra-embrionarias, serosa e amnion (Clements, 1992; Goltsev et
al., 2007). Durante esse evento, a parte do blastoderma localizada na regiao
ventral do ovo sofre um espessamento devido a agregacgao de células de modo
que elas tornam-se colunares, surgindo assim a banda germinal que dara
origem ao futuro embrido (Chapman, 1998) (Figura 5). A banda germinal ira se
desenvolver no futuro embrido e o restante do blastoderma, referente a regido
dorsal, dara origem as membranas extra-embriondrias acima mencionadas
(Chapman, 1998; Gillott, 1985) (Figura 5).Apds a formacao da banda germinal,
inicia-se um processo onde a parte mais posterior da banda germinal se
estendera dorsalmente em diregdo a regido anterior, evento este denominado
extensdo da banda germinal (Figura 6). Neste mesmo momento, ocorre o
crescimento da serosa, envolvendo o embrido. Na regido anterior, o lobo
cefalico torna-se cada vez mais evidente enquanto a banda germinal continua a
se estender até quase toca-lo (Figura 6). Nesse mesmo momento, na regido
ventral, ja se pode observar o aparecimento de segmentos cefalicos, toracicos
e abdominais (Gillott, 1985; Gilbert & Raunio, 1997; Chapman 1998) (Figura 6).



Figura 5: Banda germinal. Representagdo de um corte transversal de um ovo, mostrando a
origem da banda germinal como um espessamento ventral do blastoderma. A area verde
mostra a regido que dara origem ao embrido (banda germinal) e a area roxa representa a
regiao que dara origem as membranas extra-embrionarias, serosa € amnion. Adaptado de
Chapman, 1998.
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estagios de extensdo e segmentacédo da banda germinal em Bruchidius obtectus com 48, 52 e

72 horas de desenvolvimento embrionario. Adaptado de Gillott, 1985.



Com a banda germinal totalmente estendida, é iniciado um evento
contrario, denominado retracdo da banda germinal. Neste processo a regiao
posterior, que havia ido em direcao a anterior, retrai voltando a sua posicao de
origem. Em varias espécies de insetos, em paralelo com esse processo ocorre
uma rotacdo do embrido em 180° sobre seu eixo longitudinal (Gillott, 1985;
Chapman 1998). Finalizando a rotacdo do embrido, também ocorre o término
da retragdo da banda germinal. Nesse momento é iniciado outro processo,
denominado de fechamento dorsal, onde o embrido cresce lateralmente até
que o vitelo seja totalmente coberto.

Em Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera) e outros membros da familia
Chrysomelidae, durante o fechamento dorsal o amnion se rompe e cresce
interiormente a serosa (Figura 7). Posteriormente este é substituido pelo
ectoderma enquanto a serosa permanece intacta do lado de fora (Chapman,
1998) (Figura 7). Apos o término do fechamento dorsal e da internalizagdo do
vitelo no intestino, as estruturas larvais comecam a se tornar evidentes. O fim
da embriogénese se da quando a larva ja esta pronta para eclodir (Gillott, 1985;
Chapman, 1998).
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VENTRAL

Figura 7: Fechamento dorsal e destino das membranas extra-embrionarias.
Representacdo de um corte transversal, mostrando o processo de fechamento dorsal em
Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera) onde o amnion forma o fechamento dorsal provisério e
a serosa se mantém intacta ao redor do embrido. A area verde representa a banda germinal.
Adaptado de Chapman, 1998.



1.3- DIGESTAO EM INSETOS

O intestino de insetos esta envolvido em varios processos fisiologicos,
incluindo digestao de alimento, detoxificagdo, interagdo com microrganismos
simbiénticos e/ou hospedeiros e regulagdes do desenvolvimento (Nation,
2002).

O trato digestivo em insetos € formado pelo canal alimentar que percorre
o corpo no sentido longitudinal desde a boca até o anus (Figura 8). O espaco
entre a parede do corpo e a parede do canal alimentar € chamado de hemocele
ou cavidade geral do corpo. Esse compartimento é ocupado pela hemolinfa. O
canal alimentar divide-se em trés regides principais: o intestino anterior,
intestino médio e o intestino posterior. Essa divisdo ocorre ja durante o
desenvolvimento embrionario (Gullam & Cranston, 2000).

O intestino anterior e posterior, ambos de origem ectodérmica, s&o
revestidos por uma fina camada cuticular. J& o intestino médio tem origem
endodérmica e nao é revestido pela mesma camada cuticular observada nas
demais regides (Wigglesworth, 1972; Terra, 1990; Chapman, 1998).

Tubulos de
Malpighi

Estdmago

Anus
Ceco
Gastrico
Intestino Intestino Intestino
Posterior Médio Anterior

Figura 8: Canal alimentar de insetos. Representacdo esquematica mostrando as principais

subdivisbes do canal alimentar de insetos. Baseado em Chapman, 1998.

-10 -



Em alguns insetos, o intestino médio possui uma camada que recobre 0
bolo alimentar denominada membrana peritréfica (MP). A MP € uma camada
acelular formada principalmente por quitina e proteinas que reveste e protege o
intestino contra possiveis injurias, mecanicas e quimicas e contra a penetragao
de microrganismos do alimento (Chapman, 1998, Terra, 2001). Em outros
insetos, como nos bruquideos C. maculatus e Zabrotes Subfasciatus, nao
existe uma membrana peritréfica tipica. Para essas espécies foi descrita a
presenca de um gel peritréfico associado ao bolo alimentar. Esse gel difere da
membrana peritrofica classica em dois importantes aspectos principais: falta de
resisténcia mecanica e diferengas nas propriedades de permeabilidade (Terra,
2001). Embora existam diferencas basicas entre o gel e a membrana
peritréfica, proteinas e quitina ja foram descritas como os principais
constituintes também do gel peritréfico (Sales et. al., 2001).

Para insetos cuja alimentacdo € baseada em alimentos ricos em
proteinas, como sementes de leguminosas, o metabolismo digestivo se
concentra na atividade de proteases. Para obtengdo dos seus aminoacidos
essenciais os insetos utilizam um “pool” de atividades proteoliticas para a
degradagdo de peptideos e proteinas da dieta. Baseado no aminoacido
funcional presente no sitio ativo, as proteases podem ser classificadas dentro
de quatro grupos: 1-proteases serinicas, com um aminoacido serina e outro
histidina no sitio ativo; 2-proteases cisteinicas, com uma cisteina no sitio ativo;
3-proteases asparticas, com a presenga do aspartato no sitio ativo e o 4° grupo
das metaloproteases que possuem ions metalicos (Zn2+, Ca® ou Mn2+) no sitio
ativo (Rao et al., 1998; Lawrence & Koundal, 2002; Yousef et al., 2003). A
utilizacdo dessas enzimas € importante ndo sé para digestdo do alimento, mas
também para facilitar na penetragdo dos tecidos vegetais, no caso de insetos
herbivoros (Castro & Fontes, 2005).

Enquanto insetos das ordens Diptera e Lepidoptera possuem intestinos
alcalinos, utilizando assim principalmente proteases serinicas para a digestao
de seu alimento (Haq et al., 2004), os representantes da ordem Coleoptera,
cujos intestinos tem pHs mais acidos, utilizam principalmente proteases

cisteinicas e asparticas em seus processos digestivos (Murdock et al., 1987).
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Embora nédo se destaquem como atividades digestivas principais,
carboidrases também tém fungbes importantes na digestdo dos insetos
bruquideos. Glicosidases, como as amilases e as glucosidases, ja sé&o
descritas como essenciais na digestao para algumas espécies de bruquideos,
sendo também estudadas como alvos potenciais para o controle desses
bruquideos (Lemos et al., 1990; Shade et al., 1994; Grossi de-Sa & Chrispeels,
1997; Silva et al., 1999; Pedra et al., 2003).

As amilases s&o enzimas que fazem a quebra das ligagbes a-1,4 do
amido e outros carboidratos, originando oligossacarideos simples como a
maltose (dissacarideo) (Terra e Ferreira, 1994). As glicosidases catalisam a
hidrolise de residuos glicosil individuais de varios glico-conjugados. Podem ser
classificadas em a ou B de acordo com o tipo de ligagdo alvo. As a-
glucosidases possuem varias propriedades similares entre as ordens de
insetos (Hemiptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e Lepdoptera) das quais
ja foram purificadas e caracterizadas (Terra e Ferreira, 1994; Erthal et al.,
2004).

Devido a ampla gama de fungdes desempenhadas pelos componentes
do trato intestinal de insetos, varios estudos se concentram em investigar as
modificagdes nesse sistema em resposta a diferentes alimentos. Outro foco de
estudos € a identificacdo de toxinas de plantas que tenham como alvos
componentes desse sistema digestdrio (Carlini & Grossi-de-S4a, 2002). Visto que
essas atividades digestivas sdo indispensaveis ao desenvolvimento larval e
consequentemente a sobrevivéncia, compostos vegetais que interfiram nessas
atividades podem ser potencialmente letais ao inseto (Sales et al 2001).

Inimeros trabalhos tém mostrado a influencia negativa de inibidores de
proteases de leguminosas sobre o desenvolvimento de insetos, inclusive sobre
bruquideos (Gatehouse et al.,1985; Kitch & Murdock, 1986; Silva & Xavier-
Filho, 1991; Silva et al ., 2001; Pedra et al., 2003; Chi et al., 2009).

Estudos sobre a expressdo de genes em intestinos de insetos tém
recebido atencdo especial nos ultimos anos. Transcriptomas intestinais de
varias espécies de insetos foram realizados na ultima década, incluindo vetores

sugadores de sangue como Lutzomyia longipalpis (Dillon et al., 2006; Jochim et

-12 -



al., 2008) e Phlebotomus papatasi (Ramalho-Ortigao et al., 2007) e insetos que
se alimentam de plantas como Callosobruchus maculatus (Pedra et al., 2003;
Chi et al., 2009), Ostrinia nubilalis (Goates et al., 2008; Khajuria et al., 2009),
Epiphyas postvittana (Simpson et al., 2007), Myzus persicae (Ramsey et al.,
2007), Acyrthosiphon pisum (Sabater-Munoz et al., 2006), e Hodotermopsis
sjostedti (Yuki et al., 2008). Pedra et al. (2003) identificaram cerca de 30 genes
que podem estar envolvidos na quebra de alimentos no inseto C. maculatus.
Dentre esses se destacam genes que codificam proteases cisteinicas e
asparticas, além de amilases. Trabalhos mais recentes tém se concentrado na
caracterizagao de variagdes protebmicas e transcriptdmicas no intestino de
insetos em resposta a mudangas na composicao alimentar. Chi et al., (2009)
mostraram a super expressao de algumas proteinas, incluindo carboidrases no
trato intestinal de C. maculatus alimentados com uma dieta que continha
cistatina de soja (inibidor de proteinases cisteinicas), mostrando que as larvas
sao capazes de desencadear respostas moleculares compensatérias que
podem levar a uma adaptagdo as mudangas alimentares. Nogueira et al,
(2012) também mostraram que a ingestdo de cistatina por larvas de C.
maculatus causou mudancas no perfil proteico do epitélio intestinal do inseto.
Atividade de a-amilase e proteinases cisteinicas também foram alteradas em
respostas ao inibidor (Nogueira et al., 2012). Tentativas para o uso de um unico
inibidor de protease em plantas transgénicas tiveram um sucesso muito
limitado. Os insetos rapidamente se adaptaram a presenca do inibidor na dieta
e essa adaptacao reduziu consideravelmente a vida utili das plantas
transgénicas (Cloutier et al., 2000; Mazumdar-Leighton & Broadway, 2001;
Zhu-Salzman et al.,2003). Reunir multiplos genes de defesa em uma so planta
pode ser uma estratégia promissora para aumentar a resisténcia a insetos e a
vida util de plantas resistentes (Estruch et al., 1997; Abdeen et al., 2005;
Christou et al., 2006). Embora muitos avancos tenham sido obtidos no sentido
de se entender a fina interagdo inseto-planta, a comprovagcdao do
desencadeamento no inseto de respostas moleculares compensatorias que
culminam com adaptacdo de insetos a presenga de toxinas de plantas,
mostram que estudos mais minuciosos sao necessarios para a selecao de
estratégias realmente eficientes e duradouras de protecao.
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1.4- SEMENTES

A semente € um érgéo de propagagédo, com uma posigao importante no
processo evolutivo das plantas superiores, sendo suas caracteristicas
fisiolégicas de suma importancia para o sucesso do novo individuo. Nela é
armazenada a informagao genética necessaria para perpetuagcdo da espécie e
também reservas capazes de sustentar a plantula nos estagios iniciais de
desenvolvimento até que esta desenvolva a capacidade de realizar a
fotossintese e assim sintetizar compostos orgéanicos para a formagao de novos
orgaos e tecidos (Bewley & Black, 1994).

As sementes sao formadas por trés tipos de tecido: tecido
meristematico, tecido de reserva e o de protecdo (Figura 9). O tecido
meristematico ou eixo embrionario € importante por promover o crescimento
dos eixos nos sentidos da raiz e caule, resultando em uma plantula com
condigbdes de se fixar e fotossintetizar. O tecido de reserva pode ser formado
pelo endosperma, pelo (s) cotilédone (s) e em alguns casos pelo perisperma e
€ rico em proteinas, carboidratos e lipidios. O tecido de protegdo, também
conhecido como tegumento ou casca protege o embrido contra danos
mecanicos, além de controlar processos fisiolégicos como a germinagao e a
dorméncia das sementes (Copeland, 1980).

A grande diversidade de nutrientes presentes nas sementes faz com que
ela seja um 6timo alimento para boa parte dos seres vivos, incluindo pestes e
patdgenos, sendo assim alvo preferencial de ataque. Sementes s&o incapazes
de disparar mecanismos de defesa induzidos pelo ataque, sendo assim sao as
principais fontes de defesa constitutiva das plantas (Xavier-Filho, 1993). Nesse
tipo de defesa estdo presentes desde estruturas fisicas como pélos, tricomas e
espinhos, até substancias quimicas onde se destacam metabdlitos secundarios
como alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos, aminoacidos nao proteicos,
etc e muitas macromoléculas como proteinas e carboidratos (Xavier-Filho,
1993, Carlini & Grossi-de-Sa, 2002).
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Figura 9: Representacao esquematica dos tecidos formadores da semente. A: Tecido
meristematico B: Tecido de reserva C: Tecido de protecdo. Adaptado de

http://www.portalsaofrancisco.com.br/alfa/semente/semente.php.

1.4.1-TEGUMENTO DE SEMENTES COMO BARREIRA QUIMICA DE
DEFESA

O tegumento é a estrutura externa que delimita a semente, sendo um
tecido exclusivamente materno, desenvolvido a partir dos integumentos do
ovulo. As etapas do desenvolvimento do tegumento tém profundos efeitos na
estrutura final, composicao e fungdo, bem como no padrao de maturagao desse
tecido (Moise et al., 2005). Este tecido apresenta caracteristicas variaveis em
relagao a textura, coloracio, porosidade, espessura e dureza. Sua composigcao
€ extremamente variada, podendo conter varias substancias do metabolismo
secundario como taninos, fendis, ceras, pigmentos, e ainda inibidores de
germinagao, carboidratos solluveis e insoluveis e proteinas. A quantidade e
qualidade dessas substancias também variam enormemente de espécie para

espécie (Moise et al., 2005).
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O tegumento foi inicialmente descrito como uma estrutura envolvida
apenas com a funcdo de protecdo mecanica do embrido (Kozlowski, 1972),
entretanto com o decorrer dos anos, novas fungdes foram atribuidas a esse
tecido, como promover o direcionamento de nutrientes para o embrido durante
a embriogénese (Weber et al, 2005), controlar processos de
dorméncia/germinacdo e assim determinar as condi¢bes adequadas para
viabilidade e crescimento do novo individuo (Bewley , 1997).

O tegumento, por ser uma cobertura externa, € a primeira parte das
sementes que entra em contato com possiveis agressores. Esses tecidos
podem ser duros e espessos, € por essa razao acreditava-se que esse tecido
estivesse envolvido exclusivamente em mecanismos de defesa fisica do
embrido. A hipotese de que compostos quimicos poderiam estar envolvidos na
resisténcia dessas sementes a patdogenos veio com estudos feitos com
Callosobruchus maculatus, infestando 73 sementes de diferentes espécies.
Nesse estudo foi analisada a relagdo entre espessura e dureza do tegumento
com a sobrevivéncia e penetracido das larvas durante os primeiros estagios de
desenvolvimento do inseto. Os resultados mostraram uma alta mortalidade das
larvas em sementes com tegumentos muito finos, enquanto larvas tiveram éxito
em sobreviver e penetrar em sementes com tegumentos muito espessos e
duros (Janzen, 1977). Desta forma, foi mostrado nao haver relagcéo direta entre
as propriedades fisicas do tegumento com a resisténcia das sementes. Um
trabalho posterior mostrou altas variagbes na mortalidade no primeiro estagio
de desenvolvimento do inseto Acanthoscelides obtectus em alguns cultivares
de Phaseolus vulgaris com tegumentos finos e pouco duros (Thiery, 1984).

Trabalhos realizados pelo nosso grupo mostraram a presenca de
proteinas no tegumento de Canavalia ensiformes (Oliveira et al., 1999),
Phaseolus lunatus (Moraes et al., 2000) e Phaseolus vulgaris (Silva et al.,
2004) similares a vicilinas (proteinas de reserva do tipo globulinas 7S) que
foram téxicas a C. maculatus. Também do tegumento de C. ensiformes, foi
isolado um carboidrato toxico, de massa molecular de 883,0 Da, formado por
unidades de ramnose unidas por ligacdes do tipo a (1->2) com ramificagbes de

galactose com ligagdes do tipo a (1->4) (Oliveira et al., 2001).
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Compostos téxicos capazes de inibir o desenvolvimento de C. maculatus
e o crescimento de fungos fitopatogénicos foram isolados do tegumento de soja
(Glycine max) (Santos et al, 2008). Na fracdo antifungica obtida dos
tegumentos de soja, toxicas para os fungos fitopatogénicos Fusarium lateritium
e Fusarium oxysporum constatou-se a presenca de peroxidase, vicilina e uma
proteina de 24 kDa homologa a fosfatase acida. Fragdes contendo quitinases e
vicilinas desses tegumentos também mostraram-se tdxicas ao inseto C.
maculatus e inibiram o crescimento dos fungos filamentosos Colletotrichum
musae, Rhizoctonia fragariae e Trichoderma pseudokoningii (Conceigéo, 2008).
Em outro trabalho, estudando sete cultivares diferentes de Glycine max,
nosso grupo mostrou a influéncia dos tegumentos dessas sementes na
capacidade de penetracdo, desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas do
inseto C. maculatus. Nossos resultados mostraram que a oviposi¢cao foi
drasticamente reduzida, chegando a 100% de inibi¢do no cultivar Tucunaré. A
eclosdo larval também sofreu sérias redugdes, chegando a 82,5% para o
cultivar Conquista. Esses resultados mostraram nao haver nenhuma correlagéo
entre espessura, coloracdo ou textura dos tegumentos com a habilidade da
larva em atravessa-los. Atrasos de até 116% no tempo necessario para que a
larva atravessasse o tegumento e alcangasse os cotilédones também foram
observados. Em experimentos com sementes artificiais cobertas com
tegumentos naturais foi observado que as larvas sobreviventes tiveram
reducdes de 34 % nas suas massas, quando comparadas com larvas que
atravessaram os tegumentos de sementes hospedeiras. A incorporacéo da
farinha desses tegumentos em sementes artificiais mostrou WDso (dose que
reduz a massa larval para 50%) em torno 1,5%, indicando uma alta toxicidade
dessas farinhas (Oliveira et al., 2009).
Tentando entender a relagdo entre toxicidade de tegumentos a insetos
com os processos de domesticagao das sementes, 0 nosso grupo estudou a
interferéncia dos tegumentos de sementes cultivadas dos feijdes comuns
Phaseolus vulgaris (cultivares manteiga, vermelho e manteiga-vermelho),
Phaseolus lunatus, e Vigna angularis em comparagdo com tegumentos de
sementes selvagens (silvestres) de Canavalia ensiformis, Adenanthera
pavonina, Albizia sp, Bauhinia variegata, Peltogyne gracilipes, Clitoria
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fairchildiana, Dioclea altissima, Caesalpinia ferrea, Galactia latisiliqua,
Macroptilium bracteatum, Sesbania virgata, Tephrosia adunca e Vigna vexilata.
Esses resultados mostraram que as propriedades téxicas desses tecidos
independem da domesticagao, pois sementes cultivadas e extremamente
utilizadas na alimentacdo humana, como os feijdes comuns do género
Phaseolus, apresentaram tegumentos extremamente toéxicos para o inseto C.
maculatus (Souza et al.,, 2011). Observando-se o comportamento das larvas
neonatais foi possivel verificar uma alta porcentagem de larvas que morreram
dentro do ovo, retardos no desenvolvimento larval durante a travessia pelo
tegumento, além de problemas de aderéncia dos ovos. Experimentos com
sementes artificiais mostraram, que mesmo em sementes onde 93% das larvas
foram capazes de atravessar os tegumentos, essas larvas apresentavam
reducdes de 50% em suas massas (Souza et al., 2011).

Recentemente, em outro trabalho do nosso grupo, foi demonstrado que
o tegumento de Albizia lebbeck comprometeu drasticamente a oviposicéo,
eclosdo e o desenvolvimento do bruquideo C. maculatus. Ainda neste mesmo
trabalho, foram isoladas, deste mesmo tegumento vicilinas, com propriedade
de ligagao a quitina, que em concentragdes de 0,1% causaram uma reducgéao de
aproximadamente 78% no peso de larvas de C. maculatus (Souza et al., 2012).

Embora esses trabalhos tenham avancado no sentido de confirmar as
evidéncias do poder protetor dos tegumentos contra a penetragdo do inseto e
ainda a participacdo de moléculas toxicas nessa defesa, ainda néo
conseguimos identificar os mecanismos de toxicidade desses tegumentos para
esse inseto e nem caracterizar as alteragdes morfologicas e bioquimicas

sofridas pelas larvas que consumiram esses tecidos.
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2- OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a interferéncia do tegumento de Phaseolus vulgaris (cultivar
vermelho) sobre a oviposig¢do, eclosdo, sobrevivéncia e o desenvolvimento
embrionario e larval do inseto Callosobruchus maculatus, comparando com seu
desenvolvimento em sementes hospedeiras de Vigna unguiculata (cultivar
fradinho).

Objetivos Especificos

> Descrever e analisar o desenvolvimento embrionario do inseto C.

maculatus sobre os diferentes tegumentos;

» Acompanhar a oviposi¢ao, ecloséo, sobrevivéncia e a massa das larvas
de C. maculatus em sementes artificiais cobertas por tegumentos

naturais;

» Avaliar a atividade das enzimas digestivas: proteases cisteinicas, a-
amilases e a-glucosidases em larvas de C. maculatus apds a travessia

dos tegumentos;

» Avaliar o efeito dose-dependente dos tegumentos sobre a oviposicao,

eclosao, sobrevivéncia e massa das larvas de C. maculatus;

» Avaliar a ingestao e excrecao de proteinas dos tegumentos pelas larvas

do inseto C. maculatus.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1-INSETOS

Os insetos Callosobruchus maculatus foram obtidos a partir de uma
colénia mantida no Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e
Peptideos-LQFPP desta Universidade. As larvas foram mantidas em sementes
de Vigna unguiculata (cv. fradinho) em frascos de vidro transparente de boca
larga fechados com tampas plasticas perfuradas. Os fracos foram mantidos em
camaras de crescimento a temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65%. A
cada geracdo de insetos emergidos, novas sementes foram infestadas com

fémeas de dois dias de idade por um periodo de 24 horas.

3.2-SEMENTES

As sementes de Vigna unguiculata,(cv. fradinho) e Phaseolus vulgaris
(cv. vermelho) foram obtidas comercialmente no mercado central da Cidade de

Campos dos Goytacazes-RJ.

3.3- FIXAGAO DOS EMBRIOES DE C. maculatus

Para obtencao de embrides de C. maculatus e posterior descricdo de seu
processo embrionario, inicialmente sementes de V. unguiculata ou P. vulgaris
foram infestadas com fémeas de dois dias de idade durante 4 horas a uma
temperatura de 28 °C e umidade relativa de 65%. Do lote de sementes
infestadas foram retirados aproximadamente 70 gramas em intervalos de 12 h
até um total de 88 horas apds a oviposi¢cao (HAO). Cada aliquota de 70 g foi
colocada em um frasco contendo 100 ml de cloro comercial (2-2,5% de
hipoclorito de sédio). O frasco foi tampado e agitado levemente por 30
segundos. Nesse procedimento ocorre a digestdo do exocdrion (camada mais
externa da casca do ovo) pelo cloro fazendo com que os ovos se desgrudarem
das sementes. Os ovos foram recuperados com o auxilio de uma peneira

(Falcon cell strainer-70 um Nylon mesh, Becton Dickinson). As sementes foram
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lavadas sucessivas vezes com agua e 0s ovos remanescentes recuperados

como descrito acima.

Os ovos adquiridos foram retirados da peneira com o auxilio de um pincel
e colocados em frascos contendo uma solugao fixadora formada por 3,8 ml
PBST (tampéao fosfato de sddio 0,15M pH 7,6 + 0,05 % Tween 20), 1,2 ml de
formaldeido 37% e 5 ml heptano. O frasco foi agitado em uma plataforma
rotatéria a 220 rpm por 1h. Ap6és um repouso de 5 minutos, foi observada a
formacao de duas fases na solugédo contida no tudo. A fase inferior (contendo
PBST e formaldeido) foi retirada e 8 ml de metanol resfriado a -20 °C foram
adicionados ao tubo, seguido de agitagdo manual vigorosa por 40 segundos. A
solugdo foi removida e os ovos agora fixados foram lavados com metanol por

trés vezes.

Ao final da fixagao e das lavagens com metanol, boa parte dos embrides
ainda encontrava-se no interior dos ovos, por isso com intuito de separa-los
das cascas, os microtubos foram mergulhados em nitrogénio liquido por 10
segundos e agitados vigorosamente. Este procedimento foi repetido duas

veZzes.

3.4- MARCAGAO DOS EMBRIOES COM DAPI

Para possibilitar a visualizagdo ao microscopio de fluorescéncia, os
embrides foram marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), corante
fluorescente que marca nucleos celulares. Para isso, primeiramente os
embrides foram reidratados gradualmente com PBST, seguidos de trés
lavagens com mesmo tampéao. Apods isso, DAPI foi adicionado aos embrides
imersos em PBST em uma concentragao final de 5 yg/ml e incubados por 15
minutos. Passado esse tempo, os embrides marcados foram lavados

novamente com PBST e analisados ao microscopio de fluorescéncia.

Os estagios embrionarios foram identificados de acordo com a literatura
(Kerkurt & Gilbert, 1985; Gilbert & Raunio, 1997; Chapman, 1998).

-21 -



3.5-SEMENTES ARTIFICIAIS COBERTAS COM TEGUMENTOS NATURAIS

Para a verificagdo da eficacia dos tegumentos como estruturas de
protecao a penetracao dos insetos, foram feitas sementes artificiais recobertas
com pedagos de tegumentos naturais segundo metodologia descrita por Souza
et al. (2011). As sementes foram preparadas com farinha de cotilédones de
Vigna unguiculata (cv. fradinho). Primeiramente, 50 mg da farinha foram
adicionados no fundo de um molde cilindrico e sobre ela foi colocado um
pedaco de tegumento de semente natural de fradinho (controle) ou de P.
vulgaris (cv. vermelho) com sua face externa voltada para baixo.
Posteriormente, mais 450 mg de farinha de cotilédone de fradinho foram
colocados sobre o pedago de tegumento (sobre a face interna) e o molde
cilindrico foi prensado em prensa manual. A semente artificial foi entdo retirada
do molde e os 50 mg inicialmente colocados no molde foram retirados até a
exposicao da face externa do tegumento. As partes da semente nao revestidas
pelo tegumento foram protegidas com parafiime e fémeas de 2 dias de idade
foram colocadas para ovipositar sobre as sementes durante 24 h. Apds esse
tempo, as sementes foram desinfestadas e o numero total de ovos postos
sobre o tegumento foi contado. O excesso de ovos sobre os tegumentos foi
removido com o auxilio de uma agulha fina deixando-se apenas 3 ovos por
semente. As sementes foram incubadas a 28 °C em estufa incubadora e 15 e
20 dias apos a oviposicao (DAO), as mesmas foram desfeitas para a retirada
das larvas. O numero de larvas sobreviventes e as suas massas foram
determinadas e comparadas com as larvas desenvolvidas nas sementes

controle (sementes contendo tegumento de V. unguiculata, cv. fradinho).

3.6- EXTRAGAO DE PROTEINAS DAS LARVAS E DETERMINAGAO DE
ATIVIDADES ENZIMATICAS

As larvas foram maceradas em tampao PBS (fosfato de sédio 100 mM,
cloreto de sédio 500 mM pH 7,6) na propor¢ao de 100 pL/larva. As amostras
foram agitadas por 30 minutos a 4 °C e centrifugadas por 5 minutos a 1700 x g.
O precipitado foi descartado e o sobrenadante usado para dosagem de

proteinas e determinacao das atividades de a-amilases e proteases cisteinicas.
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3.6.1-DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE a-AMILASE

A determinacdo da atividade da enzima a-amilase foi feita através da
metodologia descrita por Miller (1959), com modificagdes. Para a realizagdo do

ensaio foi utilizado o reativo de DNS (acido 3,5-dinitrossalicilico).

O ensaio foi constituido de 44 pL do extrato + 6 yL de uma solugao de
amido 1 %. Foram feitos trés brancos: o branco do reagente DNS (50 uL de
tampao fosfato de potassio); o branco da solugdo de amido 1 % (44 uL de
tampao fosfato de potassio, 6 pL da solugdo de amido 1 %) e os brancos das
amostras (50 uL de cada amostra). Os tubos contendo essas solug¢des foram
incubados a 37 °C por 45 minutos e apods esse periodo foi aguardado o
resfriamento das solugcdes e a essas foram entdo adicionados 100 uL do
reativo de DNS. Em seguida, as solugdes foram fervidas durante 5 minutos e
mais 100 pyL de agua destilada foram acrescentados a cada amostra. Um
volume de 200 uL das amostras foi transferido para uma placa de cultura de
células para ser lido em um leitor de microplacas, no comprimento de onda de
540 nm. Para quantificar a atividade de a-amilases nas amostras, foi feita uma

curva padrao utilizando maltose.

3.6.2- DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE PROTEASES
CISTEINICAS

O ensaio de atividade de proteases cisteinicas foi baseado na
metodologia desenvolvida por Michaud et al., (1994) usando-se azocaseina
(indicado para proteinases cisteinicas semelhantes a papaina) como substrato.
Foi feita uma curva padrao de papaina, usando-se a azocaseina em pH 5,6.
Para obtencao da curva, papaina foi diluida na proporgao de 1mg para 2mL de
tampao citrato-fosfato (citrato de sdédio 100 mM, fosfato de sédio monobasico
100 mM, Triton X-100 0,1 %, DTT 1,5 mM, pH 5,6) obtendo-se uma solugao
com uma concentracao final de papaina de 500 ug/mL. Azocaseina foi
preparada a uma concentracdo de 1% em tampao citrato-fosfato. O ensaio foi
preparado com quantidades crescentes (1; 2; 4; 8; 10; 12; 14; 16; 18 e 20 uL)
da solucéo da papaina, 80 uL da solugcdo de azocaseina 1% e tampao citrato-
fosfato para completar um volume final de 120 pL. O periodo de incubacéo foi

de 1 hora em banho-maria a 37 °C. Em seguida, a reacao foi parada com 300
-23-



ML de acido tricloroacético (TCA) 10%. As amostras foram centrifugadas por 2
minutos a 3000 x g e 350 pL do sobrenadante foram transferidos para tubos de
ensaio, onde ainda foram adicionados 300 pL de NaOH 1 M. A leitura foi feita
em comprimento de onda de 440 nm. Os ensaios de atividade de proteinase
cisteinica foram feitos nas amostras de larvas extraidas com PBS. A reacao foi
realizada incubando-se 80 uL da solugcdo azocaseina 1% com 30 pL dos
extratos das larvas e 10 yL de tampao citrato-fosfato. Os passos seguintes
foram feitos como descrito acima. A concentragao da atividade de proteases

cisteinicas nas amostras foi calculada com base na curva padrao de papaina.

3.6.3- ENSAIO DE ATIVIDADE DE o-GLUCOSIDASES

Para a determinacdo da atividade de a-glucosidases, as larvas foram
maceradas em agua destilada e submetidas a trés ciclos de congelamento em
nitrogénio liquido e maceragdo. As amostras foram centrifugadas por 30
minutos a 18000 x g apos cada ciclo. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado diluido em uma solucédo de 0,1% NP-40, fosfato de sédio 20 mM
pH 7,4, imidazol 5 mM, PMSF (Fluor fenilmetanossulfonil) e benzamidina 1mM.
As amostras foram incubadas por 12 h sob agitacdo a 4 °C, seguido por
centrifugagcédo a 18000 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante final foi

usado nos experimentos.

As proteinas extraidas foram incubadas com o substrato de a-
glucosidase, p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo (NPaGlu) 5 mM, em tampéo
citrato-fosfato 50 mM pH 5,5. Para 25 pL das amostras diluidas 5 vezes foram
usados 25 pL do substrato. A reacgao foi realizada a 30 °C, sendo adicionados
200 pL de tampao carbonato-bicarbonato 0,1M pH 9,2 apés 15, 30, 45 e 60
minutos do inicio das reagcdes, com intuito de parar as mesmas. A atividade de
a-glucosidase foi medida indiretamente pela quantificagdo do produto
resultante da hidrolise de NPaGlu (Terra et al., 1979), o p-nitrofenolato, que

absorve luz em 410 nm.
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3.7- MARCAGAO DAS PROTEINAS DOS TEGUMENTOS COM
ISOTIOCIANATO DE FLUORESCEINA (FITC)

Sementes de P. wulgaris (cv. vermelho) foram descascadas e os
tegumentos foram macerados em nitrogénio liquido com auxilio de um grau e
pistilo. As proteinas da farinha foram extraidas em tamp&o bicarbonato de
soédio (0,75 M, pH 9,5) sob agitacéo e refrigeracdo durante 1h. O extrato foi
centrifugado a 2000 rpm por 5 minutos a 4°C e a quantificagdo de proteinas no
sobrenadante foi determinada pelo método de Bradford (1976). Uma solugao
de FITC diluido em DMSO (dimetilsulfoxido) foi misturada com o extrato dos
tegumentos (sobrenadante + precipitado) na propor¢cédo de aproximadamente 5
mg de FITC para 1 mg de proteina. A mistura foi agitada levemente por 1h a
temperatura ambiente e posteriormente dialisada contra agua por 24 h a 4°C.
Apos a retirada do FITC livre por didlise a amostra foi liofilizada e a farinha

marcada resultante foi utilizada para a confecgado dos tegumentos artificiais.

3.8-SEMENTES ARTIFICIAIS COBERTAS COM TEGUMENTOS ARTIFICIAIS

No intuito de avaliar a ingestao e a excregcédo de proteinas do tegumento
pelas larvas do inseto, foram feitas sementes artificias contendo tegumentos
artificiais confeccionados com diferentes concentragdes (0, 5, 10, 20, 40,
100%) da farinha marcada com FITC. Cada semente consistiu de 400 mg de
farinha de cotilédone de V. unguiculata (cotilédone artificial) e 20 mg de
tegumento artificial (resultante da mistura de farinhas de tegumento de V.
unguiculata ou P. vulgaris marcadas com FITC com farinha do cotilédone de V.
unguiculata). Os 20 mg da mistura para confec¢gdo do tegumento marcado
foram colocados no fundo de um molde cilindrico e sobre ele foram colocados
os 400 mg da farinha de cotilédone de V. unguiculata. O molde cilindrico foi
prensado com auxilio de uma prensa manual e posteriomente a semente
artificial contendo o tegumento artificial foi retirada do molde. As partes da
semente que nao possuiam o tegumento artificial foram protegidas com
parafiime e as sementes foram infestadas com fémeas de 2 dias de idade por

24 h. O excesso de ovos foi retirado deixando-se apenas 3 ovos sobre o
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tegumento artificial. O desenvolvimento dos ovos foi acompanhado até a total

travessia das larvas no tegumento artificial.

4- RESULTADOS

4.1- DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DE Callosobruchus maculatus
SOBRE OS TEGUMENTOS Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris

Para avaliarmos possiveis influéncias do tegumento de P. vulgaris sobre
o desenvolvimento embrionario de C. maculatus, inicialmente foi necessario
descrever esse processo quando o ovo do inseto se desenvolve sobre
sementes hospedeiras (V. unguiculata), visto que até o momento ndo se

encontra essa descri¢ao na literatura.

O acompanhamento do desenvolvimento embrionario foi registrado de 12
até 88 HAO (horas ap6s a oviposig¢ao) (Figuras 10 e 11). A figura 10A mostra o
desenvolvimento de embrides dentro dos ovos (visdo dorsal) e as figuras 10B e

10C mostram embrides fora dos ovos (viséo dorsal e ventral, respectivamente).

Até 24 horas apds a oviposicdo, sO foi possivel a visualizacdo dos
embrides na visdo dorsal devido impossibilidade de remogao das cascas dos
ovos. Apos 24 de oviposicao foi possivel a remogao das cascas e
consequentemente a possibilidade da obtengdo de imagens na visdo ventral e

dorsal.

Durante as 12-16 HAO o desenvolvimento embrionario encontrava-se no
estagio de blastoderma celular (Figura 10A). Em 20-24 HAO o processo de
extensdo da banda germinal ja era observado nos embrides que ja se
encontravam aproximadamente na metade deste evento. O processo de
extensao da banda germinal € um evento comum durante a embriogénese de
insetos, caracterizado pela extensao da regido posterior do embrido em diregao
a regiao anterior. Desenvolvimento semelhante foi observado quando os ovos
de C. maculatus se desenvolveram sobre os tegumentos de P. vulgaris (Figura
10A), indicando que esse tegumento nao provocou alteragdo no
desenvolvimento embrionario até 24 HAO.
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No intervalo de 24-28 HAO os embrides ja concluiram o processo de
extensdo da banda germinal e se apresentavam na transi¢cdo entre o final da
extensdo e o inicio do processo de retragdo da banda germinal (Figura 10B). O
processo de retragdo da banda germinal € marcado pela retragdo da parte
posterior que foi inicialmente estendida em direcao a parte anterior do embrido.

A retracdo da banda germinal foi completada entre 36 e 52 HAO (Figura
10B). Durante os processos de extensdo/retragdo da banda germinal,
ventralmente pode ser observado o aparecimento cada vez mais definido dos
segmentos toracicos e os apéndices das patas (indicados pelas setas brancas
na Figura 10C).

A V. unguiculata P. vulgaris V. unguiculata P. vuigaris

Viséo
dorsal

12-16 h 12-16 h 20-24 h 20-24 h

V. unguiculata

Visdo

dorsal .
P. vulgaris

C

V. unguicufata

Viséo
ventral
P. vulgaris

24-28 h 3640 h 48-62 h 60-864 h 72-76 h

Figura 10: Desenvolvimento embrionario de C. maculatus sobre os tegumentos das
sementes naturais de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. Microscopia o6tica de
fluorescéncia (DAPI) do desenvolvimento embrionario de C. maculatus de 16 a 24h (A), 24 a
76h (B e C). Os tempos em h indicam horas apds a oviposigdo (HAQ). A: visdo dorsal dos
embrides dentro dos ovos; B: visdo dorsal dos embrides fora dos ovos; C: visdo ventral dos
embrides fora dos ovos. Chaves brancas destacam os segmentos toracicos e setas brancas
apontam os apéndices de patas. Barra de escala = 50 ym.
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No periodo de 60 a 88 HAO os embrides encontravam-se no processo
de fechamento dorsal, quando as células do vitelo da regido dorsal s&o
cobertas por células embrionarias (Figura 10B e 11). O término do fechamento
dorsal aconteceu no periodo de 84-88 HAO (Figura 11). Entretanto ainda foi
possivel observar uma pequena parte do vitelo exposta na regido dorsal
(Figura 11 estrela branca). O final da embriogénese, definido na literatura como
0 momento em que a larva eclode de dentro do ovo, para os embrides de C.
maculatus aconteceu com 5 dias apds a oviposicdo (DAO), em ambas as

sementes.

V. unguiculata P. vulgaris

ANTERIOR

Visdo
Dorsal

POSTERIOR

84-88 h

Figura 11: Final do desenvolvimento embrionario de C. maculatus sobre os tegumentos
das sementes naturais de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris. Microscopia ¢tica de
fluorescéncia de embrides de C. maculatus (visdo dorsal) com 84-88 horas de
desenvolvimento. Os tempos em h indicam horas apds a oviposi¢ao (HAO). Estrelas brancas
indicam pequena parte do vitelo ainda exposta ao final do fechamento dorsal. Barra de escala =
50 ym.

Quando comparados os processos embrionarios do inseto C. maculatus
sobre os tegumentos de V. unguiculata (semente hospedeira) e P. vulgaris

nenhuma alteragao foi observada (Figuras 10 e 11).
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4.2- PERFORMANCE E SOBREVIVENCIA DE C. maculatus EM SEMENTES
ARTIFICIAIS COBERTAS COM TEGUMENTOS NATURAIS

No intuito de demonstrar a interferéncia do tegumento de P. vulgaris
sobre o desenvolvimento de larvas de C. maculatus foram feitas sementes
artificiais cobertas com pedagos de tegumentos naturais. Os resultados
mostraram que apds 24 horas de infestagdo o numero de ovos postos sobre o
tegumento de P. vulgaris diminuiu aproximadamente 47% (média de 7,22
ovos/semente) quando comparado com o numero de ovos postos no controle
(sementes contendo tegumento de V. unguiculata) onde a média foi de 13,88
ovos/semente (Figura 12A). Com o término do processo embrionario, as larvas
ja formadas comecaram o processo de travessia através do tegumento das
sementes com o intuito de atingir os cotilédones. Nessa fase foi observado que
as larvas necessitaram de um tempo 83% maior para atravessar o tegumento
de P. vulgaris (11 dias) em comparacao ao tempo para atravessar o tegumento
controle que foi de 6 dias (Figura 12B).

Completados 20 dias apos a oviposicdo (DAO), as sementes foram
abertas e as larvas sobreviventes foram computadas. Das larvas que
atravessaram o tegumento de V. unguiculata observamos uma taxa de
sobrevivéncia de 78%, enquanto que apenas 47% das larvas que cruzaram o
tegumento de P. vulgaris permaneciam vivas, refletindo em uma redugao de
aproximadamente 40% na sobrevivéncia larval (Figura 12C). As massas das
larvas sobreviventes a travessia do tegumento de P. vulgaris sofreram
reducdes de 62,9 % e 43,9%, em 15 e 20 DAO, respectivamente (Figura 12D).
Esses resultados demonstram que embora 60% das larvas tenham tido
sucesso na travessia do tegumento de P. vulgaris e sobrevivido até 20 DAO a

massa corporal dessa larva foi extremamente comprometida (Figura 12D).
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Figura 12: Performance e sobrevivéncia de Callosobruchus maculatus em sementes
artificiais cobertas com tegumentos naturais de Vigna unguiculata (controle) e
Phaseolus vulgaris . A- numero de ovos postos sobre os tegumentos apds 24 horas de
infestagdo. B- Tempo necessario (dias) para as larvas atravessarem os tegumentos; C-
Porcentagem de sobrevivéncia de larvas 20 DAO (dias apds a oviposicdo); D- Massa das
larvas (mg) 15 e 20 DAO. Os resultados representam a média de 3 experimentos
independentes. Diferentes letras minusculas significam dados diferentes estatisticamente de

acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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4.3- EFEITOS DOS TEGUMENTOS NATURAIS DE Phaseolus vulgaris
SOBRE O PROCESSO DIGESTIVO DAS LARVAS DE Callosobruchus

maculatus

Como mostrado nos resultados anteriores, larvas de C. maculatus com
15 e 20 DAO que se desenvolveram em sementes contendo o tegumento de P.
vulgaris tiveram significantes redu¢cées nas massas corporeas, sugerindo uma
interferéncia na alimentagao larval. No intuito de comprovar se essa toxicidade
tem como alvo a digestdo larval, a atividade de importantes enzimas digestivas,
como proteases cisteinicas, a-amilases e a-glucosidases, foi medida nas larvas
sobreviventes (Figuras 13 - 15).

As dosagens de atividade de proteases cisteinicas mostraram que em
larvas com 15 DAO, provenientes dos experimentos com tegumento de P.
vulgaris, a atividade foi 55% menor (0,35 ug/mg larva) do que das larvas
controle (0,8 ug/mg larva). Em larvas com 20 DAO ainda observa-se uma
reducéo, porém com valores inferiores (20%) (Figura 13).

No periodo entre 15 e 20 DAO os niveis de atividade das proteases
cisteinicas nas larvas que se desenvolveram nas sementes controle
aumentaram aproximadamente 2 vezes (0,8 para 1,58 pg/mg larva) enquanto
que em larvas que atravessaram o tegumento de P. vulgaris, neste mesmo
periodo tiveram seus niveis aumentados em aproximadamente quatro vezes
(Figura 13). Esse expressivo aumento natural de atividade pode justificar a
diminuicdo no potencial de inibicdo provocado pelos tegumentos de P. vulgaris
nas larvas de 20 DAO (Figura 13).

Reducgdes na atividade amilasica também foram observadas em larvas
que atravessaram o tegumento de P. vulgaris. Em larvas com 15 e 20 DAO
observamos redugdes de 28,5% e 21,8% respectivamente (Figura 14).
Semelhante ao observado para a atividade de proteases cisteinicas, também
notamos um expressivo aumento da atividade de a-amilase entre o 15 e 20
DAO. Esse aumento foi de aproximadamente duas vezes nas larvas que
atravessaram o tegumento de V. unguiculata e de 2 vezes nas que

atravessaram os tegumentos de P. vulgaris (Figura 14).

-31 -



N
T

—
T

(Hg/mg larva)
5

o
(3]
1

Protease cisteinica

0.0-

V. unguiculata P. vulgaris V. unguiculata P. vulgaris

15 dias 20 dias

Larvas que se desenvolveram
nas sementes

Figura 13- Atividade de proteases cisteinicas de larvas de Callosobruchus maculatus
que se desenvolveram no interior de sementes artificiais cobertas com tegumentos de
Vigna unguiculata ou Phaseolus vulgaris 15 e 20 DAO. Os resultados representam a média
de 3 experimentos independentes. Diferentes letras mindsculas significam dados diferentes

estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 14- Atividade de a-amilases de larvas de Callosobruchus maculatus que se
desenvolveram no interior de sementes artificiais cobertas com tegumentos de Vigna
unguiculata ou Phaseolus vulgaris, 15 e 20 DAO. Os resultados representam a média de 3
experimentos independentes. Diferentes letras minusculas significam dados diferentes

estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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A atividade de a-glucosidases de larvas com 15 DAO que atravessaram
os tegumentos de V. unguiculata e P. vulgaris foram de 4,75 e 2,70 mU/mg
larva respectivamente, significando uma redugao de aproximadamente 43%.
Reducédo também foi observada em larvas com 20 DAO, onde as que
atravessaram o tegumento de V. unguiculata tiveram uma atividade de 5,70
mU/mg larva e as que atravessaram o tegumento de P. vulgaris mostraram

uma atividade de 4,42 mU/mg larva, redugéo de 22,4% (Figura 15).

8-

Atividade mU/ mg larva
T
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Larvas que se desenvolveram
nas sementes

Figura 15- Atividade de a-glucosidases de larvas de Callosobruchus maculatus que se
desenvolveram no interior de sementes artificiais cobertas com tegumentos de Vigna
unguiculata ou Phaseolus vulgaris 15 e 20 DAO. Os resultados representam a média de 3
experimentos independentes. Diferentes letras mindsculas significam dados diferentes

estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).

Assim como observado para as demais enzimas, os niveis de atividade
de a-glucosidases foram bem maiores nas larvas de 20 DAO (Figura 15),
mostrando que nesse estagio de desenvolvimento o potencial digestivo das
larvas € bem mais significativo. Mesmo com essas atividades aumentadas em

20 DAO, o tegumento de P. wulgaris foi capaz inibir parcialmente essas
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atividades. Essa inibigdo das principais atividades digestivas das larvas pode

justificar a redugéo do ganho de peso corporal dessas larvas.

4.4- PERFORMANCE E SOBREVIVENCIA DE C. maculatus EM SEMENTES
ARTIFICIAIS COBERTAS COM TEGUMENTOS ARTIFICIAIS

A fim de avaliar se a interferéncia do tegumento de P. vulgaris no
desenvolvimento das larvas esta relacionada as suas propriedades fisicas ou a
presenca de compostos quimicos, adaptamos o protocolo de sementes
artificiais, agora cobertas por um tegumento artificial composto de farinha de
cotilédones e diferentes concentragdes de farinhas de tegumento de V.
unguiculata (controle) ou P. vulgaris. Para comprovar a ingestao e facilitar o
acompanhamento da travessia dessas farinhas nas larvas, proteinas desses
tegumentos foram marcadas com FITC.

Inicialmente foi avaliada a influéncia dos tegumentos artificiais sobre a
oviposicdo de fémeas de C. maculatus (Figura 16). Em tegumentos artificiais
contendo 0, 5, 10, 20 e 40% de farinha de tegumento de V. unguiculata n&o
foram observadas alteragdes significativas na oviposi¢cao. Por outro lado, as
concentragdes de 5, 10, 20% de farinha de tegumento de P. vulgaris causaram
reducdo de 52 % na oviposicdo. Um efeito ainda mais acentuado, 70% de
reducéo, foi observado na concentragao de 40% (Figura 16).

O tempo necessario para que as larvas recém-eclodidas atravessassem
os tegumentos artificiais também foi avaliado (Figura 17). Em todas as
concentracbes de tegumento de V. unguiculata, as larvas conseguiram
atravessar completamente os tegumentos artificiais com aproximadamente 6
DAO. Um efeito semelhante foi observado em 5% de tegumento de P. vulgatris,
entretanto nas concentragcdes superiores (10 a 40%) as larvas necessitaram
aproximadamente de 8 a 10 dias para a total travessia do tegumento artificial
(Figura 17).
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Figura 16- Oviposicdao de fémeas de Callosobruchus maculatus em sementes artificiais
cobertas com tegumentos artificiais contendo concentragdes diferentes de farinha de
tegumento de sementes de Vigna unguiculata (controle) ou Phaseolus vulgaris. Média do
numero de ovos postos apds 24 de infestacdo. Os resultados representam médias de 3
experimentos independentes. Diferentes letras mindsculas significam dados diferentes

estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 17- Tempo necessario (dias) para larvas de Callosobruchus maculatus
atravessarem os tegumentos artificiais contendo concentragées diferentes de farinha de
tegumento de sementes de Vigna unguiculata (controle) ou Phaseolus vulgaris. Os
resultados representam médias de 3 experimentos independentes. Diferentes letras minusculas

significam dados diferentes estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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A sobrevivéncia larval foi avaliada 20 DAO (Figura 18). Foi observado
que em todos os experimentos controle o indice de sobrevivéncia das larvas foi
de aproximadamente 90%. Ja nos tegumentos artificiais contendo 5, 10, 20 e
40% de farinha de tegumento de P. vulgaris foram observadas redugdes de 10,

20, 55 e 80%, respectivamente, nas sobrevivéncias das larvas (Figura 18).
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Figura 18- Sobrevivéncia larval de Callosobruchus maculatus em sementes artificiais
cobertas com tegumentos artificiais contendo concentragdes diferentes de farinha de
tegumento de sementes de Vigna unguiculata (controle) ou Phaseolus vulgaris. O
percentual de larvas vivas foi calculado 20 DAO. Os resultados representam médias de 3
experimentos independentes. Diferentes letras minusculas significam dados diferentes

estatisticamente de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).

Nos periodos de 15 e 20 DAO sementes artificiais, cobertas com os
tegumentos artificiais, foram desfeitas e a massa das larvas sobreviventes foi
averiguada (Figura 19). Larvas controle de 15 DAO nao sofreram nenhuma
reducao significativa em sua massa corporea, enquanto na presenga de 5, 10,
20 ou 40% da farinha de tegumento de P. vulgaris foram observadas
diminuigbes de aproximadamente 30, 50, 70 e 70%, respectivamente, nas
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massas das larvas (Figura 19A). Um semelhante padrao dose-dependente de
diminuicdo de massa corporea foi observado nas larvas de 20 DAO com
redugdes de aproximadamente 15, 30, 40 e 55% (Figura 19B e 19C).

Esse conjunto de resultados comprova que a toxicidade desses
tegumentos nao esta relacionada a dureza ou espessura do tecido e apontam

um potencial de defesa quimica do tegumento de P. wvulgaris contra C.

maculatus.
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Figura 19: Massa das larvas de C. maculatus desenvolvidas em sementes artificiais
cobertas com tegumentos artificiais contendo concentragdes diferentes de farinha de
tegumento de sementes de V. unguiculata (controle) ou P. vulgaris. As larvas foram
pesadas com 15 (A) e 20 (B) dias apds a oviposicdo. C mostra larvas extraidas de sementes
com tegumento artificial de P. vulgaris Os resultados representam médias de 3 experimentos

independentes. Diferentes letras minusculas significam dados diferentes estatisticamente de

acordo com o teste t de Student (p < 0,05). Barra = 1cm.
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4.5- ACOMPANHAMENTO DA INGESTAO E EXCREQAO DE PROTEINAS
DO TEGUMENTO POR LARVAS DE Callosobruchus maculatus

Com a finalidade de comprovar a ingestdo e avaliar a excregao de
proteinas dos tegumentos pelas larvas do inseto C. maculatus, intestinos e
fezes de larvas de 15 e 20 DAO, provenientes de sementes artificiais cobertas
com tegumento artificial contendo 10% de farinha de tegumento de V.
unguiculata ou P. wvulgaris marcadas com FITC, foram analisados por
microscopia de fluorescéncia (Figura 20).

Inicialmente avaliamos a presenca de auto fluorescéncia utilizando
intestinos de larvas 15 DAO que se desenvolveram em sementes artificiais
cujos tegumentos artificiais ndo continham farinha fluorescente. Nenhuma
marcacgao foi observada nos intestino ou fezes dessas larvas (Figura 20A-C).
Larvas de 15 e 20 DAO provenientes das sementes com tegumentos artificiais
de V. unguiculata marcados com FITC apresentaram fluorescéncias no trato
intestinal (Figura 20E e H) e, aparentemente mais forte, nas fezes (Figura 20F
e l). As larvas de mesma idade, provenientes dos experimentos com farinha de
tegumento de P. wulgaris marcada com FITC, também apresentavam
fluorescéncia em seus intestinos (Figura 20K e N), porém com uma intensidade
visualmente mais forte do que a encontrada nas larvas controle (Figura 20E e
H). Em contrapartida a fluorescéncia nas fezes dessas larvas foi visivelmente
menor (Figura 20L e O) do que das larvas controle (Figura 20F e I).

Com esses resultados, pode-se perceber que as proteinas de ambos os
tegumentos formam ingeridas, ainda estavam presentes no trato intestinal de
larvas de 15 e 20 DAO e parte desse material € excretado nesse periodo.
Observacodes da intensidade do sinal em larvas provenientes dos experimentos
com tegumentos de P. vulgaris indicam uma maior quantidade desse material
marcado no intestino (Figura 20 K e N) e uma menor quantidade de material
excretado nas fezes (Figura 20L e O), apontando para uma provavel retencao

desse material no trato intestinal dessas larvas.
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Figura 20: Microscopia de fluorescéncia de intestinos e fezes de larvas de C. maculatus
que atravessaram os tegumentos artificiais. A-C: larvas de 15 DAO que se desenvolveram
em sementes artificiais cujos tegumentos artificiais ndo continham farinha fluorescente. D-F:
larvas de 15 DAO e G-l larvas de 20 DAO provenientes dos experimentos contendo 10% de
farinha marcada com FITC de tegumento de V. unguiculata. J-L: larvas de 15 DAO e M-O
larvas de 20 DAO provenientes dos experimentos contendo 10% de farinha marcada com FITC
de tegumento de P. vulgaris. A, D, G, J e M: campo claro. B, E, H, K e N: Fluorescéncia no

trato intestinal. C, F, I, L, e O: Fluorescéncia nas fezes. Barras = 100 um.
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5- DISCUSSAO

O tegumento é a primeira parte da semente a entrar em contato com o
agressor, inclusive com insetos bruquideos. Assim, durante muitos anos a
dureza e a espessura desses tecidos foram destacados como os principais
atributos que influenciavam no sucesso da penetracdo das larvas desses
insetos (Kozlowski, 1972). Um dos primeiros estudos a levantar a possibilidade
da importancia dos tegumentos de sementes como uma estrutura de defesa
quimica e nao exclusivamente fisica foi realizado por Janzen (1977). Nesse
trabalho foi mostrado que a maioria (mais de 69 %) dos tegumentos das 73
espeécies de sementes usadas no estudo foram importantes em prevenir a
penetracdo das larvas do inseto Callosobruchus maculatus. Para um grande
numero de espécies essa interferéncia ndo pode ser relacionada as
caracteristicas de rigidez ou espessura do tegumento, sugerindo a participagao

de substancias bioativas nesses tecidos (Janzen, 1977).

A infestacdo de sementes de Phaseolus Iunatus por larvas de
Acanthoscelides obtectus (Coleoptera: Chrysomelidae) foi também influenciada
pelo tegumento (Thiery, 1984) e a sobrevivéncia larval sobre o tegumento foi
dependente diretamente da habilidade de larvas do primeiro instar de penetrar
esse tecido (Thiery et al.,, 1994). Em outro trabalho foi mostrado que apenas
50% das larvas de Callosobruchus chinensis e C. maculatus foram incapazes
de perfurar o tegumento de sementes de Vicia faba (Desroches et al., 1995).
Apesar desses e outros trabalhos terem mostrado a interferéncia dos
tegumentos na infestacdo das sementes por larvas de bruquideos, os efeitos
desses tecidos sobre a morfologia e a bioquimica das larvas permanecem
desconhecidos. O conhecimento dos mecanismos fisiolégicos envolvidos na
toxicidade de compostos dos tegumentos para bruquideos pode auxiliar na
elaboragao futura de estratégias eficientes para a geragcéo de sementes menos
susceptiveis ao ataque de insetos. O reforco dos mecanismos de defesa
quimica dos tegumentos pode representar uma barreira mais eficiente de

protecao, pois a toxicidade seria antecipada para estruturas mais externas das
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sementes, minimizando a entrada do agressor e consequentemente os danos

ao embrido e tecidos de reserva.

Esse trabalho teve como objetivo principal avaliar a interferéncia do
tegumento de Phaseolus vulgaris em eventos do ciclo de vida do inseto
Callosobruchus  maculatus, tais como oviposicdo, embriogénese,

desenvolvimento e sobrevivéncia larval.

A avaliagao do efeito desse tecido sobre o desenvolvimento embrionario
mostrou que os embrides de C. maculatus se desenvolveram de maneira
similar, independente se sobre o tegumento de V. unguiculata ou P. vulgaris.
Nas primeiras 24 HAO, o desenvolvimento embrionario finalizava o estagio de
blastoderma celular e se encontrava na metade da extensao da banda germinal
que se encerra no periodo de 24-28 HAO. Nesse periodo iniciava-se a retragao
da banda germinal que perdurou até 60-64 HAO. Ainda nesse periodo ocorreu
0 aparecimento dos segmentos corporais e apéndices das patas, seguido do
fechamento dorsal entre 60-88 HAO, onde os segmentos se tornaram mais
evidentes. O processo embrionario foi concluido em aproximadamente 5 dias
ap6s a oviposi¢cao (DAQO). Esses resultados mostraram que a toxicidade do
tegumento de P. vulgaris para C. maculatus nao esta relacionada a

interferéncias no processo de embrionario do inseto.

Embora o processo de embriogénese de C. maculatus ndo tenha sido
previamente descrito, um trabalho anterior realizado pelo nosso grupo ja havia
mostrado o comportamento de ovos de C. maculatus sobre tegumentos de
sementes hospedeiras e ndo hospedeiras (Souza et al.,, 2011). Nesse trabalho
foi observado que as larvas de C. maculatus estavam aparentemente formadas
dentro do ovo 5 DAO, ocorrendo a eclosao larval e a penetracao total de
tegumentos de sementes hospedeiras até 6 DAO (Souza el al., 2011). Ja o
comportamento dos ovos postos sobre os tegumentos de sementes né&o
hospedeiras, principalmente Canavalia ensiformis apresentava algumas
alteragdes. Muitos desses ovos murchavam em 2 DAO, indicando que alguns
tegumentos podem interferir na aderéncia dos ovos. Nos ovos que

permaneciam aderidos ao tegumento de C. ensiformis a embriogénese
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aparentemente ocorria normalmente, entretanto as larvas eram incapazes de
eclodir, permanecendo vivas dentro dos ovos até no maximo 17 DAO (Souza et
al., 2011). Esses resultados embora preliminares, ja apontavam que o efeito

nao se relacionava a atrasos na embriogénese do inseto (Souza et al., 2011).

Nos experimentos com sementes artificiais cobertas com tegumentos
naturais foi observado que o tegumento de P. vulgaris influenciou em varios
aspectos do ciclo de vida normal do inseto, causando uma diminuicdo de
aproximadamente 50% na taxa de oviposi¢ao, aumentando em quase o dobro
o tempo necessario para a larva atravessar o tegumento e reducdes de 40% na

sobrevivéncia larval e de até 65 % na massa das larvas.

Trabalhos realizados pelo nosso grupo na ultima década ja apontavam
para os efeitos de farinhas e fragdes proteicas de tegumentos em larvas de C.
maculatus, principalmente reduzindo a massa e o numero de sobreviventes
(Oliveira et al., 1999; Oliveira et al., 2009; Souza et al.,, 2011; Souza et al,
2012).

Nosso grupo também ja mostrou que o tempo de travessia pelo
tegumento de sete cultivares de soja (Glycine max) por larvas de C. maculatus
foi drasticamente aumentado em relagao ao tegumento controle (Souza et al.,,
2011). A farinha desses tegumentos também se mostrou extremamente toxica
para as larvas. Devido a todos os trabalhos que mostram toxicidade dessas
farinhas ou compostos isolados de tegumentos para as larvas de C. maculatus
(Oliveira et al., 1999; Moraes et al 2000; Silva et al., 2004; Oliveira et al., 2004;
Oliveira et al., 2009; Souza et al.,, 2011; Souza et al.,, 2012) a presenca de

substancias bioativas nesses tecidos € inquestionavel.

Os resultados obtidos nesse trabalho quando sementes artificiais foram
confeccionadas contendo tegumento artificial composto por concentragdes
diferentes de farinha de tegumento de P. vulgaris mostraram interferéncia
similar ao tegumento natural (integro) com diminuicdo do numero de ovos
postos, aumento do tempo para travessia e reducdo na massa larval. Os
efeitos toxicos observados foram dose-dependente. Esses resultados indicam a

presencga de substancias toxicas nos tegumentos de P. vulgaris e mostram que
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a interferéncia no desenvolvimento larval ndo estava relacionada apenas as

caracteristicas fisicas do tecido.

A atividade das principais enzimas digestivas das larvas de 15 e 20 DAO
que se desenvolveram em sementes cobertas com tegumentos naturais de V.
unguiculata ou P. vulgaris foram analisadas e observagbes redugdes que
variaram de 20% a mais de 55% nas atividades de proteases cisteinicas, a-
amilases e a-glucosidases foram constantes. Entre 15 e 20 DAO houve um
aumento expressivo na atividade das enzimas digestivas, principalmente
proteases cisteinicas e a-amilases, indicando um pico digestivo proximo a 20
DAO. Esse aumento no potencial digestivo das larvas pode explicar o menor

efeito inibitério observado pelo tegumento de P. vulgaris em larvas de 20 DAO.

Trabalhos prévios ja mostravam que as enzimas proteases cisteinicas,
a-amilases e a-glucosidases sao criticas para a digestdo do inseto C.
maculatus. Pedra e colaboradores identificaram, através de analises
transcriptbmicas, em torno de 20 genes que codificam para enzimas
potencialmente envolvidas na digestdo de alimentos em C. maculatus,
incluindo proteases cisteinicas e asparticas e amilases (Pedra et al., 2003).
Também através de analises transcriptomicas de intestinos foi demonstrado
que a transcricdo de genes relacionados aos processos digestivos de larvas de
C. maculatus variou em resposta a trocas alimentares. A transcricdo de genes
que codificam proteases do tipo cisteinicas, a-amilases e [B-glicosidases foi
inibida em larvas de terceiro instar (£ 15 dias de desenvolvimento) ap6s uma
alimentacao artificial contendo cistatina de soja (inibidor de proteases
cisteinicas). Esses mesmos genes, quando em larvas de quarto instar (x 20
dias de desenvolvimento) tém sua transcricdo aumentada sob a mesma
alimentacao (Chi et al., 2009). Neste mesmo trabalho foi demonstrado que
enquanto a transcricdo de determinados grupos de genes com diferentes
fungdes bioldgicas foi inibida, a de outros foi estimulada. Os autores sugerem
que as larvas rearranjam seus recursos gendmicos para minimizar o impacto
do inibidor na dieta (Chi et al., 2009).

Em um recente trabalho, foi feita a analise protedmica intestinal de

larvas de C. maculatus que tiveram uma alimentagdo artificial contendo
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também uma cistatina de soja. Enzimas relacionadas a digestdo como
amilases, proteases tipo cisteinica e glicosidases tiveram sua tradugéo
reduzida apds a alimentacdo com o inibidor. O numero de proteinas
identificadas que sédo associadas com transcricdo/traducao e reagdes anti-
estresse que responderam a alimentagdo com cistatina, implica em um
substancial rearranjo protedmico em larvas de C. maculatus expostas ao
inibidor (Nogueira et al., 2012).

Larvas com 15 e 20 dias apds a oviposi¢gao que se desenvolveram no
interior de sementes artificiais cobertas com 10% de farinha de tegumento de
V. unguiculata e P. vulgaris (marcados com FITC) foram dissecadas e seus
intestinos analisados por microscopia de fluorescéncia. Uma forte fluorescéncia
foi observada em intestinos de larvas que ingeriram o tegumento artificial de P.
vulgaris enquanto um fraco sinal de fluorescéncia foi observado nas fezes. O
oposto foi observado para as larvas que atravessaram o tegumento artificial de
V. unguiculata. As observagbes de uma alta fluorescéncia no intestino
associadas com a baixa fluorescéncia encontrada nas fezes sugerem que as
proteinas presentes no tegumento de P. vulgaris estdo retidas no intestino
larval. Uma justificativa para este resultado é a ligagcao de possiveis proteinas
do tegumento de P. vulgaris, com propriedades de ligacdo a quitina, ao gel
peritréfico das larvas do inseto C. maculatus. Essa justificativa vai de encontro
ao fato de que ja foram purificadas proteinas ligadoras de quitina no tegumento
de Albizia lebbeck (Souza et al., 2012).
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6- CONCLUSOES

v O desenvolvimento embrionario do inseto Callosobruchus maculatus
ocorreu de forma similar sobre o tegumento da semente hospedeira V.

unguiculata e da semente nao hospedeira (P. vulgaris);

v. O tegumento natural de Phaseolus vulgaris interferiu no
desenvolvimento pds-embrionario do inseto Callosobruchus maculatus,
diminuindo a oviposicdo da fémea, aumentando o tempo para a
completa travessia da larva pelo tegumento, diminuindo a eclosao, a

sobrevivéncia e a massa das larvas;

v’ Larvas de Callosobruchus maculatus com 15 e 20 DAO que
atravessaram o tegumento natural de Phaseolus vulgaris tiveram uma
consideravel redugdo na atividade de enzimas digestivas como:

proteases cisteinicas, a-amilases e a-glucosidases;

v' Tegumentos artificiais contendo diferentes concentragdes de farinha de
tegumento de Phaseolus vulgaris interferiram de maneira dose-
dependente na oviposicdo da fémea, tempo de travessia pelo
tegumento, eclosdo, sobrevivéncia e massas das larvas do inseto

Callosobruchus maculatus;

v Proteinas dos tegumentos de Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris
foram ingeridas e ainda estavam presentes no trato intestinal de larvas de
15 e 20 DAO. Esse material também apareceu nas fezes das larvas
durante esse periodo. Os dados indicam uma maior quantidade dessas
proteinas no trato intestinal e uma menor quantidade excretada nas fezes
das larvas que atravessaram os tegumentos artificiais contendo

tegumento de P. vulgaris.
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