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RESUMO

O inseto Callosobruchus maculatus é a principal praga que ataca sementes do feijao
Vigna unguiculata durante a estocagem. Esse ataque causa reducédo no peso e no
poder germinativo das sementes, no valor nutricional e, consequentemente, no valor
comercial dos graos. Estudos que visam a identificagcdo de compostos naturais toxicos
a esses insetos podem ser uma ferramenta futura para o controle dessas pragas,
minimizando o uso de inseticidas. Algumas sementes ndo-hospedeiras, como as do
género Canavalia, ttm se mostrado excelentes fontes de compostos bioinseticidas.
Neste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de sementesde
Canavalia rosea para o inseto C. maculatus. Fracdes proteicas foram extraidas das
sementes e isoladas por cromatografia de troca idnica e de afinidade a quitina. Os
perfis proteicos foram visualizados por SDS-PAGE. Os efeitos toxicos foram analisados
através da infestacdo das sementes naturais e de sistema de sementes artificiais.
Foram avaliados os parametros de desenvolvimento do inseto, incluindo a oviposicéo,
eclosdo, massa e comprimento das larvas e sobrevivéncia. O desenvolvimento
embrionario foi avaliado pela marcacdo dos embribes com DAPI e observacéo por
microscopia de fluorescéncia. As larvas sobreviventes foram submetidas a extracéo e
a analises bioquimicas. Nossos resultados mostraram que sementes naturais de C.
rosea foram toxicas para o inseto. Os tegumentos naturais bloquearam 100% a
penetracdo das larvas, porém o desenvolvimento embrionario ndo foi afetado. A
farinha dos tegumentos apresentou toxicidade quando incorporada em tegumentos
artificias com diferentes espessuras. A farinha dos cotilédones e suas fracdes
proteicas apresentaram alta toxicidade as larvas, causando reducfes na massa e no
comprimento das larvas, além de alta mortalidade. Proteinas da fragdo 70-90% foram
capazes de se ligar a quitina, o que pode ser um indicador de um possivel mecanismo
de toxicidade. Foram observadas alteragdes na atividade de proteases cisteinicas, a-
amilases e lipases e nos niveis de colesterol, triacilglicerois, proteinas e glicose em
larvas de 20 DAO alimentadas com diferentes sementes artificiais testadas. Nossos
resultados indicam que as sementes de C. rosea S&o0 ricas em compostos com
atividades bioinseticidas. A identificacdo de compostos naturais com propriedades
bioinseticidas pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias de controle de pragas

mais sustentaveis.
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ABSTRACT

The insect Callosobruchus maculatus is the main pest that attacks seeds of Vigna
unguiculata during storage. This attack causes a reduction in the weight and
germination power of the seeds, in their nutritional value and, consequently, in the
commercial value of the grains. Studies that aim at the identification of natural toxic
compounds to these insects may be a future tool for controlling these pests, minimizing
the use of insecticides. Some non-host seeds, such as from the genus Canavalia,
represent high sources of bioinsecticidal compounds. In this context, this work aimed to
evaluate the toxicity of Canavalia rosea seeds to the insect C. maculatus. Protein
fractions were extracted from seeds and isolated by ion exchange and chitin affinity
chromatographies. Protein profiles were visualized by SDS-PAGE. The toxic effects
were analyzed through the infestation of natural seeds and by artificial seed system.
Insect development parameters were evaluated, including oviposition, larval hatching,
larvae mass and length and survival. Embryonic development was assessed by
marking the embryos with DAPI followed by observation under fluorescence
microscopy. The surviving larvae were subjected to extraction and biochemical
analyzes. Our results show that natural C. rosea seeds were toxic to the insect. The
natural seed coat blocked 100% of the larval penetration, however the embryonic
development was not affected. Seed coat flour was toxic when incorporated into thick
artificial seed coat. Cotyledon flour and its protein fractions showed toxicity to the
larvae, causing reductions in their mass and length and high mortality. Proteins from
the 70- 90% fraction were able to bind to chitin, which may be an indicator of a possible
toxicity mechanism. Alterations were observed in the activity of cysteine proteases, a-
amylases and lipases and in the levels of cholesterol, triglycerides, proteins and
glucose in 20 DAO larvae fed with artificial seeds containing different treatments. Our
results indicate that C. rosea seeds are rich in compounds with bioinsecticidal activity.
The identification of natural compounds with bioinsecticidal properties can assist in the

development of more sustainable pest control strategies.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sementes

O grande sucesso das angiospermas com relacdo a dominancia ecolégica so
foi possivel devido a evolucao da reproducao sexuada e da semente. A caracteristica
mais singular das angiospermas consiste no seu evento de dupla fertilizacdo, seguido
pelo desenvolvimento de uma semente envolta por um tecido materno, conhecido
como tegumento. A protecdo da semente € possibilitada através do fechamento do
embrido em desenvolvimento, o que amplia as suas chances de atingir amaturidade,
estabelecendo assim uma geracdo posterior. Esta caracteristica € especifica das
angiospermas, ndo sendo apresentada por espécies oriundas de outros clados do
Reino Vegetal (LAFON-PLACETTE & KOHLER, 2014; RADCHUK & BORISJUK,
2014).

A porcdo feminina que atua como estrutura progenitora da semente nas
angiospermas é o 6vulo, e este, depois de fecundado dara origem a um embrido, a
um endosperma e ao revestimento da semente. O embrido é o resultado da fusdo
entre um nucleo polar e um nucleo de esperma, jA o endosperma € desenvolvido a
partir da fusédo entre a oosfera de células polares e um segundo nucleo espermético
para produzir (em espécies diploides) uma estrutura triploide. Por fim, o tegumento
possui origem exclusivamente materna (ROSZAK; KOHLER, 2011). ApGs ocorrer a
fertilizacdo, o desenvolvimento da semente dependera de uma interacdo regulada
entre o revestimento da semente, o embrido e o endosperma (LAFON-PLACETTE;
KOHLER, 2014).

O embrido é constituido pelo eixo embrionario e um ou mais cotilédones. Os
cotilédones apresentam reservas nutritivas que garantem o desenvolvimento do
embrido, representando um meio de sobrevivéncia destas espécies vegetais. Por este
motivo, algumas sementes, como as de cereais e leguminosas, fornecem um alimento
altamente nutritivo ao homem e a outros animais, sendo consideradas importantes
fontes alimentares, por possuirem reservas de proteinas, amido e 6leos, acumuladas
durante o periodo de desenvolvimento e maturacdo (MOISE et al., 2005; POWELL,
2009; BEWLEY et al., 2012).

Pela grande e variada concentracao de nutrientes, as sementes fazem parte da
dieta preferencial de diversos organismos, incluindo pragas e patdgenos, dentre eles,

insetos herbivoros, correspondendo a parte da planta que mais recebe ataque de



Pragas. Por possuirem seu mecanismo de defesa baseado em protecdes
constitutivas, as sementes apresentam compostos quimicos depositados em seus
tegumentos e cotilédones desde o preenchimento dos gréos, sendo consideradas
entédo, fontes ricas de compostos de defesa das plantas (XAVIER-FILHO, 1991).

1.1.1 Importancia das sementes na alimentacao

De acordo com a FAO (2019), aproximadamente 70% da alimentacdo humana
€ composta por cereais e leguminosas e os 30% restantes referem-se a ingestédo de
produtos de origem animal. A FAO estima ainda que S&80 necessarias
aproximadamente 300 milhGes de toneladas de proteinas ao ano para manter a
populagédo atual, estimada em 7,70 bilhdes de acordo com o World Bank Group (2019)
e a Divisdo de Populacdo da Organizacao das Na¢Ges Unidas (2019). A estimativa é
gue a populacdo mundial alcance a marca de 7,79 bilhdes até 2020 e a 8 bilhdes de
habitantes em 2023 (FAO, 2019; ONU, 2020).

Apesar da maior parte das proteinas provir de carne animal, desde meados dos
anos 90, ha uma tendéncia em se substituir as proteinas animais na alimentacédo por
proteinas vegetais, por estas apresentarem uma melhor relacdo entre eficiéncia e
custo, principalmente em paises subdesenvolvidos. Em algumas leguminosas, por
exemplo, as proteinas podem corresponder até 40% do peso seco de suas sementes
(OERKE et al., 1994; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002.).

Sendo assim, sementes de leguminosas sédo consideradas altamente valiosas
para a alimentacdo humana, correspondendo a principal fonte de proteina no mundo
em desenvolvimento (ASIF et al., 2013), principalmente para as popula¢cdes de baixa
renda em regides subtropicais e tropicais onde culturas de feijao como o Phaseoulus
vulgaris (feijdo comum) e a Vigna unguiculata (feijdo-de-corda) representam
importantes fontes de proteinas (20-25%), além de carboidratos (50-60%) e lipidios
(1-2%) (MOURA et al., 2007).

Devido ao melhor custo beneficio da proteina vegetal utilizada para
alimentacado, o mercado nesta area tem crescido exponencialmente em todo o mundo,
inclusive no Brasil. Segundo dados da FAO (2019), China, Estados Unidos, Brasil,
india e Indonésia (citados por ordem de importancia) sdo os paises que mais

contribuem para a producédo mundial de graos (FAO, 2019).



Estima-se que a producéo de graos no Brasil na safra 2019/20 chegue a 248
milhdes de toneladas, o melhor resultado da historia, de acordo com o 4° levantamento
do Boletim da Safra de Gréos, divulgado em 08 de janeiro de 2020 pela Companhia
Nacional de Abastecimento (Conab). O resultado esperado divulgado aponta para um
aumento de 2,5% ou 6,1 milhdes de toneladas em relacdo a safra 2018/19 (CONAB,
2020).

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA,
2019), a cultura do feijdo é uma das mais importantes para a alimentag&o da populagéo
brasileira, sendo o Brasil o maior produtor e consumidor de feijdo do mundo. De acordo
com o Balanco de Oferta e Demanda da Conab, na safra de 2019/2020, o Brasil
produziu 3,02 milhdes de toneladas deste grdo. Dentre as principais espécies de feijao
cultivadas no Brasil, pode-se citar Phaseolus vulgaris (feijjdo comum), Vignha
unguiculata (feijdo-caupi) e Cajanus cajan (feijdo-guandu). O Brasil, junto com
Myanmar, india, Estados Unidos, México e Tanzania sdo responsaveis por 56,99% do
total de feijao produzido no mundo (FAO, 2019; CONAB, 2020).

Dentre as diferentes espécies de feijao cultivadas, as sementes de Phaseolus
vulgaris e de Vigna unguiculata fornecem uma importante fonte de proteina vegetal
para alimentacdo humana por possuirem baixo preco de producdo e alto valor
nutricional (OLIVEIRA et al., 2014). Essas sementes sdo consumidas principalmente
por populacdes de baixa renda, especialmente em regides da Africa, América Central
e América do Sul. No Brasil, esses feijdes sdo considerados os principais alimentos
presentes na alimentacdo das populagdes, sendo V. unguiculata consumida

principalmente nas regides Norte e Nordeste (FAO, 2019).

1.1.2 Perda no cultivo de gréaos

O cultivo de sementes de leguminosas pode ser afetado negativamente devido
a diversos fatores, como por exemplo, a praticas agrondmicas aplicadas de forma
indevida, mudancas climaticas e estresses abioticos e bidticos que podem ocorrer tanto
no campo quanto no armazenamento. Dentre os estresses bibticos, destaca-se o
ataque de pragas que se alimentam das sementes durante o periodo de
armazenamento pos- colheita, em razdo da grande concentracdo de nutrientes de

reserva que estas apresentam (MISHRA et al., 2018).



Dentre as pragas de graos estocados, destacam se os bruquideos, sendo
responsaveis pelas perdas mais severas no rendimento de graos (TSIALTAS; IRAKLI;
LAZARIDOU, 2018). O dano causado por insetos na pés-colheita é diverso, e varia de
acordo com as espécies de bruquideos e seus bibtipos, além da cultura atacada
(MISHRA et al., 2018).

Representantes da ordem Coleoptera, familia Chrysomelidae e sub familia
Bruchidae, os bruquideos representam mais de 1700 espécies de 62 géneros em todo
o mundo. Aproximadamente 20 espécies de bruguideos sdo conhecidas como pragas
de sementes armazenadas em diversas culturas pelo mundo (ROMERO; JOHNSON,
2004).

Dentre as espécies mais estudadas de bruquideos, destacam-se o
Callosobruchus chinensis e o Callosobruchus maculatus, ambos responsaveis por
severas perdas em culturas de feijao mungo (Vigna radiata) e de feijao-caupi (Vigna
unguiculata) (MAINA; MBAYA; MAILAFIYA, 2012; SOMTA et al., 2007). Diferentes
espécies de Callosobruchus causam danos as sementes de leguminosas que variam,
em meédia, de 5 a 10% em locais de clima temperado e de 20 a 30% em paises
tropicais (KIRADOO; SRIVASTAVA, 2010). Durante a estocagem, em épocas de
grandes infestac6es, podem causar também danos de até 100%, num periodo entre
3 e 6 meses (GBAYE; MILLARD; HOLLOWAY,2011; WAR et al., 2017).

As larvas destes insetos se desenvolvem no interior dos cotilédones das
sementes, consumindo as suas reservas energéticas. Mais de uma larva pode se
desenvolver dentro de um Unico grdo e por este motivo e, devido as diversas
adaptacbes desenvolvidas por esta praga, 0s prejuizos causados as sementes sao
severos. As perdas nas colheitas devido ao ataque de bruquideos podem ser
classificadas como diretas ou indiretas (TRIPATHY, 2016; BECK; BLUMER, 2011).

A medida que se alimentam dos cotilédones, danificam diretamente os gréos
de leguminosas armazenados, reduzindo o seu valor nutricional, e impactando no
valor comercial. Em geral, o ataque desta praga faz com que as sementes se tornem
inadequadas para o consumo humano e inviaveis para plantio e comercializagéo. Além
disso, 0 atague aos cotilédones deixa as sementes suscetiveis a pragas e patbgenos
oportunistas, impactando negativamente na capacidade de germinacdo e no seu
potencial de crescimento (OLIVEIRA et al,. 2009; BECK; BLUMER, 2011; DE SA et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014; CRUZ et al., 2016).



Como forma de amenizar os prejuizos causados pelos ataques de bruquideos
na estocagem, os produtores recorrem a utilizacéo de inseticidas fumegantes (KEDIA
et al., 2015; TRIPATHY, 2016). A fosfina é utilizada praticamente em todo o sistema
de armazenagem de grdos para o controle de pragas. O produto, disponivel em
diversas marcas comerciais, € um inseticida a base de brometo de metila, acido
sulfurico e acido cianidrico, e forma uma substancia letal que se decomp&e quando
em contato com o ar. Esta disponivel em forma de pastilhas, que séo adicionadas nos
locais de armazenamento de graos, liberando um gas téxico quando entra em contato
com a umidade do ar. E eficiente em até 100% na mortalidade das pragas, com um
periodo de seguranca recomendado de quatro dias (EMBRAPA, 2019). Apesar de
eficiente a curto prazo, essa prética é de dificil acesso para pequenos produtores,
devido ao alto custo e aos possiveis riscos de toxicidade. A fosfina expde os
armazenadores e técnicos, que nem sempre estdo preparados para efetuar a
fumigacéao de forma segura. Ha varios relatos de acidentes letais com intoxicacdes ou
explosdes. Além disso, ap0s a exposicdo dos grdos as pastilhas de fosfina, estes
precisam permanecer estocados por um periodo minimo de uma semana para evitar
acumulo de residuos quimicos nos alimentos. A fumigacdo com fosfina possui ainda
um alto risco de poluicdo ambiental (KEDIA et al., 2015; TRIPATHY, 2016; WAR et al.,
2017).

Como forma de amenizar os efeitos causados pela utilizagcdo de pesticidas,
métodos alternativos para o controle de C. maculatus tém sido estudados (BADII et
al., 2014).

1.2 Callosobruchus maculatus

A ordem Coleoptera é a que possui 0 maior numero de membros dentro da
classe dos Insetos, com aproximadamente 370 mil espécies descritas, o que
corresponde a 40% de todos os insetos (CHAPMAN, 2013). Seus representantes sao
conhecidos popularmente como besouros e o termo “coledpteros” do grego
‘embainhados”, referem-se ao primeiro par de asas rigidas externas, denominadas
elitros, responsaveis por proteger o segundo par membranoso de asas posteriores,
utilizadas no voo (BRUSCA; BRUSCA, 2007; BECK; BLUMER, 2011; CHAPMAN,
2013). Acredita-se que 0 sucesso evolutivo de insetos dessa ordem possa estar



relacionado a presenca dos élitros, que possibilitam a exploracao de diferentes nichos
ecoldgicos (CHAPMAN, 2013).

Pertencentes a ordem Coleoptera e a familia Chrysomeloidae, Callosobruchus
€ um dos géneros da subfamilia Bruchinae (besouros de sementes). (BECK;
BLUMER, 2011), sendo representado pelas principais pragas de grdos de
leguminosas economicamente importantes. Este género inclui pelo menos 20
espécies, originarias principalmente da Asia e da Africa, dentre as mais comuns,
Callosobruchus maculatus, C. chinensis, C. subinnotatus, C. analis e C. rhodesianus
(KEDIA et al., 2013).

O Callosobruchus maculatus é um inseto agricola oriundo da Africa e da Asia
e, atualmente, se espalha pelo mundo tropical e subtropical sendo considerado, por
este motivo, uma praga cosmopolita. E a praga mais importante do feijao-caupi (Vigna
unguiculata) durante o periodo de armazenamento e, por este motivo, esta espécie é
conhecida popularmente como besouro-do-feijdo ou gorgulho-do-caupi (BECK;
BLUMER, 2011; KEDIA et al., 2013). Sao responsaveis também pelo ataque de
importantes espécies de leguminosas, como Glycine max, Lens culinaris, Phaseolus
lunatus, Phaseolus vulgaris (DE SA et al, 2018). A infestac&o ocorre majoritariamente
nos graos estocados, podendo ocorrer infestacao cruzada, quando os C. maculatus
atacam também as sementes no interior de suas vagens, no campo (GALLO et al.,
2002; WAR et al., 2017).

Estes insetos possuem um corpo com aproximadamente 3 mm de
comprimento, térax com coloracéo preta, onde é possivel se observar pubescéncias
douradas e uma mancha em forma de “X” nos élitros. E possivel observar dimorfismo
sexual em sua fase adulta, onde as fémeas sdo maiores que os machos (GALLO et
al., 2002).

1.2.1 Ciclo de vida do Callosobruchus maculatus

Apo6s a inseminacéo, as fémeas adultas ovipositam sobre os tegumentos de
sementes. Os ovos, de aproximadamente 0,75 mm s&o ovais ou fusos, possuem
coloragéo clara e brilhante e ficam aderidos firmemente a superficie do tegumento.
Apébs a embriogénese, periodo com duragdo maxima de seis dias, a larva de 1° instar

eclode o ovo, penetrando o tegumento e chegando ao cotilédone da semente sem sair



da protecdo do ovo. A medida que a larva escava os cotilédones para se alimentar, o
ovo adquire uma coloracdo branca opaca devido a deposicdo de farinha dos
cotilédones. Em algumas situagfes, € possivel observar também a presenca de
manchas, devido ao preenchimento com residuos de fezes das larvas (BECK;
BLUMER, 2011).

Todo o desenvolvimento pos-embriogénese é dado nos cotilédones das
sementes onde, apdés consumi-los, as larvas crescem e passam pelo periodo de
pupacao, sofrendo progressivamente um processo de esclerotizacdo. Nos ultimos
estagios de pupacéo, é possivel observar vestigios de asas, patas e olhos (BASTOS,
1981; DE SA et al., 2014).

Durante o periodo de pupacao, ocorre a metamorfose completa da larva para
o adulto. Embora o tegumento da semente ainda permaneca intacto, € possivel
observar uma janela redonda entre 1-2 mm no local em que o besouro esta em fase
de pupacao. Apés um periodo aproximado de 25 dias apés a oviposicao (DAO), os
insetos adultos mastigam o tegumento e emergem para 0 exterior das sementes
(BECK; BLUMER, 2011).

Apds a emergéncia, os adultos de C. maculatus ndo precisam de comida ou
agua. Os adultos estardo completamente maduros entre 24 e 36 horas apds sua
emergéncia. Os machos procuram as fémeas para inseminar e as fémeas armazenam
esperma viavel em sua espermateca, estrutura presente no aparelho reprodutor
feminino para armazenar espermatozoides. Ap6s a coépula, o ciclo de vida do C.
maculatus é reiniciado através da oviposicdo. Uma fémea adulta é capaz de colocar
até 100 ovos durante a sua vida adulta, que varia entre 1 e 2 semanas. (EADY, 1991,
BECK; BLUMER, 2011).

1.2.2 Eventos do desenvolvimento embrionéario de C. maculatus

Apés a oviposigdo das fémeas de C. maculatus nos tegumentos de sementes,
inicia-se a divisdo do nudcleo zig6tico. Cada nucleo filho dara origem a um energideo.
Os nucleos se tornardo muito préximos uns dos outros, consequéncia das sucessivas
divisdes dos energideos, formando o estagio de blastoderma sincicial. A formacgéo de
uma membrana plasmatica ao redor de cada nucleo do blastoderma sincicial dara

origem ao blastoderma celular (DE SA, 2017).



Uma vez formado o blastoderma celular, periodo de 12 a 16 horas apos a
oviposicéo, os eventos de gastrulacdo (evidenciado pela formacdo do mesoderma,
ectoderma e endoderma), e o posicionamento das células (que originardo a banda
germinal) e das membranas extra-embrionarias (serosa e amnion) ocorrerdo
simultaneamente (GILBERT; BARRESI, 2013). Na regido ventral do ovo, a banda
germinal dara origem ao futuro embrido, enquanto o restante do blastoderma dara
origem as membranas extra-embrionérias (GILLOTT, 2005; CHAPMAN, 2013; DE SA,
2017).

Durante a formacdo da banda germinal, entre 20 e 24 HAO, inicia-se nos
embrides um processo denominado extens&o da banda germinal (DE SA et al., 2014),
um evento comum durante a embriogénese de insetos, que se caracteriza pela
extensdo da regido posterior do embrido em direcdo a sua regiao anterior até quase
tocar o lobo cefalico. A medida que a banda germinal vai se estendendo, 0os segmentos
cefélicos, toracicos e abdominais vao se tornando mais definidos (Figura
1) (GILLOTT, 2005; CHAPMAN, 2013).
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Figura 1: Estagios de extensdo e segmentacdo da banda germinal. Representagdo dos estagios
de extensdo e segmentacdo da banda germinal em Bruchidius obtectus com 48, 52 e 72 horas de

desenvolvimento embrionario (DE SA, 2017).



No periodo entre 24 a 28 HAO, os embrifes encontram-se em transicao entre
as fases de extens&o e retracéo da banda germinal (DE SA et al., 2014). Na fase de
retracao da banda germinal, a regido posterior que havia crescido em direcdo a regiao
anterior, retorna a sua posic¢ao original (Figura 2) (GILLOTT, 2005; CHAPMAN, 2013).

A retracdo da banda germinal sera concluida no periodo entre 36 e 52 HAO e
0 processo de alongamento e retracdo da banda germinal é caracterizado pela
definicdo dos segmentos embrionérios e pelo aparecimento de apéndices de patas
(Figura 2) (DE SA et al., 2014). Entre 60 e 76 HAO os embrifes encontram-se no
estagio de fechamento dorsal, quando as células da gema na regido dorsal sédo
cobertas por células embrionarias. Durante este evento, os apéndices de patas e os
segmentos ventrais ficam completamente evidentes. O fechamento dorsal completo
ocorreréa entre 84 e 88 HAO (Figura 2) (DE SA et al., 2014).
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Figura 2: Desenvolvimento embrionério de Callosobruchus maculatus sobre sementes de Vigna
unguiculata. Microscopia otica de fluorescéncia (DAPI) do desenvolvimento embrionario de C.
maculatus. Os tempos em h indicam horas ap6s a oviposi¢do (HAO). A: visdo dorsal dos embrides de
12 e 20 HAO dentro dos ovos; B: visdo dorsal e ventral de embrides de 24 a 72 HAO fora dos ovos; C:
visdo dorsal de um embriéo de 84 HAO fora do ovo. Chaves brancas destacam os segmentos toracicos,
setas brancas apontam os apéndices de patas e a estrela branca indica uma pequena parte do vitelo

ainda exposta ao final do fechamento dorsal. Barra de escala = 50 um (DE SA, 2017).
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Em um periodo aproximado de 5 dias ap0s a oviposicédo (DAQO), ocorre o fim da
embriogénese, momento em que a larva eclodira do ovo, penetrando os tegumentos

e cotilédones das sementes (DE SA et al., 2014).
1.2.3 Desenvolvimento pés-embrionario

De uma forma geral, os insetos podem ser considerados ametabolos,
hemimetabolos ou holometébolos, de acordo com o seu desenvolvimento. Em insetos
holometébolos a larva e o adulto diferenciam-se morfologicamente e, entre essas duas
fases, apresentam um estagio de pupa, que ocorrera especificamente entre o Ultimo
estagio larval (4° instar) e a fase adulta. A pupa € uma das caracteristicas marcantes
do desenvolvimento de insetos holometabolicos e, dentre outras ordens, ocorre em
Coleodpteras (CHAPMAN, 2013).

Apos o periodo de embriogénese, o desenvolvimento de C. maculatus pode ser
dividido em sete instares: 0 1° ocorre até o 9° dia apds a oviposicao (DAO); o 2° entre
0s 10° e 13° DAO; o 3° instar, entre 0s 14° e 17° DAO; o 4°, entre 0 18° e 20° DAO; a
pré-pupa, aos 21 DAO; a pupa, aos 24 DAO; e, finalmente, a fase adulta. Entre os
estagios de pupa e adulto, o inseto ndo se alimenta. Sendo assim, € somente no
estagio larval que ocorrem os processos de digestao e absorcédo de nutrientes, com
pico de atividade no 3° instar (CHI et al., 2009; DE SA et al., 2014).

Durante os estagios de desenvolvimento larval em insetos holometabolos
ocorre a estocagem de nutrientes, que serao utilizados posteriormente nos processos
de metamorfose (entre os estagios de pupa e adulto) e servirdo como reserva
energeética e nutritiva para os insetos na fase adulta (MIRTH; RIDDIFORD, 2007).

Dentre as macromoléculas envolvidas durante a estocagem de nutrientes,
destacam-se os lipideos, sendo consideradas as mais importantes para 0s insetos.
Devido a alta demanda energética necessaria para os processos de metamorfose, séo
essenciais para o crescimento, reproducao e para o provimento da energia necessaria
durante os longos periodos de jejum (HAHN; DENLINGER, 2007). As reservas
energéticas de lipideos, em alguns insetos, correspondem a mais da metade de seu
peso seco. A maior parte € estocada na forma de triacilglicerois, nos adipdcitos,
normalmente sintetizados a partir de carboidratos obtidos na dieta (ZIEGLER; VAN
ANTWERPEN, 2006).
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Os carboidratos, por sua vez, incluindo acgucares simples, amido e outros
polissacarideos, séo utilizados para a manutencdo do metabolismo energético
(durante as fases de pupa e adulta), para a sintese de quitina e no processo de voo
(KAUFMANN; BROWN, 2008).

1.2.4 Processos digestivos em insetos

O intestino dos insetos é formado basicamente por um canal alimentar que
percorre todo o corpo, indo da boca em direcdo ao anus, sendo dividido em trés
porcdes: intestino anterior, intestino médio e intestino posterior (Figura 3) (DOW, 1987;
CHAPMAN, 2013). As associacdes entre insetos e plantas séo tao diversificadas que,
entre os diferentes tipos de insetos, existem variagdes entre a composi¢ao alimentar,
as estruturas presentes no trato digestivo e as enzimas secretadas (ZHU-SALZMAN
et al., 2003).

A porcao do intestino médio compreende um tubo simples e é nela que se
concentram os processos de digestdo e absor¢cdo de nutrientes, correspondendo a
porcdo mais importante do trato intestinal (DOW, 1987; CHAPMAN, 2013).

Em algumas espécies de insetos, o intestino médio é revestido internamente
por uma membrana acelular formada majoritariamente por quitina e proteinas,
denominada membrana peritréfica (MP) (Figura 3). Sua principal funcéo é separar o
contetdo do limen intestinal das células epiteliais do intestino médio de algumas
espécies de insetos, protegendo estas células da abrasdo mecanica ou quimica de
alimentos e da penetragdo de microrganismos presentes nestes. E responsavel
também pela reciclagem das enzimas digestivas dos insetos (TERRA, 2001; WANG;
GRANADOS, 2001; HEGEDUS et al., 2009).

Alguns trabalhos descrevem a presenca de uma variacdo da membrana
peritréfica em intestino de bruquideos, como C. maculatus e Zabrotes subfasciatus.
Nestes insetos, foi indicada a presenca de um gel, denominado gel peritrofico no
revestimento do intestino médio. Apesar de ser composto também por quitina e
proteinas, esse gel se diferencia da membrana peritrofica, por ndo possuir resisténcia

mecanica, além de apresentar diferencas referentes a permeabilidade (TERRA, 2001).
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Figura 3: Canal alimentar de insetos. Esquema representativo do canal alimentar de insetos,
indicando as por¢des principais (intestinos anterior, médio e posterior) e a presenca da membrana
peritréfica (Adaptado de VALLET-GELY; LEMAITRE; BOCCARD, 2008).

Nos insetos, os aminoacidos essenciais sdo obtidos através da digestdo de
proteinas ingeridas na alimentacdo. Ao alimentar-se de sementes de leguminosas, 0
processo digestivo de muitas espécies de insetos é regulado pela acdo de proteases
gue promovem a quebra das proteinas, gerando aminoacidos livres essenciais (ZHU-
SALZMAN; ZENG, 2015).

Apesar de nao serem consideradas enzimas digestivas principais, carboidrases
como a-glucosidases e amilases, também desempenham um importante papel na
digestédo de insetos bruquideos e diversos trabalhos mostram seus potenciais para o
controle de pragas (LEMOS et al., 1990; PEDRA et al., 2003; DE SA et al, 2014; DE
SA et al., 2018).

1.3 Mecanismos naturais de defesa das sementes

As plantas terrestres correspondem a uma fonte nutricional para mais de um
milhdo de espécies de insetos pertencentes a diversos grupos taxondmicos. Estes
insetos utilizam variadas estratégias ao se alimentarem, a fim de obter nutrientes de
todas as partes da planta, tanto das partes acima quanto abaixo do solo (HOWE &
JANDER, 2008).
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Em resposta a herbivoria, como forma de se protegerem contra o ataque de
insetos, as plantas evoluiram uma variedade de mecanismos de defesas. A relacéo
inseto-planta resultou, entdo, em uma coevolugdo onde ambos desenvolveram
diversos aspectos para se defenderem uns dos outros (AGRAWALL, 2000; HARUTA
et al., 2001; HOWE & JANDER, 2008).

De uma maneira geral, os mecanismos de defesa das plantas podem ser
classificados em defesas induzidas ou defesas constitutivas. Classifica-se como
defesa induzida a inducgéo direta da sintese de compostos toxicos, iniciada a partir do
ataque de pragas e patdgenos. As defesas constitutivas podem ser definidas como
estruturas e/ou compostos toxicos que estdo presentes na composicdo da planta,
independentes do ataque de pragas e patdgenos (SILVA; XAVIER-FILHO 1991;
AGRAWAL, 1999). Uma extensa diversidade de compostos defensivos pode se
concentrar constitutivamente em tecidos de sementes conferindo resisténcia contra
diversos tipos de predadores (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002).

As sementes quiescentes, por estarem em pausa metabdlica, ndo possuem
capacidade de disparar resposta de defesas induzidas ao serem atacadas pelos
agressores e, por isso, desenvolveram mecanismos de defesa constitutivos. A maioria
desse tipo de defesa é concentrada nas sementes, j4 que estas sdo 0s veiculos de
propagacao e sobrevivéncia das espécies, além de serem principais alvos de ataque,
devido a sua grande reserva energética. Sendo assim, sementes maduras ja contém
naturalmente defesas constitutivas com o objetivo de reduzir os possiveis ataques dos
agressores (HARUTA et al., 2001; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002).

As defesas constitutivas das sementes podem basear-se em defesas fisicas,
onde a espessura e a dureza de tegumentos podem funcionar como barreiras ao
ataque de insetos, ou em defesas quimicas, onde a presenca de moléculas toxicas
tanto em tegumentos como em cotilédones protegem as sementes contra 0s ataques
de pragas (SILVA; XAVIER-FILHO, 1993).

Diversas publicacdes apontam o estudo do envolvimento de proteinas vegetais
como mecanismos de defesa das plantas, como as arcelinas (BLAIR et al., 2010), as
quitinases (COELHO et al., 2010; SILVA et al., 2018), as canatoxinas (OLIVEIRA et
al., 1999; FOLLMER et al., 2001; MULINARI et al., 2011), as vicilinas (MACEDO et al.,
1993; SALES et al., 2000; MOURA et al., 2007; MACEDO et al., 2008; ALEXANDRE

et al., 2011), as lectinas (NUNES et al., 2015), proteinas inativadoras de ribossomos
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(RIPs) dos tipos 1 e 2, inibidores de enzimas proteoliticas e glicohidrolases (CARLINI;
GROSSI-DE-SA, 2002).

1.3.1 Defesas constitutivas relacionadas ao tegumento de sementes

O tegumento, revestimento externo das sementes, possui origem materna,
sendo formado pelas transformacfes do envoltério do Ovulo. Possui morfologia
extremamente diversa entre diferentes espécies, apresentando variacdes em relacéo
a textura, espessura, dureza, coloracéo e porosidade (MOISE et al., 2005).

Este tecido € a primeira barreira protetora da semente contra a penetracdo de
insetos, sendo de extrema importancia para a preservacao do embrido (SOUZA et al.,
2011; SILVA et al., 2016; DE SA et al., 2018). Suas funcdes também se relacionam
ao direcionamento de nutrientes para o tecido meristematico, controle de processos
de dorméncia e germinacgéo, controle de absorcdo de agua e promocéo de trocas
gasosas entre os meios interno e externo das sementes (BEWLEY, 1997; WEBER,
BORISJUK; WOBUS, 2005).

Apesar de diversos estudos indicarem o0s tegumentos como defesa
predominantemente fisica nas sementes, a partir da década de 70 varios estudos
investigaram a interferéncia de compostos quimicos de tegumentos no
desenvolvimento de bruquideos. Em 1977, Janzen mostrou a relacdo entre a
espessura de tegumentos e a sobrevivéncia de larvas de C. maculatus em 73 espécies
de sementes, concluindo que a espessura ndo era determinante para a sobrevivéncia
do inseto e sugerindo que a presenca de compostos quimicos estaria relacionada a
toxicidade deste tecido para o C. maculatus (JANZEN, 1977).

Durante a predacdo das sementes por bruquideos, os tegumentos sdo a
primeira parte a ser atacada. Alguns aspectos de desenvolvimento do inseto podem
ser bastante afetados pelas propriedades téxicas desse tecido; sendo assim, a
capacidade desse tecido em impedir ou retardar a penetracdo de insetos apés a
embriogénese é fundamental para o sucesso de processos de defesas constitutivas
em sementes (SILVA et al., 2016).

Alguns estudos com sementes ndo hospedeiras de C. maculatus mostraram

gue as larvas morrem durante a penetracdo do tegumento, confirmando que este
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tecido € uma barreira eficaz contra a penetracao desses insetos (OLIVEIRA et al.,
2009; SOUZA et al., 2011; DE SA et al., 2014).

Pesquisas realizadas por nosso grupo de estudo mostraram que proteinas do
tipo vicilina (proteinas de armazenamento 7S) estdo presentes como constituintes de
tegumentos de sementes de C. ensiformis, A. lebbeck, P. vulgaris e P. lunatus e
mostraram-se toxicas para as larvas de C. maculatus (OLIVEIRA et al., 1999;
MORAES et al., 2000; SILVA et al., 2004; SOUZA et al., 2012). De S4 et al. (2018)
mostraram que os tegumentos de C. ensiformis sdo determinantes para a resisténcia
gue as sementes apresentam para o inseto, bloqueando em 100% a penetracédo das

larvas.

1.2.2 Proteinas com afinidade a quitina

Diversos estudos sugerem que o mecanismo de toxicidade de compostos de
sementes para o desenvolvimento de C. maculatus esteja relacionado a capacidade
de se ligarem e/ou degradarem a matriz de quitina, polimero de (-1,4-N-acetil-D-
glucosamina que reveste o trato intestinal de insetos e a capacidade de inibirem
algumas enzimas digestivas (YUNES et al., 1998; MOURA et al., 2007; DE SA et al.,
2014; CRUZ et al., 2016; SILVA et al., 2016).

As vicilinas (globulinas de armazenamento 7S) sdo proteinas multifuncionais e
receberam destaque em algumas pesquisas devido as suas propriedades
antimicrobianas e inseticidas, bem como outras atividades (BAUMLEIN et al., 1995;
BRAUN et al., 1996; CHUNG; NEUMANN; POLYA, 1997; GOMES et al.,, 1997,
SHUTOQV et al., 1998; WANG et al.,, 2001; MOTA et al., 2003; MANNERS, 2007,
MARCUS; GOULTER; MANNERS, 2008; PAES et al., 2008).

Alguns trabalhos mostraram que vicilinas isoladas de diferentes sementes de
leguminosas, quando incorporadas na dieta de insetos, afetaram seu
desenvolvimento, levando a diminuigdo no crescimento das larvas e ao aumento da
mortalidade. Os resultados indicam que a toxicidade destas proteinas esta relacionada
a sua afinidade a quitina presente na matriz peritréfica / gel peritréfico do intestino de
insetos (YUNES et al.,1998; MOTA et al., 2003; MOURA et al., 2007; PAES et al.,
2008).
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Estudos realizados por Oliveira et al. (2014) mostram ainda correlacéo entre a
afinidade de vicilinas a quitina e a resisténcia a protedlise por peptidases digestivas
em C. maculatus no processo de toxicidade destas proteinas. Foi demonstrado
também que as vicilinas sao o principal fator de resisténcia de cultivares de Vigna
unguiculata resistentes a Callosobruchus maculatus (MACEDO et al., 1993; SALES et
al., 2001). Todos esses trabalhos sugerem que as propriedades toxicas dessas
proteinas de armazenamento possam estar relacionadas a interacdes com
glicoproteinas e outros constituintes da membrana peritréfica. Apos a interagdo com a
membrana, parte dessas vicilinas podem ainda ser absorvidas pelo epitélio intestinal,
atingindo o ambiente interno das larvas (UCHOA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

As quitinases sdo glicosil hidrolases que atuam na degradacgao da ligagao [3-
1,4-glicosidica entre residuos de N-acetilglucosaminas de quitina. Proteinas do tipo
quitinase tem suas toxicidades a insetos associadas a degradacdo da membrana
peritrofica ou gel peritrofico do intestino de insetos (SILVA et al., 2018). Em plantas,
estas enzimas estao relacionadas ao mecanismo de defesa contra ataques de pragas
e patdgenos (SANTOS et al., 2007). Alguns trabalhos relatam ainda a importancia das
quitinases na degradacéao da parede celular de fungos, também composta por quitina.
Gomes et al. (1996) mostram a toxicidade de uma quitinase isolada de sementes de
Vigna unguiculata a fungos fitopatogénicos e ao bruquideo C. maculatus. A
incorporacao de quitinases isoladas de tegumentos de sementes de soja na dieta de
C. maculatus afetou o desenvolvimento das larvas e sua sobrevivéncia, causando
90% de mortalidade (SILVA et al., 2018).

Trabalhos com sementes do género Canavalia, como a Canavalia ensiformis,
conhecida popularmente como feijao-de-porco, mostraram que essas sementes
possuem uma grande variedade de compostos, como proteinas, altamente toxicos
para bruquideos (OLIVEIRA, et al., 1999; FOLLMER et al., 2001; MULINARI et al.,
2011; DE SA et al., 2018). Os efeitos de sementes do género Canavalia sobre a
oviposi¢do, desenvolvimento embrionario e larval e penetragdo de C. maculatus
mostram o alto potencial toxico que sementes desse género apresentam (OLIVEIRA
et al., 1999; DE SA et al., 2018). Entretanto, dentro desse género pouco se estudou
sobre outras espécies, como por exemplo, a Canavalia rosea, sendo desconhecida a

toxicidade que essas sementes apresentam para bruquideos.
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1.4 Canavaliarosea

Representante da familia Fabacae, a Canavalia rosea (Sw.) DC. é uma videira
perene, cujo nome do género refere-se a uma derivagao latinizada de ‘Kanaval’, que
significa ‘escalador da floresta’ e ‘erva de escalada’ (AUSTIN, 2004). Ja seu nome
especifico, refere-se ao latim ‘roseaus’, que significa ‘rosado’, em referéncia a
coloracdo de suas flores (MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014).
Apresenta variados sindénimos heterotipicos como Canavalia maritima (Aubl.)
Thouars, Canavalia obtusifolia (Lam.), Canavalia apiculata (Piper), Canavalia
arenicola (Piper), Dolichos littoralis (Vell.), Dolichos maritimus (Aubl.), Dolichos
emarginatus (Jacq.) e Dolichos roseus (Sw.). Dentre as nomenclaturas vernaculares,
em inglés pode ser citada como ‘beach bean’, ‘baybean’ e ‘seaside’; no Brasil é
conhecida como ‘feijao de praia’; na Costa Rica e no México como ‘frijol-de-la-playa’,
dentre tantos outros. (VANTAPARAST, 2010; MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ;
LITHGOW, 2014; BFG, 2015; SNAK, 2020).

A Canavalia rosea é conhecida por fazer parte do grupo de “plantas
pantropicais derivadas do mar” (TAKAYAMA et al. 2008). Dentre os habitats tipicos
desta espécie, podem-se citar as praias, o litoral acima da maré alta e as dunas frontais
ou foredunas. Pode ocorrer ocasionalmente perto de lagoas costeiras ou, ainda, em
estradas. E frequentemente encontrada associada a outro tipo de videira pantropical,
a Ipomoea pes-caprae (MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014). A C.
rosea é considerada uma colonizadora extremamente bem-sucedida, sendo uma das
plantas costeiras mais comuns e difundidas, ocorrendo em &reas de litorais dos cinco
continentes e também em muitas ilhas (TAKAYAMA et al.,, 2008; MENDOZA-
GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014; MOHAJER et al., 2017). No Brasil, é
encontrada em cidades litoraneas das regides Norte, Nordeste, Sul e Sudeste e em
ilhas oceéanicas, como Fernando de Noronha e Trindade. Aparece nos dominios
fitogeograficos da Amazonia e Mata Atlantica (BFG, 2015; SNAK, 2020).

Acredita-se que a C. rosea se tornou uma pioneira pantropical em decorréncia
da dispersédo em longas distancias de suas sementes que, ao atingirem a maturacgao,
sédo arremessadas com intensidade para fora de suas vagens e, em contato com a
areia na costa, alcancam as correntes oceanicas (VATANPARAST et al.,, 2011).

Devido ao seu baixo peso, a presenca de espacos contendo ar em seu
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interior e a capacidade de permanecer impermeavel na agua durante anos, sao
capazes de flutuar pelos oceanos, percorrendo longas distancias geograficas (THIEL,;
GUTOW, 2005). Germinam ao atingirem as margens litoraneas, iniciando um novo
processo de colonizagdo. Possuem, ainda, adaptacdes Unicas para o ambiente que
colonizam, como a capacidade de tolerar a alta salinidade do solo e da agua e o enterro
na areia (MATOS et al., 2004; GALLEGO-FERNANDEZ; MARTINEZ, 2011). S&o
capazes também de crescer e se desenvolver em locais com baixo teor de matéria
organica e de nutrientes e em altas temperaturas (MENDOZA-GONZALEZ;
MARTINEZ; LITHGOW, 2014).

Canavalia rosea desempenha um importante papel na geomorfologia das
praias e dunas frontais, sendo considerada parte de um conjunto funcional de plantas
costeiras tropicais. Por atuar como colonizadora de areia, cobre grandes areas e seu
rapido crescimento permite, inclusive, a cobertura de dunas moveis. Sua densa
cobertura reduz o impacto direto do vento e das ondas na areia, além de amenizar o
impacto das tempestades; suas raizes ligam os substratos impedindo que a areia se
desloque. Formam, entdo, um tapete continuo que estabiliza o substrato arenoso em
gue esta planta cresce, sendo extremamente importante para o controle da erosao
costeira (SEENA; SRIDHAR, 2006; MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW,
2014). Possui importancia econdmica diversificada, sendo utilizada em processos de
paisagismo, em jardins a beira-mar, pela sua capacidade de crescer rapidamente e
de conservar dunas de areia, formando jardins densos e esteticamente atraentes.
(D’CUNHA; SRIDHAR, 2011). Devido ao seu alto teor de proteinas nas folhas, flores
e sementes, a C. rosea é utilizada como adubo verde na india e na alimentacéo de
gados na Africa e no Sudeste Asiatico (MATOS et al., 2004).

Alegam-se a C. rosea diversas propriedades medicinais (medicina popular),
sendo utilizada no tratamento de tuberculose, de intoxicagdo por peixes, dores,
reumatismo e hanseniase. Atua ainda no tratamento de queimaduras, no estanque de
sangramentos e no combate de infeccdes causadas por algumas bactérias gram-
positivas. Verificou-se ainda que C. rosea € considerada citotoxica para virus,
bactérias, fungos, células de céancer cervical e hepatico, podendo ainda atuar no
tratamento para diminuir os niveis de acglcar no sangue (MENDOZA-GONZALEZ;
MARTINEZ; LITHGOW, 2014).

Suas sementes fornecem uma fonte alternativa de nutricdo por possuirem

elevados niveis de proteinas, aminoacidos essenciais e baixos niveis de fatores
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antinutricionais. Em analise bioquimica, verificou-se que o0s valores proteicos e
energéticos de suas sementes sdo superiores aos valores apresentados por culturas
de grdos comumente utilizados na alimentacdo. Os valores de carboidratos e &cidos
graxos encontrados foram superiores com relacdo aos da soja. Os valores de
aminoacidos essenciais como fenilalanina e lisina encontrados na analise mostraram-
se superiores aos padrdes de referéncia da Organizacdo das Nac¢Oes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e da Organizacado Mundial da Saude (OMS) (SEENA,;
SRIDHAR; RAMESH, 2005).

Ha relato da utilizacdo de sementes de Canavalia rosea na alimentacdo desde
1771, sendo consumidas por povos indigenas na Australia, Africa e Sudeste Asiatico.
As vagens e sementes jovens sdo comestiveis; as maduras necessitam ser
embebidas para retirada de toxinas, descascadas, cozidas ou assadas. Podem ser,
ainda, torradas e moidas, sendo seu po utilizado como substituto do café (SEENA;
SRIDHAR, 2006; MENDOZA-GONZALEZ; MARTINEZ; LITHGOW, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade de tegumentos e cotilédones de sementes de Canavalia

rosea sobre o desenvolvimento do inseto Callosobruchus maculatus.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os parametros de oviposicdo, eclosao larval, desenvolvimento larval e

emergéncia de adultos de C. maculatus infestando sementes naturais de C. rosea;

Avaliar o desenvolvimento embrionério do inseto C. maculatus sobre tegumentos de

sementes naturais de C. rosea;

Avaliar os efeitos de tegumentos artificiais e naturais de C. rosea sobre o

desenvolvimento de C. maculatus;

Isolar fragBes proteicas de cotilédones de C. rosea e avaliar a toxicidade sobre o

desenvolvimento do inseto;

Avaliar as alteracBes nos padrbes bioquimicos e no processo digestivo das larvas
alimentadas com as farinhas e fracdes proteicas de C. rosea.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Sementes

As sementes de Vignha unguiculata (cv. fradinho) foram obtidas comercialmente
na cidade de Campos dos Goytacazes, RJ.

As sementes de Canavalia rosea foram coletadas no litoral da Praia de
Manguinhos, S&o Francisco do Itabapoana, RJ.

Todas as sementes foram acondicionadas em frascos de vidro, fechados e

mantidos a temperatura de -70 °C.

3.2 Insetos

Os insetos Callosobruchus maculatus foram obtidos através de uma coldnia
mantida no insetario do Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e Peptideos
localizado no Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF). Para a manutencdo da col6nia, sementes
hospedeiras de Vigna unguiculata (cv. fradinho) foram infestadas por 24 h com fémeas
de 48 horas apds a emergéncia (HAE). As sementes infestadas foram armazenadas
em frascos de vidro vedados com tampas perfuradas, mantidos no escuro a
temperatura de 28 °C e umidade relativa entre 60-80% em estufas incubadoras B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand). A cada novo ciclo de vida do inseto (periodo entre 25
e 30 dias), os insetos adultos emergidos foram utilizados para infestacdo de novas

sementes e para a infestacao dos experimentos.

3.3 Caracterizagcdo morfolégica das sementes

Para verificagdo da espessura dos tegumentos das sementes de C. rosea eV.
unguiculata, 10 sementes de cada espécie foram descascadas e 20 fragmentos de
tegumentos foram reservados de forma aleatéria para as medicdes. Os pedacos de
tecido foram submetidos a analise da espessura utilizando um micrometro digital
eletrénico Marathon com faixa de deteccédo entre 0-25 mm, conforme metodologia

descrita por Cruz et al. (2016).
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3.4 Infestacdo das sementes

Sementes naturais de C. rosea foram infestadas com fémeas de C. maculatus
(com 48 h de idade), na proporcéo de 3 fémeas por semente, durante 24 h, a 28 °Ce
umidade relativa entre 60-80% em estufas do tipo B.O.D. Ap6s o periodo de
infestacdo, as fémeas de C. maculatus foram descartadas e os ovos postos foram
contabilizados com o auxilio de um estereoscopio. A ecloséo larval foi monitorada pelo
periodo maximo de 7 DAO (dias ap0s a oviposi¢cao) e o desenvolvimento larval foi
monitorado pelo periodo maximo de 16 DAO. A emergéncia de insetos adultos foi
monitorada durante o periodo de 25 a 40 DAO.

O efeito da toxicidade foi definido através do comparativo dos parametros de
desenvolvimento do inseto infestando a semente hospedeira de V. unguiculata (cv.

fradinho) e as sementes de C. rosea.

3.5 Anélise morfol6gica do desenvolvimento embrionario de Callosobruchus

maculatus

A andlise morfologica do desenvolvimento embrionario de C. maculatus em
sementes de naturais de C. rosea foi realizada através da marcacdo dos embrides
com DAPI, de acordo com metodologia descrita por De Sa et al. (2014).

Aproximadamente 400 g de sementes de V. unguiculata e C. rosea foram
infestadas com fémeas de 48 h de idade durante o periodo de 4 h, em estufa
incubadora B.O.D. a 28 °C.

Nos tempos de 24, 48, 60 e 72 HAO (horas apGs a oviposicdo) retirou-se
aproximadamente 100 g de sementes de V. unguiculata e C. rosea dispondo-as em
frascos de vidro contendo 100 mL de cloro comercial (hipoclorito de sédio 4,3-5%). O
frasco foi agitado suavemente por 30 s para facilitar o descolamento dos ovos da
superficie dos tegumentos. Os ovos foram recuperados utilizando-se uma peneira
Falcon® Cell Strainer de 70 um. O procedimento foi repetido por 3 vezes. Os ovos
presentes na peneira foram recuperados e colocados em uma solucao fixadora
contendo 3,8 mL de tampéo PBST (fosfato de sodio 0,15 M, Tween 20 0,05%, pH 7,6),
1,2 mL de formaldeido 37% e 5 mL de heptano. A mistura foi agitada em uma

plataforma rotatéria com velocidade de 220 rpm durante o periodo de 1 h. Apés a
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agitacdo, a solucdo descansou por 5 min, formando duas diferentes fases. A fase
inferior foi retirada com o auxilio de uma pipeta e a ela foi adicionado um volume de 8
mL de metanol resfriado a - 70 °C. A mistura foi agitada manualmente de forma
vigorosa por 40 segundos. Apés a formacdo de duas fases mediante repouso de 5
min, os ovos foram retirados, dispostos em microtubos de 1,5 mL, e lavados com 300
pUL de metanol por trés vezes seguidas. Os microtubos foram imersos em nitrogénio
liguido por 10 s, seguido de vigorosa agitacdo manual por 10 s. O procedimento foi
repetido duas vezes para possibilitar a remocéo da casca do ovo dos embrides
fixados.

Os embrides foram reidratados pela substituicdo gradual do volume de metanol
pelo tampao PBST (250, 500 e 750 pL). Os ovos foram lavados mais trés vezes com
1000 pL de tampé&o PBST.

Uma solucdo de DAPI (40,6-diamidino-2-fenilindol) foi preparada utilizando-se
5 mg/mL em PBST. Uma aliquota de 15 pL foi adicionada aos embrides e 0s
microtubos foram agitados levemente por 15 min em uma plataforma rotatdria para
possibilitar a marcacgéo, seguido de descanso em banho de gelo por 15 min. Os
embrides corados foram lavados trés vezes seguidas com 1000 pL de tampao PBST.
Apos a lavagem, retirou-se 500 pL de PBST e adicionou-se 500 pL de glicerol para o
preparo das laminas para analise dos embrides em microscopia de fluorescéncia

(comprimento de onda do filtro de excitagdo de 405 nm).

3.6 Extracdo proteica dos cotilédones de Canavalia rosea

Sementes de C. rosea foram descascadas, os cotilédones foram macerados
com auxilio de gral e pistilo, até a obtengdo de uma fina farinha. As proteinas da
farinha dos cotilédones foram extraidas na proporcao de 1:10 em tampao PBS (fosfato
de sodio 0,1 M, cloreto de sodio 0,5 M, pH 7,6) por 1 h a4 °C, sob agitacdo. O extrato
foi centrifugado a 10.000 x g a 4 °C por 20 minutos, o sobrenadante foi filtrado e
submetido a precipitacdo, com saturacdo de 0-70% com sulfato de amoénio. Apos
repouso overnight a 4 °C, o extrato foi centrifugado por 20 min a 10.000xga4 °C. O
precipitado foi dissolvido em PBS, dialisado contra agua destilada por 72 h e liofilizado,
dando origem a fracdo denominada FO-70%, que foi armazenada a temperatura de -

20 °C e utilizada em experimentos posteriores. O sobrenadante foi submetido
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a precipitacdo com sulfato de amoénio, com saturacdo de 70-90% e apOs repouso
overnight a 4 °C, o extrato foi centrifugado novamente por 20 min a 10.000 x g com
temperatura de 4 °C. O precipitado foi dissolvido em PBS, dialisado contra agua
destilada por 72 h e liofilizado, dando origem a fragdo denominada F70-90% que foi

armazenada a temperatura de -20 °C e utilizada em experimentos posteriores.

3.7 Isolamento das fracdes proteicas dos cotilédones de Canavaliarosea

3.7.1 Preparo da quitina para cromatografia de afinidade

A quitina utilizada para cromatografia de afinidade foi tratada segundo método
descrito por Hackman e Goldberg (1964). Misturou-se 50 g de quitina (Sigma) a 1000
mL de acido cloridrico (HCI) 0,1 M, durante 24 h sob agitagbes manuais ocasionais a
4 °C. A mistura foi centrifugada a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 500 mL de hidroxido de sédio (NaOH)
0,1 M e aquecido a 100 °C pelo periodo de 16 h utilizando-se um agitador magnético
com aquecimento. Repetiu-se o procedimento mais duas vezes. A mistura foi
centrifugada a 7000 rpm durante 10 min a 4 °C. Descartou-se 0 sobrenadante e o
precipitado foi acidificado com HCI 0,2 M e submetido a didlise contra 4gua destilada
durante 48 h com 3 trocas de agua diarias e centrifugado a 7000 rpm durante 10 min
a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (quitina) foi submetido a
secagem por evaporacao a temperatura ambiente, sendo utilizado posteriormente

como matriz na montagem da coluna de afinidade a quitina.

3.7.2 Isolamento de proteinas por cromatografia de afinidade a quitina

Para obtencdo da fracdo de proteinas que possuam afinidade a quitina, foi
realizada uma cromatografia de afinidade a quitina conforme metodologia descrita por
Uchoa et al. (2009). A solucdo de proteinas da fracdo F70-90% foi preparada
utilizando-se 30 mg da fragdo em 15 mL de acetato de sédio (pH 6,0) e incubada com
a resina (quitina acetilada) durante 30 minutos a 4 °C. A mistura foicolocada em uma
coluna de cromatografia (2 x 30 cm). O empacotamento da coluna foi feito atraves da
bomba de presséo, com fluxo de 1,20 mL/min e a eluicdo da fracdo néo retida em

quitina foi feita com lavagem com tampéao acetato de sédio (0,1 M, pH 6,0) até que o
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eluido atingisse absorbancia (280 nm) proxima de zero. A fracdo retida em quitina foi
eluida com acido acético (0,1 M) e coletada em tubos de ensaio em volumes de
5mL/tubo. As leituras da absorbancia foram realizadas no espectrofotdmetro
Belphotonics a 280 nm. A fracéo retida em quitina (RET QUIT) foi dialisada contra
agua destilada por 72 h, liofilizada, armazenada a -20 ° C e utilizada em experimentos

posteriores.

3.7.3. Isolamento de proteinas por cromatografia de troca ibnica

As proteinas da fracdo FO-70% foram separadas por cromatografia de troca
ibnica DEAE-celulose (matriz anidnica de dietilaminoetil). Para a montagem da coluna,
20 g da resina foi inchada com agua destilada, submetida a mudancas constantes de
agua, durante 24 h. A resina foi montada em uma coluna cromatografica de vidro (3 x
28 cm) e ativada com lavagens sequenciais com 50 mL de cada uma das soluc¢des:
NaOH (0,1 M), 4gua destilada, HCI (0,1 M) e agua destilada. ApdOs ativacao a resina
foi equilibrada com 50 mL de tamp&o Tris HCI (0,21M pH 8,0). A cromatografia foi
submetida a um fluxo de 1,3 mL/min em todas as etapas de montagem, ativacéo e
fracionamento das proteinas.

A fracdo F0-70% (50 mg) foi diluida em 10 mL de tampéo Tris HCI 0,1 M, pH
8,0 e aplicada na cromatografia. A fracdo nao retida (N RET DEAE) foi eluida com
tampao Tris HCI (0,1 M, pH 8,0) e as fracBes retidas foram eluidas com solucdes de
NaCl 0,1 M, 0,3 M, 0,7 M e 1,0 M, sequencialmente, até que os eluidos atingissem
absorbancia proxima de zero. As fracdes foram coletadas em tubos de ensaio, na
proporcdo de 2,6 mL/tubo. As leituras de absorbancia foram realizadas no
espectrofotometro Belphotonics a 280 nm. As fragbes ndo retida e retida foram
dialisadas contra agua destilada por 72 h, liofilizadas, armazenadas a -20 °C e

utilizadas em experimentos posteriores.

3.8 Visualizacao do perfil proteico das amostras atraves de Eletroforose em Gel
de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil proteico das diferentes fragcoes foi visualizado por eletroforese em gel
de poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de sodio (SDS) conforme metodologia

descrita por (LAEMMLI, 1970). O gel de corrida foi preparado utilizando-se agua
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destilada, acrilamida mix 30%, Tris (10 M, pH 6,8), SDS 10%, persulfato de amonio
(APS) 10% e tetrametiletilenodiamina (TEMED) . A solucéo foi aplicada ao sistema de
eletroforese BioRad, utilizando-se placas de vidro de 1,0 mm de espessura e se
manteve em repouso até polimerizagcdo completa. O gel de empacotamento foi
preparado utilizando-se agua destilada, acrilamida mix 30%, Tris (10 M, pH 6,8), SDS
10%, persulfato de amoénio (APS) 10% e tetrametiletiienodiamina (TEMED) e aplicado
nas placas de vidro sobre o gel de corrida. Para modelagem dos pocgos, utilizou-se
pentes moldes de 1,0 mm, e, apos polimerizacdo do gel de empacotamento, a placa
contendo os géis foi colocada dentro da cuba do sistema eletroforese.

Para cada fracao diluiu-se 1 mg de amostra em 100 uL de tampé&o (Tris HCI 0,1
M, pH 8,0). Uma aliquota de 7 uL da solucao preparada foi diluida em 13 pL de tampéo
de amostra (Tris HCI 0,5 M, glicerol, SDS 10%, azul de bromofenol 1%, pH 6,8). Um
padrdo de peso molecular (Thermo) foi usado como marcador.

A eletroforese ocorreu a temperatura ambiente, em tampao de corrida Tris-
Glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%, pH 8,3) por um periodo de
aproximadamente 3 h, com uma voltagem de 60 V para a corrida no gel de
empacotamento e 100 V no gel de separacéo. Apds corrida, o gel foi lavado com agua
destilada e corado com solucdo corante azul de Coomassie (0,9 g de azul Brilhante
de Coomassie R, 320 mL de metanol e 80 mL de acido acético) por 12 h. Descorou-
se 0 gel por mais 12 h em uma solucdo descorante (40 % de metanol e 10 % de acido
acético). Apos descorar, o gel foi lavado com agua destilada e fotografado através de

um fotodocumentador.

3.9 Sistema de sementes artificiais

Sementes artificiais foram preparadas para testar a toxicidade para C.
maculatus dos tegumentos integros, das farinhas dos tegumentos e cotilédones e das

fracOes proteicas isoladas dos cotilédones de C. rosea.

3.9.1 Sementes artificiais contendo tegumentos integros de C. rosea

Sementes artificiais contendo tegumentos naturais de C. rosea foram

confeccionadas segundo metodologia de De Sa et al. (2014). Os cotilédones artificiais
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foram confeccionados utilizando 400 mg de farinha de cotilédones de V. unguiculata.
O pedaco de tegumento natural foi colocado na parte inferior de um molde cilindrico
(2,7 x 1,3 cm), sendo recoberto pelos 400 mg da farinha. A semente foi prensada
utilizando-se uma prensa manual de botdo. Como controle foram utilizadas sementes
artificiais confeccionadas exclusivamente com farinha de cotilédones de V.
unguiculata. As partes das sementes que ndo continham tegumento foram envoltas
com microfilme e as sementes foram infestadas por 24 h, com fémeas de 48h de idade.
Apos o periodo de oviposicdo os ovos foram contados e 0 excesso retirado deixando-
se apenas 3 ovos/semente, todos sobre o tegumento. Os experimentos foram
incubados a 28 °C, umidade relativa entre 60-80% em estufa do tipo B.O.D. A ecloséo
larval foi monitorada pelo periodo maximo de 7 DAO. No 20° DAO as sementes foram
abertas e as larvas existentes foram retiradas para verificacdo do peso larval e da
sobrevivéncia. As larvas coletadas foram acondicionadas a -70 °C e utilizadas para

analises posteriores.

3.9.2 Sementes artificiais contendo tegumentos artificiais de C. rosea

Para avaliar a toxicidade da farinha do tegumento, foram confeccionadas
sementes artificiais contendo tegumentos artificiais com diferentes concentracdes da
farinha de tegumentos de C. rosea (1%, 5%, 10%, 25%, 50% e 100%) misturadas a
farinha de cotilédones de V. unguiculata (DE SA et al., 2014). A mistura de farinhas,
para a composicdo dos tegumentos artificiais, foi homogeneizada com o auxilio de um
vortex e colocada na parte inferior de um molde cilindrico (2,7 x 1,3 cm). Foramfeitos
tegumentos artificiais com massas finais de 20, 40 e 60 mg da mistura de farinhas,
para se obter tegumentos com espessuras diferentes. A mistura das farinhas foi
colocada na parte inferior de um molde cilindrico (2,7 x 1,3 cm), sendo recoberta por
400 mg de farinha de cotilédones de V. unguiculata. As diferentes sementes (com
tegumentos com espessuras diferentes) foram confeccionadas com massas totais de
420, 440 e 460 mg. A semente foi prensada utilizando-se uma prensa manual. Para o
controle foram utilizadas sementes artificiais contendo exclusivamente farinha de
cotiléedones de V. unguiculata com massas 420, 440 ou 460 mg. Todos os demais
procedimentos de infestacdo e acompanhamento do desenvolvimento foram

executados conforme descrito no item 3.9.1.
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3.9.3 Sementes artificiais sem tegumentos

Sementes artificiais foram confeccionadas de acordo com Macedo et al. (1993),
utilizando-se diferentes concentra¢cfes da farinha de cotilédones de C. rosea (1%, 2%,
10%, 20% e 40%) ou 1% das fracBes proteicas misturadas a farinha de cotilédones
de V. unguiculata, totalizando 400 mg. As farinhas e fracdes foram homogeneizadas,
prensadas e infestadas de acordo com o item 3.9.1. Apos infestacdo os ovos foram
contados, retirou-se o excesso, deixando 3 ovos por semente, localizados em
gualquer parte da semente. O desenvolvimento do inseto foi acompanhado conforme
descrito no item 3.9.1.

3.10 Quantificacéo de glicose, proteinas, triacilglicerois e colesterol nas larvas

As larvas retiradas de experimentos de sementes artificiais com 16 e 20 DAO
foram maceradas e extraidas em solugdo salina (NaCl 0,15 M), na proporcao de 50 pl
de solucao por larva. Durante 30 min, o material foi submetido a agitacédo constante a
temperatura de 4 °C. Apdés agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g
durante 5 min a4 °C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado -20 °C para posterior
experimento de determinacdo de glicose, proteinas e atividade das enzimas. O
precipitado obtido através da centrifugacdo foi utilizado para determinacdo de
triacilglicerois e colesterol. Adicionou-se ao precipitado um volume de 12,5 uL de
Tween 20 0,1% por larva, mantendo agitacdo constante pelo periodo de 30 min a 4
°C. O material obtido foi centrifugado a 10.000 x g por 5 min a 4 °C. Para todos os
ensaios utilizando-se kits, seguiram-se as instrucdes de uso informadas pelos

fabricantes.

3.10.1 Determinacéao de glicose

Utilizou-se o kit Glicose Monoreagente do fabricante Bioclin para verificacao da
concentragdo de glicose presente nas larvas. O kit € composto por um reagente
enzimatico (reagente N° 1), composto por: ampao < 36 mmol/L, Fenol < 20 mmol/L,
4- aminoantipirina < 5 mmol/L, Glicose Oxidase > 10.000 U/L, Peroxidase > 700 U/L,

estabilizante, surfactante e conservante; e por um reagente padrao (reagente N° 2)
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composto por: Glicose (100,0 mg/dL) e conservante. Os procedimentos seguiram as
instrucdes indicadas pelo fabricante.

O ensaio foi realizado em microtubos de 1,5 mL, utilizando-se 2 ul do extrato
das larvas (extraido em solucéo salina) adicionados a 200 pl do reagente enzimatico.
O Branco foi preparado utilizando-se 2 ul de solucao salina (NaCl 0,15 M) adicionados
a 200 pl do reagente enziméatico. O padrdo do kit foi preparado utilizando-se 2 ul do
reagente padrédo adicionados a 200 pl do reagente enzimatico e foi utilizado para o
calculo de determinagéo de glicose. O ensaio foi incubado por 10 min em banho- maria
a 37 °C. Em seguida, 200 pl da amostra foram transferidos para uma microplaca de 96
pocos e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 492 nm. O ensaio foi
realizado em triplicata e os célculos foram realizados de acordo com as instrucdes

indicadas pelo kit do ensaio.

3.10.2 Determinacao de proteinas totais

Os valores de proteinas totais foram determinados utilizando-se o método do
acido bicinconinico BCA (Sigma Aldrich), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
curva padrao de albumina sérica bovina (BSA) para o célculo da quantidade de
proteinas totais presentes nas amostras foi preparada a partir de uma solu¢do na
propor¢cdo de 1 mg para 1 mL de agua destilada. A curva foi determinada utilizando-
se quantidades crescentes (2, 4, 6, 8 e 10 uL) do estoque de BSA adicionados a 200
uL da solucédo de BCA e agua destilada até que se completasse o volume final de 210
uL. Para o preparo das amostras, adicionou-se 1 pL dos extratos das larvas (extraido
em solucdo salina) a 10 pL de agua destilada e 200 pL da solucdo de BCA em pocos
de microplacas de 96 pocos.

O ensaio foi incubado durante 30 min em estufa a 37° C. A leitura foi feitaem
comprimento de onda de 540 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e os
céalculos de quantidade de proteinas totais foram feitos de acordo com os dados da

curva padréao.
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3.10.3 Determinacéao de triacilglicerol

Utilizou-se o kit Triglicérides Monoreagente do fabricante Bioclin para
determinacao da concentracao de triacilglicerois nas larvas. O kit € composto por dois
reagentes: Reagente N° 1 (Reagente enzimatico) composto por tampao, 4-clorofenol
< 5mmol/L, Lipase Lipoprotéica < 5000 U/L, Glicerol Kinase < 3000 U/L, Peroxidase <
5000 U/L, Glicerol-3-Fosfato Oxidase < 5000 U/L, 4-aminoantipirina < 1 mmol/L, ATP
< 5 mmol/L, ativador, estabilizante, surfactante e conservante e Reagente N° 2
(Padréao) composto por Triglicérides (100,0 mg/dL) e diluente.

O ensaio foi realizado em microtubos de 1,5 mL, adicionando-se 1 pyL de
extrato (extraido do precipitado em Tween 20 0,1%) a 1 puL de Tween 20 0,1% e 200
ML do Reagente 1. Para o preparo do Branco, utilizou-se 2 pL de Tween 20 0,1%
adicionados a 200 pL do reagente enzimatico. Para o preparo do padréo adicionou-se
2 UL do reagente padréao a 200 pL do reagente enzimatico. O padrao foi utilizado para
o céalculo de determinacao de triacilglicerois.

O ensaio foi incubado no tempo de 10 min em banho-maria a 37 °C. Apos
incubagao, 200 pL da amostra foram transferidos para uma microplaca de Elisa de 96
pocos e a leitura foi feita em comprimento de onda de 500 nm. O ensaio foi feito em
triplicata e os célculos foram realizados de acordo com método indicado pelo kit

utilizado.

3.10.4 Determinacéao de colesterol

Utilizou-se o kit Colesterol Monoreagente do fabricante Bioclin para
determinacao de colesterol nas larvas. O kit € composto por dois reagentes: Reagente
N° 1 (reagente enzimatico) composto por tampao (pH 7,0) 75 mmol/L, Fenol 4,5
mmol/L, 4-aminoantipirina 0,3 mmol/L, Colesterol Oxidase > 200 U/L, Lipoproteina
Lipase > 700 U/L, Peroxidase > 300 U/L, Azida Sodica 14,6 mmol/L, estabilizantes e
surfactantes e Reagente N° 2 (Padrédo) composto por Colesterol 200,0 mg/dL,
estabilizantes e surfactantes.

Os ensaios foram realizados em microtubos de 1,5 mL, adicionando-se 2 pL
de extrato (extraido do precipitado em Tween 20 0,1%) a 200 pL do reagente
enziméatico. Para preparo do branco utilizou-se 2 pL Tween 20 0,1% adicionados a
200 pL do reagente enzimatico. O padréo do kit foi preparado adicionando-se 2 uL do
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Reagente N° 2 a 200 puL do Reagente N° 1. O padrao foi utilizado para calculo de
determinacao de colesterol. O ensaio foi incubado por 10 min em banho-maria a 37
°C. ApoOs periodo de incubacdo, 200 pL da amostra foram transferidos para uma
microplaca de 96 pocos e a leitura foi feita em comprimento de onda de 500 nm. O
ensaio foi realizado em triplicata e os calculos foram realizados de acordo com as

instrucdes indicadas pelo kit do ensaio.

3.11 Quantificacdo da atividade de enzimas digestivas das larvas

3.11.1 Determinacao da atividade de lipases

Utilizou-se o kit Lipase Monoreagente do fabricante Bioclin para determinagéo
da atividade de lipases nas larvas. O kit € composto por cinco diferentes reagentes:
Reagente N° 1 (Tampado) composto por Tris (hidroximetilamino metano) pH 8,5;
Reagente N° 2 (Inibidor Enzimatico), composto por fenilmetil sulfonil fluoreto e
solubilizante; Reagente N° 3 (Reagente de Cor), composto por &cido
ditionitrobenzoico (DTNB), acetato de sodio e estabilizador; Reagente N° 4 (substrato)
composto por tiobutirato ditiopropanol e surfactante; e Reagente N°5 constituido de
acetona P.A.

O ensaio foi realizado em microtubos de 1,5 mL, adicionando-se 5 pL do
extrato de larvas (obtido através da extracdo em solugéo salina) a 100 ul do Reagente
N° 1, 5 uL do Reagente N° 2 e 10 pL do Reagente N° 3. O Branco foi preparado
utilizando-se 5 pl de NaCl 0,15 M adicionados a 100 puL do Reagente N° 1, 5 uL do
Reagente N° 2 e 10 pL do Reagente N° 3. O controle foi preparado utilizando-se 5 pL
do extrato larval adicionados a 100 puL do Reagente N° 1 e 10 pL do Reagente N° 3,
sendo utilizado para o célculo de determinacgéo de lipase. Incubou-se o ensaio por 2
minutos em banho maria a 37 °C. Apos incubacao, adicionou-se 10 pL do Reagente
N° 4 nos microtubos e 10 uL de salina no tubo referente ao controle. O material foi
incubado em banho-maria a 37 °C durante 30 min. Apds incubacéo, adicionou-se a
todos os tubos o volume 200 pL do Reagente N° 5 e, apos adi¢do, o material foi
submetido a repouso durante 3 min e centrifugado a 3500 x g por 5 min a 4 °C. Apés
centrifugagéo, 200 pL do sobrenadante foram transferidos para uma microplaca de 96

pocos e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 405 nm. O
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ensaio foi realizado em triplicata e os calculos foram realizados de acordo com as

instrucdes indicadas pelo kit do ensaio.

3.11.2 Determinacao da atividade de a-amilase

Utilizou-se o kit Amilase Monoreagente do fabricante Bioclin para determinacao
da atividade de a-amilase nas larvas. O kit € composto por dois reagentes: Reagente
N° 1 (Substrato) composto por amido 0,4 g/L, tampéao fosfato (pH 7,0) 200 mmol/L,
estabilizante e conservante e Reagente N° 2 (Reagente de Cor) que refere-se a uma
solucéo estoque de lodo (50 mmol/L e estabilizante). O Reagente N° 2 foi utilizado no
preparo do reagente de trabalho (5 mL do Reagente N° 2 adicionados a 45 mL de
agua destilada).

Para o ensaio adicionou-se 100 pL do Reagente N° 1 em todos os tubos a
serem utilizados. Os tubos foram submetidos a banho-maria (37 °C) por 2 min. Apos
esse periodo, adicionou-se 2 pL do extrato larval (extraido em solucdo salina) nos
tubos referentes as amostras e 2 L de solucéo salina (NaCl 0,15 M) no tubo referente
a amostra padrdo. Os tubos foram submetidos a banho-maria a 37 °C por 7,5 min e,
em seguida, 100 pyL do reagente de trabalho preparados anteriormente foram
adicionados a 800 pL de agua destilada. Uma aliquota de 100 uL foi transferida para
uma microplaca de 96 pogos e a leitura foi realizada utilizando-se comprimento de
onda de 630 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os calculos foram realizados de

acordo com as instru¢des indicadas pelo kit do ensaio.

3.11.3 Determinacao da atividade de proteases cisteinicas

Para verificacdo da atividade de proteases cisteinicas nas larvas, realizou-se
ensaio enzimatico segundo metodologia descrita por Michaud et al. (1994). Utilizou-
Se azocaseina como substrato para a enzima, preparada na concentracdo de 1% em
tampao citrato-fosfato (citrato de sédio 100 mM, fosfato de s6dio monobasico 100 mM,
Triton X-100 0,1%, DTT 1,5 mM, pH 5,6). O célculo de atividade enziméatica foi
realizado utilizando-se uma curva padréo de papaina, na propor¢ao de 1 mg para 2
mL de tampao citrato-fosfato. A curva foi feita em quantidades crescentes (1, 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22 pL ) de papaina adicionadas a 80 pL da solucao
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de azocaseina + tampao citrato-fosfato até que se completasse 120 uL de volume
final. Adicionaram-se 10 pL dos extratos das larvas (extraido em solucdo salina) a 30
pL de tampé&o citrato-fosfato e 80 pL de azocaseina em tubos de ensaio. A incubagéo
do ensaio foi realizada por 1 h em banho-maria a 37° C. Apds o periodo de incubacéo,
foram adicionados 300 uL de acido tricloroacético (TCA) 10% para possibilitar a pausa
da reacdo. As amostras foram submetidas a centrifugacdo por 5 min a 10.000 x g e
350 pL do sobrenadante foram transferidos para microtubos, adicionando-se 300 pL
de NaOH 1 M. Uma aliquota de 300 pL foi transferida para uma microplaca de 96
pocos e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 440 nm. O ensaio foi
realizado em triplicata e os calculos de atividade de protease cisteinica foram feitos
utilizando-se como parametro os valores de absorbancia da curva padréo.

A atividade de proteases cisteinicas também foi avaliada em larvas de 12, 16
e 21 DAO desenvolvidas nas sementes naturais de V. unguiculata (larvas retiradas

das sementes da colonia).

3.12 Analises estatisticas de dados

Os experimentos foram realizados com no minimo duas repeticdes
independentes. Todos os dados apresentados referem-se a média e ao desvio padréo
calculados utilizando-se os dados de todas as repeti¢des. Utilizou-se o programa
Graph-Pad Prism 5.0 para o célculo da média e desvio e tratamento estatisticos. A
analise de variancia (ANOVA) foi realizada através do teste Tukey ou teste T e as
diferengas significativas foram determinadas para P < 0.05. Médias com diferencas
estatisticas significativas em relacdo ao controle ou a diferentes tratamentos estédo

indicadas nos graficos.
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4 - RESULTADOS

41 Andlise da influéncia de sementes naturais de C. rosea sobre o

desenvolvimento de C. maculatus

A avaliagdo da toxicidade de sementes naturais de C. rosea para o inseto
mostra que houve aproximadamente 49% de inibicdo da oviposicdo sobre os
tegumentos de sementes de C. rosea (17,5 ovos/semente) quando comparado ao
namero de ovos contabilizados nos tegumentos das sementes controle (34,3
ovos/semente) (Figura 4).
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Figura 4: Interferéncia de semente natural de Canavalia rosea sobre a oviposicdo de fémeas de
Callosobruchus maculatus. Nimero de ovos colocados sobre as sementes naturais de V. unguiculata
ou C. rosea apls 24 h de infestacdo. Os valores representam a média de 3 experimentos
independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo controle, de
acordo com teste t de Student (p < 0,05).

A penetragdo larval foi avaliada nos primeiros 7 dias apos a oviposi¢do. Os
resultados mostram que houve 100% de inibicdo na penetracdo de larvas de C.
maculatus em tegumentos de sementes naturais de C. rosea, enquanto nas sementes
controle aproximadamente 95,3% das larvas conseguiram penetrar o tegumento
(Figura 5A).

Ao avaliar a sobrevivéncia das larvas sobre o tegumento de C. rosea, verificou-
se que 92% das larvas encontravam-se vivas em 7 DAO (Figura 6C-c). A taxa de

sobrevivéncia decresceu para 74% no tempo de 10 DAO, 56% no tempo de 13 DAO
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e 0% no tempo de 16 DAO (Figura 5B), onde todas as larvas encontradas neste
periodo encontravam-se mortas entre 0s ovos e 0s tegumentos das sementes (Figura
6C-d). Dada a inibicdo de 100% na penetracdo das sementes de C. rosea,

consequentemente ndo houve emergéncia de adultos (Figura 6A).
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Figura 5: Interferéncia de semente natural de Canavalia rosea sobre a penetracdo larval e
sobrevivéncia de Callosobruchus maculatus. A: Percentual de penetracdo de larvas de C.
maculatus em tegumentos de sementes naturais de V. unguiculata e C. rosea. B: Sobrevivéncia das
larvas de C. maculatus sobre o tegumento natural de C. rosea. Os valores representam a média de 3
experimentos independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo

controle, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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No 7° DAO, é possivel verificar a presenca de farinha e a auséncia da larva
dentro do ovo ovipositado sobre as sementes controle, indicativo de que a larva
penetrou completamente o tegumento (Figura 6B). Ao longo do mesmo periodo, em
sementes de C. rosea, apesar de ser possivel observar uma quantidade de farinha
dentro do ovo (resultado da escavacdo da larva), verifica-se a presenca da larva
dentro do ovo (Figura 6C), confirmando que a larva ndo conseguiu penetrar. A
sobrevivéncia de C. maculatus sobre sementes naturais de V. unguiculata foi avaliada
através da emergéncia de adultos (Figura 6A).
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Figura 6: Interferéncia de semente natural de Canavalia rosea sobre o desenvolvimento de
Callosobruchus maculatus. A: Percentual de emergéncia de adultos sobre sementes naturais de V.
unguiculata ou C. rosea. B: Ovo de C. maculatus sobre tegumento de V. unguiculata 7 DAO. C: Ovo de
C. maculatus extraido de tegumento natural de C. rosea em 7 DAO a: Ovo na visao dorsal. b: Ovo na
visdo ventral. Setas brancas indicam a presenca de larva dentro dos ovos. c: Larva retirada do ovo em
7 DAO. d: Larva retirada do ovo em 16 DAO. Barras brancas indicam escala de 0,1 mm. Os valores

representam a média de 3 experimentos independentes.
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4.2 Analise da influéncia do tegumento natural de C. rosea sobreo

desenvolvimento de C. maculatus.

Quando avaliada especificamente a influéncia dos tegumentos sobre o
desenvolvimento do inseto, observou-se uma diminuicdo de aproximadamente 49%
na oviposicao sobre as sementes artificiais contendo tegumentos naturais de C. rosea

(5,67 ovos/semente) quando comparado ao controle (9,33 ovos/semente) (Figura 7A).
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Figura 7: Interferéncia do tegumento natural de sementes de C. rosea sobre os parametros de
oviposicado e penetracédo larval de C. maculatus. A: NUmero de ovos postos em sementes artificiais
contendo tegumento integro de C. rosea e em seu respectivo controle. B: Percentual de penetracao
larval de C. maculatus em sementes atrtificiais (controle e teste) ao final de 7 DAO. Os valores
representam a média de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente

diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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A avaliacédo da penetracao larval ao longo de 7 DAO mostrou que houve 100%
de penetracdo das larvas nas sementes controle (Figura 7B), entretanto nenhuma
larva foi capaz de penetrar o tegumento de C. rosea (Figura 7B).

A sobrevivéncia das larvas foi monitorada com auxilio de um estereoscopio até
0 20° DAO. As sementes controle foram abertas no 20° DAO e as larvas foram
retiradas com auxilio de um bisturi. Os resultados indicam uma taxa aproximada de
92,44% de sobrevivéncia das larvas eclodidas no 7° DAO (Figura 8A). Até o 20° DAO,
nenhuma das larvas das sementes teste haviam eclodido, tendo sido observado 0%
de sobrevivéncia (Figura 8A). A sobrevivéncia das larvas foi monitorada com auxilio de
um estereoscopio até o 20° DAO. As sementes controle foram abertas no 20° DAO e
as larvas foram retiradas com auxilio de um bisturi. No 20° DAO, ao levantar-se 0 ovo
com o auxilio de uma agulha, foi possivel observar uma cavidade de
aproximadamente 0,1 mm de circunferéncia (Figura 8C-d), indicando que a larva
iniciou a escavacdo sobre o tegumento, mas ndo conseguiu atravessa-lo
completamente, ficando disposta entre o ovo e 0 tegumento escavado, ndo tendo
contato com o cotilédone artificial da semente, indicando que neste caso, a toxicidade
esta relacionada diretamente ao tegumento da
C. rosea. Ao se observarem 0s ovos com auxilio de um estereoscopio, verificou-se a
presenca de farinha dentro do ovo ovipositado sobre o controle (Figura 8B) e do ovo
ovipositado sobre o tegumento de C. rosea (Figura 8C a-b), indicando que as larvas
comecaram a escavar o tegumento, jogando farinha dentro do ovo. Ao se retirar o ovo

foi observado que a larva se encontrava entre o ovo e o tegumento.
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Figura 8: Andlise da interferéncia do tegumento de C. rosea sobre os parametros de
desenvolvimento e sobrevivéncia do C. maculatus. A: Percentual de sobrevivéncia de C. maculatus
em sementes artificiais teste e seus respectivos controles. B: Ovo de C. maculatus de 7 DAO sobre
semente artificial contendo exclusivamente V. unguiculata (controle). C: Ovo de C. maculatus de 7 DAO
retirado de tegumento integro sobre semente artificial. a: Ovo na visao dorsal. b: Ovo na visao dorsal.
c: Larva retirada do ovo em 7 DAO. d: Cavidade de aproximadamente 0,1 mm que indica a tentativa

de perfuracao da larva (20 DAO). Barras brancas indicam escala de 0,1mm.



40

4.3 Analise da morfologia dos embrides de Callosobruchus maculatus

desenvolvidos sobre os tegumentos naturais de Canavalia rosea

Para verificacdo da possivel interferéncia do tegumento sobre o
desenvolvimento embrionéario de C. maculatus, os embrides desenvolvidos em ovos
ovipositados sobre tegumentos de C. rosea foram caracterizados morfologicamente e
comparados com a caracterizagdo da embriogénese do C. maculatus sobre o
tegumento natural de V. unguiculata (De S&, 2014). Nossos resultados mostraram nao
haver diferencas morfolégicas entre os embrides desenvolvidos em ovos sobre os
tegumentos de C. rosea (Figura 9) e V. unguiculata (Figura 2B). No tempo de 24 HAO,
em ambos os embrides (Figura 9 e 2B) deu-se o inicio do processo de extensao da
banda germinal. No periodo entre 24 a 28 HAO, os embrides encontram-se em
transicdo entre as fases de extensao e retracdo da banda germinal. A retracdo da
banda germinal foi concluida no periodo entre 36 e 52 HAO (dados ndo mostrados).
O inicio do processo de fechamento dorsal ocorre quando as células do vitelo
presentes na regido dorsal sado cobertas por células embrionarias, observado entre 60
e 76 HAO. E possivel visualizar o inicio do processo do fechamento dorsal com 60 HAO
e a finalizacdo deste evento em 72 HAO em ambos os embrides (Figura 9 e Figura
2B). A definicdo dos segmentos toracicos, que ocorrem progressivamente apds o
tempo de 24 HAO esté indicada por chaves brancas; a presenca dos apéndices de
patas em 60 HAO, visiveis em ambos os embrides, esta indicada por setas brancas
(Figura 9 e Figura 2B).

Comparando-se as morfologias dos embrides de C. maculatus sobre os
tegumentos de V. unguiculata (semente hospedeira) e C. rosea (semente de estudo),
observou-se que n&do houve alteracdo morfolégica durante o desenvolvimento
embrionario do inseto. Esses resultados indicam que o desenvolvimento embrionario
de C. maculatus sobre o tegumento de sementes de C. rosea, observado nesse
trabalho esta de acordo com os resultados previamente descritos por De Sa et al.
(2014) e De Sa (2017) e, por este motivo, o tegumento de C. rosea néo interferiu na

morfologia do embrido de C. maculatus.
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Figura 9: Desenvolvimento embrionario de Callosobruchus maculatus sobre os tegumentos de
sementes naturais de Canavalia rosea. Microscopia Otica de fluorescéncia, utilizando DAPI para
marcacao, para comparagéo do desenvolvimento embrionario de C. maculatus nos tempos de 24, 60
e 72 horas ap0s a oviposi¢cdo (HAO) nas posi¢cBes ventral e dorsal, sobre tegumentos de sementes
naturais de C. rosea. Chaves brancas indicam os segmentos toracicos. Setas brancas apontam os

apéndices de patas. Barra de escala = 50 pm.
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4.4 Analise da influéncia de sementes artificiais cobertas com tegumentos

artificiais de C. rosea sobre o desenvolvimento de C. maculatus

Para verificar se a interferéncia dos tegumentos de C. rosea sobre o0s
parametros de penetracdo, desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas estaria
relacionada a caracteristicas fisicas desse tecido, como dureza e espessura, ou a
presenca de compostos toxicos, foram realizados ensaios com sementes contendo
tegumentos artificias, com espessuras diferentes e com percentuais diferentes de
farinha de tegumento de C. rosea.

Inicialmente foram confeccionados tegumentos artificiais, com massa final de
20 mg, contendo concentracdes de 1 a 100% de farinha de C. rosea, seguindo
metodologia de De Sa et al. (2014). Os resultados mostraram que n&do houve diferenca
estatistica significativa na oviposicdo quando comparada com oviposicdo em
sementes controle (Figura 10A). A média de oviposi¢cdo nas sementes controle foi de
aproximadamente 7 ovos por semente, enquanto nas sementes experimentais variou
entre 5,33 a 7,44 ovos/sementes (Figura 10A). Mesmo sementes confeccionadas com
tegumentos artificiais contendo 100% de farinha de tegumentos de C. rosea nao foram
capazes de inibir a penetracdo das larvas (88,7% de penetracdo larval) quando
comparadas as sementes controle (96,2%) no tempo de 7 DAO (Figura 10B).

No tempo de 20 DAO, as sementes artificiais foram abertas e as larvas foram
retiradas com o auxilio de um bisturi para determinacdo da massa, comprimento e
avaliacao da sobrevivéncia.

Os resultados mostraram que as larvas retiradas das sementes controle
apresentaram uma média de aproximadamente 8 mg/larva, assim como as larvas
retiradas das sementes contendo 50% de farinha de tegumento. Valores similares
foram encontrados para larvas presentes nas sementes contendo 1, 5, 10 e 100% de
farinha de tegumento (aproximadamente 6,9; 6,8; 7,6 e 7,3 mg/larva respectivamente)
(Figura 11A).
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Figura 10: Interferéncia do tegumento artificial de Canavalia rosea sobre os parametros de
oviposicdo e penetragcdo de larvas de C. maculatus. A: NUmero de ovos postos em sementes
artificiais contendo diferentes concentrac¢des de farinha de tegumentos de C. rosea e seus respectivos
controles. B: Percentual de penetracéo larval de C. maculatus em sementes artificiais (controles e
testes) ao final de 7 DAO. Os valores representam a média de 3 experimentos independentes. Nao
houve diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p <
0,05).

Sementes contendo 25% de farinha de tegumento de C. rosea foram as que
apresentaram maior média de massa por larva (aproximadamente 9 mg/larva). Os
resultados mostram ainda que ndo houve diferenca estatistica significativa entre a
média da massa larval de todas as sementes testes com relacdo ao controle (Figura
11A).
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Figura 11: Avaliacdo da interferéncia de tegumentos artificiais nos valores de massa e
comprimento das larvas de C. maculatus. Analise de larvas de 20 DAO alimentadas com sementes
artificiais contendo tegumentos artificiais preparados com diferentes concentracdes de farinha de
tegumentos de C. rosea e seus respectivos controles. A: Valores em mg da média da massa das larvas
B: Valores em mm da média do comprimento das larvas. Os valores representam a média de 3
experimentos independentes. Valores representados ndo foram estatisticamente diferentes do
respectivo controle de acordo com teste Tukey (p < 0,05).
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O comprimento das larvas foi medido utilizando-se o programa Image J e 0s
resultados mostraram que as larvas retiradas da semente controle apresentaram uma
meédia de aproximadamente 16 mm/larva. No comparativo de comprimento das larvas
também nao houve diferenca estatistica significativa entre as larvas provenientes das
sementes controle e das sementes testes. Sementes contendo concentragdes de 5,
10, 25 e 50% de farinha de tegumentos apresentaram valores similares entre si
(aproximadamente 17,5; 17; 17,9 e 17,7 mg/larva respectivamente) (Figura 11B).

O comparativo morfolégico entre as larvas retiradas em 20 DAO de sementes
artificiais utilizadas como controle (Figura 12A) e de sementes artificiais contendo
diferentes concentracbes de tegumentos de C. rosea (Figura 12B) também néo
apresentou diferencas morfoldgicas entre as larvas.

Os resultados apresentados em todos os parametros analisados diferem dos
resultados apresentados em sementes artificiais contendo tegumento integro de C.
rosea, indicando que a toxicidade do tegumento possa estar relacionada a

propriedades fisicas do tegumento, como por exemplo, dureza e espessura.

Figura 12: Interferéncia de tegumentos artificiais de C. rosea na morfologia de larvas de C.
maculatus de 20 DAO. Comparativo da morfologia de larvas de 20 DAO alimentadas com sementes
artificiais contendo A: exclusivamente farinha de cotilédones de V. unguiculata. B: diferentes

concentracdes de farinha de tegumentos de C. rosea. A barra preta de escala equivale a 1 cm.
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A medicao da espessura dos tegumentos naturais de C. rosea e das sementes
hospedeiras (V. unguiculata) mostrou que os tegumentos de C. rosea sao
aproximadamente 8,2 vezes mais espessos que 0s das sementes hospedeiras. Uma
meédia de aproximadamente 0,11 mm de espessura foi verificada em tegumentos de
V. unguiculata, enquanto tegumentos de C. rosea apresentaram uma meédia de

aproximadamente 0,908 mm, de espessura (Figura 13).
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Figura 13: Espessura dos tegumentos de V. unguiculata e C. rosea. Os valores representam a
média de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do
respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

Para avaliar se a espessura dos tegumentos artificiais poderia interferir nos
parametros de desenvolvimento do inseto, tegumentos mais espessos foram
confeccionados. Os resultados mostraram ndo haver diferenca estatistica significativa
entre os valores de oviposicao (Figura 14A) e de penetragao larval (Figura 14B).

No periodo de 20 DAO, as sementes artificiais foram abertas para avaliacdo da
sobrevivéncia das larvas e medigéo dos valores de suas massas e comprimentos. Os
resultados mostraram 100% de sobrevivéncia das larvas controle e desenvolvidas nas
sementes artificiais contendo tegumentos artificiais com espessura de 20 mg. Em
sementes artificiais contendo tegumentos artificiais com espessuras de 40 e 60 mg,
observou-se uma taxa aproximada de 91,67% de sobrevivéncia das larvas, néo

havendo diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados (Figura 15).
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Figura 14: Andlise da interferéncia de tegumentos artificiais de Canavalia rosea na performance
de C. maculatus. Para cada espessura de tegumento artificial (20, 40 e 60 mg) foi utilizado um controle
com respectiva massa total da semente artificial (420, 440 e 460 mg) A: Andlise de oviposicdo de C.
maculatus em sementes artificiais contendo diferentes espessuras de tegumentos artificiais no tempo
de 24 HAO. B: Percentual de penetracdo larval em sistema de sementes artificiais no tempo de 7 DAO.
Os valores representam a média de 3 experimentos independentes. Ndo houve diferenca estatistica

significativa entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p < 0,05).
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Apesar das larvas estarem vivas no tempo de 20 DAO, observou-se uma
diferenca na média dos valores das massas e comprimentos dessas larvas. As
massas das larvas controle variaram préximas a 8 mg, enquanto nas larvas obtidas
dos experimentos com tegumentos menos espessos (20 mg), a média foi de 7,8 mg.
Nas sementes artificiais com tegumentos mais espessos foram observadas reducoes
de 39,7% e 58%, nas massas das larvas desenvolvidas nos experimentos com
tegumentos de 40 e 60 mg respectivamente (Figura 16A). Os comprimentos das larvas
controle variaram proximos a 18mm, enquanto as larvas obtidas dos experimentos
com tegumentos menos espessos (20 mg), a média foi de 16,3 mm. Nas sementes
artificiais com tegumentos mais espessos observou-se reducdes de 36,92% e 58,51%,
nos comprimentos das larvas desenvolvidas nos experimentos com tegumentos de 40
e 60 mg respectivamente (Figura 16B-E) Os resultados mostram que a espessura
interfere na toxicidade e sugerem que o mecanismo de toxicidade de tegumento de C.
rosea pode estar relacionado a juncdo de diferentes fatores, como presenca de
compostos quimicos aliados a caracteristicas fisicas, como a grande espessura do

tegumento.
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Figura 15: Avaliac&o da interferéncia da espessura de tegumentos artificiais na sobrevivéncia
de C. maculatus. Percentual de sobrevivéncia das larvas de 20 DAO alimentadas com sementes
artificiais contendo tegumentos artificiais de diferentes espessuras e seus respectivos controles. Os
valores representam a média de 3 experimentos independentes.
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Figura 16: Avaliacdo dainterferéncia da espessura de tegumentos artificiais namassae tamanho

das larvas de C. maculatus. Avaliagdo das larvas de 20 DAO alimentadas com sementes artificiais
contendo tegumentos artificiais de diferentes espessuras e seus respectivos controles. A: Comparativo
entre a média das massas das larvas (mg/larva). B: Comparativo do comprimento das larvas
(mm/larva). C: Larvas retiradas de sementes artificiais de 420 mg. a: Larva da semente controle b: Larva
da semente tratada. D: Comparativo do tamanho das larvas retiradas de sementes artificiais de 440
mg. a: Larva da semente controle. b: Larva da semente tratada. E: Comparativo do tamanho das larvas
retiradas de sementes artificiais de 460 mg. a: Larva da semente controle de 460 mg. b: Larva da
semente tratada. Os valores representam a média de 3 experimentos independentes. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p <
0,05). Barras brancas indicam escala de 1 mm.
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45 Avaliacao da influéncia de compostos de cotilédones de C. rosea sobre o
desenvolvimento de C. maculatus

Analisando a influéncia da farinha de cotilédones sobre a oviposicéo e ecloséo
larval, observou-se que n&o houve diferenca significativa nesses parametros
comparando-se as sementes controle (Figura 17A-B). Ao avaliarmos as sementes no
tempo de 7 DAO, verificamos que a médiade penetracdo das larvas nas sementes
controle foi de aproximadamente 83%, resultados similares aos das sementes
contendo 10 e 20% de farinha de cotilédones de C. rosea (Figura 17B). Ja nas
sementes contendo concentracdes de 1, 2 e 40% de farinha de cotilédones de C. rosea
a ecloséo foi de 100% (Figura 17B).

As sementes foram abertas no tempo de 20 DAO para andlise de massa,
comprimento e sobrevivéncia das larvas. Nas sementes contendo concentragdes de
20 e 40% de farinha de cotilédones de C. rosea néo foi possivel encontrar nenhuma
larva, apesar da penetracao larval ter sido de 88,7 e 100%, respectivamente. As larvas
encontradas nas sementes controle apresentaram massa média de aproximadamente
8,5 mg/larva, enquanto as larvas encontradas nas sementes contendo concentracoes
de 1 e 2% de C. rosea apresentaram, respectivamente, massas de 4,6 e 2,2 mg/larva
(Figura 18A). Estes resultados indicam que a farinha de cotilédones de C. rosea possui
componentes téxicos que inibem o ganho de massa das larvas. A analise de
comprimento mostrou que as larvas controle apresentaram uma média de
comprimento de aproximadamente 42,1 mm/larva, enquanto as larvas das sementes
contendo 1 e 2% da farinha teste apresentaram, respectivamente 24,8 e 15,5

mm/larva (Figura 18B).
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Figura 17: Avaliacdo da toxicidade de cotilédones de Canavalia rosea sobre os parametros de
oviposicdo e penetragcdo de C. maculatus. A: Nimero de ovos postos em sementes artificiais
contendo diferentes concentracdes de farinha de cotilédones de C. rosea e em sementes artificiais
utilizadas como controle. B: Percentual de penetracéo larval de C. maculatus em sementes artificiais
(controles e testes) ao final de 7 DAO. Os valores representam a média de 3 experimentos

independentes. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados de acordo

com teste Tukey (p < 0,05).
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Figura 18: Interferéncia da ingestdo de diferentes concentra¢cdes de cotilédones de C. rosea nos
valores de massa e comprimento de larvas de C. maculatus. Andlise de larvas de 20 DAO
alimentadas com sementes artificiais contendo diferentes concentracdes de farinha de cotilédones de
C. rosea e com sementes artificiais utilizadas como controle. A: Valores em mg da média da massa das
larvas B: Valores em mm da média do comprimento das larvas. Os valores representam a média de 3
experimentos independentes. Valores representados por diferentes letras foram estatisticamente

diferentes do respectivo controle de acordo com teste com teste Tukey (p < 0,05).
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A sobrevivéncia das larvas aos 20 DAO foi de aproximadamente 91,7% para
as larvas controle e de 58,3 e 35,4%, respectivamente para as larvas desenvolvidas
em sementes contendo 1 e 2% da farinha (Figura 19A). Na figura 19B € possivel
observar a diferenca entre os tamanhos das larvas alimentadas exclusivamente com
farinha de cotilédones de V. unguiculata (Figura 19B-a) e o tamanho das larvas
alimentadas com sementes artificiais contendo 1% de farinha de cotilédones de C.
rosea (Figura 19B-b) e com sementes artificiais contendo 2% de farinha de cotilédones

de C. rosea (Figura 19B-c).
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Figura 19: Interferéncia da ingestdo de diferentes concentraces de cotilédones de C. rosea na
sobrevivéncia e no tamanho de larvas de C. maculatus. A: Analise de sobrevivéncia das larvas de

20 DAO alimentadas com sementes artificiais contendo diferentes concentracdes de farinha de
cotilédones de C. rosea e com sementes artificiais utilizadas como controle. B: Comparativo de tamanho
das larvas de 20 DAO alimentadas com (a) sementes artificiais utilizadas como controle, (b) sementes
artificiais contendo 1% de farinha de cotilédones de C. rosea e (c) sementes artificiais contendo 2% de
farinha de cotilédones de C. rosea. Os valores representam a média de 3 experimentos independentes.
Valores representados por diferentes letras foram estatisticamente diferentes do respectivo controle de

acordo com teste com teste Tukey (p < 0,05).
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4.5.1 Isolamento de fracdes proteicas de cotilédones de C. rosea e avaliacdo da
toxicidade para C. maculatus

As fracdes FO-70% e F70-90% foram incorporadas em sementes artificiais na
concentracdo de 1% e apos o periodo de infestacdo observou-se que as fracées nao
foram capazes de influenciar nos valores de oviposicdo. A média do niumero de ovos
colocados nas sementes controle foi de aproximadamente 18 ovos/sementes,
enquanto nas sementes incorporadas com 1% das fragbes FO-70% e F70-90%, de
aproximadamente 17 ovos/sementes (Figura 20A). A penetracao larval 7DAO também

nao foi alterada nas sementes experimentais (Figura 20B).
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Figura 20: Interferéncia das fragcdes F0-70% e F70-90% sobre os pardmetros de oviposicao e
penetracdo larval de C. maculatus. A: NUmero de ovos postos em sementes artificiais contendo
fracBes proteicas incorporadas e em sementes artificiais utilizadas como controle apés periodo de
infestac@o. B: Percentual de penetracdo larval de C. maculatus em sementes artificiais (controles e
testes) ao final de 7 DAO. Os valores representam a média de 3 experimentos independentes. Nao
houve diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p <
0,05).
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Ao final de 20 DAO, as sementes artificiais foram abertas, as larvas
encontradas foram retiradas, suas massas foram medidas e sua sobrevivéncia foi
avaliada. As andlises de sobrevivéncia mostraram que as fra¢cdes F0-70% e F70-90%
influenciaram negativamente na sobrevivéncia. Enquanto 100% das larvas das
sementes controle sobreviveram, a sobrevivéncia nas sementes contendo 1% das
fracbes FO-70% e F70-90% foi de 70 e 62,5%, respectivamente (Figura 21).

Sobrevivéncia (%)

0 1% F0-70% 1% F70-90%

Incorporagao de fragdes proteicas em sementes artificiais (%)

Figura 21: Analise da interferéncia das fragdes F0-70% e F70-90% na sobrevivéncia de larvas do
C. maculatus. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa entre os valores

apresentados de acordo com teste Tukey (p < 0,05). Barras brancas indicam escala de 1 mm.

As analises de massa larval realizadas nas larvas 20 DAO mostraram que, nas
sementes controle, a média de massa foi de 8,2 mg/larva. J4 nas sementes artificiais
contendo 1% da FO0-70%, as larvas apresentavam massas de 2,74 mg/larva. Os
valores de massas das larvas alimentadas com 1% da F70-90% foram ainda menores,
com médias de 1,9 mg/larva (Figura 22A). Imagens obtidas atravées de um
estereoscopio acoplado a uma camera mostram a diferenca de tamanho entre larvas
do controle (Figura 22B-a e 22C-a) e as larvas alimentadas com 1% das fracdes
(Figura 22 B-b e Figura 22C-b).
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Figura 22: Anédlise da interferéncia das frac6es F0-70% e F70-90% sobre os valores médios de
massa das larvas do C. maculatus. A: Valor médio das massas (mg/larva) das larvas de C. maculatus
com 20 DAO retiradas de sementes artificiais contendo fracdes proteicas incorporadas e de sementes
controle. B: Comparativo de tamanho entre larvas. a: larva do controle e b: larva de semente artificial
contendo 1% da F0-70%. C: B: Comparativo de tamanho entre larvas. a: larva do controle e b: larva de
semente artificial contendo 1% da F70-90%. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significativa
entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p < 0,05). Barras brancas indicam escala

de 1 mm.
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4.6 Fracionamento das proteinas de cotilédones de C. rosea através de
cromatografias

4.6.1 Fracionamento das proteinas da fracdo FO-70% por cromatografia detroca
idnica em DEAE-celulose

A fracdo F0-70% quando fracionada em cromatografia de troca ibnica em matriz
aniénica DEAE-Celulose apresentou uma predominancia de proteinas na fracdo néo
retida (N RET DEAE), onde concentram-se as proteinas carregadas positivamente ou
neutras. As fracdes retidas foram eluidas com soluc¢des de NaCl 0,1 M, 0,3 M, 0,7 M e
1,0 M. Todas as proteinas retidas foram eluidas na concentracdo de NaCl 0,3M
(Figura 23).
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Figura 23: Perfil de cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose das proteinas presentes na
fracdo FO-70%. A fracdo ndo retida apresenta as proteinas eluidas com tampéao Tris HCI. As fraces
retidas foram eluidas com concentracdes de NaCl de 0,1, 0,3, 0,7 e 1,0M. A cromatografia se processou
em fluxo de 1,33 mL/min e foram coletadas fragcdes na propor¢cédo de 2,66 mL/tubo. As absorbancias

foram lidas a 280 nm.
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4.6.2 Fracionamento das proteinas da fracdo F70-90% por cromatografia de
afinidade em quitina

O fracionamento das proteinas da fracdo F70-90% por cromatografia de
afinidade em quitina mostrou o perfil de dois picos, um nado retido, onde se
concentraram as proteinas que nao apresentam afinidade a quitina e outro retido,

eluido com HCI 0,1M (Figura 24), onde estdo as proteinas que apresentam afinidade

a quitina.
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Figura 24: Perfil de cromatografia de afinidade a quitina das proteinas presentes na fragdo F70-
90%. A frac@o nao retida em quitina foi eluida com tampao acetato de sodio. As fracdes retidas em
quitina foram eluidas com &cido cloridrico 0,1 M. A cromatografia foi processada em fluxo de 1,20

mL/min e foram coletadas fracdes de 2,66 mL/tubo. As absorbancias foram lidas a 280 nm.

O perfil proteico das fragdes obtidas nas cromatografias foi visualizado em
SDS-PAGE 12% (Figura 25). A fracdo RET QUIT apresentou proteinas majoritarias
com massas moleculares entre aproximadamente 130 kDa e 48 kDa, com algumas

bandas menos concentradas com massas abaixo de 30 kDa (Figura 25A).
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A fracdo N RET DEAE apresentou bandas majoritarias, com massas
moleculares de aproximadamente 130, 48, 30 e algumas abaixo de 28 kDa (Figura
25B).

A fracdo 0,3 M DEAE foi a que apresentou bandas proteicas menos
concentradas, podendo serem destacadas algumas acima de 100 kDa, e algumas
poucas abaixo de 63kDa (Figura 25C).
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Figura 25: Visualizagdo do perfil proteico em gel de eletroforese 12% das proteinas isoladas
através de cromatografia. A: Proteinas obtidas em cromatografia de afinidade a quitina (fragao retida).
B: Proteinas obtidas através de troca ibnica em DEAE-celulose (fracdo ndo retida). C: Proteinas obtidas
através de troca idnica em DEAE-celulose (fracdo retida eluida em NaCl 0,3 M). PM indica os

marcadores de massa molecular expressos em kDa.
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4.6.4 Avaliacao da toxicidade das fracdes proteicas sobre o desenvolvimento
de C. maculatus.

As fragBes cromatograficas (RET QUIT, N RET DEAE e 0,3 M DEAE) foram
testadas na concentracdo de 1% e os resultados mostram que nenhuma das fracoes
afetou a oviposicdo das fémeas (24 HAO), com valores de ovos/semente de 19,3,
14,7, 19,7 e 17,7 nas sementes artificiais controle e contendo as fragbes RET QUIT,
N RET DEAE e 0,3 M DEAE, respectivamente (Figura 26A).

Avaliando o parametro de penetracdo das larvas também néo foram
observadas diferencas entre os experimentos. Uma média préxima a 94% de eclosao
foi observada nas sementes controle e nas sementes contendo a fracdo N RET DEAE.
Nas sementes contendo as fracdes 0,3 M DEAE e RET QUIT a ecloséo larval foi de
88,7 e 77,3%, respectivamente (Figura 26B).

Todas as fracbes mostraram alta toxicidade para as larvas quando avaliada a
sobrevivéncia no tempo de 20 DAO. Enquanto aproximadamente 94,3% das larvas
alimentadas com sementes controle sobreviveram, nenhuma das larvas alimentadas
com as fracBes encontravam-se vivas (Figura 27A). Apesar das larvas terem eclodido,
todas foram encontradas mortas logo no inicio dos tuneis cavados (Figura 27B-D).
Nao foi possivel estabelecer a massa das larvas encontradas devido a seu tamanho
ser igual ou inferior a 0,1 mm (Figura 27B-D). A Figura 27-E mostra, a titulo de
comparacao de tamanho, uma larva de 20 DAO retirada de uma semente artificial
controle (Figura 27E-a), um ovo retirado de uma semente artificial contendo 1% da
fracdo RET QUIT apés a ecloséo (Figura 27E-b) e uma larva encontrada morta em
uma semente artificial contendo 1% da fracdo RET QUIT (Figura 2E-c).
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Figura 26: Interferéncia das fracdes proteicas isoladas por cromatografia sobre os par@metros
de oviposicdo e penetracdo larval de C. maculatus. A: NUmero de ovos postos apés periodo de
infestacdo em sementes artificiais contendo 1% fracBes proteicas incorporadas e em sementes
artificiais utilizadas como controle. B: Percentual de penetracdo larval de C. maculatus em sementes
artificiais (controles e testes) ao final de 7 DAO. Os valores representam a média de 3 experimentos
independentes. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os valores apresentados de acordo

com teste Tukey (p < 0,05).
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Figura 27: Analise da interferéncia das fragdes obtidas por cromatografia na sobrevivéncia e no
desenvolvimento de larvas de C. maculatus. A: Sobrevivéncia de larvas alimentadas com sementes
controle e sementes contendo 1% de diferentes fragdes obtidas através de cromatografias. B: Ovo e
larva retirados com 20 DAO de sementes artificiais contendo 1% da fragdo RET QUIT. a: ovo eclodido
com 7 DAO. b: larva encontrada morta em tunel por ela escavado. c: larva morta. d: tinel escavado por
larva. C: Ovo e larva retirados com 20 DAO de sementes artificiais contendo 1% da fragdo N RET DEAE
incorporada a: ovo eclodido com 7 DAO. b: tinel escavado por larva c: larva morta. D: Ovo e larva
retirados com 20 DAO de sementes artificiais contendo 1% da fracdo 0,3 M DEAE. a: ovo eclodido com
7 DAO. b: larva morta. Barras brancas indicam escala de 0,1 mm. E: Comparativo tamanho daslarvas
a: Larvas alimentadas com semente controle ap6s 20 DAO. b: Ovo eclodido com 7 DAO retirado de
semente artificial contendo 1% de fracdo RET QUIT. c: larva encontrada morta em semente artificial

contendo 1% de fragcdo RET QUIT. Barras brancas correspondem a escala de 1mm.
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4.7 Quantificacao de glicose, proteinas, triacilglicerois e colesterol nas larvas

A quantificacdo de glicose, proteinas, triacilglicerois e colesterol foi realizada
com larvas retiradas 20 DAO de sementes artificiais contendo 1% e 2% de farinha de
cotilédones de C. rosea, 1% das fracbes FO-70% e F70-90% e de sementes artificiais
contendo 60 mg de tegumento artificial (TEG E60). Para as dosagens controle (CTL)
foram utilizadas larvas de 20 DAO, desenvolvidas em sementes artificiais compostas
por 400 mg de farinha de V. unguiculata. Todas as quantificagdes foram realizadas
em triplicata experimental utilizando larvas de ensaios biolégicos independentes. Os
dados foram expressos em quantidades por mg de larva e também em quantidades

totais detectadas por larva.

4.7.1 Quantificacdo de proteinas

Para os valores de proteinas expressos por mg de larva (Figura 28A) é
observada uma quantidade menor de proteinas em larvas controle e alimentadas com
1% da fragdo F0-70%. As larvas desenvolvidas em 1 e 2% de farinha de cotilédones
de C. rosea apresentaram maiores valores de proteinas/mg (aproximadamente 101,5
e 124,7 ug/mg de larva respectivamente). As larvas retiradas das sementes contendo
1% da fracdo F70-90% e das sementes com 60 mg tegumento artificial apresentaram
valores similares estatisticamente (Figura 28A).

Ao se expressarem as quantidades das proteinas por larva, verificou-se que as
larvas controle apresentam os maiores valores, enquanto as larvas alimentadas com

1% da fracdo FO-70% apresentaram os niveis mais baixos (Figura 28B).
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Proteinas totais
Hg / mg larva

CTL 1% 2% FO-70 F70-90 TEG E60

Larvas com 20 DAO retiradas de sementes artificiais
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Figura 28: Quantificagdo de proteinas totais em larvas com 20 DAO. A: Quantidade de proteina
(ng) por mg de larva. B: Quantidade de proteina (ug) por unidade de larva. A andlise foi realizada em
triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que
apresentam diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estdo representados

por letras diferentes.
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4.7.2 Quantificacdo de glicose

Ao se analisarem os niveis de glicose/mg de larva, verificou-se que as larvas
retiradas das sementes controle mostraram valores significativamente menores que
as larvas das sementes contendo 1 e 2% de farinha de cotilédones. Esses valores se
mostraram significativamente maiores com relagdo as demais sementes testes. Os
menores valores de glicose foram encontrados nas larvas das sementes contendo 1%
das fragcdes FO-70% e F70- 90% e nas sementes com 60 mg tegumento artificial de C.
rosea: aproximadamente 12,9; 7,9 e 3,0 ug de glicose por mg de larva (Figura 29A).

Quando os valores foram expressos por larva, observou-se que todas as larvas
desenvolvidas nas sementes experimentais apresentaram valores inferiores aos das
larvas controle. Os menores valores foram obtidos nos experimentos com 1% da

fracdo F70-90% e tegumentos artificiais de 60 mg (Figura 29B).
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Gicose
Hg / mg de larva

CTL 1% 2% FO-70 F70-80 TEG E60

Larvas com 20 DAO retiradas de sementes artificiais

Glicose
Hg/ larva

CTL 1% 2%  F0-70 F70-90 TEG E60

Larvas com 20 DAO retiradas de sementes artificiais

Figura 29: Quantificacdo de glicose em larvas com 20 DAO. A: Quantidade de glicose (ug) por mg
de larva. B: Quantidade de glicose (ug) por unidade de larva. A andlise foi realizada em triplicata
experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que apresentam

diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estdo representados por letras

diferentes.
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4.7.3 Quantificacao de triacilglicerois

Os resultados mostraram que os maiores valores de triacilglicerois /mg de larva
foram encontrados em larvas retiradas da semente controle e das sementes contendo
1% da fracdo FO-70% (aproximadamente 9,6 e 10,5 uyg/mg de larva respectivamente),
ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre si. Os valores encontrados
nas larvas das sementes contendo 1% e 2% de farinha de cotilédones de C. rosea e
1% da fracdo F70-90% n&o possuem diferenca estatistica significativa quando
comparados entre si, porém sao significativamente diferentes das larvas encontradas
nas sementes controle e nas sementes com 1% da fragéo FO-70% (Figura 30A).

Ao se analisarem os niveis de triacilglicerois por larva, verificou-se que as
larvas retiradas das sementes controle sdo as que apresentam maiores valores
(aproximadamente 91,2 pug/larva). Estes valores possuem diferenga estatistica
significativa quando comparados a todos os outros dados. Os valores encontrados
nas larvas das sementes contendo 1% e 2% de farinha de cotilédones de C. rosea e

1% da fracdo F70-90% foram os menores valores (Figura 30B).
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Figura 30: Quantificac&o de triacilglicerois em larvas com 20 DAO. A: Quantidade de triacilglicerois
(Mg) por mg de larva. B: Quantidade de triacilglicerois (ug) por unidade de larva. A analise foi realizada
em triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que
apresentam diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estao representados

por letras diferentes.
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4.7.4 Quantificacao de colesterol

Os menores valores de colesterol encontrados por mg de larva foram
encontrados em larvas retiradas das sementes controle (aproximadamente 0,99
pMg/mg de larva), ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre os valores
encontrados em larvas de sementes artificiais contendo 1% das fragdes F0-70% e
F70-90% e de sementes artificiais contendo 60 mg de tegumento artificial
(aproximadamente 1,94; 2,7 e 1,4 yg/mg de larva, respectivamente). Os maiores
valores foram expressos por larvas de sementes contendo 1% e 2% de farinha de
cotilédones de C. rosea (aproximadamente 4,3 e 3,3 ug/mg de larva), apresentando
diferenca estatistica significativa quando comparados entre si e quando comparados
com larvas retiradas de outras sementes testes (Figura 31A).

Ao se analisarem os valores de colesterol por larva, observa-se que os valores
sdo similares entre si. Assim como os resultados mostrados na Figura 30A (ug/mg de
larva), as larvas retiradas de sementes contendo 1% de farinha de cotilédones de C.
rosea foram as que obtiveram maiores valores de colesterol em ug por unidade de
larva, apresentando diferenca estatistica significativa quando comparados com o0s
demais valores, exceto os valores das larvas das sementes controle e das larvas das

sementes contendo 1% da fracdo F70-90% (Figura 31B).
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Colesterol
Hg / mg de larva

CTL 1% 2% F0-70 F70-90 TEG E60

Larvas com 20 DAO retiradas de sementes artificiais

Colesterol
Mg /larva

CTL 1% 2% F0-70 F70-90 TEG E60

Larvas com 20 DAO retiradas de sementes artificiais

Figura 31: Quantificacdo de colesterol em larvas com 20 DAO. A: Quantidade de colesterol (ug) por
mg de larva. B: Quantidade de colesterol (ug) por unidade de larva. A andlise foi realizada em triplicata
experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que apresentam
diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estéo representados por letras
diferentes
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4.8 Quantificacao da atividade de enzimas digestivas das larvas

A quantificacao da atividade de enzimas importantes (protease cisteinica, lipase
e a-amilase) em larvas de C. maculatus foi realizada com larvas 20 DAO obtidas de
sementes artificiais contendo 1% e 2% de farinha de cotilédones de C. rosea, 1% das
fragcbes FO-70% e F70-90%, de sementes artificiais contendo 60 mg de tegumento
artificial de C. rosea e seus respectivos controles. Para as dosagens controle (CTL)
foram usadas larvas de 20 DAO, desenvolvidas em sementes artificiais compostas por
400 mg de farinha de V. unguiculata. Todas as quantificacdes foram realizadas em
triplicata experimental utilizando larvas de ensaios biologicos independentes. Os
dados foram expressos em atividade por mg de larva e também em quantidades totais

detectadas por larva.

4.8.1 Quantificacdo da atividade de proteases cisteinicas

Os resultados mostraram que a atividade de proteases cisteinicas das larvas
retiradas do controle e de sementes artificiais contendo 1% de farinha de cotilédones
de C. rosea sao menores que os demais dados. Em larvas retiradas das sementes
artificiais contendo 2% de farinha de cotilédones e 1% da fracdo de F70-90% a
atividade/mg de larva foi aproximadamente o dobro da atividade das larvas controle
(Figura 32A).

Os resultados de atividade apresentados por larva mostraram que as larvas
obtidas das sementes testes apresentaram atividades inferiores a larva controle
(Figura 32B).
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Figura 32: Quantificagdo da atividade de proteases cisteinicas em larvas com 20 DAO. A:
Atividade da enzima (ug) por mg de larva. B: Atividade da enzima (ug) por unidade de larva. A andlise foi
realizada em triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os
valores que apresentam diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estédo

representados por letras diferentes.
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4.8.2 Quantificacdo da atividade de lipases

Os resultados mostraram que nao houve diferenca estatistica significativa entre
as atividades de lipases em mU/mg de larva encontradas nas larvas retiradas das
sementes artificiais utilizadas como controle e das sementes artificiais contendo 2%
de farinha de cotilédones de C. rosea e contendo 1% da F0-70%. O unico decréscimo
significativo na atividade da enzima com relagdo ao controle foi referente as larvas
retiradas das sementes contendo 60 mg de tegumento artificial de C. rosea. Foi
possivel observar um aumento nos valores de atividade da enzima das larvas retiradas
das sementes artificiais contendo 1% de farinha de cotilédones de C. rosea e 1% da
FO-70% quando comparados aos das larvas controle (Figura 33A).

Houve um decréscimo significativo nos valores de atividades por larva em todos
as concentracfes testadas. Os resultados mostraram ainda um decréscimo maior
entre as larvas retiradas das sementes contendo 2% de farinha de cotilédones de C.
rosea, 1% da fragdo F70-90% e em sementes artificiais contendo 60 mg de tegumento
artificial de
C. rosea (Figura 33B).
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Figura 33: Quantificacdo da atividade de lipases em larvas com 20 DAO. A: Atividade da enzima
(mU) por mg de larva. B: Atividade da enzima (mU) por unidade de larva. A analise foi realizada em
triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que

apresentam diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estédo representados

por letras diferentes.
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4.8.3 Quantificacao da atividade de a-amilases

As analises da atividade de a-amilases em mU por mg de larva mostraram que
as larvas controle apresentaram valores inferiores as demais larvas. A atividade foi
significativamente maior em larvas retiradas das sementes artificiais contendo 2% de
farinha de cotilédones de C. rosea. Nao houve diferenca estatistica significativa entre
as larvas das sementes contendo 1% da fracdo FO-70% e das sementes com 60 mg
de tegumento artificial (Figura 34A). Mesmo quando a analise da atividade enzimatica
é realizada por larva, as atividades das larvas do controle sdo significantemente
menores quando comparadas as demais, exceto pelo valor encontrado nas larvas de
sementes contendo 1% da FO-70% (Figura 34B). Assim como indicado nos resultados
da Figura 33A, a atividade enzimatica foi significativamente mais alta em larvas de

sementes contendo 2% de farinha de cotilédones de C. rosea (Figura 34B).
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Figura 34: Quantificacéo daatividade de a-amilases em larvas com 20 DAO. A: Atividade da enzima
(mU) por mg de larva. B: Atividade da enzima (mU) por unidade de larva. A analise foi realizada em
triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores que
apresentam diferenca estatistica significativa de acordo com teste Tukey (p <0,05) estéo representados

por letras diferentes.
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5. DISCUSSAO

Estima-se que a populacao mundial alcance a marca de 7,79 bilhdes até o final
de 2020. Para suprir a demanda alimenticia atualmente, estima-se que sejam
necessarias aproximadamente 300 milhdes de toneladas de proteinas ao ano. Como
a expectativa de crescimento populacional anual é de aproximadamente 1,5% (FAO,
2019; ONU, 2020), faz-se necessario o aumento proporcional da producédo de
alimentos de forma a suprir as novas demandas.

As sementes representam uma importante fonte de nutrientes para a
alimentacdo humana, principalmente de proteina, oferecendo uma maior relacdo entre
custo e beneficio com relacdo as proteinas animais. As leguminosas sao consideradas
as principais fontes de proteina no mundo em desenvolvimento principalmente para
as populacdes de baixa renda em regides subtropicais e tropicais (ASIF et al., 2013).
Algumas espécies de feijdo, como Phaseoulus vulgaris (feijdo comum) e a Vigna
unguiculata (feijao-de-corda) sao fontes de proteinas (20-25%), além de carboidratos
(50-60%) e lipidios (1-2%) (MOURA et al., 2007).

Por estes motivos, o0 mercado nesta area tem crescido exponencialmente em
todo o mundo, inclusive no Brasil. O Brasil € o terceiro maior produtor na industria de
graos, movimentando aproximadamente 10 bilhbes de reais por ano (ABRATES,
2019). A producdo de sementes, porém, muitas vezes é prejudicada, depois da
colheita, durante o periodo de estocagem, devido principalmente aos ataques de
insetos, como o0s bruquideos. Representantes da ordem Coledptera, familia
Chrysomelidae e subfamilia Bruchidae, os bruquideos representam mais de 1700
espécies de 62 géneros em todo o mundo e aproximadamente 20 espécies de
bruquideos sdo conhecidas como pragas de sementes armazenadas em diversas
culturas pelo mundo (ROMERO & JOHNSON, 2004), sendo 0s responsaveis pelas
perdas mais severas na producao de graos (TSIALTAS; IRAKLI; LAZARIDOU, 2018).
Estes ataques acarretam no decréscimo do valor comercial e nutricional destas
sementes, por reduzirem seus pesos e seu poder germinativo e produtivo, tornando-
as improprias para comercializacdo e, consequentemente, causando prejuizos
econdmicos (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; BECK; BLUMER, 2007; DE SA et al.,
2014).
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Dentre as espécies mais estudadas de bruquideos, destacam se o
Callosobruchus chinensis e o Callosobruchus maculatus, ambos responsaveis por
perdas nas culturas de feijdo mungo (Vigna radiata) e Vigna unguiculata. Em épocas
de grandes infestacdes, 0 prejuizo no armazenamento de V. unguiculata pode atingir
até 100% do estoque (SOMTA et al., 2007; TRIPATHY, 2016).

Para minimizar os danos causados pelos ataques de pragas, faz-se necessario
0 aumento da utilizacdo de componentes quimicos, como por exemplo, a utilizacéo de
pesticidas do tipo fumegantes para combate a pragas de grdos armazenados. Porém,
o uso indiscriminado destes componentes pode causar graves impactos sobre a saude
humana e o meio ambiente (PERES MOREIRA, 2003; WAR et al., 2017). Alguns
estudos relatam que a eficacia de agrotéxicos nao ultrapassa o percentual de 7%,
sendo, portanto, pouco eficientes no controle de pragas. Além disso, algumas
espécies de pragas ja se apresentam resistentes a estes produtos quimicos (CARLINI;
GROSSI-DE-SA, 2002).

As sementes, por serem alvos frequentes de ataque de pragas e patégenos,
devido a sua grande reserva energética e, por representaram o meio de propagacao
das espécies, desenvolveram mecanismos de defesa constitutivos como forma de se
defenderem destes ataques. Sendo assim, ja apresentam em seus tecidos uma
extensa diversidade de compostos quimicos que atuam como defensivos e que, ao
concentrar-se constitutivamente nestes tecidos, conferem resisténcia contra diversos
tipos de predadores (HARUTA et al., 2001; CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002).

Estes fatos justificam a necessidade de aprofundamento em pesquisas na area
dos mecanismos de defesa naturais das plantas, visando a projecao de técnicas que
combatam as pragas e reduzam 0s prejuizos, minimizando os riscos ao meio ambiente
e a saude humana. Para isto, € importante que se compreenda as caracteristicas
bioguimicas e 0s mecanismos de acdo destes compostos vegetais. Diversas
publicacbes apontam o estudo do envolvimento de proteinas vegetais como
mecanismos de defesa das plantas, como arcelinas, quitinases, canatoxinas, vicilinas,
lectinas, proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) dos tipos 1 e 2, inibidores de
enzimas proteoliticas e glicohidrolases (OLIVEIRA et al., 1999; CARLINI; GROSSI-
DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2008; BLAIR et al., 2010; ALEXANDRE et al., 2011;
NUNES et al., 2015; SILVA et al., 2018).
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O estudo do mecanismo de toxicidade em sementes ndo-hospedeiras visa
caracterizar qualquer resisténcia que ndo esteja presente em sementes suscetiveis
ao ataque de C. maculatus (DE SA et al., 2018). O método de producéo de sementes
artificiais desenvolvido por Macedo et al. (1933) se mostrou eficaz para o processo de
investigacdo de compostos toxicos em sementes ndo-hospedeiras por permitir a
incorporacao destes compostos na alimentagdo dos insetos (UCHOA et al., 2009;
SOUZA et al., 2012). Conhecer o mecanismo de toxicidade tem se mostrado util no
desenvolvimento de estratégias eficientes para proteger culturas, como a utilizagéo de
tegumentos artificiais e uso de quitosana (derivado da quitina) em formulacfes que
incluem um fungicida como revestimento artificial de sementes para evitar a
colonizag&o por fungos (GOOSEN MATTHEUS, 1996; ZIANI; URSUA; MATE, 2010).
Sementes do género Canavalia tem se mostrado bastante toxicas para insetos
(CARLINI et al., 2002; STANISCUASKI et al., 2009; DEFFERRARI, et al., 2011;
CARRAZONI et al., 2018), inclusive C. maculatus (OLIVEIRA et al.,1999; DE SA et al.,
2018). A presencga de uma variedade de compostos tdxicos, como 0 aminoacido ndo
proteico canavanina e diversas proteinas como Vvicilinas, canavalina, lectina,
concanavalina A, inibidores de proteases, canatoxina, ureases, dentre outros foi
descrita para sementes dessa espécie (OLIVEIRA et al., 1999; CARLINI et al., 2002).
Foi observado também que larvas de C. maculatus néo foram capazes de atravessar
o tegumento de sementes naturais de C. ensiformis logo ap6s o periodo de
embriogénese (SOUZA et al., 2011). Os efeitos toxicos do tegumento de Canavalia
ensiformis para o C. maculatus foram descritos por De Sa et al. (2018).

Apesar dos estudos com C. ensiformis mostrarem que essas sementes Sao
ricas em compostos inseticidas, poucas sementes desse género sdo estudadas.
Alguns estudos apontaram que Canavalia rosea apresenta atividade citotoxica para
virus, bactérias e fungos (MENDOZA-GONZALEZ et al., 2014). Janzen (1977)
apontaram Canavalia rosea como uma das sementes nao-hospedeiras que tinham
efeitos na diminuicdo de oviposicao de C. maculatus, entretanto os compostos toxicos
e 0 mecanismo de toxicidade para o inseto ainda nao foram relatados.

Neste trabalho a toxicidade de sementes de Canavalia rosea para o
desenvolvimento do Callosobruchus maculatus foi investigada. Nossos resultados
mostraram que as sementes naturais de C. rosea sao resistentes a infestagao de C.

maculatus. Os tegumentos naturais de sementes de C. rosea causaram uma inibicao
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na oviposicao, na eclosao larval e na sobrevivéncia das larvas apés o periodo de
embriogénese.

O tegumento é o revestimento externo, sendo a primeira parte da semente a
ser atacada durante a predacdo por bruquideos e, por este motivo, atua como uma
barreira protetora da semente. Alguns estudos mostraram que tegumentos de
sementes ndo-hospedeiras podem bloquear a penetracdo de insetos e possuem
compostos toxicos que comprometeram a eclosédo e sobrevivéncia de larvas de C.
maculatus (SOUZA et al., 2011; DE SA et al., 2014; SILVA et al., 2016; DE SA et al.,
2018; SILVA et al., 2018).

Apesar dos tegumentos naturais de C. rosea terem influenciado nos fatores de
oviposicao, ecloséo e sobrevivéncia das larvas, nenhuma anormalidade foi observada
quando avaliado o desenvolvimento embrionéario do inseto em ovos ovipositados sobre
sementes naturais de C. rosea. Foi possivel observar que todos os principais eventos
do desenvolvimento embrionario, como o inicio da retracdo da banda germinal, o
processo de fechamento dorsal, a definicdo dos segmentos toracicos e a presenca
dos apéndices de patas, previamente descritos por De S4 et al. (2014) aconteceram
normalmente, independente se 0s ovos estavam sobre os tegumentos de C. rosea ou
V. unguiculata. Trabalhos realizados por De S& et al. (2014; 2018) mostraram que
apesar das sementes nao-hospedeiras (Phaseolus vulgaris e Canavalia ensiformis,
respectivamente) afetarem a sobrevivéncia e a penetracdo de larvas, ndo houve
influéncia sobre a morfologia embrionaria de C. maculatus. Esses dados indicam que
a fase do ciclo de vida do inseto afetada pelas toxinas dos tegumentos é o
desenvolvimento p6s embrionario.

Para analisar se o0s efeitos observados estavam relacionados com as
carateristicas fisicas do tegumento ou com a presenca de compostos téxicos, farinhas
de tegumentos foram usadas para a producdo de tegumentos artificiais contendo
diferentes concentragbes de farinha de tegumentosde C. rosea. Nossos resultados
mostraram que ndo houve alteracdo na oviposicédo, eclosdo, desenvolvimento e
sobrevivéncia das larvas de C. maculatus, mesmo em sementes com o0 tegumento
artificial contendo 100% da farinha de tegumentos. Os nossos resultados divergem
dos apresentados por De S4 et al. (2018) com relacdo a oviposicdo, sobrevivéncia e

massa das larvas, que mostraram uma diminuicao
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progressiva desses parametros a medida que as concentracdes da farinha de
tegumentos de C. ensiformis foram elevadas.

A espessura de tegumentos naturais de C. rosea foi medida e os resultados
mostraram que esses tegumentos apresentam espessura oito vezes maior do que 0s
tegumentos das sementes hospedeiras (V. unguiculata). Assim, fomos avaliar os
efeitos do aumento da espessura dos tegumentos artificiais no desenvolvimento do
inseto. Nossos resultados mostraram que 0 aumento da espessura ndo afetou
parametros como oviposi¢cao e a penetracao larval, mas foi eficiente na diminuicéo da
massa das larvas 20 DAO. A diminuicdo dos valores das massas das larvas foi
diretamente proporcional ao aumento da espessura dos tegumentos artificiais. Em
tegumentos artificiais mais espessos (com massa final de 60 mg), a diminuicdo da
massa das larvas foi de aproximadamente 58%. Esses resultados indicam que pode
haver associacdo entre as caracteristicas fisicas e quimicas dos tegumentos para a
toxicidade observada para o inseto. Conforme relatado por Souza et al. (2011) e
Oliveira et al. (1999; 2001), a toxicidade do tegumento pode estar relacionada a
combinacéo de fatores fisicos e quimicos deste tecido. Outros trabalhos relataram um
atraso na travessia de larvas de C. maculatus pelos tegumentos de sementes néo-
hospedeiras, aumentando o tempo de travessia até chegaram aos cotilédones
(OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2011). Nossos resultados sugerem que a
espessura do tegumento natural de C. rosea influenciou no desenvolvimento das
larvas por aumentar o tempo de contato das larvas, durante a escavacdo, com 0s
compostos toxicos presentes nesse tecido.

Apesar dos tegumentos serem a primeira parte da semente a ser atacada pelas
pragas, funcionando assim como a primeira linha de defesa (SILVA et al., 2016; DE
SA et al., 2018; SILVA et al., 2018), uma vez que as larvas conseguem atravessa-lo,
mesmo que com atraso, elas alcangcam os cotilédones, se alojam e se alimentam das
reservas nutritivas das sementes, causando danos irreversiveis (DE SA et al., 2014).
Dessa forma, é de fundamental importancia a presenca de compostos de defesas nos
cotiléedones das sementes.

Em 1999, Oliveira et al. avaliaram a toxicidade de proteinas extraidas de
cotiledones de Canavalia ensiformis para o C. maculatus. Tais proteinas mostraram-
se altamente toxicas para o desenvolvimento de larvas deste inseto. Assim avaliamos

a toxicidade dos cotilédones de C. rosea, incorporando diferentes concentracfes de
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suas farinhas em sistema de sementes artificiais. Nossos resultados mostraram que,
assim como os tegumentos da C. rosea, seus cotilédones também sao toxicos parao
inseto. Sementes artificiais contendo 1 e 2% da farinha diminuiram a sobrevivéncia de
C. maculatus em aproximadamente 58 e 35%, respectivamente, e reduziram em
aproximadamente 46 e 74% (respectivamente) a massa das larvas de 20 DAO. Houve
também diminuicdo do comprimento das larvas em aproximadamente 41 e 63%,
respectivamente. Concentragdes superiores mostraram-se altamente letais as larvas
de C. maculatus, sendo responsaveis por 100% de mortalidade.

A presenca de compostos toxicos em cotilédones de sementes € bastante
estudada, dentre as principais proteinas caracterizadas como téxicas, estao inibidores
de enzimas proteoliticas, lectinas, vicilinas e quitinases (SALES et al., 2000; CARLINI,
GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2008; ALEXANDRE et al., 2011; NUNES et
al., 2015). Vicilinas e quitinases de sementes tem sido estudadas pelo nosso grupo,
como proteinas de defesa presentes tanto em tegumentos como em cotilédones
(OLIVEIRA et al., 1999; SILVA et al., 2004; SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2016;
SILVA et al., 2018). Trabalhos anteriores demonstraram que fracdes proteicas
precipitadas de 70-90% com sulfato de aménia sdo altamente ricas em vicilinas
(MACEDO et al., 1993). Vicilinas tem tido sua toxicidade a insetos relacionada a
capacidade de ligacdo a quitina constituinte da membrana peritréfica/gel peritréfico de
insetos, estruturas acelulares que revestem o intestino médio de insetos (TERRA et
al., 2001; MOURA et al., 2007; MOTA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2013), como visto
nas larvas de C. maculatus (SALES et al., 2001).

Assim realizamos uma extracdo proteica da farinha de cotilédones
concentrando as proteinas na faixa de saturacao de FO-70% e F70-90% em sulfato de
amonio e avaliamos a toxicidade para o inseto. Nossos resultados mostraram que
ambas as fragOes foram tdxicas para C. maculatus. A incorporacdo de 1% da fracao
F70-90% em sementes artificiais foi capaz de diminuir significativamente a massa e a
sobrevivéncia das larvas. Houve diminuicdo das massas das larvas em
aproximadamente 77% e a sobrevivéncia foi afetada em aproximadamente 70%. Em
estudo anterior, De Sa (2017) avaliou a toxicidade da fracdo F70-90% extraida de
tegumentos de C. ensiformis e mostrou que a incorporacao a 2% também reduziu as
massas das larvas e sua sobrevivéncia em 65 e 55%, respectivamente. Esse trabalho
mostrou ainda uma diminuicdo significativa (50%) na oviposicdo do inseto em

sementes com 2% da fragdo F70-90%. Nossos
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resultados ndo mostraram diminuicdes na oviposicdo e nem na penetracdo larval
relacionadas a presenca de outras fracoes.

Para a verificacdo da presenca de proteinas com afinidade a quitina na fragédo
F70-90%, a fracdo foi submetida a cromatografia de afinidade a quitina onde se
observou a presenca de proteinas retidas na matriz. A analise da toxicidade da fracéao
retida a 1% apresentou 100% de mortalidade. Apesar de nao haver diferenca
significativa nos parametros de oviposicao e eclosao larval com relacdo ao controle,
as larvas alimentadas com 1% dessa fracdo foram encontradas mortas logo no inicio
dos tuneis cavados para penetrarem as sementes, mostrando que houve
embriogénese, mas o desenvolvimento larval foi bloqueado ainda no inicio.

O perfil proteico da fracao retida em quitina, mostrou a presenca de proteinas
majoritarias com massas moleculares entre aproximadamente 130 kDa e 48 kDa e
com algumas bandas menos concentradas com massas abaixo de 30 kDa. Essa faixa
de massas moleculares pode englobar varias proteinas incluindo vicilinas e quitinases,
que ja foram previamente detectadas nessa faixa de peso. As vicilinas consistem em
combinacdes de multiplas unidades com massas moleculares entre 20,1 e 94 kDa,
com um alto grau de polimorfismo (MACEDO et al., 2008) e sdo majoritarias nos
cotilédones de leguminosas (FREITAS; TEIXEIRA; FERREIRA, 2004). Em estudos
anteriores, vicilinas foram isoladas de variedades de V. unguiculata com massas
moleculares entre 36 e 66 kDa (MACEDO et al., 1993). Alguns outros estudos isolaram
guitinases de tegumentos de sementes de soja, com massas moleculares entre 26 e
30 kDa (SILVA et al., 2018). Bandas de fracBes retidas em quitina de sementes de
cultivares de V. unguiculata, que reagiram com o0 anticorpo anti quitinase,
apresentaram massas moleculares abaixo de 40 kDa (FERREIRA, 2018).

A fracdo 0-70% apesar de nao influenciar nos parametros de oviposi¢édo e
ecloséo larval, reduziu significativamente as massas e a sobrevivéncia das larvas em
aproximadamente 66,6% e 62,5%, respectivamente. Devido a sua toxicidade, a fracao
foi submetida a cromatografia de troca ibnica com matriz aniénica de DEAE-celulose
e observamos a fracdo ndo retida, rica em proteinas carregadas positivamente e
neutras e uma unica fragéo retida, eluida com NaCl 0,3 M. Essa fracdo retne as
proteinas carregadas negativamente. O teste de toxicidade dessa fracdo mostrou que
apesar das fracbes nao interferirem na oviposicdo e na eclosao das larvas, foram

altamente letais. O perfil proteico, mostrou a presenca de bandas majoritarias com
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massas moleculares de aproximadamente 130, 48, 30 e algumas abaixo de 28 kDa
na fracdo nao retida e na fracdo 0,3 M DEAE apresentou bandas proteicas menos
concentradas, acima de 100 kDa, e algumas poucas abaixo de 63 kDa no mesmo
intervalo de saturacédo. Leite et al. (2005) isolaram uma lectina de Gracilaria ornata
com peso molecular de 17 kDa, através da precipitacdo de 0-70% e cromatografia de
troca ibnica, seguida de cromatografia de afinidade.

Avaliando as possiveis alteragBes presentes nas larvas foram observadas
alteracbes na atividade das proteases cisteinicas, lipases e a-amilases de larvas 20
DAO obtidas de sementes artificiais contendo 1% e 2% de farinha de cotilédones, 1%
das fracbes FO-70% e F70-90% e de sementes artificiais com tegumentos artificiais
espessos.

Quando analisamos a atividade de proteases cisteinicas observamos um
aumento significativo nas larvas obtidas nos experimentos teste com relacéo as larvas
do controle. Larvas retiradas de sementes contendo 2% de farinha de cotilédones de
C. rosea e 1% da fracdo F70-90% foram as que mais apresentaram atividade de
protease cisteinica e também foram as que tiveram menor massa dentre todos 0s
testes. Larvas retiradas de sementes contendo 1% de farinha de cotilédones de C.
rosea nao apresentaram diferenca estatistica significativa com relacéo ao controle. Ja
as larvas retiradas de sementes contendo tegumento artificial com massa final de 60
mg e 1% da fragdo FO-70% indicaram atividades similares, porém, mais elevadas que
as das larvas das sementes controle.

Ao analisarmos as atividades de a-amilase verificamos que, assim como
ocorreu com a atividade de protease cisteinica, as larvas retiradas das sementes
controle foram as que apresentaram menor atividade enzimatica. Larvas retiradas das
sementes contendo 2% de cotilédones de C. rosea apresentaram valores 13 vezes
mais altos que larvas retiradas do controle, enquanto as larvas oriundas de sementes
contendo 1% da fracdo F70-90 apresentaram valores aproximadamente 9 vezes mais
altos que as larvas das sementes controle. Diferente dos resultados apresentados por
nos, estudos anteriores demonstraram uma diminui¢éo significativa nas atividades de
proteases cisteinicas e a-amilase em larvas 15 DAO (DE SA et al., 2014), de 5 a 17
DAO (DE SA et al., 2018) e 20 DAO (CRUZ et al., 2016). Resultados similares ao
nosso, onde as larvas retiradas das sementes controle apresentaram menor atividade

para algumas enzimas digestivas foram apresentados por Silva (2019). Nesse
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trabalho, Silva (2019) quantificou a atividade de proteases cisteinicas em larvas 12,
16 e 21 DAO, retiradas de sementes hospedeiras (V. unguiculata) e os resultados
mostraram que a atividade de protease cisteinica aumenta entre 12 e 16 DAO, mas
decresce com 21 DAO, periodo que compreende o fim do desenvolvimento larval e
inicio da fase de pupa. Na fase de pupa o inseto ja ndo mais se alimenta, diminuindo
seus niveis de atividade de enzimas digestivas. Esses dados, juntamente com 0s
nossos resultados, sugerem que as larvas submetidas as dietas teste, por terem um
retardo no desenvolvimento, apresentam uma idade fisiologica inferior aos 20 DAO, o
gue justifica algumas atividades digestivas mais altas que as larvas controle.

Nossos resultados também mostraram uma alteracdo na quantificacdo de
compostos bioquimicos essenciais para o metabolismo. Os niveis de colesterol foram
menores em larvas retiradas das sementes controle. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os niveis de glicose nas larvas das sementes controle e nas larvas
das sementes contendo 1% da fracdo FO-70% e das sementes com tegumento
artificial de 60 mg. Maiores niveis de glicose foram observados nas larvas retiradas
das sementes contendo 1% da farinha de cotilédones. Larvas das sementes contendo
2% da farinha de cotilédones e 1% da fracdo F70-90% né&o indicaram diferenca
estatistica significativa com relacdo a nenhum resultado apresentado. Os niveis de
glicose foram maiores em larvas das sementes contendo 1 e 2% da farinha de
cotilédones. Os niveis de glicose nas larvas das sementes controle foram menores
gue os apresentados nas larvas das sementes de 1 e 2% de farinha de cotilédones,
porém foram estatisticamente maiores que os niveis de glicose encontrados nas larvas
de sementes contendo 1% das fragbes F0-70% e F70-90% e das sementes com
tegumento artificial de 60 mg. Os niveis de triacilglicerois foram maiores em sementes
contendo 1% da fracdo FO-70%, ndo indicando diferenca estatistica significativa com
relacdo as larvas das sementes controle. Os menores niveis de triacilglicerois foram
encontrados em larvas de sementes contendo 1% da F70-90 e 1% da farinha de
cotilédones.

Em sintese, nossos resultados indicam que as sementes de C. rosea sao
resistentes a infestacao por C. maculatus e sao fontes de compostos inseticidas. Tanto
os cotilédones quanto os tegumentos de C. rosea influenciaram negativamente no
desenvolvimento do inseto. Parte da toxicidade dos cotilédones de C. rosea e de suas

fracOes pode estar relacionada a presenca de proteinas com afinidade quitina, que
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podem se ligar a membrana peritrofica interferindo no desenvolvimento das larvas.
Nossos resultados sugerem ainda que a toxicidade dos tegumentos de C. rosea esteja
relacionada a associacao de fatores fisicos (como espessura e dureza) a presenca de
compostos toxicos. Investigacdes futuras deverdo ser realizadas para que seja
possivel isolar e identificar as proteinas presentes nas fracdes que apresentaram
toxicidade ao inseto, contribuindo para melhor compreensdo do mecanismo de

toxicidade de proteinas isoladas dessas sementes para C. maculatus.
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6. CONCLUSOES

e Sementes naturais de C. rosea foram resistentes a infestacéo pelo inseto C.
maculatus;

e Os tegumentos naturais de C. rosea inibiram a oviposi¢cdo, a penetracao e a
sobrevivéncia das larvas de C. maculatus;

e Embrides de C. maculatus desenvolvidos em ovos ovipositados sobre os
tegumentos naturais de C. rosea ndo apresentaram alteracdes morfolégicas
durante a embriogénese;

e Os tegumentos naturais de C. rosea apresentaram espessura 8 vezes maior
gue os tegumentos das sementes de V. unguiculata, hospedeiras naturais do
inseto;

e Experimentos de sementes artificiais, contendo tegumentos artificiais de C.
rosea, mostraram uma relacéo direta entre espessura e toxicidade, sendo 0s
tegumentos finos incapazes de alterarem o desenvolvimento do inseto;

e Farinhas e fracBes proteicas dos cotilédones de C. rosea apresentaram
toxicidade para C. maculatus, diminuindo a massa das larvas em
concentracbes de 1 e 2%. A farinha foi 100% letal em concentracdes
superiores;

e FracOes isoladas através de métodos cromatograficos de troca ibnica e
afinidade a quitina foram altamente toxicas para C. maculatus, matando as
larvas no inicio do desenvolvimento larval;

e Larvas de 20 DAO alimentadas com as farinhas de cotilédones de C. rosea e
com as fracbes FO0-70% e F70-90% (provenientes de sementes artificiais
contendo tegumentos artificiais com diferentes espessuras) mostraram
alteracbes na atividade de enzimaticas digestivas e nos niveis de glicose,

triacilglicerois, proteinas totais e colesterol.
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