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RESUMO

Sementes de leguminosas das espécies Crotalaria pallida, Erythrina veluntina e
Enterolobium contortisiliquum tiveram suas frações globulínicas isoladas. As
globulinas não apresentaram atividade de inibidores para as enzimas tipo serínicas,
cisteínicas, aspárticas e para as  amilases de homogenatos intestinais de larvas de
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus. Os testes de atividades
hemaglutinantes indicaram que apenas a globulina de Erytrina veluntina apresentou
contaminação com lectinas com afinidade para eritrócitos humanos do tipo A, B e O.
As vicilinas foram então purificadas usando-se duas cromatografias de filtração em
gel, Sephacryl S-300 seguido de uma Sephacryl S-200 calibrada com marcadores de
massa molecular conhecidos. Vicilinas de C. pallida (CpV) e E. veluntina (EvV)
apresentaram massa molecular de 124,6 kDa e a de E. contortisiliquum (EcV) com
massa molecular de 151 kDa..Eletroforese desnaturante mostrou que  CpV possui 4
subunidades de massas moleculares aparentes de 66, 63, 57, 45 kDa; a de EvV
com duas subunidades de massa molecular aparente de 66,2 e 63,8 kDa e EcV três
subunidades de massa molecular aparente de 54,9 kDa. Essas proteínas mostraram
ser homogêneas por eletroforese nativa com bandas únicas, onde CpV revelou ser a
proteína menos ácida. Todas as vicilinas são glicoproteínas,com conteúdo de
carboidrato variando de 1 a 1,5%. Bioensaios foram feitos para determinar o efeito
deletério das vicilinas para C. maculatus e Z. subfasciatus. Cpv, EvV e EcV
apresentaram WD50 de 0,28,  0,19 e 1,03%;  LD50 de 0,2, 0,26 e 1,11% para C.
maculatus, respectivamente . As curvas dose resposta para Cpv, EvV e EcV para Z.
subfasciatus apresentou WD50 de 0,12, 0,14 e 0,65%; e LD50 de 0,09, 0,10 e 0,43%,
respectivamente. Ensaios digestórios utilizando se enzimas dos intestinos médio de
bruquídeos mostraram que as vicilinas são resistentes à proteólise, dentre elas
destaca-se EcV, que mesmo depois de incubadas por 24 horas não foram
hidrolisados pelas enzimas de de C. maculatus. Nos ensaios para fungos
fitopatógenos apenas EcV foi capaz de inibir a germinação de esporos de Fusarium
solani à concentração de 10 e 20 µg. O mecanismo de ação proposto para as
vicilinas foi baseado na propriedade que essas proteínas tiveram de se ligarem a
quitina ou estruturas quitinosas presentes nos intestinos médios das larvas
associado à baixa digestibilidade destas proteínas para enzimas dos insetos.



ABSTRACT

Globulins fractions of legume seeds of Crotalaria pallida, Erytrina veluntina and
Enterolobium contortisiliquum were isolated and submitted to assays against serine,
cysteine and aspartic proteinases, as also amylase present in midgut of C. maculatus
and Z. subfasciatus. Hemagglutination assays indicated presence of a lectin in E.
veluntina globulin fractions. This lectin had affinity to human erythrocytes type A, B
and O. Vicilins were purified by chromatography on Sephacryl S-300 followed of a
chromatography on Sephacryl S-200, which was calibrated using protein markers.
Vicilins from C. pallida (CpV) and E. veluntina (EvV) seeds had a molecular mass of
124.6 kDa and E. contortisiliquum a molecular mass of 151kDa. Eletrophoresis in
presence of SDS showed that CpV was constituted by four subunities with apparent
molecular mass of 66, 63, 57 and 45 kDa, EvV with three subunities with apparent
molecular mass of 45kDa and EcV four subunities, two with 37.1 kDa and two with
25.8 kDa. Non denaturantig eletrophoresis displayed single bands with high
homogeneity, where CpV had lower acidic behavior. All vicilins are glycoproteins with
carbohydrate contents at 1 to1.5%. Bioassays were done to detect deleterious
effects of vicilins against C. maculatus and Z. subfasciatus larvae. CpV, EvV and EcV
exhibited a WD50 of 0.28, 0.19 and 1.03%; LD50 0.2, 0.26, and 1.11% respectively to
C. maculatus. The dose responses of CpV, EvV and EcV to Z. subfasciatus were:
WD50 of 0.12, 0.14, 0.65% and LD50 of 0.09, 0.1, and 0.43% respectively. The
mechanism of action of these proteins to bruchids should be based on their
properties of bind to chitin present in mid gut of larvae associated with the low
digestibility of vicilin. In assays against phytopatogenous fungus, only EcV was
capable of inhibit F. solani growth at concentrations of 10 and 20 µg and its action
mechanism should be also based in the affinity of EcV to chitin present in the fungi
wall.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Considerações Gerais

Uma planta é considerada saudável ou normal quando pode executar todas as

suas funções fisiológicas de acordo com o seu potencial genético. Essas funções

incluem: Divisão e diferenciação celular, absorção e translocação de substâncias,

fotossíntese e reprodução, entre outras. Se uma planta sofre distúrbios causados por

patógenos ou por certas condições ambientais e uma ou mais de suas funções sofre

um desvio, ela é considerada doente (Agrios, 1988).

As doenças em vegetais podem ser causadas por fatores bióticos ou abióticos.

Quando a doença pressupõe infecção causada pelo ataque de fungos, vírus,

procariontes ou infestação por parasitas, nematóides e outros, ela é considerada de

origem biótica. Por outro lado, se a doença é causada por temperaturas extremas,

excesso ou falta de luz ou oxigênio, poluição, inseticidas e ainda práticas impróprias

à cultura do vegetal, ela é dita não-infecciosa ou de origem abiótica (Zeiger & Taiz,

1991).

Existem ainda, danos causados por insetos que se alimentam de tecidos vivos

de plantas, os insetos fitófagos. Esses insetos podem explorar seus hospedeiros de

várias maneiras: alimentando-se externamente por mastigação ou picadas, sugando

células individuais ou substâncias do sistema vascular da planta ou desenvolvendo-

se dentro de seus hospedeiros formando galerias (Harbone, 1988).

Em sementes, as pragas que as atacam podem destruir a semente parcial ou

completamente, sendo que, mesmo quando destruídas parcialmente, estes podem

ter seu poder germinativo reduzido em até 27% (Vieira et al., 1975).
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As plantas possuem, entretanto, certo grau de resistência a insetos e apenas

um número limitado destes é hábil a alimentarem-se de cada espécie

individualmente. Essa resistência inerente é baseada nos vários mecanismos de

defesa desenvolvidos pelas plantas durante a evolução (Schuler et al., 1998).

1.2. Defesas de Plantas

 As plantas possuem uma capacidade pré-formada e/ou induzida de defesa

contra vírus, microrganismos, invertebrados e até mesmo outras plantas (Jones et

al., 1997).

Existe um grande número de estratégias de defesa que são utilizadas pelas

plantas quando atacados por patógenos herbívoros ou quando submetidas a

condições ambientais adversas (Kogan, 1986).

A resistência é o termo usado para descrever a capacidade das plantas em

prevenir, restringir ou retardar a penetração do patógeno no tecido hospedeiro (Bell,

1981). De um modo geral, os mecanismos de defesa das plantas superiores contra

uma variedade de agentes bióticos ou abióticos podem ser agrupados em duas

categorias: constitutivos, se sua ação faz-se dentro do programa de

desenvolvimento normal da planta; e induzidas quando estão envolvidas diretamente

na resposta a alguma agressão ou infecção (Chesin & Zipf, 1990). Essa resposta

induzida pode resultar em efetivos mecanismos de resistência a doenças quando ela

é expressa pela planta, sistematicamente (Kuc & Hammerschmidt, 1995). Nesse

caso, os agentes envolvidos induzem uma resposta do hospedeiro, não apenas em

torno das partes atingidas, como também em partes da planta distantes da área

onde ocorreu à injúria, sendo este processo denominado imunização sistêmica

(Dean & Kuc, 1986; Gottstein & Kuc, 1989).



             Introdução 13

As plantas desenvolvem complexas e variadas defesas quando infectadas por

patógenos. A síntese de novas proteínas pode ter ação direta ou indireta no decorrer

da patogênese. As proteínas sintetizadas incluem proteínas da parede celular,

enzimas envolvidas no metabolismo de flavonóides e fenilpropanóides, proteínas

tóxicas, proteínas com propriedades antimicrobianas, enzimas líticas, inibidores de

amilases e de proteases e um grupo heterogêneo de proteínas conhecidas

coletivamente como Pr-Proteínas (proteínas relacionadas à patogênese) (San

Segundo et al., 1994). Esse grupo de proteínas inclui quitinases e –1,3 glucanases,

que juntas impedem o crescimento de hifas (Gomes et al, 1997) lectinas e vicilinas

que se ligam à quitina de fungos Peroxidases envolvidas na fortificação da parede

celular; e ainda proteínas semelhantes à taumatina, (Svendsen et al.,1991; Gomes

et al., 1997).

As quitinases são enzimas hidrolíticas envolvidas no reconhecimento e

processamento dos mecanismos de resistência de plantas contra patógenos

(Bowles, 1990). Elas podem desempenhar papéis de defesa e funções biológicas na

regulação e desenvolvimento de plantas (Sela-Buurlage et al.,1993; Melo et al.,

1999).

As proteínas "thaumatin-like" apresentam grande similaridade de seqüência de

aminoácidos com a proteína taumatina (Pappin et al., 1987). Elas ocorrem em duas

isoformas muito similares, as quais são codificadas por genes distintos e têm

homologia de seqüência a um inibidor bifuncional de -amilase de inseto e tripsina

bovina que ocorre em sementes de milho, o que sugere que as proteínas

"thaumatin-like" podem agir contra o ataque de herbívoros (Ritter et al.,1987).

Inibidores de enzimas digestivas encontrados em plantas são importantes

devido ao potencial efeito deletério na nutrição animal e humana, bem como por seu
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possível papel de defesa em plantas contra microrganismos e insetos. Esses

inibidores são divididos em quatro classes, de acordo com suas atividades

específicas: inibidores de proteinases serínicas; inibidores de proteinases

cisteínicas, também chamados cistatinas; inibidores de proteinases aspárticas e

inibidores de metalo-proteinases (Ryan, 1990).

Inibidores específicos para enzimas proteolíticas de microrganismos são

comuns em plantas, especialmente em sementes de leguminosas, dentre os quais

se destacam os inibidores de subtilisinas (proteinases secretadas por Bacillus

subtilis), pertencentes à classe dos inibidores de proteases serínicas. Tais inibidores

são encontrados em muitos tubérculos, cereais e leguminosas (Garcia-Olmedo et al.,

1987) e podem ser ativos, também, contra várias proteases de outros

microrganismos fitopatogênicos (Ryan, 1990).

As plantas possuem também inibidores de -amilase que constituem uma

importante família de proteínas de defesa, sendo encontrados em cereais como o

trigo, o centeio (Garcia-Maroto et al., 1991; Feng et al., 1996), a cevada (Abe et al.,

1993), em leguminosas como o feijão comum (Marshall & Lauda, 1975; Ishimoto et

al., 1996; Grossi de Sá et al., 1997) e o feijão-de-corda e em outros vegetais. (Melo

et al., 1999).

1.3. Mecanismos de Defesa em Sementes

As plantas com sementes compreendem dois grandes grupos, as

gimnospermas e as angiospermas. Uma das características das primeiras, o grupo

mais antigo, é a presença de sementes não protegidas. O grupo das angiospermas

é constituído de espécies que produzem sementes de dois tipos, característica esta

que dá origem à sua classificação em monocotiledôneas e dicotiledôneas. São
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monocotiledôneas, as plantas que produzem sementes com um cotilédone (cereais,

por exemplo) e dicotiledôneas aquelas cujas sementes têm dois cotilédones (como

as leguminosas) (Xavier-Filho,1993 ).

As sementes são ricas fontes de proteínas, carboidratos fazendo com que

estes órgãos sejam um alimento de excepcional qualidade para a multiplicidade de

organismos. A importância desses nutrientes para a alimentação humana confere à

semente uma significância especial em nossas sociedades (Xavier-Filho, 1991).

O homem aprendeu, desde cedo, a preservar as sementes da ação de agentes

infecciosos, tais como os patógenos, as pragas, as aves e os roedores, que

certamente são causadores da diminuição do rendimento das colheitas. O emprego

de variedades resistentes foi desde muito tempo uma das maneiras utilizadas por

agricultores para alcançar elevada produtividade ao diminuírem o ataque de

patógenos e pragas para níveis aceitáveis. Os fatores intrínsecos dessa resistência

foram incorporados a novos cultivares por meio de processos de melhoramento

genético clássico. Com a biologia molecular e o desenvolvimento das técnicas de

engenharia genética, tem-se a possibilidade de se utilizar genes que conferem

resistência a uma espécie, para conferir resistência à outra (Xavier-Filho, 1993).

As defesas empregadas pelas sementes para sua proteção contra os diversos

agentes patogênicos e herbívoros que as atacam são de múltipla ordem e de

diversos tipos. As defesas podem ser classificadas como físicas (espinhos,

tegumentos) ou químicas se há envolvimento de substâncias químicas nos

mecanismos pelos quais as sementes se protegem. As defesas químicas, por sua

vez, podem ser de natureza não protéica, tais como: alcalóides, aminoácidos não

protéicos, flavonóides, e substâncias de natureza protéica, tais como: lectinas,
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arcelinas, quitinases, inibidores de -amilase vicilinas variantes, outras toxinas

(Ryan, 1991).

1.4. Insetos e Sementes

Um grande número de ordens da classe Insecta compreende espécies que

atacam sementes, sejam elas imaturas, sejam sementes maduras e armazenadas.

Os insetos que se alimentam de sementes verdes são denominados sugadores e os

que se alimentam de sementes maduras, mastigadores (Panizi & Parra, 1991; Xavier

Filho, 1993). Os insetos mastigadores de sementes foram agrupados em muitas

famílias de várias ordens (Tabela 01), dentre os quais se destacam os bruquídeos

(Coleoptera: Bruchidae) que se especializaram na atividade predatória de sementes

maduras de leguminosas, como os feijões (Panizi & Parra, 1991; Xavier–Filho,

1993). Esses bruquídeos foram associados com sementes de leguminosas através

de processos co-evolucionários (Sales et al., 2001), ou seja, à medida que a planta

produzia e acumulava uma toxina, o predador desenvolvia uma resposta, como, por

exemplo, a destoxificação ou a excreção da toxina. Portanto, a adaptação da planta

é seguida por uma contra-adaptação do predador (Erlich & Raven, 1964; Chrispeels,

1999; Melo et al., 1999). Esses insetos resistentes rapidamente se tornam

dominantes na população, por usarem como fonte exclusiva de alimento aquela

planta que, outrora, foi tóxica para eles (Harbone, 1982; Howe & Westley, 1988)
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Tabela 01: Ordens e famílias de insetos que se alimentam de sementes.

Adaptada de Xavier Filho, J. Sementes e suas defesas contra insetos, 1993.

Hábito alimentar Ordem Família

Coleoptera Anobiidae

Bruchidae

Cerambycidae

Curculionidae

Scolytidae

Bostrichidae

Tenebrionidae

Mastigadores

Lepidoptera Incurvariidae

Noctuidae

Olethreutidae

Pyralidae

Tortricidae

Gelechiidae

Hymenoptera Agaonidae

Eurytomidae

Formicidae

Torymidae

Orthoptera Tettigoniidae

Diptera Agromyzidae

Cecidomyiidae

Tephritidae
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Os Bruquídeos Sitophilus sp. que infestam grãos de cereais, têm níveis tão

altos de -amilase que são capazes de superar os inibidores daquela enzima

presentes nos grãos (Grossi De Sá & Chrispeels, 1997).

Na América do Sul, as larvas de algumas espécies de bruquídeos, como o

Acanthoscelides obtectus, Callosobruchus maculatus, Callosobruchus chinensis ou

Zabrotes subfasciatus (figura 01) são consideradas os principais predadores de

sementes de feijões, responsáveis por enormes perdas, no período pré-colheita,

bem como no período pós-colheita (Gatehouse et al., 1995; Le Berre-Anton et al.,

2000).

Dentre as diversas espécies de leguminosas, o feijão é considerado produto

básico na alimentação humana, sendo uma das mais importantes fontes de

proteínas, calorias, vitaminas do complexo B e minerais na América Latina

(Maldonado et al., 1996; Ishimoto & Chrispeels, 1996). Cultivos de feijão comum

(Phaseolus vulgaris) podem ser severamente danificados quando infestados por A.

obtectus e/ou Z. subfasciatus, dois bruquídeos do novo mundo (Dobie et al., 1990).

Outros cultivos de leguminosas, tais como ervilhas (Pisum sativum) e feijões do

gênero Vigna também sofrem extensivos danos, se infestados pelo Bruchus pisorum

e C. maculatus (Chrispeels et al., 1998).

Figura 1. Semente de P. vulgaris infestada por larvas do bruquídeo Z. subfasciatus
(20X).



             Introdução 19

1.5. Proteínas ligantes à quitina

A família de proteínas que possuem atividades de interação com quitina é

composta de moléculas com atividades e origens diversas. As proteínas com esta

capacidade até agora estudadas apresentam um domínio de 30-43 aminoácidos

com vários resíduos de cisteína e glicina em posições conservadas. Este domínio é

apresentado como responsável pela especificidade da ligação à matriz de quitina,

constituídas de resíduos de N-acetilglicosamina (GlcNac) ou ácido N-acetil-D-

neuramínico (NeuNac) em sua estrutura (Raikhel et al., 1993). Quitina é o ligante

natural mais encontrado na natureza para estas proteínas e é um importante

componente estrutural da parede celular de fungos e exoesqueletos de muitos

invertebrados, tais como insetos e nematódeos. A presença deste polímero em

membranas peritróficas (que revestem o lume intestinal da maioria dos insetos) e

outras membranas de larvas e insetos foram relatadas na literatura (Terra, 1990;

Peters, 1992). Estes fatos, associados às outras evidências, sugerem, para estas

proteínas, um papel na defesa de plantas (Chrispeels et al., 1991).

Dentre as proteínas relacionadas à defesa e com atividades de interação com

quitina encontram-se: heveína, proteínas induzidas por injúria; lectinas (urtiga e

solanáceas); quitinases básicas tipo I; WGA (aglutinina do gérmem de trigo) e suas

três isoformas (Raikhel et al., 1993). A mais recente das proteínas adicionadas a

este grupo são as vicilinas, também apresentam a capacidade de se ligar à quitina e

a compostos quitinosos ricos em N-acetilglicosamina (Macedo et al., 1993; Sales et

al., 1996; Yunes et al., 1998; Sales et al., 2001), fazendo assim, parte de da classe

de proteínas de defesa com propriedade de interagir com quitina.
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1.6. Vicilinas e Resistência em Sementes de Leguminosas

Cerca de 6.000 linhas de feijão-de-corda do banco de germoplasma do

Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA), na Nigéria, foram

sistematicamente examinadas, no início dos anos 70, para resistência a C.

maculatus. Somente uma dessas linhagens, TVu 2027, coletada no vale do Rima, no

Estado de Sokoto, na Nigéria, apresentou resistência ao inseto (Singh & Rachie,

1985). Posteriormente, quando um maior número de linhas foi examinado, atingindo

um total de 8.000, mais dois acessos (TVu 11952 e TVu 11953), com níveis

semelhantes de resistência, foram encontradas. Mostrou-se que a resistência estava

ligada a dois genes recessivos e que estes eram os mesmos para as três

variedades. Um programa intenso de melhoramento, levado pelos pesquisadores do

IITA, incorporou a resistência à C. maculatus em diferentes cultivares (Singh &

Singh, 1992). Gatehouse et al. (1979) mostraram que a resistência nas sementes de

V. unguiculata resistentes era devido aos altos índices de inibidores de tripsina

detectados nestas sementes. Entretanto, Xavier-Filho et al. (1989) mostraram que a

resistência ao bruquídeo era devido à fração globulínica. Posteriormente foi provado

que as vicilinas, globulinas 7S de reserva das sementes eram responsáveis pela

toxicidade a C. maculatus (Macedo et al., 1993).

As vicilinas são proteínas de reserva com peso molecular variando de 150 a

190 kDa geralmente formada por trímeros (Derbyshire et al., 1976; Khan et al., 1980;

Pedalino et al., 1992). Essas proteínas são, na sua maioria, alteradas por proteólises

durante o processamento pós-tradução e por isto originam grande número de

pequenos polipeptídios (Higgins, 1984). Esta característica pode também ser

resultado da adição incompleta ou degradação parcial da ligação dos

oligossacarídeos nas cadeias laterais dos peptídeos tornando difícil sua digestão por



             Introdução 21

insetos (Macedo et al., 1995). Vicilinas de V. unguiculata são capazes de se ligar

fortemente à membrana peritrófica de larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus,

causando nesses insetos problemas na digestão e na absorção de nutrientes,

influenciando no desenvolvimento e/ou levando à morte celular (Firmino et al, 1996;

Sales et al, 2005). Estudos recentes mostraram que vicilinas podem ligar-se as

células absortivas presentes como constituintes do tecido do intestino médio de C.

maculatus, bem como internalizar-se no tecido adiposo ou permanecer na hemolinfa,

tanto em insetos adultos como em larvas. A absorção de vicilina e sua presença em

tecidos de bruquideos podem levar a um seqüestro de compostos secundários,

causando danos para o inseto (UCHOA et al., 2006), estas evidencias somadas a

capacidade de ligar-se a quitina colocam as vicilinas na classe de proteínas de

defesa.

O mecanismo de ação de vicilinas de sementes de V. unguiculata resistentes

a insetos tem sido bastante abordado nas últimos anos.  Estas proteínas com

propriedades de ligação às estruturas quitinosas das larvas de bruquídeos e de

micelas de fungos. A hipótese do estudo aqui apresentado foi o de determinar se as

vicilinas de outras leguminosas não cultivadas e filogeneticamente distantes,

evolutivamente daquelas associadas à bruquídeos, causariam efeitos deletérios

sobre bruquídeos e também sobre fungos fitopatogênicos. E se os mecanismos de

ação seriam os mesmos observados naquelas vicilinas de V. ungüiculada

resistentes.
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2. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial inseticida de vicilinas p

de sementes de leguminosas selvagens sobre bruquídeos do feijão de corda e do

feijão comum; assim como avaliar o potencial fungicida sobre fungos fitopatogênicos.

Objetivos específicos:

 Isolar e caracterizar vicilinas de sementes de E. veluntina, E. contortisiliquum

e C. pallida, encontradas no bioma mata atlântica do RN.

 Testar a atividade bioinseticida das vicilinas sobre os insetos praga C.

maculatus e Z. subfasciatus por meio de bioensáios utilizando sementes

artificiais.

 Testar atividade das vicilinas sobre os fungos fitopatogênicos F. solani e C.

lindemuthianum.

 Propor um mecanismo de ação das vicilinas sobre C. maculatus, Z.

subfasciatus, F. solani e C. lindemuthianum.
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3. MATERIAL

3.1 Material Biológico

3.1.1. Sementes

 Neste trabalho foram utilizadas sementes de C. pallida (Crotalária), E.

veluntina (Mulungu) e E. contortisiliquum (Tamboril) (figuras 2,3 e 4), fornecidas pela

divisão Técnica – Setor de Sementeiras do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente

(IBAMA), Nísia Floresta, RN.

Classificação das espécies utilizadas:

Mulungu (Erythrina veluntina)

REINO: Vegetal

   DIVISÃO: Angiospermae

       CLASSE: Dicotyledoneae

           ORDEM: Rosales

              FAMILIA: Leguminosae

      SUBFAMILIA: Papilionioideae

        GÊNERO: Erytrina

           ESPÉCIE: Erytrina veluntina

Figura 02: flores e sementes de E.
veluntina
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Crotalária (Crotalaria pallida)

REINO: Vegetal

   DIVISÃO: Angiospermae

     CLASSE: Dicotyledoneae

        ORDEM: Rosales

            FAMILIA: Leguminosae

    SUBFAMILIA: Papilionioideae

       GÊNERO: Crotalaria

         ESPÉCIE: Crotalaria pallida

Tamboril (Enterolobium contortisiliquum )

REINO: Vegetal

   DIVISÃO: Angiospermae

     CLASSE: Dicotyledoneae

        ORDEM: Rosales

            FAMILIA: Leguminosae

    SUBFAMILIA: Mimosoideae

      GÊNERO: Enterolobium

         ESPÉCIE: Enterolobium contortisiliquum

 Figura 03:Flor e vagem de C.
pallida

Figura 04: vagens e sementes de E.
contortisiliquum
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3.1.2. Bruquídeos

As larvas dos insetos C. maculatus e Z. subfasciatus utilizadas neste trabalho

provieram de uma criação estabelecida no laboratório de Química e Função de

Proteínas Bioativas do Departamento de Bioquímica no Centro de Biociências da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte.

3.1.3. Fungos

Os fungos, F. solani e C. lindemuthianum, utilizados foram provenientes do

Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Ceará, Fortaleza, Ceará, gentilmente cedidos pelo professor José Tadeu Abreu

Oliveira.

3.2 Reagentes

3.2.1. Substratos e Proteínas

Albumina sérica bovina (BSA), Amido solúvel, Hemoglobina, Azocaseína

Citocromo C, Inibidor de soja, -amilase, álcool desidrogenase (Sigma Chemical Co.

St. Louis, MO, EUA).

3.2.2. Reagentes Químicos

 Comassie Blue G250 e R250 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);

 Acrilamida (Reidel – germany Co.);

 N,N-metileno-bis-acrilamida  (Reidel – germany Co.);

 Temed (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA);

 Iodeto de potássio (Merck);

 Comassie Blue G250 e R250 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);
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 Iodo, P. A. (Reagen);

Os outros materiais de grau analítico utilizados foram adquiridos no comércio local

3.2.3. Resinas

 Os géis de exclusão molecular S-300 (range com limites de exclusão de 1 ×

104 - 1.5 × 106 Daltons) e S-200 (range de 5 × 103 - 2.5 × 105 Daltons) foram

adquirido da Amersham Bioscience.

 Quitina de carapaça de lagosta, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA.

3.3. Equipamentos

 Banho Maria (Tecnal - Te 056)

 Balança analítica eletrônica – BEL Engineering.

 Balança eletronica –Tecnal (mod. B-tec 2200)

 Centrífuga HITACHI  CR G (HITACHI, Tokio)

 Coletor de frações Pharmacia Biotec

 Bomba peristáltica Pharmacia Biotec (mod. Pump-1)

 Espectrofotômetro Phramacia Biotec (mod, ultrospec 2100 - pro)

 Microcentrífuga para Eppendorf 5410

 Fonte de eletroforese Biorad (mod. Power pac 300)

 Cuba de eletroforese Biorad.

 Moinho Tecnal (TE 631/2)

 Microscópio óptico Olympus BX60

 pHagâmetro Analyser (pH 300)
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4. MÉTODOS

4.1. Criação dos Insetos

Sementes de feijão foram infestadas diariamente por um período de 24 horas, na

proporção de uma fêmea para 5 sementes. Após esse período, as fêmeas foram

retiradas e as sementes infestadas mantidas em frascos de vidro transparente fechados

com tampas plásticas perfuradas, e incubadas em câmara de criação mantida à

temperatura constante de 28 0C e umidade relativa de 60%, por um período de 28 a 30

dias. Os insetos emergidos das sementes foram retirados diariamente dos frascos,

colocados em outros frascos vazios e deixados por um período de 24 horas na

incubação. Após este período, as fêmeas fecundadas foram utilizadas para infestar

novas sementes de feijão, a fim de manter uma população de insetos equilibrada.

Larvas de 17 a 20 dias foram utilizadas no processo de dissecação e os

homogenatos enzimáticos intestinais obtidos foram utilizados nos ensaios de inibição.

4.2. Purificação de Vicilinas das Sementes

4.2.1. Preparo da Farinha

Sementes de C. pallida (Crotalária), E. veluntina (Mulungu) e E. contortisiliquum

(Tamboril) tiveram seus tegumentos retirados e seus cotilédones foram processados em

moinho e peneirados até a obtenção de farinha de granulação fina.

4.2.2. Isolamento de Globulinas de Sementes

As farinhas de sementes de C. pallida, E. veluntina e E. contortisiliqum foram

colocadas para extração em tampão Tetraborato de sódio 0,05M, pH 7,5 (TBS) na
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proporção de 1:10 (p/v), por 3h à temperatura ambiente e agitação constante. O

homogenato foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos a 4ºC. O precipitado foi

descartado e o sobrenadante filtrado em lã de vidro e denominado extrato bruto. O

extrato bruto de cada semente teve seu volume medido em proveta graduada, e os

mesmos em foram adicionados sulfato de amônio na concentração de 0-70%, e

centrifugada por 30 minutos a 10000 x g à temperatura de 4ºC. Para a obtenção da

fração globulínica, o sobrenadante da fração anterior foi precipitado na faixa de

saturação 70-90% com sulfato de amônio, seguindo o mesmo procedimento. Os

precipitados foram ressuspensos e denominados de fração globulínica, em seguida

foram dialisados e liofilizados.

4.3. Determinação de Proteína

Todas as determinações de proteínas foram feitas pelo método de Bradford

(1976) utilizando albumina sérica bovina como padrão, e leitura de absorbância a 280

nm nas cromatografias.

4.4. Detecção de Proteínas de Defesa em Frações Globulínicas

Para detectar a presença de outras proteínas de defesa nas frações

globulínicas foram feitos ensaios inibitórios contra enzimas do tipo serínicas, cisteínicas,

aspárticas e amilásicas, presente nos homogenatos intestinais das larvas dos

bruquídeos (C. maculatus e Z. subfasciatus) de 17-18 dias de idade. Também foram

feitos ensaios de hemaglutinação para detectar a presença de lectinas, como descrito

em seguida.
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4.4.1. Preparo de Substratos

 Azocaseína 1%

Foi preparada pesando-se um grama de azocaseína, adicionando-se 100ml de tampão

acetato 0,2 M, pH 5,6 e ou tampão Tris-HCl 0,05M pH 7,6. A suspensão resultante foi

fervida por 15 minutos e após o resfriamento aferiu-se o pH foi aferido. O volume foi

ajustado com água destilada para 100 ml. A solução foi congelada e armazenada para

uso posterior nos ensaios.

 Hemoglobina 1%

Foi preparada pesando-se um grama de hemoglobina e adicionando-se 50 ml de HCl

0,06 M, sob agitação constante. Após solubilização foram adicionados 30 ml de tampão

acetato 0,2 M, pH 3,5 e o pH foi ajustado para 3,5 sendo o volume completado para 100

ml. Este substrato foi armazenado a 5ºC e utilizado posteriormente nos ensaios.

 Amido 1%

Foi preparado usando-se um grama de amido solúvel, adicionado a 100ml de tampão

acetato 0,1M, pH 5,5. A suspensão resultante foi fervida por 15 minutos a após

resfriamento aferiu-se o pH. O volume foi completado para 100 ml com água. A solução

foi armazenada a 5ºC e usada posteriormente nos ensaios.

4.4.2. Ensaio de Inibição de homogenatos intestinais por Globulinas

Para os ensaios enzimáticos, os intestinos médios de larvas de 17-18 dias foram

dissecados e homogeneizados em tampão fosfato 0,05 M, pH 5,5. Após centrifugação,
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a 10000 x g, por 15 minutos a 5OC, os sobrenadantes ou homogenatos intestinais (HI)

foram usados nos ensaios enzimáticos.

 Ensaios inibitórios para enzimas serínicas de HI

A inibição de enzimas do tipo tripsina do HI de larvas de C. maculatus e Z.

subfasciatus por globulinas foi determinada pré-incubando-se por 10 minutos a 37ºC

alíquotas de 50 l das soluções (2 mg/ml) de globulinas com 50 l de homogenatos.

Após o tempo de pré-incubação foram adicionados 450 l de tampão Tris-HCl 0,05 M,

pH 7,5 e 250 l de solução de azocaseína 1% pH 7,5, a 37ºC por 30 minutos. A reação

foi parada com a adição de 250 l de solução de TCA 20% e os tubos deixados em

repouso por 15 minutos. O material foi centrifugado por 15 minutos a 10000 x g e

alíquotas de 500 l do sobrenadante foram alcalinizadas com o mesmo volume de

NaOH 2N. O efeito das globulinas sobre a atividade proteolítica a pH 7,5 foi observado

pela medida da absorbância a 440nm originada dos peptídeos diazotizados. Os ensaios

foram realizados em triplicatas e provas em branco foram feitas. A absorbância foi

medida a 440 nm.

 Ensaios inibitórios para enzimas cisteínicas de HI

A inibição de enzimas do tipo cisteínicas do HI de larvas de C. maculatus e Z.

subfasciatus por globulinas foi determinada pré–incubando-se por 10 minutos a

temperatura de 45 ºC alíquotas de 50 l das soluções (2 mg/ml) de globulinas com 50 l

de HI, 40 l de solução ativadora preparada com EDTA 0,02 M e L- cisteína 0,05 M pH

8,0 e 40 l de tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5,5. A reação foi iniciada com o
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acréscimo de 200 l de azocaseína 1% a pH 5,6. Após 10 minutos a reação foi parada

com a adição de 300 l de TCA 20% e os tubos deixados em repouso por 15 minutos e

centrifugados por mais 15 minutos a 10000 x g. Alíquotas de 500 l do sobrenadante

foram alcalinizadas com o mesmo volume de NaOH 2 M. O efeito das globulinas sobre

a atividade proteolítica a pH 5,6 foi observado pela medida da absorbância a 440 nm

originada dos peptídeos diazotizados. Os ensaios foram realizados em triplicata e

provas em branco foram feitas. A absorbância foi medida a 440nm.

 Ensaios inibitórios para enzimas aspárticas de HI

A inibição de enzimas aspárticas de homogenatos intestinais das larvas de C.

maculatus e Z. subfasciatus por globulinas foi determinada pré-incubando-se por 10

minutos a 40 ºC alíquotas de 50 l das soluções (2 mg/ml) de globulinas com 50 l de

HI. Em seguida adicionaram se 50 l de tampão acetato 0,2 M, pH 3,5 e 500 l de

hemoglobina 1%, sendo a reação processada a 40 ºC, por 1 hora. A reação foi

bloqueada adicionando-se 100 l de TCA 40%. Após um repouso de 30 minutos, o

material foi centrifugado a 10000 x g por 15 minutos. Alíquotas de 200 l dos

sobrenadantes foram alcalinizadas com 100 l de NaOH 2 M. O efeito das vicilinas

sobre a atividade proteolítica de HI a pH 3,5 foi determinado empregando-se o método

de Folin, modificado por Lowry (1951) e medidos pela absorbância a 750 nm. Os

ensaios foram realizados em triplicatas e provas em branco foram feitas.

Ensaios inibitórios para amilases de HI
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A inibição da atividade -amilásica presente no HI das larvas de C. maculatus e

Z. subfasciatus foi determinada pré-incubando-se 20 l das soluções (2 mg/ml) de

globulinas com 20 l de HI, 160 l de tampão acetato 0,1 M NaCl 3 mM pH 5,5 por 15

minutos a 30 ºC. Após este período foram adicionados 2000 l de amido 1% e a reação

processada por 10 minutos a 40 ºC. A reação foi bloqueada em banho de gelo. Após

resfriamento volumes de 20 l da reação foram adicionados a 2,5 ml de solução de

iodeto de potássio para detecção do amido remanescente, as absorbâncias foram lidas

a 550 nm. Os ensaios foram realizados em triplicatas e provas em branco foram feitas.

4.4.3. Ensaio de atividade hemaglutinante em frações globulinicas das sementes

A atividade hemaglutinante das globulinas foi verificada seguindo a metodologia

adaptada por Pusztai et al (1987).

 Preparo de Eritrócitos

Alíquotas de 2 ml de eritrócitos humanos dos tipos A, B e O foram lavadas com 8

ml de solução salina e centrifugados a 1650 x g por 5 minutos, até a obtenção de uma

massa de eritrócitos livre de soro e material hemolizado. O hematócrito foi realizado e

soluções de eritrócitos a 4% foram preparadas em solução salina.

 Ensaios de Hemaglutinação

Os ensaios de hemaglutinação foram realizados por meio de diluição seriada em

placas de ELISA com fundo em “V”. Em cada poço foram adicionados 25 µl de solução

salina, 25 µl de globulina (2 mg/mL) e 25 µl de uma suspenção de eritrócitos a 4%. A
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reação foi incubada a 37o C, por 1 hora. Ensaio com Con A foi utilizado como controle

positivo de hemaglutinação.

4.5. Purificação e Caracterização de Vicilinas presentes nas Frações Globulínicas

das Sementes

4.5.1. Cromatografia de exclusão molecular em S-300

As vicilinas das espécies estudadas foram purificadas de acordo com a

metodologia desenvolvida por Macedo et al. (1995). Para esta purificação, cerca de 30

mg de proteína foram ressuspensos em 3 ml de tampão TBS e centrifugados a 12 000 x

g por 10 minutos à temperatura ambiente. O sobrenadante resultante foi aplicado em

uma coluna de gel filtração Sephacryl S-300 (72 cm x 2,5 cm), equilibrada com tampão

TBS sob um fluxo de 0,75 ml/min. Cerca de 1,5 ml das amostras foram coletadas e a

absorbância medida a 280 nm. O primeiro pico protéico livre de atividades inibitórias e

hemaglutinantes foram separados, dialisados e liofilizados.

4.5.2. Cromatografia de Exclusão Molecular em Sephacryl S-200 e Determinação

da Massa Molecular das Vicilinas

Cerca de 4,5 mg de cada vicilina isolada no passo anterior foi aplicada em uma

cromatografia de exclusão molecular Sephacryl S-200 previamente calibrada com os

seguintes padrões de proteínas: Citocromo C (12  kDa), Inibidor de tripsina de soja

(20kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), Álcool desidrogenase (150 kDa) e -Amilase
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(200 kDa). Frações de 1,5 ml foram coletadas sob um fluxo de 0,6 ml/min e absorbância

medida a 280 nm. As massas moleculares aparentes das vicilinas foram estimadas a

partir de uma curva padrão construída com os volumes de eluição e massas

moleculares dos diferentes marcadores protéicos utilizados. As vicilinas purificadas

foram denominadas de CpV, EvV e EcV respectivamente.

4.5.3. Quantificação de carboidratos em vicilinas

Para a quantificação de carboidratos foi realizada a metodologia desenvolvida

por DUBOIS et al. (1956). Uma curva padrão de glicose contendo 5, 10, 20, 40, 80 e

150 g foi construída para posterior determinação da quantidade de carboidratos nas

amostras. Vicilinas (10 mg) foram ressuspensas em 1 ml de água destilada, acrescida

de 25 l fenol 80%, 2,5 ml de ácido sulfúrico. A reação ocorreu à temperatura ambiente

por 10 minutos, seguida de agitação em vortex, em seguida imcubada a 37 ºC por mais

30 minutos. As leituras das amostras foram verificadas à absorbância a 490 nm. A

concentração de carboidratos das amostras foi calculada a partir da equação da curva,

previamente construída.

4.5.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante e Nativo

As eletroforeses das diversas amostras foram feitas, segundo o método

desenvolvido por Laemmli (1970). Foram utilizados placas de vidro (10x14 cm),

espaçadores de 0,75 mm e solução estoque de acrilamida/bisacrilamida na proporção

de 30:2. Esta solução foi filtrada em papel de filtro Whatman n0 1 e estocada em frascos

escuros a 5 ºC. O gel de separação foi preparado na concentração de 15% contendo:
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0,372 ml de água destilada, 1,25ml de tampão Tris HCl 1,5 M, pH 8,8, 50 l de SDS

10%, 3,0 ml de solução estoque de acrilamida/bisacrilamida, 25 l persulfato de amônio

e 3,0 l de TEMED concentrado. O gel de concentração foi preparado, na concentração

de 3,5%, com 1,5 ml de água destilada, 0,625 ml de tampão Tris-HCl 1,5M, pH 8,8, 25

l de SDS 10%, 0,33 ml de solução estoque de acrilamida/bisacrilamida, 12,5 l de

persulfato de amônio e 2,5 l TEMED concentrado.

Às frações protéicas contendo 9 g de proteína, foram adicionadas tampão de

amostra constituído de Tris-HCl 0,0625 M, SDS 2%, glicerol 10% v/v, 0,01% de azul de

bromofenol  num volume de 20 l. O tampão de corrida continha Trisma base 0,025M,

glicina 0,192 M e SDS 10%.  A eletroforese foi realizada sob corrente constante de 40

mA por aproximadamente 1 hora o fim da corrida é marcado com a saída de todo

comassie do gel de poliacrilamida.

Após a eletroforese os géis foram corados segundo procedimento descrito por

WEBER e OSBORNE (1969). A solução corante foi preparada usando-se Comassie

Blue R-250 a 1%, metanol 40%, ácido acético 10% em água. O descoramento foi feito

com uma solução contendo ácido acético 10% e metanol 40%.

Para a eletroforese em condições nativas foi utilizada a mesma metodologia acima

descrita, sem a adição do agente desnaturante SDS.

4.5.5. Determinação das Massas Moleculares das Subunidades das Vicilinas

O número e as massas moleculares aparentes de subunidades das vicilinas foram

estimados a partir de uma curva padrão construída com os Rfs dos diferentes
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marcadores de massa moleculares utilizados na eletroforese desnaturante acima

descrito.

4.6. Bioensaios

Sementes artificiais pesando cerca de 400 mg foram preparadas usando se como

base farinha de feijão de corda e de feijão mulatinho de acordo com a metodologia

desenvolvida por Macedo et al. (1993). Vicilinas foram incorporadas nas farinhas em

proporções de 0,06, 0,125, 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0%. Os controles contendo apenas

farinhas dos feijões foram adicionados aos ensaios. As sementes artificiais foram

preparadas em uma prensa manual adaptada e com auxílio de um molde cilíndrico de

latão. Depois de prensadas, três sementes artificiais foram expostas à infestação

durante 24 horas com fêmeas dos bruquídeos de 48 horas de idade. Passando o

período de ovoposição, as fêmeas foram retiradas dos tubos e o excesso de ovos

postos foi excluído com auxílio de uma agulha, deixando-se 3 ovos por semente,

mantidas em câmara incubadora por 20 dias a 28 ºC e 60% de umidade relativa.

Passados 20 dias, as sementes foram abertas com o auxílio de pinças e uma

lupa. As larvas dos bruquideos, de cada semente artificial, foram pesadas e anotados

os resultados. Todo o experimento foi feito com quatro repetições.

4.6.1. Análise Estatística

Para analisar os dados obtidos foi utilizado o teste Anova que está disponível no

programa estatístico “Excell” do sistema operacional “Windows”.
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4.7. Determinação dos Mecanismos de ação de vicilinas

4.7.1. Detecção de quitina em IM de larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus

Intestinos médios foram dissecados de larvas de 17 dias idade de C. maculatus e

Z. subfasciatus e submetidos à análise da presença de quitina, pelo método de Von

Wisseling, descrito por Rogers e Perkins (1968). As amostras de intestinos de C.

maculatus e Z. subfasciatus foram aquecidas por 20 minutos a 160 ºC em solução de

NaOH saturado. Os resíduos foram lavados sucessivamente com etanol nas

concentrações de 10, 20, 40, 80 e 95%. O material resultante foi colocado sobre

lâminas de vidro e a presença de quitina foi testada gotejando solução de lugol seguida

do gotejamento de solução de ácido sulfúrico a 1%. O aparecimento de coloração

marrom no resíduo após gotejamento da solução de lugol indica a presença de quitina e

o aparecimento da coloração violeta após gotejamento com ácido confirma a presença

nos resíduos testados. Nestes experimentos foram usados como controle positivo

quitina de carapaça de lagosta e como controle negativo, celulose de algodão.

4.7.2. Testes de Afinidade de Vicilinas de Sementes a uma Matriz de Quitina

Uma coluna de afinidade em quitina foi montada (4 x 1,5cm) e equilibrada com

TBS. Na eluição das proteínas foram utilizadas as soluções TBS para o material não

retido e uma solução de HCL 0,1M para liberar o material retido. Nesta coluna foram

aplicadas 40mg de vicilinas resuspensas em TBS, o pico não retido foi eluído com TBS

e o pico retido com solução HCl 0,1M. A leitura foi acompanhada a 280 nm. Foram

passadas as seguintes proteínas como controle da afinidade em quitina: Vicilina de V.
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unguiculata resistente IT81D-1045; Vicilina de C. ensiformis, Vicilina de P. lunatus,

lectinas (WGA e PHA), quitinase de V. unguiculata, quimotripsina, inibidor de tripsina de

soja (SBTI), albumina sérica bovina (BSA), ovalbumina e �-Globulina de coelho. Todas

as proteínas controle foram eluídas nas mesmas condições acima descrita.

4.7.3. Digestibilidade de vicilinas por HI de C. maculatus e Z. subfasciatus.

Larvas de 17 dias de C. maculatus e Z. subfasciatus tiveram seus intestinos

removidos com auxilio de pinças e lupa estereoscópica. Duzentos intestinos foram

removidos e acondicionados em 200 l de solução salina 0,15 M. Os intestinos foram

intestinal foram extraídos em 0,8 mL de tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,5, em

banho de gelo, por 10 minutos. Os homogenatos foram centrifugados a 12000 x g por

20 minutos a 4 oC. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi recolhido e

denominado homogenato intestinal (HI).

Para o ensaio de digestibilidade, 8 g de vicilinas foram dissolvidas em 240 l de

tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,5 e incubadas em banho Maria a 37oC por 0, 6,

12 e 24 horas. A relação vicilina:intestino foi de 1:6 para todos os ensaios. Os

resultados dos ensaios de digestibilidade das vicilinas foram visualizados por

eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% com SDS.

4.8. Efeito de Vicilinas sobre a Germinação de Esporos de Fungos

Fitopatogênicos

Para determinação da inibição de germinação dos esporos seguiu-se a

metodologia descrita por Jt e Kué (1996). Este ensaio foi realizado em placas de Petri
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contendo cavidades, onde 0,01 mL de uma suspensão de esporos de F. solani e C.

lindemuntianum (2 x 105 esporos/mL) foi adicionado em cada depressão. Logo após,

sobre a solução foi colocado 10 l de solução (contendo 10µg e 20µg) das proteínas

teste em cada poço. Água grau Milli-Q estéril, solução de peróxido de hidrogênio 100

mM e solução tampão nas quais as proteínas foram dissolvidas foram também

adicionadas em diferentes poços como controle positivo e negativo, respectivamente. A

placa foi colocada dentro de um recipiente (contendo papel de filtro umedecido) com

aproximadamente 100% de umidade e incubada por 24 horas, a 30 ºC, no escuro. Após

esse período, as placas foram visualizadas através de um microscópio óptico Olympus

BX60 e fotografadas com sistema de fotomicrografias (Olympus Photomicrographics

System PM 20). Os ensaios foram feitos em triplicatas. O esporo foi considerado

germinado se apresentasse tubo germinativo no mínimo duas vezes o tamanho do

esporo não germinado.
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5. RESULTADOS

5.3. Detecção de Proteínas de Defesa em Globulinas

Para identificação de proteínas com atividades inibitórias foram feitas com as

frações globulínicas ensaios utilizando se enzimas presentes no homogenato

intestinal dos bruquídeos. Os ensaios inibitórios feitos com a fração globulínicas

utilizadas para a purificação das vicilinas não apresentaram contaminação com

inibidores de enzimas de classes mecanísticas serínicas, cisteínicas e aspárticas.

Também não foi detectado atividade inibitória para amilase intestinal de bruquídeos.

A atividade lectínica só foi detectada na fração globulínica de sementes de E.

veluntina quando foram usados nos ensaios os eritrócitos humanos do tipo A, B e O.

Os resultados estão resumidos na tabela 02.

Tabela 02: Ensaios para detecção de proteínas de defesa em frações globulínicas

Sementes Proteínas de Defesa

(Fração globulínica) Inibidores de

-amilase

Inibidores

serínicos

Inibidores

cisteínicos

Inibidores

aspárticos

Lectina*

C. pallida ND ND ND ND ND

E. veluntina ND ND ND ND +

E. contortisiliquum ND ND ND ND ND

ND: não detectável; +: presença de atividade. * lectina foi testada para eritrócitos do tipo A,
B e O.

5.3.1. Purificação e Caracterização de Vicilinas presentes nas Frações

Globulínicas de Sementes

Os perfis cromatográficos das frações globulínicas das sementes estão

apresentados na figura 5. Os picos cromatográficos da fração globulínica de

sementes de mulungu com atividade hemaglutinante foram ensaiados para detectar

atividades lectínicas usando eritrócito humano do tipo A, B e O, respectivamente. A

atividade lectínica isolada é identificada no segundo pico cromatográfico (P2), na
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figura 5C. O pico P1, nas figuras 5 A, B e C coprrespondem à vicilinas presente na

fração globulínica de cada uma das sementes.

Figura 5. Cromatografia em Sephacryl S-300 das frações globulinas de sementes de
leguminosas selvagens. (A) Globulinas de C. pallida; (B) Globulinas de E. contortisiliquum;
(C) Globulinas de E. veluntina. ( ) Absorbãncia 280nm; ( ) Atividade lectínica (UH).
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As vicilinas isoladas (P1) provenientes da S-300 foram novamente

recromatografadas em Sephacryl S-200 pra verificar a presença de outras proteínas

de peso molecular aproximado ao das vicilinas, esta coluna foi calibrada com

proteínas com massas moleculares conhecidas. Essas vicilinas purificadas tiveram

suas massas moleculares determinadas através da curva de correlação entre

massas moleculares das proteínas e os volumes de eluição. Através da curva foi

determinado as massas moleculares da vicilina de C. pallida (CpV) e E. veluntina

(EvV) que apresentou massa molecular de 124,6 kDa e a de E. contortisiliquum

(EcV) com massa molecular de 151 kDa (Figura 6A e 6B).

Figura 6. Cromatografia em filtração em gel de Vicilinas de leguminosas selvagens em
coluna de Sephacryl S-200 calibrada com marcadores protéicos de massa molecular
conhecida. (A) Cromatografia de EvV ( ), CpV ( ) e EcV ( ). (B) Determinação das massas
moleculares nativas de EvV, CpV e EcV através da curva de calibração.
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As massas moleculares das subunidades por eletroforese em gel de

poliacrilamida desnaturante (Figura 7A) foram: CpV, 4 subunidades de massas

moleculares aparente de 66 kDa, 63,8 kDa e 57,4 e 45 kDa; EvV, 2 subunidades de

massa molecular aparente de 66,2 kDa e 63,8 e EcV, 3 subunidades de massa

molecular aparente de 54,9 kDa (Figura 7B).

Figura 7. (A) Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante de vicilinas de leguminosas
selvagens: MM: Marcadores; CpV: Vicilina de C. pallida; EvV: Vicilina de E. veluntina; Ecv:
Vicilina de E. contorcilicum. (B) Determinação das massas moleculares das subunidades de
vicilinas. Cpv: 4 subunidades de massas moleculares aparentes diferentes (S1, S2, S3 e
S4); EvV: 2 subunidades de massas moleculares aparentes semelhantes (S1, S2); EcV: 3
subunidades (S1, S2 e S3) de massa moleculares aparentes semelhantes. Marcadores de
massa molecular: A: -galactosidase (116,0 kDa); B: Albumina Sérica Bovina (66,2 kDa); C:
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Ovalbumina (45,0 kDa); D: Endonuclease de restrição BAP 981 (25,0 kDa); E: -
lactoalbumina (18,4 kDa).

A eletroforese em gel nativo apresentou bandas protéicas únicas, onde CpV e

EcV mostraram mais ácidas que EvV (Figura 8).

Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida nativo de vicilinas de leguminosas selvagens.
CpV: Vicilina de C. pallida; EvV: Vicilina de E. veluntina; Ecv: Vicilina de E. contorcilicum.

As vicilinas CpV, EcV e EvV são glicoproteínas com conteúdo de carboidratos

de 1,41%, 1,03% e 1,02%, respectivamente

5.3.2. Bioensaios

Para a determinação das WD50 (concentração de vicilinas capaz de reduzir os

pesos das larvas à metade) e LD50 (Concentração de vicilinas responsável pela

diminuição do número de larvas à metade) das vicilinas para C. maculatus e Z.

subfasciatus foram feitas curvas de doses respostas, onde massas (mg) e o número

de larvas sobreviventes das sementes artificiais foram coletados e relacionados com

as concentrações de cada vicilinas adicionadas às sementes artificiais.

5.3.3. Efeito de CpV, EvV e EcV sobre a Massa e Sobrevivência de Larvas

de C. maculatus

+

CpV             EvV               EcV
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Na figura 09 é mostrado as curvas dose resposta para CpV, EvV e EcV. CpV

apresentou uma LD50 de 0,2% e  WD50 de 0,28%; EvV, LD50 de 0, 26% e  WD50 de

0,19%;  e para EcV, LD50 de 1,11%, e  WD50 de 1,03%.

Figura 9: Efeito de vicilinas de leguminosas  no desenvolvimento de larvas de C. maculatus.
(A) Curva dose resposta de CpV, (B) Curva dose resposta de  EvV e (C) Curva dose
resposta de EcV. Peso de Larvas (---); Número de Larvas sobreviventes (---).
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Na figura 10 é mostrado as curvas dose resposta para CpV, EvV e EcV. CpV

apresentou uma  LD50 de 0,09% e WD50 de 0,12%; EvV,  LD50 de 0, 10% e  WD50 de

0,14%;  e EcV, LD50 de 0,43% e  WD50 de 0,65%.

Figura 10. Efeito de vicilinas de leguminosas selvagens no desenvolvimento de larvas de Z.
subfasciatus. (A) Curva dose resposta de CpV; (B) Curva dose resposta de  EcV ; (C) e
Curva dose resposta de  EvV. Peso de Larvas (---); Número de Larvas sobreviventes (---).
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A análise de regressão mostrou que a cada acréscimo de 0,1% de vicilinas

nos ensaios com sementes artificiais mostraram que, há um decréscimo de peso de

1,0% para CpV, para EvV há um decréscimo de 1,1% e para EcV 0,7%

respectivamente, e um aumento na mortalidade de  0,94, 0,86 e 0,7% para C.

maculatus, para Z. subfasciatus 4,1, 4,5 e 0,96%.

5.5. Efeito de Vicilinas sobre Fungos Fitopatogênicos

Nos ensaios para fungos fitopatogênicos foram utilizadas 10 e 20µg de

vicilinas, onde apenas a EcV, foi capaz de inibir a germinação de esporos do fungo

F. solani nestas concentrações. (Figura 11A, B, C e D).

Figura 11.  Efeito de EcV sobre o crescimento de hifas de F. solani. (A) Controle positivo:
Fungo e tampão; (B) Controle negativo: fungo e H2O2; (C) Fungo e EcV (10µg); (D) Fungo e
EcV (20µg).

A B

C D
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5.6. Mecanismo de Ação de Vicilinas de Sementes de leguminosas Selvagens

Para avaliar os mecanismos de ação das vicilinas e suas ações foram

utilizados dois modelos de ação das vicilinas testadas nos bioensaios: (1) Interação

das vicilinas com estruturas quitinosas presentes nos intestinos dos bruquídeos do

feijão; (2) Digestibilidade das vicilinas pelas enzimas presentes em intestinos dos

insetos; e Combinação dos modelos 1 e 2 para insetos.

Modelo (1): Afinidade por Quitina

Para avaliar este modelo de ação, testes de detecção de quitina em

intestinos das larvas foram feitos, utilizando o teste de Von Wisseling, vericou-se a

preseça de quitina no intestino médio dos bruquideos (Tabela 03).

Tabela 03. Detecção de quitina em intestinos médios de C. maculatus e Z.
subfasciatus.

(ND) não detectado; (+) detecção. Controle positivo: quitina de lagosta; Controle negativo: algodão.

Para testar a afinidade de vicilinas de leguminosas selvagens à quitina foram

feitas cromatografias utilizando matriz de quitina. Nestas cromatografias foram

usados controles positivos (proteínas ligantes à quitina, tais como Vicilina de V.

unguiculata resistente IT81D-1045; Vicilina de C. ensiformis, Vicilina de P. lunatus,

lectinas (WGA e PHA), Quitinase de Vigna unguiculata,) e controles negativos

(proteínas sem afinidade à quitina, tais como Quimotripsina, Inibidor de Tripsina de

Soja, Albumina Sérica Bovina, Ovalbumina e Gama Globulina de Coelho); as

Teste de Von Wisseling
Coloração marrom

(lugol)
Coloração violeta

(H2SO4)
Quitina + +
Intestinos de Z. subfasciatus + +
Intestinos de C. macullatus + +
Algodão ND ND
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vicilinas das sementes de leguminosas em estudo apresentaram afinidade pela

matriz de quitina (Tabela 04).

Tabela 04. Testes de afinidade à quitina para proteínas de diversas origens.

Proteínas Afinidade à
quitina

Referência

Lectinas
WGA (Triticum aestivum)
PHA (Phaseolus vulgaris)

+
-

Raikhel et al. (1993)
Yunes et al., (1998)

Quitinase de Vigna unguiculata + Gomes et al. (1996)
Quimotripsina bovina - Sales et al. (1996)
Inibidor de soja (SBTI) - Gomes et al. (2005)
Albumina Sérica Bovina - Sales et al. (1996)
Ovoalbumina - Sales et al. (1996)
Gamaglobulina de coelho - Sales et al. (1996)
Vicilinas
V. unguiculata var. Resitente IT81D-1045
Canavalia ensiformis
Phaseolus lunatus
Vicilina de C. pallida (CpV)
Vicilina de E. veluntina (EvV)
Vicilina de E. contortisiliquum (EcV)

+
+
+
+
+
+
+

Sales et al. (1996)
Yunes et al. (1998)
Moraes et al. (2000)

(+) Significa ligação de proteína à matriz

(-) significa que a proteína não se liga a matriz

Modelo (2): Digestibilidade das Proteínas Ligantes à Quitina de

Sementes de Leguminosas Selvagens

As vicilinas das sementes em estudo foram incubadas com extratos

intestinais de C. maculatus e Z. subfasciatus. Os resultados dos ensaios de

digestibilidades foram visualizados por eletroforese em gel de poliacrilamida na

presença de SDS. Todas as vicilinas em geral foram resistentes à proteólise pelas

enzimas das larvas dos bruquídeos, sendo observada digestão apenas após 12 e 24

horas de ensaios (Figuras 12A e B; 13A e B; 14 A e B). Particularidades foram

observadas nos ensaios com vicilina de E. veluntina (EvV), onde as subunidades



             Resultados 52

EvVS1 e S2 foram hidrolisadas, a partir de 12 horas por HI de Z. subfasciatus;

Vicilina de E. contortisiliquum (EcV) foi resistente para IM de Z. subfasciatus; e CpV

S1 e S2 de Vicilina de C. pallida (CpV) foram hidrolisadas com 6 horas de incubação

pelas enzimas do HI de Z. subfasciatus,  e CpV S1 foi hidrolisada com 6 horas e S3

e S4 foram hidrolisadas com 24 horas pelas enzimas do HI de C. maculatus.

Figura 12. Digestibilidade de EvV para HI de larvas de bruquídeos pestes. (A) EvV e HI de
C. maculatus; (B) EvV e HI de Z. subfasciatus. M: marcadores ( -galactosidase (116,0 kDa);
Albumina Sérica Bovina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa); Endonuclease de restrição BAP
981 (25,0 kDa); -lactoalbumina (18,4 kDa); Lisozima (14.2 kDa).; HI: Homogenato
Intestinal; V: EvV; Tempo do ensaio em horas: 0; 6; 12; e 24 horas.
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M       HI           V         0         6       12        24

116,0
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35,0
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B
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66,2

45,0

18,4

35,0

25,0

14,4
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Figura 13. Digestibilidade de EcV para HI de larvas de bruquídeos pestes. (A) EcV e HI de
C. maculatus; (B) EcV e HI de Z. subfasciatus. M: marcadores ( -galactosidase (116,0 kDa);
Albumina Sérica Bovina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa); Endonuclease de restrição BAP
981 (25,0 kDa); -lactoalbumina (18,4 kDa); Lisozima (14.2 kDa).; HI: Homogenato
Intestinal; V: EcV; Tempo do ensaio em horas: 0; 6; 12; e 24 horas.

A

M       HI          V        0         6         12        24

116,0

66,2

45,0

18,4

35,0

25,0

14,4

B
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18,4

35,0

25,0

14,4
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Figura 14. Digestibilidade de CpV para HI de larvas de bruquídeos pestes. (A) CpV e HI de
C. maculatus; (B) CpV e HI de Z. subfasciatus. M: marcadores ( -galactosidase (116,0 kDa);
Albumina Sérica Bovina (66,2 kDa); Ovalbumina (45,0 kDa); Endonuclease de restrição BAP
981 (25,0 kDa); -lactoalbumina (18,4 kDa); Lisozima (14.2 kDa).; HI: Homogenato
Intestinal; V: CpV; Tempo do ensaio em horas: 0; 6; 12; e 24 horas.
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6. DISCUSSÃO

A toxicidade é um dos parâmetros utilizados para selecionar compostos

protéicos ou não protéicos de diversas origens e para diversos usos. Com relação

aos compostos de origem vegetal, as plantas selvagens, especialmente suas

sementes, são verdadeiros armazéns de moléculas que podem ser utilizados como

bio-produtos nas áreas agronômicas e biomédicas. Por isso, uma especial atenção

tem sido direcionada na busca de biomoléculas, em particular as de origem protéica,

com atividades antimetabólicas e ou tóxicas para patógenos e pragas. Neste grupo,

as proteínas de defesa de sementes, tais como os inibidores de proteinases

(cisteínicas e serínicas), inibidores de -amilases, lectinas, quitinases, glucanases e

mais recentemente as vicilinas 7S, fazem parte do arsenal protéico de defesas das

sementes para diversas pragas e patógenos (Xavier-Filho et al., 1989; Macedo et al.,

1993; Sales et al., 1996; Franco et al., 1999; Oliveira et al., 2002; Araújo et al.,

2005), sendo estas proteínas candidatas aos programas de melhoramento de

plantas cultivadas.

 As globulinas do tipo vicilinas de sementes de Vigna unguiculata, genótipo

TVU 2027 e seus descendentes IT81D-032 e IT81D-1045, mostraram se como uma

nova classe de proteínas capazes de interferir no desenvolvimento de insetos e

germinação de fungos (Macedo et al., 1993; Gomes et al., 1997; Mota et al., 2003).

A partir destes estudos, outras vicilinas isoladas de sementes de outras espécies de

leguminosas foram testadas contra o bruquídeo Callosobruchus maculatus e se

mostraram eficazes contras estes insetos pragas (Yunes et al., 1998). Neste estudo,

vicilinas foram purificadas de sementes leguminosas selvagens, de acordo com o

protocolo estabelecido por Macedo et al. (1995). As vicilinas purificadas foram
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analisadas por eletroforese desnaturante e mostraram o padrão de bandeamento

diferenciado (Yunes et al., 1998): as de C. pallida (CpV) apresentaram 4

subunidades principais com massa molecular variando de 66 a 45 kDa, semelhantes

ao padrão de subunidades observados nas vicilinas de Vigna unguiculata e Glycine

max; as de E. contorcilicum (Ecv) apresentaram 3 subunidades de 54,9 kDa,

semelhantes as de Canavalia ensiformis e as de Phaseoulus vulgaris; nas  de E.

veluntina (EvV) foram observados 2 subunidades de massa molecular de 66,2 e 63,8

kDa. Esses padrões de subunidades foram determinados através das massas

moleculares das vicilinas nativas que foram obtidos por cromatografia de filtração em

gel. As massas moleculares dessas vicilinas (100 a 200 kDa) estão nas faixas

daqueles observados para as vicilinas 7S, que foram isoladas de várias sementes de

leguminosas (Derbyshire et al., 1976; Argos et al., 1985; Casey et al., 1986;

Lawrence et al., 1994; Shutov et al., 1995; Yunes et al., 1998; Freitas et al., 2004).  A

homogeneidade das vicilinas CpV, EvV e EcV foram analisadas em eletroforese

nativa e foi observado que todas as vicilinas são bandas únicas, diferenciando em

suas mobilidades em gel sem SDS, onde CpV apresentou menor mobilidade

caracterizando-se como a proteínas menos ácida. Geralmente as vicilinas 7S são

proteínas levemente ácidas a ácidas (Shutov et al., 1995). Como outras vicilinas,

CpV, EvV e EcV são glicoproteínas com quantidades de carboidratos em torno de 1

a 2% (Shewry et al., 1995). Todas as vicilinas foram analisadas quanto a presença

de outras proteínas de defesa, como inibidores de enzimas e lectinas, sendo

observado que CpV, EvV e EcV estavam livres destas atividades e poderiam ser

utilizadas nos ensaios in vivo para fungos e bruquídeos do feijão.

As propriedades deletérias que vicilinas de V. unguiculata apresentaram tanto

para os fungos F. solani, Fusarium oxysporum, C. musae, Phytophtora capsici,
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Neurospora crassa, and Ustilago maydis (Gomes et al., 1997) quanto para o C.

maculatus (Macedo et al., 1993) e Diatraea saccharalis (Mota et al., 2003) foram

direcionadas à propriedade que essas proteínas tinham de se ligarem à quitina

(Firmino et al., 1996; Sales et al., 1996). Proteínas ligantes à quitina, como lectinas

N-acetilglicosamina específicas e quitinases, são responsáveis por várias atividades

tóxicas e ou deletérias para insetos (Eisemann et al., 1994; Harper et al., 1998) e

fungos (Rainkhel et al., 1993). O modo de ação das proteínas ligantes à quitina seria

o de interagir com a quitina presente em paredes de fungos e à quitina presente na

membrana peritrófica de diversos insetos, impedindo assim a germinação dos

fungos (Rainkhel et al., 1993) e o desenvolvimento dos insetos (Wang & Granados,

2001).

Como vicilinas de V. unguiculata que apresentaram afinidade por quitina

(Sales et al., 1996), e foram deletérias devido à interação com as estruturas

quitinosas presentes na membrana peritrófica do intestino médio de C. maculatus

(Sales et al., 2001) assim como inibiram a germinação de fungos (Gomes et al.,

1997), estas foram incluídas como um novo membro da família de proteínas ligantes

à quitina. Assim como as vicilinas de V. unguiculata, CpV, EvV e EcV tiveram

afinidade para uma matriz de quitina e foram deletérias para C. maculatus e

Z.subfasciatus com LD50 variando de 0,2 a 1%. Essas doses letais observadas para

as vicilinas em estudo foram bastante inferiores àquelas determinadas para outras

vicilinas em bioensaios contra C. maculatus, como a de V. unguiculata, LD50 de 2%

(Macedo et al., 1993), e as de P. lunatus (LD50 >2%). Os possíveis efeitos de ação

de CpV, EvV e EcV poderiam ser os mesmos sugeridos por Sales et al. (2001, 2005)

para vicilina de V.unguiculata, onde a interação à quitina, presente no intestino

médios das larvas de C. maculatus, associada a baixa digestibilidade destas
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proteínas poderiam explicar  a pequena emergência e o longo período de

desenvolvimento dos insetos. A resistência ou proteólise parcial das vicilinas CpV,

EvV e EcV pelas enzimas presentes no homogenato intestinal das larvas de C.

maculatus e Z. subfasciatus, associado a presença de quitina nos intestinos médios

dessas larvas poderiam explicar os efeitos deletérios destas proteínas semelhante

àquele observado para as vicilinas de V. unguiculata.

Neste estudo somente a vicilina EcV foi efetiva na inibição da germinação de

hifas de F. solani a uma concentração de 10 e 20 µg. Talvez os efeitos na

germinação sobre o outro fungo em estudo e não inibição de CpV e EvV poderiam

ser explicados devido à baixa concentração de vicilinas usadas. Gomes et al. (1997)

nos ensaios de vicilina Vigna unguiculata contra fungos fitopatogêncos de diversas

origens, usaram cerca de 2 mg de proteína, ou seja uma concentração de ~200

vezes mais do que as usadas neste estudo.

Esses resultados confirmam que vicilinas 7S apresentam um papel importante

nos mecanismos de defesa de plantas, tanto para insetos como para fungos e

assim, como outras proteínas ligantes à quitina, são parte do arsenal de defesa de

sementes. Esta propriedade para ser geral para as vicilinas de leguminosas e com

isso se evidencia a grande potencialidade das sementes florestais encontradas em

vários ecossistemas, tanto regionais como nacionais, tornando-as candidatas a

serem usadas como bioprodutos, inseticidas e fungicidas, ou mesmo nos programas

de melhoramento genético de plantas cultivadas.
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7. CONCLUSÃO

1. As vicilinas CpV, EvV e EcV são glicoproteínas multiméricas e ácidas, com massa

molecular de 124 kDa, 124 kDa e 151 kDa, respectivamente.

2. As vicilinas CpV, EvV e EcV por apresentarem afinidade por quitina, poderiam ser

incluídas na famílias das proteínas de defesa de sementes.

3. As vicilinas CpV, EvV e EcV  foram deletérias para os bruquídeos C. maculatus e

Z. subfasciatus. Sendo que CpV apresentou maior  efeito deletério, com  WD50 e

LD50 para C .maculatus  de 0,28 e 0,2%,  e para Z. subfasciatus de 0,12 e 0,09%,

respectivamente. O modelo de ação destas vicilinas para bruquídeos pode ser

devido às interações com estruturas quitinosas presentes nos intestinos das larvas,

associado à baixa digestiblidade destas proteínas para as enzimas digestivas das

larvas.

4. A vicilina EcV inibiu a germinação do fungo  F. solani,  possivelmente devido a

interação com a quitina presente nas paredes do fungo.
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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