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RESUMO

As fémeas do bruquideo a s c S ac a s pdéem seus 0vos no
tegumento da semente. O tegumento € a primeira barreira que o inseto precisa
atravessar antes de alcancgar os cotilédones, onde completara o seu ciclo de vida, o
que representa um evento critico por causa das caracteristicas fisicas e da
toxicidade desse tecido. Neste trabalho, estudamos a influéncia do tegumento na
capacidade das larvas de ac a s em penetrar algumas sementes e
analisamos a participagdo de proteinas presentes no tegumento de y ¢ a
(soja) e seus possiveis potenciais defensivos contra o inseto e fungos
fitopatogénicos. A toxicidade do tegumento foi estudada utilizando um sistema de
sementes artificiais cobertas com tegumentos naturais. Apds 20 dias, a toxicidade foi
avaliada determinando a massa e a taxa de sobrevivéncia das larvas comparadas
com larvas controle. Nossos resultados mostraram que os tegumentos de a,

a sp, c aass a aaaa sf se as S a s (manteiga
vermelho, vermelho e manteiga) interferiram no desenvolvimento das larvas A
presengca de proteinas tdxicas no tegumento de a foi analisada. Foram
identificadas proteinas do tipo vicilina, fosfatase, quitinase, além de atividades
peroxidasica e inibitéria de tripsina. Fragbes do tegumento de soja tiveram sua
atividade biologica testada para ac a s através de um sistema de sementes
artificiais e foram capazes de reduzir consideravelmente a massa das larvas. DII
(fracdo obtida em DEAE-Sepharose), S-1 e S-3 (fragdes obtidas em Sephacryl S-
100) foram as mais toxicas, com valores de WDsy de 1,14%, 0,9% e 1,65%,
respectivamente. Através de experimentos de ELISA, quantificamos quitinase nas
fracoes do tegumento de soja (precipitado, DIl, S-1, S-2, S-3, S-4) e na farinha do
tegumento de algumas sementes. Apenas a fracdo S-4 e a farinha de asp. nao
apresentaram proteinas imunorreativas com o anticorpo anti-quitinase. Observamos
a presenga de quitinases nos 6rgaos das larvas de ac a s mantidas em
sementes artificiais contendo 1% da fragdo S-3. Ensaios para inibicdo de fungos

mostraram que as fracbes da DEAE-Sepharose foram capazes de inibir o

crescimento de sa a e sa ys . Esses resultados
sugerem que proteinas toxicas do tegumento de . a podem ser responsaveis
pela resisténcia dessas sementes a ac a se afungos fitopatogénicos.
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ABSTRACT

The bruchid a s c s ac a s females attach their eggs to the seed
coat. The seed coat is the first barrier that the insect needs to cross before reaching
the cotyledons, where it will complete its life cycle, which represents a critical event
because of the physical characteristics and toxicity of this tissue. In this work we
studied the influence of the seed coat in the capacity of the ac a s larvae to
penetrate some seeds and analyzed the participation of proteins present in the

yc a (soybean) seed coat and their possible defensive potentials against the
insect and phytopathogenic fungi. The toxicity of seed coat was studied by using an
artificial seed system covered with natural seed coats. After 20 days, the toxicity was
evaluated by determining the mass and rate of survival of larvae compared with
control larvae. Our results shown that the seed coats of a, a sp, c a
ass a aaaa sf s and as S a s (“red butter’, “red” and
“putter”) interfered in the larval development. The presence of toxic proteins was
analyzed in a seed coat. Vicilin like, phosphatase and chitinase proteins and
peroxidase and trypsin inhibitory activities were identified. Soybean seed coat
fractions had their biological activities tested against ac a s through an
artificial seed system and they were able to reduce the mass of the larvae
considerably. DIl (fraction obtained on DEAE-Sepharose), S-1 and S-3 (fractions
obtained on Sephacryl S-100) were the most toxic, with values of WDsy of 1.14%,
0.9% and 1.65%, respectively. By ELISA assays we quantified chitinase in the
fractions of the soybean seed coat (precipitate, DIl, S-1, S-2, S-3 and S-4) and in the
flour of the seed coat of some seeds. Only the fraction S-4 and the flour of Albizia sp.
did not present immunoreactive proteins for the anti-chitinase antibody. We observed
the presence of chitinases in the organs of the larvae of ac a s maintained in
artificial seeds with 1% of the fraction S-3. Assays for fungi inhibition showed that

DEAE-Sepharose fractions were able to inhibit the sa a and sa

y s growth. These results suggest that toxic proteins of the . a seed coat
may be responsible for resistance of these seeds to ac a s and to
phytopathogenic fungi.

XVI



INTRODUCAO 1

1. INTRODUCAQ

Com a descoberta de que uma semente posta no soltagsiginava uma planta,
que posteriormente produziria muitas sementes e que isso representava uma fonte
de alimentagdo mais segura, o homem modificou seus habitos némades, tornando-
se sedentario. Desta forma, as sementes foram consideradas pedras fundamentais
para a edificagdo das civilizagoes (Kozlowski, 1972).

A utilizagdo de sementes como alimento pelo thdsigEfrofdDdéBamente estimulo Tc 52.479
para o inicio da atividade agricola (Xavier-Filho, 1993), a qual tem sua producéo
mundial limitada por doengas e pestes de plantas. Pragas e agentes causadores de
doencas como fungos, bactérias, virus, nematdides e insetos causam perdas tanto
no rendimento como na qualidade dos produtos agricolas. O controle de pestes e
doengas de plantas é normalmente obtido por 8dep m
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Além disso, é influenciada por diferentes praticas culturais e condicdes ambientais
(Bewley e Black, 1994). As proteinas constituem um valioso componente de reserva
nas sementes da maioria das espécies de plantas. A soja € uma das poucas
espécies conhecidas em que a quantidade de proteinas € maior do que a de lipidios
ou carboidratos. A grande maioria das proteinas de sementes maduras esta
metabolicamente inativa e serve somente como reserva para ser utilizada para o

crescimento do embrido durante a germinagéo (Copland e McDonald, 1985).

1.1.1- Tegumento de sementes de leguminosas

O tegumento € a estrutura externa que delimita a semente, sendo formado
por camadas de células originadas dos integumentos do évulo. Sua estrutura
depende de caracteristicas especificas do évulo e das modificagdes sofridas pelos
integumentos do O6vulo durante o desenvolvimento e maturagdo da semente,
principalmente caracteristicas relacionadas a espessura e arranjo do tecido vascular
(Kozlowski, 1972).

Os tegumentos de sementes de leguminosas como y ¢ a (soja),

as s a s (feijjao comum) e s sa (ervilha) sao relativamente
complexos. Entretanto, ainda faltam informacées sobre a diferenciacdo e o
desenvolvimento de células e tecidos especificos dos tegumentos. O
desenvolvimento do tegumento de a é um dos poucos que tem sido
examinado em detalhe (Miller a., 1999).

A estrutura do tegumento de sementes varia entre espécies e variedades.
Especialmente entre espécies de y c e as s, 0 tegumento é bastante
similar entre espécies diferentes, consistindo de quatro camadas: cuticula encerada,
epiderme, hipoderme e o parénquima interior (Swanson  a., 1985). Na Figura 1 é
mostrada a anatomia do tegumento de semente de a , como exemplo (Cassab

a., 1985). Exteriormente, o tegumento apresenta as seguintes estruturas: hilo,
micropila, rafe e regidao chalazal.

A camada mais externa do tegumento € a cuticula encerada, que representa
a primeira barreira a embebicdo (Figura 1B), e possui espessura variavel. Na
verdade, duas camadas de depodsitos de cera, uma muito estavel e a outra
ambientalmente labil, sdo sugeridas para sementes de soja (Souza e Marcos-Filho,
2001).
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A epiderme origina-se da camada celular externa do integumento externo
(Zeng a., 2004). E composta de uma camada de células palicadicas de paredes
espessas, denominadas macroesclereideos, dispostas de forma alongada
perpendicularmente a superficie da semente (Figura 1A e 1B). Apenas uma camada
palicadica €& encontrada, exceto sob o hilo, onde se encontram duas (Souza e
Marcos-Filho, 2001). A pigmentacao do tegumento esta localizada principa
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A préxima camada mais interna é o endosperma (Figura 1A). As camadas de

células endospérmicas adjacentes ao embrido degeneram-se e
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206x

PC Camada
HG externa

Figura 1 — Anatomia do tegumento da semente de y ¢ a (soja) analisada por
Microscopia Eletrénica de Varredura. PC, células paligaddicas; HG, células
ampulhetas; P, parénquima; C, células comprimidas; Cot, cotilédone; Cuticula, A,
Secgédo do tegumento inteiro. B, Camada externa e um fragmento da cuticula. C,

Camada externa isolada do tegumento. Fonte: Adaptado de Cassab a. (1985).
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1.2 - Mecanismos de defesa de sementes

As plantas tém selecionado, sob pressao evolutiva, varios mecanismos e
estratégias de protecao para solucionar problemas de defesa e enfrentar o estresse
do ambiente em geral (Rhoades, 1979; Kogan, 1986).

As defesas de plantas podem ser agrupadas, de acordo com a natureza do
mecanismo envolvido, em 2 principais grupos: (1) defesas estruturais, que séo
aquelas que atuam como barreiras fisicas, e previnem contra o ataque de insetos e a
penetracdo de patdgenos; e (2) defesas quimicas, que envolvem a acado de
componentes tdxicos a pestes e patégenos, inibindo o desenvolvimento dos
mesmos (Agrios, 1988).

As defesas podem ainda ser classificadas como induzidas ou constitutivas.
Estas sdo do primeiro tipo quando sintetizadas em resposta a estimulos ambientais,
como por exemplo, a mastigacao de uma folha de tomate por uma lagarta que induz
a sintese de inibidores de proteases. Esse tipo de defesa é mais importante para a
defesa de partes vegetativas das plantas do que para protecdo de sementes. As
sementes maduras, por se encontrarem em estado de dorméncia, sao incapazes de
disparar mecanismos de defesas induzidos pelo ataque de agressores. Desta forma,
suas defesas sao exclusivamente do tipo constitutivas, isto €, fazem parte do plano
de desenvolvimento da planta, sendo depositadas durante a sua formagéo (Chesin e
Zipf, 1990; Xavier-Filho, 1993).

1.2.1- Proteinas téxicas

Uma grande variedade de proteinas tem sido envolvidas nos mecanismos de
resisténcia contra insetos e patégenos. Algumas dessas pertencem as classes de
proteinas cujos mecanismos de acao baseiam-se na modificagdo das propriedades
da matriz extracelular (como as peroxidases; glicoproteinas ricas em hidroxiprolina,
HRGPs e proteinas ricas em glicina, GRPs), nas atividades inibitérias sobre enzimas
digestivas de insetos (inibidores de tripsina, cistatinas e inibidores de a-amilases), na
capacidade de ligagdo a quitina e/ou glicoconjugados do trato intestinal de insetos
ou parede celular de fungos (vicilinas e lectinas) ou possuem atividades
antimicrobianas, como tioninas, quitinases, LTPs e B-1,3 glucanases (Carlini, 2002;
Ng, 2004; Shewry e Lucas, 1997; Xavier-Filho, 1993).
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Peroxidases

Peroxidases sao freqlientemente associadas aos mecanismos de defesa de
plantas contra patdégenos (Caruso a., 2001; Ye e Ng, 2002). Estas enzimas tém
sido muito estudadas em plantas superiores, e suas atividades no processo de
resisténcia podem estar relacionadas com quatro mecanismos diferentes, que
ocorrem na matriz extracelular: liberagcdo de peroxido de hidrogénio, sintese de
lignina, sintese de suberina e auxilio na construcdo de ligagdes intermoleculares
durante a organizagdo da parede celular nos sitios de agressédo por patégenos
(Gomes e Xavier-Filho, 1994). Em y a sa a, foram observados aumento de
atividade e acumulo de uma peroxidase catiénica apds interacdo com a as
y a pv.oryzae (Reimers a., 1992; Young a., 1995). Aumentos na atividade
enzimatica de peroxidases apds infeccao estdo também relacionados a sintese de
taninos, ao aumento nos niveis de fendis e quinonas, e a biossintese de etileno
(Reimers a., 1992; Gomes e Xavier-Filho, 1994; Mohammadi e Kazemi, 2002).

Quitinases

Quitinases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ligacées de PB-1,4-N-
acetilglicosamina presente na quitina. Como a quitina é o principal componente da
parede celular de fungos e esta ausente em plantas, quitinases desempenham um
importante papel na defesa contra estes patégenos. Evidéncias reforcam que o
papel defensivo de quitinases inclui inibigdo do crescimento fungico , aumento
da resisténcia a patégenos em plantas que expressam constitutivamente altos niveis
de quitinase e quebra de quitina (Benhamou a., 1993; Gijzen a., 2001).
A inducédo de quitinase é freqlientemente coordenada com a expressado de B-1,3-
glucanases especificas e outras proteinas PR em resposta ao ataque de patdgenos,
bem como em resposta ao tratamento com eliciadores e fatores abidticos. Genes de
quitinases sao diferentemente regulados em resposta ao desenvolvimento ou a
colonizacdo de tecidos vegetais por microrganismos (Salzer  a., 2000). O uso
potencial de quitinases como inseticidas tem sido estudado (Wang a., 1996;
Fitches a., 2004). Ding a. (1998) observaram que a sobrevivéncia e o
crescimento de larvas de S sc s, crescidas em plantas expressando
quitinase em nivel de 0,02-0,03% de proteina total, foram significativamente
reduzidos. Plantas expressando genes de quitinase podem ter potencial agronédmico

para o controle de insetos (Ding a., 1998; Fitches a., 2004). Além disso,

~
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quitinases constitutivas participam da defesa de sementes contra o ataque de

insetos (Gomes a., 1996).

1
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Em adicdo a funcdo como reserva protéica, trabalhos confirmam a idéia da
participacao das vicilinas no mecanismo de defesa de sementes. Vicilinas variantes
de sementes de feijao-de-corda ( a ~& aa) sao consideradas o principal
fator de resisténcia presente nos genoétipos africanos IT81D-1045, IT81D-1032 e
Tvu-2027 contra ac a s (Macedo a., 1993). Trabalhos anteriores
mostraram que o grau de digestibilidade de vicilinas 7S, dos cultivares de

c a a resistentes ao ataque de insetos, por proteinases do intestino médio de
ac a s, € menor do que o de vicilina de cultivares susceptiveis (Sales a.,

1992). Proteinases do intestino médio de s fasca s, brugquideo que ataca

cultivares resistentes e susceptiveis a ac 5 s, digeriram bem ambos os tipos
de vicilinas.

Sabendo-se que as vicilinas associam-se a matrizes de quitina e a estruturas
que contém quitina no intestino médio de insetos (Sales a , 1996; Firmino a.,
1996; Yunes a., 1998), estudos foram realizados para investigar a agcao dessas
proteinas no crescimento e desenvolvimento de organismos que contenham este
polissacarideo como componente externo de membrana, como é o caso dos fungos,
que contém quitina como parte de sua parede celular (Xavier-Filho e Fernandes,
1998). Gomes a. (1997) mostraram que vicilinas de feijado-de-corda e de outras
sementes leguminosas inibem o desenvolvimento de fungos filamentosos.

O mecanismo de acao de vicilinas ainda ndo é completamente entendido.
Propriedades téxicas de vicilinas parecem estar relacionadas ao seu reconhecimento
e interacdo com glicoproteinas. Mota  a. (2003) mostraram que vicilinas de

c aa ligam-se a membrana peritréfica de larvas de a a sacc aa s.
Estudos ainda mais recentes também mostraram a existéncia de efeito sistémico
destas proteinas (Uchbéa a., 2006). Os dados obtidos por este grupo detectaram
vicilina em varios 6rgaos de larvas de ac a s, apés alimentagao com vicilinas
de c~4d a. Estas proteinas foram encontradas na hemolinfa, no intestino
médio, no corpo gorduroso € nos tubulos de Malpighi. Além disso, a ligacao de

vicilinas a microvilosidases, sugere a existéncia de ligantes especificos.

1.2.2- Participacao do tegumento nos mecanismos de defesa
O tegumento tem um papel vital no ciclo de vida das plantas. Antigamente,
acreditava-se que o0 tegumento estivesse associado unicamente a protecao

mecanica dos tecidos meristeméticos e de reserva contra choques e abrasées.

~

~d

~d
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Entretanto, hoje, muitas outras funcbes sao atribuidas a essa estrutura, podendo-se
citar a capacidade de manter unidas as partes internas da semente; regular a
velocidade de trocas gasosas entre a semente e o meio; regular a velocidade de
hidratacdo da semente, diminuindo ou evitando possiveis danos causados pelas
pressdes desenvolvidas durante a embebicdo; regular a germinagdo e servir de
barreira (fisica e/ou quimica) contra a entrada de microrganismos e insetos
(Kozlowski, 1972; Moise  a., 2005).

A participagdo do tegumento nos mecanismos de defesa das sementes
sempre esteve relacionada a sua dureza e principalmente espessura. Entretanto,
estudos realizados com a s c s ac a s infestando sementes de 73
espécies diferentes, evidenciaram claramente a participacao de compostos quimicos
do tegumento nos mecanismos de resisténcia dessas sementes (Janzen, 1977).
Neste trabalho, foi analisada a relacdo entre a espessura e dureza do tegumento
com a sobrevivéncia ou morte das larvas desse bruquideo, nos primeiros estagios
do desenvolvimento. Para as sementes de y a aae sa

a a, observou-se uma alta mortalidade das larvas do inseto quando da
passagem pelo tegumento, apesar dessas sementes possuirem tegumentos muitos
finos (Janzen, 1977). Consideraveis variacdes na mortalidade no primeiro estagio
larval de desenvolvimento de ca sc S ¢ s também foram observadas
emsementesde as s a s (Thiery, 1984).

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram a presencga de proteinas no
tegumento de sementes de aaaa sf s, as s ase as s
a s, que apresentaram homologia de seqiiéncia de aminoacidos com vicilinas e
foram tdxicas ao bruquideo ac a s, quando incorporadas em sementes
artificiais (Oliveira  a., 1999; Moraes a., 2000; Silva  a., 2004).

1.3 - Glycine max (soja)

A soja é uma planta herbacea anual, cujo ciclo de vida, desde a germinagéo
até a completa maturacao, dura de 75 a 200 dias, dependendo do cultivar, das
condigdes climaticas e do solo (Williams, 1950).

A semente de soja é constituida por um tegumento envolvendo um embrido
bem desenvolvido (Figura 3). Este tegumento € muito duro e impermeavel. A agua
entra através de pequenas rachaduras na cuticula (Ma  a., 2004). O numero de
sementes por vagem varia de 1 a 4. Quanto a forma é, em geral, oval, mas varia de

acordo com o cultivar, podendo ser globosa, oval ou elipsoidal (Brandao, 1961). A

a s

~
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cor das sementes pode ser amarela, marrom, preta ou verde, apresentando-se

uniforme, bicolor ou variegada (Minor a., 1975).

1.3.1- Proteinas do tegumento da semente de soja

As proteinas do tegumento de sementes de soja tém sido investigadas por
mais de duas décadas. Neste periodo, ja foram identificadas proteinas como o
inibidor de tripsina Kunitz (Kunitz, 1945 apud Gijzen a., 2001); a peroxidase
(Gillikin e Graham, 1991); a extensina (Cassab a., 1985), uma proteina rica em
glicina (Fukuda a., 1994 apud Sessa e Wolf, 2001) e uma quitinase (Gijzen a.
2001).

Kapoor e Gupta (1978) mostraram a presenca de um inibidor de tripsina (TI)
em semente de soja e constataram que sua atividade estava presente no tegumento
da semente, mas nao isolaram nem caracterizaram 0 composto ativo. Uma
glicoproteina de parede celular rica em hidroxiprolina, denominada extensina, foi
isolada e imunolocalizada. A extensina acumula-se durante o desenvolvimento da
semente de soja e esta concentrada principalmente na parede celular das células
palicddicas e ampulhetas (Cassab a , 1985; Cassab e Varner, 1987). Sessa e
Wolf (2001) isolaram e caracterizaram do tegumento de soja, um inibidor de tripsina
e quimotripsina (Bowman-Birk), ja bem caracterizado em cotilédones de soja e
conhecido por possuir propriedades anticarcinogénicas.

Quatro isoformas de fosfatases acidas de sementes de soja maduras foram
purificadas e caracterizadas, no entanto, a localizagao néo foi determinada (Ferreira

a., 1998). As fosfatases acidas formam um grupo de enzimas que catalisam a
hidrélise de uma variedade de ésteres de fosfato em meios acidos. Estas enzimas
sdo amplamente distribuidas na natureza, presentes tanto em mamiferos como em
plantas e microrganismos (Ferreira  a, 1999). Diversos estudos tém mostrado a
caracterizacdo de fosfatases acidas. Em plantas, essas enzimas ja foram
caracterizadas em raizes (Penheiter  a., 1997), tubérculos (Gellatly a, 1994),
sementes (Park e Van Etten, 1986; Mallotra e Kayastha, 1990; Ferreira  al., 1998;
Granjeiro  a., 1999), folhas (Staswick a., 1994), entre outros 6rgaos (Gabard e
Jones, 1990; Rossi  a., 1981).

SBP (peroxidase do tegumento de soja) € uma importante enzima encontrada
em tegumentos que pertence a classe lll de peroxidases vegetais e atua na

biossintese da parede celular, na defesa e em outros processos oxidativos

~
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(Welinder, 1992). Pode também ser importante na lignificacdo, ou suberizacao,
dureza e permeabilidade. A peroxidase do tegumento de soja € muito estavel em
alta temperatura, extremos de pH, e em solventes orgéanicos. Ao mesmo tempo, é
altamente reativa para substratos organicos e inorganicos usando peréxido de
hidrogénio (Henriksen a., 2001). SBP tem atraido consideravel atencao
biotecnologica devido a alta estabilidade e atividade, podendo ser facilmente
purificada (Gijzen, 1993; Nissum  a., 2001; Kamal e Behere, 2003; Welinder e
Larsen, 2004).

Proteinas da superficie do tegumento sdo responsaveis pela alergenicidade
da semente de soja (Gonzalez a., 1995; Gijzen a., 1999). Foi recentemente
descoberto que uma proteina hidrofébica (HPS), sintetizada no endocarpo e,
subsequentemente, depositada na superficie da semente, € a principal proteina
alergénica de soja. A hidrofobicidade e a topografia da superficie de variedades de
soja expressando altos niveis de HPS podem afetar a fixacdo e penetracdo de
patégenos, influenciar as propriedades de absorcdo de agua e/ou mediar a fixacdo
do endocarpo para a superficie da semente (Odani a., 1987; Swanson a.,
1991; Gonzalez a., 1995; Gijzen a., 1999).

Gijzen a. (2001) isolaram uma quitinase de classe | do tegumento de
semente de soja. A quitinase de tegumento é expressa no final do desenvolvimento
de sementes, com niveis de expressdo mais altos no tegumento. Além disso, sua
expressao estd associada com senescéncia, amadurecimento e resposta a infecgao
patogénica (Gijzen a., 2001).

Recentemente, uma proteina de 24 kDa, denominada SC24, foi purificada de
sementes de soja e identificada. Nas sementes maduras, a proteina SC24 encontra-
se mais abundante no parénquima e na camada aleurona do tegumento. A
expressdo de SC24 foi também induzida em tecido vegetativo por infecgao pelo
patégeno da soja y as a e por injaria. A andlise de aminoécidos de
SC24, revelou uma sequéncia N-terminal similar a seqiéncia parcial relatada para
uma globulina 7S basica (Bg) liberada de sementes de soja em agua quente,

presente nos cotilédones (Hirano  a., 1992; Dhaubhadel a., 2005).
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Figura 2 — Sementes de y ¢ a A, sementes integras; B, sementes sem

tegumento; C, tegumento.
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1.4- O bruquideo Callosobruchus maculatus

Muitos insetos mastigadores ou sugadores de varias ordens sao predadores
de leguminosas. Alguns destes insetos se tornaram especializados em predar
sementes, como os carunchos ou gorgulhos da familia Bruchidae, da ordem
Coleoptera. Dentre estes, o gorgulho a s C S ac a s, destaca-se como a
principal praga dos grdos armazenados de a ~4c aa, popularmente
conhecido como feijdo-de-corda (Santos a., 1977).

O adulto de ac a s apresenta um comprimento de cerca de 2,5 a 3,0
mm; cabeca preta com antenas contendo 11 segmentos ligeiramente serrilhados,
torax preto com pubescéncias douradas, élitros marrons com manchas pretas. O
fémur é aproximadamente do tamanho da tibia, porém duas vezes mais grosso, € o
fémur da pata posterior traz um dente agudo e reto (Figura 2). O ovo é branco, de
forma sub-eliptica, com comprimento de, aproximadamente, 0,5 mm e largura de 0,3
mm. A larva é de forma curva e cor branca, enquanto a pupa é de cor marrom e nos
Ultimos estagios apresenta vestigios de asas, patas e olhos (Bastos, 1981).

A condicéo ideal para o desenvolvimento do inseto é temperatura de 32,5 °C
e 90% de umidade relativa, sendo o periodo médio de desenvolvimento de 23 dias.
Entre 20 °C e 30 °C e umidade relativa de 60%, a duragdo dos periodos de
oviposicao, incubagédo do ovo, desenvolvimento das larvas e pupas séo de 8, 8, 16 e
7 dias, respectivamente. A longevidade do adulto é de 9 a 11 dias (Mookherjee e
Chawla, 1964). A postura é realizada um ou dois dias apds a emergéncia e 0s ovos
sdo postos na parte externa da semente. Os ovos ficam aderidos ao tegumento e,
posteriormente, a larva penetra na semente, onde completa seu desenvolvimento.

Completado o desenvolvimento, os insetos emergem deixanwiasa



INTRODUCAO

Figura 3 — Fémea de
a

a s

c

S

ac a s infestando sementes de y ¢
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2. OBJETIVOS
2.1 — OBJETIVO GERAL:

O objetivo desse trabalho é investigar o possivel envolvimento do tegumento
de sementes de algumas leguminosas nos mecanismos de defesa contra o ataque
doinseto a s c s ac a sefungos fitopatogénicos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Investigar a possivel participacdo dos tegumentos nos mecanismos de

defesa das sementes de a a a a, a sp, c a
ass a yc ae as s a s (cultivares manteiga, manteiga
vermelho e vermelho) contra o ataque de ac a s;

» |Investigar a possivel participacdo de pro (a3kj -d5168 Tc 6.23984 0 Td 0.49584 Tw (0 |
mecanismosi
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3. MATERIAL

3.1 — Material biolégico

3.1.

1- Sementes
As sementes de y c a as s a s preto, as
manteiga, a s vermelho e a s manteiga vermelho foram

obtidas comercialmente no Mercado Municipal de Campos dos

Goytacazes.
As sementes de a ~4c aa (cultivar EPACE-10), aaaa
sf S, c aa ss a, a a a a foram obtidas do

Laboratério de Sementes do Departamento de Fitotecnia, do Centro de
Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal do Ceara.

As sementes de a sp foram obtidas através de coleta no Campus da
UENF.

3.1.2- Insetos

3.1

Osinsetos a s ¢ s ac a s (gorgulho do feijao-de-corda) foram
obtidos a partir de uma colénia mantida desde 1995, no Laboratério de
Quimica e Funcao de Proteinas e Peptideos (LQFPP) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Esta colénia originou-se de
insetos fornecidos pelo professor José Higino Ribeiro dos Santos, da
colénia mantida no Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias

Agrérias da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza, Ceara).

A coldnia é mantida em ambiente com 70% de umidade relativa e 28 °C,
em sementes maduras de ¢ ~®la da variedade Fradinho, obtidas

comercialmente.

.3- Microrganismos

Os fungos sa y s e a foram obtidos do Centro
Nacional de Pesquisa de Arroz e Feijao (CNPAF)/EMBRAPA, Goiénia,
Goias.
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3.2 - Reagentes

Acrilamida — Sigma Co;
Anticorpo anti-IgG de coelho complexado a esferas de ouro coloidal (10
nm) — Sigma Co;
Anticorpo anti-IgG de coelho complexado a fosfatase alcalina — Sigma
Co;
Anticorpo anti-lgG de coelho complexado a peroxidase — Sigma Co;
Anticorpo policlonal anti-quitinase de cotilédones de a a

a a, produzido em coelho — Gentilmente cedido pela Doutoranda
Izabela Silva dos Santos;
Anticorpo policlonal anti-vicilina de cotilédones de a ~& aacv
EPACE-10, produzido em coelho — Gentilmente cedido pela Doutora
Adriana Ferreira Uchoa;
Epon 812 — Polyscience Inc;
Glutaraldeido grau | — Sigma Chemical Company;
N-N’metileno bis-acrilamida — Sigma Co;

-NPP — Merck;
Quitinase de cotilédones de a a a a — Gentilmente cedida
pela Doutoranda |zabela Silva dos Santos.
SDS — Merck;
Unicryl — Polyscience Inc.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau e padrdo analiticos e

obtidos comercialmente.
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4. METODOS

4.1— Ensaios biolégicos com sementes artificiais cobertas com tegumento de
sementes naturais

Para verificar a eficacia do tegumento como estrutura de defesa, sementes
artificiais com tegumentos naturais foram preparadas com farinha de a

c aa (cultivar EPACE-10, susceptivel ao ataque de ac a s). A farinha
de EPACE-10 (50 mg) foi colocada em um molde cilindrico e sobre essa massa foi
colocado um pedaco de tegumento de semente natural de soja, com a parte externa
voltada para baixo. Em seguida, mais 450 mg de farinha de EPACE-10 foram
colocados sobre o tegumento. A farinha contendo o pedago de tegumento foi
prensada com o auxilio de uma prensa manual. A semente artificial foi retirada do
molde e o excesso de farinha (50 mg) sobre o tegumento foi retirado com o auxilio
de um estilete, até que o tegumento ficasse novamente exposto. Sementes controle
contendo pedago do tegumento de EPACE-10 foram preparadas da mesma forma
(Figura 4).

As partes da semente que ndo possuiam tegumento foram protegidas com
pelicula Parafilm e fémeas de 2 dias de idade foram colocadas para ovipositar sobre
a parte da semente artificial que continha o pedago do tegumento. Apds um periodo
de 24 h, as sementes foram desinfestadas, 0 excesso de ovos postos foi removido
com o auxilio de uma agulha fina, deixando-se apenas 2 ovos por semente sobre o
tegumento. As sementes foram incubadas a 28 °C em estufa incubadora, e apés 20
dias, as sementes foram desfeitas para a retirada das larvas, que foram pesadas. A
massa e o numero de larvas foram comparados com larvas de mesma idade que se
desenvolveram nas sementes controle. Os experimentos foram feitos em triplicata
(trés sementes para cada experimento).

A fim de verificar se esse efeito € exclusivo do tegumento de soja, ou se €
uma propriedade natural dos tegumentos de sementes, experimentos semelhantes
foram realizados também com tegumento de sementes de aaaa sf s

c aa ss a, asp e trés cultivaresde as s a s (feijao comum):
manteiga vermelho, vermelho e manteiga.

~~



4. METODOS 20

Figura 4 — Sementes artificiais cobertas com tegumento de sementes naturais de
aaaa sf s(Ae a ~d aa(B).
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4.2—- Obtencao das farinhas dos tegumentos das sementes

Tegumentos das sementes de a a a a, a sp, c a
ass a yc a, as s a s (cv manteiga), a s (cv vermelho),
a s (cv manteiga vermelho), as(cvpreto)e aaaa sf s

foram separados do embrido, triturados e peneirados em uma peneira de malha fina
(40 mesh), para obtencao das farinhas dos tegumentos.

4.3- Ensaios biologicos com sementes artificiais contendo farinha do
tegumento de sementes naturais
Ensaios bioldgicos para ac a s foram feitos utilizando-se um sistema
de sementes artificiais. Sementes artificiais, com massa total de 400 mg, foram
preparadas com farinha de cotilédones de a ~& aa (cultivar EPACE-10),
contendo concentragbes de 0,1 a 16% da farinha do tegumento das seguintes
sementes: a a a a, a sp, caass a yc a,
as s a s (cv manteiga), a s (cv vermelho), a s (cv manteiga
vermelho). Essas sementes foram infestadas com fémeas de 3 dias de idade por um
periodo de 24 h a 28 °C. Apos esse periodo, as sementes foram desinfestadas, o
excesso de ovos postos foi removido com o auxilio de uma agulha fina, deixando-se
apenas 3 ovos por semente. Apds 20 dias incubadas a 28 °C, as sementes foram
desfeitas para a retirada das larvas, que foram contadas e pesadas. A massa e o
namero de larvas foram comparados com larvas de mesma idade que se
desenvolveram em sementes controle (preparadas apenas com farinha de EPACE-
10). Os ensaios foram feitos em triplicata, com um total de 6 sementes e 18 ovos por
experimento. Os resultados foram expressos em valores de WDs, (concentragao que
diminui 50% a massa das larvas) e LDsp (concentragdo que diminui 50% o numero
de larvas). Esses valores foram calculados levando-se em consideragéo a massa e o
nuamero de larvas de ac a s desenvolvidas em sementes artificiais controle

(contendo apenas farinha de a ~d aa).
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4.4- Extracao de proteinas do tegumento e fracionamento com sulfato de
amoénio
Para extracdo das proteinas da farinha do tegumento de sementes de

a , a farinha, na proporcéo de 1:10 (m/v), foi colocada em tampéao fosfato de sédio
100 mM, cloreto de s6dio 500 mM, pH 7,6 (PBS) e deixada por 3 h em temperatura
ambiente. O material foi centrifugado a 10.000 x g por 30 min a 4 °C e o
sobrenadante obtido foi precipitado com sulfato de aménio em concentracdo entre
0 e 90% de saturagao por 16 h a 4 °C, seguido de centrifugacdo a 10.000 x g por 30
min, nesta mesma temperatura. O precipitado obtido foi dialisado contra agua por
72 h e liofilizado.

4.5- Cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sepharose

Uma amostra de 50 mg do precipitado obtido conforme descrito no item 4.4 foi
dissolvida em 7 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,6. Esse material foi
aplicado em uma coluna de troca ibnica em DEAE-Sepharose (13 x 2,0 cm),
equilibrada e eluida com o0 mesmo tampé&o da dissolugdo e submetida a um fluxo de
60 mL/h. O material nao retido (DI) foi eluido com o tampao de equilibrio da coluna e
o retido foi eluido com cloreto de sodio 0,25 M (Dll) e 0,5 M (DIIl). Foram coletadas
fracbes de 5,0 mL por tubo e a densidade Optica medida a 280 nm
(Espectrofotdmetro, Shimadzu UV Mini 1240). Essas fracoes foram dialisadas contra
agua por 24 h e liofilizadas.

4.6— Atividade bioldgica das fracoes nao retida (DI) e retida (DII)

As fracdes nao retida (DI) e retida eluida com cloreto de sodio 0,25 M (DllI)
obtidas em DEAE-Sepharose foram testadas com relagdo a sua toxicidade para as
larvas de ac a s através de sistemas de sementes artificiais (Macedo a.,
1993). Sementes controle e sementes contendo as concentracdes de 0,5; 1 e 2%
das fragcdes DI e DIl foram feitas e testadas de acordo com a metodologia descrita
no item 4.3.
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4.7- Dosagem de proteinas
Para quantificacdo de proteinas nas amostras, foi utilizado o método descrito
por Bradford (1976), utilizando-se como padréo ovalbumina (Sigma).

4.8— Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras (fragbes nado retida e retidas em DEAE-Sepharose) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%, na presenca de SDS
(Laemmli, 1970).

O gel principal foi montado em placas de vidro de 10 x 13,5 cm, misturando-
se: 2,3 mL de agua destilada; 5,0 mL de uma solugdo de acrilamida/bis-acrilamida
30%; 2,5 mL de tampao Tris 1,5 M pH 8,8; 100 uL de SDS 10%; 100 pL de
persulfato de amoénio 10% e 4 uL de TEMED. O gel de empacotamento foi
preparado misturando-se: 2,1 mL de &gua destilada; 500 pL da solucéo
acrilamida/bis-acrilamida 30%; 380 uL de tampao Tris 1,0 M pH 6,8; 30 uL de SDS
10%; 30 uL de persulfato de aménio 10% e 3 uL de TEMED. O tampéao utilizado na
cuba de eletroforese foi o tampéao de corrida (Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS
0,1%; pH 8,3).

A eletroforese processou-se por aproximadamente 2 h em corrente constante
de 15 mA. As amostras contendo 10 ug de proteina foram dissolvidas em tampao de
amostra (Tris/HCI 0,5M pH 6,8 contendo glicerol 10%, SDS 10% e azul de
bromofenol 1%). O gel foi corado com uma solugéo de azul brilhante de Coomassie
R 0,25% em metanol, acido acético e agua destilada (5:1:1 v/v/v) durante 2 h e foi
descorado com uma solu¢ao composta por 35% de metanol e 10% de acido acético.

4.9- Seqiienciamento de aminoacidos

Bandas protéicas obtidas nas andlises de eletroforese em géis ndo corados
foram transfereridas para uma membrana de polivinil-difluoreto (PVDF). A
transferéncia ocorreu em sistema semi-seco, usando-se tampdo Tris 25 mM,
metanol 20% e glicina 192 mM, pH 8,0. A membrana de PVDF e pedacos de papel
de filtro foram equilibrados nesse mesmo tampao por 20 min. A transferéncia foi
montada usando-se trés pedacos de papel de filtro, sobrepostos com a membrana,
seguida do gel e outros trés pedacos de papel de filiro. O sistema foi fechado e a



4. METODOS 24

transferéncia processou-se usando uma corrente de 1 mA/cm? do gel durante 4 h.
Apés a transferéncia, o pedaco da membrana correspondente a proteina retida em
DEAE-Sepharose eluida com NaCl 0,5 M, com massa molecular de
aproximadamente 24 kDa, foi recortado, procedendo-se 0 seqlenciamento
automatico através de degradacdo de Edman para determinacao da composicao em
aminoacidos (Sequenciador automéatico de proteinas, Shimadzu PPSQ-10).

4.10- Ensaio de atividade fosfatasica em gel

As fragdes nao retida e retidas em DEAE-Sepharose, contendo 10 ug de
proteina, foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida nativo (15%),
durante 2 h em corrente constante de 15 mA. Apos a corrida, o gel foi lavado com
tampao Tris-HCI 150 mM, pH 7,6 e depois disso, incubado no meio de reagao
contendo este mesmo tampao, cloreto de célcio 40 mM e -NPP 10 mM (substrato).
O gel incubado com essa solugéo foi mantido na geladeira por 16 h. Apds esse
periodo, a reagao foi parada adicionando-se 1 mL de hidroxido de sédio 1 M. A
reacao foi visualizada através da precipitacao de fosfato de calcio sobre a enzima.

4.11- Analise da atividade peroxidasica nas fracoes do tegumento de soja

As amostras (farinha do tegumento, precipitado 0-90% e as fragdes nao retida
e retidas em DEAE-Sepharose) contendo 10 ug de proteina foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, na presenga de SDS, durante 2 h em

corrente cohstante de 15 mA, conforme descrito no item 4.8. Foram utilizados c72 aw (mliget (
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4.12—- “Western Blotting”

Com o objetivo de investigar a presenca de proteinas do tipo vicilina no
tegumento de soja, 10 ug de proteina de amostras de farinha do tegumento de soja,
precipitado 0-90% e vicilinas isoladas de cotilédones de a ~&L aa cv
EPACE-10 (padrao) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%,
na presenca de SDS, conforme descrito no item 4.8. Em seguida, foram realizados
experimentos de “Western blotting”, de acordo com metodologia de Towbin a.
(1979). As bandas protéicas de géis nao corados foram submetidas a transferéncia
para uma membrana de nitrocelulose conforme descrito no item 4.9. Ap6s a
transferéncia, a membrana foi incubada por 2 h a temperatura ambiente em tampao
fosfato de so6dio 0,1 M, cloreto de sédio 0,5 M, pH 7,6 contendo leite em pé
desnatado 2% (tampao bloqueador). Ap6s o bloqueio, a membrana foi incubada com
anticorpo anti-vicilina de a ~& aa cv EPACE-10 (1:2000) em tampao
bloqueador por 2 h a temperatura ambiente. A membrana foi lavada por 1 h com
PBS e incubada com anticorpo anti-lgG de coelho complexado com fosfatase
alcalina (1:2000), em tampao bloqueador, por 2 h. Passado o periodo de incubagéo,

a membrana
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4.13- Dosagem de vicilina pelo método de ELISA

A extracdo de proteina das amostras (farinha de tegumento de soja,
precipitado 0-90% e fracbes DI, DIl e DIl) foi feita por 1 h em tampéo
carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6, a 4 °C. A concentragdo de proteina extraida
foi determinada, e posteriormente a placa de ELISA foi sensibilizada com uma
concentracdo de proteina de 20 ug/100 pL de cada fragédo, durante a noite a 4 °C.
Apls esse tempo, a placa foi lavada uma vez com PBS tween 0,05% (300 uL/poco
durante 1 h). Em seguida, a cada po¢o foram adicionados 300 puL de tampéao
bloqueador (gelatina 1% em PBS tween), deixando-se a placa em repouso por 2 h a
temperatura ambiente. Apds o tempo de bloqueio, a placa foi novamente lavada com
PBS tween 0,05% (300 ulL/pogo durante 1 h), e a cada pog¢o foram adicionados
50 uL do anticorpo anti-vicilina de a ~& aacv EPACE-10 (diluido 1:2000
em tampao bloqueador), durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente, a
placa foi novamente lavada com PBS tween, por trés vezes, 5 min cada, e em
seguida foi incubada com o anticorpo anti-lgG de coelho complexado a fosfatase
alcalina (diluido 1:2000 em 50 uL de PBS tween bloqueador), por 45 min a
temperatura ambiente. A placa foi lavada com PBS tween, trés vezes, 5 min cada.
Foram feitos dois tipos de controle para cada amostra: amostra incubada sem
anticorpo e amostra incubada somente com o segundo anticorpo (anti-IgG de coelho
complexado a fosfatase alcalina). A revelacao foi realizada com uso de -NPP (5 mg
de -NPP para 5 mL de tampéo glicina 0,1 M; cloreto de magnésio 1 mM e cloreto
de zinco 1 mM, pH 10,2). Foram aplicados a cada pog¢o da placa, 50 pL da solugéao
de revelagao e a reacao foi parada com 50 pL de hidréxido de sédio 3 N, na menor
presenca de luz. A leitura foi realizada a 405 nm. Para os célculos da concentracao,
foi utilizada uma curva-padrdo de vicilina de cotilédones de cMda (cv
EPACE 10).

4.14- Cromatografia de exclusao molecular em Sephacryl S-100

A fracao retida obtida na cromatografia de troca iénica (DIl) foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular. Uma amostra de 50 mg da fracao foi dissolvida
em 2 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,6. Esse material foi aplicado

em uma coluna de exclusdo molecular em Sephacryl S-100 (58 x 1,0 cm),
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equilibrada e eluida com 0 mesmo tampé&o da dissolugéo e submetida a um fluxo de
30 mL/h. Foram coletadas fra¢des de 1,0 mL e a densidade 6ptica medida a 280 nm.
Estas fracdes foram dialisadas contra agua por 24 h e liofilizadas.

4.15- Atividade bioldgica das fracées obtidas na cromatografia de exclusao
molecular em Sephacryl S-100

As fracdes S-1, S-2, S-3 e S-4 obtidas em Sephacryl S-100 foram testadas
em sua toxicidade para as larvas de ac a s através de sistemas de sementes
artificiais (Macedo  a., 1993). Sementes artificiais controle e sementes contendo a
concentracdao de 1% das fracées S-1, S-2, S-3 e S-4 foram feitas e testadas de

acordo com a metodologia descrita no item 4.3.

4.16— Dosagem de quitinase pelo método de ELISA

Foram realizadas dosagens de quitinase nas amostras: precipitado, DIl, S-1,
S-2, S-3, S-4 e na farinha de tegumento das sementes sf s a a
a ss a asp Cc ~™a a a s (cv manteiga) a scv
vermelho) e a s (cv preto). O primeiro anticorpo utilizado foi o anticorpo
policlonal anti-quitinase de a a a a, produzido em coelho (diluido
1:1000 em PBS tween bloqueador). Para os célculos da concentragéo, foi utilizada
uma curva-padrao de quitinase. Todos os demais procedimentos foram realizados
de acordo com a metodologia descrita no item 4.13.

4.17- Determinacao da atividade peroxidasica

O ensaio de atividade peroxidasica foi feito segundo metodologia descrita por
Hammerschimidt a. (1982). A extracao de proteinas das amostras (DIl, S-1, S-2,
S-8, S-4) foi feita em tampao fosfato de sédio 10 mM pH 6,0. A reagao constituiu-se
da mistura de 8,5 uL da amostra e posterior adicdo de 1 mL do meio contendo
0,25% de guaiacol em peroxido de hidrogénio 10 mM e fosfato de sédio 10 mM, pH
6,0. Para que a reacao ocorresse e a atividade peroxidasica fosse medida, as
amostras foram deixadas por 10 min em temperatura ambiente e, em seguida a
leitura de absorbancia foi feita a 470 nm. Para os célculos da atividade peroxidasica

foi utilizada uma curva-padrdao de concentracdes crescentes de peroxidase (Sigma).
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Uma unidade de atividade peroxidasica foi definida como a quantidade de enzima
que catalisa um aumento de absorbéancia de 0,01 por minuto a 470 nm.

4.18- Determinacao da atividade inibitéria de tripsina

Os experimentos de atividade inibitéria de tripsina foram realizados segundo
a metodologia descrita por Xavier-Filho e Coelho (1980), usando BAPNA (N-benzoil-
DL-arginina -nitroanilida) como substrato. As amostras DI (5 mg), DIl (6 mg) e DIl
(15 mg) foram extraidas em 1 mL de Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM, pH 8,2 por 30

min em temperatura ambiente. Uma amostra de 50 pL do extrato foi misturada ao
meio contendo tripsina (20 ug/100 mL) em Tris-HCI 50 mM, CaCl, 20 mM pH 8,2 a
37 °C por 5 min Em seguida, foi adicionado o substrato BAPNA em DMSO (dimetil

sulféxido) 1%, usado em uma concentragao final de 1 mM, em um volume final de
1,5 mL . Apbs 15 min de incubacao a 37 °C, a reacaofoi parada pela adicao de 1 mL
de &cido acético 30%. A absorbancia foi lida a 410 nm. A atividade foi interpretada
como o aumento de 0,01 unidade de absorbéncia a 410 nm. Para os calculos finais
de atividade triptica nas amostras, foi utilizada uma curva-padrédo preparada com
tripsina. A atividade inibitéria foi determinada medindo-se a atividade triptica com o
substrato BAPNA, apés pré-incubagéo com o inibidor.

4.19- Localizacao de quitinase 