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INSERIR FOLHA COM ASSINATURAS



O espirito daqueles que temem a Deus sera procurado,

sera abencgoado quando Deus olhar para eles.

Com efeito, sua esperanca esta posta naquele que os salva,

E os olhos de Deus estdo voltados para aqueles que o amam.
Aquele que teme ao Senhor ndo tremera;

de nada tera medo, pois o0 proprio Senhor € sua esperanca.
Feliz a alma do que teme ao Senhor.

Para quem olha ela, e quem ¢ a sua forca?

Os olhos do Senhor estdo voltados para aqueles que o temem;
ele é um poderoso protetor, um soélido apoio,

um abrigo contra o calor, uma tela contra o ardor do meio-
dia,

um sustentaculo contra os choques, um amparo contra a queda.
Ele eleva a alma, ilumina os olhos;

da saude, vida e béngio.
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RESUMO

PAIXAO, Gilson Petrénio, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Outubro
2010. EFEITO DE BERENIL, UM INIBIDOR DE PROTEASES DO TIPO
BIS-BENZAMIDINA, NAS RESPOSTAS BIOQUIMICA, FISIOLOGICA E
COMPORTAMENTAL DE LAGARTA DA SOJA Anticarsia gemmatalis.
Orientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-orientadores: Raul
Narciso Carvalho Guedes, André Luiz Lourencdo e Joel Anténio de
Oliveira.

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, por ser considerada uma das
principais pragas da cultura da soja, tem sido alvo de estudos visando a busca
de alternativas para o seu controle. A utilizag&o de inibidores de proteases (IPs)
como alternativa para o controle de pragas tem sido amplamente estudada.
Sabe-se que uma rota de defesa vegetal, talvez a mais conhecida, é
denominada rota octadecandide (ou via das lipoxigenases), a qual culmina com
a producdo do acido jasménico: um hormdnio vegetal que ativa genes que
expressam inibidores de proteases, tidos como agentes anti-metabdlicos, pois
levam os insetos a uma deficiéncia protéica. Os IPs atuam no intestino médio dos
herbivoros, inibindo a acdo das proteases sobre as proteinas provindas da
alimentacdo, havendo, portanto, uma reducdo na disponibilidade de aminoacidos
ao inseto, podendo resultar no atraso do crescimento e reproducdo desses
herbivoros e, consequentemente, na sua morte. Este trabalho teve por objetivos
avaliar a capacidade da planta da soja de responder ao ataque de A.
gemmatalis através da via das lipoxigenases e as respostas bioquimica,
comportamental e fisiolégica da lagarta da soja a concentracdes crescentes do
inibidor sintético de serino-proteases, berenil. Para tal, as lagartas foram
alimentadas com plantas de soja da variedade IAC-PL-1, pulverizadas com
berenil nas doses 0,0; 0,008; 0,01; 0,20; 0,60; e 1,0% (p/v ) e com plantas de
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soja das variedades IAC-18, IAC-24 e FOSCARIN-31 contendo 0,0; 0,60; e
1,0% (p/v) de berenil. Nas quatro cultivares testadas, observou-se que apés o
ataque da lagarta da soja ocorreu um aumento no pool de lipoxigenases nas
folhas, 0 que levou a uma alta produgéo de inibidores de protease. Nas lagartas
gue foram alimentadas com plantas da variedade IAC-PL-1, observou-se
interferéncia de berenil na resposta comportamental desses insetos, que
tiveram preferéncia por plantas que ndo receberam pulverizagbes com o
inibidor, o mesmo ndo sendo observado para as mariposas com relacao a
preferéncia para oviposicdo. Com relagédo ao desenvolvimento pds-embrionario,
ocorreu uma reducao significativa no ganho de peso. Foi observada também
uma significativa redugdo na sobrevivéncia e no tempo de vida das larvas
alimentadas com as maiores doses do inibidor. Além disso, houve inibi¢cdo das
atividades proteolitica e triptica do intestino das lagartas nas quatro cultivares
de soja. Os resultados obtidos indicam que a utilizacdo de berenil é uma
estratégia promissora para o controle da lagarta da soja e possivelmente de

outros insetos-praga que tenham a tripsina como principal enzima digestiva.
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ABSTRACT

PAIXAO, Gilson Petrdnio, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October,
2010. Effect of berenil, a protease inhibitor bis-benzamidine, the answers
biochemical, physiological and behavioral soybean caterpillar Anticarsia
gemmatalis. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Raul
Narciso Carvalho Guedes, André Luiz Lourencao and Joel Antdnio de Oliveira.

The caterpillar, Anticarsia gemmatalis, for being considered a pest of
soybean, has been the target of studies aimed at finding alternatives to its
control. The use of protease inhibitors (PIs) as an alternative for pest control
has been widely studied. It is known that a plant defense route, perhaps the
best known is called octadecandide route (or lipoxygenase pathway), which
culminates with the production of jasmonic acid: a plant hormone that activates
genes expressing protease inhibitor, taken as anti-metabolic agents, since they
bring the insects to a protein deficiency. IPs work in the midgut of herbivores,
inhibiting the action of proteases on proteins originated from food, therefore
there is a reduction in the availability of amino acids to the insect, which can
result in delayed growth and reproduction of herbivores and hence in its death.
This study aimed to evaluate the ability of the soybean plant to respond to the
attack of A. gemmatalis through the lipoxygenase pathway and biochemical
responses, behavioral and physiological soybean caterpillar to increasing
concentrations of synthetic inhibitor of serine proteases, berenil. To this end, the
larvae were fed with soybean variety IAC PL-1, treated with berenil doses 0.0,
0.008, 0.01, 0.20, 0.60, and 1.0% (w/v) and the soybean variety IAC-18, IAC-24
and Foscarin-31 containing 0.0, 0.60, and 1.0% (w/v) of berenil. In the four
cultivars tested, it was observed that after the attack of soybean caterpillar was
an increase in the pool of lipoxygenase in the leaves leading to a high
production of protease inhibitors. In the caterpillars that were fed on plants of
the variety IAC PAL-1, there was interference from berenil behavioral response
of these insects, which had no preference for plants that received the inhibitor
sprays, but these were not observed for moths in relation to oviposition

preference. Regarding the post-embryonic development, there was a significant
1



reduction in weight gain. There was also a significant reduction in the survival
and life span of larvae fed the highest doses of the inhibitor. Furthermore, there
was inhibition of the proteolytic and tryptic activities of the gut of caterpillars in
the four cultivars. The results indicate that the use of berenil is a promising
strategy for control of soybean caterpillar and possibly other insect pests that

have the main digestive enzyme trypsin.



INTRODUCAO GERAL

No ambito do agronegoécio mundial, a produgdo de soja esta entre as
atividades econémicas que, nas ultimas décadas, apresentou crescimento dos
mais expressivos. Este fato pode ser atribuido a diversos fatores, tais como:
estruturagdo de um grande mercado internacional relacionado com o comércio
de produtos do complexo soja; consolidagcdo da oleaginosa como importante
fonte de proteina vegetal, especialmente para atender demandas crescentes
dos setores ligados a producdo de produtos de origem animal, e maior
desenvolvimento e oferta de tecnologias, que viabilizaram a expansdo da
exploragéo sojicola para diversas regifes do mundo (Dall’Agnol et al., 2010).

No Brasil, a soja é cultivada praticamente em todo territorio nacional, se
destacando como fonte de proteina e de 6leo vegetal, para consumo interno ou
como gerador de divisas, através das exportacdes. Os paises maiores
produtores de soja sao também os maiores exportadores, sendo o principal os
Estados Unidos, seguido pelo Brasil e Argentina. No Brasil, o levantamento da
safra prevista para 2010 realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) prevé que a area cultivada com soja sera de 23,06 milhées hectares
com uma producéo de 64,5 milhdes de toneladas e uma produtividade de 2.629
kg/ha (CONAB, 2010). Estima-se que essa produtividade representara cerca de
30 % da produgéo global de soja (IBGE, 2010).

A soja apresenta potencial para aumentar a sua produtividade, mas seus
cultivos sé@o afetados por diversos fatores dentre os quais destacam-se 0s
insetos desfolhadores, que podem reduzir a produgéo e a qualidade dos gréaos
ou sementes dessa cultura. Entre os insetos que trazem consequéncias
econOmicas mais significativas para a soja, destaca-se a Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), conhecida como lagarta da soja, uma das
principais pragas desfolhadoras da cultura no Hemisfério Ocidental, que causa
perdas consideraveis na produgdo (Macrae et al., 2005; Praca et al., 2006;
Dumas et al., 2007; Martins et al., 2009). Uma maior incidéncia desse inseto

ocorre entre o periodo vegetativo e a floragédo, o que requer atencado e controle
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rapido para ndo causar prejuizos econémicos (Savio & Pinotti, 2008). Os
maiores danos séo observados na fase larval, quando as lagartas inicialmente
raspam as folhas da soja, causando prejuizos consideraveis & medida que
crescem. Alimentam-se tanto do limbo como das nervuras, podendo ocasionar
100% do desfolhamento da planta até atingirem seu desenvolvimento maximo,
tornando-se pupa. Até completar o seu desenvolvimento larval, cada lagarta
pode consumir em média 90 cm? de folhas, ou seja, o equivalente a 2,1 vezes
a sua propria massa, a cada 24h (Andrade et al., 2004).

O controle dos insetos-praga tem sido realizado, essencialmente,
mediante a aplicacdo de produtos quimicos, como os piretréides e carbamatos
(SOSBAI, 2005). Considerando os problemas relacionados a acdo desses
inseticidas sobre organismos ndo-alvo, a contaminagdo de aguas e residuos
em alimentos (Kamel et al.,, 2007), tornam-se necessarios estudos que
propiciem métodos alternativos de controle, os quais podem ser aplicados no
manejo integrado de pragas (MIP) (Xavier et al., 2005; Pilon et al.,, 2006;
Mendonga, 2008; Pilon et al., 2009; Reis, 2009; Scott et al., 2010). A presenca
de metabdlitos secundarios com a funcdo de defesa em plantas € um fato
muito conhecido na natureza (Silva et al., 2004; Pilon et al., 2006; Marinho et
al., 2008; Pilon et al., 2009; Velloso et al., 2009; Duke, 2010). Dessa forma, é
interessante realizar estudos com essas moléculas de defesa presentes nas
plantas, pois posteriormente poderiam ser utilizadas no controle de pragas e
doencgas que afetam a producéo agricola.

Sabe-se que uma rota de defesa de plantas conhecida como via das
lipoxigenases culmina com a producdo do é&cido jasmdnico, um horménio
vegetal que ativa genes que expressam inibidores de proteases, tidos como
agentes anti-metabdlicos, pois levam os insetos a uma deficiéncia protéica
através da diminuicdo da atividade das enzimas digestivas no intestino médio
(Pilon et al., 2006; Soares & Machado, 2007; Wasternack, 2007; Marinho et al.,
2008; Schaller, 2008; Pilon et al., 2009).

Os inibidores de protease (IPs) representam uma estratégia de controle
de insetos e, por isso, a identificagdo e caracterizagdo desses inibidores s&o

etapas muito importantes para que novas formas de controle de pragas sejam
4



desenvolvidas (Pilon et al., 2006; Srinivasan et al., 2006; Mendonc¢a, 2008;
Pilon et al., 2009; Chevreuil et al.,, 2009; Reis, 2009; Rossi et al., 2010). O
papel fisiolégico dos IPs tem sido claramente estabelecido e tém-se proposto
que eles integram o sistema de defesa natural das plantas contra o ataque de
insetos. Ao serem ingeridos, os IPs inibem a atividade das enzimas
proteoliticas no intestino médio do inseto, induzindo a hiperproducdo das
enzimas digestivas, 0 que resulta no comprometimento do desenvolvimento do
inseto, pois grande parte dos amino&cidos essenciais deixa de ser utilizada na
sintese protéica para ser gasta na producdo de enzimas digestivas (Oliveira et
al., 2005; Pilon et al., 2006; Marinho et al., 2008; Ahmad et al., 2008; Lingaraju
& Gowda, 2008; Konarev et al., 2008; Wititsuwannakul et al., 2008; Pilon et al.,
2009; Rossi et al., 2010).

A maioria dos Lepidopteros possui as serinoproteinases como as
principais enzimas digestivas, particularmente tripsinas (Hag et al.; 2004
Oliveira et al., 2005;Terra & Ferreira, 1994; Terra et al., 1996). As enzimas do
tipo tripsina clivam cadeias protéicas, preferencialmente, na regido préoxima a
aminoacidos bésicos como lisina ou arginina. Essas enzimas foram
caracterizadas em diversas ordens de insetos de interesse econémico como
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Hymenoptera, Orthoptera e Thysanura (Terra
& Ferreira, 1994; Oliveira et al., 2005; Xavier et al., 2005; Reis, 2009).

Neste contexto, este trabalho visa realizar estudos investigativos dos
efeitos bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais em Anticarsia gemmatalis,
quando alimentadas com folhas de soja pulverizadas com o inibidor de

proteases berenil.



1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1. Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Insecta: Lepidoptera: Noctuidae)

A Anticarsia gemmatalis Hubner, 1818 (Lepidoptera: Noctuidae) mais
conhecida como lagarta da soja, € um inseto da ordem Lepidoptera, nativa de
areas tropicais e subtropicais das Américas, descrita pela primeira vez na
Fl6rida em 1903 (Béarbara, 2010). No Brasil é encontrada em todos os locais de
producdo de soja representando um risco a produgdo e a qualidade dos
cultivos brasileiros (Macrae et al., 2005; Praca et al., 2006; Savio & Pinotti,
2008). Por se tratar de um inseto desfolhador, a lagarta da soja comeca a se
alimentar da epiderme inferior e do mesofilo de folhas jovens e a partir do
segundo instar j4 € capaz de se alimentar da folha inteira chegando a promover
a completa desfolhacé@o da planta. Quando a folhagem € removida, esta passa
a atacar outras partes da planta; e o desfolhamento compromete o enchimento
das vagens, com consequente redugdo da producdo de graos. A soja é capaz
de suportar uma desfolha de até 30% antes da floragdo e de até 15% na fase
entre a floragéo e o desenvolvimento das vagens (Gallo et al., 2002). O ciclo de
vida da lagarta da soja se completa em cerca de quatro semanas durante o
verao, tendo sua duragdo aumentada no outono.

Porém, em ataques severos, os danos sdo geralmente elevados, pois as
lagartas chegam a desfolhar completamente a planta. Apesar de ser
considerada primariamente uma praga de leguminosas (Ford et al., 1975), a
lagarta da soja pode causar prejuizos em outras culturas como alfafa,
amendoim, arroz, ervilha, feijao, feijdo-vagem e trigo, atacando durante a fase
vegetativa e, em alguns casos, até no periodo da floracdo (Fugi et al., 2005;
Batista et al., 2005).

Dependendo das condigbes ambientais, a lagarta da soja pode
apresentar um ciclo bioldgico de aproximadamente 30 dias (Gallo et al., 2002).
Os ovos (Figura 1A) esféricos desse inseto medem aproximadamente 0,5 mm

de diametro e apresentam coloragdo branca esverdeada e tendem a escurecer,
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devido ao seu desenvolvimento, até a coloragdo marrom avermelhada
(Barbara, 2010). O seu periodo de incubagéo é geralmente de trés a cinco dias
(Schmidt et al., 2001). A oviposicdo de A. gemmatalis é realizada durante a
noite de forma agrupada ou isolada, na face inferior das folhas, nas hastes,
peciolos e caules (Greene et al., 1973; Gallo et al., 2002).

As lagartas recém eclodidas apresentam coloracédo verde, variando do
verde claro ao escuro, com cinco estrias brancas longitudinais sobre o dorso
(Gallo et al., 2002; Praca et al., 2006). A temperatura e as condi¢des climaticas
podem exercer influéncia sobre o nimero de instares, assim, o periodo larval
de A. gemmatalis apresenta, normalmente, de cinco a seis instares (Gazzoni &
Yoriniori, 1995). Essas lagartas, nos instares iniciais (Figura 1B), comportam-se
como a lagarta mede-palmo (Gallo et al., 2002), no entanto em instares mais

avancados (Figura 1C) sao muito ativas e dotadas de grande agilidade.

Figura 1. Estadios de desenvolvimento da A. gemmatalis. A) ovos esféricos; B) lagartas de

segundo instar; C) lagartas de quinto instar; D) pupas (Fonte: Praca et al, 2006).

A fase de pré-pupa dura em torno de dois dias (Praca et al., 2006).
Nesta fase, a lagarta para de se alimentar, fica encolhida com aspecto
umedecido e coloracdo résea no dorso. Nessa fase, as lagartas sao
encontradas formando um casulo e unindo particulas de fezes por uma espécie

de teia (Praca et al., 2006). Em seguida, inicia-se a fase de pupa (Figura 1D),
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qgue ocorre a pouca profundidade do solo (Costilla, 1988). Inicialmente, a pupa
apresenta coloragéo verde-clara e em seguida torna-se marrom avermelhada e
brilhante. Perto da emergéncia do adulto, a pupa adquire uma coloracéo quase
preta e pode medir em torno de 17 a 20 mm. A durac¢do do periodo pupal é
inversamente proporcional a temperatura, isto €, quanto maior a temperatura,
menor sera a quantidade de dias dessa fase (Reid, 1975; Silva, 1981). De
acordo com Gazzoni & Yoriniori (1995), a fase de pupa pode durar em torno de
sete a nove dias.

O adulto é uma mariposa de coloracédo variada e habito noturno. Nessa
fase, o0 inseto geralmente possui uma coloragdo pardo-acinzentada e mede em
torno de 40 mm (Schmidt et al., 2001). De acordo com Gallo et al. (2002),
essas mariposas pousam de asas abertas e possuem uma listra transversal
escura, que une as pontas das asas. Durante o dia, essas mariposas sao
encontradas em locais sombreados, porém todo o processo reprodutivo ocorre
durante o periodo noturno (Schmidt et al.,, 2001; Gallo et al., 2002). Em
condi¢cdes de dieta artificial, Moscardi et al. (1981a) obtiveram 11,2 dias de
longevidade dos adultos a 32,2 °C e 24,8 dias de longevidade dos adultos a
21,1 °C. Em condi¢Bes de dieta natural (folhas de soja), a longevidade média
das fémeas acasaladas variou de 14,1 dias, quando alimentadas com folhas de
plantas senescentes, até 17,5 dias, quando alimentadas com plantas em

florescimento (Moscardi et al., 1981Db).

1.2. Interagédo Planta-inseto

Plantas e insetos coexistem no ambiente terrestre numa interagao
complexa e dinamica (Erlich & Raven, 1964; Kant & Baldwin, 2007). As plantas
dependem dos insetos para dispersao de sementes, reproducéo (Fleming et al,
2007) e defesa (Doak et al., 2007), enquanto os insetos herbivoros encontram
nas plantas abrigo, alimento e sitios de oviposi¢do, que por sua vez so fatores
fundamentais para sua proliferagédo. Por outro lado, dependendo da intensidade

do ataque, insetos fit6fagos podem ser prejudiciais as plantas, promovendo



injurias suficientes para leva-las a morte (Maron e Crone, 2006) ou
inviabilizando sua reproducéao.

O processo de herbivoria foliar representa um dos processos funcionais
mais importantes em ecossistemas vegetais (Dirzo & Dominguez, 1995; Coley
& Barone, 1996; Mello, 2007). O herbivoro interfere no desempenho da planta
através da reducdo da area de captura de luz, remocdo de nutrientes e
aumento da incidéncia de patégenos, ou até mesmo provocando a sua morte
(Dirzo, 1984; Dirzo & Dominguez, 1995; Eutrépio & Silva, 2009).

Nos ecossistemas naturais a grande variedade de estratégias pelas
quais os insetos herbivoros obtém o alimento e o alto grau de especializagdo
que essa relagdo pode atingir, Sdo aspectos muito importantes segundo
Schoonhovem et al. (2005). Os insetos herbivoros podem explorar suas plantas
hospedeiras de diversas formas; por exemplo, alguns se alimentam
externamente, cortando e mastigando os tecidos, outros retiram o alimento por
succdo em células individuais ou no sistema vascular das plantas, j4 outras
espécies abrigam-se dentro de estruturas das plantas e consomem tecidos
internos, como por exemplo, os minadores e galhadores (Sibio, 2008).

Diversos mecanismos de defesa e adaptagdes sé&o frequentemente
encontrados nos seres vivos. Estes mecanismos quimicos, fisicos ou
comportamentais atuam diminuindo a chance de encontro com um inimigo
natural, ou aumentando a probabilidade de sobrevivéncia a este encontro
(Begon et al.,2007).

As plantas apresentam diferentes mecanismos de defesa e com base
nestes mecanismos os insetos também desenvolveram estratégias de defesa
gue permitem aos mesmos metabolizar e utilizar as substancias téxicas para se
protegerem de inimigos naturais (Figura 2) (Opitz & Mdller, 2009). Dois
processos diferentes estdo envolvidos na indugdo das defesas de plantas a
herbivoros e patdégenos. Um processo envolve o reconhecimento gene-a-gene.
Genes expressos de resisténcia de plantas reconhecem compostos liberados
por insetos ou patégenos e ativam respostas de defesa e resisténcia
especificas para o organismo invasor. O segundo processo envolve o

reconhecimento de dano nos tecidos da planta provocado pelo agressor.
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Figura 2 — Interacdes entre plantas e insetos (Fonte: Mello & Silva-Filho, 2002).

O dano leva a mudangas no metabolismo da planta, seguidas da
producdo de moléculas de sinalizacdo que desencadeiam uma resposta de
estresse generalizada (Ausbel, 2005; Schemlz et al., 2006; Smith & Boyko,
2007).

A maioria dos muitos compostos de defesa sintetizados pelas plantas sé&o
metabolitos secundarios como alcaldides, terpendides, flavondides, saponinas,
etc (Piubelli et al. 2005), além de proteinas de defesa, como os inibidores de
proteases (Macedo, 2007; Howe e Jander, 2008; Schaller, 2008). As plantas
desenvolveram caracteristicas extraordinarias contra as proteases dos insetos
tais como o aumento da atividade do inibidor em seus tecidos, producdo de um
conjunto heterogéneo de inibidores ativos contra varias enzimas e de inibidores
bifuncionais que s&o ativos contra amilases e proteases, além de inibidores de
enzimas de insetos altamente especificos e resistentes a protedlise, além de
serem ativos sob condi¢des diversas de pH intestinal (Srinivasan et al., 2006;
Rakwal et al., 2001; Kim et al., 2009).
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Dessa forma, ocorre uma corrida bioquimica, onde uma planta
desenvolve substancias tdxicas para se defender de insetos fitéfagos, e alguns
desses conseguem superar essas defesas, tornando-se assim especialistas
capazes de desintoxicar ou sequestrar as toxinas vegetais (Gullan & Cranston,
2007; Zhu-Salzman et al., 2008).

A arquitetura da planta (barreiras fisicas) e sua composi¢cdo quimica
(metabdlitos secundéarios) sdo grandes obstaculos & herbivoria, mas néo é a
Unica forma de defesa que uma planta pode utilizar. O ataque herbivoro e
injuria mecénica podem induzir diversas espécies de plantas a emitir
compostos organicos volateis (COV) que sinalizariam esse estado de ataque.
Ja foram identificados mais de 1000 tipos de compostos orgénicos volateis
lancados das flores das plantas, das partes vegetativas ou raizes. Esta alta
forma dindmica de imunidade é iniciada pelo reconhecimento da secre¢&o oral
do inseto e sinais de células de plantas injuriadas (Howe & Jander, 2008; Zhu-
Salzman & Zeng, 2008), sendo os volateis “green leaf” os compostos mais
amplamente estudados (Schaller, 2008). Este tipo de defesa age sobre os
herbivoros por promover a efetividade do terceiro nivel tréfico, ou seja, dos
seus inimigos naturais. A agdo desses mecanismos sobre o0s inimigos naturais
pode se dar através da liberacdo de compostos volateis, que os atraem para as
plantas (Matos et al., 2006). Esses compostos volateis emitidos podem também
afetar diretamente a fisiologia e o comportamento do herbivoro devido ao seu
potencial tdxico, repelente ou propriedades deterrentes (Schaller, 2008).

Os compostos volateis podem afetar outros organismos como
simbiontes fixadores de nitrogénio, herbivoros, polinizadores, plantas e plantas-
parasitas. Esta sinalizacdo ocorre também entre plantas parasitadas e plantas
saudaveis, induzindo estas Ultimas a desencadearem seus sistemas de defesa,
antes mesmo de serem atacadas (priming) (Frost et al., 2008; Campos et al.,
2008). Quando brocas de besouros ou lagartas comegam a comer as folhas,
estas plantas passam a emitir uma mistura precisa de compostos organicos
volateis que atraem insetos carnivoros para se alimentarem dos besouros e

lagartas. Mudando-se a espécie da lagarta, a planta altera a composicdo da

11



fragrancia, atraindo agora o entoméfago especifico da nova lagarta (Menezes,
2009).

Portanto, a interagéo inseto-planta pode ser considerada uma relagéao
continua entre consumidor e organismo consumido, em que a evolugdo de um
depende da evolucdo do outro, envolvendo duas espécies co-adaptadas em
uma corrida permanente pela sobrevivéncia (Maffei et al., 2007; Begon et al.,
2007).

1.3.1. Enzimas digestivas de insetos

As enzimas digestivas dos insetos sdo conhecidas como hidrolases e
classificadas de acordo com o substrato que degradam. As proteases
digestivas catalisam a quebra de proteinas ingeridas através do processo de
hidrdlise, garantindo assim o melhor aproveitamento e a absorcdo dessas
macromoléculas na forma de peptideos e aminoacidos, que serdo destinados
para muitos outros eventos fisiolégicos. Essas enzimas sdo amplamente
distribuidas em quase todas as plantas, animais e microorganismos (Valueva &
Mosolov, 2004; Haq et al., 2004; Mosolov & Valueva, 2005; Christeller, 2005;
Joanitti et al., 2006). Nos insetos sé&o encontradas abundantemente na regiédo
do intestino médio e estdo subdivididas em endopeptidases, que clivam
ligagbes peptidicas internas e exopeptidases que removem aminoécidos da
regido C—terminal ou N—-terminal (Jongsma & Bolter, 1997; Fan & Wu, 2005).
As endopeptidases sédo conhecidas também por proteases.

Proteases contabilizam cerca de 2% do genoma humano, e estédo
envolvidas em varias func¢des bioldgicas, participando de numerosos processos
bioquimicos e fisiolégicos, tais como digestdo de alimentos, coagulagdo
sanglinea e fibrindlise, ativacdo de proenzimas, liberacdo de peptideos
fisiologicamente ativos, controle do tamanho de proteinas, resposta imune e
apoptose (Leung-Toung et al, 2002; Chou & Cai, 2006).

Quase um ter¢co de todas as proteases é classificado como serino
proteases (E.C. 3.4.21), assim nomeadas por apresentarem o residuo

nucleofilico serina no sitio ativo. Essa classe de proteases foi originalmente
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distinguida pela presenca do sistema “relé de cargas” ou “triade catalitica” Asp-
His-Ser. Mais recentemente, serino-proteases com outras triades e diades
cataliticas foram descobertas, incluindo Ser-His-Glu, Ser-Lys/His, His-Ser-His
(Hendstrom, 2002).

Os principais grupos de enzimas digestivas dos insetos sdo constituidos
pelas lipases, carboidrases e proteases, sendo este Ultimo grupo bem mais
caracterizado. Uma determinada espécie de inseto muitas vezes possui
multiplas proteases digestivas em seu trato intestinal, pertencentes a diferentes
OuU a0 mesmo grupo mecanistico, embora normalmente utilize um tipo principal
no seu papel digestivo (Zhu-Salzman et al., 2008; Ahn & Zhu-Salzman, 2009).
As proteases digestivas sdo encontradas na regido do intestino médio dos
insetos e catalisam a clivagem de liga¢gdes peptidicas das proteinas, liberando
peptideos e aminoacidos e estdo envolvidas em varios processos fisioldégicos
incluindo ativagcdo de proteinas, respostas imune, produgcdo de peptidios
bioativos além da digestao etc. (Terra & Ferreira, 2000; Kanost & Clarke, 2005).

As serino-proteases sao as enzimas mais bem estudadas, tanto em
eucariotos quanto em procariotos e em virus. Seus representantes mais
conhecidos séo a tripsina e a quimotripsina (Page & Di Cera, 2008).

Em insetos, as serino-proteases participam de processos fisiolégicos
que incluem a digestao e a resposta a defesa de plantas, bem como a resposta
imune dos insetos; a sinalizacdo e amplificacdo de sinal; a ativacdo de
cascatas; a indugdo de peptideos antimicrobianos; a atividade antimicrobiana e
a ativacdo de mecanismos especificos de melanizagdo e coagulagéo (Levy et
al., 2004; Herrero et al., 2005; Page & Di Cera, 2008).

O intestino médio das larvas de lepidopteros hospeda um complexo
ambiente proteolitico de vérias especificidades com atividades do tipo das
quimotripsina,  tripsina, elastase, catepsina-B, aminopeptidases e
carboxipeptidases, dentre outras, todas responsaveis pela digestdo protéica.
Serino-proteases sdo conhecidas por dominar o ambiente intestinal das larvas
e contribuem com cerca de 95% da atividade proteolitica total (Srinivasan et al.,
2006). Aléem da complexidade de multiplas especificidades das proteases,

usualmente existe uma gama de isoformas diferentes. Essa multiplicidade de
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isoformas parece desnecessaria, especialmente quando umas poucas delas,
por exemplo, a tripsina, contribuem significativamente para a digesto.

A maioria das moléculas de alimento a serem digeridas sé&o polimeros e,
neste caso, proteinas. Estas sdo digeridas em trés etapas. A digestao inicial ou
priméria, a qual freqientemente ocorre no interior da membrana peritrofica
(Figura 3), consiste da dispersédo e reducdo do tamanho dos polipeptideos.
Esta etapa da digestdo € realizada por endopeptidases, resultando em
oligopeptideos. Para a digestdo das proteinas de diversas fontes de alimento
sdo necessarias endopeptidases de diferentes especialidades, sendo que em
insetos, endopeptidases das classes serina, cisteina e aspartil proteases ja
foram descritas como envolvidas no processo digestivo. Durante a digestéao
intermediaria, a qual freqientemente ocorre no espaco ectoperitrofico (Figura
3), estas moléculas sdo novamente reduzidas, agora a dimeros, 0s quais serao
reduzidos a monémeros na digestao final, que ocorre na superficie das células
do intestino médio.

A digestdo intermediaria de proteinas ocorre pela atividade de amino e

carboxipeptidases, enquanto a digestao final ocorre por acdo de dipeptidases.

Papo Proventriculo Membrana peritréfica
Céamara de Orgio Permite a passagem de alimentos
armazenagem triturador decompostos, enzimas e dgua

do alimento

Ceco gastrico
Processa a digestdo final e
a absorgio dos alimentos

o : Tubulos de Malpighi
ectoperitréfico| | Orgios excretores,

semelhantes aos rins

Intestino anterior... ... médio... ... @ posterior

Figura 3 - Representacdo esquematica dos compartimentos do intestino dos insetos (Fonte:
Terra et al., 2000).
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Dentre as endopeptidases envolvidas na digestdo em insetos, as
enzimas da classe das serino-endopeptidases séo as enzimas que ocorrem no
intestino médio de quase todas as ordens de insetos com excec¢do dos
Hemiptera e de alguns grupos da série Cucujiformia, como os Curculionidae
(Coleoptera) (Terra & Ferreira, 1996b). Entretanto, alguns Hemiptera
apresentam serinoendopeptidases nas glandulas salivares.

As enzimas atravessam a membrana peritréfica e chegam ao espaco
ectoperitréfico acompanhando os alimentos a medida que séo fracionados.
Depois, voltam para o interior da membrana peritréfica, na porcdo inicial do
intestino médio. A agua passa pelo espaco ectoperitrofico até chegar aos
cecos, nos quais € absorvida (Figura 3) (Terra et al., 2000).

A tripsina (Figura 4) € sintetizada nas células do intestino médio na sua
forma ativa, mas estd associada com as membranas das vesiculas pequenas.
Estas vesiculas, entdo, migram para o apice celular e os precursores de
tripsina s@o processados a uma forma sollvel antes de serem secretadas.
Parece que os insetos controlam a atividade de suas proteases digestivas nao
usando formas inativas ou zimoégenos, mas através da ligacao das proteases a
membranas, onde permanecem até serem liberadas no limen do intestino

médio (Terra e Ferreira, 1994).

.Bcnzamidinn

Figura 4 - Representacdo de uma molécula de trispsina com moléculas de benzamidina, seu
inibidor competitivo, devidamente posicionadas nos sitios ativos desta enzima (Lehinnger &
Cox, 2000).
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Enzimas tripsina-like do intestino médio de insetos tém sido encontradas,
estudadas e caracterizadas em vérias espécies de lepidoptera: Anticarsia
gemmatalis (Oliveira et al., 2005; Xavier et al., 2005; Torres, 2009), Alabama
argillacea (Vidal et al., 2005), Anagasta kuehniella (Ramos et al., 2009), Plodia
interpunctella (Amorin et al., 2008), Spodoptera litura (Bhattacharyya et al.,
2007), Mamestra brassicae (Chougule et al., 2008). Entretanto, tripsinas com
maior massa molecular também sdo encontradas, como apresentado por
Wagner et al. (2002) em estudos com proteases tripsina-like de Melolontha
melolontha (Coleoptera) com massas moleculares de 56 e 63 kDa e por Ahmad
et al. (1980) em estudos com tripsinas com massa de 53 kDa de Spodoptera

litura (Lepidoptera).

1.4. Inibidores de protease

A protedlise € um processo chave em todos 0s organismos vivos, sendo
dessa forma extremamente controlado. Por esta razdo, ndo surpreende o
extensivo estudo de uma iniUmera quantidade de inibidores de proteases, com
intuito de elucidar suas propriedades estruturais e funcionais (Pilon et al., 2006;
Amorin et al., 2008; Marinho et al., 2008; Pilon et al., 2009; Sumikawa et al.,
2010).

As plantas sintetizam proteinas de defesa que interrompem a aquisi¢cao
de nutrientes e outros aspectos da fisiologia digestiva do inseto. Inibidores de
protease (PIs) que prejudicam a atividade de proteases digestivas sdo talvez o
melhor exemplo desse tipo de defesa pos-ingestiva. Pelo fato dos Pls néo
serem degradados, sua capacidade para diminuir o crescimento do inseto &
dependente de seu acumulo em altas concentragdes no interior do limen do
intestino (Chen et al., 2007). Frequentemente estdo presentes nas sementes e
induzidos em certos tecidos da planta por herbivoria (Koiwa et al., 1997; Ryan,
2000; Bruinsma et al., 2007).

Os inibidores de serino proteases sdo o0 tipo mais abundante e
amplamente distribuido em animais, microorganismos e plantas, além de serem

0os mais estudados (Gomes et al., 2005). Nas plantas, sdo encontrados quase
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todos os tipos de inibidores de enzimas proteoliticas (Fan & Wu, 2005;
Gatehouse & Gatehouse, 2010).

O provavel papel dos inibidores de proteases na defesa vegetal foi
investigado ja em 1947, quando Mickel e Standish observaram que as larvas
de certos insetos ndo eram capazes de se desenvolverem normalmente sobre
produtos de soja (Migliolo et al., 2010). Os IPs s&o usados para aumentar a
resisténcia das plantas a insetos pragas, devido a sua abundéancia, estabilidade
e alta especificidade a uma classe particular das enzimas digestivas de insetos
(Abdeen et al., 2005). Os inibidores tém como caracteristicas o fato de serem
extremamente resistentes a protedlise e permanecerem ativos em condigdes
diversas de pH intestinal. J& foram identificados inibidores contra praticamente
todas as classes de proteases descritas (Jongsma & Boulter, 1997).

Os inibidores de proteases sdo proteinas relativamente pequenas (ou
dominios de proteinas, no caso de inibidores multidominios) de 29 a 190
residuos de amino&cidos e podem ser agrupados em pelo menos 16 familias
diferentes baseando-se na similaridade de sequéncia, similaridade topoldgica e
mecanismo de ligagdo a enzima. A especificidade € uma caracteristica
marcante no estudo das intera¢des entre enzima e inibidor. Ela é determinada
pela natureza das interagdes envolvidas e pela estrutura nativa do inibidor e da
enzima (Richardson, 1991).

No caso de inibidores de proteases, seu mecanismo de agao ocorre por
inibicdo competitiva. Atuam bloqueando a ligacdo do substrato & enzima
atraves da ligacdo de um segmento peptidico diretamente no sitio catalitico, de
maneira semelhante ao substrato ou ao produto. A seletividade da inibicdo
normalmente ocorre através da utilizagdo de sitios de reconhecimento do
substrato pela enzima. O complexo enzima-inibidor formado &
termodinamicamente e cineticamente muito estavel, apresentando constante
de dissociacdo muito baixa (107 a 10™* M), de maneira que a inibic&o
estequiométrica da enzima é alcancada (Gatehouse & Gatehouse, 2010).
Existem relatos sobre inibidores de serino proteases que também séo ativos
contra enzimas de outras classes, como por exemplo, inibidores de tripsina que

também inibem papaina (uma cisteino protease) (Souza et al., 2006; Oliveira et
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al., 2007; Macedo et al. 2004), e também aqueles que apresentam uma
atividade inibitéria sobre a-amilase (Koiwa et al., 1997, Belitz & Grosch, 1997).

Os niveis mais altos de IP’s foram encontrados em folhas jovens de
plantas (Haq et al., 2004; Ferreira et al., 2005) ou em folhas de plantas jovens
maduras (Broadway & Missurelli, 1990), o que demonstra o maior investimento
da planta para defender suas partes mais nutritivas e, conseqiientemente, mais
expostas a herbivoria. Os IP’s ocorrem como proteinas produzidas que se
acumulam distante ou no local da injdria em resposta ao estresse sofrido pela
planta, como, por exemplo, nas folhas de tomate e batata, aonde chega a
atingir concentragbes de 200 pg/g. Cerca de 3 a 4 horas apds a injuria, 0s
niveis de mRNA dos IP’s elevam-se nas folhas injuriadas e ndo injuriadas
localizadas nas porgdes distais a injaria. Os niveis de mRNA se elevam por até
8 h apds uma UOnica injuria e ttm uma meia-vida de cerca de 12h. Apos a
tradugdo do mRNA, os inibidores de proteases sdo acumulados no vacuolo
central das células vegetais, persistindo por até 1 semana (Karban e Baldwin,
1997).

A familia de inibidores Kunitz inclui o inibidor de tripsina da soja (SBTI),
que é o mais estudado em plantas e que da nome a familia. E comum em
Leguminoseae, mas também é encontrado em Mimosoideae, Papilonidae,
Ceaesalpiniodae, dentre outras. Trabalhos realizados com o inibidor de tripsina
Kunitz (SKTI) em lagarta do repolho (Mamestra brassicae) mostraram que a
ingestéo do inibidor inibiu fortemente a atividade tripsina-like no intestino médio
do inseto e induziu atividade tripsina-like insensivel ao inibidor (Chougule et al.,
2008). Entretanto, larvas do lepiddptera Plodia interpunctella ndo tiveram sua
mortalidade e ganho de peso afetados pelo inibidor de soja SBTI, devido
provavelmente a uma fraca associagdo do inibidor com as enzimas digestivas
alvo (Amorim et al., 2008).

A familia de inibidor de soja Bowman-Birk (BBI) é tipica de
Leguminoseae podendo ser encontrada também em Fabaceae, Phaseolaceae,
Glycinaceae e Viciae (Xavier-Filho & Campos, 1989). O BBI possui uma massa
molecular de 8 kDa e ¢é considerado como um potencial agente

anticarcinogénico e quimiopreventivo de alguns tipos de canceres humanos,
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possivelmente por inibir a atividade de um antigeno especifico na préstata; o
seu uso em tratamento de pacientes com céncer neste 6rgdo esta sendo
avaliado (Zhang et al., 1999; Wan et al., 1999). O BBI pode simultaneamente
inibir tripsina e quimotripsina em sitios reativos independentes (Xavier-Filho,
1992). O BBI de sementes de soja € Unico, porque possui um sitio inibidor de
quimotripsina mais ativo relativo a atividade do sitio de inibicdo da tripsina
(Kennedy, 1998; Sessa & Wolf, 2001).

Pereira et al. (2006), apds testarem os efeitos do inibidor BBl em
proteases do intestino de Hypothenemus hampei, verificaram uma alta
atividade inibitéria do BBI contra enzimas tripsina-like desse inseto.

A benzamidina € uma amida aromética (Figura 5A), inibidor sintético
competitivo da tripsina, apresentando Ki de 1,0 mM (Mares-Guia et al., 1981). A
benzamidina, quando presente no meio reacional em baixas concentragdes,
posiciona-se no sitio de especificidade, sitio S; da tripsina, onde é estabilizada
por interacdes hidrofébicas no bolso hidrofébico e por interacdes eletrostaticas
entre seu grupamento amidina e um residuo carboxilico pertencente a um
acido aspértico localizado no fundo do bolso do sitio S; (Mares-Guia & Shaw,
1965; Mares-Guia et al., 1981, Oliveira et al., 1993).

O berenil (aceturato de diminazeno) € uma molécula formada por duas
moléculas de benzamidina ligadas por meio de uma ligacdo triazeno na
posicdo 4 de cada anel (Figura 5B). A ligagéo triazeno é susceptivel & clivagem
resultando na formagcdo de 4-aminobenzamidina e um sal 4-
amidinofenildiazonio (Raether et al., 1974). O berenil comporta-se como um
inibidor parcialmente competitivo parabdlico da tripsina (Junqueira et al., 1992;
Oliveira et al., 1993) apresentando Ki de 1,79 yM e tem sido utilizado com
sucesso no tratamento de uma variedade de infecgfes tripanossémicas quando
administrado intramuscularmente em animais de interesse agrondmico como

gado, ovelhas, cabras, porcos e cavalos (Peregrine e Mamman, 1993).
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Figura 5 - Estruturas da benzamidina (A) e do berenil (B).

O berenil é registrado para uso veterinario ndo sendo atualmente
aprovado para uso em humanos (Bouteille et al., 2003), embora consista em
uma alternativa para o tratamento contra Trypanosoma brucei gambiense e T.
b. rhodesiense quando administrado por inje¢éo intramuscular (Hutchinson &
Watson, 1962; Abaru & Matovu 1981). Quaisquer efeitos colaterais observados
para o berenil foram temporérios e ndo foram mais prejudiciais que aqueles
notados para suramina (Abaru et al., 1984) ou pentamidina (Bouteille et al.,
2003), utilizadas para esse tipo de enfermidade. Adicionalmente, 0os custos e o
periodo de tratamento com berenil sGo menores que os dos medicamentos
aprovados atualmente. Embora tenha sido observada atividade anti-
tripanossémica do berenil apos sua administracdo oral em humanos (Bailey,
1968), foi verificada diminuigdo significativa na concentragdo do medicamento
no estdmago como resultado da degradacdo da molécula de berenil por
catalise acida (figura 6), limitando a quantidade de ingrediente ativo absorvido

para a circulagao sangiinea.
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Figura 6 - Rota da degradacgéo do berenil por catélise acida.
1.5. Efeito de inibidores de proteases em insetos

Trabalhos testando o efeito de inibidores sintéticos de proteases em
lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis) foram realizados. Foram utilizadas
plantas tratadas com inibidores de proteases do tipo benzamidinas, a fim de
determinar o seu efeito sobre os paradmetros biologicos, bioquimicos e
comportamentais de A. gemmatalis. Os resultados encontrados foram
satisfatorios, demonstrando que a lagarta da soja sofre comprometimento do
seu desenvolvimento quando tratada com inibidores de proteases sintéticos e
em alguns casos verificou-se a morte deste inseto durante o seu ciclo larval
(Pilon et al., 2006; Moreira, 2007; Pilon et al., 2009).

Ramos et al. (2009), testaram os efeitos de um inibidor de tripsina de
sementes de Plathymenia foliolosa, da familia das fabaceas, sobre o
desenvolvimento larval de Anagasta kuehniella (Lepid6ptera), uma praga de

grédos armazenados conhecida como mariposa mediterranea da farinha. Os
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resultados mostraram diminuicdo na sobrevivéncia e no ganho de peso das
larvas, reducdo na eficiéncia da conversdo do alimento ingerido e alimento
digerido e um aumento na digestibilidade e no custo metabdlico. Os autores
observaram também um decréscimo significativo nos niveis de tripsina no
intestino médio das larvas e um aumento nas fezes das larvas alimentadas
com a dieta contendo o inibidor.

Serino proteases digestivas tripsina e quimiotripsina presentes no
intestino médio de Spodoptera litura sofreram influéncia do inibidor AeTI
(inibidor de tripsina) de modo que a atividade tripsina-like diminuiu sete vezes
enquanto a atividade quimiotripsina-like aumentou cinco vezes (Bhattacharyya
et al., 2007).

Combinacdes de proteinas antimetabdlicas com diferentes modos de
acédo tém sido eficientes no aumento da toxicidade para numerosos insetos. A
inibicdo de multiplas proteases digestivas pode ser mais efetiva no controle das
pragas que a inibicdo de uma Unica classe de enzimas. Trabalhos de Abdeen et
al. (2005) e Brunelle et al. (2005) mostraram que o efeito de toxinas Bt foi
sinergizado por inibidores de proteases, quitinases, lectinas e diferentes toxinas
Bt. Esses autores verificaram ainda que combinacao de diferentes inibidores de
protease com inibidores de a-amilase, ou inibidores com lecitinas,
marcadamente resultou numa maior atividade inseticida quando comparada
com a soma dos efeitos individuais dessas proteinas.

Amirhusin et al. (2007) estudaram a possibilidade de interacdo de trés
inibidores de protease, scN (inibidor de cisteino proteases de soja), pepistatina
A (inibidor de aspartil proteases) e KI (inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz)
ingeridos por Cowpea bruchids em dieta artificial. Os inibidores scN e
pepistatina A, quando aplicados individualmente, inibiram respectivamente
importantes cisteino e aspartil proteases, prolongando significativamente o
tempo de desenvolvimento do inseto. Quando combinados, o efeito inibitério foi
sinergistico, ou seja, a toxicidade da mistura foi marcadamente maior do que
scN ou pepstatina A testados separadamente. O mesmo ocorreu com o inibidor
de tripsina de soja Kunitz (KI), que mesmo em altas concentragdes, sozinho

ndo gerou nenhum impacto no desenvolvimento da praga, por ter sido
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degradado parcialmente pelo trato digestivo do inseto. Mas, quando associado
com os outros dois inibidores, o efeito inibitorio de Kl foi aparente. Segundo os
autores, a protecao de Kl da protedlise no trato digestivo do inseto pelos outros

dois inibidores poderia ser a base para o efeito sinergistico.

1.6. Enzimas lipoxigenases

As lipoxigenases (linoleato: oxigénio oxidoredutases; EC 1.13.11.12)
constituem uma familia heterogénea de enzimas de peroxidacéo lipidica
amplamente distribuidas em plantas e no reino animal, além de também serem
encontradas em organismos marinhos inferiores como algas, ourigcos, estrelas-
do-mar, conchas e corais. Sao proteinas longas, de cadeia simples com peso
molecular de até 103 kDa, com comprimento variando de 923 a 661 residuos
contendo um Unico &tomo de ferro ndo-heme por mol. S&o categorizadas como
tipo 1 ou tipo 2, dependendo do seu substrato e especificidade dos produtos
assim como o seu pH 6timo. A lipoxigenase tipo-1 (incluindo a LOX 1 da soja)
tem sua atividade 6tima em pH 9 e a lipoxigenase tipo 2 (incluindo a LOX2 e
LOX3 da soja) tem geralmente seu pH étimo mais &cido (pH 5-7) sendo menos
especificas para seus substratos e produtos (Baysal & Demirdoven, 2007,
Serpen & Gokmen, 2007; Holkova et al., 2009).

As LOX formam derivados hidroperoxidos catalisando a dioxigenacédo de
acidos graxos poliénicos contendo o sistema cis, cis-1,4-pentadieno, como por
exemplo o acido linoléico (LA), a-linolénico ou araquidénico. Os A&cidos
linolénico e linoléico e seus derivados sdo considerados o0s principais
substratos das lipoxigenases da célula da planta, e o 4cido araquiddnico e seus
ésteres sdo o0s principais substratos para as lipoxigenases encontradas em
células animais (Acosta et al., 2009). Considerando que o acido araquiddnico é
apenas um &acido graxo polinsaturado (PUFA) secundério no reino vegetal, as
LOXs das plantas séo classificadas com respeito a sua especificidade quanto &
posicdo da oxigenagdo do LA, que ocorre no carbono 9 ou no carbono 13
formando dois grupos de hidroperéxidos: 9-HPOD (&cido 9-hidroperoxi-10, 12-

octadecadiendico) e 13-HPOD (acido 13-hidroperoxi-9, 11- octadecadiendico
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(Acosta et al., 2009). Um estudo recente de Coffa et al. (2005) demonstrou que

uma mutagdo no residuo Ala**?

para Gly no sitio ativo do ion de Ferro na
molécula da LOX é responséavel pela alteracdo da propor¢cdo dos produtos 9-
HPOD e 13-HPOD.

No sistema animal o papel das lipoxigenases é bem estabelecido. Em
mamiferos, 0] acido araquidénico é convertido em acido
hidroperoxieicosatetrandico. Nos vegetais, o produto imediato da dioxigenacéo
dos acidos graxos insaturados pelas lipoxigenases sdo os hidroperéxidos, 0s
quais sao transformados em um espectro de compostos com atividade
bioldgica pronunciada tais como &cido jasménico, &cido traumatico, alquenos,
aldeidos e alcoois em plantas (Axelrod et al., 1981; Mack et al., 1987; Vick &
Zimmerman, 1987).

Existe uma ampla evidéncia que as lipoxigenases sao elementos cruciais
na estratégia de defesa das plantas. A remocéo de lipoxigenases especificas de
folhas de tabaco, pela engenharia genética, converteu plantas de tabaco
resistentes a Phytophthora parasitica var. nicotiana em plantas suscetiveis
(Baysal & Demirdoven, 2007). Embora o mecanismo de resisténcia seja
desconhecido, as lipoxigenases sdo parte essencial desse processo de
resisténcia. Muitas plantas respondem ao ataque de insetos ou injuria pela
producéo de jasmonato, e a ativacdo de genes de inibidores de protease em
folhas injuriadas e né&o injuriadas (Guimarées et al., 2008; Scott et al., 2010;
Shivaji et al., 2010). O modelo proposto por Farmer & Ryan (1992) para genes
que codificam inibidores de proteases em plantas de tomate mostra que um sinal
sistémico é aparentemente necessario para a inducdo desses genes de defesa
(Figura 7). Os autores postularam que o acido jasmdnico é parte integral de um
sistema de transducdo de sinal intracelular que regula genes de defesa
(inibidores de proteases). Segundo esses autores, quando a planta é ferida por
inseto, € produzido um sinal sistémico: sistemina (um peptideo constituido de
dezoito residuos de aminoéacidos); ou quando a planta é injuriada por um
patégeno, é produzida uma molécula-sinal: oligouronideo (polissacarideo
presente na parede celular de plantas, liberado pela acdo de patdgenos).

Rickauear et al. (1992) verificaram que oligogalacturonideos e quitosanas
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(polissacarideos liberados da parede celular de fungos) também atuam como
moléculas-sinais. Wasternack & Partheir (1997) identificaram vérios outros
compostos e proteinas envolvidos na via de sinalizacdo, sendo um deles a
prosistemina, uma proteina contendo 200 residuos de aminodcidos que da

origem a sistemina.

HERBIVOROS PATOGENOS
(Ferimentos)
Sinais l Sinais i
Sistémicos Localizados
O Sistemina . Oligouronideos
I—, Menbrana Plasméatica U

Receptor | 7] > Ll;lnase < T Receptor 11

Acido linolénico

Lipoxigenases
Desidratase
B-Oxidacdo

Acido jasmdnico
(metil jasmonato)
Receptor para o l
acido jasmonico

Ativacdo génica+——

Inibidores
de
proteases

Figura 7 - Modelo proposto para a sinalizacdo que regula a expressao de genes inibidores de
proteases induzidas por ferimento em folhas de tomate. PK = Proteina Quinase (Fonte: Farmer &
Ryan, 1992).
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Inicialmente isolada das folhas de tomate Lycopersicum esculentum Mill.
(Solanaceae), a sistemina é um polipeptideo com 18 residuos de aminoacidos
ativo em concentragcdo muito baixa (fentomolar). Esse horménio-peptideo age na
via sinalizadora octadecandide que gera acido jasménico, um sinalizador chave
para desencadear o processo genético de defesa (Bari & Jones, 2009). Quando
uma folha é ferida por herbivoria ou mecanicamente, os genes codificadores de
sistemina s&o0 expressos, transcritos e rapidamente transportados via floema
para outras partes da planta ainda intactas. De acordo com Matsubayashi e
Sakagami (2006), a sistemina atua sobre a mitogen activated protein - MAP -
cinase levando a ativagdo da fosfolipase e consequente liberacdo do acido
linoléico das membranas e aleno 6xido-ciclase que gera o intermediario do &cido
jasmdnico, o acido 12-oxo-fitodiendico - OPDA. Estes eventos culminam no
aumento da producdo de acido jasmbnico que regula, via feedback positivo, a
expressdo génica da prosistemina. O &cido jasmonico produzido move-se
através do sistema vascular onde alcanca folhas intactas, desencadeando o
processo de defesa no vegetal provocando a inibicdo da herbivoria (Picchi et al.,
2009; Shivaji et al., 2010).

As plantas se defendem contra os diversos ataques de pragas e
patégenos pela indugdo de defesas geral e especifica (Bruce & Pickett, 2007;
Kessler & Halitschke, 2007).

Halitschke e Baldwin (2005) observaram que durante o ataque de
lagartas, a injuria no tecido das folhas da planta hospedeira induziu a biossintese
de fitohorménios oxilipinas, tais como acido jasménico (AJ), o qual resulta em
resisténcia geral induzida dependente de octadecandide. As plantas também
atingem sua resposta de defesa especificamente contra os insetos herbivoros.

O estudo do efeito do tratamento com &cido jasménico em plantas de
repolho com relagéo a sua aceitabilidade para oviposi¢cdo por duas espécies de
mariposas, Pierris rapae e P. brassicae, mostrou uma menor oviposi¢do nas
folhas tratadas com &cido jasmdnico comparado com o controle (Bruinsma et al.,
2007).

A producdo de acido jasmbnico é um processo regulado e as

concentragdes desse acido em tecidos normais (ndo estressados) da planta séo,
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geralmente, muito baixas. Entretanto, o &cido jasménico se acumula em plantas
feridas ou em células de plantas tratadas com pragas e patégenos (Wang et al.,
2000; Guimarées et al., 2008; Shivaji et al., 2010). O papel dos jasmonatos na
inducéo de genes de defesa contra estresse tem sido caracterizado com respeito
a expressdo de genes de inibidores de proteases induzidos por ferimento, os
quais protegem a planta contra serino-proteases digestivas de insetos herbivoros
(Farmer & Ryan, 1992).

Em trabalho com o tabaco, Halitschke & Baldwin (2007) verificaram que
a remocao da atividade lipoxigenase induzida por injdria na planta, elimina a
producdo de jasmonato e/ou inibidores de protease em resposta a injaria, a
qual levou ao aumento da suscetibilidade ao ataque do inseto. As
lipoxigenases, em plantas, também tém sido implicadas em processos como
germinagdo de sementes (Park et al., 1994; Barros et al., 2008), resposta a
ferimento mecénico (Vieira et al., 2001; Glauser et al., 2008) e biossintese de
moléculas sinalizadoras e compostos regulatorios (Anderson et al., 1989;
Farmer & Ryan, 1992; Weech et al., 2008).

Thorpe et al. (2007) demonstraram que 0 jasmonato move-se
rapidamente por toda planta, tanto pelo xilema quanto pelo floema. Esta
observacdo foi possivel, pois utilizaram moléculas de &cido jasménico,
marcadas por radio is6topos (*'C) no radical metil e detectados por cintilagéo
na tomografia de emissdo positronica (PET). Estes autores acreditam que o
metil jasmonato (MeJA), possivelmente, utilize os transportadores de sacarose,
distribuindo-se mais rapidamente que os fotoassimilados, além de poder
tramitar entre floema e xilema devido a volatilidade do MeJA. Isto aponta
evidéncias de que o jasmonato pode ser um sinalizador na indugdo de
resisténcia sistémica.

Produtos da Via das Lipoxigenases como traumatina, acido jasménico,
alguenos e aldeidos voléateis, sdo utilizados como mensageiros quimicos na via
de transducdo de sinais da resposta a injuria, nas interagbes patogeno-
hospedeiro e como reguladores do crescimento e desenvolvimento (Figura 8).

A liberacdo do &cido linolénico da membrana tem sido um importante

passo no controle da sintese de acido jasménico. Estudos tém sugerido que a
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fosfolipase D (PLD) tem um importante papel na hidrélise de lipidios mediante o
ferimento induzido.

A translocagéo intracelular da PLD do citosol para a membrana ocorre
mediante o aumento intracelular da concentrag&o citoplasmatica de Ca?* (Ryu
& Wang, 1995).
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Figura 8 - Via bioquimica das lipoxigenases mostrando parte das reacdes em cascata a partir do

acido linolénico. FI: fator de isomerizacdo (Fonte: Croft et al., 1993; Gardner, 1991; Farmer e
Ryan, 1992).
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A PLD associada a membrana torna-se ativa e produz acidos graxos
polinsaturados livres da membrana fosfolipidica iniciando o processo lipolitico,
0 que leva a formacéo de 4cido jasménico e aldeidos volateis de seis carbonos.

As lipoxigenases tém sua expressdo aumentada em folhas, quando da
ocorréncia de ferimento (Fortunato et al., 2007). A planta de soja tem sido
destacada por conter altas concentracfes de lipoxigenases sendo, por isso, 0
material biol6gico mais utilizado em estudos dessas enzimas. Nesta planta,
estas enzimas encontram-se organizadas em uma grande familia multigénica
(Siedow, 1991) que pode resultar, em um dado tecido, na presenca de um
complexo de isoenzimas de lipoxigenases, que diferem na especificidade pelo
substrato, parametros cinéticos e estereoespecificidade na dioxigenacao do

substrato (Ledn & Sanchez-Serrano, 1999).
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CAPITULO 1

Efeitos de berenil no comportamento, desenvolvimento e na atividade de

proteases de Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae)



Resumo

Na coevolugdo entre plantas e insetos, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa contra o ataque de insetos. Dentre estes mecanismos,
destaca-se a producgdo de inibidores de protease pela via das lipoxigenases.
Os inibidores de proteases (IPs) s@o polipeptidios habeis em se ligar as
enzimas proteoliticas localizadas no intestino médio dos insetos, tornando-as
inativas. Esse processo leva a uma reduc&o da disponibilidade de aminoacidos
para a sintese protéica, comprometendo, desta maneira, 0 crescimento e 0
desenvolvimento do inseto. A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, € uma
das principais pragas da cultura da soja no Brasil. A predominancia de enzimas
digestivas do tipo serino-proteases em Anticarsia gemmatalis motivou a
descoberta de IPs com a capacidade de reduzir seu processo digestivo. Este
trabalho teve como objetivo verificar a capacidade de resposta das plantas de
soja variedade IAC-PL-1 ao ataque de larvas de A. gemmatalis bem como
analisar os efeitos do inibidor de serino proteases berenil no comportamento,
desenvolvimento poés-embrionario e na atividade das proteases digestivas
presentes no trato digestivo dessas lagartas. Elas foram alimentadas com
folhas de soja da variedade IAC-PL-1 e pulverizadas com o inibidor em seis
diferentes concentrac¢des: 0,0; 0,0080; 0,010; 0,20; 0,60; e 1,0% (p/v). As
plantas de soja responderam ao ataque das lagartas com um incremento na
atividade de lipoxigenases, com conseqiente aumento na produgédo de
inibidores de proteases nas folhas. A ingestdo de berenil resultou em uma
reducdo nas atividades proteolitica, amidésica e esterasica no intestino das
lagartas, confirmando o efeito do inibidor nesse inseto. O berenil também
causou uma diminuicdo significativa no ganho de peso e na sobrevivéncia das
larvas de Anticarsia gemmatalis. Houve interferéncia do inibidor no
comportamento alimentar das lagartas da soja, que tiveram preferéncia por
plantas que ndo receberam pulverizagbes de berenil. No teste de preferéncia
para oviposi¢cdo, as mariposas fizeram a postura de seus ovos tanto nas
plantas pulverizadas com o inibidor berenil quanto nas plantas controle. Com

base nos resultados apresentados, verifica-se que o inibidor de protease
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berenil torna-se uma alternativa promissora no controle da lagarta da soja, uma
vez que é um inibidor de proteases que ocupa 0s subsitios S1’ e S2’ do centro
ativo da enzima, Ihe conferindo maior eficiéncia na diminuicdo da atividade das
proteases digestivas dos insetos que tém a tripsina como principal enzima

digestiva.

Palavras-chave: Berenil, Lepidoptera, serino-proteases, tripsina.
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ABSTRACT

In coevolution between plants and insects, plants have evolved defense
mechanisms against insect attack. Of these mechanisms, there is the
production of protease inhibitors for lipoxygenase pathway. The protease
inhibitors (PIs) are polypeptides able to bind to proteolytic enzymes located in
the midgut of insects, making them inactive. This process leads to a reduction in
the availability of amino acids for protein synthesis, affecting, thus, growth and
insect development. The caterpillar, Anticarsia gemmatalis, is a pest of soybean
in Brazil. The prevalence of digestive enzymes like serine proteases in
Anticarsia led to discovery of IPs with the ability to reduce their digestive
process. This study aimed to determine the responsiveness of soybean variety
IAC PL-1 to attack by larvae of A. gemmatalis and analyze the effects of the
inhibitor of serine proteases berenil in behavior, post-embryonic development
and activity of digestive proteases present in the gut of these caterpillars. They
were fed leaves of soybean cultivar IAC PL-1 and treated with the inhibitor in six
different concentrations: 0.0, 0.0080, 0.010, 0.20, 0.60 and 1.0% (w/).
Soybean plants responded to the attack of the caterpillars with an increase in
lipoxygenase activity, with consequent increase in the production of protease
inhibitors in leaves. Berenil intake resulted in a reduction in proteolytic activity,
amidase and esterase in the gut of larvae, confirming the effect of the inhibitor
in the insect. The berenil also caused a significant decrease in weight gain and
survival of the larvae of Anticarsia gemmatalis. There was interference of the
inhibitor on the feeding behavior of larvae of the soybean, which had a
preference for plants that received no sprays berenil. In the preference test for
oviposition, the moths have made the position of their eggs so the plants treated
with the inhibitor as berenil in control plants. Based on the results, it appears
that the protease inhibitor berenil becomes a promising alternative for the
control of the soybean caterpillar, since it is a protease inhibitor that occupies
subsites S1 '‘and S2' active site of the enzyme him, seeking greater efficiency in
reducing the activity of digestive proteases of insects that have the main

digestive enzyme trypsin.
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1- Introducéao

Entre os fatores que limitam o potencial de produtividade da soja estéo
as pragas, que atacam as plantas desde a emergéncia até a maturagéo
fisiologica (Panizzi, 2006). Dentre as diferentes espécies de insetos-praga,
Anticarsia gemmatalis, conhecida como lagarta da soja, € considerada uma das
principais pragas da cultura da soja (Miklos et al., 2007). A maior incidéncia da
lagarta da soja ocorre desde o periodo vegetativo até o final da floragéo,
exigindo atengcdo e controle rpido para ndo causar prejuizos econdmicos
(Savio et al., 2008). Por se tratar de um inseto desfolhador, a lagarta da soja
comeca a se alimentar da epiderme inferior e do mesdfilo de folhas jovens e a
partir do segundo instar ja € capaz de se alimentar da folha inteira chegando a
promover a completa desfolhacdo da planta. Quando a folhagem é removida,
esta passa a atacar outras partes da planta como caule e peciolo; e o
desfolhamento compromete o enchimento das vagens, com conseqiente
redugéo da producgéo de graos.

As plantas apresentam diferentes mecanismos de defesa, e com base
nesses mecanismos, 0s insetos também desenvolveram estratégias de defesa
que permitem aos mesmos metabolizar e utilizar substancias toxicas para se
protegerem de inimigos naturais (Opitz & Muller, 2009). Dessa forma, uma
corrida bioquimica coevolutiva é observada, onde uma planta desenvolve
substancias toxicas para se defender de insetos fitéfagos, e alguns desses
conseguem superar essas defesas, tornando-se assim especialistas capazes
de desintoxicar ou sequestrar as toxinas vegetais (Bruce & Pickett., 2007
Gullan & Cranston, 2007).

A exploragdo de mecanismos de resisténcia endogena das plantas ao
ataque de insetos herbivoros tem servido de ferramenta para a aplicagdo nas
estratégias alternativas de controle de pragas (Menezes, 2009; Scott et al.,
2010; Gatehouse & Gatehouse, 2010). Uma das principais formas diretas de
defesa das plantas contra o ataque de insetos € mediada pela Via das
Lipoxigenases, uma vez que por ela ocorre a producdo de &cido jasmonico,
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gue ativa os genes que expressam inibidores de proteases (Farmer & Ryan,
1992; Scott et al., 2010; Shivaji et al., 2010).

Inibidores de protease tém sido um promissor meio de defesa das
plantas a insetos e patdgenos (Senthilkumar et al., 2010). Acredita-se que 0s
inibidores co-evoluiram com o ataque herbivoro dos insetos, e funcionam
blogueando proteases digestivas no intestino das larvas, limitando a liberagao
de aminoacidos da dieta e consequentemente prejudicando a sintese de
proteinas necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
insetos (Oliveira et al., 2005; Zhu-Salzman & Zeng, 2008).

Os inibidores de serino proteases sdo o tipo mais abundante e
amplamente distribuido nas plantas, sendo os inibidores de tripsina o tipo mais
comumemente descrito (Lawrence & Koundal, 2002; Chevreul et al., 2009;
Gatehouse & Gatehouse, 2010). Sdo proteinas relativamente pequenas de 29
a 190 residuos de aminoacidos e podem ser agrupadas em pelo menos 16
familias diferentes. Seu mecanismo de ag&o ocorre por inibicdo competitiva.
Atuam blogueando a ligagdo do substrato a enzima através da ligacdo de um
segmento peptidico diretamente no sitio catalitico, de maneira semelhante ao
substrato ou ao produto. A seletividade da inibicdo normalmente ocorre atraves
da utilizacdo de sitios de reconhecimento do substrato pela enzima. O
complexo enzima-inibidor formado é termodinamicamente e cineticamente
muito estavel, apresentando constante de dissociagdo muito baixa (Kl), de
maneira que a inibicdo estequiométrica da enzima € alcancada (Bode & Huber,
1992; Lawrence & Koundal, 2002; Gatehouse & Gatehouse, 2010).

Os efeitos dos inibidores de proteases nos insetos j& foram
comprovados de diversas maneiras: incorporados na dieta do inseto (Pilon et
al., 2006; Ramos et al., 2009), pulverizados diretamente sobre a planta
(Marinho, 2006; Pilon et al., 2009) e expressos em plantas transgénicas
(Maheswaran et al., 2007; Steppuhn & Baldwin, 2007; Jiménez, 2009; Luo et
al., 2009). Existem inibidores de proteases especificos para cada uma das
quatro classes de enzimas proteoliticas - serino, cisteino, aspartato e metalo-

proteases.
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O berenil é um inibidor sintético de enzimas do tipo tripsina. Além de se
ligar ao centro ativo da tripsina como inibidor competitivo, liga-se ao sitio ativo
secundéario da enzima (Oliveira et al., 1993). Moreira (2007) observou que o
berenil adicionado a dieta artificial de A. gemmatalis afetou negativamente
diversos parametros de vida do inseto, sendo ele uma alternativa promissora
para estudos que visam ao controle de herbivoros. Efeitos negativos de berenil
também foram observados por Marinho (2010) em lagartas de Thyrinteina
leucoceraea. Este tipo de inibidor ocupa os sitios S1 e S2°, respectivamente,
sitio de especificidade e sitio secundario de ativacdo, do centro ativo de
tripsina-like.

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do inibidor
sintético berenil, que ocupa os sitios de especificidade e de ativagdo de tripsina-
like presentes no intestino de Anticarsia gemmatalis sobre os seus parametros
bioquimicos, biolégicos e comportamentais. Os resultados advindos desse
estudo além de aumentar o conhecimento sobre a interacdo inseto-planta
poderd servir como complemento para a utilizacdo de novos métodos
direcionados ao controle de insetos que visam a producdo de peptideos,

peptideos miméticos ou plantas transgénicas resistentes a insetos-praga.

2. Material e métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Enzimologia,
Bioguimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria — BIOAGRO e no laboratério de Enzimologia, Bioquimica de
Proteinas e Peptideos Prof. Marcos Luiz dos Mares Guia do Departamento de

Bioguimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa.

2.1.Criagao da Lagarta da Soja (Anticarsia gemmatalis Hiuilbner)

Ovos de Anticarsia gemmatalis foram obtidos do Centro Nacional de
Pesquisa da Soja (CNPSo0), Londrina, Parana, e mantidos no Laboratério de

Criagdo de Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
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Universidade Federal de Vigosa, a 26 =+ 2 °C de temperatura, 70 £ 10 % de
umidade relativa do ar. A lagarta da soja apresenta ciclo biolégico com duragéo
entre trés e quatro semanas e suas formas adultas foram obtidas de pupas
colocadas em placas de Petri no interior de gaiola telada de dimensdes 50 x 50
cm, revestida internamente com folhas de papel sulfite, A4.

Apos o quarto dia, as mariposas emergiram, e foram alimentadas com
solucéo nutritiva composta de mel (10,5 g), cerveja (350 mL), sacarose (60 g),
acido ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e 4gua (1000 mL), embebida em um
chumacgo de algodéo colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.

A postura de A. gemmatalis ocorreu apos o terceiro dia, na superficie
do papel que reveste internamente a gaiola. Estas folhas de papel foram
retiradas e cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento e
colocadas em copos plasticos de 500 mL com um orificio circular na tampa de
aproximadamente 2 cm, onde foi acoplada uma tela de fild. Estes copos foram
entdo transferidos para uma camara climatizada a 25 °C, com umidade relativa
do ar de 60 + 10% e fotoperiodo de 14 horas mantido por “timers” acoplados a
lampadas tipo luz-do-dia.

No segundo ou terceiro dia ap6s observar a eclosdo dos ovos, iniciou-
se a alimentagdo das larvas de A. gemmatalis baseada na metodologia de
Hoffman-Campo et al. (1985), colocando-se um cilindro de dieta artificial em

cada copo plastico.

2.2.Preparo da dieta artificial

A dieta artificial foi preparada utilizando diversos ingredientes e sua

composicao esta de acordo a apresentada no Quadro 1.
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Quadro 1 - Composigdo da dieta artificial utilizada no experimento com

lagartas (g/100g de mistura).

Ingredientes Composicéo
(g/100g de
mistura)

Feijao mulatinho (cozido)" 4,80

Levedo de cerveja’ 2,40

Germe de trigo* 3,80

Proteina de soja’ 3,80

Caseina?® 1,90

Agar-agar® 1,34

Acido ascérbico® 0,23

Acido sérbico* 0,11

Solug&o vitaminica® 0,38

Nipagin* 0,19

Formol 40%* 0,23

1 Obtido no comércio de Vigosa, MG

% Obtido da Sigma

% Obtido da Isofar- IndUstria comércio de produtos quimicos Ltda.
* Obtido da Synth- LabSynth produtos para laboratério Ltda

Todos os ingredientes, exceto acido ascoérbico, acido soérbico, nipagin,
formol e solugdo vitaminica, foram processados e misturados, nesta ordem,
com o auxilio de um liquidificador industrial. A mistura foi autoclavada por 1
hora a pressdo de 1,5 kgf/lcm? em seguida foi transferida novamente para o
liglidificador, misturada e adicionada de &cido ascorbico (6 g), &cido soérbico (3
g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 40% (6 mL) e 10 mL de solucdo
vitaminica composta por niacinamida (1 mg), pantotenato de célcio (1 mg),
tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), acido félico (0,25
mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg) e &gua (1L), até formar uma pasta
homogénea, que foi transferida ainda quente para recipientes plasticos com
tampa. A pasta obtida foi resfriada em camara germicida acondicionada com luz

ultravioleta e conservada a 4 °C.
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2.3. Obtenc¢ao das mudas de soja

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) da variedade
IAC-PL-1, considerada padrdo de suscetibilidade a insetos desfolhadores e
sugadores. As mudas foram cultivadas até o estadio V3 em um ambiente sem
histérico de aplicagdo de qualquer produto foliar. Foram obtidas trés plantas de
soja em vaso com capacidade para 4,0 kg de solo, em condi¢des de casa de
vegetacdo. As mudas foram pulverizadas com berenil nas concentragdes 0,0;
0,008; 0,010; 0,20; 0,60 e 1,0% (p/v). Os trés primeiros trifélios de cada planta
foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80 °C,
para a avaliagdo da atividade de lipoxigenases e da producéo de inibidores de

proteases.
2.4. Aplicagao do inibidor nas plantas

Foram utilizadas seis gaiolas com dimensfes de 1m x 1m x 1m,
recobertas com organza. Cada gaiola continha 6 vasos, cada vaso 3 plantas,
portanto 18 mudas de soja, sendo cada gaiola correspondente a um tratamento
(Figura 1). As plantas dos tratamentos testes foram pulverizadas com uma
solucéo aquosa contendo Triton X-100 0,01% (v/v) e acrescentada do inibidor
de protease berenil nas concentragbes de 0,00, 0,0080, 0,010, 0,20, 0,60 e
1,0% (p/v). A pulverizacdo das mudas de acordo com os tratamentos foi
realizada com as lagartas nas folhas, como ocorre em uma aplicagdo no
campo. As mudas foram pulverizadas utilizando-se um pulverizador plastico de
pressao manual, contendo 150 mL da solug&o do inibidor.

De cada gaiola, depois de transcorridas 24 horas da pulverizacao, foram
retiradas 18 lagartas dos 6 vasos testes. As mudas retiradas nédo retornaram as
gaiolas. As lagartas retiradas tiveram os intestinos extraidos como descrito no

item 2.6 para obtencdo do extrato enzimético para posteriores analises.

59



M
|

Figura 1 — Foto das gaiolas com as plantas de soja.

2.5. Atagque dalagarta da soja

Plantas de soja no estadio V3 de desenvolvimento foram submetidas ao
ataque de lagartas de 4° ou 5° instar (instares em que a lagarta se alimenta
mais vorazmente). Em cada vaso contendo 3 plantas de soja, foi colocada uma
lagarta no primeiro trifélio de cada planta. Apos 24 horas, o primeiro trifélio da
de cada planta foi coletado e as lagartas removidas nesse periodo para retirada
do intestino médio para posteriores analises. As folhas atacadas foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em — 80 °C para posterior
obtencéo dos extratos foliares.

2.6. Obtencéo do extrato enzimatico do intestino médio das lagartas

Os intestinos médios foram extraidos apds dissecacao das lagartas em
presenca de 1 mL de HCI 10° M a 4 °C e acondicionados em tubos plasticos
de 2 mL. Os extratos enziméticos foram obtidos pelo rompimento celular
resultante de nove ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37 °C (Oliveira et al., 2005). Ap6s 0s
ciclos, fragdes de 1 mL do extrato foram centrifugadas em tubos plasticos de 2
mL com tampas a 100.000 g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante contendo o
material soluvel foi retirado e mantido a -18 °C para determinacdo da

concentracao de proteina e atividade enzimatica.
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2.7. Determinacdo da concentracdo de proteina nos extratos

A concentracéo de proteina dos extratos enzimaticos de A. gemmatalis
foi obtida segundo o método descrito por Bradford (1976), utilizando como

padrédo uma solugéo 0,2 mg/mL de (BSA).

2.8. Determinagdo da atividade protéica de proteases do intestino

médio de A. gemmatalis

As atividades proteédsicas foram determinadas segundo o método
descrito por Tomarelli et al. (1949) utilizando-se azocaseina 2 % (p/v) como
substrato em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 37 °C. A mistura reacional
consistiu em 50 uL de substrato e 60 pL de extrato enzimatico, sendo incubada
por 30 minutos a 37 °C. A reagao foi interrompida pela adigdo de 240 uL de
acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Apés a parada de reacdo as amostras
foram homogeneizadas em vortex e mantidas em repouso, no gelo, por 15
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 minutos
a 25 °C para remogdo da proteina precipitada. Uma aliquota de 240 pL do
sobrenadante foi transferida para tubos de ensaio contendo 280 yL de NaOH 1
M. A atividade foi determinada no sobrenadante com leituras de absorbancias a
440 nm. O experimento foi realizado em uma série de trés repeticdes e em

triplicatas.

2.9. Determinagdo da atividade amidasica tripsina-like do intestino

médio de Anticarsia gemmatalis

A atividade amidésica foi realizada pelo método descrito por Erlanger et
al. (1961), utilizando-se o0 substrato cromogénico N-benzoil-L-arginil-p-
nitroanilida (L-BApNA), substrato para enzimas tripsina-like na concentragdo
final de 1,2 mM a 25 °C em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM de

CaCl,. A mistura de reagcdo consistiu de 0,5 mL do substrato, 0,5 mL do
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tampdo e 10 pL do extrato enzimético. O branco foi composto de 0,5 mL do
substrato e 0,5 mL do tampéo.

As velocidades iniciais foram determinadas pela formac¢édo do produto p-
nitroanilida, pela medida da absorvancia a 410 nm em fungéo do tempo (2,5
minutos), utilizando-se para os célculos o coeficiente de extingdo molar de
8800 (M x cm™) para o produto. Os experimentos foram realizados em uma

série de trés repeticdes e em triplicatas.

2.10. Determinacdo da atividade esterasica de tripsina-like do

intestino médio de A. gemmatalis

A atividade esterasica foi realizada pelo método descrito por Hummel
(1959), utilizando-se o substrato N-a-p-tosil-L-arginina metil éster (L-TAME) na
concentragdo final de 0,1 mM a 25 °C em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2
contendo 20 mM CacCl,. O branco foi composto de 0,5mL do substrato e 0,5 mL
do tampéo.

As velocidades foram determinadas através da medida da absorvancia a
247 nm em funcéo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os calculos o
coeficiente de extingéo molar de 540 M™*.cm™ para o produto. O experimento foi

realizado em uma série de trés repeticdes e em triplicatas.

2.11. Determinacdo da atividade cisteino protease do intestino médio

de A. gemmatalis

A determinagcdo da atividade de cisteino-proteases foi realizada
adaptando-se o método de Erlanger et al. (1961) com adaptacdes de
Mendonga et al. (2010). Foram pipetados 0,5 mL de tampé&o Tris-HCI 0,1 M
contendo Ditiltreitrol 1mM, pH 8,0, 10 uL do extrato enzimatico do intestino e
0,1 mL do inibidor benzamidina 10 mM. Essa mistura reacional foi incubada por
15 minutos & temperatura ambiente. A seguir, foi adicionado 0,5 mL do
substrato L-BApNA na concentragao final de 1,2 mM. O branco foi composto de

0,5 mL do substrato, 0,5 mL do tampé&o e 0,1 mL do inibidor benzamidina.
62



As velocidades foram determinadas através da medida da absorvancia a
410 nm em fungdo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os calculos o
coeficiente de extingdo molar de 8800 M™*.cm™ para o produto. O experimento

foi realizado em uma série de trés repeticdes e em triplicatas.

2.12. Obtencéo do extrato foliar

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °C, de acordo com o método
descrito por Ohta et al. (1986), modificado por Batista et al. (2002). As folhas de
soja, apos terem sido pesadas, foram imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido e trituradas em almofariz. O p6 obtido foi macerado em tampé&o fosfato
de sodio 50 mM, pH 6,5, na proporgéo de 1:3 (p/v) e em seguida centrifugado a
17.200 g por 60 minutos a 4 ‘C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi
utilizado para as determinacdes da concentracdo de proteina total, avaliagdo

da atividade de lipoxigenases e da concentragéo de inibidor de proteases.

2.13. Determinacéo da atividade de lipoxigenases

A atividade de lipoxigenases sobre o acido linoléico foi determinada de
acordo com o método de Axelrod et al. (1981), determinando-se a formag&o do
sistema de duplas liga¢des conjugadas no hidroperéxido formado através do
aumento da absorvancia a 234 nm. O substrato foi preparado a partir de uma
solucdo-estoque de linoleato de sddio 10 mM, utilizando-se &cido linoléico,
aproximadamente 99 % (SIGMA), como se segue: a um erlemeyer envolvido
por papel-aluminio contendo aproximadamente 10 mL de &gua desionizada,
previamente fervida, foram adicionados 78 pL de acido linoléico e 90 pL de
Tween 20 (SIGMA). Em seguida, foi feita a homogeneiza¢cdo da solugdo com
auxilio de uma pipeta automatica para evitar a formagdo de bolhas. O
clareamento da solucdo foi obtido adicionando-se gotas de solugéo de
hidroxido de sédio 0,5 M. ApGs o clareamento, a solugdo foi transferida para
um baldo volumétrico de 25 mL, envolvido por papel-aluminio, e o volume foi

completado com agua deionizada fervida. A solugdo-estoque de linoleato de
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sédio foi armazenada a —20 °C em tubos de plastico de 1 mL, envolvidos em
papel-aluminio.

A atividade de lipoxigenases foi avaliada na mistura de reagdo
contendo uma solucdo de 1,0 yL do extrato bruto foliar e 4,0 yL da solugao-
estoque de linoleato de sodio em 1,0 mL de tampéao fosfato de sédio 50 mM,
pH 6,5. A absorvancia da mistura de reacdo foi determinada de 30 em 30
segundos, a 234 nm, por periodos de 2,5 minutos. O branco consistiu das
mesmas quantidades de substrato e tampao. As velocidades foram obtidas
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 25.000 M'cm™ para o

produto formado.

2.14. Determinacdo de inibidores de proteases

A presenca de inibidores de proteases no extrato bruto foliar foi
determinada utilizando-se tripsina bovina. A atividade triptica, na presenga de
inibidores, consistiu no seguinte procedimento analitico: a) para a analise do
teste: 50 yL do extrato; 500 yL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de
cloreto de calcio, e 50 pL da solugéo de tripsina 4,7 x 10> M foram adicionados
em um tubo de ensaio; b) para o controle da enzima foram adicionados, em
outro tubo de ensaio, 550 pL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de
cloreto de calcio e 50 uL da solucdo de tripsina 4,7 x 10™ M. c) para o Branco:
600 pL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de calcio.

Essa mistura contida em ambos os tubos (teste e controle da enzima,
respectivamente) foi incubada por cinco minutos, a temperatura ambiente.
Apos transcorrido o tempo de incubagéo, 500 yL da mistura de incubagéo, do
teste e do controle, foram retirados e adicionados a outro tubo com 500 uL de
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20mM de cloreto de calcio e 500 uL da
solucéo de L-BApNA 1,2 mM. A absorvéancia da solugéo foi determinada a 410
nm durante 2,5 minutos de reacdo. As analises foram feitas numa série de trés
repeticdes. Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida

por grama de proteina, de acordo com a seguinte equagao:
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AXxXB

mg de tripsina inibida/grama de proteina =" -" - "~ o

em que:

A = absorvancia a 410 nm do controle — absorvancia a 410 nm da
amostra;

B = diluicdo da amostra;

P = concentra¢cdo, em g/mL, de proteina dos extratos; e

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuagdo de 1 ug de tripsina
ativa sobre o substrato L-BApNA tem uma leitura de absorvancia de
0,019 a 410 nm (Kakade et al., 1974).

2.15. Estudo da biologia de Anticarsia gemmatalis

Larvas de primeiro instar de A. gemmatalis, provenientes da criago-
estoque, foram colocadas em potes plasticos de 400 mL, cada um contendo 5
lagartas. Cada tratamento correspondeu a um total de 12 potes, totalizando 60
lagartas/tratamento.

Os potes foram cobertos com uma tampa plastica contendo um orificio
central de 1 cm de diametro, vedado por tecido de organza, e mantidos em
camara climatizada sob condigbes controladas de temperatura em torno de 25
°C

As larvas de A. gemmatalis foram alimentadas com folhas de soja
pulverizadas com o inibidor de protease berenil nas concentracdes de 0,0;
0,008; 0,0100; 0,20; 0,60 e 1,0% (p/v). As folhas foram fornecidas as lagartas
de acordo com o tratamento, com os peciolos envoltos em algoddo umedecido
em agua para manté-la tdrgida, conforme a metodologia de Holtz (2001).
Diariamente, por ocasido da substituicdo das folhas, os potes foram limpos,
retirando-se fezes e residuos alimentares. As lagartas foram alimentadas até o
inicio do periodo de pré-pupa. Foram avaliados os pesos das lagartas a cada

dois dias para posterior avaliagdo do ganho de peso e da mortalidade.
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2.16. Teste de preferéncia das lagartas por plantas com ou sem o

inibidor de protease berenil

A solugéo contendo berenil foi preparada nas seguintes concentragdes:
0,00; 0,10; 0,20; 0,60 e 1,0 % (p/v), solubilizada em agua e adicionada de 0,01
% de Triton X-100. A aplicacéo das solugdes contendo o inibidor de proteases
foi feita através da pulverizagdo em plantas de soja de estadio V3, plantadas
em tubetes de 8 cm de diametro e 20 cm de profundidade.

Foram utilizadas lagartas de 4° e 5° instares da criagdo estoque de
Anticarsia gemmatalis. As lagartas foram privadas de alimentac&o por 12 horas
antes do inicio do experimento. As condigbes de temperatura (25 £ 1 °C),
umidade relativa (75 + 10 %) e fotoperiodo (LD 12:12) foram controladas
durante todo o experimento.

Para o teste de preferéncia foram distribuidas 10 mudas de soja
equidistantes entre si, sendo que para cada tratamento testado havia duas
mudas por tratamento. Esse sistema foi denominado de arena. Cada arena
constituiu de uma placa de isopor (Figura 2) com dimensfes de 1m x 1m x 1m,
recoberta com organza, coberta com um pedaco de isopor com furos
equidistantes, onde foram encaixados os tubetes com as mudas de soja. Cada
muda foi pulverizada com a solugdo de inibidor testada, utilizando-se um
pulverizador plastico de pressdo manual, até o ponto de escorrimento
(aproximadamente 30 mL de solugé@o por muda). Apds secagem a sombra por
aproximadamente 30 minutos as mudas foram encaixadas na arena.

No centro de uma arena as lagartas foram liberadas em trés grupos 15
para facilitar a condugcdo do experimento (Figura 2). Cada lagarta liberada
correspondeu a uma repetigcéo, totalizando 45 repeticdes. As observagdes do
comportamento de preferéncia das lagartas foram avaliadas com 5, 15, 30 e 60
minutos apos serem liberados no centro da arena. A cada observagéo, a
lagarta que estava sobre alguma planta tinha sua escolha registrada e era
retirada da arena. Depois de registradas as escolhas de todas as lagartas e
tendo sido todas retiradas das mudas, as mesmas foram devolvidas ao centro

da arena para observar a escolha apds a primeira prova, deixando-as na arena
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por 24 horas. Depois de 24 horas, as lagartas de cada tratamento foram

contadas.

Figura 2 — Esquema da disposi¢do da arena para o teste de preferéncia alimentar
das lagartas.

2.17. Teste de preferéncia de oviposi¢cdo em plantas com ou sem o

inibidor de protease berenil

Para a realizacdo deste teste foram utilizadas fémeas adultas de A.
gemmatalis, obtidas da criacdo estoque do laboratério. Antes do teste, as
mariposas fémeas foram deixadas junto com os machos numa pequena gaiola
por 24 horas para que houvesse a copula.

As solugcdes contendo berenil foram preparadas nas seguintes
concentracgdes: 0,00; 0,10; 0,20; 0,60 e 1,0% (p/v), solubilizada em &agua e
adicionada de 0,01% de Triton X-100. Cada muda foi pulverizada com a
solucdo de inibidor testada, utilizando-se um pulverizador plastico de presséo
manual, até o ponto de escorrimento (aproximadamente 30 mL de solucao por
muda). Apos secagem a sombra por aproximadamente 30 minutos as mudas
foram encaixadas na arena. A aplicacdo das soluc¢des contendo o inibidor de
proteases foi feita através da pulverizacdo em plantas de soja de estadio V3,
plantadas em tubetes de 8 cm de diametro e 20cm de profundidade. Em cada
gaiola como descrita anteriormente no item 2.16, foram colocadas 10 plantas
equidistantes de forma circular, sendo duas plantas para cada tratamento. Os

tubetes foram encaixados em uma superficie de isopor perfurada. Os
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tratamentos foram distribuidos para que dois tratamentos iguais nédo ficassem
proximos.

Na realizagdo deste teste foram liberadas dez fémeas e foram
observadas em quais plantas elas estavam apdés 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120 minutos. Foram feitas 3 repeticdes para cada observagdo. Como este
lepidoptero é de hébito noturno estes testes foram realizados no periodo
noturno e para visualiza-los foi utilizada uma lanterna envolvida em papel
celofane, ndo afetando assim 0 comportamento destes insetos.

Apos 24 horas da soltura das mariposas as plantas foram retiradas e as

posturas foram contadas.

3. Andlises estatisticas

Os modelos de regresséo para atividade enzimética, ganho de peso e
testes comportamentais foram testados desde os mais simples (linear e
quadrética) para os modelos alternativos de complexidade crescente (modelos
de pico nédo-linear). A escolha do modelo foi realizada com base no aumento do
coeficiente de determinacéo ajustado (adj. R2) em relacdo a complexidade do
modelo, relativa simplicidade e altos valores de F (e quadrados meédios),
utilizando 2DTableCurve (SPSS, 2000). As curvas de sobrevivéncia foram
obtidas através de estimadores de Kaplan-Meier gerada a partir da proporgédo
de lagartas sobreviventes a cada dia desde o inicio até a conclusdo do
experimento usando o LIFETEST procedimento do SAS (Instituto SAS, 2001).
Os insetos sobreviventes até a emergéncia dos adultos foram tratados com

dados censurados (Alisson, 1998).

4. Resultados e Discussao

De acordo com a Figura 3(A), verificou-se uma diferenga na atividade de
lipoxigenases entre as plantas de soja que foram atacadas pelas lagartas e as
gue nao foram atacadas. Foi observado um aumento de 80% na atividade das

enzimas lipoxigenases nas folhas de soja ap6s o ataque das lagartas,
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mostrando que as plantas submetidas ao ataque da praga responderam a
injuria sofrida através da ativacdo da rota das lipoxigenases. Estudos
bioquimicos tém indicado que os niveis de atividade de lipoxigenases séo
modulados em resposta a estresses bidticos e abidticos, tais como injuria
mecanica (Galliard, 1978; Hildebrand et al., 1988) e ataque de patdégenos ou de
pragas (Silva, 1999; Silva et al., 2002; Silva et al., 2004; Fortunato et al., 2007).

Em tecidos foliares, tem sido demonstrado o envolvimento de
lipoxigenases na via de sintese de acido jasmdnico e metil jasmonatos que, por
sua vez, atuam na inducdo da sintese de inibidores de proteases em resposta
a ferimento e, portanto, atuam como uma reacdo a infestacdo por pragas e
patégenos. Os niveis de acido jasmdnico aumentam rapidamente em resposta
a uma ampla extenséo de sinais indutivos, incluindo a herbivoria (Shivaji et al.,
2010; Santner et al., 2009; Browse e Howe, 2008; Farmer e Ryan, 1992). Bell
et al. (1995) ao tratarem plantas com inibidores de lipoxigenases verificaram
uma reducdo na sintese de &cido jasmonico. A planta de soja tem sido
destacada por conter altas concentra¢des de lipoxigenases sendo, por isso, um
dos materiais bioldgicos mais utilizado em estudos dessas enzimas.

O aumento na atividade de lipoxigenases consequentemente
proporcionou um aumento na sintese de inibidores de proteases como
demonstrado na Figura 3(B). Esse aumento na producgéo de inibidores de
proteases, também em torno de 80%, nas folhas de soja apds ataque das
lagartas, vem confirmar o acionamento da via de defesa pela planta como
resposta ao ataque da lagarta. Esses resultados indicam que o aumento
observado para os niveis de inibidores de proteases provavelmente ocorreu
devido a ativacdo da via de lipoxigenases, em resposta as injurias provocadas
pela lagarta da soja, como um possivel mecanismo de defesa da planta ao
ataque do inseto o que pode resultar no aumento de acido jasménico, aldeidos
e inibidores de proteases. Fortunato et al. (2007) e Pilon (2008) também
observaram um aumento significativo nos niveis de inibidores de proteases em
folhas de soja ap6s o ataque das plantas por lagartas Anticarsia gemmatalis.
Silva et al. (2004) verificaram aumento da produgé&o de inibidores de proteases

em folhas de duas variedades de soja, ap6s o ataque da mosca-branca
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(Bemisia argentifolii). De modo semelhante, Scott et al. (2010) ao alimentarem
0 inseto generalista Trichoplusia ni com plantas de tomate Def-1 (mutante
deficiente de jasmonato) e plantas de tomate mutante superexpressor de
jasmonato (Prosistemina ou Prosis) verificaram que houve uma interferéncia
pés-digestiva, correlacionada com uma diminuigdo de duas vezes na atividade
das enzimas digestivas serino-proteases nos insetos que foram tratados com
plantas do mutante Prosis comparadas com os que foram alimentados com o
mutante Def-1. Marinho (2006) observou um aumento na producdo de
inibidores de proteases apds transcorrido um tempo de 12 e 24 horas das

plantas de eucalipto e goiaba serem atacadas por Thyrinteina leucoceraea.
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Figura 3 — (A) Atividade especifica de lipoxigenases e (B) Determinacdo dos niveis de
inibidores de proteases em folhas de soja da variedade IAC-PL-1 antes e ap@s a presenca do

inseto.

De acordo com a Figura 4, verificou-se que h4 uma correlacdo positiva
entre o aumento na atividade de lipoxigenases e o aumento na sintese de
inibidores de protease na folha, ou seja, com o aumento da atividade de
lipoxigenases, ocorre também uma elevagdo nos niveis de inibidores na folha.
Esse aumento seria, portanto, uma resposta de defesa das plantas ao ataque
de herbivoros, indicando o importante papel das lipoxigenases na via de
ativagdo da producéo de inbidores de proteases. Apds submeterem ao ataque
da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis Hubner) plantas de soja de quatro
variedades, Fortunato et al. (2007), também verificaram um aumento na
atividade especifica de lipoxigenases foliares quando comparado com as

plantas controle.
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Figura 4 — Correlacdo entre os aumentos na expressdo de enzimas lipoxigenases e de
inibidores de proteases como mecanismo de defesa das plantas contra ataque de pragas e

doencas.

Ferreira et al. (2005), em trabalhos com plantas de dois gendtipos de
soja, observaram, apés a remog¢do dos tecidos reprodutivos das plantas, uma
correlacdo entre o aumento das expressoes de lipoxigenases e de inibidores de
proteases.

Os resultados de aumento da atividade de lipoxigenases e de inibidores
de proteases apresentados indicam um possivel mecanismo de resposta da
planta de soja ao ataque da lagarta da soja, passando pela Via das
Lipoxigenases. Isso parece ocorrer pelo aumento da eficiéncia catalitica de
lipoxigenases e, em seguida, pelo aumento da a¢édo da hidroperdxido ciclase,
levando & conversdo dos hidroperéxidos formados em &cido 12-oxo-
fitodiendico e, posteriormente, a producdo de acido jasmdnico. Foi proposto
que este Ultimo composto interage com um receptor de membrana, ativando a
expressdo de genes para inibidores de proteases (Shivaji et al. 2010; Farmer &
Ryan, 1992). Dessa forma, com esses resultados reforca-se a hipétese de que
as lipoxigenases séo enzimas-chave no mecanismo de resposta de plantas de
soja ao ataque de herbivoros e que o acumulo de inibidores de proteases

esteja envolvido nesse mecanismo.
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O resultado da atividade proteolitica no intestino médio das lagartas da
soja submetida a diferentes concentragdes de berenil estd demonstrado na
Figura 5. Os resultados obtidos revelam que o intestino médio das larvas de
Anticarsia gemmatalis alimentadas com folhas de soja tratadas com berenil
0,60 e 1,0% apresentou uma reducdo na atividade proteolitica proximo de
100% em comparacdo as larvas alimentadas com dieta controle (folhas néo
tratadas com berenil), mostrando que o inibidor foi eficaz na diminuicdo da
atividade das proteases digestivas do intestino médio do inseto. As
concentragdes de berenil testadas provavelmente foram suficientes para inibir a
atividade proteolitica sem provocar hiperproducéo das enzimas digestivas, uma
vez que os valores de atividade proteolitica apresentam-se proximos a zero
(Figura 5). Pilon et al. (2006) observaram aumento da atividade proteasica em
lagartas de Anticarsia gemmatalis quando estas ingeriram altas concentragoes
do inibidor de proteases benzamidina em dieta artificial. E esse aumento na
atividade proteasica nas lagartas da soja tratadas com altas doses de
benzamidina, como uma tentativa de adaptagédo visando contornar os efeitos
do inibidor (Pilon et al,. 2006) indica que os inibidores de proteases que
ocupam apenas o sitio S1” do centro ativo da enzima ndo tém a mesma
eficiéncia inibitéria que o berenil, que ocupa além do subsitio S1” (Oliveira, et
al., 1993), o subsitio de ativacdo secundaria S2°. E conhecido que, ao serem
ingeridos, os inibidores de proteases inibem a atividade das enzimas
proteoliticas no intestino médio dos insetos, reduzindo assim a quantidade de
proteina digerida, e induzindo & hiperproducédo das enzimas digestivas, o que
resulta em deficiéncia de aminoacidos no organismo (Shulke & Murdock, 1983,
Oliveira et al., 2005; Scott et al., 2010). Moreira (2007), semelhantemente,
verificou uma diminuicdo na atividade proteasica do intestino de Anticarsia
gemmatalis alimentadas com dieta artificial contendo berenil. Marinho (2010),
alimentando larvas de Thyrinteina arnobia com folhas de eucalipto tratadas
com diferentes doses de berenil, verificou que a dose 0,09% foi suficiente para

inibir a atividade proteolitica no intestino médio do inseto.
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Figura 5 — Atividade proteolitica do extrato do intestino de lagartas A. gemmatalis alimentadas
com plantas de soja IAC-PL-1 pulverizadas com inibidor de protease berenil nas concentracdes
de 0,0; 0,008; 0,010; 0,2; 0,60 e 1,0 % (p/v)

Portanto, a utilizagéo do inibidor de protease berenil se mostrou eficiente
na diminuicdo da atividade proteolitica da lagarta da soja, a qual ndo foi capaz
de contornar os efeitos negativos desse inibidor. Este fato mostra que um
inibidor protéico, um peptideo, ou um peptideo mimético que ocupe 0s
subsitios S1 e S2” do centro ativo de tripsina-like pode se tornar eficiente num
controle de pragas como via alternativa ao uso de agrotéxico. Fornece também
indicativo da natureza quimica dos residuos de amino&cido que devem ocupar
estes subsitios do centro ativo de serino proteases no caso de producdo de
plantas geneticamente modificadas.

As enzimas tripsina-like possuem tanto atividade amidasica quanto
atividade esterasica e seus resultados estdo demonstrados na Figura 6 (A) e 6
(B), respectivamente. De acordo com os resultados, podemos verificar que
houve uma inibicdo de aproximadamente 100% das atividades amidasica e
esterasica. Sendo assim, a atividade tripsina-like também diminuiu em
presenca do inibidor, como pode ser observado nos perfis das atividades

amidasica e esterasica (Figuras 6 (A) e (B)). Conforme observado para a
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atividade proteolitica, o comportamento das curvas das atividades amidasica e
esterasica também mostra que as doses de berenil testadas foram suficientes
para inibir a atividade enzimética de enzimas tripsina-like presentes no intestino
das lagartas sem provocar hiperproducdo de enzimas. Portanto, as lagartas
ndo foram capazes de acionar qualquer mecanismo de adaptagédo com forca
suficiente para contornar os efeitos de inibicdo triptica provocados pelo berenil.
O inibidor berenil além de se ligar ao centro ativo da tripsina como inibidor
competitivo, liga-se ao sitio ativo secundario da enzima causando um
comportamento de inibidor competitivo parabolico com o substrato (Andrade et
al., 1990). Moreira (2007) relatou que ao alimentar lagartas A. gemmatalis com
dieta artificial acrescida de doses crescentes do inibidor de serino proteases
berenil, observou uma diminui¢cdo na atividade triptica do intestino médio desse
inseto. De modo semelhante, Pereira et al., 2005 observaram diminuicdo na
atividade triptica no intestino da lagarta da soja ao alimentd-la com dieta
contendo benzamidina. Pilon (2008), apds alimentar lagartas Anticarsia
gemmatalis com plantas pulverizadas com o inibidor de serino proteases
benzamidina, verificou queda na atividade triptica & medida que aumentava a
concentracdo do inibidor. Larvas de quarto instar de Diatraea saccharalis
(broca-da-cana) alimentadas com dieta contendo um inibidor de tripsina
purificado das sementes de Adenanthera pavonina — ApTl apresentaram uma
diminuic&o na atividade triptica de proteases do intestino e uma diminuigdo das
fezes sugerindo que ApTI possui efeitos anti-metabdlicos quando ingerido por
esse inseto (Silva, 2008). A andlise bioquimica realizada no intestino de larvas
do bicudo da banana (Cosmopolites sordidus) alimentadas com o inibidor de
soja STl mostrou uma reducdo na atividade tripsina-like deste inseto em
comparagdo com as larvas que foram alimentadas com dieta sem o inibidor.
Foi observado ainda que a diminuigdo da atividade tripsina-like foi compensada

pela indugéo de enzimas catepsina B pelo inseto (Montesdeoca et al., 2005).
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Figura 6 — (a) Atividade especifica da hidrélise do substrato L-BApNA, e (b) L-TAME pelas

enzimas tripsina-like no intestino médio de lagartas de A. gemmatalis em funcdo da
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concentracao de berenil pulverizado sobre plantas de soja da variedade IAC-PL-1.

Diferentes resultados foram encontrados por

berenil na dose de 0,12%. Segundo Marinho, houve um aumento na atividade

76

Marinho (2010) ao

alimentar lagartas Thyrinteina arnobia com folhas de eucalipto tratadas com



tripsina-like (amidasica e esterasica) no intestino médio do inseto, bem como
uma elevacdo da concentragdo total de proteases, o0 que prejudicou
severamente a viabilidade das lagartas. O mesmo autor afirma que esse
aumento da atividade tripsina-like observado no intestino das lagartas de T.
arnobia indica uma tentativa de adaptacdo desses insetos a ingestéo de berenil
através da superproducdo de enzimas que atuam na digestdo do alimento
ingerido. Ao adicionar o inibidor de tripsina Kunitz (SKTI) na dieta da lagarta do
repolho (Mamestra brassicae) Chougule et al. (2008) verificaram que a
ingestdo do inibidor provocou a indugdo de atividade tripsina-like insensivel ao
inibidor no intestino do inseto. Entretanto, no presente trabalho nao foi
observada essa inducdo de atividade tripsina-like insensivel ao inibidor em
lagartas de Anticarsia gemmatalis alimentadas com folhas de soja pulverizadas
com berenil.

O berenil € um inibidor parcialmente competitivo da tripsina podendo
formar complexos binarios El e ternéarios IEl e IES (Oliveira et al, 1993). O
complexo ternario IES ndo impede a enzima de produzir produto, mas somente
o complexo IEIl. Assim, a atividade é apenas diminuida em presenca do berenil.
No entanto, ele também atua como um modulador causando a ativacdo da
enzima quando ocupa o sitio secundario S, (Oliveira et al, 1993) podendo
aumentar sua atividade através do fendmeno de ativagdo enzimética.

O resultado da atividade cisteino protease esta mostrado na Figura 7.
De acordo com o gréfico, observa-se que ndo houve diferenca na atividade de
cisteino proteases no intestino médio da lagarta da soja entre os tratamentos
testados, isto é, a presenca de berenil ndo induziu o aumento da atividade
catalitica dessas enzimas, 0 que seria uma tentativa desse inseto de contornar
a diminuicdo nas atividades proteolitica e triptica provocada pela acdo desse
inibidor. Esse resultado sugere que o berenil pode ter inibido a agdo das
cisteino-proteases. Segundo Mendonca et al. (2010), uma vez que plantas de
soja sao particularmente ricas em inibidores de serino-proteases,
particularmente inibidores de proteases tripsina-like, a expressédo de cisteino
proteases no intestino médio da lagarta é uma adaptacdo potencial para

contornar as defesas do hospedeiro. Trabalhos realizados com a lagarta-parda
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do eucalipto Thyrinteina arnobia mostraram que houve uma diminuicdo na
atividade especifica de cisteino-proteases em presenca de berenil (Marinho,
2010).
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Figura 7 — Atividade cisteino protease do extrato do intestino de lagartas A. gemmatalis
alimentadas com plantas de soja IAC-PL-1 pulverizadas com inibidor de protease berenil nas
concentracdes de 0,0; 0,008; 0,010; 0,2; 0,60 e 1,0 % (p/v)

De acordo com Marinho, este composto além de inibir tripsinas-like, inibe
a acao de cisteino-proteases que sdo produzidas como estratégia de defesa do
inseto, uma vez que serino e cisteino-proteases sdo as enzimas mais
importantes na digestdo de Lepidopteros. Por outro lado, Pilon (2008) verificou
um aumento da atividade cisteino-protease em intestino de lagartas de
Anticarsia gemmatalis alimentadas com folhas de soja pulverziadas com o
inibidor de serino-proteases benzamidina. De acordo com esse autor, a lagarta
da soja estaria provavelmente produzindo cisteino-proteases em presencga de
inibidor de serino proteases benzamidina como forma de adaptagdo. Sendo
inibidas as serino proteases do intestino, o inseto poderia estar produzindo
mais serino proteases como também cisteino proteases para realizar a

digestdo. Também Marinho (2006), trabalhando com lagartas de Thyrinteina
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leucoceraea alimentadas com plantas de eucalipto e goiaba pulverizadas com
benzamidina observou incremento na atividade cisteino-proteases em resposta
a inibicdo das enzimas tripsina-like.

Neste trabalho, pelas determinacbes de atividade enzimética, fica
demonstrada a ocorréncia de um efeito positivo no uso de um inibidor do tipo
bis-benzamidina, ou seja, um inibidor que ocupa o sitio de especificidade e o
sitio secundario de ativagéo de tripsina-like. O berenil diminuiu a atividade de
serino e cisteino proteases mostrando sua eficiéncia numa possivel producéo
de cisteino proteases como mecanismo de defesa do inseto.

Os efeitos de berenil sobre o ganho de peso das lagartas Anticarsia
gemmatalis também foi testado e o resultado esté apresentado na Figura 8.
Pode-se observar que houve uma redugdo no ganho de peso das lagartas
alimentadas com folhas de soja pulverizadas com berenil quando comparado

com o controle.
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Figura 8 - Avaliacdo do ganho de peso de lagartas A. gemmatalis alimentadas com folhas de
soja da variedade IAC-PL-1, pulverizadas com diferentes concentracdes do inibidor de
protease berenil. Esses dados foram submetidos a analise estatistica de regresséo linear com
duas variaveis independentes (concentracdo de berenil e o tempo) obtendo-se as equacdes
Y00%=0,19044x-0,3286  (F,5=44,86; R°=0,9573;  p<0,0001),  (Yoo00s%=0,1189x-0,1716
(F13=104,24; R’=0,9812; p=0,0095) € Yo01%=0,1092x-0,1829 (F15=149,72; R’=0,9868;
p=0,0001).
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Ao oitavo dia do ciclo, verificou-se que as doses 0,20; 0,60 e 1,0%, de
berenil testadas, diminuiram em mais de 90% o ganho de peso das lagartas da
soja em comparagdo com o controle. No tratamento controle (folhas sem o
inibidor), as larvas de Anticarsia gemmatalis tiveram um ganho de peso de
aproximadamente 1,2 gramas no oitavo dia do ciclo, ao passo que as larvas
alimentadas com follhas pulverizadas com berenil nas maiores doses (0,20;
0,60 e 1,0% (p/v)), atingiram valores préximos de zero. Essa forte redugéo no
crescimento e no ganho de peso das lagartas alimentadas com folhas tratadas
com berenil nas doses 0,20; 0,60 e 1,0% foi observada ja nos primeiros
instares de desenvolvimento do inseto. Isto pode ter propiciado um menor
ganho de peso na etapa final da fase larval. Com isso, uma fase larval
prejudicada pode afetar o peso da pupa e prejudicar a performance dos adultos
formados. Esse resultado pode ser explicado pelo efeito inibidor de berenil
sobre as enzimas tripsina-like do intestino das lagartas, diminuindo assim a
biodisponibilidade de aminoacidos essenciais a biossintese de proteinas
importantes para o seu crescimento e desenvolvimento (Macedo, 2007; Pilon,
2008). Os inibidores de protease atuam no intestino do inseto ligando-se
fortemente ao sitio ativo da enzima, através da formagdo de um complexo
bastante estavel enzima-inibidor. A inabilidade para utilizar a proteina ingerida
e para reciclar as enzimas digestivas resulta em uma deficiéncia critica de
aminoacidos, a qual afeta o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do
herbivoro (Chougule et al., 2008). Bhattacharyya et al. (2007), examinando 0s
efeitos de dois inibidores de protease, o inibidor de tripsina de Archidendron
ellipticum (AeTIl) e o inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz (SBTI),
adicionados na dieta do lepidoptero Spodoptera litura, verificaram uma
diminuicdo no ganho de peso do inseto, sendo essa redugdo mais servera nos
6 primeiros dias do desenvolvimento larval. O mesmo foi observado por Silva
(2008) em lagartas de Diatraea saccharalis tratadas com o inibidor de tripsina
de Adenanthera pavonina (ApTI). Srinivasna et al. (2005) mostraram que havia
um decréscimo no peso meédio das larvas de Helicoverpa armigera, bem como
uma inibicdo das enzimas tripsinas deste inseto, quando as larvas eram

alimentadas em dietas contendo o inibidor de tripsina de Cicer arietinum. A
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alimentagéo de Helicoverpa armigera por duas geragdes sucessivas com dietas
artificais contendo varias doses de dois inibidores de extratos de folhas de
Capsicum annum demonstrou alto potencial de inibicdo em relagdo ao peso e
ao desenvolvimento larval desse inseto (Tamhane et al., 2005).

Na avaliagdo do efeito do berenil na mortalidade das larvas de A.
gemmatalis, verificou-se que as lagartas que foram alimentadas com folhas de
soja pulverizadas com 0,20, 0,60 e 1,0 % (p/v) de berenil sofreram maior
mortalidade do que as lagartas alimentadas com folhas néo pulverizadas com o
inibidor (Figura 9), evidenciando, portanto, o efeito danoso de berenil na
atividade das enzimas digestivas desse inseto, causando redugc&o no

desenvolvimento, aumentando, assim, a mortalidade das lagartas.
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Figura 9 - Curvas de sobrevivéncia estimadas pelo método ndo-paramétrico de Kaplan-Meier

para os tempos de vida da lagarta da soja em fungéo das concentracdes de Berenil.

Ainda de acordo com a Figura 9, observou-se que as lagartas que
ingeriram dietas contendo 0,60 e 1,0% de berenil, chegaram a 100% de

mortalidade no oitavo e sétimo dias de ciclo respectivamente. Esse resultado
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mostra o potencial do berenil na diminuicdo da sobrevivéncia da lagarta da
soja. Na Tabela 1, observa-se que as doses de berenil testadas diferem
significativamente entre si no tempo de vida das lagartas.

A excecdo das doses 0,008 e 0,010% de berenil, as outras
concentragdes testadas diferiram do tratamento controle com relagéo ao tempo
de vida das lagartas (Tabela 1). A acéo de inibidores de enzimas digestivas
pode prejudicar o crescimento do inseto, bem como sua sobrevivéncia e
fertilidade, através da inibicdo da atividade das proteases no intestino do
inseto, a qual reduz a biodisponibilidade de amino&cidos essenciais (Broadway,
1995; Koiwa et al., 1997; Oliveira et al., 2005).

Tabela 1 - Valores de probabilidade (P-valor) referentes ao teste Logrank,
considerando-se a hipotese das curvas de sobrevivéncia estimadas serem

iguais.

Comparacdo P-valor Comparagdo P-valor Comparagcdo P-valor

0 x 0,008 0,1710 0,008 x0,01  0,6980 0,01x0,6 < 0,0001
0x0,01 0,0643 0,008 x 0,2 <0,0001 0,01x1,0 < 0,0001
0x0,2 <0,0001 0,008x0,6 <0,0001 0,2x0,6 < 0,0001
0x0,6 <0,0001 0,008x1,0 <0,0001 0,2x1,0 < 0,0001
0x1,0 <0,0001 0,01x0,2 <0,0001 0,6x1,0 0,0084

Valores em negrito indicam que as comparacdes realizadas nao diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade.

Outros trabalhos mostraram que os inibidores de proteases
benzamidinas fornecidos em dieta artificial também aumentaram o periodo
larval e a porcentagem de mortalidade das larvas de A. gemmatalis (Moreira,
2007; Pilon et al,. 2009). Marinho (2010) observou um efeito significativo de
berenil no aumento da mortalidade de larvas de Thyrinteina leucoceraea.
Segundo este autor, a dose de 0,09% de berenil em folhas de eucalipto causou
a morte de mais da metade da populagéo das lagartas de T. arnobia, segundo
a curva obtida para viabilidade larval. Ramos et al. (2009A) testando o efeito do
inibidor PFIT, um inibidor purificado das sementes de Plathymenia foliolosa
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(Mimosoideae), observaram uma reducdo significativa na sobrevivéncia de
larvas do lepidoptero Anagasta kuehniella.

Telang et al., (2009) ao testarem os efeitos de um inibidor de serino
proteases em Helicoverpa armigera verificaram uma significativa redugédo na
sobrevivéncia das larvas apds terem sido alimentadas com o inibidor
incorporado na dieta artificial. Larvas recém eclodidas do coledptero bicudo da
banana, Cosmopolites sordidus, alimentadas com dietas contendo 0,2% do
inibidor de tripsina de soja STI apresentaram menores taxas de sobrevivéncia e
redugdes significativas no crescimento larval (Montesdeoca et al., 2005).

O resultado do teste de preferéncia alimentar com chance de escolha
estar mostrado na Figura 10. Pode-se verificar que as lagartas da soja tiveram
preferéncia pelas plantas que ndo receberam pulverizacéo de berenil, e que a

concentragdo de 0,20% causou um maior efeito de ndo-preferéncia.
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Figura 10 — Preferéncia alimentar de Anticarsia gemmatalis por plantas de soja IAC - PL -1

pulverizadas com o inibidor de protease berenil em diferentes concentragdes.

A nao-preferéncia é um tipo de resisténcia e ocorre quando uma planta é
menos utilizada pelo inseto para alimentagéo, oviposi¢céo ou abrigo em relagao
a outra (Gallo et al., 2002). Em relacdo a localizagdo da planta, um ou mais

compostos podem agir como repelentes, orientando o inseto em direcéo
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contraria & mesma; em relacdo a manutencdo da alimentacdo ou oviposi¢éo, a
acdo pode ser deterrente, impedindo que o inseto continue a se alimentar ou
ovipositar (Gallo et al., 2002; Schoonhoven & van Loon, 2002). Quando
oferecida a chance de escolha, as lagartas preferiram as plantas sem o
inibidor. Berenil também se mostrou deterrente as lagartas da soja. Pilon
(2008) também observou que lagartas de A. gemmatalis apresentaram uma
ndo-preferéncia por plantas de soja que receberam aplicagdes de inibidores
benzamidinas, sendo esse efeito mais acentuado na concentracdo de 0,45%
do inibidor testado. De forma semelhante, o inibidor berenil mostrou acéo
repelente a larvas de Thyrinteina arnobia (Marinho, 2010). Segundo o autor,
quando oferecida a chance de escolha as lagartas, essas preferiram as plantas
contendo menores doses de berenil ou plantas sem o inibidor. O berenil
também se mostrou deterrente a lagartas de T. arnobia. Em teste com chance
de escolha, as lagartas consumiram mais folhas da planta de eucalipto sem
berenil, evitando as plantas que foram pulverizadas com o inibidor.

Lin e Fischer (1990) avaliaram o efeito sobre a preferéncia alimentar do
coledptero Epilachna varivestis por plantas de soja sadias e plantas atacadas
pelo lepidoptero Pseudoplusia includens. Estes autores observaram que as
plantas injuriadas por P. includens foram rejeitadas pelo coledptero. Sendo
assim, atribuiram que esse efeito poderia ser decorrente do acumulo de
metabdlicos secundarios em plantas atacadas. Veloso (2010) avaliou a
atratividade e a néo-preferéncia alimentar, com e sem chance de escolha, de
lagartas recém-eclodidas de Spodoptera frugiperda, conhecida como lagarta-
do-cartucho, em folhas de dez cultivares de soja. O autor observou que
algumas das variedades testadas foram mais atrativas e de maior preferéncia
para alimentagdo em teste com e sem chance de escolha, enquanto que outras
apresentaram menor atratividade e ndo-preferéncia em fungéo da presenca de
possiveis substancias quimicas conferindo a esta variedade resisténcia do tipo
nao-preferéncia. Verificou-se ainda no citado trabalho que uma das variedades
testadas apresentou antibiose como mecanismo de resisténcia a S. frugiperda.

Com relagéo ao efeito do berenil na preferéncia das mariposas de A.

gemmatalis para oviposi¢céo nas plantas de soja (Figura 11), verificou-se que a
84



postura dos ovos ocorreu tanto nas plantas pulverizadas com o inibidor quanto
nas plantas que ndo foram pulverizadas. De acordo com grafico (Figura 11), as
plantas pulverizadas com a maior concentragao de berenil (1,0%), tiveram uma
maior postura de ovos pelas mariposas. Portanto, a presenca de berenil nas
folhas de soja ndo alterou o comportamento do inseto adulto com relacéo a
preferéncia por oviposicdo, apesar da literatura relatar que fémeas de
herbivoros lepidopteros podem escolher hospedeiros através de substancias
volateis, nutrientes, fagoinibidores e fagoestimulantes (Joachim-Bravo et al.,
2004; Eisemann e Rice, 1985; Mc Innis, 1989; Oi e Mau, 1989; Messina, 1990).
Resultados semelhantes foram observados em trabalho com adultos de
Helicoverpa armigera, que ndo conseguiram diferenciar entre plantas toxicas e
ndo toxicas a prole ao ovipositarem (Cotter & Edwards, 2006). Testes de
preferéncia de pouso e oviposicdo com insetos adultos de Thyrinteina arnobia
mostraram que as mariposas néo tiveram preferéncia por nenhum dos
tratamentos (Marinho, 2010). Ao avaliarem o efeito do acido pirolenhoso
extraido de trés espécies arbdoreas em relacdo & sobrevivéncia larval,
preferéncia alimentar das larvas e oviposicdo de adultos do inseto Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), Bogorni et al. (2008)
constataram que o acido pirolenhoso ndo afetou o desenvolvimento,
alimentagéo e oviposicdo de Tuta absoluta. Entretanto, Pilon (2008) observou
uma rejeicdo das mariposas de Anticarsia gemmatalis para ovipositarem em
plantas de soja tratadas com diferentes doses do inibidor de protease

benzamidina em comparagdo com as plantas néo tratadas.

85



70 ~

y = 32,9929 - 24,6646x + 49,8605x> + 7,8087x"°
[R? = 0,9999; F, , = 61239,129; p = 0,0030]

60 -

50

40 4

Numero de ovos por planta (un)

30

20 T T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12

Concentracéo de berenil (% p/v)

Figura 11 - Avaliacdo da preferéncia de oviposi¢cdo de mariposas de Anticarsia gemmatalis em
plantas de soja IAC-PL-1 pulverizadas com o inibidor de protease berenil em diferentes

concentracoes.

Segundo Pilon (2008), as fémeas de A. gemmatalis podem ter detectado
a presenca do inibidor benzamidina sobre as folhas das plantas, ndo realizando
a postura, uma vez que inibidores de proteases podem reduzir o
desenvolvimento e performance de seus descendentes. Também Oliveira
(2006) verificou que a maioria das fémeas adultas do lepidéptero T.
leucoceraea ovipositou em plantas de eucalipto e goiaba sem o inibidor
benzamidina. ApGs avaliarem o efeito de extratos botanicos sobre a oviposicao
da mosca-branca (Bemisia tabaci), Quintela e Pinheiro (2009) observaram que
todos os extratos botanicos testados reduziram significativamente a oviposi¢éo
em relacdo a testemunha exceto o extrato comercial de folhas de nim
(Azadirachta indica A. Juss). O nimero de ovos nas folhas diminuiu com o
aumento da concentragdo dos extratos botanicos. Os autores verificaram ainda
gue quando pulverizado na face inferior das folhas em concentra¢des iguais ou
maiores que 1,0 %, o 6leo de nim reduziu a oviposi¢do da mosca-branca acima
de 80%.

Os resultados obtidos indicam que a utilizagdo de berenil € uma

estratégia promissora para o controle da lagarta da soja e possivelmente de
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outros insetos-praga que tenham a tripsina como principal enzima digestiva.
Outros trabalhos fazem-se necessarios para possibilitar o mapeamento da
ligagdo desse inibidor no complexo enzima-substrato, possibilitando a sintese
de peptideos miméticos para a utilizacdo direta no campo, no controle de

insetos.
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CAPITULO 2

Avaliacdo dos aspectos bioquimicos da resposta de Anticarsia gemmatalis
Hibner em diferentes cultivares de soja submetidas a tratamentos com o

inibidor de serino protease berenil



Resumo

A lagarta da soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera) é considerada uma
das principais pragas da cultura da soja, causando enormes prejuizos para o
produtor. Os danos causados pelo ataque da lagarta associados a relevancia
econdmica do cultivo da soja para o Brasil, motivam a busca por alternativas no
controle deste inseto. A soja responde ao ataque herbivoro com a producao de
compostos organicos que atuam em locais especificos do organismo invasor.
Pela via das lipoxigenases, uma via bioquimica de defesa da soja a insetos e
patégenos, ocorre a producdo e liberacdo de &cido jasménico, o qual ativa
genes de defesa da planta que codificam a producdo de inibidores de
proteases. Devido & importancia das proteases digestivas na fisiologia das
larvas, o estudo de inibidores de proteases como agentes de controle dessas
pragas tem recebido atengcdo continua. A reducdo da atividade proteolitica
atraveés da ingestao de inibidores de proteases, seja por incorporagdo na dieta
ou pelo uso de plantas geneticamente modificadas, compromete a digestéo e
reflete em efeitos ndo apenas no crescimento e desenvolvimento das larvas,
mas também na fertilidade e fecundidade do adulto. Portanto, o presente
trabalho teve por objetivo estudar os efeitos de inibidores de proteases sobre as
proteases digestivas de larvas de A. gemmatalis alimentadas com plantas de
soja das variedades IAC-18, padrdo moderado de resisténcia ao ataque de
insetos, IAC-24, padrdo de resisténcia do tipo antibiose e Foscarin-31, padrdo
de suscetibilidade, pulverizadas com o inibidor de proteases berenil nas
concentragdes de 0,0; 0,60 e 1,0% (p/v). Objetivou-se também avaliar a
capacidade de resposta de variedades de soja resistentes e sucetiveis ao
ataque da lagarta da soja. As variedades de soja testadas responderam ao
ataque da lagarta da soja com um aumento no pool de lipoxigenases nas folhas
0 que levou a uma alta producéo de inibidores de protease. O berenil causou
uma inibicdo significativa nas atividades proteolitica e triptica do intestino das
lagartas nas trés variedades de soja testadas. Foi observada uma diferenca na
atividade proteolitica das lagartas alimentadas com as trés variedades tratadas
com berenil, porém, todas apresentaram atividade menor que o controle.
Portanto, esses dados sugerem que a utilizacdo de inibidores de proteases

possa ser uma estratégia promissora no controle de Anticarsia gemmatalis na
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cultura da soja, devido a sua capacidade de reduzir a atividade de enzimas
digestivas no intestino médio do inseto afetando o seu crescimento e

desenvolvimento, podendo leva-lo a morte.

Palavras-chave: Lagarta da soja, trpsina-like, berenil, proteases, soja

ABSTRACT
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The soybean caterpillar Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera) is considered a
pest of soybean, causing huge losses to the farmer. Damage caused by caterpillar
attack linked to economic importance of soybean cultivation in Brazil, motivate the
search for alternatives to control this insect. Soybeans respond to herbivore attack
with the production of organic compounds that act on specific sites of the invading
organism. By the lipoxygenase pathway, a biochemical pathway for defense of
soybean to insects and pathogens, the production and release of jasmonic acid,
which activates the plant defense genes that encode the production of protease
inhibitors. Given the importance of digestive proteases in the physiology of the
larvae, the study of protease inhibitors as agents to control these pests has
received continuous attention. The reduction of proteolytic activity by the ingestion
of protease inhibitors, whether by incorporation in the diet or the use of genetically
modified plants, impairs digestion and reflects not only on effects on growth and
development of larvae, but also on fertility and fecundity of adult. Therefore, this
work aimed to study the effects of protease inhibitors on digestive proteases of
larvae of A. gemmatalis fed soybean variety IAC-18, moderate pattern of resistance
to insect attack, IAC-24, standard-type resistance and antibiosis Foscarin-31,
susceptible control, treated with the protease inhibitor concentrations of berenil 0.0,
0.60 and 1.0% (w/v). We will also evaluate the responsiveness of soybean varieties
resistant and susceptible to attack by the soybean caterpillar. The soybean
varieties tested responded to the attack of soybean caterpillar with an increased
pool of lipoxygenase in the leaves leading to a high production of protease
inhibitors. The berenil caused a significant inhibition in proteolytic and tryptic
activities of the gut of caterpillars in three soybean varieties tested. We observed a
difference in the proteolytic activity of larvae fed on the three varieties treated with
berenil, but all showed less activity than the control. Therefore, these data suggest
that the use of protease inhibitors may be a promising strategy to control Anticarsia
gemmatalis in soybean due to its ability to reduce the activity of digestive enzymes
in the midgut of the insect affecting growth and development, may lead him to
death.

Keywords: Valvet caterpillar, tripsin-like, berenil, proteases, soybean.
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1- Introducgéo

A cultura da soja (Glycine max) tem grande importéncia para o cenario
econdmico nacional, sendo a soja um dos principais produtos do agronegocio
brasileiro, ocupando lugar de destaque na pauta de exportacdes do pais (Sévio
et al., 2008; IBGE, 2010). A soja é plantada praticamente em todo territério
nacional e pelo levantamento da safra de 2009/2010 feito em marco de 2010
pela Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) prevé uma produgao
nacional de soja de 64,56 milhGes de toneladas, representando um incremento
de 8,8 milhdes de toneladas em relacdo a safra 2008/09 (CONAB, 2010).

A lagarta da soja, Anticarsia gemmatalis, € o principal inseto causador
de danos para essa cultura. Ela atua como desfolhador, e geralmente, observa-
se uma maior incidéncia entre o periodo vegetativo e o final da floracao,
exingindo atencdo e controle rapido para ndo causar prejuizos econémicos
(Savio et al, 2008). A Anticarsia gemmatalis é um inseto da ordem
Lepidoptera, nativa de areas tropicais e subtropicais das Américas, descrita
pela primeira vez na Flérida em 1903 (Barbara, 2010). No Brasil ela é
encontrada em todos os locais de produgdo de soja e representa um risco a
producéo e a qualidade dos cultivos brasileiros (Praca et al., 2006).

O uso mundial de agrotéxicos aumentou significativamente durante as
tltimas duas décadas, os quais sdo conhecidos por causarem uma série de
problemas para o ambiente e para a saude humana. Por isso, esforgos
recentes tém sido feitos na tentativa de reduzir o amplo espectro de efeitos
toxicos adicionado ao meio ambiente (Savio et al., 2008; Mills e Kean, 2010).
Atualmente, o uso de proteinas entomotoxicas tem aumentado devido a
crescente necessidade de se obter uma alimentacdo de melhor qualidade e
uma maior protecdo ao meio ambiente. As enzimas digestivas também tém
sido selecionadas como alvo nos programas de controle de pragas, como j& foi
descrita na utilizagéo eficaz dessas enzimas na ativagdo das endotoxinas do
Bacillus thuringiensis em Anticarsia gemmatalis (Pereira et al., 2005). As
toxinas Bt foram utilizadas com sucesso contra uma série de ordens de insetos,
tais como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera. Nos ultimos anos, diversas

investigacbes centraram-se em outros entomotoxicos potenciais, incluindo
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produtos a base de algumas proteinas de defesa presentes em plantas, tais
como inibidores de enzimas digestivas e lectinas (Kant e Baldwin, 2007; Jaber
et al.,, 2010). Os efeitos negativos dessas proteinas de defesa podem se
manifestar de trés formas: mudancas na ingestéo do alimento, mudancas poés-
ingestiva e mudancas pods-digestivas. Muitos estudos tém revelado uma
diminuicdo no crescimento de insetos e/ou sobreviéncia com a expressao de
produtos quimicos que interferem com os efeitos pds-digestivos tais como 0s
efeitos dos inibidores de proteases (Scott et al., 2010).

Pela via das lipoxigenases, uma via bioguimica de defesa da soja a
insetos e patdgenos, ocorre a produgdo e liberagdo de &cido jasmonico, sendo
este um ativador dos genes de defesa da planta que codificam a produgédo de
inibidores de proteases (IPs) (Silva et al., 2004; Soares e Machado, 2007,
Fortunato et al., 2007; Schaller, 2008). Portanto, o conhecimento das enzimas
digestivas da lagarta e sua sensibilidade aos inibidores sdo pecas
fundamentais para o desenvolvimento de novos programas de controle desta
praga.

O mecanismo de acdo de um inibidor de proteases (IPs) baseia-se na
inibicdo de uma proteina, via blogueio de sua atividade proteolitica. A ingestéo
de inibidores de proteases pelos insetos herbivoros interfere no processo de
degradagdo de proteinas no intestino médio (meséntero). Portanto, 0s
inibidores sdo considerados agentes anti-metabdlicos, pois levam a uma
deficiéncia protéica nos insetos. A atividade antibiética dos inibidores de
proteases € atribuida a sua interferéncia na digesté@o protéica, o que diminui a
disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas
necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducédo (Broadway, 1995;
Silva Filho, 2000; Macedo et al., 2007; Migliolo et al., 2010).

Outra hipétese, é que os inibidores afetem o desenvolvimento de forma
indireta, via um mecanismo de “feedback’, que levaria a um aumento da
producdo de proteases digestivas para compensar 0s baixos niveis de
aminoacidos disponiveis. Estes seriam deslocados para sintese de proteases
em detrimento de outras proteinas essenciais (Broadway, 1995; Silva Filho,
2000; Macedo et al., 2007). Os inibidores tém como caracteristicas o fato de

serem extremamente resistentes a protedlise e permanecerem ativos em
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condi¢cbes diversas de pH intestinal, além de j& terem sido identificados
inibidores contra praticamente todas as classes de proteases descritas
(Jongsma e Boulter, 1997).

Evidéncias da funcdo de defesa dos inibidores de proteases em plantas
tém sido comprovadas em diversos experimentos, ressaltando a importancia
destes como candidatos ao uso nas estratégias de controle de insetos. A
incorporagdo de inibidores de proteases na dieta foi capaz de retardar o
crescimento de Bruquideos subfasciatus e Callosobruchus maculatus; diptero
Ceratitis capitata; lepidopteros Interpunctella Plodia e Alabama argillacea, com
74,5%, 70,0%, 70,3%, 48,7% e 13,6% de inibicdo, respectivamente (Oliveira et
al., 2007), de Mamestra brassicae (Chougule et al., 2008) e de inibir em até 85%
a atividade de serino proteases no intestino médio de Trichoplusia ni, Lymantria
dispar e Helicoverpa zea (Broadway, 1995).

A benzamidina é uma amida aromatica e um inibidor sintético
competitivo da tripsina, apresentando Ki de 1,0 mM (Mares-Guia et al., 1981). A
benzamidina, quando presente no meio reacional em baixas concentragdes,
posiciona-se no sitio de especificidade (sitio S1) da tripsina, onde é
estabilizada por interagfes hidrofébicas no bolso hidrofébico e por interacdes
eletrostaticas entre seu grupamento amidina e um residuo carboxilico
pertencente a um 4cido aspartico, localizado no fundo do bolso do sitio S1
(Mares-Guia e Shaw, 1965; Mares-Guia et al., 1981, Oliveira et al., 1993).
Estudos realizados com benzamidina em dieta artificial de Anticarsia
gemmatalis e sobre folhas de eucalipto oferecidas a Thyrinteina leucoceraea
indicaram rpida adaptagdo destas lagartas ao inibidor de proteases (Pilon et
al., 2006; Marinho, 2006). Existem inibidores que sdo capazes de ocupar outros
sub-sitios do centro catalitico da tripsina, ao contrario da benzamidina que
ocupa apenas o sub-sitio S1 (Mares-Guia et al., 1981; Oliveira et al., 1993), e
desta forma, possivelmente esses IPs sejam mais promissores no controle de
lagartas. O berenil apresenta uma ligacdo diazo-amino entre dois anéis
benzamidinicos e comporta-se como um inibidor competitivo parabdlico da
tripsina (Junqueira et al., 1992; Oliveira et al, 1993). O inibidor bis-
benzamidina, além de se ligar ao centro ativo da tripsina como inibidor

competitivo, liga-se ao sitio ativo secundario da enzima causando um
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comportamento parcialmente competitivo com o substrato (Oliveira et al.,
1993).

Com base nestas informagdes, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar os parametros bioguimicos de resposta de A. gemmatalis apos serem
alimentadas com plantas de trés cultivares de soja pulverizadas com o inibidor
de serino protease berenil bem como a capacidade de resposta de variedades
soja resistentes e sucetiveis ao ataque dessa praga, com a finalidade de
esclarecer o processo envolvido no mecanismo de interagdo bioquimica inseto-

planta.

2-Material e métodos

Os experimentos relatados nesta tese foram realizados no Laboratério
de Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto de
Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria — BIOAGRO e no laboratério de
Enzimologia, Bioquimica de Proteinas e Peptideos Prof. Marcos Luiz dos
Mares Guia do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da

Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Criagéo daLagarta da Soja (Anticarsia gemmatalis Hubner)

Ovos de Anticarsia gemmatalis foram obtidos do Centro Nacional de
Pesquisa da Soja (CNPSo0), Londrina, Parana, e mantidos no Laboratorio de
Criagcdo de Insetos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vigosa, a 26 =+ 2 °C de temperatura, 70 £ 10 % de
umidade relativa. A lagarta da soja apresenta ciclo biolégico com duragéo entre
trés e quatro semanas e seus adultos foram obtidos de pupas colocadas em
placas de Petri no interior de gaiola telada de dimensdes 50 x 50 cm, revestida
internamente com folhas de papel sulfite, A4.

Apos o quarto dia, as mariposas emergiram, e foram alimentadas com
solucéo nutritiva composta de mel (10,5 g), cerveja (350 mL), sacarose (60 g),
acido ascorbico (1,05 g), nipagin (1,05 g) e 4gua (1000 mL), embebida em um
chumaco de algodéo colocado no fundo da gaiola, sobre uma placa de Petri.
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A postura de A. gemmatalis ocorreu apos o terceiro dia, na superficie
do papel que reveste internamente a gaiola. Estas folhas de papel foram
retiradas e cortadas em tiras de 2,5 cm de largura x 10 cm de comprimento e
colocadas em copos plasticos de 500 mL com um orificio circular na tampa de,
aproximadamente, 2 cm onde foi acoplada uma tela de fild. Estes copos foram
entdo transferidos para uma camara climatizada a 25 °C, com umidade relativa
de 60 + 10 % e fotoperiodo de 14 horas mantido por “timers” acoplados a
lampadas tipo luz-do-dia.

Depois do segundo ou terceiro dia apds observar a eclosdo dos ovos,
iniciou-se a alimentacgéo das larvas de A. gemmatalis baseada na metodologia
de Hoffman-Campo et al. (1985), colocando-se um cilindro de dieta artificial em

cada copo plastico.

2.2. Preparo da dieta artificial

A dieta artificial foi preparada utilizando diversos ingredientes e sua

composicao esté de acordo a apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 — Composicdo da dieta artificial utilizada no experimento com

lagartas (g/100g de mistura).

Composicéao
Ingredientes (g/100g de
mistura)
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Feijao mulatinho (cozido)* 4,80

Levedo de cerveja' 2,40
Germe de trigo* 3,80
Proteina de soja’ 3,80
Caseina® 1,90
Agar-agar’ 1,34
Acido ascérbico? 0,23
Acido soérbico® 0,11
Solugéo vitaminica® 0,38
Nipagin® 0,19
Formol 40%* 0,23

1 Obtido no comércio de Vicosa, MG

2 Obtido da Sigma

% Obtido da Isofar- Industria comércio de produtos quimicos Ltda
* Obtido da Synth- LabSynth produtos para laboratério Ltda

Todos os ingredientes, exceto acido ascoérbico, acido sérbico, nipagin,
formol e solucdo vitaminica, foram processados e misturados, nesta ordem,
com o auxilio de um liquidificador industrial. A mistura foi autoclavada por 1
hora & pressdo de 1,5 kgf/cm? em seguida foi transferida novamente para o
liguidificador, misturada e adicionada de &cido ascorbico (6 g), acido sérbico (3
g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol 40% (6 mL) e 10 mL de solucdo
vitaminica composta por niacinamida (1mg), pantoenato de célcio (1mg),
tiamina (0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), &cido félico (0,25
mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg), 4gua (1 L); até formar uma pasta
homogénea que foi transferida ainda quente para recipientes plasticos com
tampa. A pasta obtida foi resfriada em camara germicida acondicionada com luz
ultravioleta e conservada a 4 °C.

2.3. Obtenc¢ao das mudas de soja

Foram utilizadas plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill), das
variedades Foscarin-31, padrdo de suscetibilidade ao ataque de insetos, IAC-
18, portadora de resisténcia moderada a insetos e IAC-24, portadora de

resisténcia do tipo antibiose ao ataque de insetos, obtidas do Instituto
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Agronémico de Campinas — IAC, Sao Paulo. As mudas foram cultivadas até o
estadio V3 sem historico de aplicacdo de qualquer produto foliar. Foram obtidas
trés plantas de soja em vaso com capacidade para 4,0 kg de solo, em
condicbes de casa de vegetacdo. As mudas foram pulverizadas com berenil
nas concentracdes 0,0; 0,60 e 1,0 % (p/v). Os trés primeiros trifélios de cada
planta foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —
80 °C, para a avaliacdo da atividade de lipoxigenases e da producdo de
inibidores de proteases.

2.4 Aplicacao do inibidor nas plantas

Foram utilizadas seis gaiolas com dimensdes de 1m x 1m x 1m, recobertas
com organza. Cada gaiola continha 6 vasos, cada vaso 3 plantas, portanto 18
mudas de soja, sendo cada gaiola correspondente a um tratamento (Figura 1).
As plantas dos tratamentos testes foram pulverizadas com uma solugcdo
aqguosa contendo Triton X-100 0,01 % (v/v) e acrescentada do inibidor de
proteases berenil nas concentragbes de 0,00, 0,60 e 1,0 % (p/iv). A
pulverizagdo das mudas de acordo com os tratamentos foi realizada com as
lagartas nas folhas, como ocorre em uma aplicagdo no campo. As mudas foram
pulverizadas, utilizando-se um pulverizador plastico de pressdo manual,
contendo 150 mL da solugéo do inibidor.

De cada gaiola, depois de transcorrido 24 h da pulverizagdo, foram
retiradas 18 lagartas dos 6 vasos testes. As mudas retiradas nado retornaram as
gaiolas. As lagartas retiradas tiveram os intestinos extraidos como descrito no
item 2.6 para obtencdo do extrato enzimatico para posteriores analises.
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Figura 1 — Foto das gaiolas com as plantas de soja.

2.5. Ataque dalagarta da soja

Plantas de soja no estadio V3 de desenvolvimento foram submetidas ao
ataque de lagartas de 4° ou 5° instar (instares em que a lagarta se alimenta
mais vorazmente). Em cada vaso contendo 3 plantas de soja, foi colocada uma
lagarta no primeiro trifélio de cada planta. Apds 24 horas, os trés foliolos da
primeira folha trifoliolar foram coletados e as lagartas removidas nesse periodo
para retirada do intestino médio para posteriores analises. As folhas foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em — 80 °C para posterior

obtencéo dos extratos foliares.
2.6. Obtencéo do extrato enzimatico do intestino médio das lagartas

Os intestinos médios foram extraidos apds dissecacao das lagartas em
presenca de 1 mL de HCI 10°M a 4 °C e acondicionados em tubos plasticos de
2 mL. Os extratos enziméticos foram obtidos pelo rompimento celular resultante
de nove ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em
banho-maria a 37 °C (Oliveira et al., 2005). Apés os ciclos, fracées de 1 mL do
extrato foram centrifugadas em tubos plésticos de 2 mL com tampas a 100.000
g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante contendo o material soluvel foi retirado e
mantido a —18 °C para determinagdo da concentragdo de proteina e atividade

enzimatica.
2.7. Determinacédo da concentracdo de proteina

A concentracéo de proteina dos extratos enzimaticos de A. gemmatalis
foi obtida segundo o método descrito por Bradford (1976), utilizando como
padrédo uma solugéo 0,2 mg/mL de (BSA).

2.8. Determinagcdo da atividade protéica de proteases do intestino

médio de A. gemmatalis
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As atividades proteédsicas foram determinadas segundo o método
descrito por Tomarelli et al. (1949) utilizando-se azocaseina 2 % (p/v) como
substrato em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, 37 °C. A mistura reacional
consistiu em 50uL de substrato e 60 yL de extrato enzimatico, sendo incubada
por 30 minutos a 37 °C. A reacgao foi interrompida pela adicdo de 240 L de
acido tricloroacético (TCA) 10 % (p/v). ApoOs a parada de reagdo as amostras
foram homogeneizadas em vortex e mantidas em repouso, no gelo, por 15
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 minutos
a 25 °C para remogdo da proteina precipitada. Uma aliquota de 240 pL do
sobrenadante foi transferida para tubos de ensaio contendo 280 yL de NaOH 1
M. A atividade foi determinada no sobrenadante com leituras de absorbancias a
440 nm. O experimento foi realizado em uma série de trés repeticdes e em

triplicatas.

2.9. Determinagdo da atividade amidasica tripsina-like de proteases

do intestino médio de A. gemmatalis

A atividade amidésica foi realizada pelo método descrito por Erlanger et
al. (1961), utilizando-se o0 substrato cromogénico N-benzoil-L-arginil-p-
nitroanilida (L-BApNA), substrato para enzimas tripsina-like na concentragdo
final de 1,2 mM a 25°C em tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM de
CaClz. A mistura de reacdo consistiu de 0,5 mL do substrato, 0,5 mL do
tampédo e 10 pL do extrato enzimético. O branco foi composto de 0,5 mL do
substrato e 0,5 mL do tampéo.

As velocidades iniciais foram determinadas pela formag¢éo do produto p-
nitroanilida, pela medida da absorvancia a 410 nm em fung&o do tempo (2,5
minutos), utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar de
8800 (M x cm™) para o produto. Os experimentos foram realizados em uma

série de trés repeticdes e em triplicatas.

2.10. Determinacdo da atividade esterasica de tripsina-like do

intestino médio de A. gemmatalis
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A atividade esterasica foi realizada pelo método descrito por Hummel
(1959), utilizando-se o substrato N-a-p-tosil-L-arginina metil éster (L-TAME) na
concentracdo final de 0,1 mM a 25 °C em tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2
contendo 20 mM CacCls,.

As velocidades foram determinadas através da medida da absorvancia a
247 nm em funcdo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os calculos o
coeficiente de extingéo molar de 540 M™.cm™ para o produto. O experimento foi

realizado em uma série de trés repeticdes e em triplicatas.

2.11. Determinacdo da atividade cisteino protease do intestino médio

de A. gemmatalis

A determinagdo da atividade de cisteino-proteases foi realizada
adaptando-se o método de Erlanger et al. (1961) com adaptacdes de
Mendonga et al., 2010. Foram pipetados 0,5 mL de tampéo Tris-HCI| 0,1 M
contendo Dietiltiotriol 1 mM, pH 8,0, 10 yL do extrato enzimatico do intestino e
0,1 mL do inibidor benzamidina 10 mM. Essa mistura reacional foi incubada por
15 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foi adicionado 0,5 mL do
substrato L-BApNA na concentragao final de 1,2 mM. O branco foi composto de
0,5 mL do substrato, 0,5 mL do tampéo e 0,1 mL do inibidor.

As velocidades foram determinadas através da medida da absorvancia a
410 nm em fungdo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os calculos o
coeficiente de extingdo molar de 8800 M™*.cm™ para o produto. O experimento

foi realizado em uma série de trés repeticdes e em triplicatas.
2.12. Obtencéo do extrato foliar

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °‘C, de acordo com o método
descrito por Ohta et al. (1986). As folhas de soja, apds terem sido pesadas,
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e trituradas em
almofariz. O p6 obtido foi macerado em tampéo fosfato de sodio 50 mM, pH
6,5, na proporcao de 1:3 (p/v) e em seguida centrifugado a 17.200 g por 60
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minutos a 4 ‘C, segundo metodologia modificada por Batista et al. (2002). O
sobrenadante, denominado extrato bruto, foi utilizado para as determinagdes
da concentracdo de proteina total, avaliagdo da atividade de lipoxigenases e da

concentracgdo de inibidor de proteases.
2.13. Determinacéo da atividade de lipoxigenases

A atividade de lipoxigenases sobre o acido linoléico foi determinada de
acordo com o método de Axelrod et al. (1981), determinando-se a formacg&o do
sistema de duplas liga¢des conjugadas no hidroperéxido formado através do
aumento da absorvancia a 234 nm. O substrato foi preparado a partir de uma
solucdo-estoque de linoleato de sddio 10 mM, utilizando-se &cido linoléico,
aproximadamente 99 % (SIGMA), como se segue: a um erlemeyer envolvido
por papel-aluminio contendo aproximadamente 10 mL de Agua deionizada,
previamente fervida, foram adicionados 78 pL de acido linoléico e 90 pL de
Tween 20 (SIGMA). Em seguida, foi feita a homogeneizacdo da solu¢gdo com
auxilio de uma pipeta automética para evitar a formagcdo de bolhas. O
clareamento da solucdo foi obtido adicionando-se gotas de solugéo de
hidroxido de sédio 0,5 M. ApGs o clareamento, a solugdo foi transferida para
um baldo volumétrico de 25 mL, envolvido por papel-aluminio, e o volume foi
completado com agua deionizada fervida. A solugdo-estoque de linoleato de
sédio foi armazenada a — 20 °C em tubos de plastico de 1 mL, envolvidos em
papel-aluminio.

A atividade de lipoxigenases foi avaliada na mistura de reagao
contendo uma solucdo de 1,0 yL do extrato bruto foliar e 4,0 yL da solugao-
estoque de linoleato de sodio em 1,0mL de tampao fosfato de sédio 50 mM, pH
6,5. A absorvancia da mistura de reacdo foi determinada de 30 em 30
segundos, a 234 nm, por periodos de 2,5 minutos. O branco consistiu das
mesmas quantidades de substrato e tampao. As velocidades foram obtidas
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 25.000 M'cm™ para o

produto formado.

2.14. Determinacéao de inibidores de proteases.
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A presenca de inibidores de proteases no extrato bruto foliar foi
determinada utilizando-se tripsina bovina. A atividade triptica, na presenca de
inibidores, consistiu no seguinte procedimento analitico: a) para a analise do
teste: 50 uL do extrato; 500 pL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de
cloreto de célcio, e 50 uL da solugéo de tripsina 4,7 x 10 M foram adicionados
em um tubo de ensaio; b) para o controle da enzima foram adicionados, em
outro tubo de ensaio, 550 yL de Tris-HCI 0,1M, pH 8,2, contendo 20 mM de
cloreto de célcio e 50 L da solugéo de tripsina 4,7 x 10 M. ¢) para o Branco:
600 pL de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de célcio

Essa mistura contida em ambos os tubos (teste e controle da enzima,
respectivamente) foi incubada por cinco minutos, a temperatura ambiente.
Apos transcorrido o tempo de incubagéo, 500 yL da mistura de incubagéo, do
teste e do controle, foram retirados e adicionados a outro tubo com 500 uL de
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto de célcio e 500 uL da
solucéo de L-BApNA 1,2 mM. A absorvancia da solucédo foi determinada a 410
nm durante 2,5 minutos de reac&o. As analises foram feitas numa série de trés
repeticdes. Os resultados obtidos foram convertidos em mg de tripsina inibida
por grama de proteina, de acordo com a seguinte equagao:

AXB

mg de tripsina inibida/grama de proteina ="~ """ o

, em que:

A = absorvancia a 410 nm do controle — absorvancia a 410 nm da
amostra;

B = diluicdo da amostra;

P = concentracdo, em g/mL, de proteina dos extratos; e

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuagdo de 1 ug de tripsina
ativa sobre o substrato L-BApNA tem uma leitura de absorvancia de
0,019 a 410 nm (Kakade et al., 1974).

3. Analise estatistica
Os modelos de regressado para atividade enzimatica foram testados desde

0os mais simples (linear e quadratica) para os modelos alternativos de
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complexidade crescente (modelos de pico ndo-linear). A escolha do modelo foi
realizada com base no aumento do coeficiente de determinagéo ajustado (adj.
R2) em relagdo & complexidade do modelo, relativa simplicidade e altos valores
de F (e quadrados médios), utilizando 2DTableCurve (SPSS, 2000).

4. Resultados e Discussao

Na Figura 2, observando as variedades antes do ataque e ap0s o ataque
de Anticarsia gemmatalis, verifica-se que houve um aumento significativo no
pool de lipoxigenases, correspondendo aproximadamente aos percentuais de
78, 81 e 87% para IAC-24, IAC-18 e Foscarin-31 respectivamente, apés o
ataque do inseto. A baixa atividade de lipoxigenases observada antes do
ataque da lagarta da soja, para todas as variedades seria explicado pela néo
ocorréncia de indugéo da ativagéo da rota de defesa, uma vez que ndo houve
injuria na planta. Esses resultados permitem inferir que o aumento observado
para a atividade especifica de lipoxigenases apds a injuria ocorreu devido a
ativacdo da via de lipoxigenases, como uma resposta ao ataque da lagarta,
como um mecanismo de defesa da planta ao ataque do inseto o que pode
resultar no aumento de &cido jasmonico, aldeidos e inibidores de proteases.
Fortunato et al. (2007), apds submeterem plantas de soja de quatro gendétipos
da variedade CAC-1 ao ataque da lagarta da soja (Anticarsia gemmatalis),
verificaram um aumento na atividade de lipoxigenases foliares quando
comparado com o controle (plantas ndo atacadas). Silva et al. (2002) também
verificaram uma alteracdo no pool de lipoxigenases foliares de dois gendtipos
da variedade de soja IAC-100 apdés o ataque da lagarta da soja. ApoOs
submeterem plantas de duas variedades de soja a injuria mecénica, Vieira et
al., (2001) observaram um aumento na atividade de lipoxigenases em

comparagao com as plantas néo injuriadas.
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ANTES APOS
DO o
ATAQUE ATAQUE
Aa [ IAC-24 H-Ab
Aal L IAC-18 - HHAD
Aa|:- FS-31 ——iAb
0.005 0.004 0.003 0.002 0.001 0.000 0,000 0,001 0,002 0,003 0,004
V, nM.s* V, nM.s?

Figura 2- Histograma da atividade especifica de enzimas lipoxigenases em folhas de soja das

variedades IAC-24, IAC-18 e Foscarin-31 antes e ap0s a presenca do inseto.

Médias seguidas de letras minlUsculas diferentes, na horizontal, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na vertical, diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Ainda na Figura 2, quando se compara a resposta ao ataque da lagarta
da soja entre as variedades, observa-se que ndo houve diferenca estatistica
qguanto ao aumento na atividade especifica de lipoxigenases, ou seja, tanto a
variedade resistente (IAC-24) e moderadamente resistente (IAC-18) quanto a
variedade suscetivel (Foscarin-31) responderam de modo semelhante ao
ataque da lagarta. Esse resultado sugere que o mecanismo de resisténcia de
IAC-18 e IAC-24, portadoras de resisténcia moderada e do tipo antibiose
(Miranda et al., 2003; Fugi et al., 2005) ao ataque de insetos respectivamente,
ndo acarreta simplesmente em aumento da atividade de lipoxigenases, mas
também numa maior eficiéncia dessas enzimas na sintese de inibidores de
proteases.

De acordo com a Figura 3, ao se comparar as variedades antes e apos o
ataque, verifica-se que houve um aumento no teor de inibidor de proteases
foliares de 91% (IAC-24), 85% (IAC-18) e 95% (Foscarin-31) ap6s o ataque da

lagarta da soja. Mesmo tendo havido diferencga entre as variedades, verifica-se
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que todas responderam com um aumento nos niveis de inibidor de proteases

apds o ataque da lagarta da soja.

ANTES APOS
DO o
ATAQUE ATAQUE
Aa [ IAC-24 - ———ABb
Aa [ IAC-18 - Hi Bb
Aa »E FS-31 ——Ab
100 80 60 40 20 0 0 20 40 60 80 100

Micrograma de tripsina inibida/g de proteina Microgram de tripsina inibida/g de proteina
Figura 3- Determinacao dos niveis de inibidores de proteases em folhas de soja das variedades

IAC-24, IAC-18 e Foscarin-31 antes e depois da presenca do inseto.

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes, na horizontal diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na vertical, diferem entre si ao nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey.

Esse aumento nos niveis de inibidores de proteases nas folhas das trés
variedades esta relacionado com o aumento da atividade de lipoxigenases
observado na Figura 2, que leva a um aumento da produgéo de inibidores de
proteases. Em outros trabalhos com soja, também foi observado um aumento
nos niveis de inibidores de proteases apds as plantas terem sofrido injurias
mecanica e por insetos (Vieira et al., 2001; Silva et al., 2002; Silva et al., 2004;
Fortunato et al., 2007). Rickauer et al. (1997) demonstraram que a indugéo da
sintese de inibidores de proteases em células de folha de tabaco por acido
jasmonico era precedida por um aumento na atividade de lipoxigenases.

Em folhas, ferimentos resultantes do ataque de insetos levam ao
aparecimento de sinais que ativam a sintese de inibidores de proteases no
local do ferimento, como também em folhas mais distantes. Varios compostos
para sinal sisttmico tém sido sugeridos, incluindo é&cido jasménico,

oligogalacturonideos, acido abscisico, sistemina e sinais elétricos (Farmer et
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al.,, 1994). Green & Ryan, (1972) mostraram que ferimentos em folhas de
batata de tomate pelo inseto Leptinotarsa decenlineata ou suas larvas induzem
a um rapido acumulo de inibidores de proteases por todos os tecidos aéreos
das plantas.

Comparando o aumento nos niveis de inibidores de proteases nas trés
variedades (Figura 3), verifica-se uma maior producdo de inibidores de
proteases para Foscarin-31 e IAC-24, consideradas padréo de suscetibilidade e
de resisténcia do tipo antibiose ao ataque de insetos respectivamente (Miranda
et al.,, 2003; Fugi et al., 2005), em relacdo a IAC-18, padréo de resisténcia
moderada a insetos (Lourencdo et al.,, 2000). Pode-se sugerir que a
semelhanca no aumento dos niveis de inibidores de proteases observado na
Figura 3 para as variedades Foscarin-31 e IAC-24 parece indicar que o
mecanismo de resisténcia de IAC-24 nao passa pelo aumento da produgéo de
inibidores de proteases como resposta da planta ao ataque de insetos, mas
pela sintese de outras substancias entomotdxicas que atuam afetando os
aspectos bioldgicos e bioquimicos do inseto, uma vez que Foscarin-31, mesmo
sendo suscetivel ao ataque de insetos, apresentou alta producdo de inibidores
de proteases apoOs o ataque da lagarta. Trabalhos realizados por Fugi et al.,
(2005), mostraram que a variedade IAC-24 é portadora de resisténcia do tipo
antibiose a insetos desfolhadores e sugadores. Os autores verificaram que
essa variedade provocou efeitos deletérios na biologia da lagarta da soja,
proporcionando baixa viabilidade das fases larval, pupal e de ovo, provocando
deformagdo de adultos e diminuicdo do numero de ovos por fémea. A
antibiose, considerada um tipo de resisténcia da planta, caracteriza-se pelos
efeitos deletérios da planta sobre o inseto, provocando principalmente
alteragcdes no seu desenvolvimento. Os principais efeitos da antibiose séo:
mortalidade das formas jovens e na transformagdo para adulto, reducdo do
tamanho, peso e fecundidade dos individuos, alteragdo da proporgéo sexual e
no tempo de vida (Painter, 1951; Kogan e Ortman, 1978).

Por sua vez, a variedade IAC-18 produziu uma quantidade menor de
inibidores de proteases em comparag¢ao com a variedade Foscarin-31. E sendo
considerada uma variedade de resisténcia moderada ao ataque de insetos em

relacdo & Foscarin-31, padrdo de suscetibilidade ao ataque de insetos, esse
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resultado pode estar indicando que IAC-18 tenha como mecanismo de defesa a
producéo de inibidores de proteases mais eficientes na inibigdo da atividade de
enzimas digestivas no intestino do inseto, ja que se sugere que a atividade de
lipoxigenases nas plantas dessa variedade seja mais eficiente na produgéo de
inibidores de proteases diferenciados. Dunse et al. (2010) observaram que um
inibidor de serino proteases multidomino de batata tipo Il (NAPI) é produzido
em niveis elevados nos tecidos reprodutivos femininos de tabaco ornamental
Nicotiana alata apds a planta sofrer injarias por insetos. Segundo esses
mesmos autores, os dominios inibitérios individuais de NAPI inibiram as
principais classes de enzimas digestivas, tripsina e quimotripsina, do intestino
médio de larvas de lepidépteros pragas.

Os resultados da atividade proteolitica no intestino das lagartas A.
gemmatalis alimentadas com plantas das variedades Foscarin-31, IAC-18 e
IAC-24 estdo mostrados na Tabela 1. Comparando-se as variedades no
tratamento controle (plantas ndo pulverizadas com berenil), pode-se observar
que houve diferenca quanto a atividade proteolitica. A atividade proteolitica do
intestino médio das lagartas que foram alimentadas com plantas da variedade
IAC-24, padréo de resisténcia a insetos, ndo diferiu da atividade proteolitica do
intestino das lagartas alimentadas com plantas da variedade Foscarin-31,
padrdo de suscetibilidade. Esse resultado reforca a hipétese de que o
mecanismo de resisténcia da variedade I1AC-24 ndo consiste no aumento dos
niveis de inibidores de proteases, mas sim na producéo de outras substancias
consideradas toxicas ao inseto que afetem a fisiologia digestiva da lagarta da
soja. O aumento na atividade proteolitica no intestino das lagartas alimentadas
com plantas IAC-24 pode estar relacionado ao fato de os insetos produzirem
maior concentracdo de enzimas proteoliticas para compensar as moléculas de
proteases inibidas por outras substancias entomotoxicas presentes na
variedade IAC-24 além dos inibidores de proteases (Shulke & Murdock, 1983;
Broadway, 1995).

Tabela 1 — Valores médios + desvio-padrdo para atividade proteolitica (Abs

440 nm/mg de proteina) do intestino médio de lagartas Anticarsia gemmatalis
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apds ataque a plantas de trés variedades de soja pulverizadas com diferentes

concentragdes do inibidor de protease berenil.

Concentragéo Variedade
0,0 0,174 + 0,00549%" 0,0609 + 0,00665°° 0,179 + 0,00681*"
0,60 0,0103 + 0,000682™"  0,0112 + 0,00145™*  0,00706 + 0,000735°"
bA bA bA
1,0 0,00658 + 0,00109°"  0,00615 + 0,000772 0,00563 + 0,000327
d.m.s’ 0,00824

Médias seguidas de letras minlsculas diferentes, na coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na linha, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

d.m.s: Diferenga minima significativa.

Com isso, 0s insetos passam a utilizar os aminoacidos biodisponiveis
para a sintese de mais proteases em detrimento da sintese de outras proteinas
necessarias ao seu crescimento e desenvolvimento (Broadway, 1995). A
defesa da planta pode atuar como um sinal bioquimico percebido pelo inseto,
blogueando a alimentagdo e/ou oviposicdo, ou como toxina. A resisténcia
induzida estd vinculada a sintese de proteinas, as quais atuariam como
toxinas, ou como interruptores do metabolismo da praga (Ryan e Pearce,
1998). As plantas produzem proteinas de defesa que interrompem a aquisicao
de nutrientes e outros aspectos da fisiologia digestiva do inseto.

A sintese e o acumulo de uma variedade de proteinas de reserva tém
sido relacionados como proteinas de defesas desde que estas proteinas
apresentem propriedades entomotoxicas tais como inibidores de proteases,
lectinas, inibidores de a-amilase, proteinas inativadoras de ribossomos (RIP’s)
do tipo 1 e 2, e glicohidrolases e canatoxina (Peumans et al., 1995; Carlini et
al., 1997; Franco et al., 2002; Garcia et al., 2004; Macedo et al., 2004; Chen et
al., 2007; Pilon et al., 2009). Estas proteinas estdo comumente nas sementes e

orgaos de plantas leguminosas (Sales et al., 2000; Franco et al., 2002).
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A menor atividade proteolitica observada para as lagartas alimentadas
com plantas da variedade IAC-18, em comparagdo com a atividade proteolitica
do intestino das lagartas alimentadas com Foscarin-31 e IAC-24, vem reforgar
a hipotese de que IAC-18 produz inibidores de proteases muito eficientes na
reducdo da atividade das enzimas digestivas do intestino médio do inseto. A
ingestédo de inibidores de proteases pelo inseto acarreta numa deficiéncia em
aminoacidos essenciais, o que influenciardA no seu crescimento e
desenvolvimento, podendo eventualmente ocasionar sua morte pela inibicéo
das proteases digestivas ou por uma hiperproducao destas enzimas, reduzindo
a disponibilidade de aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas
(Jongsma & Bolter, 1997, Pompermayer et al, 2001). As plantas
desenvolveram caracteristicas extraordinarias contra as proteases dos insetos
tais como o aumento da atividade do inibidor em seus tecidos, produgdo de um
conjunto heterogéneo de inibidores ativos contra varias enzimas e de inibidores
bifuncionais que s&o ativos contra amilases e proteases, aumento da
complexidade dos inibidores com propriedades bioquimicas diferentes por meio
da produgdo de isoinibidores (Tiffin & Gaut, 2001), além de inibidores de
enzimas de insetos altamente especificos e resistentes a protedlise e ativos
sob condigdes diversas de pH intestinal (Roy & Gupta, 2000; Falco et al., 2001;
Rakwal et al., 2001; Christeller, 2005; Dunse et al., 2010).

E conhecido que inibidores de proteases provocam efeitos deletérios no
desenvolvimento de insetos (Pilon et al., 2006; Moreira, 2007; Amorin et al.,
2008; Pilon et al., 2009; Ramos et al., 2009A; Marinho, 2010 ). Esses efeitos
podem estar sendo potencializados no caso dos inibidores de proteases
presentes nas plantas da variedade IAC-18, conforme foi sugerido no presente
trabalho.

Ainda na Tabela 1, comparando-se o efeito das doses do inibidor de
proteases berenil na atividade proteolitica das lagartas, pode-se verificar uma
reducdo significativa na atividade das proteases digestivas do intestino das
lagartas alimentadas com plantas das variedades Foscarin-31, IAC-18 e IAC-24
nas doses 0,60 e 1,0% quando comparadas com o tratamento controle (dose
0,0% de berenil). Foi observada uma diminuigéo de aproximadamente 94% na

atividade proteolitica do intestino das lagartas alimentadas com plantas da
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variedade Foscarin-31, 82% com plantas IAC-18 e 96% com plantas IAC-24
pulverizadas com berenil na concentracdo 0,60%. Berenil 1,0% reduziu a
atividade proteolitica no intestino das lagartas em 96% (Foscarin-31), 90%
(IAC-18) e 97% (IAC-24). Portanto, berenil foi eficiente na inibicdo da atividade
das enzimas digestivas do intestino das lagartas alimentadas com as trés
variedades de soja. As concentragcdes de berenil 0,60 e 1,0% foram
semelhantes quanto ao efeito inibidor na atividade proteolitica no intestino das
lagartas alimentadas com plantas das trés variedades. Os resultados requerem
atencao para o forte poder inibidor do berenil na atividade digestiva da lagarta
da soja nas duas concentragdes testadas. Os inibidores de proteases s&o
considerados agentes antimetabdlicos levando a uma deficiéncia protéica nos
insetos. Sua agéo inibitoria é atribuida a interferéncia na digestéo protéica que
diminui a disponibilidade de aminoacidos, prejudicando a sintese de proteinas
necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducdo do inseto (Xavier
et al., 2005; Oliveira et al.,, 2005). Entre as variedades IAC-24, IAC-18 e
Foscarin-31, verifcou-se que o berenil, tanto na dose 0,60 quanto na dose
1,0%, diminuiu a atividade proteolitica do intestino médio das lagartas conforme
estid mostrado na Tabela 1. Ou seja, o berenil pulverizado sobre as plantas
possibilitou & variedade considerada suscetivel ao ataque de insetos, Foscarin-
31 responder de forma semelhante a uma variedade considerada resistente ao
ataque de insetos na diminuigéo da atividade digestiva da lagarta. Pilon, (2008)
observou uma menor atividade proteolitica em larvas de Anticarsia gemmatalis
alimentadas com plantas de soja de duas variedades pulverizadas com o
inibidor sintético benzamidina em comparagdo com o tratamento controle. Em
larvas de Thyrinteina arnobia, alimentadas com plantas de eucalipto
pulverizadas com berenil em diferentes concentragbes, Marinho, (2010)
observou uma diminuicdo na atividade proteolitica no intestino do inseto.
Pereira et al., (2007) verificaram que o inibidor de serino proteases pertencente
a classe Bowman-Birk extraido de sementes de Phaseolus coccineus (PcBBI1)
reduziu em 80% a atividade proteolitica no intestino médio de larvas da broca-
do-café (Hypothenemus hampei).

A atividade dos IPs é devida a sua capacidade de formar complexos

estaveis com as proteases alvos, bloqueando, alterando ou prevenindo o
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acesso ao sitio ativo da enzima. O berenil ocupa os sitios de especificidade
(S1") e secundéario de ativacdo (S2") do centro ativo da tripsina-like, e se
mostrou eficiente na diminuicdo da atividade proteolitica da lagarta da soja, a
qual nao foi capaz de contornar os efeitos negativos desse inibidor.

Os resultados da atividade esterasica do intestino médio das lagartas da
soja alimentadas com plantas das variedades Foscarin-31, IAC-18 e IAC-24
estdo mostrados na Tabela 2. Quando se compara a atividade esterasica entre
as variedades no tratamento controle, observa-se que a atividade esterasica no
intestino médio das lagartas alimentadas com a variedade Foscarin-31 néo
difereriu da atividade esterasica no intestino das lagartas alimentadas com
plantas da variedade IAC-24. Sendo assim, os resultados seguiram 0 mesmo
comportamento observado para a atividade proteolitica (Tabela 1), com as
lagartas alimentadas com plantas das variedades Foscarin-31 e IAC-24,
apresentando maior atividade esterasica. Conforme sugerido para a atividade
proteolitica, a alta atividade esterasica observada para as lagartas alimentadas
com plantas de IAC-24 torna a reforcar a hipétese de que os efeitos de
antibiose provocados pela variedade IAC-24 na lagarta ndo estd no aumento
da producéo de inibidores de proteases, mas na produgéo de outros compostos
entomotdxicos que estariam afetando a atividade digestiva no intestino médio
do inseto. As lagartas alimentadas com plantas da variedade IAC-18 por sua
vez apresentaram uma menor atividade esterasica quando comparada com as
outras duas variedades.

Esse resultado também vem reforgar a hipotese da produgéo de inibidores de
proteases mais potentes como mecanismo de defesa dessa variedade,
afetando assim de forma negativa a atividade tripsina-like no intestino médio

das lagartas.

Tabela 2 — Valores médios + desvio-padrdo para atividade esterasica (V,
Micromolar.s/mg de proteina) do intestino médio de lagartas Anticarsia
gemmatalis apés ataque a plantas de trés variedades de soja pulverizadas com

diferentes concentragdes do inibidor de protease berenil.

Variedade
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FS-31x 10 IAC-18 x 10/ IAC-24 x 107

0,0 3,52+0,744" 1,89 +0,194%° 4,70 + 0,954*"

0,6 0,353+ 0,132"* 0,395 +0,138™ 0,482 + 0,0418™"

1,0 0,224 + 0,0816™ 0,201 +0,0827°* 0,244 + 0,0903™"
d.m.s (x 107 1,38

Médias de atividade esterasica seguidas de letras mindsculas diferentes, na coluna, diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na linha, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

d.m.s: Diferenga minima significativa.

A lagarta seria entdo prejudicada, uma vez que haveria um impedimento
da quebra das proteinas no intestino do inseto de forma a reduzir a
biodisponibilidade de aminoacidos necessarios para 0 seu crescimento e
desenvolvimento.

Ainda na Tabela 2, entre as doses de berenil testadas (0,0%; 0,60% e
1,0%), foi observada uma eficiéncia de berenil na diminuicdo da atividade
esterasica no intestino médio das lagartas alimentadas com as trés variedades
e nas duas concentragdes testadas (0,60% e 1,0%) em comparagcdo com o
tratamento controle. Os resultados mostram que as lagartas alimentadas com
plantas das variedades Foscarin-31, IAC-18 e IAC-24 ndo conseguiram
contornar os efeitos de inibicdo provocados pelo berenil nas doses 0,60 e
1,0%. As doses de berenil 0,60 e 1,0% reduziram a atividade esterasica no
intestino das lagartas alimentadas com plantas da variedade Foscarin-31 em
aproximadamente 90 e 94%; 92 e 96% no intestino das lagartas alimentadas
com plantas da variedade IAC-24 e 79 e 89% no intestino das lagartas
alimentadas com plantas da variedade IAC-18 respectivamente. O berenil foi
eficiente também na reducéo da atividade esterasica no intestino das lagartas
alimentadas com plantas de variedades suscetiveis e resistentes, ou seja, esse
inibidor potencializou as defesas das variedades contra o ataque de A.
gemmatalis.

As enzimas trispina-like do intestino de larvas do lepidoptero Plodia
interpunctella foram fortemente suscetiveis ao inibidor de tripsina de soja SBTI,
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produzindo 96% de inibicdo (Amorin et al., 2008). Bhattacharyya et al. (2007)
demonstraram que um inibidor de tripsina de Archidendron ellipticum (AeTlI)
diminuia significativamente a atividade de tripsina-like de larvas de Spodoptera
litura, depois de alimentadas com dieta contendo 150 pM de AeTl. Gomes et al.
(2005) demonstraram que um inibidor de tripsina de sementes de grao-de-bico
(CaTl) inibiu 78% da atividade de enzimas tripsina-like de larvas do bicudo do
algodoeiro Anthonomus grandis.

Assim como foi verificado para a atividade proteolitica, as lagartas ndo
conseguiram contornar os efeitos inibitérios de berenil na diminuicdo da
atividade esterasica. Marinho (2010), ao alimentar lagartas de Thyrinteina
arnobia com folhas de eucalipto pulverizadas com berenil em diferentes doses,
verificou que esse inibidor foi danoso para a atividade de enzimas tripsina-like
presentes no intestino do inseto. Quando os Pls da planta se ligam as
proteases digestivas dos insetos, eles bloqueiam a digestdo das proteinas,
levando ao retardamento do desenvolvimento e aumento da mortalidade
(Dunse et al., 2010; Lwalaba et al., 2010).

A avaliacdo da atividade amidasica no intestino das lagartas alimentadas
com plantas das trés variedades de soja pulverizadas com berenil nas doses
0,0; 0,60 e 1,0% esta mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores médios + desvio-padréo para atividade amidasica (V,
Micromolar.s*/mg de proteina) do intestino médio de lagartas Anticarsia
gemmatalis apos ataque a plantas de trés variedades de soja tratadas com

diferentes concentragdes do inibidor de protease berenil.

Concentragao _
_ Variedade
Berenil
FS-31x 10°® IAC-18 x 10® IAC-24 x 108

0.0 458 +0,0134% 1,77 + 0,108%° 4,30+ 1,744

0.6 0,264 +0,0130°" 0,110+ 0,00214™ 0,331+ 0,0392°"

1,0 0,0538 + 0,00934°"  0.0411 + 0,00584°" 0,0473+ 0,0154*
d.m.s” (x 10°) 1,20
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Médias seguidas de letras minlsculas diferentes, na coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.
Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na linha, diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

d.m.s: Diferenga minima significativa.

O resultado para atividade amidasica no tratamento controle seguiu 0 mesmo
comportamento observado para as atividades proteolitica (Tabela 1) e
esterasica (Tabela 2), ou seja, ndo se verificou diferenca na atividade
amidasica para o tratamento controle (dose 0% de berenil) entre as lagartas
alimentadas com plantas da variedade IAC-24 e as alimentadas com plantas da
variedade Foscarin-31, sendo observado uma menor atividade amidasica para
as lagartas alimentadas com plantas da variedade IAC-18.

Os resultados observados para a variedade IAC-24, por serem
semelhantes ao observado para as atividades proteolitica e esterasica, vém dar
mais sustentacdo para a hipotese de que os efeitos de antibiose da variedade
IAC-24 sobre a lagarta da soja, sejam provocados ndo pelo aumento da
producéo de inibidores de proteases, mas pela agédo de outros componentes
entomotdxicos presentes nas plantas dessa variedade, que estejam atuando de
forma a prejudicar o desenvolvimento e o crescimento do inseto. O resultado
da atividade amidasica para IAC-18 também seguiu um comportamento
semelhante ao observado para as atividades proteolitica e esterasica, sendo
menor no intestino das lagartas alimentadas com essa variedade.

E importante chamar a atengéo para o poder de agéo desses inibidores
de proteases presentes na variedade IAC-18, tanto na atividade proteolitica
geral quanto na atividade tripsina-like no intestino da lagarta da soja. E
conhecido que as enzimas primérias da digestdo em lepidoptera séo as serino-
proteinases, particularmente tripsinas (Terra & Ferreira, 1994; Terra et al.,
1996, Oliveira et al., 2005), o que sugere que os inibidores de proteases
produzidos pela variedade 1AC-18 sejam inibidores de serino proteases, uma
vez que foi observada uma menor atividade proteolitica, esterasica e amidasica
para o intestino das lagartas alimentadas com IAC-18 em comparagdo com o
intestino das lagartas alimentadas com as plantas das variedades Foscarin-31,

padréo de suscetibilidade e IAC-24, portadora de resisténcia a insetos.
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Fazendo uma comparacéo entre as doses de berenil testadas nas trés
variedades, observa-se que o inbidor reduziu de maneira significativa a
atividade amidésica no intestino das lagartas alimentadas com plantas das trés
variedades em aproximadamente 99% (berenil 1,0%) e 94% (berenil 0,60%)
para Foscarin-31, 98% (berenil 1,0%) e 94% (berenil 0,60%) para IAC-18 e
99% (berenil 1,0%) e 92% (berenil 0,60%) para a variedade IAC-24 em relagéo
ao tratamento controle. Verifica-se, portanto, a eficiéncia do berenil também na
diminuicdo da atividade amidasica no intestino das lagartas alimentadas com
as trés variedades, através da inibicdo da atividade das enzimas tripsina-like
pela ocupacéo dos sitios de especificidade S1” e secundario de ativacdo S2°.

Conforme observado para as atividades proteolitica e esterésica, na
atividade amidasica, as trés variedades apresentaram comportamento
semelhante nas doses de berenil 0,60 e 1,0%, ndo sendo detectada diferenca
significativa entre elas. Ou seja, tanto as lagartas alimentadas com uma
variedade suscetivel quanto as alimentadas com variedades resistentes ao
ataque de insetos tiveram suas atividades enzimaticas diminuidas em presenca
de berenil. Os efeitos dos inibidores de proteases nos insetos j& foram
comprovados de diversas maneiras: incorporados na dieta do inseto (Ramos et
al., 2009A; Pilon et al., 2006), pulverizados diretamente sobre a planta (Pilon,
2008; Marinho, 2010) e expressos em plantas transgénicas (Vila et al., 2005;
Maheswaran et al., 2007; Steppuhn & Baldwin, 2007).

Com relagdo a avaliacdo da atividade cisteino protease no intestino
médio das lagartas alimentadas com plantas das variedades Foscarin-31, IAC-
18 e IAC-24, pulverizadas com berenil nas doses 0,0; 0,60 e 1,0%, foi
observado que n&o houve atividade dessas enzimas (dados ndo mostrados), o
que sugere que, em presenca de berenil, ndo ocorre aumento de atividade de
enzimas cisteino proteases. O aumento na atividade cisteino-proteases seria
uma estratégia das lagartas para contornar os efeitos do inibidor de serino-
proteases na diminuicdo da atividade das enzimas tripsina-like presentes no
intestino do inseto, conforme foi observado por Pilon (2008), ao alimentar
lagartas Anticarsia gemmatalis com o inibidor de serino proteases

benzamidiana.
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Neste trabalho, pelas determinacdes de atividade enzimatica, fica
demonstrado que, nas trés variedades de soja testadas (Foscarin-31, IAC-18 e
IAC-24), ocorreu efeito positivo no uso de um inibidor do tipo bis-benzamidina,
ou seja, um inibidor que ocupa o sitio de especificidade e o sitio secundéario de
ativacao de tripsina-like. A atividade de serino-proteases diminuiu na presenca
de berenil e ndo foi observada atividade de cisteino proteases no intestino
médio das lagartas, mostrando sua eficiéncia no controle do inseto. Os
aspectos bioquimicos dos mecanismos de resisténcia da variedade IAC-24
merecem ser mais bem estudados para uma elucidagdo dos componentes
envolvidos na resposta ao ataque do inseto, pois 0 mecanismo de resisténcia
sugere néo ser pela via de sintese de inibidores de proteases como resposta
ao ataque da lagarta da soja, mas pela produgdo de outros componentes
entomoéxicos que atuariam afetando a atividade das enzimas digestivas do
inseto. A variedade IAC-18, padrédo de resisténcia moderada ao ataque de
insetos, por sua vez, teria como provavel mecanismo de resposta ao ataque de
insetos, a producéo de inibidores de proteases mais eficientes na reducdo da
atividade das enzimas presentes no intestino médio do inseto. Torna-se,
portanto, necesséario a realizacdo de testes bioguimicos com o objetivo de
purificar e caracterizar esses inibidores de proteases que podem estar

conferindo resisténcia a variedade IAC-18 contra o ataque de insetos praga.
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CONCLUSOES GERAIS:

- O aumento na atividade de lipoxigenases e nos niveis de inibidores de proteases
foliares sugere que as plantas de soja respondem ao ataque da lagarta da soja
(A. gemmatalis);

- Berenil apresenta propriedade inseticida;

- Berenil prejudica o desenvolvimento de A. gemmatalis;

- Berenil afeta o tempo de vida das larvas de A. gemmatalis;

- Berenil é repelente as lagartas;

- Berenil ndo alterou a preferéncia de oviposi¢cao das mariposas de A. gemmatalis;

- N&o foi observada atividade de cisteino-protease em presenca de berenil;

- Berenil, por ocupar os subsitios de especificidade S1” e secundario de ativacao
S2° das enzimas tripsina-like, pode apresentar melhor eficiéncia no controle de

insetos pragas.
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ANEXOS



Quadro 1 — Resumo da analise de variancia para testes bioquimicos da lagarta da soja
Anticarsia gemmatalis alimentadas com plantas de soja tratadas com diferentes

concentracdes de inibidor de proteases berenil.

Fonte de variacdo G.L QM
Atividade Atividade Atividade Atividade cistein
proteolitica  esterasica amidasica protease
Concentracao de IP 5 0,05849* 1,106154E-13 7,343377E-15 4,758697E-17"
Residuo 12 0,002642 1,889263E-15 4,063911E-16 3,355505E-17"
C.V (%) 41,74 22,65 44,46 148,67

G.L: Grau de liberdade

QM: quadro médio

*: Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

n.s : Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 2 — Resumo da andlise de variancia da regressao nao-linear para o teste de
preferéncia por oviposicdo de mariposas Anticarsia gemmatalis alimentadas com
plantas de soja tratadas com diferentes concentracdes do inibidor de proteases

berenil.

Fonte de G.L QM
variagédo

Regressao nao- 3 287,5984*
linear

Residuo 1 0,0047

G.L: Grau de liberdade

QM: quadro médio

*: Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

n.s : Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Quadro 3 — Resumo da andlise de variancia da regressdo nao-linear para o teste de
preferéncia para alimentacdo de livre escolha de lagartas de Anticarsia gemmatalis
alimentadas com plantas de soja tratadas com diferentes concentragbes do inibidor de

proteases berenil.

Fonte de variacao G.L QM
Regressdo néo- 3 511,9314*
linear

Residuo 1 10,2737

G.L: Grau de liberdade

QM: quadro médio

*: Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

n.s : Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Quadro 4 — Resumo da andlise de variancia para teste de ganho de peso de larvas de
Anticarsia gemmatalis alimentadas com folhas de soja tratadas com diferentes
concentracdes do inibidor de proteases berenil.

A- Concentragéo 0,0% de berenil

Fonte de G.L QM
variagdo

Regresséo 1 8,70383*
F.A. 2 0,1939*
Tempo 3 3,03060082*
Residuo 198 0,017122
C.V (%) 37.02472

F.A.: Falta de ajuste
G.L: Grau de liberdade
QM: quadrado médio

B- Concentragéo 0,0080% de berenil

Fonte de G.L QM
variagado

Regresséo 1 3.39538018 *
F.A. 2 0.03256986"°
Tempo (3) 1.15350663*
Residuo 198 0,017122
C.V (%) 57.31355

F.A.: Falta de ajuste
G.L: Grau de liberdade
QM: quadrado médio

C- Concentragéo 0,010% de berenil

Fonte de G.L QM
variagédo
Regressao 1 2.86253607*
F.A. 2 0.01911894"°
Tempo 3 0.96692465*
Residuo 198 0,017122

CV (%) 41.28761

F.A.: Falta de ajuste

G.L: Grau de liberdade

QM: quadrado médio

D- Concentracédo 0,20% de berenil
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Fonte de G.L QM

variagado
Regressdo 1 0.01159399"°
F.A. 2 0.00201940 "
Tempo ?) 0.00521093 "%
Residuo 198 0,017122
C.V (%) 67.36320

F.A.: Falta de ajuste
G.L: Grau de liberdade
QM: quadrado médio

E- Concentragéo 0,60% de berenil

Fonte de G.L QM
variagado
Regressédo 1 0.00025958 "*
F.A. 2 0.00002114"°
Tempo (3) 0.00010062 "*°
Residuo 198 0,017122
C.V (%) 183.1137

F.A.: Falta de ajuste
G.L: Grau de liberdade
QM: quadrado médio

F- Concentracdo 1,0% de berenil

Fonte de G.L QM
variagédo
Regressao 1 0.00000004 "
F.A. 2 0.00014645 "
Tempo 3 0.00009765 "*
Residuo 198 0,017122
C.V (%) 106.7646

F.A.: Falta de ajuste
G.L: Grau de liberdade
QM: quadrado médio
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Quadro 5 — Resumo da andlise de variancia para testes bioquimicos em Anticarsia
gemmatalis alimentadas com plantas de soja de trés variedades (Foscarin-31, IAC-18
IAC-24) tratadas com diferentes concentracdes (0,0; 0,60; 1,0% p/v) do inibidor de

proteases berenil.

Fonte de variacdo G.L

QM
Atividade Atividade Atividade Atividade
proteolitica  esterasica amidasica cisteino protease

Variedade 2 0.00468506* 5.323698E-14* 2.746843E-16* 1.134188E-15"*
Conc. de IP 2 0.05353182* 3.26756E-13*  3.488956E-15* 1.183414E-15"°
Var.X Conc.deIP 4 0.00503267* 4.875404E-14* 2.231815E-16* 1.143789E-15"°
Residuo 18 0.00001562 4.434387E-15 3.407804E-17 1.148197E-15
C.V (%) 7.55 47.05 45.73 438.84

G.L: Grau de liberdade
QM: quadro médio

*: Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
n.s : Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Tabela 1 - Estimativas obtidas por Kaplan-Meier para os tempos de vida da lagarta da
soja em fungéo das concentragdes de Berenil

Tempo n é(t) Erro-Padréo é(t) IC 95% é(t)
Conc=0
6 60 0,983 0,017 0,951 : 1,000
7 59 0,967 0,023 0,922 : 1,000
8 58 0,683 0,060 0,575:0,812
9 41 0,650 0,062 0,540:0,783
10 39 0,583 0,064 0,471:0,722
Conc= 0,008
2 60 0,950 0,028 0,896 : 1,000
5 57 0,900 0,039 0,827 : 0,979
5 54 0,817 0,050 0,724 :0,921
6 49 0,750 0,056 0,648 : 0,868
7 45 0,733 0,057 0,630: 0,854
8 44 0,650 0,062 0,540:0,783
9 39 0,617 0,063 0,505: 0,753
10 37 0,550 0,064 0,437 : 0,691
11 33 0,500 0,065 0,388 : 0,644
Conc= 0,01
2 60 0,933 0,032 0,872 : 0,999
5 56 0,800 0,052 0,705 : 0,908
6 48 0,733 0,057 0,630: 0,854
7 44 0,667 0,061 0,557 : 0,797
8 40 0,650 0,062 0,540:0,783
9 39 0,633 0,062 0,522:0,768
10 38 0,533 0,064 0,421:0,676
12 32 0,450 0,064 0,340: 0,595
Conc= 0,20
5 60 0,967 0,023 0,922 : 1,000
6 58 0,883 0,041 0,806 : 0,968
7 53 0,783 0,053 0,686 : 0,895
8 47 0,517 0,065 0,405 : 0,660
9 31 0,283 0,058 0,189: 0,424
10 17 0,083 0,036 0,036 : 0,193
11 5 0,000 - --
Conc= 0,60
5 60 0,500 0,065 0,388 : 0,644
6 30 0,350 0,062 0,248 : 0,494
8 21 0,000 - --
Conc=1,0
5 60 0,567 0,064 0,454 : 0,707
6 34 0,350 0,062 0,248 : 0,494
7 21 0,000 - --

n: nimero de individuos sob risco; S(t): funcao de sobrevivéncia.
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