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RESUMO

O tegumento € a estrutura externa da semente e esté relacionado com a defesa contra
agressores, como o inseto C. maculatus. Estudos mostraram que os tegumentos de
sementes de C. ensiformis bloquearam 100% a penetracdo das larvas de C. maculatus
e possuem proteinas toxicas para insetos. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
a toxicidade de tegumentos de sementes de C. ensiformis e C. rosea para C. maculatus,
com énfase nas proteinas com afinidade a quitina. A toxicidade dos tegumentos naturais
para o inseto foram estudadas em sistema de sementes artificias. Para a identificacao
das proteinas foi realizada protedbmica comparativa por espectrometria de massas.
Fracdes proteicas foram extraidas dos tegumentos por cromatografia de afinidade a
quitina. A caracterizacdo das proteinas foi feita por SDS-PAGE, Western blotting e
espectrometria de massas. Estudos in silico foram realizados para identificar os sitios
de ligacao a quitina. Os efeitos téxicos do calcofluor (ligante de quitina) também foram
avaliados. Larvas sobreviventes ao calcofluor foram submetidas a dosagens de
reservas e atividades de enzimas digestivas. A presenca de transcritos relacionados ao
metabolismo de quitina foi investigada no transcriptoma de C. maculatus. Nossos
resultados confirmaram que os tegumentos naturais impediram 100% a penetracéo
larval. A analise de protedmica comparativa identificou 308 proteinas, sendo 156
presentes em ambos os tegumentos com niveis de expressao similares. Um total de 38
proteinas estavam aumentadas (UP) e 95 proteinas estavam diminuidas (DOWN) no
tegumento de C. ensiformis, 7 proteinas estavam presentes unicamente em cada
tegumento. Dentre as proteinas identificadas estdo algumas relacionadas a defesa,
como uréases, lipoxigenases, peptidases e quitinases. A presenca de vicilinas e
guitinases na fracdo retida em quitina de tegumentos de C. ensiformis foi confirmada
por Western blotting e espectrometria de massas. A fracdo retida em quitina (1%) de
ambos os tegumentos interferiu no desenvolvimento das larvas de C. maculatus. A
fracdo rica em quitinase (FRQ) de C. ensiformis inibiu o desenvolvimento larval do
inseto. Interacdes de vicilinas e quitinases com tetrAmero de N-acetilglicosamina e os
sitios de ligagdo a quitina foram identificados. Calcofluor (1%) bloqueou 100% a eclosé&o
larval enquanto 0,5% reduziu a massa larval. Nestas larvas foram observados aumentos
na atividade das enziméaticas e outras biomoléculas. Transcritos para as enzimas quitina
sintase, quitina desacetilase e quitinases foram identificados em todas as fases do ciclo
de vida do inseto. Esses dados comprovam que o metabolismo de quitina esta ativo
desde as primeiras fases de desenvolvimento de C. maculatus e que proteinas que

interferem nesse metabolismo tem potencial para o controle dessa praga.

Palavras-chave: Tegumentos; vicilinas; quitinases



ABSTRACT

The seed coat is the external structure of the seed and is related to defense against
aggressors, such as the insect C. maculatus. Studies have shown that the seed coat of
Canavalia ensiformis blocked 100% the penetration of C. maculatus larvae and contain
proteins that are toxic to insects. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the toxicity of seed coat of C. ensiformis and Canavalia rosea for C. maculatus, with
emphasis on chitin binding proteins. The toxicity of natural seed coat to the insect was
studied in artificial seed systems. For the identification of proteins, comparative
proteomics was performed by mass spectrometry. Protein fractions were extracted from
the seed coat by chitin affinity chromatography. Protein characterization was performed
by SDS-PAGE, Western blotting and mass spectrometry. In silico studies were
performed to identify chitin binding sites. The toxic effects of calcofluor (chitin binding)
were also evaluated. Larvae that survived calcofluor were subjected to measurements
of reserves and activities of digestive enzymes. The presence of transcripts related to
chitin metabolism was investigated in the transcriptome of C. maculatus. Our results
confirmed that natural seed coat prevented 100% larval penetration. Comparative
proteomics analysis identified 308 proteins, 156 were present in both seed coat with
similar expression levels. A total of 38 proteins were increased (UP) and 95 proteins
were decreased (DOWN) in C. ensiformis seed coat, 7 proteins were uniquely present
in each seed coat. Among the proteins identified are some related to defense, such as
ureases, lipoxygenases, peptidases and chitinases. The presence of vicilins and
chitinases in the C. ensiformis chitin binding fraction was confirmed by Western blotting
and mass spectrometry. The chitin binding fraction (1%) from both seed coats interfered
with the development of C. maculatus larvae. The C. ensiformis chitinase rich fraction
(FRQ) inhibited the insect larval development. Interactions of vicilins and chitinases with
N-acetylglucosamine tetramer and the chitin binding sites were identified. Calcofluor
(1%) blocked 100% larval penetration, while 0.5% reduced larval mass. In these larvae,
increases in the activity of enzymes and other biomolecules were observed. Transcripts
for chitin synthase, chitin deacetylase and chitinase enzymes were identified at all stages
of the insect's life cycle. These data showed that chitin metabolism is active from the
earliest stages of C. maculatus development of and that proteins that interfere in this

metabolism have the potential to control this pest.

Key words: Vicilins; seed coat; chitinases.



1. INTRODUCAO
1.1 Sementes

As plantas com flores, como as angiospermas, acumularam uma
extraordinaria diversidade de espécies que englobam uma vasta gama
morfolégica, funcional e ecoldgica e constitui a base estrutural e energética da
maioria dos ecossistemas terrestres atuais. A grande diversidade e abundancia
desse grupo permitiu uma rica cadeia de interacdes dentro dos niveis troficos,
possibilitando sua diversificacdo biolégica (SCHNEIDER et al.,2004). A
ascensao das angiospermas ao poder ecologico € relacionada a ocorréncia da
dupla fecundacéo, resultando a formagdo do embrido e o do endosperma
LAFON-PLACETTE & KOHLER, 2014;). As sementes foram uma grande
inovacdo no processo evolutivo das plantas vasculares, desempenhando um
papel importante no sucesso de todas as plantas com sementes e, em especial

no grupo das angiospermas (LINKIES et al., 2010).

As sementes das angiospermas se desenvolvem a partir do 6vulo
fertilizado e € composta pelo tegumento, tecido de reserva (cotilédones ou
endosperma) e 0 eixo embrionario e atribuem diversas funcionalidades
especificas. O papel do tegumento € de suma importancia pois protege o
embrido do ambiente externo, representando a primeira barreira fisica e quimica
das sementes contra o ambiente externo e agentes agressores (MOISE et al.,
2005). O tecido de reserva atua como reservatorio de compostos quimicos
importantes para o crescimento do eixo embrionario, pode ser representado pelo
endosperma e cotilédones, e é caracterizado por ser especialmente rico em trés
grupos de macromoléculas como proteinas, lipideos e carboidratos (OLIVEIRA
et al 2001). O endosperma € o produto da fusdo dos dois nucleos polares do
ovulo no saco embrionario e um ndcleo do gameta masculino (LAFON-
PLACETTE & KOHLER, 2014;). O eixo embrionario € o resultado da fertilizacéo
da célula-ovo no saco embrionério por dois nucleos masculinos do tubo polinico

(BRADFORD e NONOGAKI, 2009).

Leguminosae € considerada a terceira maior familia de angiospermas,

com 727 géneros e 19.325 espécies (LEWIS et al. 2005). As suas sementes se
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destacam por desempenharem um papel muito importante nas dietas das
populacdes globais. Cerca de 70% de todos os alimentos para 0 consumo
humano vém diretamente de sementes de leguminosas devido seu alto valor
nutricional (MANSOOR E YUSUF, 2002). Ha paises na Africa, mas também na
Asia e na América Latina onde estas sementes contribuem em mais de 10% para
a ingestao diaria total de alimentos (AKIBODE E MAREDIA, 2011).

Essa sementes sdo conhecidas por possuirem altos niveis de
carboidratos (50% a 65%), ricas em fibras sollveis e insoltveis (TOSH E YADA
2010), além de serem fontes de gorduras mono e poli-insaturadas e fornecem
ainda proteinas a dieta, ricos em aminodcidos lisina (Lys) e baixos niveis de
aminoécidos essenciais como metionina e triptofano (LOVEJOY, 2010). Em
algumas leguminosas, por exemplo, as proteinas podem corresponder até 40%
do peso seco de suas sementes (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002). Sendo
assim, sementes de leguminosas sao consideradas altamente valiosas para a
alimentacdo humana, correspondendo a principal fonte de proteina no mundo
em desenvolvimento (ASIF et al., 2013). Como resultado de suas altas
propriedades nutricionais, o consumo de leguminosas demonstrou ter efeitos
benéficos na prevencao e gestao de obesidade e disturbios relacionados, como
doencas cardiacas, diabetes e sindrome metabdlica (BAZZANO et al 2001;
JENKINS et al 2012).

Entre as principais sementes de leguminosas com importancia para a
alimentacéo, se destacam os feijdes, dentre os quais estéo o feijao-caupi (Vigna
unguiculata) e o feijado comum (Phaseolus vulgaris) que sdo importantes fontes
de proteina, fibra dietética e minerais na dieta, ocupando um lugar mundial na
alimentacdo humana. Dentre as principais moléculas nutricionais desses feijdes
estdo as proteinas, como as globulinas (54-79%) e albuminas (12-30%),
entretanto compostos antinutricionais como inibidores de protease e a-amilase,
lectinas e lipoxigenase (PUJOLA et al., 2007) também estéio presentes nessas

sementes.

Devido a esses altos valores nutricionais e do maior crescimento da
populacdo mundial, ha necessidades crescentes para a producao e cultivo de
leguminosas nas proximas décadas. Por outro lado, existem diversos desafios

enfrentados para o cultivo e produtividade de leguminosas que incluem fatores
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genéticos, socioecondmicos e climaticos (KEBEDE et al, 2020). Além disso, ha
efeitos adversos do aquecimento global sobre a produtividade de leguminosas
que vem diminuindo nas ultimas décadas, apesar do crescimento das areas
cultivadas (KOROMA et al., 2016). Um efeito desse fendbmeno é o estresse
biético no campo e no armazenamento, causado por insetos praga, acarretando
em impactos diretos na reproducéo, desenvolvimento, sobrevivéncia e disperséo
dessas sementes (PRAKASH et al, 2014).

1.2. Insetos-praga

O filo Arthropoda é destacado pela grande variedade de espécies e
constitui cerca de 80% do Reino Animal. Além disso, esse filo possui diversos
subfilos, sendo que no subfilo Hexapoda, a classe Insecta representa cerca de
83% de todo o filo Arthropoda (CHAPMAN, 2013; MARANHAO, 1977). A grande
diversidade de insetos parece ser reflexo da combinacdo de caracteristicas
vantajosas tais como: co-evolugcdo com as plantas, miniaturizacdo, voo e
evolucdo dos genes de desenvolvimento em corpos segmentados e
compartimentalizados (PANIZZI, A.R. PARRA, 1991).

O corpo desses insetos é formado por trés tagmas: cabeca, torax e
abdémen. A cabeca possui um namero de trés a sete segmentos fundidos, com
um par de olhos compostos e até trés ocelos simples com um par de antenas. O
O torax possui trés segmentos: protérax, masotérax e metatérax e com um par
de pernas em cada segmento toracico. As asas sao denominadas anteriores e
posteriores e sdo desenvolvidas apenas nos adultos. As asas anteriores sao
esclerotizadas e modificadas em tampas rigidas, denominadas élitros, que
cobrem as asas posteriores e 0 corpo (BRUSCA, R.C, BRUSCA, 2007). O
abdémen contém em seu interior os aparelhos reprodutor, excretor, circulatério,
nervoso e digestivo. Em relacdo ao ultimo, hd uma grande diversidade na dieta
dos insetos e nas modificacfes que ocorreram com suas pecas bucais para obter
variados alimentos (ROCA, 2005).

Muitos insetos especializaram-se em uma dieta de liquidos que consiste
em fluidos, animais e vegetais. Essa diferenciacdo alimentar e especializacao

em relacdo ao habito alimentar foram acompanhados por uma evolucdo
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concomitante das pecas bucais, bem como a morfologia e fisiologia intestinal
(NATION 2008; CHAPMAN 2013). Portanto, as estruturas dos tratos digestivos
e processos digestivos se diferem entre os diferentes insetos (TERRA;
CRISTOFOLETTI, 1996; ZHU-SALZMAN et al., 2003). Na maioria dos insetos,
o intestino é dividido em intestino anterior, médio e posterior. (CHAPMAN, 2013).
O intestino médio é considerado o centro do canal alimentar, uma vez que, €
nesse compartimento onde € realizado a digestao dos alimentos e absor¢éo dos
nutrientes (NATION et al., 2008; CHAPMAN, 2013).

A membrana peritréfica ou matriz peritréfica (MP) € uma matriz fina,
porosa e acelular que se encontra no limen ao longo do epitélio do intestino
médio, formando um tubo dentro do trato digestivo que envolve o bolo alimentar
(ROCA, 2005). A presenca da MP divide o lumen em compartimentos; 0 espago
dentro do intestino médio e do PM é denominado espaco endoperitrofico,
enquanto a area entre as células do intestino médio e o PM é denominado
espaco ectoperitréfico (MERZENDORFER et al., 2016). Geralmente tem como
funcdo desempenhar papéis importantes na protecado das células epiteliais do
intestino médio de patdégenos e particulas de alimentos e/ou na formacéao de
compartimentos necessario nos processos digestivos (HEGEDUS et al., 2009;
Bolognesi et al., 2008). A MP também € considerada a primeira barreira para
proteger os compostos de toxinas de atingirem o intestino médio e o corpo do

inseto.

Além disso, a composicao quimica da MP é formada majoritariamente por
quitina, proteinas, glicoproteinas e peptideoglicanos (WANG E GRANADOS,
2001; LIU et al, 2019). Normalmente, a quitina € responsavel por
aproximadamente 3-13% e a parte proteica (proteinas, glicoproteinas e
proteoglicanos) representa 20-55% da massa total da MP (DE METS E
JEUNIAUX, 1962; ZIMMERMANN et al., 1975). As proteinas sdo 0s principais
componentes da MP na maioria dos insetos que tém sido examinada (LEHANE,
1997). Essas proteinas sdo compostas principalmente por peritrofinas (ou
proteinas de matriz‘membrana — PMP’s) e proteinas com uma ou mais proteinas
de quitina dominios de ligacdo de peritrofina-A (CBD’s). Essas proteinas séo
responsaveis por organizar as fibrilas de quitina, permitindo a formacédo da MP
(TETREAU et al., 2015).
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Em alguns insetos praga, a matriz peritréfica classica no intestino médio,
foi substituida por um gel peritréfico (GP) e a presenca de quitina nesta estrutura
jd foi confirmada (TERRA et al., 2001). Devido as importantes funcdes
relacionadas a MP e GP, algumas defesas de plantas com um importante
potencial de danificar essas estruturas, como proteinas que se ligam a quitina
como quitinases e outras, podem interferir no desenvolvimento ou causar a morte
desses insetos praga na agricultura (PAES et al., 2008; MOTA et al., 2003).

Muitos desses insetos praga sdo mastigadores ou sugadores de varias
ordens sdo predadores de leguminosas. Alguns destes insetos se tornaram
especializados em predar sementes, como o0s gorgulhos da familia Bruchidae,
da ordem Coleoptera (SANTOS et al., 1977). Esses insetos praga sao
conhecidos por danificarem estruturas morfolégicas, reduzindo reservas de
nutricdo, e comprometendo o armazenamento e a comercializagdo de gréaos
armazenados (CREDLAND, 2003). Essas pragas sempre foram uma das
principais restricdes bidticas para as leguminosas, e causam consideraveis
prejuizos econdémicos. A infestacdo desses insetos praga tem um impacto direto
na producdo de alimentos agricolas e produtos armazenados, pois podem
representar 20 a 30% da perda de producao e, em casos graves, causam perda
total (DE GEYTER, LAMBERT, GEELEN & SMAGGHE, 2012).

Esses insetos praga de grdos armazenados podem ser classificados
como pragas primarias e secundarias. As primarias rompem a parede externa
dos gréos integros (tegumento) e atingem o tecido de reserva. Podem se
alimentar também da parte interna apdés o rompimento da externa ou tanto
completar seu ciclo no interior dos graos ou se alimentam da parte externa do
grao, como é o caso de insetos como C. maculatus e Z. subfasciatus. Entretanto,
as pragas secundarias, se desenvolvem na parte externa dos graos,
aproveitando-se de danos, causados anteriormente nas sementes, para ataca-
los (LORINI et al., 2015).

Entre essas pragas de armazenamento, 0s bruquideos se destacam
sendo responsaveis pelas perdas mais severas no rendimento de graos
(TSIALTAS; IRAKLI; LAZARIDOU, 2018). Cerca de 600 espécies de insetos

atacam graos armazenados e entre destas, cerca de 100 espécies causaram
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perdas econdmicas em graos armazenados (NEETHIRAJAN et al., 2007). Entre
essas espécies, se destacam C. maculatus e C.chinensis sendo os insetos praga
primérios que mais causam danos durante o armazenamento do feijdo caupi,
gréo de bico e erva doce (ITURRALDE-GARCIA et al., 2016; BANGA et al.,
2018). Em especial, o bruquideo C. maculatus, destaca-se como a principal
praga dos grdos armazenados de Vigna unguiculata, popularmente conhecido
como feijdo-de-corda, podendo comprometer até 90% do estoque entre trés a
seis meses de armazenamento (ONYIDO et al., 2011).

1.2.1 Callosobruchus maculatus

A espécie C. maculatus participa dessa subfamilia dos bruquideos e é
conhecida como o “gorgulho-do-feijao” e € a principal praga da semente do
feijdo-de-corda, espécie V. unguiculata. Esses insetos atacam esses graos de
feijjdo durante o armazenamento, prejudicando as reservas nutritivas dessas
sementes. O desenvolvimento das larvas desse inseto pode levar a reducédo de
cerca de 20% do peso da semente. A infestacdo das sementes de V. unguiculata
por esse inseto pode causar perdas de até 37% da producdo (SOUZA et al,
2005).

As fémeas adultas desse inseto ovopositam na superficie externa do
feijdo ou seja, no tegumento. Os ovos individuais podem medir 0,75 mm de
comprimento e tem aparéncia ovais e fusiformes de aspecto claro, brilhante e
firmemente aderido a superficie do grdo. O desenvolvimento embrionario
acontece entre 5 a 6 dias ap0s a oviposi¢cdo (BECK E BLUMER, 2011). A larva
eclode e atravessa o tegumento da semente, entrando em contato com o
endosperma (cotilédone). Uma vez que houve a eclosao larval, a aparéncia do
ovo torna-se branco opaco. A larva entédo se alimenta do cotilédone e sera o local
aonde ir4 completar seu ciclo de vida 25 a 30 dias apés a oviposicéo (DE SA et
al., 2014). Entre 24 e 36 horas ap0s a emergéncia dos adultos, eles se tornam
maduros. Os adultos podem sobreviver em média de 12 a 14 dias, onde pode
ocorrer 0 acasalamento e posterior oviposicdo (Figura 1). Existem diferencas

morfolégicas que podem ser distinguidas nas fémeas como a presenca listras
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escuras em cada lado do dorsal posterior do abdémen, caracteristica ndo
encontrada nos machos dessa espécie.

LARVA

CICLO DE VIDA DO INSETO
Callosobruchus maculatus

OvoS
PUPA

ADULTO

Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida do inseto C.
maculatus. 1- Deposicdo de ovos sobre o tegumento das sementes e
desenvolvimento embrionario no interior do ovo; 2-Fase larval do inseto; 3 -
Formacéo de pupa; 4-Emergéncia dos adultos do inseto. Adaptada de KALPNA
et al., 2022.

As sementes infestadas e danificadas tornam-se perfuradas e levam a
perda de peso da semente. Os insetos adultos emergem apos a conclusédo do
ciclo de crescimento larval-pupa (Figura 1). Ao decorrer do armazenamento, 0
inseto C. maculatus ataca as sementes, causando perdas significativas como é
0 caso do feijao-fradinho (PARK et al., 2003; SANON et al., 2010; ADEDIRE et
al., 2011). Sementes infestadas por C. maculatus além de diminuirem de massa,
tem ainda comprometido seus valores nutricionais, seu potencial germinativo e
perdas nos valores de venda (MURAD et al., 2006).
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Como solucdo para o controle dessas pragas na agricultura, o uso de
pesticidas tem sido o principal método para o controle de pragas desde 1960
(KUMAR E SINGH, 2015). Apesar desse método ser bem sucedido para conter
essas pragas, possuem diversas desvantagens como contaminacdo do meio
ambiente, impacto na saude humana principalmente do agricultor e resisténcias
de insetos praga. Como forma de atenuar os danos causados pela utilizacéo de
pesticidas, métodos alternativos para o controle de C. maculatus tem sido
estudados (BADII et al., 2014). Esses métodos naturais podem ser produzidos
por outros organismos geralmente para sua propria defesa, ou sdo derivados de

uma fonte natural, como animais, bactérias, e certos minerais e plantas.

1.3 Mecanismos de defesa de sementes

Ao longo dos tempos, as plantas puderam desenvolver sofisticados
mecanismos de defesa especificos contra as varias formas de estresses
abioticos e bidticos. Nesse sentido, 0s vegetais conseguem alterar o plano de
desenvolvimento e contornar situacbes desfavoraveis, como os ataques de
pragas ou patdégenos, bem como fatores abioticos desfavoraveis (YURELA et al.,
2015; AGRIOS et al.,1997). A interacdo inseto-sementes apresenta grandes
implicacbes para a ecologia e 0s processos evolutivos. O mecanismo de defesa
de plantas contra patégenos e herbivoros envolve variedades de respostas.
Enquanto os insetos vém se adaptando para explorar seus hospedeiros, as
plantas desenvolveram simultaneamente sistemas defensivos para neutralizar o
ataque de herbivoros (ANDERSON E MITCHELL-OLDS, 2011; JOHNSON,
2011).

Os mecanismos de defesa das plantas se expressam como defesas
constitutivas ou induzidas, podendo ter acdo direta ou indireta sobre o agressor,
como os insetos (KARBAN; BALDWIN, 1997). As defesas induzidas sdo a
producédo de compostos toxicos pelas plantas devido ao ataque de herbivoros.
As defesas induzidas podem ser classificadas ainda como induzidas localizada
e induzidas sistémicas. As defesas induzidas localizadas se referem a ativacéo
da defesa no local exato que ocorreu a lesdo. Por outro lado, as defesas

induzidas sistémicas, defendem as demais partes das plantas contra os ataques
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(BROEKGAARDEN et al., 2011). Outro tipo de mecanismo de defesa € a defesa
constitutiva que define-se como compostos toxicos ou estruturas morfolégicas ja
presentes no desenvolvimento da planta (MACEDO et al.,1993; SILVA; XAVIER-
FILHO 1993; AGRAWAL, 1999).

Essas defesas constitutivas podem ser fisicas ou quimicas presentes na
planta que interferem diretamente na capacidade de desenvolvimento do
agressor. Para insetos, por exemplo, destaca-se a interferéncia na oviposicao,
penetracdo ou desenvolvimento do herbivoro (SCHOONHOVEN et al., 2005).
Essas defesas podem ser classificadas como antinutricionais e toxicas. As
defesas antinutricionais limitam o suprimento de alimentos, o que leva a uma
reducdo na ingestédo e no valor nutricional do mesmo, seja pela eliminagéo de
nutrientes essenciais e/ou inibicdo da ingestdo (CHEN et al., 2008). As defesas
constitutivas toxicas, as plantas produzem compostos, como exemplo peptideos
e proteinas, como moléculas de defesa contra o ataque de insetos, que induz
danos fisicos e alteracdes nos insetos (CHEN et al., 2007; TANJI et al., 2006).
As sementes quiescentes, por estarem em pausa metabdlica, apresentam

apenas defesas constitutivas, sejam elas quimicas ou fisicas.

1.3.1. Tegumento de sementes como barreira de defesa

O tegumento € o primeiro tecido da espécie hospedeira ou ndo hospedeira
contatado pelos agentes agressores como o0s bruquideos (OLIVEIRA et al.,
1999). Esse tecido desempenha um papel crucial no ciclo de vida das plantas,
controlando o desenvolvimento do embrido e determinando a dorméncia e a
germinacao das sementes (MOISE et al., 2005). Entre as principais funcées do
tegumento estéo a preservacao da integridade das partes da semente, regulacédo
das trocas aquosas e gasosas entre o embrido e o meio externo, disperséo de
algumas sementes e protecdo do embrido contra danos mecéanicos e ataques de

pragas e patégenos (ZENG et al., 2004).

A participacdo do tegumento nesses mecanismos de defesa das sementes
sempre esteve relacionada a sua dureza e principalmente espessura. Estudos

sugeriram que a presenca de fatores bioquimicos em tegumentos de sementes
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de variedades resistentes de feijao-fradinho que seriam independentemente da
textura do revestimento, que causaram redugcdo na oviposicdo e na
sobrevivéncia de ovos de alguns bruquideos (LALE E KOLO et al., 1998).
Tegumentos artificiais confeccionados com farinha de tegumentos de P. vulgaris
reduziram a infestac&o e desenvolvimento de C. maculatus (DE SA et al., 2014).
Outros estudos mostraram que sementes de 73 espécies diferentes infestadas
pelo inseto C. maculatus, indicaram a participacdo de compostos quimicos,
como proteinas do tegumento, nos mecanismos de resisténcia dessas sementes
(JANZER, 1977). Em tegumentos dos 14 genotipos de Vicia faba, apenas 45 a
58% das larvas dos insetos C. chinensis e C. maculatus conseguiram atravessar
0s tegumentos ou morreram ao tentar perfura-lo (BOUGHDAD et al., 1986,
DESROCHES et al., 1995).

Souza et al (2011) estudando as propriedades toxicas de varios
tegumentos mostraram que para algumas sementes esse tecido interrompe em
100% a penetracdo das larvas de C. maculatus. Tegumentos das sementes de
Albizia lebbeck também foram toxicos ao inseto C. maculatus, afetando
principalmente a fase larval do inseto. As concentracdes de 2% e 3% da farinha
desse tegumento causaram niveis de mortalidade larval de 91,6 % e 100%
respectivamente. Do tegumento, foi isolada uma protease cisteinica da
superfamilia C1, com 100% de identidade com uma protease de Jacaratia
mexicana e 78,5% de identidade com proteases cisteinicas de soja. A toxicidade
dessa protease também foi relacionada com a propriedades de ligacdo a quitina
no intestino das larvas de C. maculatus. (SILVA et al., 2016).

Adicionalmente, Silva et al (2018), mostrou a presenca de uma quitinase
no tegumento de soja (Glycine max) que foi toxica para C. maculatus.
Tegumentos artificiais confeccionados com farinha de tegumentos de Phaseolus
vulgaris reduziram a infestacdo e desenvolvimento de C. maculatus, indicando
gue a interferéncia desses tegumentos com a infestacdo néo esta relacionada
com aspectos fisicos deste tecido. O desenvolvimento embrionario de C.
maculatus em sementes de P. vulgaris foi seguido por cinco dias e nao
apresentou alteracdes morfolégicas quando comparados com desenvolvimento
embrionario em tegumento da semente de V. unguiculata, mostrando que esse

tegumento interfere e na fase larval do inseto (DE SA et al., 2014).
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Outro estudo mostrou que o tegumento de C. ensiformis impediu em 100%
a penetracdo das larvas de C. maculatus. Embora o embrido tenha se formado
sem alteracbes morfolégicas aparentes, a larva sobrevivente apresentou
dréastica reducao da massa corporal, diminuicdo dos niveis de proteinas, glicose,
glicogénio, triacilglicerois e baixa atividade das enzimas digestivas (DE SA et al.,
2018).

1.3.2. Proteinas toxicas de sementes para o inseto-praga

As plantas interagem com insetos ha centenas de milh6es de anos,
levando a abordagens de defesa complexas. Durante esse tempo, elas
desenvolveram interacdes refinadas que afetam os organismos em todos 0s
niveis, desde o0s niveis bioquimicos basicos até os niveis de genética
populacional. Algumas dessas relacdes sdo mutuamente benéficas, como a
polinizagdo, mas a maioria das interacdes envolve predacdo de plantas por
insetos e defesa das plantas contra insetos herbivoros (SCHALLER et al., 2008).
Essa co-evolucédo de plantas e insetos herbivoros resultou na selecao de plantas
gue possuem os melhores arsenais de biomoléculas defensivas produzidas em
resposta a agressao. Assim, as plantas podem fornecer alternativas potenciais
ao controle de insetos (AGRIOS et al 1997).

Dentre essas biomoléculas com potencial de defesa de sementes,
destacam-se as proteinas de defesa como as lectinas, proteinas do tipo lectina
(arcelinas [Arc], inibidores de a-amilase [0Al]), inibidores de proteinase,
proteinas inativadoras de ribossomos (RIPS), vicilinas, quitinases, entre outras
(SHEWRY et al.,1995, SIQUEIRA-JUNIOR et al. 2002).

Lectinas

As lectinas sdo proteinas que possuem pelo menos um dominio néo
catalitico que lhes permitem reconhecer seletivamente e se ligar reversivelmente
a acucares especificamente livres (monossacarideos) ou oligossacarideos. Em
leguminosas, o papel das lectinas é considerado um modelo para eventos de
reconhecimento proteina-glicidio. Isto ocorre devido a sua facil purificacdo e
também a uma ampla especificidade para residuos de glicidios, mesmo

mantendo uma grande conservacado de sequéncia (LIS E SHARON, 1990). Além
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disso, comportam-se como proteinas de armazenamento, algumas plantas
acumulam parte de sua reserva de nitrogénio como proteina de ligacdo a
carboidratos. Varias lectinas de leguminosas podem se ligar a diversos agucares
como galactose, N-acetilgalactosamina, manose, glicose, N-acetilglucosamina
(GleNAc), ou a carboidratos mais complexos. As lectinas mais comuns possuem
dois ou quatro subunidades, com pesos moleculares aproximados entre 25-30
kDa por subunidade (ABHILASH et al., 2013). As lectinas que se ligam a quitina
contém um ou mais dominios de ligacao a quitina, denominados dominio do tipo
heveina,regido composta por 43 aminoacidos (DIAZ et al 1999). Estudos
comprovaram o efeito tdxico das lectinas sobre o desenvolvimento de
bruguideos (OSBORN et al. 1988; MURDOCK et al. 1990). Essas proteinas
guando ingeridas interagem com proteinas glicosiladas das células intestinais,
ou ainda a quitina da membrana peritrofica, causando efeitos antinutricionais,
sendo toxica para larvas dos insetos que as consomem (MICHIELS et al., 2010;
UPADHYAY E SINGH, 2012; AL ATALAH et al., 2014). Adicionalmente, essas
proteinas tem a propriedade de atravessar a barreira intestinal dos insetos e

alcancar a hemolinfa, causando diversos efeitos sistémicos (PAIVA et al., 2013).
Inibidores de a-amilases

As a-amilases sao enzimas monoméricas que constituem uma familia de
endoamilases, as quais catalisam a hidrolise de ligacfes glicosidicas de a-1,4
do amido, glicogénio e outros carboidratos. Essas enzimas tém um papel
importante no metabolismo dos carboidratos em plantas, animais e outros
organismos (FRANCO et al., 2000). Em insetos, essas enzimas participam no
desenvolvimento e na sobrevivéncia de larvas e adultos. Uma vez que essa
enzima é inibida, a assimilacdo de nutrientes pelo inseto é reduzida, e
consequentemente seu desenvolvimento € afetado. Foi demonstrada a presenca
de dois inibidores de a-amilase conhecidos como: a-Al 1 e a-Al2 em feijées de
diversas espécies, que diferem em suas especificidades contra diferentes
amilases. O aAl-1, encontrado na maioria das variedades cultivadas de feijao
comum, inibe as a-amilases de mamiferos, como a amilase pancreatica porcina
(PPA) e as a-amilases larvais dos insetos C. chinensis, C. maculatus e B.
pisorum (ISHIMOTO et al., 1996). Presume-se, portanto que o efeito toxico do

aAl-1 em pragas seja causado pela inibicdo de amilases digestivas (ISHIMOTO
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et al., 1996). O fato de C. maculatus ndo se desenvolver em sementes do feijao
comum tem sido atribuido a presenca desse inibidor de a-amilase presente nos
graos cultivados (ISHIMOTO E KITAMURA, 1989; ISHIMOTO E CHRISPEELS,
1996, GROSSI-DE-SA, 1997). Concentracdes de 0,5% e 1,0% de inibidores de
a-amilase de Carica papaya foram capazes de aumentar em 50% a mortalidade
e também diminuir a fecundidade dos insetos e a longevidade dos adultos do
inseto C. maculatus (FARIA et al., 2007)

Arcelinas

As arcelinas, assim como os inibidores de a-amilases, pertencem a familia
das lectinas, podendo ter atividade de lectina fraca (OSBORN et al., 1988). Uma
analise de difracdo de raios X mostrou que as moléculas de arcelina-1 formam
um dimero semelhante a lectina (MOUREY et al., 1997). O epitélio do trato
digestivo de insetos séo possiveis alvos de lectinas de plantas e de proteinas do
tipo lectina como as arcelinas (PEUMANS E DAMME, 1995). Estudos de Febres
et al., (1998), propuseram que os glicanos ligados a Asn de arcelina-1 séo
responsaveis por sua ligacao especifica no trato digestivo, responsavel por sua
toxicidade. Segundo PAES et al (2000), foram encontradas arcelinas na
hemolinfa do inseto Z. subfasciatus, evidenciando que essas proteinas
atravessaram as células epiteliais do trato intestinal. Outros estudos mostraram
gue a arcelina possui atividade inseticida efetiva contra outros bruquideos e é

encontrada em varios genotipos de P. vulgaris (MIRKOV et al., 1994).

Proteinas inativadoras de ribossomos (RIP’s)

RIP’s sdo enzimas citotoxicas de atividade de rRNA N-glicosidase que
inibe ribossomos de eucariotos (PEUMANS et al., 2001; CHEN et al., 2018;
MOREIRA et al., 1991). Elas reconhecem uma sequéncia de nucleotideos
conservada de 23S rRNA de ribossomos 70S e removem um residuo de adenina
dela. Elas também podem remover adenina dos ribossomos 28S rRNA de
células animais (PEUMANS et al., 2001). Existem pelo menos trés grupos de
proteinas RIP’s: RIP’'S tipo 1, 2 e 3 (ENDO E TSURUGI, 1987, ENDO et al.,

1988). A proteina ricina se destaca dentro do grupo RIP’s tipo 2, e sédo
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encontradas em diversas familias de plantas como em Fabaceae (GIRBER et al
2004).

Muitos estudos sugeriram que os RIP’s possuem atividade inseticida
sobre diferentes insetos, como Lepidoptera (DOWD et al., 1998 , 2003 , 2006 ;
ZHOU et al., 2000), Coleoptera (GATEHOUSE et al. , 1990 ; KUMAR et al., 1993
) e Diptera (SHAHIDI-Noghabi et al., 2008). Por exemplo, uma dieta artificial
suplementada com diferentes concentragées de uma RIP tipo Il de Sambucus
nigra, diminuiu a fecundidade e a sobrevivéncia de Acyrthosiphon pisum (
SHAHIDI-NOGHABI et al., 2008).

Vicilinas

As vicilinas, também conhecidas como globulinas de armazenamento 7S,
sdo geralmente proteinas triméricas sem ligacbes dissulfeto e tém graus
variaveis de glicosilagdo (SHUTOV et al., 1995). As subunidades das vicilinas
gue se agregam para formar trimeros tem massas moleculares variadas entre
45-53 kDa. As vicilinas sao proteinas multifuncionais e sdo descritas como
funcdes de fonte de energia gerando aminoacidos durante a germinagao, bem

como proteinas de defesa contra fungos e insetos-praga (CANDIDO et al., 2011;
MACEDO et al., 1993).

A observacéo de que as vicilinas de leguminosas se ligam a uma matriz
de quitina levou a descoberta de que as vicilinas, do caupi e de outras
leguminosas, se ligam fortemente a varias estruturas contendo quitina. Entre
essas estdo estruturas do intestino médio de C. maculatus e Z. subfasciatus
(MACEDO et al, 1993; FIRMINO et al., 1996) e paredes celulares ou membranas

plasmaticas de fungos filamentosos e leveduras (GOMES et al., 1998).

Vicilinas isoladas de sementes de feijdo-caupi resistentes a C. maculatus
e de varias outras leguminosas, retardam o desenvolvimento larval deste inseto
(YUNES et al., 1998). Investigacdes quimicas e imunoldgicas mostraram que
essas estruturas do intestino médio nas quais as vicilinas se ligam, séo
estruturas quitinosas (SALES et al., 2001;). Sales et al., (2001), relataram que
vicilinas de sementes de feijao-caupi, resistentes a infestacédo por C. maculatus,
também foram mais resistentes a digestao, quando comparadas com as vicilinas

de sementes de feijdo-caupi susceptiveis. Esses autores sugeriram que 0S



23

efeitos antimetabdlicos das vicilinas do feijdo-caupi resistente podem estar
relacionados com as baixas taxas de digestdo e/ou a sua associacdo com
estruturas contendo quitina do intestino médio do inseto, resultando no
comprometimento da absor¢éo de nutrientes pelas células do intestino médio e
uma menor taxa de desenvolvimento das larvas de C. maculatus em sementes
de V. unguiculata IT81D-1045.

Estudos de Oliveira et al., (2014), larvas alimentadas com vicilinas de
sementes resistentes e vicilinas de sementes nao resistentes mostraram que as
vicilinas das sementes resistentes se acumulam na superficie do epitélio do
intestino médio das larvas, sugerindo que os efeitos toxicos estdo associados a
interferéncia na fisiologia normal, afetando o desenvolvimento larval do inseto C.
maculatus. Ferreira et al.,, (2021) mostraram que fragcées ricas em vicilinas
derivadas de um gendtipo de feijdo-caupi resistente (cv. BRS Xiquexique) tem
uma forte capacidade de ligacdo a quitina e toxicidade ao bruquideo C.

maculatus.

Quitinases

As quitinases sao glicosil hidrolases (GH) que possuem massas
moleculares que variam de 20 a 90 kDa e estdo envolvidas na quebra das
ligacbes R-1,4-glicosidicas da quitina, um polimero da 1,4-N-acetil-D-
glucosamina (KUMAR et al.,, 2018). A maioria das quitinases vegetais séo
endoquitinases, que cortam aleatoriamente dentro do polimero de quitina. Por
outro lado, as exoquitinases quebram ligacées na extremidade ndo redutora da
cadeia de quitina (COLLINGE et al., 1993; SAHAI E MANOCHA, 1993;
KASPRZEWSKA, 2003). As quitinases séo classificadas em trés principais
familias de glicosil hidrolases: GH 18, 19, e 20, e seis classes: Classe | a VI. A
familia GH 18 envolve principalmente quitinases das classes Ill e V que sao
encontradas em quase todos os tipos de organismos como bactérias, virus,
fungos e animais. Por outro lado, a familia GH 19 envolve as classes |, Il e IV
gue sdo quitinases exclusivamente vegetais. A Classe I, contém um dominio
catalitico em sua extremidade N-terminal, possui massa molecular de 33 kDa e

apresenta atividade antifingica. As da classe Il, com massa molecular de
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aproximadamente 28 kDa, sdo encontrados em abundancia em cotilédones e
ndo apresenta atividade antifangica consideravel. Tanto a classe Ill quanto a IV,
apresentam atividade de lisoenzimas (CHEN et al.,1996; PATEL et al., 2010). As
quitinases produzidas por uma grande variedade de organismos, incluindo
bactérias, fungos, insetos, plantas e outros animais, tem fun¢cdes como nutricéo,
morfogénese e defesa contra organismos que possuem estruturas contendo
quitina (ADRANGI et al., 2010).

Em plantas, as quitinases sao induzidas em respostas de defesa contra o
estresse abidtico e bidtico ou sdo expressas constitutivamente em Orgaos
vegetais, como sementes e sdo conhecidas por possuirem toxicidade bem
caracterizada para microrganismos e insetos (TAIRA et al., 2002; KABIR et al.,
2016). Uma quitinase isolada de sementes de V. unguiculata apresentou
toxicidade para o inseto C. maculatus e para fungos patogénicos, como
Colletotrichum lindemuthianum e C. musae (GOMES et al., 1996). Outro estudo
revelou que uma quitinase encontrada em tegumento de sementes quiescentes
de soja (Glycine max) foi toxica para o inseto C. maculatus quando incorporada
tanto em cotilédones como em tegumentos artificiais, mostrando seu papel de
defesa em ambos os tecidos (SILVA et al., 2018). Portanto, as quitinases
apresentam grande potencial inseticida e tem apresentando efeitos
fundamentais para evitar o ataque dessas pragas (SINGH E ARYA, 2019; JALIL
et al., 2015).

1.4 Canavaliarosea

O género Canavalia pertence a familia Fabaceae que compreende 52
espécies, sendo que a maioria estdo distribuidos nos Neotrépicos. Dentro desse
género, a C. rosea € a Unica espécie pantropical que sdo muito abundantes na
em praias e dunas costeiras sendo tolerantes a salnidade do solo e soterramento
(BEYRA-MATOS et al., 2004; GALLEGO-FERNANDEZ E MARTINEZ, 2011). No
Brasil, € encontrada em cidades litoraneas das regides Norte, Nordeste, Sul e
Sudeste e em ilhas oceéanicas, como Fernando de Noronha e Trindade. Aparece
nos dominios fitogeogréaficos da Amazoénia e Mata Atlantica (BFG, 2015; SNAK,
2020).
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Essa espécie é considerada uma colonizadora de sucesso porque as
plantas individuais produzem propagulos abundantes que s&o amplamente
dispersos pelo mar para novos habitats. Suas hastes sédo pubescentes com pélos
brancos quando jovens e depois glabros. O caule é espesso e pode crescer até
10 cm ou mais de comprimento e 2,5 cm de didmetro. Além disso, o caule é
bastante lenhoso na base e os ramos se irradiam formando tapetes verdes. Essa
planta é capaz de trepar até 2 m de altura sobre uma outra vegetacdo. Suas
sementes, elas séo ejetadas com grande for¢ca das vagens. Uma vez na areia,
as sementes podem entdo ser dispersas por grandes distancias pelo oceano
(VATANPARAST et al., 2011). As sementes sao flutuantes e podem germinar e
iniciar o processo de colonizagdo ao atingir novas margens (GROSS et al.,
1993).

Sementes de feijdo-da-praia sdo consumidas tanto por humanos e animais
e sdo uma importante fonte de alimentacdo proteina na Africa Ocidental e na
Nigéria, onde é amplamente cultivada (ABBEY E IBEH, 1987). Suas sementes
fornecem uma fonte alternativa de alimento por possuirem elevados niveis de
proteinas, aminoacidos essenciais e baixos niveis de fatores 19 antinutricionais.
A concentracdo de proteinas C. rosea foi maior do que outras Canavalia e outras
leguminosas silvestres da India (GROSS et al., 1993). Entre as verdadeiras
proteinas (29,3%), globulinas (18,7%) foram os maiores quantidades (BEENA et
al., 2001). Essa semente € pouco estudada quanto a seus efeitos inseticidas,

sendo assim de extrema importancia o aprofundamento dessa area de estudo.

1.5 Canavalia ensiformis

A Canavalia ensiformis € conhecida popularmente como feijao-de-porco
ou “jack bean” em inglés e € bastante distribuida e cultivada em regides tropicais
e subtropicais ao redor do mundo como na Africa, Asia, india e na América
Latina. Pertencente a familia Fabacea, é uma espécie anual ou bianual,
herbacea, rustica, rasteira, apresentando um crescimento ereto podendo atingir
até 1,2 m de altura. O sistema radicular possui raizes longas e profundas que

permitem-lhes resistir a condi¢des muito secas (MOLINA et al., 1973). As folhas
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séo trifolioladas com pequenos tricomas e peciolos geralmente mais longos que
os foliolos. As estipulas estédo presentes e os folhetos sdo ovais, arredondados
na base e no apice terminal. As flores tém 2 a 2,5 cm de comprimento e o calice
tem 2 lobos superiores e 3 lobos inferiores menores (PURSEGLOVE, 1981).

Suas sementes se encontram em vagens lenhosas que podem medir até
30 cm de comprimento e 2,5 de diametro. Essas vagens apresentam uma cor
castanho claro quando maduras. Os cotilédone sao cobertos por um tegumento
espesso que chega a formar 14,4% da semente (MOLINA et al., 1973). Em
comparagao com a maioria das leguminosas, as sementes de C. ensiformis s&o
muito grandes, pesando em média cerca de 1,84 g. Ja seu cotilédone pode
chegar até 89,1% do peso total da semente (BRESSANI et al., 1983).

Tal como acontece com varias outras leguminosas tropicais, tanto a
folnagem quanto a semente dessas leguminosas possuem varios constituintes
toxicos ou antinutricionais com potenciais de defesa contra insetos praga.
Trabalho realizado pelo nosso grupo identificou, nos tegumentos de C.
ensiformis, proteinas envolvidas com o mecanismo de defesa dessa semente
contra o ataque de C. maculatus (OLIVEIRA et al, 1999). A canatoxina, uma
proteina toxica isolada de sementes de C. ensiformis exibiu propriedade
inseticida para os insetos como barbeiro Rhodnius prolixus, o percevejo verde
da soja Nezara viridula e gorgulho do feijdo-caupi C. maculatus (CARLINI et al.,
2002; STANISCUASKI et al., 2005). Outro estudo mostrou que o tegumento de
C. ensiformis impediu 100% a penetracdo das larvas de C. maculatus, embora o
embrido tenha se formado sem alteracbes morfolégicas aparentes, a larva
sobrevivente apresentou drastica reducdo da massa corporal, diminuicdo dos
niveis de proteinas, glicose, glicogénio, triacilglicerois e baixa atividade das
enzimas digestivas (DE SA et al., 2018). Outros trabalhos realizados pelo nosso
grupo tém mostrado que os tegumentos de sementes podem ser fontes de
proteinas toxicas para insetos, incluindo proteinas com afinidade a quitina
(SOUZA et al., 2012; SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Por serem espécies ndo domesticadas, e consequentemente ndo terem
passado por processos de co-evolucao continuo com o inseto C. maculatus, as
sementes do género Canavalia, podem ser uma importante fonte de proteinas

toxicas, com potencial para o controle e manejo dessa praga. Assim nesse
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trabalho foram estudados tegumentos de duas espécies desse género, C.

ensiformis e C. rosea.
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2. OBJETIVOS

Estudar a toxicidade dos tegumentos de sementes de Canavalia

ensiformis e Canavalia rosea para o inseto Callosobruchus maculatus.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos dos tegumentos naturais de C. ensiformis e C. rosea
sobre desenvolvimento do inseto C. maculatus;

e Identificar, por proted6mica comparativa, as proteinas presentes nos
tegumentos das sementes;

e |solar e caracterizar as proteinas com afinidade a quitina dos tegumentos
das sementes;

e Analisar a toxicidade das proteinas com afinidade a quitina sobre o
desenvolvimento do inseto C. maculatus;

e Identificar a presenca de vicilinas e quitinases nas fracdes retidas em
guitina isoladas dos tegumentos de C. ensiformis;

e Avaliar a toxicidade do composto calcofluor (inibidor da sintese de quitina)
para o inseto C. maculatus;

e I|dentificar a presenca de transcritos relacionados ao metabolismo de
guitina no transcriptoma de embrides, larvas, pupas e adultos de C.

maculatus.
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3. METODOLOGIA

3.1 Material Vegetal

As sementes de C. ensiformis foram obtidas de plantios realizados pelo
Nosso grupo, no campus da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, a partir de matrizes obtidas na Universidade Federal do Ceara. As

sementes foram armazenadas em freezer a -20°C até a utilizago.

As sementes de C. rosea foram coletadas no litoral da Praia de
Manguinhos, S&o Francisco do Itabapoana, RJ. Todas as sementes foram
acondicionadas em frascos de vidro, fechados e mantidos a temperatura de -70
°C. As sementes de Vigna unguiculata (cv. fradinho) foram obtidas

comercialmente no mercado central da Cidade de Campos dos Goytacazes-RJ.

3.2. Insetos

O inseto C. maculatus foi obtido a partir de uma col6énia, mantida no
insetario do Laboratorio de Quimica e Funcdo de Proteinas e Peptideos
(LQFPP), no Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF).

A col6nia de insetos foi produzida através da infestacdo de sementes de
V. unguiculata (cv. fradinho) com fémeas de dois dias de idade, durante o
periodo 24h. As sementes sdo mantidas em frascos de vidro transparente com
tampas furadas em camaras de crescimento do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand), a temperatura de 28°C e umidade relativa de 65%. Os insetos
emergidos em cada ciclo sdo usados para a infestacdo de novas sementes para

a manutencao da colbnia e para a infestacdo das sementes artificiais.
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3.3. Confecgcdo de sementes artificiais com tegumentos naturais de C.

ensiformis e C. rosea

Sementes artificiais contendo tegumentos integros de C. ensiformis e C.
rosea foram confeccionadas segundo metodologia descrita por De Sa et al.
(2014). Os cotilédones artificiais foram confeccionados utilizando 400 mg de
farinha de cotilédones de V. unguiculata (feijdo-fradinho). O pedaco de
tegumento natural foi colocado na parte inferior de um molde cilindrico (2,7 x 1,3
cm), sendo recoberto pelos 400 mg da farinha de fradinho. A semente foi
prensada utilizando-se uma prensa manual de botdo. Como controle, foram
utilizadas sementes artificiais confeccionadas apenas com farinha de cotilédones
de V. unguiculata. As partes das sementes que ndo continham tegumento foram
envoltas com microfilme e as sementes foram infestadas por 24h, com fémeas
de 48h de idade. Para o controle foram utilizadas sementes artificiais contendo

exclusivamente farinha de cotilédones de V. unguiculata com massa de 400 mg.

Apés o periodo de oviposicdo, os ovos foram contados e 0 excesso
retirado deixando-se apenas 3 ovos por semente, todos sobre o tegumento. Os
experimentos foram incubados a 28 °C, umidade relativa entre 60-80% em estufa
do tipo B.O.D. A ecloséo larval foi monitorada pelo periodo maximo de 7 DAO
(Dias Apos a Oviposicao). No 20° DAO as sementes foram abertas e as larvas

existentes foram retiradas para verificacdo da massa larval e da sobrevivéncia.

3.4. Andlise protebmica comparativa dos tegumentos de C. ensiformis e C.

rosea

3.4.1. Extracao proteica

As proteinas das farinhas dos tegumentos de C. ensiformis e C. rosea
foram extraidas pelo método acido tricloroacético (TCA)/acetona (DAMERVAL
et al., 1986). As amostras foram ressuspensas em 1 mL de tampao contendo

10% (p/v) TCA em acetona com 20 mM de ditiotreitol (DTT) e agitadas no vortex
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por 5 min a 8°C. Logo apéds, a mistura foi mantida a -20 °C por 1 h e depois
centrifugada a 16.000 g por 30 min a 4 °C. Os pellets foram lavados trés vezes
com acetona e DTT 20 mM e centrifugados por 5 min/lavagem. Logo depois, 0s
pellets foram secos e ressuspensos em tampéao contendo 7 M de ureia, 2 M de
tioureia, 2% de Triton X-100, 1% de DTT e Fuoreto de fenilmetilsulfonil 1 mM
(PMSF), agitando em vortex por 30 min a 8 °C e centrifugado por 20 min a 16.000
g. Os sobrenadantes foram coletados e as concentracdes de proteina foram
determinadas usando um Kit Quant 2-D. As analises foram realizadas em trés
réplicas biolégicas para cada farinha.

3.4.2. Digestao proteica

As proteinas foram precipitadas com metanol/cloroférmio de acordo com
NANJO et al., (2012) para remover qualquer contaminante do detergente de
amostras. As proteinas precipitadas foram ressuspensas em solugdo de 7 M e 2
M Tioureia, as amostras foram preparadas de acordo com REIS et al., (2021)
utilizando filtro (FASP). A integridade dos filtros foi verificada de acordo com
Hernandez-Valladares et al., (2016). Aliguotas das amostras foram adicionadas
as unidades de filtro Microcon-30 kDa (Millipore) (LIPECKA et al., 2016), lavadas
com 200 pL de bicarbonato de aménio 50 mM (solucédo A), centrifugadas a
10.000 g por 15 min a 25°C e adicionados 100 pyL de DTT 50 mM refrigerado
(solucdo A). As amostras foram agitadas e incubadas por 20 min a 60°C,
adicionados 200 uL de ureia 8 M e bicarbonato de amdnio 50 mM e centrifugadas
por 15 min. As proteinas foram alquiladas com 100 pL de iodoacetamida 50 mM
refrigerado (solucdo B), agitadas e incubadas por 20 min a 25°C no escuro, em
seguida foram adicionados 200 pL de solucdo B e centrifugados por 15 min
(repetindo-se essa etapa duas vezes). Para a digestdo, 50 L da solucdo das
proteinas foram misturadas com 25 yL de RapiGest 0,2 % (v/v) (Waters, Milford,
CT, EUA) e 25 pL de solucéo de tripsina (1:100 enzimas: proteina).

As misturas foram agitadas suavemente e incubadas por 16 h a 37°C.
Para a eluicdo dos peptideos os filtros foram transferidos para novos microcubos
e centrifugados durante 10 min, adicionados 50 yL de solucéo A e centrifugados
por 15 min. A precipitacdo do RapiGest e a inibicdo da tripsina, foram feitos com

5 uL de &cido trifluoroacético 15 %, sob agitacdo e incubacao por 30 min a 37°C.
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As amostras foram centrifugadas durante 15 min, os sobrenadantes foram
recolhidos e secos a vacuo. Os peptideos foram ressuspensos em 100 uL de
bicarbonato de aménio 50 mM, acetonitrila 5 % e acido formico 0,1 %. Os
peptideos foram quantificados utilizando o NanoDrop 2000c (Thermo Fisher

Scientific).

3.4.3. Andlise das proteinas por espectrometria de massas

A espectrometria de massa foi realizada usando um UPLC nanoAcquity
conectado a um instrumento Q-TOF SYNAPT G2-Si (Waters, Manchester, Reino
Unido). As execugdes consistiram em trés réplicas biologicas de 2,5 pyg de
proteina digeridas para cada amostra. Durante a separa¢ao, as amostras foram
carregadas em um nanoAcquity UPLC M-Class Symmetry em coluna C18 de 5
pm (180 pym x 20 mm) a 5 yL min-1 durante 3 min e depois em uma coluna
analitica de fase reversa nanoAcquity M-Class T3 1,8 ym (75 pm x 150 mm) a
400 nL min—-1, com uma temperatura da coluna de 45 °C. Um gradiente binario
para eluicdo dos peptideos foi usado com a fase mével A agua (Tedia, Fairfeld,
Ohio, EUA) e 0,1% de acido formico (Sigma-Aldrich) e fase mével B consistindo
de acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1% de acido férmico. O gradiente de eluicéo
comecou em 5% de B, aumentando para 43,8% até até 101,12 min, e de 43,8%
B para 99% B até 105,12 min, sendo mantido em 99% até 109,12 min, entao
diminuindo para 5% B até 111,12 min e mantido em 5% B até o final do

experimento em 127,00 min.

A espectrometria de massas foi realizada em modo positivo e modo de
resolucdo (modo V), com 35.000 de largura total na metade maximo (FWHM) e
mobilidade de ions, e no modo de aquisicdo independente de dados (DIA). A
separacao por mobilidade i6nica (IMS) usou uma velocidade de onda IMS de
800 ms-1 (HDMSE) e terminando com 500 ms-1. A energia de colisdo de
transferéncia aumentou de 19 para 55 V no modo de alta energia; as tensdes do
cone e do capilar foram de 30 V e 3000 V, respectivamente; e a fonte de
temperatura era de 100°C. Para os parametros de tempo de luta (TOF), o tempo
de varredura foi definido para 0,5 s no modo continuo, e a faixa de massa foi de
50-2000 Da. Fbrinopeptideo B humano [Glul] (Sigma-Aldrich) a 100 fmol pL-1
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foi usado como um calibrador externo, e a aquisicdo de massa de bloqueio foi
realizada a cada 30 s. A aquisicao do espectro de massa foi executado pelo

software MassLynx (versao 4.0, Waters).

3.4.4. Andlise dos dados da protedmica

O processamento dos espectros e banco de referéncia foram realizados
utilizando o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v.3.02 (Waters) e o
workflow foi com o software ISOQuant (Distler et al., 2014, 2016). Na andlise do
PLGS foram utilizados os seguintes parametros: Apex3D de 150 contagens
como limite de baixa energia, 50 contagens como limite de energia elevada e
750 contagens como limite de intensidade; uma clivagem perdida; no minimo
trés fragmentos de ion por peptideos; no minimo sete fragmentos de ion por
proteina; no minimo dois peptideos por proteina; modificacdes fixas como
carbamidometil (C) e modificacdes variaveis como oxidacdo (M) e fosforil (STY);
a taxa de falsas descobertas (FDR) para 40 identificacdo de peptideos e
proteinas foi ajustada para um maximo de 1 %, com um comprimento minimo de
seis aminoacidos. Os dados protedmicos foram processados no banco de dados

Glycine max UNIPROT (https://www.uniprot.org).

A quantificacéo foi realizada usando o software ISOQuant v.1.8 usando
configuracbes e algoritmos descritos anteriormente (DISTLER et al., 2014,
2016). Foi utilizada uma normalizacdo multidimensional que corrige as
intensidades de pico com base nos dominios de intensidade e tempo de
retencdo, resumidamente, a analise incluiu alinhamento no tempo de retencéo,
e 0 exato tempo de retencdo de massa (EMRT). A quantificacdo sem marcacao
foi estimada usando a abordagem de quantificacdo TOP3. Seguido pelo
processo de normalizacdo multidimensional implementado no [ISOQuant
(DISTLER et al.,, 2014). Depois da analise dos dados no ISOQuant, para
assegurar a qualidade dos resultados, definimos os parametros de refinamento:
apenas proteinas presentes nas trés repeticdes bioldgicas foram consideradas
para analise. Proteinas com um valor p < 0,05 foram consideradas up-regulated

se o valor log2 da mudanca de dobra (FC) foi maior que 0,60 e down-regulated
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se o valor log2 do FC foi menor que - 0,60. A analise de enriquecimento funcional
foi realizada usando o software OmicsBox 1.2.4

3.5. Isolamento das proteinas com afinidade a quitina

3.5.1. Extracao proteica

Sementes de C. ensiformis e C. rosea foram descascadas e foram
separados os tegumentos do embrido (cotilédones + eixo). Os tegumentos foram
triturados em um moinho, peneirados e pesados. As farinhas foram submetidas
a extracdo em uma proporcao de 1:20 em tampéo acetato de sodio 0,1 M, pH 6.
As misturas foram agitadas em um agitador magnético por cerca de 1 hora a
4°C. Apos a agitacao, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 min
a 4°C. Os precipitados foram descartados e os sobrenadantes utilizados para o

fracionamento das proteinas.

3.5.2. Isolamento das proteinas por cromatografia de afinidade a quitina

Na preparacdo da coluna foi utilizada uma suspensdo de
aproximadamente 50 mL de quitina (Sigma-Aldrich) em tampéao acetato de sodio
0,1M, pH 6. O sobrenadante obtido da extracdo do tegumento (180 mL) de cada
uma das espécies, foi incubado com a quitina por cerca de 1 h sob agitacao
lenta. Logo em seguida, a mistura da amostra e quitina foi adicionada a um tubo
de vidro para a montagem da coluna. A coluna foi empacotada através da acao
de uma bomba peristéltica, no fluxo 1,3 mL/min. A fracdo ndo-retida foi eluida da
coluna através da lavagem com o tampao acetato de sodio 0,1M, pH 6. A fracao
retida foi obtidas através da eluicdo com HCI 0,1 M. Fracdes de 4 mL/tubo foram
coletadas e a absorbancia lida a 280 nm. A fracao retida foi dialisada contra agua

e liofilizada.



35

3.5.3. Separacdo das proteinas por diferenca de solubilidade em 4gua

Esse processo objetivou a separacéo de proteinas com afinidade a quitina
ndo sollveis em &gua, como as vicilinas, das proteinas sollveis em agua, como
as quitinases e foi feito segundo descrito por FERREIRA et al., (2021). O p6
obtido da fracdo retida em quitina do tegumento de C. ensiformis foi diluido em
agua (1mg/mL) e centrifugado durante 20 min, 4 °C, a 10.000 x g. Este processo
foi repetido por 2 vezes e o sobrenadante final foi liofilizado. Assim o
sobrenadante, parte solivel em agua, foi denominada a fracdo rica em

quitinases, FRQ.

3.6. Caracterizacado das proteinas com afinidade a quitina

3.6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A eletroforese foi realizada utilizando um gel de poliacrilamida 12%
contendo SDS segundo a metodologia descrita por (LAEMMLI, 1970). Foi
preparado um volume de 5 mL do gel de separacdo com seguintes solugdes: 3,3
mL de H20; 4 mL de bis-acrilamida; 2,5 mL Tris-HCI 1.5 M, pH=8,8; 100 uL SDS
10%; 250 uL persufato de aménio 10 %; 2 uL de TEMED. Apds a polimerizagao
do gel de separacdo, foi preparado um volume de 5 mL de gel de
empacotamento (stack) pela mistura de 3,4 mL de H20; 830 uL de acrilamida
mix; 630 uL Tris-HCI 0,1 M pH=6,8; 50 yL SDS 10 %; 50 pyL persufato de aménio
10 %; 5 yL TEMED.

Apoés a polimerizacdo dos géis, 2 mg da fracdo retida em quitina dos
tegumentos C. ensiformis foram dissolvidas em 200 yL de tampao de amostra
4x (Tris-HCI 0,5 M, glicerol 10 %, azul de bromofenol 1 %, pH 6,8) e um volume
de 30 pL foi aplicado no gel de empacotamento. A eletroforese foi efetuada em
ambiente de tampao de corrida Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS
0,1 %, pH 8,3) por aproximadamente 2 h com uma voltagem de 60 V para corrida

no gel de empacotamento e 100 V no gel de separacéo.
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O gel foi corado com uma solucao corante (0,4 g de azul Brilhante de
Coomassie R 250, 160 mL de metanol e 40 mL de acido acético) e descorado

por uma solucao descorante (35 % de metanol e 10 % de &cido acético).

Outro gel de eletroforese similar, feito com a fragao retida em quitina de
tegumento de C. ensiformis, ndo foi submetido a coloracao e as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose para o procedimento de

imunodetecc¢do de proteinas por Western Blotting.

3.6.2. Western blotting para deteccéo de vicilinas e quitinases na fragéo
retida em quitina dos tegumentos de C. ensiformis

Apoés a eletroforese, as proteinas do gel ndo corado foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose para a realizagcdo do Western blotting, de
acordo com metodologia de TOWBIN et al., (1979). O sanduiche de transferéncia
foi montado em sistema semi-seco usando-se 2 pedacos de papel de filtro
grosso. Os papéis de filtros, o gel e a membrana foram equilibrados por 20 min
com tampao de transferéncia (Tris 0,25 M, glicina 1,92 M e metanol 20 %, pH
8,0). O sanduiche foi montado na seguinte ordem, uma folha de papel, seguido
da membrana, o gel e a outra folha de papel de filtro. O sistema foi fechado e a

transferéncia ocorreu em uma voltagem de 20 V por 3 horas.

Ao término da transferéncia, a membrana foi lavada com agua destilada
e corada com uma solucdo de Ponceau para verificar a transferéncia. Logo em
seguida, a membrana foi lavada com agua destilada e incubada em tampé&o PBS-
bloqueador (fosfato de soédio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 7,6 contendo 2 % de leite

em po desnatado), overnight a 4° C.

Para a deteccéo de vicilinas foi utilizado como anticorpo primario um anti-
vicilina de Vigna unguiculata em uma diluicdo 1:1000 uL por 2 h a temperatura

ambiente.

Para a deteccéo de quitinase foi utilizado como anticorpo primario um anti-
qguitinase de Adenanthera pavonina em uma diluicdo 1:1000 pL por 2 h a

temperatura ambiente.
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ApOs a incubacdo com o primeiro anticorpo, a membrana foi lavada com
tampéo PBS e adicionado o segundo anticorpo, anti-IgG de coelho complexado
a peroxidase 1:1000, por 1 hora, seguido de lavagens com tampédo PBS. A
solugao reveladora (4,9 mL H20 destilada; 100 pL Tris-HCI 2 M, pH 7,5; 300 uL
Imidazol 0,1 M; 10 mg DAB e 20 pL peroxido de hidrogénio) foi colocado para a
revelacdo das bandas. Apds o aparecimento das bandas a membrana foi lavada

com agua, seca com papel de filtro e fotografada.

3.6.2. Identificacdo das proteinas por espectrometria de massas

Uma banda proteica de aproximadamente 25 kDa, responsiva ao
anticorpo anti-quitinase na fracdo retida em quitina dos tegumentos de C.
ensiformis foi recortada de um gel SDS-PAGE e submetida a caracterizacéo
através de espectrometria de massas. Esses experimentos foram realizados no
laboratério de Toxinologia da FIOCRUZ-RJ em colaboracdo com o Dr° André
Teixeira da Silva Ferreira e Dr° Jonas Perales. Os fragmentos de gel contendo a
banda foram descoloridos por lavagem com uma solugéo 1:1 (v/v) de tampao

bicarbonato de amdnia 50mM pH 8,0 e acetonitrila por 15 min.

O gel foi desidratado com acetonitrila, seco por centrifugacédo a vacuo,
reduzido com DTT (ditiotreitol), alquilado com iodoacetamida e desidratado
novamente com acetonitrila. A proteina foi tripsinizada durante 16 h a 37 °C
(SHEVCHENKO et al., 1996). e os peptideos resultantes foram dessalinizados
em ziptip C18. Uma nanocromatografia de fase reversa acoplada a um
espectrometro de massas nanoeletrospray de alta resolucéo foram usados para
a identificacdo dos peptideos. Um volume de 3 pL da solucéo foi usado para as
analises. Os peptideos eluidos da cromatografia foram introduzidos no
espectrometro LTQ XL/Orbi/Trap MS (Thermo, USA).

Picos de massa com sinal de 20 ou acima (noise ratio) foram usados para
pesquisa em bancos de dados (NCBI) usando-se o programa MASCOT verséo
2.1 e 2.2. e 0 programa Scaffold. Os dados foram considerados validos quando
mostravam score superior a 40. Os peptideos identificados foram submetidos a

analise por BLASTp 2.8.1 para confirmar as similaridades.
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3.7. Andlises ds toxicidade das fracGes para o inseto C. maculatus

3.7.1. Confeccao de sementes artificiais contendo fragdes retidas em
guitina de tegumentos de C. ensiformis e C. rosea

A fragao retida em quitina de cada de ambos os tegumentos foi liofilizada,
dialisada e submetida a avaliacdo da toxicidade sobre o desenvolvimento do
inseto C. maculatus. As sementes artificiais foram confeccionadas utilizando a
metodologia descrita por Macedo et al., (1993), incorporando as fracdes em
concentracdo de 1%, C. rosea misturadas a farinha de cotilédones de
V.unguiculata perfazendo um total de 400 mg. A mistura foi prensada de acordo
com o item 3.3. Para o controle foram utilizadas sementes artificiais contendo

exclusivamente farinha de cotilédones de V. unguiculata com massa de 400 mg.

Cada semente foi infestada com trés fémeas, de 2 dias de idade, por 24
h. O excesso de ovos depositados foi removido, deixando-se em cada semente
trés ovos. As sementes foram armazenadas em camaras de crescimento do tipo
B.0.D. a 28 °C, sendo observadas em diferentes horas apos a oviposi¢cao (HAO)
e dias apos a oviposicao (DAO). A oviposicao foi observada em 24 HAO, a

eclosao larval 7 DAO e massa larval foi determinada 20 DAO.

3.7.2. Sementes artificiais contendo a fracédo rica em quitinases (FRQ) do
tegumento de C. ensiformis

Para avaliar a toxicidade da FRQ C. ensiformis foram confeccionadas
sementes artificiais contendo 1% dessa amostra como descrito no item 3.7.1. A
mistura de farinha foi homogeneizada com o auxilio de um vortex e colocada em
molde cilindrico (2,7 x 1,3 cm) e prensada para a confec¢cdo da semente como
descrito no item 3.3. Para o controle foram utilizadas sementes artificiais
contendo exclusivamente farinha de cotilédones de V. unguiculata com massa
de 400 mg. Cada semente foi infestada com trés fémeas, de 2 dias de idade, por
24 h. O excesso de ovos depositados foi removido, deixando-se em cada

semente trés ovos. As sementes foram armazenadas em camaras de
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crescimento do tipo B.O.D. a 28 °C, sendo observadas em diferentes horas apo6s
a oviposicao (HAO) e dias ap0s a oviposi¢ao (DAO). A oviposigao foi observada

em 24 HAO, a eclosao larval 7 DAO e massa larval foi determinada 20 DAO.

3.8. Efeitos do calcofluor sobre o desenvolvimento de C. maculatus

Calcofluor é um composto que se liga a quitina, podendo interferir com a
sintese e funcéo de estruturas quitinosas. Desta forma foi usado nesse trabalho
para averiguar os efeitos da inferéncia no metabolismo de quitina para o
desenvolvimento do inseto, mimetizando as possiveis acfes de proteinas com
afinidade a quitina . As sementes artificiais, contendo calcofluor nos tegumentos,
foram confeccionadas de acordo com DE SA et al., (2014). Concentracdes de
0,5 e 1 % de calcofluor (Sigma-Aldrich) foram adicionadas em farinha de V.
unguiculata para a confecgéo dos tegumentos artificiais com massa total de 30
mg. Essa mistura foi adicionada na parte inferior do molde cilindrico e sobre ela,
foram adicionados 400mg de farinha de V. unguiculata para a confec¢cdo dos
cotilédones artificiais. Todos os demais experimentos de confeccdo das
sementes, prensagem, infestacdo e acompanhamento do desenvolvimento

foram feitos de acordo com os itens 3.3 e 3.7.

3.9. Analise bioquimicas dos conteudos das reservas e enzimas digestivas

das larvas desenvolvidas nas sementes contendo calcofluor

3.9.1. Extracao das larvas

As larvas de 20 DAO, retiradas de experimentos de sementes artificiais
contendo tegumentos com 0,5% de calcofluor, foram maceradas e extraidas em
solucdo salina (NaCl 0,15 M), na proporcdo de 50 ul de solugcédo por larva.
Durante 30 min, o material foi submetido a agitacdo constante a temperatura de
4 °C. ApoGs agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 5
min a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20 °C para posterior

dosagens de glicose, proteinas e atividades das enzimas. O precipitado obtido
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da extracéo apos centrifugacéo, foi utilizado para determinacéo de triacilglicerois
e colesterol. Adicionou-se ao precipitado um volume de 12,5 pL/larva de Tween
20 0,1%, mantendo agitacdo constante pelo periodo de 30 min a 4°C. O material
obtido foi centrifugado a 10.000 x g por 5 min a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado
para determinacao de triacilglicerois e colesterol.

3.9.2. Determinacdao de glicose

Utilizou-se o kit Glicose Monoreagente do fabricante Bioclin para a
guantificacdo da concentracéo de glicose presente nas larvas. O kit € composto
por um reagente enzimatico (reagente N° 1), composto por: Tampdo < 36
mmol/L, Fenol < 20 mmol/L, 4- aminoantipirina < 5 mmol/L, Glicose Oxidase >
10.000 U/L, Peroxidase > 700 U/L, estabilizante, surfactante e conservante; e
por um reagente padréo (reagente N° 2) 29 composto por: Glicose (100,0 mg/dL)
e conservante. Os procedimentos seguiram as instru¢des indicadas pelo
fabricante. O ensaio foi realizado em microtubos de 1,5 mL, utilizando-se 2 ul do
extrato das larvas (extraido em solugao salina) adicionados a 200 ul do reagente
enzimatico. O ensaio foi feito em microtubos utilizando 2 uL do extrato das larvas
(extraido em solucgédo salina) + 200 yL do Reagente 1 e para a preparagao do
Branco, 2 yL de solugdo salina (NaCl 0,15 M) + 200 pL do Reagente 1 2
(enzimatico). O padréo do kit foi feito utilizando-se 2 uL do Reagente 2 + 200 uL
do Reagente 1 e foi utilizado para o calculo de determinacao de glicose. O ensaio
foi encubado por 10 min em banho-maria a 37 °C. Em seguida, 200 pl da amostra
foram transferidos para uma microplaca para Elisa de 96 pocos e a leitura foi
realizada em comprimento de onda de 492 nm. O ensaio foi realizado em
triplicata e os calculos foram realizados de acordo com as instrucdes indicadas

pelo kit do ensaio.

3.9.3. Determinacéo de triacilglicerol

Para determinar a concentracao de triacilglicerois presente nas larvas foi
utilizado o kit Triglicérides Monoreagente da Bioclin, seguindo suas instrucées

de uso do fabricante. O kit € composto pelos reagentes: Reagente N° 1 (reagente
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enzimatico) constituido por tampao, 4-clorofenol, lipase lipoprotéica, glicerol
kinase, peroxidase, glicerol-3-fosfato oxidase, 4-aminoantipirina, ATP, ativador,
estabilizante, surfactante e conservante; e Reagente N° 2 (Padrdo) que contém
triglicérides e diluente. O ensaio foi feito em microtubos utilizando 1 pyL de extrato
(extraido do precipitado em Tween 20 0,1%) + 1 yL de Tween 20 0,1% + 200 uL
do Reagente 1 e para o Branco, 2 yL Tween 20 0,1% + 200 pyL do Reagente 1.
O padrao do kit foi feito utilizando 2 uL do Reagente 2 + 200 pL do Reagente 1
e foi utilizado para o calculo de determinacao de triacilglicerois. O periodo de
incubacgao do ensaio foi de 10 min em banho-maria a 37 °C. Em seguida, 200 pL
foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos e a leitura foi feita em
comprimento de onda a 500 nm. O ensaio foi feito em triplicata e os célculos
foram feitos seguindo o método indicado pelo kit do ensaio.

3.9.4. Determinacéao de colesterol

Para determinacédo de colesterol presente nas larvas foi utilizado o kit
Colesterol Monoreagente da Bioclin, de acordo com as instru¢des de uso do
fabricante. O kit € composto pelos reagentes: Reagente N° 1 (reagente
enzimatico) constituido de tampéo, fenol, 4-aminoantipirina, colesterol oxidase,
lipoproteina lipase, peroxidase, quelante, surfactantes, estabilizantes e
conservantes; Reagente N° 2 (Padrdo) que contém colesterol, solubilizantes,
surfactante e estabilizante. O ensaio foi feito em microtubos utilizando 2 uL de
extrato (extraido do precipitado em Tween 20 0,1%) + 200 pL do Reagente 1 e
para o Branco, 2 yL Tween 20 0,1% + 200 pL do Reagente 1. O padréao do kit foi
feito utilizando 2 yL do Reagente 2 + 200 yL do Reagente 1 e foi utilizado para
o calculo de determinacao de colesterol. O periodo de incubacao do ensaio foi
de 10 min em banho-maria a 37 °C. Em seguida, 200 uL foram transferidos para
uma microplaca de 96 pocos e a leitura foi feita em comprimento de onda a 500
nm. O ensaio foi feito em triplicata e os célculos foram feitos seguindo o método

indicado pelo kit do ensaio.

3.9.5. Determinacéao de proteinas totais
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Para dosagem de proteinas totais soltveis foi utilizado o método do acido
bicinconinico BCA (Sigma Aldrich), seguindo as instru¢des do fabricante. Uma
curva padréo de albumina sérica bovina (BSA) na proporgdo de 1 mg para 1 mL
de agua destilada foi feita para o célculo de quantidade de proteinas totais
presentes nas amostras. A curva foi feita em quantidades crescentes (2, 4, 6, 8
e 10 yL) do estoque de BSA + 200 uL da solugdo de BCA + agua destilada para
completar o volume final de 210 pL. O ensaio foi feito em microplaca de 96 pocos
e para as amostras foram colocados 1 uL dos extratos (extraido em solucéo
salina) + 10 yL de agua destilada + 200 pL da solugdo de BCA. O ensaio foi
incubado por 30 min em estufa a 37° C. A leitura foi feita em comprimento de
onda a 540 nm. O ensaio foi feito em triplicata e os célculos de quantidade de
proteinas totais foram feitos de acordo com os dados da curva padréo.

3.9.6. Determinacao da atividade de a-amilase

Para determinar a atividade de a-amilase nas larvas foi utilizado o kit
Amilase Monoreagente da Bioclin, seguindo as instru¢des de uso do fabricante.
O kit é composto pelos reagentes: Reagente N° 1 (Substrato) que contém:
amido, tampao fosfato (pH 7,0), estabilizante e conservante; e Reagente N° 2
(Reagente de Cor) que é uma solucao estoque de lodo. O reagente N° 2 foi
usado para preparar o reagente de trabalho constituido de 5 mL do reagente N°
2 + 45 ml de agua destilada. Para o ensaio foram colocados 100 uL do reagente
1 em todos os tubos a serem utilizados. Em seguida os tubos foram colocados
em banho-maria a 37 °C por 12 min. Apds esse periodo, foram adicionados 2 uL
do extrato larval (extraido em solucéo salina) nos tubos referente as amostras e
2 UL de solucédo salina (NaCl 0,15 M) no tubo referente ao padrdo. Os tubos
foram novamente colocados em banho-maria a 37 °C por 7,5 min e em seguida
adicionados 100 pL do reagente de trabalho + 800 yL de agua destilada. Um
volume de 200 L foi transferido para uma microplaca de 96 pocos e a leitura foi
feita em comprimento de onda de 630 nm. O ensaio foi feito em triplicata. Os

célculos foram feitos seguindo o método indicado pelo kit do ensaio.
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3.9.7. Determinacgéo da atividade de lipases

Para determinar a atividade de lipases das larvas foi utilizado o kit Lipase
Monoreagente da Bioclin, seguindo as instru¢des de uso do fabricante. O kit é
composto pelos reagentes: Reagente N° 1 (Tampdo) — que contém Tris
(hidroximetilamino metano) pH 8,5; Reagente N° 2 (Inibidor Enzimético)
constituido de fenilmetil sulfonil fluoreto e solubilizante; Reagente N° 3
(Reagente de Cor) que contém DTNB (&cido ditionitrobenzoico), acetato de sodio
e estabilizador; Reagente N° 4 (substrato) contendo tiobutirato ditiopropanol e
surfactante; e Reagente N°5 constituido de acetona P.A. O ensaio foi feito em
microtubos de 1,5 uL utilizando 5 pL do extrato larval (extraido em solucéo
salina) + 100 puL do Reagente 1 + 5 uL do Reagente 2 + 10 yL do Reagente 3. O
Branco foi composto de 5 uL de NaCl 0,15 M + 100 pyL do Reagente 1 + 5 yL do
Reagente 2 + 10 yL do Reagente 3. O controle foi feito utilizando 5 pL do extrato
larval + 100 pL do Reagente 1 + 10 yL do Reagente 3 e foi utilizado para o calculo
de determinacao de lipase. Ensaio foi incubado em banho-maria a 37 °C por 2
min. Apés foram adicionados 10 yL do Reagente 4 nos tubos ensaio e 10 uL de
salina no tubo referente ao controle. Em seguida, o material foi incubado
novamente em banho-maria a 37 °C por 30 min. Apds o tempo, foram colocados
200 pyL do Reagente 5 em todos os tubos, deixado em repouso por 3 min e
centrifugado a 3500 x g por 5 min. Em seguida, 200 uL do sobrenadante foram
transferidos para uma microplaca de 96 pocos e a leitura foi feita em
comprimento de onda de 405 nm. O ensaio foi feito em triplicata. Os calculos

foram feitos seguindo o método indicado pelo kit do ensaio.

3.9.8. Determinacéao da atividade de proteases cisteinicas

Para verificacdo da atividade de protease cisteinica nas larvas, realizou-
se ensaio enzimatico segundo metodologia descrita por MICHAUD et al. (1994).
Utilizou-se azocaseina como substrato para a enzima, preparada na
concentracdo de 1% em tampao citrato-fosfato (citrato de sédio 100 mM, fosfato
de sédio monobasico 100 mM, Triton X-100 0,1%, DTT 1,5 mM, pH 5,6). O

célculo de atividade enziméatica foi realizado utilizando-se uma curva padrao de
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papaina, na proporcao de 1 mg para 2 mL de tampé&o citrato-fosfato. A curva foi
feita em quantidades crescentes (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22) de
papaina adicionadas a 80 pL da solugéo de 33 uL azocaseina + tampao citrato
fosfato até que se completasse 120 uL de volume final. Adicionou-se 10 pL dos
extratos das larvas (extraido em solucéo salina) a 30 uL de tampéao citrato-fosfato
e 80 uL de azocaseina em tubos de ensaio. A incubacgéo do ensaio foi realizada
por 1 h em banho-maria a 37° C. Apdés o periodo de incubacgdo, foram
adicionados 43 L de acido tricloroacético (TCA) 10% para possibilitar a pausa
da reacdo. As amostras foram submetidas a centrifugacéo por 5 min a 10.000 x
g e 350 pL do sobrenadante foram transferidos para microtubos, adicionando-se
43 uL de NaOH 1 M. Uma aliquota de 100 uL foi transferida para uma microplaca
de Elisa de 96 pocos e a leitura foi realizada em comprimento de onda de 440
nm. O ensaio foi realizado em triplicata e os calculos de atividade de protease
cisteinica foram feitos utilizando-se como parametro os valores de absorbancia

da curva padréao.

3.10. Experimentos in silico

As sequéncias dos peptideos obtidos por espectrometria de massas a
partir da banda de 25 kDa da fracdo retida em quitina dos tegumentos de C.
ensiformis, foram alinhadas no BLASTp com proteinas armazenadas no PDB
(Protein Data Bank). A proteina de maior identidade para vicilina, foi a 2EA7.A,
uma vicilina de V. angularis. Por outro lado, a proteina de maior identidade para

quitinase foi a IDJX, uma quitinase de C. ensiformis.

3.10.1. Sitios de ligacéo a quitina

Buscas na literatura foram feitas no intuito de comparar regides da
sequéncia de vicilinas e quitinases provaveis de se ligarem ao tetramero de N-
acetilglicosamina (NAG)s.. Os sitios de ligacdo da vicilina & quitina previamente
identificados nos trabalhos de MIRANDA et al. (2020) foram buscados

manualmente na sequéncia dos peptideos obtidos na espectrometria de massas.
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A identificacdo dos sitios de ligacdo da quitinase a quitina, foi feita de acordo
com o trabalho de Hanh et al., (2000).

3.10.2. Docking da vicilina e quitinase com o tetrdmero de N-
acetilglicosamina (NAG)4

O docking da vicilina e da quitinase com (NAG)s foi feito usando o
programa DockThor v.2 (SANTOS et al., 2020). A estratégia utilizada do encaixe
usava um espaco definido por um cubo de 40 A x 40 A x 40 A, direcionando o
cubo para uma regido especifica, que incluia o sitio de ligacéo da vicilina com a
quitina previamente identificado por MIRANDA et al., (2020) e para a quitinase,
os sitios de ligagdo a quitina foram identificados por HAHN et al., (2000). O
modelo do foi criado a partir do PyMol, com o plug-in Azahar para projetar

oligossacarideos.

Todas as rotagdes do ligante foram livres para girar enquanto os atomos
da proteina foram mantidos rigidos. O algoritmo de busca padréo do site foi
usado com 1.000.000 de avaliacbes e 24 execucbes por experimento. Os
melhores complexos vicilina-ligante e quitinase-ligante foram avaliados pelo
valor de energia de afinidade e submetido ao programa PLIP Web Tool,
(SALENTIN et al.,, 2015) e ao programa LigPlot + v. 2.2.4, (LASKOWSKI,
SWINDELLS, 2011). O programa LigPlot+ v. 2.2.4 indica apenas as interacoes
hidrofobicas e ligacdes de hidrogénio e fornece dados de distancia apenas das

ligacOes de hidrogénio.

3.11. Andlise de transcritos relacionados ao metabolismo de quitina no

transcriptoma de embrides, larvas pupas e adultos de C. maculatus

A expressdo de transcritos relacionados ao metabolismo de quitina foi
investigada no transcriptoma em embribes de C. maculatus publicado
anteriormente por BENTON et al., (2016).



46

A busca de transcritos relacionados ao metabolismo de quitina em larvas,
pupas e adultos de C. maculatus foi realizada através da andlise dos dados de
transcriptoma previamente publicado por SAYADI et al (2016).

Sequéncias publicamente disponiveis do inseto Tribolium castaneum,
obtidas do Genbank, foram usadas como iscas para encontrar transcritos
relacionados nos transcriptomas montados de C. maculatus.

Este conjunto de dados do transcriptoma foi utilizado entdo para realizar
uma avaliagdo dos niveis de expressao diferencial de transcritos para quitina
sintase, quitina desacetilase e quitinases em dois tempos de desenvolvimento
de embrides de C. maculatus, 0-7 h e 7-24 horas apos a fertilizacéo (haf). Além
de detectar a presenca de transcritos para quitina sintase, quitina desacetilase e

guitinases em larvas, pupas e adultos desse inseto.

3.12. Analise estatistica dos dados

Os experimentos foram feitos em triplicatas biolégicas independentes. As
médias, o desvio padrdo e o tratamento estatistico foram feitos utilizando o
software 37 GraphPad Prism 5.0. As analises de variancia (ANOVA) e analises
do teste Tukey (Teste T) foram realizadas segundo Bridge e Sawilowsky (1999).
Resultados foram considerados estatisticamente diferentes do controle quando
P <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Influéncia dos tegumentos naturais das sementes de C. ensiformis e C.

rosea sobre o desenvolvimento do inseto C. maculatus

A analise da toxicidade dos tegumentos naturais das sementes de C.
rosea para o inseto mostrou que houve cerca de 52% de inibicdo da oviposi¢cao
sobre esses tegumentos (16,2 ovos por semente) quando comparado com a
oviposicdo nas sementes controle de V.unguiculata (31,2 ovos por semente)
(Figura 2-A). Nos tegumentos naturais de C. ensiformis foi observada uma média
de 22,3 ovos por semente, foi uma inibicdo de cerca de 30% em relacéo a

oviposi¢ao nas sementes controle (32 ovos por semente) (Figura 2-B).
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Figura 2. Avaliagcédo da interferéncia dos tegumentos naturais de C. rosea e
C. ensiformis sobre a oviposicdo de fémeas de C. maculatus. Numero de
ovos sobre as sementes de V. unguiculata e sobre os tegumentos naturais de C.
rosea (A) e C. ensiformis (B) apds 24 horas ap0s a oviposicao (HAO). Os valores
representam a meédia de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por *
foram estatisticamente diferentes do respectivo controle, de acordo com teste t
de Student (p < 0,05).

A taxa de eclosdo larval 6 dias ap0s a oviposicdo (DAO) também foi
avaliada e foi observada que houve cerca de 100% da inibicdo da ecloséao larval
tanto nos ovos sobre os tegumentos de C. rosea (Figura 3A) quanto de C.
ensiformis (Figura 3-B), enquanto nas sementes controle a ecloséo foi de 97,2%
96,5% respectivamente. Como ndo houve ecloséo larval, consequentemente
também ndo houve emergéncia de insetos adultos nas sementes contendo os
tegumentos, enquanto nas sementes controle foi observado que mais de 90%

dos insetos emergiram (Figura 4-A e 4-B).
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Figura 3. Avaliacdo da interferéncia dos tegumentos naturais de C. rosea e

C. ensiformis sobre a ecloséo larval de C. maculatus. Percentual de eclosdo
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larval de C. maculatus em sementes contendo tegumentos de C. rosea (A) e de
C. ensiformis (B) e das sementes controle 6 DAO. Os valores representam a
média de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por * foram
estatisticamente diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de
Student (p < 0,05).
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Figura 4. Avaliacdo da interferéncia dos tegumentos naturais de C. rosea e
C. ensiformis sobre a emergéncia de insetos adultos de C. maculatus.
Percentual de emergéncia em sementes contendo tegumentos de C. rosea (A)

e de C. ensiformis (B) e dos respectivos controles. Os valores representam a
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média de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por * foram
estatisticamente diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de
Student (p < 0,05).

Na figuras 5A observa-se o perfil dos ovos 6 DAO, onde € possivel ver
gue as larvas ja se encontram formadas dentro dos ovos ovipositados sobre os
tegumentos de C. ensiformis (Figura 5-Aa) e de C. rosea (Figura 5-Ac). Ja nas
sementes controle, 0s ovos ja estdo com aspectos brancos, indicando que as
larvar eclodiram e o0s ovos ja estdo preenchidos com farinha, resultado da
escavacao (Figuras 5-Ab e 5-Ad). Aos 14 DAO (Figura 5-B) e aos 20 DAO (Figura
5-C) os ovos foram levantados com o auxilio de uma agulha e foi possivel
observar as larvas mortas presas aos ovos, algumas com O cOrpo
completamente dentro do ovo e outras com parte do corpo dentro do ovo e parte
atravessando o tegumento. Entretanto foi confirmado que nenhuma larva
conseguiu atravessar completamente os tegumentos das sementes de C.

ensiformis e C. rosea.
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Figura 5. Visualizacdo em estereomicroscopio dos ovos de C. maculatus
ovipositados sobre os tegumentos das sementes de C. rosea e C.
ensiformis e sobre as sementes controle nos periodos de 6, 14 e 20 DAO.
A: Ovos sobre os tegumentos de C. rosea e C. ensiformis 6 DAO. a: Ovo de C.
maculatus sobre o tegumento de C. ensiformis. b: Ovo de C. maculatus sobre a
semente controle. c: Ovo de C. maculatus sobre o tegumento de C. rosea. d:
Ovo de C. maculatus sobre a semente controle. B: Ovos de C. maculatus sobre
os tegumentos de C. rosea e C. ensiformis 14 DAO. a: Ovo de C. maculatus
sobre o tegumento de C. ensiformis. b: Ovo de C. maculatus sobre a semente
controle. c: Ovo de C. maculatus sobre o tegumento de C. rosea. d: Ovo de C.
maculatus sobre a semente controle. C: Ovos sobre os tegumentos de C. rosea
e C. ensiformis 20 DAO. a: Ovo de C. maculatus sobre o tegumento de C.
ensiformis. b: Ovo de C. maculatus sobre a semente controle. ¢c: Ovo de C.

maculatus sobre o tegumento de C. rosea. d: Ovo de C. maculatus sobre a
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semente controle. Cavidade de aproximadamente 0,1 mm que indica a tentativa

de perfuracéo da larva (20 DAQO). Barras pretas indicam escala de 0,1mm.

4.2. Analise protedmica comparativa dos tegumentos de C. ensiformis e C.

rosea

As analises protedmicas foram realizadas comparativamente entre os
tegumentos de C. ensiformis e C. rosea. A acumulagdo diferencial foi
determinada comparando CE/CR (C. ensiformis/C. rosea), proteinas
classificadas como UP estdo aumentadas nos tegumentos de CE e proteinas
classificadas como DOWN estdo diminuidas em tegumentos de CE. Para
proteinas diferentemente expressas foram considerados p <0,05 e diferencas de
expressao de pelo menos 1,4 x (Log2 do fold change =a 0.5 UP e Log2 do fold
change <-0.5 DOWN).

Os resultados dessa analise deram um total de 308 proteinas
identificadas. Dentre esse total de proteinas, 7 foram encontradas unicamente
para tegumentos de C. ensiformis (CE) e a mesma quantidade unicamente para
C. rosea (CR). Além disso, 156 proteinas 0 ndo mostraram uma expressao
diferencial entre os tegumentos de C. ensiformis e C. résea, ou seja, estavam
expressas nas mesmas concentracbes em ambos. Quando analisadas as
expressodes, foi observado que 38 proteinas estavam aumentadas (UP) no
tegumento de C. ensiformis e 95 proteinas estavam diminuidas (DOWN) (Figura
6).
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Figura 6. Diagrama de venn representando a distribuicdo das proteinas
identificadas durante a analise proteémica comparativa. O total de proteinas
encontradas foi de 308, sendo que 7 eram uUnicas em tegumentos de C.
ensiformis e em tegumentos de C. rosea, 38 sdo aumentadas (UP) em
tegumentos de C. ensiformis, 95 sdo diminuidas (DOWN) em tegumentos de C.
ensiformis e 156 proteinas ndo diferiram em expressao nos tegumentos de C.

ensiformis e nos tegumentos de C. rosea.

Quando analisadas as 7 proteinas encontradas unicamente em
tegumentos de C. ensiformis (Tabela 1), podemos destacar 3 proteinas de
acesso I1MN42, 11J8K1 e AOAOROHQX5 podem estar relacionadas a processos
biolégicos como ligacdo de carboidratos e K7L722 e 11LZ10 relacionados a
processos de sintese proteica (Figura 7). Analisando as 7 proteinas Unicas para
C. rosea (Tabela 2), observa-se que elas estéo relacionadas principalmente aos
processos bioldgicos de metabolismo energético (Figura 8). Nenhuma dessas

proteinas analisadas esta diretamente relacionada a funcdo de defesa.
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Tabela 1. Proteinas unicamente identificadas nos tegumentos de C.

ensiformis (CE) durante a analise protebmica. Os dados foram gerados

automaticamente pelo software OmicsBox.

Description

UTP--glucose-1-phosphate

uridylyltransferase
Alpha-mannosidase
Alpha-mannosidase

40S ribosomal protein SA

40S ribosomal protein $23

Phosphoenolpyruvate carboxylase,
housekeeping isozyme

Beta-galactosidase

Accession IEP

max
mw score

AOAOROLOWS 5,07 45380,71 5481,30
1IMN42 7,00 114672,38 3933,51
11J8K1 8,02 113581,77 2113,37
K7L722 6,34 33790,15 1145,68
11LZ10 10,81 15247,79 903,89

Q02909 557 111142,72 507,71

AOAOROHQOXS 6,17 85973,22 420,48

12

11

]

reported sequence
peptides

coverage

37,92

16,30
6,57
19,87
12,50

9,31

2,56

Average
CE

0 3728
0 5733
0 31519
0 4130
0 15441
0 14795
0 27379

Log2 Fold

Teste T Change
CR Ens/Ros Ens/Ros

Tabela 2. Proteinas unicamente identificadas nos tegumentos de C. rosea

(CR) durante a analise protedmica. Os dados foram gerados automaticamente

pelo software OmicsBox.

Description

Heat shock protein 70 family
Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase
Ras-related protein RABE1c-like
Heat shock protein 90
Glutamate decarboxylase
DYW_deaminase domain-containing
protein
Carboxypeptidase

Accession IEP

AQOAOROGRW1 5,70
11K135 8,20

AOAOROF5U2 7,96
AOAOROIGH3 9,42
ABCBH5 5,47

K7L6W2 7,58

11LTMS 4,95

max

mw score
33672,85 5261,86
36633,91 3409,44

24075,25 3061,42
52142,81 2058,81
57590,90 1360,08

30214,61 675,58

54749,85 429,53

reported sequence
peptides

3

2

coverage

12,54
20,18

12,50
21,04
25,45

6,37

8,21

Average
CE CR Ens/Ros
4145 0 -
13375 0 -
11514 0 -
9375 0 -
13108 0 -
52388 O -
45914 0 -

Log2 Fold

TesteT Change

Ens/Ros

Diferential
accumulation

Ens/Ros
UNIQUE ROS

UNIQUE ROS
UNIQUE ROS
UNIQUE ROS
UNIQUE ROS

UNIQUE ROS

UNIQUE ROS

Diferential
accumulation

Ens/Ros
UNIQUE ENS

UNIQUE ENS

UNIQUE ENS
UNIQUE ENS
UNIQUE ENS

UNIQUE ENS
UNIQUE ENS
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Figura 7. Andlise dos processos biolégicos das proteinas Unicas
identificadas nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a analise
proteébmica. Os dados foram gerados automaticamente pelo software
OmicsBox.
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Figura 8. Analise dos processos biolégicos das proteinas Unicas

identificadas nos tegumentos de C. rosea (CR) durante a analise
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protebmica. Os dados foram gerados automaticamente pelo software

OmicsBox.

As proteinas aumentadas (UP) e diminuidas (DOWN) nos tegumentos de
C. ensiformis (CE) estdo mostradas nas tabelas 3 e 4. A determinacdo da
classificacdo dos processos biolégicos dos quais essas proteinas participam,
mostrou que houve uma repeticdo de proteinas entre os diferentes processos
biolégicos. Dentre as 38 proteinas aumentadas (UP), proteinas relacionadas
com processos do metabolismo de carboidratos, respostas a estresses e
processos celulares foram as mais numerosas (Figura 9). Em relagéo as funcdes
biolégicas, se destacaram atividades como de hidrolases, proteinas de ligagcéo e
formacdo de estrutura ribossomal. Os acessos AOAOROIJW2, K7NKEL,
AOAOROIVM8 (urease, quitinase e lipoxigenase respectivamente) estao
relacionadas a defesa, vale ressaltar a presenca de uma quitinase, classica
proteina de defesa, entre essas proteinas UP (acesso K7NKE1). Nas analises
das 95 proteinas diminuidas (DOWN) nos tegumentos de C. ensiformis (CE) foi
possivel destacar algumas que participam em eventos biolégicos como
processos celulares e metabolismo de outras proteinas (Figura 10). Pode-se
destacar os acessos 11LC49 e AOAOROGHM2 sendo relacionados a defesa.
Analisando as 156 proteinas identificadas em ambos os tegumentos e que nao
diferiram em expresséao, também destacaram funcdes de repostas ao estresse,
metabolismo de carboidrato e envolvidas em processos celulares e de

organizacao (Tabela 5).



Tabela 3. Proteinas UP identificadas nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a analise protedmica. Os dados foram
gerados automaticamente pelo software OmicsBox.gerados automaticamente pelo software OmicsBox.

reported  sequence Log2 Fold  Diferential

Description Accession IEP mw  max score des  cover Average Teste T Chansm  acomnalation
CE CR EnsfRos Ens/Ros Ens/Ros

Heat shock cognate 70 kDa protein ADAOR4JMDE 491 7148076 1310800 25 45,92 45487 25250 00049 0,85 up
Heat shock protein 70 family 11MT10 509 7126490 1270865 21 34,73 132819 54319 00001 1,29 up
domain-containing protein 11K9VE 4,47 2924470 1139453 15 62,55 76423 33526 0,0022 119 up
Actin CET7YL 516 4192493 B349,18 19 59,95 200756 75379 00006 1,41 up
Phosphopyruvate hydratase ILIPW5 535 4794343 655570 16 42,12 57338 35549 0,0105 0,69 up
Urease ADADROUW2 5,03 7027875 522559 8 13,84 136599 56297 00475 1,28 up
Superoxide dismutase [Cu-Zn] ILRI7 557 15349,84 463447 2 15,13 86484 10411 0,0008 3,05 up
Pectinesterase 1IMK76 7,64 55139,13 368666 8 21,34 136981 39652 00000 1,79 up
Fructose-bisphosphate aldolase 11IHE6 734 3849260 358713 10 35,75 55873 29176 0,0030 0,94 up
Heat shock protein 90-1 110314 476 8067454 330014 17 29,33 30232 5882 00005 2,36 up
Chitinase K7KNEL 9,58 33042,57 3082,77 3 7,72 170281 82838 00499 1,04 up
Late embryongenesis abundant protein Q39871 6,29 5064391 270646 4 10,15 122113 75820 00037 0,69 up
605 ribosomal protein L11 IMIK9 10,36 1965972 261405 2 14,20 41638 19812 00002 1,07 up
EF1_GNE domain-containing protein AOAOROJISE 4,022 25089,27 245886 4 26,52 29114 9540 0,041 161 up
m-“m“-“:::rm*“m'"g C6TID2 7,62 3614762 241845 g 39,38 225650 59601 0,0003 1,92 up
5-ﬂ;!:;?ﬂﬂrﬂw:m$r::::;!:!— ADADRAISZE 592 8444258 220366 11 19,79 42546 20001 00322 1,09 up
EF1_GNE domain-containing protein IILWBB 4,31 2431531 203574 4 34,82 19285 6878 00005 1,49 up
Calmodulin-2 P62163 3,91 1688876 201582 2 22,82 10012 13818 0,009 1,50 up
Fn3_like domain-containing protein K7LBPY 832 8490658 196633 6 11,50 269491 101655 00166 1,41 up
Annexin ADAOR4JALE 7,96 3604882 185508 4 26,92 21337 13102 0,000 0,70 up
Cell division cycle protein 48 homolog 11IPP3 495 09047927 156100 21 35,77 6581 2442 00004 1,43 up
NAD(P)H dehydrogenase (quinone) 11M2F5 610 2112593 135641 4 24,75 38931 11082 0,0001 1,81 up
605 acidic ribosomal protein PO C6TGAB 4,81 3424637 123584 4 20,69 75452 49398 0,0005 0,61 up
Non-reducing end alpha-L-arabinofuranosidase _ [LIMY1 579 7440474 124438 7 10,50 13927 3028 0,0000 2,20 up
405 ribosomal protein 519-3 C6SVRE 1060 16020,46 115456 2 16,78 19794 8802 00033 117 up
NAD{P)H dehydrogenase (quinone) ADAORAI3VO 6,10 21760,88 107851 3 20,49 52009 17275 00038 159 up
Calnexin homolog ADAOROKGC1 4,61 61889,33 1017,37 & 14,79 22187 7447 00011 157 up
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Chaperonin Cpn I1INHW4 558 615891,76 1012,20 g9 23,13 24535 12670 00013 0,95 up
NAD(P]H dehydrogenase (quinone) ADAOROH7ES 6,10 20421,37 100698 3 26,56 30380 9730 00237 1,64 up
Beta-galactosidase ADAOROGTD1 8,13 B8968,66 818,67 3 4,30 17785 6914 00038 1,36 up
Calreticulin ACADROEIAZ 4,28 4867352 757,39 5 13,98 18287 7575 00005 1,27 up
UDP-glucose 6-dehydrogenase 1115Y9 634 53556,33 74557 2 4,58 13358 3362 00298 1,99 up
605 ribosomal protein L3 I1LDES 10,60 4467011 710,28 5 11,83 25085 15833 00370 0,66 up
Lipoxygenase OS=Glycine max AODAOROIVME 6,85 93103,23 661,70 4 5,45 75760 37470 00000 1,02 up
Chaperonin Cpn 11LAL4 588 61432,60 597,69 6 12,70 16345 10248 00036 0,67 up

Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase 11K775 4,60 4872269 571,94 3 10,24 29138 7058 00054 2,05 up
Lysosomal beta A mannosidase ADADROHTI4 6,05 #B#EREHE 202,28 2 2,35 17538 9976 00060 0,81 up
Glucan endo-1,3-beta-D-glucosidase 11K775 4,60 4872269 571,94 3 10,24 29138 7058 00054 2,05 up
Lysosomal beta A mannosidase ADADROHTIA 6,05 HBENEEHE 202,28 2 2,35 17538 9976 00060 0,81 up
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Tabela 4. Proteinas DOWN identificadas nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a analise protedmica. Os dados foram gerados
automaticamente pelo software OmicsBox.gerados automaticamente pelo software OmicsBox.

Description Accession IEP mw max score reported  sequence Average Teste T Log2 Fold Diferential

peptides  coverage accumulation
CE CR  EnsfRos Ens/Ros EnsfRos
Glutaredoxin-dependent peroxiredoxin ADADROIAF2 555 1750923 1210390 [ 47,53 84936 178987 00020 -1,08 DOWN
Malate dehydrogenase H2D553 587 3554581  11690,67 9 39,33 80850 134003 00276 -0,73 DOWN
Heat shock protein 70 family O I1IGRS 5,01 72025,53 11605,43 22 39,42 73216 132546 0,0010 -0,86 DOWN
Glucose and ribitol dzhydmganase ADADR4IGBL 7,25 3207431 1154295 6 31,06 82887 163564 00001 -058 DOWN
Nudix hydrolase domain-containing protein ADADROEIOE 485 2912923 10516,62 [ 25,97 92100 141443 00134 -0,62 DOWN
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydruganase ADADROKAR4 7,45 3695526 988719 10 47,34 39529 83662 00031 -1,08 DOWN
Actin 11MDT4 516 4182385 846252 19 58,09 8036 17541 0,039  -1,13 DOWN
Peroxiredoxin 11KRI7 6,51 2455720 8407,02 7 37,16 70785 222745 00000  -1,65 DOWN
HSP90-1 D&C4Z29 4,75 B0665,61 737091 21 37,61 53445 106693 0,0000 =1,00 DOWN
Phosphopyruvate hydratase 11NAIT 5,24 47958 46 727212 14 38,96 35137 65242 001895 089 DOWN
Mi-binding urease accessory protein UreG Q9xGs2 591 3031684 6820,72 4 27,01 16917 116936 00004 -2,79 DOWN
Heat shack protein 70 family | K7L242 567 6968543 5675,07 6 15,97 14475 23969 00080 -0,73 DOWN
Cyanate hydratase ] CBSXEL 745 1872245 5659,16 4 30,91 6962 86404 00000 -3,63 DOWN
Heat shock protein 70 family ADADROFY4S 785 7204856 550888 5 13,57 5659 12485 00020 -1,14 DOWN
Triosephosphate isomerase, cytosolic ADADROGETI 5,82  27426,24 527367 5 21,34 23343 p095% 00018  -1,38 DOWN
Heat shock protein 70 family ADADROFEKE 679  67652,19 5257,08 [ 14,12 5323 13570 00131 -1,35 DOWN
Glucose and ribitol dzhydmganase ADADROI4FE 7,13 3217038 521340 5 21,84 24959 59504 00016  -1,25 DOWN
Alpha-mannosidase 11ICF7 6,63 11451308 518104 16 20,16 186731 395979 00031 -1,08 DOWN
C1_2 domain-containing protein K7K753 6,92 10101270 468692 5 874 10986 22368 00008 -1,03 DOWN
UDP-arabinopyranose mutase ADADROFDTE 5,51 4068165 457999 10 34,84 23712 51815 00015  -1,13 DOWN
Alcohol dehydrogenase 11KAIS 572 3748545 428325 6 27,30 20006 171657 00007 -1,10 DOWN
Glutathione S-transferase 3 P46417 544 2612914 426643 3 11,87 25759 119186 00021 -2,21 DOWN
Alpha-1,4 glucan phosphorylase 11MBAS 518 11091170  3989,02 26 37,21 3e678 82815 00125  -1,17 DOWN
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase ADADROHSTS 7,85 1835472 3798,33 3 25,00 17060 47955 00237 -1,45 DOWN
Mudix hydrolase durnnln-ountalnhg protein  AOAOROGRCS 493 7293926 3738,35 11 21,13 70409 307209 00001  -2,13 DOWN
Phosphopyruvate hydratase 11MO89 6,03  48260,94 345724 11 27,64 77045 123977 00013  -0,69 DOWN
ATP synthase subunit beta ADADRAIACE 574 5995031 3434 55 11 30,95 77333 121058 00035 -0,65 DOWN
Malic enzyme ADADROKSXO 7,31 5495431 340849 4 16,53 3810 14334 00048 -191 DOWN
Tubulin alpha chain 11911 4,74 5032543 337864 4 13,75 B4BS 11108 00258 -0,78 DOWN




405 ribosomal protein 516 IIKQE3 10,55 1759756 336546 2 16,13 22130 38638 00189 -0,80 DOWN
Aldose 1-epimerase IIN4BE 967 4084677 335462 5 16,17 43740 110764 0,0030 -1,34 DOWN
Peroxidase IINHAS 637 3948580 331484 2 8,99 50213 84743 00383 0,76 DOWN
UDP-arabinopyranose mutase 11IKD37 589 4135835 3251738 6 19,06 46810 71422 0,009 -0,61 DOWN
Alpha-1,4 glucan phosphorylase IILWR4 541 11060947 311585 24 30,88 67961 169196 0,0001 -1,32 DOWN
Proteasome subunit alpha type C6TGI7 549 27550,29 310396 4 2249 20469 35746 0,0056 -0,80 DOWN

Cell division cycle protein 48 homolog |LXAD 493 0162457 300296 2 40,66 30397 52600 0,0011 0,79 DOWN
S-Nhj?nvﬁmﬂv:mﬂﬂ::::::;f!— IUWK3 641 89120,78  2956,00 13 23,03 41375 63848 0,0064 -0,63 DOWN
Poly [ADP-ribose] polymerase 11LkS7 516 78952,32 288452 9 2214 38966 66181 00178 0,76 DOWN
Peptidase Al domain-containing protein  AOAORDIPLG 8,16  50870,74  2879,96 a 19,66 101228 245755 0,0052 -1,28 DOWN
Alcohol dehydrogenase 1 1IMAS1 633 41177,82 284274 2372 61121 140246 0,005 -1,20 DOWN
Tubulin beta chain (Fragment) P28551 555 4637855 248668 11 3873 18776 34760 0,002 0,89 DOWN
Fructose-bisphosphate aldolase ILPX8 637 3885303 236258 9 32,12 7526 34632 00008 -2,20 DOWN
CpR ﬂﬂl\ﬂll‘l-ﬂﬂl‘l’ﬂll‘lh! protein ADADROKDOUS 587 10156296 233570 11 2151 23190 0028 0,0165 -1,11 DOWN
UDP-glucose 4-apimerase I1KPT1 834 3942685 214882 6 2229 15676 40254 0,0010 -1,36 DOWN
Formate-tetrahydrofolate ligase IINIBS 653 68007,84 192968 7 16,51 11056 22336 00117 -1,01 DOWN
GTP-binding protein SAR1A C6SZI8 663 2217656  1850,87 2 12,44 17467 20114 00032 0,74 DOWN
Aldose 1-epimerase 11522 963 40877,82 183782 4 1321 15086 54839 00002 -1,86 DOWN
Proteasome subunit alpha type 11IKTZ5 890 25047,68 183269 a 31,88 12268 21905 0,0011 -0,84 DOWN
Xylose lsomerase ADAOROFEZS 635 5432582 178802 7 1824 16166 57802 0,0000 -1,84 DOWN

Fn3_like domain-containing protein IIMGH2 805 8498653 177985 5 8,90 615 27183 00003 -547 DOWN
Carboxypeptidase ADAOROESC1 645 4960872 177041 5 12,05 58989 119417 0,0012 -1,02 DOWN

Malic enzyme 1IMMO8 566 65479,88  1713,19 5 11,17 786 14320 00072 4,19 DOWN

Proteasome subunit beta 11x13 571 2043827 166341 2 1581 14849 27641 0,0301 0,90 DOWN
Beta-hexosaminidase |11LFD 7.95 G1867,.52 1632,39 4 9,58 13524 37122 0,0010 =1,4G DOWMN
Carboxypeptidase KINOR3 661 5015940 161109 2 5,39 53872 144112 0,0000 -1,42 DOWN
G"’"":';:;'::;“:h::;:”hm 11KL47 483 5010948 160537 6 1788 14626 27255 0,0022 0,90 DOWN
Voltage-dependent anion-selective channel I1LWI5 948 29762,67 154441 2 1159 17193 26710 00246 -0,64 DOWN
Formate-tetrahydrofolate ligase I1LFG6 7,24 6819522 147826 6 13,68 11458 33466 0,0001 -1,55 DOWN
Alpha-galactosidase K7KQUS 832 6777084  1466,70 3 B,37 33689 90509 00021 -1,43 DOWN
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405 ribosomal protein S16 IIKQE3 10,55 17597,56 336546 2 1613 22130 38638 00189 -0,80 DOWN
Aldose 1-epimerase IIN4BE 9,67 4084677  3354,62 5 1617 43740 110764 00030 -1,34 DOWN
Peroxidase 1INH45 6,97 3948580  3314,84 2 8,99 50213 84743 00383  -0,76 DOWN
UDP-arabinopyranose mutase 11IKD37 589 4135835 325138 6 1906 46810 71422 0009  -0,61 DOWN
Alpha-1,4 glucan phosphorylase IILWR4 541 110609,47 311585 24 30,88 67961 169196 0,0001 -1,32 DOWN
Proteasome subunit alpha type C6TGA7 549 2755029  3103,96 a 2249 20469 35746 0,005  -0,80 DOWN

Cell division cycle protein 48 homolog 11IXAD 4,93 0162457 30029 2 4066 30397 52600 0,0011 -0,79 DOWN
gmm:mmﬁr:':’" IUWK3 641 8912078  2956,00 13 23,03 41375 63848 00064  -0,63 DOWN
Poly [ADP-ribose] polymerase 11LKS7 516 7895232 288452 3 22,14 38966 66181 00178 -0,76 DOWN
Peptidase A1 domain-containing protein  ADAORDJPL6 8,16  50870,74  2879,96 a 1966 101228 245755 0,0052 -128 DOWN
Alcohol dehydrogenase 1 1IMA91 6,33 41177,82 284274 8 2372 61121 140246 0,0025 -1,20 DOWN
Tubulin beta chain (Fragment) PI8551 555 4637855  2486,68 11 3873 18776 34760 0,0029 -0,89 DOWN
Fructose-bisphosphate aldolase ILIPX8 6,37 3885303 236258 3 1212 7526 34632 00008 -2,20 DOWN

Cp R Hﬂl‘lﬂll‘l-ﬁﬂl‘lﬂll‘lh! protein ADADROKOUS 8587 10156296 233570 11 2151 231490 0028 00165 -1,11 DOWN
UDP-glucose d-epimerase 11KP71 834 3942685 214882 6 2229 15676 40254 0,0010 -1,36 DOWN
Formate--tetrahydrofolate ligase 11NJ85 6,53 6800784 192968 7 1651 11056 22336 00117 -1,01 DOWN
GTP-binding protein SAR1A 65218 6,63 2217656 185,87 2 1244 17467 29114 00032 -0,74 DOWN
Aldose 1-epimerase 111522 9,63 40877,82 183782 4 1321 15086 54833 00002 -1,86 DOWN
Proteasome subunit alpha type 11KTZ5 8,00 25047,69  1832,69 a 31,88 12268 21905 0,0011 -0,84 DOWN
Xylose isomerase ADAOROFSZS 6,35 5432582  1788,02 7 1824 16166 57802 00000 -1,84 DOWN

Fn3_like domain-containing protein IIMGH2 805 8498653 177985 5 8,90 615 27183 00003 -547 DOWN
Carboxypeptidase AOAOROESC1 6,45 49608,72 177041 5 1205 58989 119417 00012 -1,02 DOWN

Malic enzyme 1IMMO8 566 6547988  1713,19 5 11,17 786 14320 00072 -4,19 DOWN

Proteasome subunit beta 111X19 571 2043827 166341 2 1581 14849 27641 00301 -0,90 DOWN
Beta-hexosaminidase I1LFD4 7.95 0186752 1632,39 4 9.58 13524 37122 0,0010 =140 DOWMN
Carboxypeptidase KINOR3 6,61 5015940  1611,09 2 5,39 53872 144112 00000 -1,42 DOWN
G"“""‘:;:ﬂ':::;":hﬂ:rmhm 11KL47 483 5010948 160537 6 1798 14626 27255 00022 -0,90 DOWN
Voltage-dependent anion-selective channel ILLWI5S 9,48 29762,67  1544,41 2 1159 17193 26710 00246 -0,64 DOWN
Formate-tetrahydrofolate ligase I1LFG6 7,24 6819522 147826 6 1368 11458 33466 00001 -155 DOWN
Alpha-galactosidase K7KQU3 8,32 G704 146,70 3 b,37 33p¥9 90508 00021 -1,43 DOWN
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Expansin 11LK21 900 24839,08 146620 2 1318 20290 50062 0,0062 -1,30 DOWN
Lyase_1 domain-containing protein 11V68 524 3789823 145563 2 6,53 14092 30810 0,0052 -1,13 DOWN
Pectin acetylesterase IIMMHE 825 4498666 143921 1053 10927 33194 00121 -1,60 DOWN
Pyruvate "‘"t:::‘fr:':::ﬂ component L DAOROGSGS 530 38256,55  1408,06 3 10,76 13884 21176 0,0353  -0,61 DOWN
Peptidase A1 domain-containing protein 11LC49 820 4790881 136311 2 5,18 18545 72920 00178 -1,98 DOWN
Thiamine thiazole synthase, chloroplastic QoSLR8 573 3668515  1303,00 1826 5576 25097 0,0028 -2,22 DOWN
PPM-type m";::“”"m"“'"‘" 1LT7%6 640 2672137 128484 4 20,66 13686 31921 0,000 122 DOWN
Protein disulfide-isomerase CBTOF8 4,96 30890,76 127537 3 1123 12466 19080 0,0017 -0,61 DOWN
CBS domain-containing protein IIMCFO 596 45652,41 121692 2 5,33 18550 66618 00012 -1,84 DOWN
Aldedh domain-containing protein IIKXGS 7,32 5872993 119979 5 1250 24383 43108 00162 -0,82 DOWN
Fructose-bisphosphate aldolase 1ILEQS 7,73 3280538 118399 2 1405 10133 16354 00318 -0,69 DOWN
Malate dehydrogenase 111ZP0 652 4393398  1166,10 3 1453 11401 17917 00131 -0,65 DOWN
Alpha- sidase IIN3A6 682 4614552 115318 4 8,29 12171 60216 0,0020 -2,31 DOWN
Alpha-mannosidase ADAOROEK76 6,00 11333500 114024 6 7,50 32835 71043 00067 -1,11 DOWN
Beta-galactosidase IIM4LE 596 70823,07 110826 6 10,68 18882 59122 0,0003 -165 DOWN
Germin-like protein C7S8D5 944 22960,44  1061,80 2 1330 5841 30839 0,0002 -2,40 DOWN
Beta-galactosidase IIKGC4 832 94719,21  1050,27 3 4,14 13268 31997 0,0076 -1,27 DOWN
Clp R domain-containing protein IIKDOD 6,16 83563,25  1050,12 9 1527 20566 33942 00072 -0,72 DOWN
Phosphoglucomutase (alpha-D-glucose-1,6- I1IKSM3 519 63741,92  1027,88 11 2285 19840 30943 00061 -0,64 DOWN
bisphosphate-depend
Lipoxygenase ADAOROGHM2 584 8084563 101581 4 7,67 26840 41551 0,0310 -0,63 DOWN
Alpha-galactosidase I1KB92 577 48107,24 989,63 4 1021 24022 43837 0,0012 -0,87 DOWN
Ferritin C6TCNS 565 28243,85 968,29 4 17,60 27658 62062 0,0345 -1,17 DOWN
Carboxypeptidase ADAOROEBEG 9,06  33193,00 889,17 3 8,03 5343 21068 00017 -198 DOWN
Catalase-3 048560 681 5725334 802,77 a 1150 13357 42940 0,0050 -168 DOWN
TENA_THI-4 domain-containing protein _ ADAOROID77 7,79 3411512 74020 2 6,46 19768 50341 00469 -1,35 DOWN
Non-specific phospholipase C3 1IMMa42 572 48003,13 724,49 3 10,17 11129 29417 00171 -1,40 DOWN
Lactoylglutathione lyase Qo7s21 551 2101676 713,05 3 1514 14631 31330 00278 -1,10 DOWN
Aldo_ket_red domain-containing protein 11LAJ3 7,72 3686101 624,37 3 13,11 9542 17756 00229 -0,90 DOWN
Alpha-1,4 glucan phasphorylase KIN100 512 11154167 606,57 6 5,15 5101 14415 00465 -1,50 DOWN




UDP-glucose 4-epimerase I1IAE4 665 3536028 592,36 3 13,35 9508 16014 00134 -071 DOWN
Phosphoenolpyruvate carboxylase I1KEN4 539 11084635 563,52 5 7,45 8661 16387 00148 -092 DOWN
Allene-oxide cyclase FEKBT4 876 2788848 53360 2 10,28 14231 21748 00237 -061 DOWN
Oligopeptidase A 11L4U3 588 8883613 529,05 3 5,72 12188 23759 00244 096 DOWN
Glyco_transf_5 domain-containing protein ~ ADADROHUM4 9,01 5067857 527,39 3 7,96 16883 46187 00126 -1,45 DOWN
" Harpin binding protein 1 Q50UB6 8,62 2848856 490,48 3 14,72 9064 14116 00207 -0,64 DOWN
Ligase_CoA domain-containing protein 11L0GE 643 49570,82 455,12 4 11,79 7367 11589 0,0341 -0,65 DOWN
Ketol-acid reductoisomerase 11LLILS 693 6372648 380,63 2 4,27 10930 29805 00052 -1,45 DOWN
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Figura 9. Analise dos processos bioldgicos das proteinas UP identificadas
nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a analise proteémica. Os

dados foram gerados automaticamente pelo software OmicsBox.
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Figura 10. Andlise dos processos biolégicos das proteinas DOWN

identificadas nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a analise
proteébmica. Os dados foram gerados automaticamente pelo software

OmicsBox.
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Tabela 5. Proteinas DOWN identificadas nos tegumentos de C. ensiformis (CE) durante a anélise proteémica. Os dados foram
gerados automaticamente pelo software OmicsBox

reported sequence Log2 Fold  Diferential

Description Accession IEP mw max score Average Teste T

peptides  coverage Change accumulation
CE CR EnsfRos  Ens/Ros Ens/Ros

Heat shock cognate 70 kDa protein ILIPCS 478  6798L82 11404,00 24 42,65 39449 50894 0,209 037  UNCHANGED
Malate dehydrogenase Q9sPEE 823 36369,91 1130251 9 32,75 107066 134290 0,0073  -0,33  UNCHANGED
Heat shock cognate 70 kDa protein AOAOROFHOO 4,90 7163208 1111890 26 50,08 10182 12130 01717  -0,25  UNCHANGED
Histone H4 POCGES 11,88 1140840 1018598 6 5728 71824 63425 05026 018  UNCHANGED
G"'“"':":h“"::‘a':::"hm C6TDS6 735 3712843 1000263 13 4559 155603 205931 0,1210 0,40 UNCHANGED
ADP-ribosylation factor 11I585 9,14  17692,51 946896 9 64,71 57764 25540 00566 118  UNCHANGED
Luminal-binding protein 5 11KPN3 48 7370552 8870,23 2 3988 84388 57223 03859 056  UNCHANGED
Luminal-binding protein 5 I1KPN5 495  78400,88  8800,01 20 3701 170516 123201 05282 047  UNCHANGED
Actin 11KUGE 516 4179382 849883 2 62,60 988559 939026 0,7871 007  UNCHANGED
Alcohol dehydrogenase 1 11XD1 7,85  39382,86 7839,64 7 27,73 113476 75984 02869 058  UNCHANGED
Oleosin CavHas 843 1747387 752338 2 667 361184 295077 00458 029  UNCHANGED
Elongation factor 1-alpha ADADRDESZE 9,41  49622,26  7410,48 15 43,18 262361 241002 0,519 012  UNCHANGED
Wﬂd‘mm;:mnm;:::::s domain- 1LIYLS 539 1603331 693310 4 4500 50052 35192 00242 051  UNCHANGED
Actin 11KBG2 524 3726475 686398 16 56,33 21277 23988 0,224 0,17  UNCHANGED
Desiccation-related protein PCC13-62 K7LYDS 767 3358477 6702,39 2 8,04 334887 436440 00468 0,38  UNCHANGED
Superoxide dismutase ASIVZT 9,06 2670649 665673 3 2780 208205 151838 03444 046  UNCHANGED
Glucose and ribitol dehydrogenase-like  AOAOROI965 6,47 3501475 663556 4 13,79 66182 108739 0,622  -0,72  UNCHANGED
GTP-binding nuclear protein AOACROLAL 6,42 2547485  6436,60 6 41,18 49961 59422 0,1065 0,25 UNCHANGED
Histone H2B ADAOROH449 10,55 1468330  6337,19 3 2632 63518 47266 0,424 043  UNCHANGED
HATPase_c domain-containing protein 11IL6 477 8061455 624186 16 2963 92108 85897 0,880 0,10 UNCHANGED
Urease 11K3K3 564  91022,62 619219 1 17,04 202337 180510 0,1653 0,16  UNCHANGED
Sead maturation protein PM22 QOXERS 496 1674540 593663 3 2697 86466 134515 00914  -0,64  UNCHANGED
Ubiquitin-like domain-containing protein C6TARY 10,15 1789570  5898,09 6 4581 110409 86447  0,0945 035  UNCHANGED
Gun-w“-b':;::""“"“'"“ ADAOROIISE 742 4109007 5717,79 6 2161 13298 8929 00033 057  UNCHANGED

UTP--glucose-1-phosphate HLMT3 516 5207366 5514,07 13 4358 29451 47533 0,201 069  UNCHANGED
uridylyltransferase
14_3_3 domain-containing protein ACAOROJAXO 4,50  29161,79  5094,81 9 2802 48111 35179 00008 045  UNCHANGED




Late embryogenesis abundant protein D-34-

e 11LE41 455 2620607 472787 3 18,75 77820 100559 02293 0,37  UNCHANGED
uwm;;:rﬂhm 11MBR7 503 5158610 4674,71 15 4691 85832 113817 0,1264 041  UNCHANGED
Phosphoglycerate kinase ADAOROIRH4 6,29 42392,00 4670,44 8 30,17 144689 80562 02616 0,84  UNCHANGED

405 ribosomal protein 514 ADAOROFZ23 11,44 1637980 44099 5 4933 18425 14834 03578 031  UNCHANGED

Malic enzyme K7KRR3 637 6576419 413153 6 1523 395035 610748 0,1049 0,63  UNCHANGED
Lactoylglutathione lyase 11KZT2 564 3252401 410448 7 2787 65113 82618 0,028  -0,34  UNCHANGED
Peroxygenase (Fragment) ADAOROHVK? 6,05 2223518 388691 2 12,69 109947 124380 0,0707  -0,18  UNCHANGED
""*“mp'::::::::::d ysteine HMXL3 543 5331312 380717 7 2248 126567 166265 00332  -0,39 UNCHANGED
GTP-binding protein YPTM2-like 11KOU9 6,88 2093472 361227 3 2473 28905 26377 00206 013  UNCHANGED
14_3_3 domain-containing protein ADADROIEIS 4,61 2847918  3397,08 6 30,00 19535 15688 0,000 032  UNCHANGED
" Tubulin alpha chain 11K3x9 4,82 5028957 337364 5 2004 24813 18929 04732 039  UNCHANGED
synthase subunit alpha, mitochondrial Q01915 6,20 5561584 332524 13 3445 57528 79022 00672 0,46  UNCHANGED
405 ribosomal protein SA ADADROJ3DS 548  31057,40  3286,68 10 50,36 54342 49463 06371 014  UNCHANGED
Tr-type G domain-containing protein 11KU21 572  05012,98 327641 18 3488 49535 73648 00662 0,57 UNCHANGED
PHB domain-containing protein 11LWI3 493 3183612 316219 6 2762 44867 30919 00728 054  UNCHANGED
Adenosylhomocysteinase 11K355 550  53760,61 311343 13 30,93 42850 43859 0,8537 0,03  UNCHANGED
Eukaryotic initiation factor 4A-11 ADAOROKA74 512 4702165 303923 14 3898 57622 70682  0,0597 0,29  UNCHANGED
SKP1-like protein ADAOROHM17 4,35 1766584  3022,00 2 1806 21523 15042 03416 052  UNCHANGED

Fn3_like domain-containing protein 11LVZ8 7,56 8645302 2912,65 13 1658 114307 93729 03216 029  UNCHANGED
GTP-binding protein SARLA CETTHO 5,92 2214158 282836 5 44,04 19671 19568  0,9666 0,01  UNCHANGED
Proteasome subunit beta ADAOR4J321 5,00 2518537  2811,90 3 14,16 16500 14153 04412 022  UNCHANGED
Eukaryotic initiation factor 4A-11 ADAOR43M1 520 4698857  2799,86 1 34,62 22024 16429 00118 042  UNCHANGED
UDP-arabinopyranose mutase 11637 540 4228128 271249 14 3533 72133 65169  0,2728 0,15  UNCHANGED
Glutamine synthetase ADAOR4J3P1 5,16 3931914  2687,85 6 3315 27688 29088  0,7957  -0,07 _ UNCHANGED

505 ribosomal protein 123, chloroplastic (65203 10,65 1723245  2645,70 3 1921 28617 21203 0,450 043  UNCHANGED
Fructose-bisphosphate aldolase 11MB71 7,34 1858178 247120 g 28,45 34768 29278 0,2611 0,25 UNCHANGED
Heat shock protein 70 family KTK7B4 6,21 3104588 2464,18 2 9,25 44936 49139 06757 0,13  UNCHANGED
H{+)-axparting diphnsphatase ANANROICER 5,97 70178,95 24490 5 10,79 RETRN 77057 ONTIR 107  UNCHANGED
UBC core domain-containing protein 11LV61 6,14 1660529 2427,09 2 2297 10611 17778 00720  -0,74  UNCHANGED
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14_3_3 domain-containing protein 11KSEQ 4,84 2799849 240047 6 2041 32204 26482 00166 028 | UNCHANGED
Histone H2A CETMVE 11,11 15602,46  2200,54 2 21,62 59105 31043 0,481 093  UNCHANGED
Rib I|_L18e/L15P domain-containi
osoma o n" -contalning ing77 11,55 1494341 2199,96 2 1866 47724 47424 09582 001  UNCHANGED
Protein disulfide-isomerase I1KAB7 469 5640026 215391 6 1690 110745 103672 0,346 0,0  UNCHANGED
Alpha-xylosidase 1 11KWV4 6,16 10356143 210157 8 12,63 51977 68843 00551  -0,41  UNCHANGED
EF1_GNE domain-containing protein C6TD34 433 2439044 208867 4 2825 26449 21590 03714 029  UNCHANGED
Glutathione transferase K7KBBO 5,87  24951,66 2053,85 5 2465 30272 39420 00957  -038  UNCHANGED
Protein ADP-ribosyltransferase PARP3 QoSWB4 526 0282984  2052,62 13 2601 52348 71794 03397 0,46 UNCHANGED
Lea protein Q39873 7,40 4951378  2044,80 5 8,52 71075 69606 0,876 0,03  UNCHANGED
Glutamate decarboxylase 111322 546 5634166  2002,86 6 1546 68202 63168 05325 011  UNCHANGED
Cell division cycle protein 48 homolog 11LTLO 5,00 9058640 199125 2 40,15 20038 24808 0,0090  -0,31  UNCHANGED
Pectinesterase KTKZNT 7,86 13088551 198164 5 456 21686 18013  0,0225 027  UNCHANGED
Aspartic proteinase 11KZU7 519 5613153  1944,34 3 6,51 12616 13383  0,7072  -009 UNCHANGED
Aldehyde dehydrogenase (NAD(+))  ADADRDGC36 7,72 3892975  1921,34 6 2486 26761 19231 00092 048  UNCHANGED
Ribosomal_L6e_N domain-containing . oroisk2 1078 2114898 191646 2 13,76 17407 19420 07198 0,16  UNCHANGED
Erutzln
Annexin ADAOROGF16 8,95  33947,82  1900,40 5 1622 50020 56896 05390 0,19  UNCHANGED
Ribosomal_L7Ae domain-containing protein  11JB54 9,70 1211504 186359 2 2617 18959 19722 08239  -0,06 UNCHANGED
Aspartic proteinase 11KNGO 6,08 5648302 1862,58 4 1440 26350 19307 05791 045  UNCHANGED
Alpha-xylosidase 1 ADAOROIGK1 5,80  95862,67  1800,91 9 1154 62830 56704 03918 0,15 UNCHANGED
Aldehyde dehydrogenase (NAD(+)) 111108 569  55157,04 1772,63 6 1709 33808 23254 00032 054  UNCHANGED
Urease Q945H4 573  01451,71 176506 7 932 481859 426219 03733 018  UNCHANGED
NAD(P)-bd_dom domain-containing protein  11K6M7 808 2626988 173985 4 21,65 22810 18430 02213 031  UNCHANGED
605 ribosomal protein L35a-1 CBSXC3 10,94 1288304 172851 2 2321 15564 19073 0,444 029  UNCHANGED
UDP-arabinopyranose mutase CETABY 537 4114313 169672 6 1653 12139 17215 00054 050 UNCHANGED
CN hydrolase domain-containing protein _ C6T972 520 3829149 1682,78 2 914 45797 55274 00381  -027  UNCHANGED
11-beta teroid dehyd -
'h"dw“u e yrrogenase C6TR71 623  40442,65 164921 2 620 41184 55402 05704 043  UNCHANGED
Guanosi leotide diphosphate
anosine nucleotide diphosp 11KSQ3 620 3356743  1616,60 6 30,30 8816 8724 08927 002  UNCHANGED

dissociation inhibitor




Vacuolar proton pump subunit B KTMUIS 525 4883501  1592,09 10 3591 36869 30494 05278 027 | UNCHANGED
GTP-binding protein YPTM2 11MIT? 4,67 2066163 157114 2 1484 12158 9677  0,1977 033  UNCHANGED
405 ribosomal protein 56 B2BF98 11,15 2825989 155884 3 2227 36913 24811 00080 057  UNCHANGED
405 ribosomal protein S3a CETLT3 1024 2989866 153837 4 17,24 19720 22889  0,3082  -0,22  UNCHANGED
Peptidase Al domain-containing protein  ADAOROGOPS 894 4571278  1533,57 2 6,56 69050 99807 0,0270 0,53  UNCHANGED
Late embryogenesis abundant protein LEA 111957 6,04 4879562 153258 4 10,69 56251 46397  0,2337 028  UNCHANGED
Beta-hexosaminidase 11JDS6 554  63364,89 153026 4 9,01 15753 13156 0,806 026  UNCHANGED
V-type proton ATPase catalytic subunit A 11KG34 518  69064,75  1505,69 13 3547 30833 41435 00967 043  UNCHANGED
EF1Bgamma class glutathione S-transferase  C6TNT2 5,84 4781579 147526 6 1742 114861 81543 00003 049  UNCHANGED
CYTOSOL_AP domain-containing protein  11IN7G4 638 6123400 146001 5 12,54 33150 31496 07244 007 UNCHANGED
405 ribosomal protein S3a 11NGJO 10,61 2698562 145871 a 1588 11652 16799 0,1549  -0,53  UNCHANGED
Adenosylhomocysteinase 11LN30 5,80 5395073 144122 8 2247 34849 49470 00444 051  UNCHANGED
Phosphoglycerate kinase ADAOROGFWE 8,75  50066,77 141345 4 1491 79456 63412 00408 033  UNCHANGED
Ribosomal_L16 domain-containing protein AOAOR4J207 10,77 2552053 141325 5 2028 23467 19660 04176 026  UNCHANGED
5“;'::’"'":::”;::“":::;‘:’" 11LXY2 8,04 6983270 139744 9 1850 13496 16944 00737  -033  UNCHANGED
Beta-conglycinin alpha subunit 11INGH2 4,81 6357249 132182 2 369 138173 115127 00788 026  UNCHANGED
605 ribosomal protein L12-3-like C6TMBS 9,50  17947,79 131540 3 2229 23806 19429 02210 029  UNCHANGED
Serine hydroxymethyltransferase ADADRAI3C3 6,96 5217516 131168 6 1635 27480 36105 00021  -0,39  UNCHANGED
Tubulin beta chain 11K7J4 459  51093,16 125024 8 2388 6692 9533 00377 051 UNCHANGED
405 ribosomal protein S8 ADAOROFOG7 10,89  22527,63  1203,14 2 1523 27147 34187 03321  -033  UNCHANGED
CYTOSOL_AP domain-containing protein 11JGP8 675 6007683 118093 8 20,18 180906 146148 0,1511 031  UNCHANGED
Aspartate aminotransferase 11K839 9,00 3889835 112987 7 31,09 36295 25829 0,0480 045  UNCHANGED
"“:;::;:i‘:‘:ﬂ:':::"" 11NBLE 508 7451659 110365 5 7,10 27002 18072 00224 058  UNCHANGED
Ribosomal_S7 domain-containing protein  |LJFW? 9,64 2189029 107956 3 1897 21173 19175 04175 0,14  UNCHANGED
Ribos_L4_asso_C domain-containing 111203 1091 4471880 107864 7 2395 32289 45611 00362  -050 = UNCHANGED
protein
Arginase 1, mitochondrial I1MUR2 502 3697831  1059,97 3 8,88 91806 64067 00675 052  UNCHANGED
Thioredoxin-dependent peroxiredoxin ~ AOAORDHQQ2 5,70 2847328 102501 4 2791 18035 16978 05623 017  UNCHANGED
PfkB domain-containing protein 11MD61 4,89 3562478 964,12 5 2121 38350 36427 05257 007  UNCHANGED
605 ribosomal protein L7-4-like 11KVR2 1033 2832212 960,31 4 1811 21624 24405 04780  -0,17  UNCHANGED




405 ribosomal protein S15-4 C65WG3 10,85 1740157 959,66 2 2323 11040 9517 04805 021  UNCHANGED
Pectinesterase ILIKRG 731  54810,77 936,32 3 5,71 78780 66929 07232 024  UNCHANGED
PAP_fibrillin domain-containing protein 11MFL4 557  33352,18 924,26 3 16,67 17803 12562 0,0048 050 UNCHANGED
51 kDa seed maturation protein Q39801 674 5109635 91536 4 1026 39275 30235 02424 038  UNCHANGED
ﬂ*m-h"""'“-?';:; m""'""""‘“"h'“‘ ADADROK4HO 5,30 3116853 908,23 2 8,19 10208 18410 0,056  -0,85  UNCHANGED
Calnexin homolog Q39817 460 6230873 898,89 4 13,74 50612 36414 02690 048  UNCHANGED
Proteasome subunit alpha type 11KKK1 5,83 2458597 896,20 2 11,50 17594 17518 09564 001  UNCHANGED
Ribosomal_L14e domain-containing protein  11L7F3 1091 1541134 892,58 2 1667 16681 23732 00347  -051 UNCHANGED
Phosphoenolpyruvate carboxylase P51061 602 11121695 839,69 6 9,10 9674 6344 00641 061  UNCHANGED
Calreticulin ADATE2 4,24 4834496 824,74 5 13,81 20367 21236 0,7864  -0,06  UNCHANGED
Aldedh domain-containing protein ILIZWS 510 5355632 81517 7 2500 23335 23162 09772 001  UNCHANGED
Pyruvate kinase ILNSND 7,41 5592881 805,38 3 12,16 17163 14671 04079 023 UNCHANGED
405 ribosomal protein 518 ADADR4I200 10,91 1767057 804,58 4 3224 21147 21080 09880 0,00  UNCHANGED
Aldedh domain-containing protein 111545 639 5882104 751,81 4 9,85 12171 17701 0,0750  -0,54 UNCHANGED
Uncharacterized protein ADAOROFBTO 4,94 7584164 714,08 6 14,12 14609 14220 0,8348 004  UNCHANGED
Glycerophosphodiester phosphodiesterase  11KYF2 683 8420730 65781 3 578 36097 47302 02738  -0,39  UNCHANGED
Ribosomal_S4 domain-containing protein  ILIWW7 10,58  21533,76 648,61 2 1028 23541 24215 0,8568  -0,04  UNCHANGED
PCI domain-containing protein C6T763 4,86 3109134 548,00 2 1236 12759 11412 04983 016 UNCHANGED

BAG fa olecular ch lato
mily m ’; APErone reguiator  \0AOROGZSS 9,88 4584644 640,41 2 452 315246 384889 0,0751 0,29  UNCHANGED
Alanine transaminase 11MK75 6,42 4589191 636,63 3 9,00 13816 11222 0,488 0,30 UNCHANGED

Gamma aminobutyrate transaminase 3,
ADAOROHCZO 7,76 5021945 632,01 3 9,21 9252 13530 00414 D CHANGED

chloroplastic-like ’ A 0 ’ ’ 55 [N

Proteasome subunit alpha type 11NV 4,89 3126088 622,62 2 9,51 14322 13980 0,8614 003  UNCHANGED
Protein disulfide-isomerase 11MAS6 4,93 4856181 619,70 2 5,32 13663 17238  0,1305  -0,34  UNCHANGED
HATPase_c domain-containing protein 11MC34 459 8381294 592,25 5 963 22611 24540 05314  -0,12  UNCHANGED
Aconitate hydratase ADADROM3C7 6,75 9866037 587,75 6 10,56 16251 24022 00514  -0,56 UNCHANGED
Adenasine kinase ILIPNS 567 3005603 578,87 2 9,33 13930 13475 08734 005  UNCHANGED

translocon domain-containing protei
Plug_translocon domain-containing protein ...\ 8,94 5249243 562,28 3 630 20848 18797 05989 015  UNCHANGED

1
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Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial  11M2K9 553 7256920 557,20 5 10,98 10186 14357 0,0293  -0,50 | UNCHANGED
Proteasome subunit alpha type-5 QoMA4TE 450 2615139 55585 3 18,83 19968 15993 02587 032  UNCHANGED
Isocitrate dehydrogenase [NADP] Q06197 582 4639195 551,84 5 14,53 19961 14734 0,403 044  UNCHANGED

Serine protease EDA2 AOADROFXYD 509 5586941 51574 2 4,69 35615 37944 05654  -0,09  UNCHANGED

SNFl-related protein kinase regulatory 0, no00yy  §17  4s30072 508,03 2 5,42 18417 18838 07767 004  UNCHANGED
subunit Eamma-l-llm

ADP/ATP translocase I1LUHE 10,09 3963467 499,34 2 5,18 67802 57438 04584 024  UNCHANGED

Pyruvate kinase AOADROKSLS 527 44831230 487,18 3 12,32 25075 18027 0,0274 048  UNCHANGED

VWFA domain-containing protein 1118K3 441 4237733 47378 2 802 18378 14095 00382 038  UNCHANGED

Protein DJ-1 homolog B-like 11M322 651 4706448 467,65 2 7,78 36692 44332 04272 0,27  UNCHANGED

Serine/threonine-protein phosphatase 24 |, | o 491 6579934 443,90 2 5,00 15693 11960 0,597 039  UNCHANGED
reiulatnq' subunit A

Rihosomal_L2_C domain-containing 11MN72 11,13 2835750 443,81 2 11,54 25002 26323 0,7589  -0,07  UNCHANGED

Er-uuin

Aconitate hydratase 11I8H1 546 0909261 431,39 5 a,21 11758 16196 03218  -0,46  UNCHANGED

Protein TolB 11KAD3 6,18  B0386,84 42588 2 415 102443 59787 00,1417 078  UNCHANGED

Transaldolase 11KZ11 5,19 4328487 421,16 3 8,03 11308 14561 0,610  -0,36  UNCHANGED

Plasma membrane ATPase I1L1A4 6,36  105514,40 344,18 3 4,92 12304 11052 04856 015  UNCHANGED

Clathrin heavy chain 11M7S4 521 18101651 305,77 2 2,15 28754 25942 05951 015  UNCHANGED

Plasma membrane ATPase ADAOROKAUL 6,38  101621,64 299,00 3 5,64 10084 9109 05522 015  UNCHANGED

Cyanogenic beta-glucosidase-like ADADROHPQS 6,04 4232564 283,86 2 4,85 18466 16506 04455 016  UNCHANGED

Pectinesterase ILLYBT 7,04 5690360 269,01 2 329 46170 31840 00385 054  UNCHANGED
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4.3. Isolamento das proteinas com afinidade a quitina dos tegumentos de

C. ensiformis e C. rosea

Para investigar a presenca dessas proteinas nos tegumentos das
sementes foi realizada uma cromatografia de afinidade a quitina. Nos perfis
cromatograficos de ambos os tegumentos (Figuras 11 e 12) é possivel observar
a presenca de fracdes retidas na coluna que foram eluidas com HCL 0.1M. Esse
resultado indica a presenca de proteinas com afinidade a quitina no tegumento
de C. ensiformis (Figura 11) e no tegumento de C. rosea (Figura 12). Contudo, a
alta absorbancia obtida nas leituras pode indicar interferéncia de pigmentos

presentes nas amostras.

o
n

w
5

Absorbancia (280 nm)

Fracéo (4mL)

Figura 11. Perfil cromatografico das proteinas de tegumentos de C.
ensiformis isoladas por cromatografia em coluna de afinidade a quitina. As
proteinas retidas foram eluidas com HCI 0,1 M. Foram coletadas fracbes de 4

mL/tubo sobre um fluxo de 1,3 mL/min. As absorbancias foram lidas a 280 nm.
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Figura 12. Perfil cromatografico das proteinas de tegumentos de C. rosea
isoladas por cromatografia em coluna de afinidade a quitina. As proteinas
retidas foram eluidas com HCI 0,1 M. Foram coletadas fracbes de 4 mL/tubo

sobre um fluxo de 1,3 mL/min. As absorbancias foram lidas a 280 nm.

4.4. Visualizacao do perfil proteico das fracdes com afinidade a quitina

O perfil eletroforético das fracdes retidas em quitina dos tegumentos de
C.ensiformis e C. rosea foi visualizado em gel de poliacrilamida 12%. Os
resultados para as fracdes retidas dos tegumentos de C. rosea apresentou
bandas majoritarias com massas moleculares de aproximadamente 180 KDa,
abaixo de 55 kDa e abaixo de 35 kDa. Duas bandas proximas a 15 kDa também
podem ser observadas (Figura 13).

Para os resultados da fracdo retida de tegumento de C. ensiformis,
observa-se bandas majoritarias entre 100 e 130 kDa, proxima a 40 kDa, uma

banda abaixo a 35k Da e uma préoxima a 25 kDa. (Figura 14-A). Essas proteinas
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majoritarias com massas moleculares acima de 40 kDa reagiram com o anticorpo
de anti-vicilinas de cotilédones de V. unguiculata (Figura 14-B).

Pelo menos quatro bandas visualizadas no gel (Figura 15-A) também
reagiram com o0 anticorpo anti-quitinase no ensaio de Western blotting (Figura
15-B), uma banda proxima a 130 kDa e trés bandas entre 40 e 25 kDa.

Fragdo retida
em quitina

kDa
1
%
100-
70-

55-
40-

M

35-

25-

Figura 13. Visualizacéo do perfil proteico em gel de eletroforese 12% das
fracdes retidas dos tegumentos de C. rosea através de cromatografia. M:

Marcador molecular (kDa).
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Figura 14. Perfil proteico da fracéo retida em quitina em gel de eletroforese
12% (A) e Western Blotting para deteccéo de vicilinas (B). M: marcador de

massa molecular (kDa).

A kDa M Fragdo retida B kDa M Fracdoretida

em quitina

em quitina
180- |
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35- 35- .
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Figura 15. Perfil proteico da fracéo retida em quitina em gel de eletroforese

25-

12% (A) e Western Blotting para deteccao de quitinases (B). M: marcador de

massa molecular (kDa).

4.5. Avaliacdo datoxicidade das fracfes retidas em quitina dos tegumentos

de C. ensiformis e C. rosea para o inseto C. maculatus

Com o intuito de investigarmos se as proteinas retidas em quitina dos
tegumentos de C. ensiformis e de C. rosea sao toxicas para C. maculatus, foram
confeccionadas sementes artificiais contendo 1% das fracfes. No0ssos
resultados mostraram que houve diminui¢cdo na oviposicao, eclosdo e na massa
das larvas emrelacao ao controle (Figura 16). Para larvas de 20 DAO dias, foram
observadas massas das larvas controle de 10 mg, enquanto as larvas do
tratamento tiveram uma média de massa larval de 7 mg (Figura 16-C). A figura
16-D, mostra as larvas de 20 DAO das sementes controle e contendo 1% da

fracao retida.
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Figura 16. Avaliagdo da toxicidade de 1% da fragao retida em quitina dos
tegumentos de C. ensiformis sobre os parametros de oviposicao, eclosao
larval e massa larval de C. maculatus. A: Numero de ovos em sementes
artificiais contendo 1% da fragc&o retida em quitina e em seu respectivo controle.
B: Percentual de ecloséo larval de C. maculatus nessas sementes 6 DAO. C:
Massa da larva (mg) 20 DAO. D: Morfologia larval de C. maculatus 20 DAO.
Barra = 1 cm. Os valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do

respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

Os resultados para as sementes artificiais contendo 1% da fracao retida
de tegumentos de C. rosea mostraram efeitos bem mais acentuados, quando
comparados com C. ensiformis. A oviposicdo e a massa larval foram reduzidas
em aproximadamente 59,6% (Figura 17-A) e 51,1% (Figura 17-B)
respectivamente, quando comparados com as larvas das sementes controle.
Figura 17-C mostra as larvas de 20 DAO das sementes controle e contendo 1%

da fracdo retida.
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Figura 17. Avaliagdo da toxicidade de 1% da fragao retida em quitina dos
tegumentos de C. rosea sobre os parametros de oviposi¢ao, penetracdo
larval e massa larval de C. maculatus. A: Numero de ovos em sementes
artificiais contendo 1% da fracdo retida em quitina e seu respectivo controle. B:
Massa da larva (mg) 20 DAO. C: Morfologia larval de C. maculatus 20 DAO.
Barra = 1 cm Os valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do

respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

4.6. Avaliacdo da toxicidade da fracdo rica em quitinase (FRQ) dos

tegumentos de C. ensiformis

Para a avaliacao da toxicidade, 1% da fracdo FRQ foi incorporada na dieta
artificial de C. maculatus. Foi verificado que quando as larvas se alimentaram
dessa fracao sofrem alteracdes no desenvolvimento, com reducao de 64,4% na
massa das larvas 20 DAO, quando comparadas com as larvas controle (Figura

18-A). A figura 20-B mostra a morfologia e a massa larval 20 DAO.

Massa larval (mg)

Cnn;:rnle 1% nlatidu
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Controle 1% FRQ

Figura 18. Avaliacéo da toxicidade de 1% da fragdo FRQ de tegumentos de
C. ensiformis sobre a massa larval de C. maculatus. A: Massa das larva (mg)
20 DAO. B: Morfologia larval de C. maculatus 20 DAO. Barra = 1 cm. Os valores
seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo controle de

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

4.7. ldentificacdo, por espectrometria de massas, das proteinas com

afinidade a quitina dos tegumentos de C. ensiformis

Para confirmar a presenca de quitinase nos tegumentos de C. ensiformis,
a banda de aproximadamente 25 kDa (Figura 19) reativa ao anticorpo anti-
quitinase, foi recortada do gel e enviada para a FIOCRUZ para identificacédo por
espectrometria de massas. Os resultados mostraram que essa banda gerou um
numero consideravel de peptideos. Um total de 45 peptideos originados da
hidrolise da banda proteica de 25 kDa apresentou similaridade com uma
quitinase de C. ensiformis (tr|081934|081934 CANEN) com uma cobertura de
62 % (Figura 20-A). 29 desses peptideos alinharam com uma endoquitinase de
Cajanus cajan (tr[AOA151THL7|AOA151THL7 CAJCA) com cobertura de 46%
(Figura 20-B); 8 desses peptideos alinharam com uma quitinase de classe Il de
Canavalia gladiata (trJAOA173FZM8|A0A173FZM8 CANGL) dando 22% de
cobertura (Figura 20-C). Portanto, esses resultados evidenciaram a existéncia
de quitinases no tegumento de C. ensiformis.

Entretanto, outros peptideos, também originados dessa mesma banda,
deram similaridade com proteinas do tipo vicilina, mostrando que a banda

enviada para sequenciamento ndo estava homogénea, ou seja, existia mais de
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uma proteina nessa fragdo do gel. Um namero de 20 peptideos alinharam com
uma vicilina de V. unguiculata (tr|Q8HOC9|Q8HOCY9_VIGUN), dando uma
cobertura de 47% (Figura 21A) e desses peptideos, 9 alinharam com a
canavalina (vicilina de C. ensiformis P50477|CANA_CANEN) dando 17% de
cobertura (Figura 21-B).

oretida
m quitina

Figura 19. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% da fracéo retida em
guitina do tegumento de C. ensiformis, mostrando a banda proteica de 25
kDa, reativa ao anticorpo anti-quitinase. Retangulo vermelho marcando a

banda submetida ao experimento de espectrometria de massas.
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Figura 20. Alinhamento dos peptideos obtidos da banda retida em quitina

do tegumento de Canavalia ensiformis. A: 45 peptideos alinharam com uma

quitinase de Canavalia ensiformis, dando uma cobertura de 62

%

(tr|081934|081934 CANEN). B: 29 peptideos alinharam com uma
endoquitinase de Cajanus cajan (trf|[AOA151THL7]AOA151THL7 CAJCA) com
cobertura de 46%. C: 8 peptideos alinharam com uma quitinase da classe Il de
Canavalia gladiata_ (trJAOA173FZM8|A0A173FZM8 CANGL) dando 22% de

cobertura.
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Figura 21. Alinhamento dos peptideos obtidos da banda retida em quitina

de tegumento de C. ensiformis. A: 20 peptideos alinharam com uma vicilina de
Vigna unguiculata (tr|Q8HOC9|Q8HOC9 VIGUN), dando uma cobertura de 47 %.

B: 9 peptideos alinharam com canavalina (vicilina de Canavalia ensiformis

P50477|CANA_CANEN) dando 17% de cobertura.
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4.8. Docking molecular da vicilina com o tetramero de N-acetilglicosamina
(NAG)4

As sequéncias das proteinas obtidas por espectrometria de massas,
foram alinhados, usando o BLASTp, com proteinas armazenadas no banco de
dados do PDB. De acordo com as buscas, a proteina que apresentou maior
similaridade e cobertura com essa sequéncia obtida foi uma vicilina de V.
angularis (cadeia A) [PDB: 2EA7]. A figura 22 mostra o alinhamento da
sequéncia dos peptideos obtidos da banda com a proteina 2EA7.A.

A estrutura da vicilina foi submetida a um docking com o tetramero de N-
acetilglicosamina (NAG)4 usando um espaco definido por um cubo de 40 A x 40
A x 40 A e direcionando o cubo para incluir a a-hélice descrita por MIRANDA et
al., 2020 onde estaria possivelmente o sitio de ligacdo a quitina. O melhor
modelo apresentou valores negativos de energia de afinidade (-7,58 kcal / mol),
indicando uma ligacéo espontanea (Figura 23-A). Os residuos ASN59, ASP116,
ASP116, GLU185, LYS187, ARG188, GLU189 e GLN192 formam ligacdes de
hidrogénio com (NAG)4 (Figura 23-B e figura 23-C). As intera¢0es hidrofobicas
dos residuos da vicilina ASP116, GLU189 e GLN192 com (NAG)s foram
identificadas pelo programa LigPlot + v 2.2.4 (Figura 23-D). A tabela 6 mostra o

resumo de todas as interacfes presentes entre o ligante e o receptor.
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2EA7 IVHREHHESR EEVSVSSGKN NPFYFNSDRW FRTLYRNEWG HIRVLQRFDQ 50

VHRGHOESO GQON NPFYFNPDRW FHTLFRNQYG HLRVLOQRFDQ

2EA7 RSKQMONLEN YRVVEFKSKP NTLLLPHHAD ADFLLVVLNG TAVLTLVNPD 100

RSKQIONLEN YRVVEFQSKP NTLLLPHHAD  FLLVVLNG RAPLTVNPD

2EAY SRDSYILEQG HAOQOKIPAGTT FFLVNPDDNE NLRIIKLAIP VNNPHRFQDF 150

DSYILEQG HAQKTPAGTT FFLVNHDDNE NLRIIKLAY  NPHRFQDF

2EAY7 FLSSTEAQQS YLRGFSKNIL EASFDSDFKE | NRVLFGEER QQOQGEESRE 200
SSTEAQC$ YLQGFSKNIL EASFD RVLFGEEQ QQDEESQEEG

2EA7 EGVIVELKRE QIQELMKHAK SSSRKELSSO DEPFNLRNSK PIYSNKFGR\W 250

EGVIVQLKRE QIRELM K STTKKSL PFNLRN YSKFGRL

2EA7 YEMTPEKNPQ LKDLDVFISS VDMKEGALLL PHYSSKAIVI MVINEGEAKI 300
TPEKNPQ DLDVF VDIK PNYSKAIVI

2EA7 ELMGLSDQQQ QKOQEESLEY QRYRAELSED DVFVIPAAYP VAINATSNLN 350

VYGQORQQQ QEESWEY VIPA

2EA7 FFAFGINAEN NRRNFLAGGK DNVMSEIPTE VLEVSFPASG KKVEKLIKKQ 400

FIAFGINA GEE DNVMSE PASG EKV
2EA7 SESHFVDAQP EQQQREEGHK GRKGSLSSIL GSLY 450
HEVDA RESG

Figura 22. Alinhamento da sequéncia das proteinas com vicilina de V.
angualaris. Cddigo de acesso PDB: 2EA7. Destaques em cinzas representam
as regides de similaridades. O retangulo vermelho indica o sitio de ligacédo a

quitina previamente identificado por Miranda et al., (2020).
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Figura 23. Potencial sitio de ligacdo a quitina na estrutura do monémero de
vicilina. A: Estrutura tridimensional do monémero da proteina 2EA7.A. Imagem
criada a partir do PyMol. B e C: Interacfes entre residuos de vicilina e (NAG)4
obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligacdes de
hidrogénio. Linhas tracejadas amarelas=pontes salinas. Linhas tracejadas
pretas=interacfes hidrofébicas. Sticks em azul escuro=atomos de nitrogénio.
Sticks em vermelho=atomos de oxigénio. D: Diagrama 2D representando as
interacdes entre residuos de vicilina com (NAG)s estabelecidas através do
programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos tracejados pretos=interacdes hidrofébicas.
Linhas pontilhadas azuis=ligacdes de hidrogénio. NUmeros expressam a
distancia (A) das ligacGes de hidrogénio. Esferas pretas=atomos de carbono.

Esferas azuis=atomos de nitrogénio.



88

Tabela 6. Interacdes entre o mondémero de vicilina e (NAG),. * Distancia entre
atomos de carbono nas interacdes hidrofébicas. Distancia entre H e atomos
aceptores nas ligagcdes de hidrogénio. Distancia entre os centros de carga nas
pontes salinas. Dados obtidos através do programa PLIP Web Tool e LigPlot+ v.
2.2.4.

RESIDUO DISTANCIA (A) TIPOS DE INTERA'QﬁO
(AA) INTERACAO HIDROFOBICA
ASN59 3.36
ASP116 2.73 X
ASP116 2.83 X
GLU185 2.82 Ligagao de
LYS187 3,67 Hidrogénio
ARG188 3,65
GLU189 2.76 X
GLN192 2,96 X
LYS187 3,67 Pontes salinas

4.9. Docking molecular da quitinase com o tetramero de N-

acetilglicosamina (NAG)4

As sequéncias das proteinas obtidas por espectrometria de massas,
foram alinhados, usando o BLASTp, com proteinas armazenadas no banco de
dados do PDB. De acordo com as buscas, a proteina que apresentou maior
similaridade e cobertura com essa sequéncia obtida foi uma quitinase de C.
ensiformis [PDB: 1DXJ]. Na estrutura tridimensional da quitinase, definida por
HAHN et al., (2000), o sitio de ligacdo a quitina € identificado na regido GLU 68
a THR 119. Para averiguar a afinidade dessa regido pela quitina, a estrutura da
quitinase foi submetida a um docking com (NAG)4, usando um espaco definido
por um cubo de 40 A x 40 A x 40 A e direcionando o cubo para a regido

especifica.

O resultado do docking indicou uma ligacdo espontanea, com valores
negativos de energia (-8,795 kcal / mol) (Figura 24-A). Os resultados mostraram
que os aminoacidos GLU67, GLU89, TYR96, THR118, ASN 122, GLN125,
GLN160, LYS163 formam ligagBes de hidrogénio com (NAG)4, destacando os
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aminoacidos GLU67 e GLU89 do sitio de ligagdo da quitina descrito por HAHN
et al., (2000) (Figura 24-B). TYR96 e PHE155 também interagiram com (NAG)a
por interacdes hidrofébicas (Figura 24-C). A tabela 7 mostra o resumo de todas
as interag0es presentes entre o ligante e o receptor.

GLUe7

g ‘R,
P D s
ASN122
THR118

TYR96
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GInlG04)

Figura 24. Potencial sitio de ligacdo a quitina da quitinase. A: Estrutura
tridimensional do monémero da proteina IDJX. Imagem criada a partir do PyMol.
B: Interacdes entre residuos de quitinase e (NAG)4 obtidas através do programa
PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligacdes de hidrogénio. Linhas tracejadas
amarelas=pontes salinas. Linhas tracejadas pretas=interacdes hidrofobicas.
Sticks em azul escuro=atomos de nitrogénio. Sticks em vermelho=atomos de
oxigénio. C: Diagrama 2D representando as interacfes entre residuos de
quitinase com (NAG)4 estabelecidas através do programa LigPlot+ v. 2.2.4.
Arcos tracejados pretos=interacdes hidrofébicas. Linhas pontilhadas
azuis=ligacdes de hidrogénio. Nimeros expressam a distancia (A) das ligacdes
de hidrogénio. Esferas pretas=atomos de carbono. Esferas azuis=atomos de

nitrogénio.
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Tabela 7. Interacdes entre o mondmero de vicilina e (NAG),. * Distancia entre
atomos de carbono nas intera¢des hidrofobicas. Distancia entre H e atomos
aceptores nas ligagcbes de hidrogénio. Distancia entre os centros de carga nas
pontes salinas. Dados obtidos através do programa PLIP Web Tool e LigPlot+ v.
2.2.4.

RESIDUO DISTANCIA (A) TIPOS DE INTERAGAO
(AA) INTERAGCAO HIDROFOBICA
GLU6G7 3.89
GLU89 3.91
TYR96 4.04 X
THR118 3.10 Ligacao de
ASN122 3.92 Hidrogénio
GLN125 3.46
GLN160 2.70
LYS163 3.43
PHE155 3.93 X

4.10. Analise da influéncia do calcofluor sobre o desenvolvimento de C.

maculatus

A observacéo do desenvolvimento do inseto em sementes artificias com
tegumentos artificiais contento 1% de calcofluor revelou interferéncias nos
parametros de desenvolvimento. A oviposi¢cdo foi reduzida aproximadamente
40%, onde observou-se 28,8 ovos/ sementes no controle e 15,6 n® /semente nos
experimentos com calcofluor (Figura 25-A). A ecloséo larval foi completamente
inibida nas sementes contendo calcofluor (Figura 25-B). Embora alguns ovos
estivessem com aspecto esbranquicado 7 DAO, as larvas nédo atravessaram o0s
tegumentos artificiais (Figuras 25-C e D). A seta na figura 25-E aponta para uma

larva morta na tentativa de ultrapassar o tegumento.

Dado que ndo houve larvas eclodidas nas sementes contendo 1% de
calcofluor, a concentracao testada foi diminuida para 0,5% de calcofluor. Os
resultados mostraram quma diminuicdo significativa na oviposicdo e massa
larval em relacdo as larvas desenvolvidas nas sementes artificiais controle
(Figura 26). A média da oviposicdo nas sementes controle foi de 29,8 ovos/

sementes , comparada com 15,1 ovos/semente sobre as sementes contendo
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calcofluor (Figura 26-A). As massas das larvas do tratamento foram inferiores a
4 mg, enquanto as larvas controle possuem massas superiores a 8 mg (Figura
26-B). Nas figuras 26-C e D é observado o ovo 7 e 20 DAO, respectivamente,
onde nota-se o0 aspecto esbranquicado caracteristico de ovos preenchidos por
farinha apds a eclosdo da larva. A seta da figura 26-E mostra que as larvas

conseguiram atravessar o tegumento.
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Figura 25. Interferéncia do tegumento artificial contendo 1% de calcofluor
sobre os parametros de oviposicdo e eclosao larval de C. maculatus. A:
Numero de ovos postos. B: Ecloséo larval 7 DAO. C: Ovo de C. maculatus 7
DAO. D e E: Ovo e larva 7 DAO. Os valores representam a média de 3
experimentos independentes. Os valores seguidos por * foram estatisticamente
diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

Barras de escala = 0,2mm.
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Figura 26. Interferéncia do tegumento artificial contendo 0,5% de calcofluor
sobre os parametros de oviposicdo e massa larval de C. maculatus. A:
Numero de ovos postos. B: Massa das larvas 20 DAO. C: Ovo de C. maculatus
7 DAO. D e E: Ovo e larva 20 DAO. Os valores representam a média de 3
experimentos independentes. Os valores seguidos por * foram estatisticamente
diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

Barras de escala = 0,2mm.
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4.11. Analise quantitativa de glicose, triacilglicerol, colesterol e proteinas
totais em larvas de C. maculatus

As larvas de C. maculatus de 20 DAO desenvolvidas em sementes
artificiais contendo 0,5 % de calcofluor foram submetidas a diversas analises
bioguimicas para verificar os efeitos desse composto nas macromoléculas de
reserva das larvas do inseto C. maculatus.

4.11.1. Quantificacdo de glicose

Ao verificar a concentracdo de glicose (ug/ mg de larva), foi possivel
observar entdo que ndo houve alteracdo na quantidade de glicose nas larvas

controle e desenvolvidas em sementes contendo calcofluor 0,5% (Figura 27).

154
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Figura 27. Quantificacdo de glicose em larvas 20 DAO. Quantidade de
glicose (ug) por mg de larvas do controle e desenvolvidas em sementes
artificias contendo 0,5% de calcofluor. A analise foi realizada em triplicata

experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes.
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4.11.2. Quantificag&o de triacilglicerol

Quando se analisa a quantidade de triacilglicerois, nota-se que 0s
resultados ndo diferiram entre as larvas controle e larvas de sementes artificiais

com 0,5% de calcofluor (Figura 28).

Triglicerideos (ng/mg larva)

1 1
Controle 0,5 % Calcofluor

Figura 28. Quantificacdo de triacilglicerois em larvas 20 DAO. Quantidade
de triacilglicerois (4g) por mg de larvas controle e desenvolvidas em
sementes artificiais com 0,5% de calcofluor. A analise foi realizada em
triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos

independentes.

4.11.3. Quantificacdo de colesterol

Ao analisar os resultados obtidos da quantificacdo de colesterol pode-se
verificar que os niveis de colesterol nas larvas controle (aproximadamente 3,4
Mg/ mg de larva) sdo menores do que as larvas de sementes artificiais contendo

0,5% de calcofluor, apresentando valores superiores a 86,4% (Figura 29).
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Figura 29. Quantificagdo de colesterol em larvas 20 DAO. Quantidade de
colesterol (ug) por mg de larvas controle e desenvolvidas em sementes
artificiais com 0,5% de calcofluor. A andlise foi realizada em triplicata
experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os
valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo controle

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

4.11.4. Quantificacdo de proteinas totais

Os resultados mostram um aumento em aproximadamente de 50% na
guantidade de proteinas totais solUveis nas larvas das sementes artificiais

contendo 0,5% de calcofluor (Figura 30).
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Figura 30. Quantificacdo de proteinas totais soluveis em larvas 20 DAO.
Quantidade de proteinas totais (u4g) por mg de larvas controle e
desenvolvidas em sementes artificiais com 0,5% de calcofluor. A analise foi
realizada em triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos
independentes. Os valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do

respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

4.12. Andlise da atividade das enzimas em larvas de C. maculatus

4.12.1. Atividades de enzimas a -amilases

As analises da atividade de a-amilase mostraram que as larvas controle
apresentaram valores de 0,01 U por mg de larva, sendo bem inferiores aos
valores da atividade das larvas das sementes artificiais contendo 0,5% de
calcofluor, com valor de 0,08 U por mg de larva, ou seja, apresentando um valor

superior a 87,5% (Figura 31).
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Figura 31. Analise da atividade de a-amilases em larvas 20 DAO. Atividade
da enzima (U por mg de larva) em larvas contrale e desenvolvidas em
sementes artificiais com 0,5% de calcofluor. A analise foi realizada em
triplicata experimental utilizando larvas retiradas de experimentos
independentes. Os valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do

respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

4.12.2. Atividades de lipases

Os resultados mostraram que houve diferenca estatistica significativa
entre as atividades de lipases de larva controle e das desenvolvidas em
sementes artificiais contendo 0,5% de calcofluor. As larvas tratadas
apresentaram um aumento na atividade de quase 50% em relacdo as larvas

controle (Figura 32).
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Figura 32. Analise da atividade de lipases em larvas com 20 DAO. Atividade
da enzima em larva controle e desenvolvidas em sementes artificiais com
0,5% de calcofluor. A analise foi realizada em triplicata experimental utilizando
larvas retiradas de experimentos independentes. Os valores seguidos por *
foram estatisticamente diferentes do respectivo controle de acordo com teste t
de Student (p < 0,05).

4.12.3. Determinacao da atividade de proteases cisteinicas

As andlises de determinacéo da atividade de protease cisteinica (unidade
de enzima por larva) mostrou uma diferenca estatistica significativa das larvas
desenvolvidas em sementes artificiais contendo 0,5% de calcofluor em relacéo
as larvas controle. Os resultados mostram que as larvas do tratado tiveram um
aumento de 84,4% da atividade da enzima com relacao as larvas controle (Figura
33).
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Figura 33. Analise da atividade de proteases cisteinicas em larvas com 20
DAO. Atividade da enzima de larvas controle e desenvolvidas em sementes
artificiais contendo 0,5% de calcofluor. A analise foi realizada em triplicata
experimental utilizando larvas retiradas de experimentos independentes. Os
valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo controle

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

4.13. Transcritos envolvidos com metabolismo de quitina encontrados no

transcriptoma de embrifes de C. maculatus

Para a comprovacédo de que o metabolismo de quitina se encontra ativo em
C. maculatus desde a fase embrionaria, a presenca de transcritos para as
proteinas quitina sintases, quitina desacetilases e quitinases foram investigados
em embrides de C. maculatus 0-7 e 7-24 horas apés a fertilizacdo (haf) usando
como base de dados o transcriptoma de C. maculatus publicado por BENTON et
al., (2016). Na tabela 8 estdo mostrados os transcritos encontrados nessas
buscas, sendo 2 transcritos para quitina sintase, 6 para quitinase e 3 transcritos
para quitina desacetilase, alguns desses apresentaram duas sequencias.

Quando analisamos a expressao diferencial desses transcritos entre 0s estagios
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de desenvolvimento do embrido observamos que as 2 isoformas do transcrito
comp28483_c0_(seql e seq2) sédo expressas principalmente em embrides 0-7
haf, enquanto o transcrito comp34773 _cO € muito pouco expresso. Ja 0s
transcritos para quitinase observamos que as 2 isoformas de
compl3908 c0_seql e seq2 tiveram expressdo majoritaria. Com relacdo aos
transcritos para quitina desacetilase observa-se as maiores expressoes no

embrido 7-24 haf das isoformas comp13203 _c0_seql e comp13203_c0_seq2.

4.14. Transcritos envolvidos com metabolismo de quitina encontrados no

transcriptoma de larvas, pupas e adultos de C. maculatus

Baseados nos dados de transcriptoma de C. maculatus previamente
publicado por SAYADI et al., (2016) foram realizadas também buscas para
transcritos de quitina sintase, quitinases e quitina desacetilases em larvas, pupas
e adultos desse inseto. Transcritos publicamente disponiveis do inseto Tribolium
castaneum, obtidas do Genbank, foram usadas como iscas para encontrar esses
transcritos relacionados no transcriptoma montado de C. maculatus. Foram
encontrados dois transcritos para quitina sintase. Para quitinases/precursores de
quitinase foram identificados 10 transcritos e 9 para quitina
desacetilase/precursor de quitina desacetilase (Tabela 9). Todas essas
sequencias foram validadas usando-se sequéncias de referéncia de T.
castaneum. Todos esses transcritos sdo expressos em mais de uma fase do
desenvolvimento de C. maculatus (larva, pupa e adulto). Nenhum deles foi
destacado como exclusivamente expresso em uma Unica dessas fases de

desenvolvimento.
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Tabela 8. Transcritos relacionados ao metabolismo de quitina encontrados

no transcriptoma de embrides de C. maculatus nos estagios de 0-7 e 7-24

horas apés a fertilizacdo (haf). Os dados foram analisados no trancriptoma

publicado BENTON et al (2015), usando sequencias publicadas no genoma de

Tribolium castaneum como referéncia. Expressao diferencial em CPM (Counts

Per Milion).
Embrido 0-7 haf Embrido 7-24
Transcrito de C. maculatus (ID) (CPM) haf (CPM)
Quitina Sintase
comp28483 c0_seql 12,17 2,648
comp28483_c0_seq2 12,117 2,659
comp34773_c0_seql 0,008 0,08
Quitinase
compl3771 cO0 seql 2,783 9,712
compl13864 cl seql 14,802 6,162
compl13908 c0 seql 73,26 37,614
compl13908 c0 seq2 64,896 31,611
comp44036_c0_seq2 0,03 0,16
comp47009 cO_seql 0,053 0,091
comp47443 c0_seql 0,03 0,434
Quitina desacetilase
comp13203 c0 seql 0,098 3,903
compl13203 cO0 _seq2 0,12 3,732
comp22811 cO_seql 0,015 1,175
comp39427 c0_seq2 0,015 0,685
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Tabela 9. Transcritos relacionados ao metabolismo de quitina encontrados
no transcriptoma de larvas, pupas e adultos de C. maculatus. Os dados
foram analisados no trancriptoma publicado por SAYADI et al (2016), usando

sequencias publicadas no genoma de Tribolium castaneum como referéncia.

Transcrito de C.
maculatus (ID)

Classificacéo do transcrito de acordo com o
genoma de T. castaneum

Quitina Sintase

GEUD01025219.1

PREDICTED: chitin synthase 1 isoform X1

GEUDO01195185.1

chitin synthase 2

Quitinase

GEUDO01177134.1

chitinase 10 precursor

GEUDO01140638.1

chitinase 7 precursor

GEUD01208149.1

chitinase 5 precursor

GEUDO01123680.1

PREDICTED: probable chitinase 2

GEUDO01193282.1

PREDICTED: chitinase 13 isoform X1

GEUDO01133120.1

chitinase 8 precursor

GEUDO01136061.1

chitinase 4 precursor

GEUDO01172225.1

PREDICTED: chitinase domain-containing protein 1

GEUD01204795.1

PREDICTED: chitinase-3-like protein 2

GEUDO01033853.1

PREDICTED: probable chitinase 3 isoform X1

Quitina Desacetilase

GEUDO01161065.1

chitin deacetylase 1 precursor

GEUD01091824.1

chitin deacetylase 2 isoform A precursor

GEUD01029461.1

chitin deacetylase 2 isoform B precursor

GEUD01142090.1

PREDICTED: chitin deacetylase 5 isoform X6

GEUDO01191360.1

PREDICTED: chitin deacetylase 5 isoform X2

GEUD01194439.1

chitin deacetylase 4 precursor

GEUD01003481.1

chitin deacetylase 3 precursor

GEUDO01008288.1

chitin deacetylase 6 precursor

GEUDO01083876.1

chitin deacetylase 7 precursor
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5. DISCUSSAO

Mais de 800 milhdes de pessoas vivem em extrema pobreza e sofrem de
insegurancga alimentar e subnutricdo, enquanto outros 2 bilhdes estdo com
sobrepeso ou obesidade. E esperado que a populacdo mundial aumente para
mais de 9 bilhdes até 2050, com uma grande proporcdo disso em nacdes
emergentes, especialmente na Africa subsaariana e Sul da Asia (DEFRIES et
al.,, 2015). Portanto, é necesséario aumentar as demandas de alimentos para
suprir o aumento populacional. Sendo assim, as sementes sao consideradas
fundamentais para a alimentacdo humana, correspondendo a principal fonte de

proteina no mundo em desenvolvimento (ASIF et al., 2013).

As sementes de leguminosas representam cerca de 70% de todos os
alimentos para o consumo humano. Essas sementes sdo a segunda fonte de
proteina vegetal mais importante a nivel mundial, a seguir dos cereais. Por essas
sementes possuirem altos valores nutricionais, sédo alvos de grandes pragas na
agricultura. Os principais grupos de pragas de armazenamento sao fungos,
bactérias, roedores e insetos que contribuem para perdas no armazenamento.
Entre todas as pragas, danos causados por insetos em grdos armazenados
podem chegar a 10-50% (FAO, 2012).

Dentre as espécies mais estudadas de insetos praga, chamam atencéo
os bruquideos, que destacam-se os insetos C. chinensis e o C. maculatus,
ambos responsaveis por severas perdas em culturas de feijao mungo (V. radiata)
e de feijdo-caupi (V. unguiculata) (MAINA et al., 2012; SOMTA et al., 2017).
Espécies desse género causam danos as sementes de leguminosas que variam,
em média, de 5 a 10% em locais de clima temperado e de 20 a 30% em paises
tropicais (KIRADOO; SRIVASTAVA, 2010).

Embora as sementes de leguminosas possuem uma quantidade
moderadamente alta de proteinas, calorias, certos minerais e vitaminas, seu uso
na alimentacdo ainda € limitada pela presenca de diversos compostos
antinutricionais como fitato, oligossacarideos, compostos fendlicos, aminoacidos

nao proteicos, lectinas, inibidores de enzimas, proteinas de defesa, entre outros.
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Esses efeitos podem ser considerados positivos, negativos ou ambos
(CAMPEAO, 2002). Nesse contexto, o potencial toxico desses compostos estio
sendo estudado para insetos praga como C. maculatus, com destaque para
estudos publicados com sementes de A. lebbeck, cultivares resistentes de V.
unguiculata, P. vulgaris e C. ensiformis (SOUZA et al., 2011; VENTURY et al.,
2022; FERREIRA et al., 2021; SILVA et al., 2016; DE SA et al., 2018).

De Sa et al., (2018) mostraram que tegumentos de C. ensiformis bloqueia
100% a penetragao larval do inseto C. maculatus. Outro trabalho do nosso grupo
mostrou que em tegumentos dessa mesma semente tem a presenca de um
polissacarideo com um grande potencial toxico para C. maculatus (OLIVEIRA et
al., 2001). Oliveira et al., (1999) mostraram a presenca de vicilinas em tegumento
de C. ensiformis e que as mesmas foram toxicas para as larvas de C. maculatus
guando incorporadas em cotilédones artificiais, indicando a presenca de

compostos toxicos nos tegumentos dessa especie.

No presente trabalho foi explorada a toxicidade dos tegumentos de
sementes do género Canavalia para C. maculatus. Nossos resultados
mostraram que tegumentos naturais das espécies de C. ensiformis e C. rosea
em sementes artificiais alterou significamente a oviposicdo e bloquearam em

100% a penetracéo larval, como evidenciado nos estudos de De Sa et al., (2018)

A co-evolucdo de sementes e herbivoros resultou na selecdo dos
melhores arsenais de biomoléculas defensivas produzidas em resposta a
agressao. Assim, uma vez dada a presenca de compostos toxicos em diversas
sementes, como na espécie C. ensiformis (SOUZA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2001), podem entdo fornecer alternativas potenciais
naturais ao controle de insetos praga como o C. maculatus, diminuindo o uso
exagerado de inseticidas que tem gerado surgimento de insetos pragas
resistentes (DA SILVA et al., 2012). No intuito de investigar a presenca de
biomoléculas como proteinas que tenham algum papel de defesa ou toxicidade
de sementes contra esses agressores bioticos, foi realizada uma andlise de
protedmica comparativa entre os tegumentos de C. ensiformis e C. rosea a fim
de detectar e identificar essas proteinas e tentar relaciona-las como papel de
defesa. Em um total de 308 proteinas identificadas, 156 proteinas foram

relatadas em ambas as sementes. Dentre essas protel'nas presentes em ambos
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0s tegumentos, algumas se destacam como proteinas de defesa como ureases
(FOLLMER et al., 2004) e proteinas com dominio peptidases (SILVA et al., 2002;
SILVA et al., 2004; CAMAROTI et al., 2018; KUNS et al., 2019). Dentre 7
proteinas identificadas unicamente em tegumentos de C. ensiformis e em
tegumentos de C. rosea, nenhuma foi relacionada a defesa. Entretanto, a maioria
das Unicas encontradas em tegumentos de C. ensiformis estédo relacionadas a
processos bioldgicos de ligacdo a carboidratos. Por outro lado, para as Unicas
identificadas em tegumentos de C. rosea, a maioria esta relacionada a processos
do metabolismo energético. Visto que foram encontradas cerca de 38 proteinas
aumentadas em tegumentos de C. ensiformis, as proteinas que mais estédo
relacionadas com a defesa sdo as ureases, lipoxigenases e em especial, uma
quitinase. (FOLLMER et al., 2004; FELTON et al., 1994; VISWANATH et al.,
2020; SHARMA et al., 2011; GROVER et al., 2012). Entre as 96 proteinas
diminuidas em tegumentos de C. ensiformis, as analises prote6micas revelaram
a presenca também de ureases, proteinas contendo o dominio peptidase Al,

lipoxigenases.

As ureases sao metaloenzimas que catalisam a hidrolise da uréia para
produzir amonia e diéxido de carbono (DIXON et al., 1975). Sdo encontrados em
uma variedade de organismos, incluindo fungos, bactérias e plantas (HIRAYAMA
et al., 2000; COX et al., 2000). Ureases de sementes de soja e feijao-guandu,
apresentam atividades inseticidas e antifingicas, podendo formar poros no trato
digestorio de insetos (DANG E DAMME, 2015). A urease vegetal mais bem
caracterizada é o de feijao-de-porco (C. ensiformis) (FOLLMER et al., 2004;
KRAJEWSKA E CIURLI, 2005). Follmer et al., (2004) mostraram que uréases de
C. ensiformis, chamada de JBU, foram toxicas para o inseto Dysdercus
peruvianus, gerando efeitos prejudiciais nos insetos sobreviventes, reduzindo o

peso corporal e retardo no desenvolvimento de ninfas em adultos.

As lipoxigenases catalisam a hidroperoxidacdo de lipideos poli-
insaturados que possuem fracdes cis,cis-pentadieno (HILDEBRAND et al.,
1988). Estudos mostram que em folhas de tomate, o acido linolénico, um
hidroperéxido derivado da atividade dessas lipoxigenases, sdo precursores do
acido jasmonico, que possivelmente esta relacionado na rota de ativacao

genética dos inibidores de proteases que desempenham ataques contra insetos
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(FARMER E RYAN, 1992). As quitinases, como ja relatadas, sdo endoglicosil-
hidrolases que clivam de forma especifica as liga¢des glicosidicas da quitina, um
homopolissacarideo linear formado por unidades de N-acetil-D-glucosamina
unidas por ligacdes do tipo B-[1-4], encontradas principalmente nas carapacas
de crustaceos, cuticulas e membrana peritrofica de insetos e na parede celular
de fungos, sendo, depois da celulose, o biopolimero mais abundante na natureza
(FLACH et al., 1992).

As peptidades e proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacoes
peptidicas nas extremidades amino peptidases ou carboxipeptidades. Alguns
estudos também mostram atividades de proteases relacionadas a defesa de
plantas (HARRISON; BONNING, 2010;) e seus principais alvos nos insetos sao
tecidos do intestino como a matriz peritrofica e cuticula (MOHAN et al., 2006,
2008). Silva et al., (2016) isolaram do tegumento de sementes de A. lebbeck
proteinas similares a mexicaina e a vignaina, ambas proteases cisteinicas.
Essas proteases foram toxicas para larvas de C. maculatus. Os inibidores de
peptidase e proteases (IPs) também sdo alvos de estudos uma vez que sao
proteinas multifuncionais, tendo a funcdo também de proteina de
armazenamento quanto a defesa da planta. Quando ingeridos por insetos, 0s
IP’s formam complexos compactos com peptidases comprometendo 0 processo
digestivo larval (OLIVIA et al., 2010, 2011). Esses moléculas antinutricionais sao
amplamente distribuidas em Fabaceae, familias Solanaceae e Poaceae e tém
sido extensivamente estudados. A atividade biologica dos IP’'s tem sido
explorada por controle de pragas. Insetos alimentados com dieta artificial
contendo IPs do classe principal de suas peptidases intestinais mostram efeitos
negativos no desenvolvimento larval (BEZERRA et al., 2017; JAMAL et al.,
2015).

Proteinas estdo entre os compostos de plantas relacionados aos
mecanismos de defesa, e dentre estas estdo proteinas com afinidade a quitina.
As plantas sintetizam uma variedade de proteinas que se ligam a quitina, a
maioria contém um ou mais dominios de ligacdo a esse polimero apresentando
toxicidade para insetos (ASENSIO et al., 2000; YUNES et al., 1998; MOTTA et
al., 2003). Portanto, foi realizado o isolamento e detec¢do de proteinas com

afinidade a quitina nos tegumentos de C. ensiformis e C. rosea. Os nossos
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resultados mostraram que em ambos os tegumentos existem proteinas com
afinidade a quitina. A presenca de vicilinas e quitinases foi confirmada na fragao
retida em quitina dos tegumentos de sementes de C. ensiformis. A presenga
dessas proteinas foi confirmada por Western blotting e por espectrometria de
massas. As bandas reativas com o anticorpo anti-vicilinas apresentaram massas
moleculares similares as descritas por Macedo et al., (1993) e Sales et al.,
(2001). Algumas bandas proteicas também reagiram com anticorpos anti
quitinases, evidenciando massas moleculares de 130 kDa e entre 40 e 25 kDa.

Vicilinas e quitinases que se ligam a quitina da matriz peritrofica do
intestino médio de insetos, isoladas de cotilédones ou tegumentos sao alvos de
estudos para inibir o desenvolvimento de diversos insetos praga, como o C.
maculatus (TERRA et al.,, 2001; YUNES et al., 1998; MOTA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013; SILVA et al., 2018; GOMES et al.,1996). Uchoa et al.,
(2006) detectaram vicilinas no limen do intestino médio e hemolinfa das larvas
de C maculatus. Além disso, vicilina também foi detectada nos tubulos de
malpighi e no corpo gorduroso 48 horas ap0s a ingestdo. Dessa forma, foi
investigado se essas vicilinas e quitinases detectadas em fracdes retidas em
quitina dos tegumentos de C. ensiformis apresentariam toxicidade para o inseto
C. maculatus, nossos resultados mostram que em sementes artificiais contendo
1% dessa fracao retida, houve alteracdo na oviposicdo e pouca diminuicdo em
relacdo a eclosdo e massa das larvas de C. maculatus, 20 DAO. Ja nas
sementes artificiais contendo 1% da fracdo retida em quitina dos tegumentos de
C. résea, os parametros de desenvolvimento foram bem mais afetados, com
reducdo de massa larval em aproximadamente 59,6%. Muitos trabalhos
mostraram que vicilinas que se ligam a quitina de diversas sementes foram
toxicas para o inseto C. maculatus (MACEDO et al., 1993; YUNES et al 1998;
SALES et al., 2001, MOTA et al., 2003; MIRANDA et al. 2020; FERREIRA et al
2021). Em uma concentracao de 0,1%, vicilinas isoladas do tegumento de Albizia
lebbeck, apresentaram efeito téxico para as larvas de C. maculatus, reduzindo
cerca de 77 % a massa larval (SOUZA et al., 2012).

A presenca de quitinases em tegumentos de Glycine max (soja) ja havia
sido mostrada previamente por Silva et al., (2018). Essas proteinas

apresentaram massas moleculares entre 26 e 36 KDa e foram toxicas para C.
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maculatus. Em concentracdo de 0,1%, essa proteina reduziu a sobrevivéncia
larval em 77%, e em concentracdo de 0,5%, reduziu a massa larval em 60%.
Essa fracdo marcada com FITC foi detectada no intestino e nas fezes das larvas
20 DAO. Nesse trabalho os autores também testaram a toxicidade dessa
proteina quando adicionada em tegumentos artificiais e mostraram mortalidade
larval de 90% e reducdo de massa larval de 87%, entretanto a concentracao
eficiente foi de 25% (SILVA et al., 2018). Outro estudo mostrou bandas que
reagiram com o anticorpo antiquitinase, com massas moleculares abaixo de 40
kDa de uma fracdo retida em quitina de cotilédones de sementes de cultivares
de V. unguiculata resistentes a infestacédo por C. maculatus (FERREIRA et al.,
2018). A atividade inseticida de quitinases de diversos organismos vem sendo
bastante estudada. Quitinase isolada de Pseudomonas fluorescens apresentou
atividade inseticida contra Helopeltis theivora (SUGANTHI et al., 2017). Em vista
disso, separamos as vicilinas das quitinases da fracdo retida em quitina de
tegumentos de C. ensiformis, por diferenca de solibilidade A fracdo rica em
quitinase (FRQ) quando adicionada a 1% em sementes artificiais, apresentou

toxicidade para o inseto C. maculatus, com reducdo da massa larval, em 64,4%.

A fim de investigar a interacdo molecular entre as vicilinas e quitinases
com a quitina, experimentos in silico, como o docking molecular foram realizados.
As sequéncias obtidas da banda de 25 kDa por espectometria massas foram
usados para fazer um BLASTp com proteinas que tivessem estruturas
depositadas no PDB. A vicilina de V. angularis (2EA7) foi a proteina que
apresentou maior similaridade com as sequencias dos peptideos, sendo assim
escolhida para os experimentos in silico. Trabalhos anteriores ja identificaram
possiveis sitios de ligacao a quitina em vicilinas. Rocha et al., (2018), relataram
a presenca de trés potenciais sitios de ligacao a quitina, localizados nos vértices
de trés cadeias na forma trimérica da vicilina do feijdo-caupi. Miranda et al.,
(2020), relataram que a regido na sequéncia “REQIRELMK” (Arg-208 a Lys-216)
forma uma a-hélice exposta na estrutura molecular do monémero de vicilina
onde seria preferencialmente o sitio de ligacdo a quitina. Posteriormente Ventury
et al., (2022) também mostrou essa regido na vicilina de genotipos resistentes
de V. unguiculata e que a mesma foi capaz de se ligar a quitina por experimentos

in silico. Esse sitio de ligacdo previamente identificado por Miranda et al (2020),
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também estava presente nos peptideos obtidos da vicilina de tegumento de C.
ensiformis, por esse motivo, o docking da vicilina com (NAG)4 foi realizado de
modo a incluir essa regido. Os resultados mostraram valores negativos de
energia de afinidade (-7,58 kcal / mol), indicando que a ligacao ocorre de forma
espontanea. Ligacdes de hidrogénio, pontes salinas e interacdes hidrofobicas
foram observadas. O residuo Lys187 realiza ligacdes de hidrogénio e pontes
salinas, da mesma forma, o mesmo residuo Lys216 descrito por Miranda et al.,
2020, interage por pontes salinas. Os outros residuos como Arg, Glu e Asp que
realizam interacdes de hidrogénio também foram relatados. Estudos indicaram
gue os sitios de ligacdo entre proteinas e agucares sdo compostas por um alta
concentracao de Glu e Asp carregados negativamente, juntamente com residuos
polares e aromaticos (NASSIF et al., 2009). Saeed et al., (2022), relataram sitio
de ligacao da vicilina de P. sativum com quitina e viram que os residuos aspartato
e glutamato foram os principais residuos de vicilina que interagiram e
desempenharam um papel significativo para o desenvolvimento de interagdes

estaveis entre a proteina e a quitina.

Nossos resultados do BLASTp também mostraram similaridades com
uma quitinase de C. ensiformis (PDB: 1DJX). HAHN et al., (2000), relataram que
o sitio de ligacdo da quitina com a quitinase de C. ensiformis se encontra entre
0 aminoacido Glu68 e Thr119. Portanto, o docking da quitinase com (NAG), foi
realizado nessa regido proxima do sitio de ligacdo e apresentou valores
negativos de -8,795 kcal / mol, ou seja, com maior afinidade do ligante com o
receptor. Nossos resultados evidenciaram que os residuos Glu67 e Thrll8
observados sdo os mesmos descritos em Hahn et al., 2000, apresentados como
Glu68 e Thrl119, realizando ligacdes de hidrogénio. TYR96 e PHE155 também

interagiram com (NAG)4 por interagdes hidrofébicas.

Mecanismos de interferéncia na matriz peritréfica (MP) tem sido alvo de
grandes estudos para o controle de diversos insetos praga, uma vez que
apresentam diversas funcdes importantes como proteger o epitélio do intestino
contra possiveis injurias mecanicas e/ou quimicas, contra a penetracdo de
microrganismos do alimento, participa da reciclagem das enzimas digestivas e
auxilia na digestdo (TERRA, 2001). A fim de investigar os efeitos deletérios que

interferéncia no metabolismo de quitina, consequentemente na matriz peritréfica,
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causaria no desenvolvimento de C. maculatus, incorporamos em tegumentos
artificiais calcofluor white (um ligante de quitina que inibe o metabolismo normal
desse carboidrato) em concentragbes de 1% e 0,5%. Estudos de RAM e KLIS
(2006), relataram que esse corante alterou fun¢des morfoldgicas e inibiu a acdo
de quitinases em células fungicas. Nossos resultados para o inseto C. maculatus
mostraram que em sementes artificiais com tegumentos artificiais contendo 1%
de calcofluor, a oviposicao foi reduzida em relagdo ao controle e a penetracéo
larval (taxa de ecloséo) foi completamente inibida. Os mesmos parametros foram
analisados em sementes artificiais contendo 0,5% de calcofluor. Nesse caso, a
taxa de oviposicédo também foi menor e a massa larval foi reduzida mais de 50%.
REES et al., 2009 relataram que o calcofluor interrompe a MP, mas esse
composto depois é excretado pelo inseto, ndo ficando muito tempo ligado a
membrana do intestino meédio, tendo, portanto, efeito toxico curto para

lepiddpteras.

Com o propaosito de compreender mais afundo sobre o efeito toxico do
calcofluor, foi investigado alteracdes nas principais biomoléculas e nas
atividades digestivas do inseto. Nossos resultados mostraram que as larvas
sobreviventes apresentaram alteracfes metabdlicas consideraveis, quando
comparadas as larvas controle. Foram observados aumentos na atividade das
enzimaticas a-amilase, lipase e protease cisteinica. Resultado similar observado
por Cruz et al., (2016), em larvas de 20 DAO de desenvolvidas em sementes de
V. unguiculata, do cv. BRS Xiquexique, resistente a C. maculatus. Os niveis de
colesterol e proteinas totais também tiveram um aumento significativo. Esses
dados indicam que a interferéncia no metabolismo de quitina pode resultar num

desbalanco geral no metabolismo energético da larva.

A quitina € um importante carboidrato no desenvolvimento de insetos,
participando tanto no exoesqueleto como na matriz peritréfica (CANELLA e
GARCIA, 2001). Existem pelo menos trés tipos de enzimas classicamente
envolvidas no metabolismo de quitina em insetos, as quitina sintases e quitina
desacetilases que estdo relacionadas com a biossintese de quitina e as
guitinases que estao envolvidas na degradacao/reciclagem da quitina em varios
insetos. As enzimas do tipo quitina sintases (CS) sao enzimas da familia 2 das

glicosiltransferases que catalisam a formacao da quitina através da transferéncia
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de N- acetilglucosamina da uridina difosfato N- acetilglucosamina (UDP- GlcNac)
para o crescimento da cadeia de microfibrilas cristalinas de quitina, que se
combinam com outras moléculas como proteoglicanos e proteinas (ZHONG et
al., 2014). A quitina sintase (CHS) € uma dessas enzimas, sendo chave na via
da sintese da quitina de alguns insetos. Essas enzimas que sdo grandes
proteinas transmembranares, com massa molecular em torno de 160 a 180 KDa
e sua atividade depende da presenca de coafatores como cations divalentes.
Além disso, a CHS-Aa é predominantemente expressada em
carapacas/tegumento de insetos, enquanto CHS-Ab é expressa principalmente
em traqueias. J4 a CHS-B é mais expressa no intestino dos insetos (ZHU et al.,
2016).

Todos os artropodes que contém quitina como constituinte de seus tecidos,
como do exoesqueleto, parecem ter genes que codificam para quitina
desacetilases (CDA’s) (ZHONG et al., 2014). As CDA’s também sao encontradas
extensivamente em fungos e tém papéis na modificacao de paredes de células
ou esporos. Elas também sdo encontradas em bactérias e plantas, onde podem
ter funcdes digestivas e de defesa. No entanto, as funcdes precisas dos CDA’s
de insetos ndo sdo bem compreendidas. Ja se sabe que essas enzimas séo

importantes para a formacao e a organizacao da cuticula (ZHU et al., 2016).

Por outro lado, as quitinases (CHT’s) sdo enzimas que hidrolisam ligagcdes
glicosidicas 3- 1-4 de polimeros de quitina. Em insetos, apresentam 3 dominios:
regido catalitica, regido rica em prolinas, glutamato, serina e treonina e regiao
rica em cisteinicas (KRAMER E MUTHUKRSHNAN; 1997), sendo a regido
cisteinica a principal em ligacédo a quitina. Teoricamente, um é responsavel pela
degradacdo da quitina do exoesqueleto em periodos de muda e o outro é

responsavel pela degradacéo da quitina da MP do inseto ZHU et al., 2008.

A MP dos insetos aparentemente é degradada periodicamente e
substituida por uma nova MP no momento da muda, para permitir crescimento
intestinal e também nos picos de alimentacdo (TERRA, 2001). Em geral, as
partes anterior e média do intestino médio parecem conter a maioria dos
transcritos para a enzima quitina sintase CHS-B, que € relacionada como sendo
a principal na sintese de quitina da MP (ARAKANE et al., 2005). Da mesma

forma, alguns genes para quitinases (CHT) parecem ser expressos nas partes
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anterior e média do intestino médio. No entanto, outros S0 expressos
predominantemente nas partes média e posterior do intestino médio (ZHU et al.,
2008). Embora os autores acreditem que parte dos produtos originados da
degradacdo da quitina sejam utilizados para a sintese de nova quitina, as
evidéncias experimentais para esse evento ainda sao limitadas (ZHU et al.,
2016). Para comprovar a presenca de um metabolismo de quitina ativo desde as
fases iniciais até as finais do ciclo de vida de C. maculatus, buscamos a presenca
de transcritos para enzimas relacionadas com o metabolismo de quitina no
transcriptoma de embrides, larvas, pupas e adultos do inseto. Nossas buscas
detectaram a presenca de transcritos para as enzimas quitina sintase, quitina
desacetilase e quitinases em embrides, larvas, pupas e adultos de C. maculatus,
indicando que o metabolismo de quitina é ativo em todas as fases do ciclo de

desenvolvimento do inseto.

Sendo assim, o0 estudo de proteinas inseticidas de plantas, como as
vicilinas e quitinase, cujos mecanismos de toxicidade se concentram na
interferéncia do metabolismo de quitina, representa uma ferramenta promissora
para o desenvolvimento de técnicas de controle dessa praga, pois pode interferir

com o desenvolvimento do inseto nas mais diferentes fases do ciclo de vida.
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6. CONCLUSAO

e Os tegumentos naturais de C. ensiformis e C. rosea inibem 100% a

eclosao larval e consequentemente a penetragcédo do inseto C. maculatus;

e A analise de prote6mica comparativa dos tegumentos de C. ensiformis e
C. rosea identificou 308 proteinas. A maioria delas, um total de 156
estavam presentes em ambos 0s tegumentos com niveis de expressao
similares. 38 proteinas estavam aumentadas (UP) e 96 proteinas estavam
diminuidas (DOWN) no tegumento de C. ensiformis. Das proteinas
encontradas, 7 estavam presentes unicamente nos tegumentos de C.

ensiformis e 7 nos tegumentos de C. rosea.

e Os tegumentos de C. ensiformis e C. résea possuem proteinas com

afinidade a quitina;

e Vicilinas e quitinases estao presentes na fracdo com a afinidade a quitina

de tegumentos de C. ensiformis;

e Concentracdo de 1% da fracao retida em quitina de ambos os tegumentos

interferiu no desenvolvimento das larvas de C. maculatus.

e Afracdo rica em quitinase de tegumentos de C. ensiformis foi mais toxica
para as larvas de C. maculatus do que a fracéo total de proteinas com

afinidade a quitina;

e Andlises, in silico, mostraram que interacdes entre 0 monémero de vicilina
de tegumentos de C. ensiformis e o tetramero de N-acetilglicosamina
ocorrem espontaneamente através de ligacbes de hidrogénio, pontes

salinas e interacdes hidrofobicas;

e Andlises, in silico, mostraram que interacdes entre a quitinase de

tegumentos de C. ensiformis e o tetrdmero de N-acetilglicosamina
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ocorrem espontaneamente através de ligagfes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas.

1% de calcofluor, quando adicionado em tegumentos artificiais, bloqueou
100% a ecloséo das larvas de C. maculatus;

Larvas desenvolvidas em sementes artificiais ap0s ultrapassarem um
tegumento artificial contendo 0,5% de calcofluor tiveram uma reducgéo

significativa na massa corporal;

Analises bioquimicas das larvas 20 DAO desenvolvidas de sementes
artificiais contendo 0,5% de calcofluor nos tegumentos artificiais,
mostraram alteragcdes na atividade das enzimaticas a-amilase, lipase e

protease cisteinica e nos niveis de colesterol e proteinas totais;

Transcritos para as enzimas quitina sintase, quitina desacetilase e
guitinases foram identificados em embrides, larvas, pupas e adultos de C.
maculatus, indicando que o metabolismo de quitina é ativo em todas as

fases do ciclo de desenvolvimento do inseto.
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