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RESUMO

Latex de Plumeria rubra L. (Jasmim): Perfil Protéico, Caracterizacao Enzimatica e Acao
Contra Insetos

Plumeria rubra L. é uma planta laticifera pertencente a familia Apocynaceae popularmente
conhecida como Jasmim. Por apresentar flores vistosas e perfumadas, essa drvore ¢é
comumente vista ornamentando pragas e jardins residenciais dos grandes centros urbanos.
Plantas laticiferas sdo assim denominadas por que produzem endogenamente um fluido de
aspecto geralmente leitoso - o latex - que € exsudado da planta quando esta sofre algum tipo
de ferimento, seja por dano mecanico ou por ataque de predadores. O latex € um material
vegetal que tem sido alvo de estudos bioquimicos e farmacoldgicos que mostram ser ele uma
fonte promissora de compostos com potencial aplicagdo biotecnoldgica. No presente trabalho
o latex de P. rubra foi alvo de investigacdes bioquimicas e bioldgicas com €nfase na pesquisa
de proteinas que pudessem apresentar alguma acdo deletéria contra insetos pragas agricolas.
Procedimentos laboratoriais que empregam centrifugagdes e didlises permitiram o
fracionamento do latex em trés componentes distintos: borracha (BL), proteinas (PLPr) e
moléculas de baixa massa molecular (DL). A fracdo PLPr foi alvo de caracterizacdo
bioquimica e enzimdtica e foi utilizada em bioensaios com o caruncho do feijao-de-corda,
Callosobruchus maculatus e com a mosca-das-frutas, Ceratitis capitata. O latex integro e
suas fragdes foram utilizados em ensaios de repeléncia da ovoposicdo de C. maculatus e
Zabrotes subfasciatus. A fracio BL € o componente majoritdrio do latex, 70 %, enquanto as
fracdes PLPr e DL constituem cerca de 15 % cada uma. O teor de proteinas soliveis na fracao
PLPr foi de 0,33 mg/mL. Andlises eletroforética e espectrométricas revelaram a presenca de
proteinas com massas moleculares que variaram de 12 a 117 kDa, com um maximo de
proteinas com 26 kDa e pl<6,0. A caracterizagdo enzimdtica mostrou que as enzimas
antioxidantes superéxido dismutase e peroxidase foram detectadas na fracdo protéica, assim
como, uma atividade quitindsica. As proteinas do litex foram capazes de degradar azocaseina
(substrato inespecifico) e BANA (substrato especifico para proteases cisteinicas). As enzimas
proteoliticas detectadas foram principalmente do tipo cisteinica, € em menor proporg¢do,
serinica. O pH e a temperatura 6timos para esta atividade foram 6,0 e 37 °C, respectivamente,
onde valores de temperatura superiores anulam a atividade. Utilizando experimentos de dieta
artificial pode-se observar que a fracdo protéica do latex a 0,4 % foi capaz de diminuir em 50
% a sobrevivéncia, e a 0,1 %, diminuir 50 % do ganho de massa das larvas de C. maculatus.
Quando essas proteinas foram desnaturadas por aquecimento o desenvolvimento larval foi
igual ao controle, sugerindo que a manutencdo da estrutura protéica € essencial para o efeito
observado. As proteinas do liatex ndo foram digeridas pelas proteases enddgenas do trato
digestério das larvas, sugerindo que as mesmas ficariam livres para causar o efeito deletério.
Nenhum efeito no desenvolvimento das larvas de C. capitata foi observado quando as
proteinas foram adicionadas a dieta, mesmo na concentragdo de 4 %. O latex integro, quando
adsorvido em sementes de feijao, apresentou atividade inibitéria do tipo repelente sobre a
ovoposi¢do de ambos os bruquideos testados, sendo mais evidente em Z. subfasciatus. A agio
repelente observada foi dose e tempo dependente. O latex ndo foi capaz de afetar a viabilidade
dos ovos e nem o desenvolvimento larval. As fracdes PLPr e DL ndo apresentaram atividade
repelente, mostrando que nem proteinas nem moléculas de baixa massa molecular estdo
envolvidas nessa acdo. Os insetos, quando expostos diretamente ao latex por longo periodo de
tempo ndo tiveram sua fecundidade nem ovoposicdo afetados, sugerindo que o efeito
observado nio altera a fisiologia do animal.

Palavras-Chave: Plumeria rubra, latex, insetos, atividade enzimadtica, repeléncia
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ABSTRACT

Latex of Plumeria rubric L. (Jamie): Protein Profile, Enzymatic Characterization and
Action Against Insects

Plumeria rubric L. is a laticifera plant belonging to the family Apocynaceae popularly known
as Jamie. For spicy and fragrant flowers make this tree is commonly seen ornate squares and
gardens of residential urban centers. Laticifera plants are well known for producing a fluid
endogenously generally milky in appearance - latex - that exudates from the plant when it
undergoes some type of injury, either by mechanical damage or attack by predators. Latex is a
material that has been the subject of biochemical and pharmacological studies show that it is a
promising source of compounds with potential biotechnological application. In this study the
latex of P. rubric was the subject of biochemical and biological research with emphasis on the
search for proteins that could make any deleterious action against agricultural insect pests.
Laboratory procedures that employ centrifugation and dialysis allowed the fractionation of
latex into three distinct components: rubber (BL), proteins (PLPr) and low molecular weight
molecules (DL). The PLPr fraction was subject to biochemical and enzymatic characterization
and was used in bioassays with the bean weevil-of-rope, Callosobruchus maculatus and the
fruit fly, Ceratitis capitata. The full latex and its fractions were used in testing the repellency
of oviposition of C. maculatus and Zabrotes subfasciatus. The BL fraction is the major
component of latex, 70 %, while PLPr and DL fractions are about 15 % each one. The content
of soluble protein in PLPr fraction was 0.33 mg / mL. Espectrometric and electrophoretic
analysis revealed the presence of proteins with molecular weights ranging from 12 to 117
kDa, with a maximum of protein with 26 kDa and pl <6.0. The characterization showed that
the enzyme antioxidativas enzymes superoxide dismutase and peroxidase were detected in the
protein fraction, as well as activity chitinases. Proteins of latex were able to degrade azocasein
(nonspecific substrate) and BANA (specific substrate for cysteine proteases). The proteolytic
enzymes were detected mainly of type cysteine and to a lesser extent, serine proteases. The
pH and temperature optimum for this activity was 6.0 and 37 °C respectively, where higher
values of temperature cancel the activity. Through experiments with artificial diet can be
observed that the protein fraction of latex in 0.4 % was able to reduce by 50 % the survival
and, in 0.1 %, reduce the by 50 % the weight gain of larvae of C. maculatus. When these
proteins were denatured by heating the larval development was similar to the control,
suggesting that the maintenance of protein structure is essential for the observed effect.
Proteins of latex were not digested by endogenous proteases of the digestive tract of larvae,
suggesting that they would be free to cause deleterious effects. No effect on the development
of the larvae of C. capitata was observed when the proteins were added to the diet, even at a
concentration of 4 %. Whole latex when adsorbed in bean seeds, showed repellent activity on
oviposition of both bruchid, being more evident in Z. subfasciatus. The repellent activity was
observed time and dose dependent. The latex was unable to affect the viability of eggs or
larval development. The PLPr and DL fractions showed no repellent activity, showing that
neither protein nor molecules with low molecular weight are involved in this action. The
insects, when exposed directly to the latex for a long period of time had not affected their
fecundity or oviposition.

Key-words: Plumeria rubra, latex, insects, enzimatic activity, repellence
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I - INTRODUCAO

1.1 Defesa Vegetal

Devido ao fato de estarem ancoradas no solo e ndo apresentarem sistema circulatério
imune, as plantas estdo expostas a uma variedade de estresse ambiental. Em contrapartida,
estas apresentam um grande niimero de estratégias de defesa que sao utilizadas quando sdo
atacadas por patdogenos, herbivoros ou quando sdo submetidas a condi¢cdes ambientais
adversas (KOGAN, 1986).

As defesas da planta podem ser induzidas ou constitutivas. Os mecanismos naturais de
protecdo contra patégenos e predadores que fazem parte do programa de desenvolvimento
normal da planta s@o referidos como resisténcia constitutiva. Além disso, os vegetais podem
ativar mecanismos protetores em resposta a alguma agressao ou infecg@o, esse tipo de defesa
€ denominada induzida ou adquirida (CHESIN; ZIPF, 1990). Essa resposta induzida pode
resultar em efetivos mecanismos de resisténcia a doencas quando ela € expressa pela planta
sistematicamente (KUC; HAMMERSCHMIDT, 1995). Nesse caso, os agentes envolvidos
induzem uma resposta do hospedeiro, ndo apenas em torno das partes atingidas, como
também em partes da planta distantes da drea onde ocorreu a injuria, sendo este processo
denominado imunizagéo sist€émica (DEAN; KUC, 1986; GOTTSTEIN; KUC, 1989).

Os mecanismos de defesa apresentados pelas plantas podem ser fisicos ou quimicos. A
defesa fisica envolve a formacgdo de estruturas como espinhos, actleos, tricomas, tegumento
resistente e outros. A defesa quimica envolve a produgdo de compostos quimicos como
flavondides, inibidores de proteinases, vicilinas, lectinas, compostos fendlicos, alcaléides,
terpendides, proteinas inativadoras de ribossomos e quitinases (PAES et al., 2000; ELDEN,
2000; HUESING et al., 1991; XAVIER-FILHO, 1993).

A sintese de novas proteinas pode ocorrer durante um processo de estresse bidtico,
podendo estas ter uma acdo direta ou indireta no decorrer da patogé€nese. As proteinas
sintetizadas incluem proteinas da parede celular, enzimas envolvidas no metabolismo de
flavondides ou metabolismo oxidativo, proteinas toxicas, proteinas com propriedades
antimicrobianas, enzimas liticas, inibidores de amilases e de proteases e um grupo

heterogéneo de proteinas conhecidas coletivamente como PR-Proteinas (proteinas



relacionadas a patogénese). Esse grupo de proteinas inclui quitinases e —1,3 glucanases, que
juntas impedem o crescimento de hifas, lectinas e vicilinas que se ligam a quitina de fungos e
peroxidases envolvidas na fortificacdo da parede celular (GOMES et al., 1997).

As quitinases s@o enzimas hidroliticas envolvidas no reconhecimento e processamento
dos mecanismos de resisténcia de plantas contra patégenos (BOWLES, 1990). Elas podem
desempenhar papéis de defesa e fungdes bioldgicas na regulacdo e desenvolvimento de
plantas (SELA-BUURLAGE et al.,1993; MELO et al., 1999).

Inibidores de enzimas digestivas encontrados em plantas sdo importantes devido ao
potencial efeito deletério na nutri¢do animal e humana, bem como por seu possivel papel de
defesa em plantas contra microrganismos e insetos. Esses inibidores sdo divididos em quatro
classes, de acordo com suas atividades especificas: inibidores de proteinases serinicas;
cisteinicas, também chamados cistatinas; asparticas e de metalo-proteinases (RYAN, 1990).

Inibidores especificos para enzimas proteoliticas de microrganismos sdo comuns em
plantas, especialmente em sementes de leguminosas, dentre os quais se destacam os inibidores
de subtilisinas (proteinases secretadas por Bacillus subtilis), pertencentes a classe dos
inibidores de proteases serinicas. Tais inibidores sdo encontrados em muitos tubérculos,
cereais e leguminosas (GARCIA-OLMEDO et al., 1987) e podem ser ativos, também, contra
vdrias proteases de outros microrganismos fitopatogénicos (RYAN, 1990).

As plantas possuem também inibidores de a-amilase que constituem uma importante
familia de proteinas de defesa, sendo encontrados em cereais como trigo, centeio (GARCIA-
MAROTO et al., 1991; FENG et al., 1996), cevada (ABE et al., 1993) e leguminosas, como o
feijao comum (ISHIMOTO et al., 1996) e o feijao-de-corda (MELO et al., 1999).

1.2 Latex

Outra forma de defesa contra a invasio de patogenos e insetos encontrada pelas
plantas sdo os sistemas de canais que contém vdrias secre¢des, tal como os laticiferos,
resinas e mucilagens (FARRELL et al., 1991). O latex pode ser exsudado da planta quando
esta sofre algum tipo de injuria, seja por dano mecanico ou por ataque de predadores. Apds
sofrer uma lesdo, a planta libera o latex que protege a area injuriada contra patégenos e
também possui uma propriedade colante que pode imobilizar alguns insetos (MOURSY,

1997).



A capacidade de produzir litex é encontrada em plantas de diferentes portes como
ervas, arbustos e arvores. Embora o latex, na maioria das vezes, apresente aspecto leitoso, este
pode apresentar coloracdo amarelada ou alaranjada como em plantas pertencentes a familia
Papaveraceae, marrom-amarelado em plantas do género Cannabis, ou pode ser limpido como
em Nerium oleander (KEKWICK, 2001).

Virias fungdes bioldgicas tém sido atribuidas aos laticiferos. Tem-se sugerido hd 100
anos, desde que o latex foi encontrado em plantas do semi-arido, que os laticiferos podem ser
uma reserva de dgua, mas nem todas as plantas que contém latex estdo restritas a regides
secas. Possivelmente, a justificativa mais aceita da presenca de latex é seu envolvimento na
defesa da planta (RUDALL, 1987), que € evidenciada, principalmente, pelos tipos de
compostos identificados nesse fluido. A presenca de proteinas relacionadas a defesa contra
patégenos (PR-Proteinas), como glucanases e quitinases (VAN LOON; VAN STTRIEN,
1999), proteinases (DUBEY; JAGANADHAM, 2002) e inibidores de proteinases
(SRITANYARAT et al., 2006) no latex de varias espécies sugere que essa secrecdo poderia

agir como uma defesa da planta contra o ataque de insetos e patdégenos.

1.2.1 Composicao bioquimica do latex

O latex pode ser constituido por diversas substincias, como polimeros de
hidrocarbonetos, poliisopreno e proteinas (YEANG et al., 2002). Neste fluido ja foram
encontrados terpenos, polifendis, carbonatos, alcaldides, vitaminas, lipideos e aminodcidos,
além de uma diversidade de componentes celulares (MORCELLE et al., 2004).

A substincia presente no latex que apresenta a caracteristica de elasticidade da
borracha é um polimero de isopreno. O poli cis-isopreno é formado pela acdo combinada de
vérias atividades enzimadticas presentes no fluido laticifero.

O latex possui uma grande diversidade de proteinas, sendo especialmente rico em
enzimas com atividades proteoliticas. Relata-se a ocorréncia de inlimeras proteinases no latex
de diversas espécies do género Euphorbia. Denominadas de euphorbainas, estas proteinases
sao classificadas como sendo do tipo serinicas (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987b). No
latex de Hevea brasiliensis, relata-se também a ocorréncia de proteases similares que foram
denominadas de heveinas (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1986), o mesmo constata-se no
laitex de Carica papaya, também estudada pelo seu contetido de proteinases do tipo

cistefnicas, tais como: papaina e quimopapainas (MCKEE; SMITH, 1986; JACQUET et al,



1989). Outros tipos de proteinas também t€m sido estudadas no latex de plantas,
especialmente em H. brasiliensis, como: quitinases (JEKEL et al.,1991), beta-1,3-glucanases
(CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, Proteinas Inativadoras de Ribossomos (RIPs),
glicosidases (GIORDANI; LAFON, 1993), amilases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD,
1987a), inibidores de proteinases (ARCHER, 1983; LIN; LU, 1994).

1.3 Plantas laticiferas

Dentre a grande variedade de plantas que compdem o Reino Vegetal, cerca de 12.500
espécies, pertencentes a 22 familias, sdo consideradas plantas laticiferas (HAGEL et al.,
2008). Mas nao somente as plantas produzem latex, além destas, algumas espécies de fungos
dos géneros Lactariam e Peziza também t€m esta capacidade.

Entre as familias de plantas produtoras de latex destacam-se Euphorbiaceae (LYNN;
CLEVETTE-RADFORD, 1987b) e Apocynaceae (BROCKBANK; LYNN, 1979), embora
outras familias como Moraceae, Compositae, Anarcadiaceae e Sapotaceae também produzam
esta substancia (DELTA, 1982).

Plantas comuns como Jasmim (Plumeria rubra L.), Aveloz (Euphorbia tirucalli) e
Sapoti (Achras sapota) sdo plantas laticiferas. Entretanto, sem qualquer diuvida, a planta
laticifera mais conhecida em todo o mundo € a Seringueira (Hevea brasiliensis), espécie da
regido amazonica também conhecida como “drvore da borracha”. A borracha, matéria-prima
extraida da seringueira, é oriunda de seu fluido laticifero e revolucionou a industria no século
XIX. A partir desta foi gerado uma considerdavel gama de produtos industrializados dos quais
se destacam o pneu para automotivos e as luvas descartaveis utilizadas por profissionais da
drea de saude e outros (SUSSMAN et al., 2002). A importincia comercial desta planta é o
principal motivo de seu litex ser o mais estudado entre os ja conhecidos.

Nas plantas, o latex encontra-se dentro de um sistema de canais denominados de
laticiferos. Estes canais sdo células ou fileiras de células altamente especializadas que
apresentam caracteristicas morfoldgicas bastante peculiares. Assim, considerando seus
aspectos anatdmicos, dois tipos distintos de laticiferos sdo observados: os articulados, que sdo
formados por células seqiienciais interrompidas pela parede celular, mas interconectadas; e os
ndo articulados, que sdo formados por uma tnica célula que cresce nos espacos intercelulares
e eventualmente se ramificam nos tecidos das plantas de um modo similar as hifas de fungos

(KEKWICK, 2001) (FIGURA 1).



Nao-articulado Articulado

Figura 1 — Representacdo esquemdtica e anatomia dos dois tipos de laticiferos mostrada
através de cortes longitudinais do caule de Nerium oleander (ndo-articulado) e Papaver
somniferum (articulado). O canal laticifero estd indicado pelo asterisco vermelho. Adaptado

de HAGEL et al., 2008.



Os canais laticiferos podem estar presentes em todas as partes da planta ou, apenas, em
tecidos ou 6rgdos restritos. O latex poder ser extraido a partir do caule (Hevea brasiliensis),
tubérculos (Manihot glaziovii), folhas (Calotropis procera), galhos (Plumeria rubra) ou do
fruto (Achras sapota, Carica papaya). A extracdo de latex de Hevea brasiliensis ocorre
através de incisdes realizadas em seu tronco, mas o processo de coleta ndo é igual para todas
as plantas. Por exemplo, o latex de Calotropis procera é coletado a partir de extremidades
foliares, enquanto que em Plumeria rubra este fluido é abundante apenas nas extremidades

dos seus galhos, nao sendo possivel coletar latex a partir de sua porcao lenhosa.

1.3.1 Plumeria rubra L.

Plumeria rubra L. é uma planta laticifera que pertence a familia Apocynaceae.
Conhecida popularmente como jasmim, jasmim-manga, frangipani ou arvore-pagode, esta
planta € origindria da América Central e encontra-se amplamente distribuida pelas regides de
clima tropical do mundo, inclusive no Brasil (BROWN, 2008). Devido a beleza e perfume de
suas flores, Jasmim € facilmente encontrada como planta ornamental em pragas e jardins de
muitas regides metropolitanas (FIGURA 2).

O nome do género, Plumeria, ¢ uma homenagem ao botinico que a descreveu, Charles
Plumier. Trata-se de uma arvore, com ramificag¢des bifurcadas, espessas de aspecto suculento,
de 6-8 metros de altura. Com folhas deciduas, aglomeradas no dpice dos ramos. Possui
inflorescéncia terminal, com numerosas flores sucessivas, perfumadas na espécie tipica,
vermelhas ou réseas com o centro amarelo (BROWN, 2008). Quanto ao seu cultivo, apresenta
facil multiplicacdo por estacas (LORENZI; SOUZA, 1999).

Estudos fitoquimicos desta planta demonstraram que ela possui muitos iridoides, um
metabdlito secunddrio monoterpénico. Estes iridoides demonstraram possuir atividade
algicida, antibacteriana e citotoxica. Popularmente, esta planta é utilizada para combater a
sifilis, como purgativo e no combate da febre (KARNODO et al., 1990). No que se refere a
atividade enzimadtica, o latex de P. rubra é uma fonte de atividade lipolitica (CAMBON et al.,
2006). Apesar desses relatos, P. rubra é pouco estudada quando considerado seus aspectos
bioquimicos. Nao existem, de acordo com pesquisa bibliografica realizada, estudos
relacionados ao uso desse latex com propésitos aplicados. No entanto, em algumas espécies
de plantas laticiferas, como em Calotropis procera (RAMOS et al., 2007) e em Manihot

glaziovii (PEREIRA et al., 1999), ja foram detectadas atividades contra pragas agricolas.



Figura 2 - Aspecto geral da planta Plumeria rubra. A: Arvore; B: Inflorescéncia; C: Flor; D:

Apice Caulinar (BROWN, 2008).



1.4 Pragas agricolas

No ano de 2007, a populagdo mundial ultrapassou os 6,6 bilhdes e em 2025 é esperado
que a populagdo se aproxime dos 8,5 bilhdes. O crescente aumento nas demandas alimentares
como conseqiiéncia do aumento da populacdo humana e a intensifica¢do das préticas agricolas
tém aumentado os problemas causados pelas pragas e, consequentemente, prejudicado o seu
controle. As perdas nas produgdes agricolas devido as pragas e doencas t€m sido estimadas
em 37 % do total da produgdo agricola de todo o mundo, com 13 % destes sendo devido ao
ataque de insetos (BABU et al., 2003; GATEHOUSE et al., 1992).

Na América do Sul, as larvas de algumas espécies de bruquideos, como o
Acanthoscelides obtectus, Callosobruchus maculatus, Callosobruchus chinensis ou Zabrotes
subfasciatus sdo consideradas os principais predadores de sementes de feijOes, responsaveis
por enormes perdas, no periodo pré-colheita, bem como no periodo pds-colheita
(GATEHOUSE et al., 1995; LE BERRE-ANTON et al., 2000).

No Brasil, os dados divulgados pelo Ministério da Agricultura indicam que as perdas
por ataque de pragas durante o armazenamento dos produtos agricolas chegam a 10% do total
colhido, o que representa cerca de 10 milhdes de toneladas de gréos.

Praticamente todas as espécies de plantas possuem predadores naturais, € com as
plantas cultivadas de interesse comercial ndo é diferente. Culturas como feijdo, milho, cana-
de-agucar e frutas tropicais, dentre outras, sdo de grande importincia econdmica e formam a
base da agricultura da regido Nordeste. Contudo, o ataque de pragas é um dos principais
problemas enfrentados pelos produtores agricolas, sendo um dos principais fatores de perda
de produgdo em dreas de agricultura.

As pragas que infestam os graos armazenados s@o provenientes do campo, isto é o que
se chama de infestagdo cruzada. A infestacdo pode ser feita por meio de ovos, larvas ou
adultos, que juntamente com as vagens, graos ou sacarias, chegam aos armazéns, infestando
também os graos ja existentes. Por outro lado, grios sadios provenientes do campo podem ser
infestados nos armazéns quando medidas preventivas ndo sdo tomadas. Portanto, a
contaminacdo inicial pode ocorrer tanto no campo como nos armazéns. As principais pragas
que atacam o feijao Caupi em condicdes de armazenamento sdo: os bruquideos como
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, e a traca Plodia interpunctella (FREIRE

FILHO et al., 2005).



1.4.1 Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus

Dentre as diversas espécies de leguminosas, o feijdo € considerado produto basico na
alimenta¢do humana, sendo uma das mais importantes fontes de proteinas, calorias, vitaminas
do complexo B e minerais na América Latina (GUZMAN-MALDONADO et al., 1996;
ISHIMOTO; CHRISPEELS, 1996). Cultivos de feijao comum (Phaseolus vulgaris) podem
ser severamente danificados quando infestados por Acanthoscelides obtectus e/ou Z.
subfasciatus, dois bruquideos do novo mundo (DOBIE et al, 1990). Outros cultivos de
leguminosas, tais como ervilhas (Pisum sativum) e feijoes do género Vigna também sofrem
extensivos danos se infestados pelo Bruchus pisorum e C. maculatus (CHRISPEELS et al.,
1998).

Uma das principais pragas do feijdo de corda (Vigna unguiculata) é o C. maculatus
(Coleoptera: Bruchidae), que ataca, principalmente, as sementes estocadas, afetando
severamente a qualidade, a massa e a capacidade de germinacdo (HALL et al., 1997,
DONGRE et al., 1996). Este caruncho pode ocasionar perda de massa dos grdos na ordem de
60 % em seis meses de armazenamento (TANZUBIL, 1991).

O Z. subfasciatus (Both.) (Coleoptera) estd largamente distribuido entre os tropicos
como uma das principais pragas de sementes de leguminosas tais como de Phaseolus vulgaris
(L)), P. lunatus (L.) (MEIK et al., 1986) e V. unguiculata (LEMOS et al., 1990). Semelhante
ao C. maculatus este inseto também causa severos danos nas sementes como perda de massa,
reducdo do poder germinativo, do valor nutritivo e, conseqiientemente, desvalorizagdo
comercial dos graos devido a presenca de insetos mortos, furos, ovos e excrementos (GALLO
et al., 1988).

Os insetos C. maculatus e Z. subfasciatus apresentam caracteristicas fisicas e ciclos de
vida bem semelhantes, podendo ser identificados pelas caracteristicas apresentadas nas pernas
posteriores dos adultos. Os ovos sdo colocados sobre as vagens ou diretamente sobre as
sementes das leguminosas. A duragdo completa do ciclo de vida € de 26 dias a 30 °C. Os ovos
sdo colocados em um liquido claro e pegajoso expelido pela fémea servindo de apoio para a
penetracdo da larva para o interior do grio. As larvas sdo do tipo curculioniforme, passando
diretamente do ovo para o interior da semente. As pupas apresentam coloracio branca-leitosa
e medem cerca de 3 mm de comprimento. Os adultos sdo besouros pequenos com 1,8 a 2,5

mm de comprimento e coloragdo castanho escura. As fémeas sdo maiores que os machos e



apresentam manchas claras bem definidas em sua superficie superior, contrastando com a cor

escura do seu corpo (COUTINHO et al., 2000).

1.4.2 Ceratitis capitata

O Brasil é um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma producio que
supera os 34 milhdes de toneladas. A base agricola da cadeia produtiva das frutas abrange 2,2
milhdes de hectares, gerando 4 milhdes de empregos diretos e um PIB agricola de US$ 11
bilhdes (IBRAF, 2008).

A mosca-das-frutas, também conhecida como mosca-do-mediterraneo, Ceratitis
capitata pertence a ordem Diptera, familia Tephritidae. Ela é originiria da Africa e sua
introducdo no continente Americano ocorreu pelo Brasil em 1901 (NUNEZ-BUENO, 1987).
Este inseto encontra-se bastante distribuido pelo referido continente, infestando hospedeiros
nativos e exéticos (MATIOLI, 1985), e configura-se como uma das mais importantes pestes
que provoca perdas de economia agricola do mundo, capaz de atacar mais de 300 espécies de
frutas (LIQUIDO et al., 1991). No Brasil, ataca o p€ssego, citros, ma¢d, manga, entre outras,
causando grandes perdas na producdo dessas frutas comercialmente importantes
(MALAVASI; ZUCCHI, 1999).

C. capitata juntamente com os bruquideos, C. maculatus e Z. subfasciatus, foram as
espécies eleitas para serem usadas como modelo no estudo das propriedades anti-insetos do

latex de Plumeria rubra (FIGURA 3).

1.5 Estratégias de combate as pragas agricolas

O manejo do controle de pragas de grdos armazenados envolve, principalmente, as
boas condi¢des de armazenamento e o uso de agentes quimicos que trazem beneficios
minimos com custo elevado, na ordem de bilhdes de ddlares. Estima-se que mais de 10
milhdes de ddlares sejam gastos todos os anos para o controle quimico dos danos causados
pelos insetos (KRUSH, 1999), resultando em reducdo de apenas 7 % nas perdas causadas por
estes nas culturas (OERKE et al.,, 1994). Este tipo de controle vem gerando problemas
ambientais graves, como a contaminagdo do solo e da dgua, a toxicidade sobre organismos

ndo-alvo, o acumulo em cadeias alimentares e problemas de satide publica humana.
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O uso de inseticidas ¢ um dos métodos de controle mais empregado na atualidade. O
controle quimico pode ser aplicado de forma preventiva ou curativa. Esse tratamento tem sido
eficaz no controle dos carunchos, porém, sua utilizacio € dificultada pelo custo dos produtos e
problemas de toxicidade decorrentes da natureza quimica dos inseticidas, havendo também o
problema de resisténcia dos insetos a esses agentes (LORINI, 2001).

Uma das alternativas ao uso de agrotéxico s@o os biopesticidas, que faz uso de
predadores, parasitas e patdgenos naturais de insetos-praga. Formulagdes baseadas na bactéria
Bacillus thuringiensis, uma bactéria gram-positiva que sintetiza cristais de proteinas
inseticidas durante a esporulag@o, representa o bioinseticida mais vendido no mundo, sendo
usado hd mais de 50 anos no controle de insetos, principalmente lepdépteros (MUSSER;
SHELTON, 2003; FERRE; VAN RIE, 2002).

Devido aos custos dos produtos quimicos, pequenos agricultores tém utilizado vérias
praticas, como: mistura dos grios de feijio com areia, cal, cinza de madeira, terra de
formigueiro, pimenta-do-reino ou 6leos (GUTIERREZ; SCHOONHOVEN, 1981; DON-
PEDRO, 1989). O efeito repelente do dleo de sementes de Nim (Azadirachta indica) sobre Z.
subfasciatus foi mostrado por OLIVEIRA e VENDRAMIM (1999). HALL e HARMAN
(1991) constataram que o tratamento de sementes de Phaseolus vulgaris com 6leo de soja
(Glycine max) resultou na reducdo da ovoposicio e da emergéncia de adultos de Z.
subfasciatus.

A transferéncia génica constitui outro método alternativo ao uso de agrotéxico para o
controle de pragas e doencas, com vantagem adicional em termos de custos, bem-estar
ambiental e da saide humana. Com os avangos biotecnoldgicos, genes de diferentes origens e
que conferem resisténcia a insetos podem ser introduzidos em plantas de interesse econdmico
para reduzir sua susceptibilidade. Proteinas com atividade inseticida apresentam grande
potencial para serem utilizadas em programa de melhoramento genético de plantas. Estas
proteinas, quando ingeridas pelos predadores, podem agir diretamente sobre o sistema
digestivo dos insetos, interferindo no processo de absor¢do dos alimentos e retardando

conseqiientemente o seu desenvolvimento.
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Figura 3 - Aspectos da infestacdo (A, C e E) e detalhe (B, D e F) de Callosobruchus
maculatus, Zabrotes subfasciatus e Ceratitis capitata, em grios de feijdo e frutas,
respectivamente. G - Fruta infestada pelas larvas de C. capitata. H - Detalhe da larva de C.

capitata (PADIL, 2009).
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II - OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo caracterizar o latex de Plumeria rubra quanto aos
seus aspectos bioquimicos, fisiolégicos e bioldgicos, e avaliar uma possivel agdo desse fluido
e de suas proteinas contra importantes pragas agricolas, dando énfase a deteccdo de
componentes bioquimicos que apresentem correlagdo com um possivel papel de defesa na

planta. Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram tragados:

= Determinar o perfil protéico do latex utilizando andlises eletroforéticas, espectrométricas
e cromatograficas;

= Caracterizar o ldtex quanto as atividades enzimdticas do tipo antioxidantes e
proteoliticas;

= Avaliar a acfo contra os insetos Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfasciatus e
Ceratitis capitata através de ensaios bioldgicos de dieta artificial e de repeléncia da

ovoposicao.
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IIT - JUSTIFICATIVA

O ataque de pragas é um dos principais fatores de perda de producdo em dreas de
agricultura. O uso de agrotdxicos quimicos tem vdrias caracteristicas negativas que vao desde
problemas de contaminacdo ambiental, mortalidade de espécies ndo-alvo, resisténcia e
surgimento de novas pragas, além do alto custo econdmico para sua aquisi¢ao e aplicagdo.

Muitas alternativas ao uso de agrotdxicos quimicos t€m sido propostas. Dentre elas, a
utilizacdo de produtos naturais tem sido promissora. Dentro desse contexto, € crescente a
pesquisa por proteinas vegetais que poderiam ser utilizadas como ferramenta biotecnoldgica
para tal fim.

Com base no problema exposto, Plumeria rubra L. foi escolhida para o estudo de sua
potencial acdo contra pragas agricolas por representar uma excelente fonte de latex, um fluido
rico em proteinas, e por ser facilmente encontrada em uma considerdvel extensdo geografica

da regido Nordeste.
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IV - MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

4.1 Reagentes

Azocaseina, N-Benzoil-arginina-naftilamida (BANA), Benzoil-arginina-nitroanilida
(BApNA), Trans-epoxisuccinil-leucil-amido-3-metil-butano (E-64), Fenil-metil-sulfonil-fluor
(PMSF), 4-(dimetilamino)-cinamaldeido (DMACA), Coomassie Brilliant Blue R-250 e R-
350, Pepstatina, marcadores de massa molecular, Quitina coloidal, persulfato de amonio,
membranas de didlise cut off 8 kDa foram obtidos de Sigma ou Sigma-Aldrich Co., USA.
Acrilamida, Acido tricloro-acético (TCA), Nitro Blue Tretrazolium (NBT), Ditiotreitol
(DTT), Dodecil sulfato de sédio (SDS), Acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA), foram
obtidos da Amersham Bioscience, USA. Azul de bromofenol, tiossulfato de sédio, carbonato
de s6dio foram obtidos da Acros Organics, USA. Albumina sérica bovina (BSA) Fracdo V foi
obtida de INLAB, Brasil. Triton X-100 e Tween 20 foram obtidos da USB Corporation,
Cleveland, OH USA.

Os demais reagentes, como 4cidos, bases, solucdes salinas e tampdes foram

preparados a partir de reagentes de grau analitico.

4.2 Material vegetal

O latex utilizado neste estudo foi coletado de espécimes de Plumeria rubra L.
(Jasmim) cultivados no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara ou de
exemplares existentes em pragas ou jardins residenciais na cidade de Fortaleza.

P. rubra L. foi identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista do
Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard, onde uma exsicata (N. 15018)
desse material encontra-se depositada. Sua classificacdo taxondmica encontra-se detalhada na

TABELA 1.
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Tabela 1 - Classificacdo taxondmica de Plumeria rubra.

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Género Plumeria
Espécie Plumeria rubra Linn.

Fonte: STEVENS, 2001.
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4.3 Insetos

4.3.1 Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus

Os insetos da espécie Callosobruchus maculatus (Fabr.) e Zabrotes subfasciatus
(Boh.) utilizados nesse trabalho, ambos pertencentes a Ordem Coleoptera e Familia
Bruquidae, foram obtidos de uma colonia mantida no Laboratério de Bioquimica e Biologia
de Proteinas Vegetais do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, UFC. Os
bruquideos t€m sido mantidos em uma incubadora BOD a 27 + 1 °C, umidade relativa de 65-
75 % e fotoperiodo de 12 horas de luz, em sementes de feijao-de-corda obtidas no comércio
local. As culturas s@o mensalmente renovadas através da adi¢do de insetos recém-emergidos

em sementes novas.

4.3.2 Ceratitis capitata

As larvas de C. capitata (Wiedeman, 1824), pertencentes a Ordem Diptera e Familia
Tephritidae, foram obtidas através de insetos mantidos no Laboratério de Mosca-das-Frutas
do Departamento de Biologia Celular e Genética da UFRN, gentilmente fornecidas pelo Dr.
Mauricio Pereira Sales, do Laboratério de Quimica e Fung¢do de Proteinas Bioativas do
Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias, da mesma Universidade, local onde foram

realizados os bioensaios.

METODOS

4.4 Caracterizacao bioquimica

4.4.1 Coleta e fracionamento do latex

Coletas em campo foram realizadas semanalmente, durante todo o ano e sempre no
periodo da manha, e preferencialmente antes das nove horas, pois foi observado que, a medida
que se aproxima do pico solar, a liberagdo de latex pela planta é diminuida. O litex foi
extraido da planta através da quebra do dpice caulinar. O fluido exsudado foi coletado em

tubos do tipo Falcon contendo dgua destilada, na proporcdo de 1:2 (v/v). Este procedimento
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foi normalmente adotado porque o latex sofre um processo natural de coagulagdo, adquirindo
uma caracteristica colante. A coleta do latex em 4gua tem a finalidade de diminuir este efeito
e evitar a formacao de flocos de borracha, os quais podem aprisionar substancias soliveis.

E importante ressaltar que a coleta ndo causa danos irreversiveis a planta. Os dpices
caulinares se regeneram e a planta retoma o seu desenvolvimento normal.

No laboratério, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 5000 x g por 10 min, a 4°C.
Este procedimento inicial propiciou a precipitacdo parcial da parte insolivel do latex,
borracha. Essa fracdo foi denominada de BL (Borracha do Latex), a qual foi separada. O
sobrenadante foi dialisado por 1 hora contra o mesmo volume de dgua destilada, ou seja,
respeitando a relacdo de 1:1 (v/v). Ao término desse periodo a fragdo dialisdvel (dialisato) foi
liofilizada e o saco de didlise com o sobrenadante foi transferido para outro recipiente, onde
foi dialisado exaustivamente contra 4gua destilada por 72 horas, a 4°C. O material resultante
foi novamente centrifugado e o sobrenadante obtido, contendo a fracdo protéica do latex, foi
liofilizado.

Nas didlises foram utilizadas membranas com capacidade para retencdo de moléculas
com massa molecular superior a 8 kDa. Dessa maneira, o dialisato era entdo, constituido de
moléculas menores que 8 kDa, provavelmente fons, metabdlitos secundarios e/ou peptideos.
Esta fracdo foi denominada de DL (Dialisato do Latex). O sobrenadante final liofilizado
resultou em uma fracdo livre de borracha e rica em proteinas soliveis, e foi por isso

denominada de Proteinas do Latex de Plumeria rubra - PLPr (FIGURA 4).

4.4.2 Rendimento

A partir do fracionamento do litex, suas fracdes foram liofilizadas e pesadas. Uma
estimativa do rendimento destas foi estabelecida a partir de cinco amostras coletadas
separadamente. Cada amostra foi constituida de 5 mL de latex coletados em um tubo
contendo 5 mL de dgua destilada. As cinco amostras independentes foram avaliadas seguindo
exatamente 0 mesmo procedimento para cada uma, seguindo o protocolo descrito no item
anterior. A partir da fragcdo protéica (PLPr) o teor de proteinas soliveis de cada amostra foi

estimado utilizando o método de BRADFORD (1976).

18



Coleta do latex em agua (1:2; v/v)

Precipitado 1
(borracha)

Liofilizacdo

Fracao Borracha

(BL)

1

Precipitado 2
(borracha)

Centrifugacao
-5000 x g
- 10 min
— _10°C

v
Sobrenadante - Dialise

-8.000 Da
~4/4h
~48h

VL

Centrifugaciao

-5000x g
- 10 min

—— o
-10°C

\ 4

Sobrenadante ausente
de borracha

Proteinas do Latex
— (PLPr)

Dialisato da 12
hora de dialise
(1:2)

1

Liofilizacdo

Fracao Dialisavel
(DL)

—

Liofilizagao

Figura 4 - Esquema geral do fracionamento do latex de P. rubra. Esse procedimento resultou

em trés fracdes distintas: fracdo borracha (BL), insoldvel em 4dgua; fracdo dialisdvel (DL),

solivel em 4gua e constituida por moléculas de baixa massa molecular; e fracdo protéica

(PLPr), constituida pelas proteinas soliveis do latex.
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4.4.3 Dosagem de proteinas

A quantidade de proteinas soliveis da fracdo PLPr foi estimada pelo método
colorimétrico descrito por BRADFORD (1976). Para tanto, foi preparada uma solugéo de 1
mg/mL da amostra, de onde foram retiradas aliquotas de 100 UL e adicionadas a 2,5 mL do
reagente de Bradford. As solug¢des foram levemente agitadas e apds 10 minutos procedeu-se a
leitura das absorbancias a 595 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. A quantidade de
proteina foi estimada utilizando-se Albumina Sérica Bovina como referéncia padrio na curva

de calibragdo.

4.4.4 Ensaio de Hemaglutinacao

O ensaio de hemaglutinagcdo foi realizado com o intuito de verificar a presenga de
lectinas no latex de P. rubra. A atividade hemaglutinante da fracdo PLPr foi ensaiada, em
temperatura ambiente (25 °C), utilizando placas de micro titulagdo, nas quais foram feitas
dilui¢des seriadas similar ao descrito por MOREIRA e PERRONE (1977).

Inicialmente, 25 pL. de tampao Tris - HCI 100 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM
foram adicionados, a partir da segunda fileira, em todos os po¢os da placa. Em seguida, o
mesmo volume de amostra, na concentracdo de 2 mg/mL, foi acrescentado na segunda fileira
e misturado cuidadosamente por pipetagem. Uma aliquota de 25 pL dessa solucdo foi
transferida da segunda para a terceira fileira, foi novamente misturado e o passo de dupla
dilui¢do foi repetido até a 11* fileira; nesta, os 25 pL em excesso foram descartados. A
primeira fileira continha 25 pL da solugéo néo diluida.

Em todos os pocos foram adicionados 25 pl. de uma suspensdo de eritrdcitos de
coelho 2 % em solucdo salina (NaCl 150 mM), previamente preparada. Posteriormente, as
placas foram deixadas em repouso por 3 horas, a temperatura ambiente, e a presenca dos
aglutinados foi observada visualmente.

Foram utilizados eritrécitos de coelhos adultos e sadios mantidos no Biotério do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular.
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4.4.5 Cromatografia de afinidade em coluna de quitina

Considerando que, a membrana peritrofica dos insetos € formada principalmente por
quitina e que a degradacdo deste polissacarideo pode afetar o desenvolvimento dos insetos,
objetivou-se testar a afinidade de proteinas do ldtex (PLPr) a uma matriz de quitina.

Para a realizagdo deste ensaio uma coluna cromatogrifica (4 x 1,5cm) de afinidade a
quitina foi montada e equilibrada com uma solu¢do de NaCl 0,15M. Nesta coluna foram
aplicados 5 mL de proteinas do latex ressuspensas em solucdo salina, obtendo-se uma
concentracdo de 2,5 mg/mL. O pico ndo retido foi eluido na prépria solugdo de equilibrio. As
proteinas retidas foram eluidas primeiramente com 4cido acético 1M e posteriormente com
acido cloridrico 0,1 M. O fluxo da coluna foi ajustado para 0,5 mL/min e foram coletadas
fragdes de 1 mL. Os picos protéicos foram detectados através da leitura espectrofotométrica a

280 nm.

4.4.6 Cromatografia de exclusao molecular (Sephacryl S-100)

Com o intuito de fracionar as proteinas do latex de P. rubra, amostras da fracdo PLPr,
35 mg dissolvidos em 3 mL de dgua destilada (11,6 mg/mL) foram submetidas a filtragdo em
gel em uma coluna de Sephacryl S-100 (104 x 2 cm), que foi previamente equilibrada com
tamp@o bicarbonato de amonio 50 mM, pH 7,9. As amostras foram previamente separadas de
material insolivel através de centrifugacdes a 20.000 x g, 10 min, 4 °C, antes de serem
submetidas as cromatografias. A elui¢do das proteinas foi feita com o0 mesmo tampéo, sob um
fluxo de 0,5 mL/min. As fragdes coletadas tinham um volume de 2,5 mL. O perfil protéico foi

medido através de leituras espectrofotométricas a 280 nm.

4.4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil protéico da fracdo PLPr, assim como o das fragdes mais expressivas oriundas
da cromatografia de exclusdo molecular, foi analisado através de eletroforeses em gel de
poliacrilamida contendo, ou ndo, o agente desnaturante Dodecil Sulfato de Sédio (SDS). O
método utilizado foi o descrito por LAEMMLI (1970), com algumas adaptacdes.

Os géis em placa foram montados nas dimensdes de 8 x 7,5 x 0,1 cm. O gel de

aplicac@o continha 5 % de acrilamida e 10 % de SDS em tampao Tris-Hcl 0,5 M, pH 6,8. O
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gel de separacdo, contendo 12,5% de acrilamida e 1% de SDS, foi montado em tampao Tris-
HCI 3 M, pH 8,8.

Amostras de 1 mg da fracdo PLPr foram dissolvidas em ImL de tampdo de amostra
(Tris-HCI 0,0625 M, pH 6,8 contendo 2 % de SDS), sendo posteriormente submetidas a
centrifugacdo a 6000 x g, por 10 min, a 4°C. Aos sobrenadantes obtidos foram adicionados 3
uL de azul de bromofenol 0,02 % e 20 mg de sacarose, preparando-se, assim, as amostras
para a corrida eletroforética. Em seguida, foram aplicados de 10 a 25 pL da fracdo PLPr, ou 5
UL das fracdes obtidas da cromatografia, nos pogos do gel de aplicacdo. Na eletroforese para
peptideos o gel de aplicagdo foi preparado na concentracdo de 16,5 % de acrilamida, nas
mesmas condi¢des descritas acima.

A corrida eletroforética foi realizada sob amperagem constante de 40 mA, voltagem
inicial de 100 V, a 25 °C, usando-se como tampao de corrida Tris-HCI 0,025 M, pH 8.3,
contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1 %. A corrida ocorreu em 2,5 horas.

Eletroforeses nativas foram realizadas nas mesmas condi¢des, porém sem a adicdo do
agente desnaturante.

Ap6s a corrida o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250, preparado em
uma solucdo de 4gua, 4cido acético e metanol, respeitando as propor¢des de
8:1:3,5 (v/v/v), por um periodo de 4 horas. Em seguida, descorados com a mesma soluc¢do na

auséncia do corante, permitindo assim a visualizacdo das bandas protéicas.

4.4.8 Eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida

A fragdo protéica PLPr também foi caracterizada quanto ao seu perfil de proteinas por
eletroforese bidimensional (2-DE).

Esta técnica € realizada pela execucdo de duas etapas distintas. A primeira,
denominada Focalizagdo Isoelétrica (IEF) consiste na migragdo de proteinas, submetidas a
corrente elétrica, em uma matriz de gel que apresenta um gradiente de pH onde estas
proteinas migram para seus respectivos pontos isoelétricos. Na segunda etapa, tiras contendo
as proteinas foram tratadas com SDS, deitadas sobre géis de poliacrilamida montados em
placas verticais e submetidos novamente a uma diferenca de potencial. Nesta etapa as
proteinas sdo separadas de acordo com suas massas moleculares.

Para a realizagdo da primeira dimensdo, tiras (13 cm de comprimento) de gel linear

Immobiline DryStrip, adaptadas para conter um gradiente de pH que variou de 3-10 ou de 4-7
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foram hidratadas com uma solu¢@o contendo as proteinas do latex. A solucdo de hidratacdo
foi composta de: 8 M uréia; 2 M tiouréia; 2 % de Triton X-100; 0,5 % de tampao IpG
apresentando anfélitos com os gradientes de pH supracitados; 2,8 % de DTT; 1 % de glicerol
e tracos de azul de bromofenol.

A fracdo PLPr (1 mg) foi dissolvida em 250 pL de solu¢do de hidratacdo. Essa
aliquota foi depositada em um dos pocos do suporte Immobiline DryStrip Reswelling Tray
onde as tiras de Immobiline DryStrip foram gentilmente deitadas sobre a solucdo, de maneira
que, o lado da tira que contém o gel ficasse voltado para baixo, em intimo contato com a
amostra, para que essa fosse incorporada ao gel. As tiras foram, entfo, cobertas com dleo
DryStrip Cover Fluid, com o intuito de evitar o ressecamento das tiras € empurrar a amostra
para a regido da tira que contém o gel. As tiras foram deixadas rehidratando durante 16 horas
a temperatura ambiente.

Ap6s esse periodo foi realizada a focalizagdo isoelétrica das proteinas. As tiras foram
rapidamente imersas em dgua Milli-Q para retirada do excesso do Cover Fluid, posicionadas
no aparelho focalizador Multiphor II, ligado a um sistema refrigerado, e as tiras foram
submetidas as seguintes condi¢des de corrida: 1 mA e 5 W a 200-100 V/h, 500-250 V/h,
1000-500 V/h, 2500-2500 V/h e 3500-14000 V/h, de forma ndo linear (em steps). A
focalizacgdo foi realizada a uma temperatura de 18°C.

Ap6s a etapa de focalizacdo, as tiras foram novamente submersas em dgua Milli-Q
para retirada do excesso de Cover Fluid e em seguida tratadas durante 15 minutos em uma
solugdo de Tris-HCI pH 8,8 contendo 2 % de SDS, 6 M de uréia, 30 % de glicerol (v/v) e
0,002 % de azul de bromofenol contendo DTT 0,1 %. Este tratamento preparou as tiras para a
realizacdo da segunda etapa eletroforética. Nesta, as tiras foram deitadas sobre géis de
poliacrilamida a 12,5 % contendo SDS 0,1 % montado em sistema de placas verticais. O
sistema foi selado com agarose 1,5 % contendo azul de bromofenol para facilitar a
visualizac@o da frente de migracdo. A corrida eletroforética foi desenvolvida a 180 V e 25 mA
por placa e realizada a temperatura ambiente usando-se como tampao de corrida, Tris 0,025
M pH 8,3 contendo glicina 0,192 M e SDS 0,1 %. O tempo de corrida variou entre 6 e 7
horas.

Ao final do processo, os géis foram fixados durante 1 hora em etanol, dcido acético e
dgua (4:1:5; v/vlv), sendo posteriormente corados com uma solugcdo de Coomassie Brilliant

Blue R-350 0,1 % em &4gua, acido acético e metanol (8:1:4; v/v/v) durante 4 horas e
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descoradas com a mesma solucdo na auséncia do corante, permitindo assim a visualizacio

dos spots protéicos.

4.4.9 Espectrometria de massas

Um espectro de massas da fracdo PLPr foi adquirido a partir de um aparelho
Espectrometro de Massas modelo MALDI-TOF (ABI 4700 Proteomics Analyzer - Applied
Biosystems). A matriz era do tipo Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) com
fonte de ionizacdo do tipo Electron Spray lonization (ESI), analisador tipo Time of fly (TOF)
e detector do tipo Multiplier. Esta andlise foi realizada na Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRIJ) e conduzida pelo especialista em espectrometria de massas responsavel pela

manipulag@o do aparelho.

4.5 Caracterizacao enzimatica

Ensaios enzimaticos foram realizados com a fragdo PLPr com o objetivo de
caracterizar a presenca de enzimas relacionadas a defesa e ao metabolismo oxidativo de
plantas. Para tanto foram realizados ensaios in vitro para determinar a presenca de atividades
para as enzimas peroxidase, catalase, superoxido dismutase, bem como, para enzimas
proteoliticas. Zimogramas para deteccdo qualitativa destas enzimas foram realizados em

paralelo.

4.5.1 Deteccao quantitativa de enzimas antioxidantes

4.5.1.1 Peroxidase

A determinagdo da atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) na fracdo
PLPr foi investigada através do método espectrofotométrico descrito por NAKANO e
ASADA (1981), no qual a enzima APX catalisa a reacdo em que o H,0O, é degradado. Foram
dissolvidos 50 mg da fragcdo protéica do latex de P. rubra liofilizado em 5 mL de tampao
fosfato de potassio 100 mM, contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0. Em seguida a mistura foi
centrifugada em centrifuga de eppendorf modelo 5417 R (Biopharma, New York,USA), na

velocidade de 10.000 x g, durante 10 minutos, a 4 °C. A solugdo reacional foi preparada em
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tubos de ensaio com 1.350 puL de tampao fosfato 50 mM, contendo EDTA 0,25 mM, pH 6,0.
Foram adicionados 50 pL das aliquotas do sobrenadante obtido ap6s a centrifugacdo, 50 pUL
da solug¢do de peroxido de hidrogénio 30 mM e 50 pL de acido ascérbico 15 mM. As
amostras foram mantidas em banho-maria a temperatura de 30 °C durante todo o experimento.
A leitura das absorbancias foi medida a 290 nm e os valores foram utilizados para determinar

a atividade enzimatica da APX.

4.5.1.2 Catalase

A determinag¢do da atividade da enzima catalase (CAT) na fracdo PLPr foi investigada
através do método descrito por BEERS e SIZER (1952), fundamentada na capacidade da
enzima CAT catalisar a reacdo de degradag¢do do H,O, em dgua e oxigénio gasoso. Para tanto,
foram dissolvidos 50 mg da fracdo protéica liofilizada em 5 mL de tampao fosfato de potdssio
100 mM, contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0 e centrifugados na centrifuga de eppendorf
descrita anteriormente, na velocidade 10.000 x g, 10 min, 4°C. A solug@o reacional foi
preparada em tubos de ensaio com 1.290 pL de tampao fosfato de potassio 100 mM, com
EDTA 0,1 mM e pH 7,0, adicionados de 50 uL. das aliquotas do sobrenadante obtido apds a
centrifugacdo e 60 UL de solucdo de peréxido de hidrogénio 500 mM. As amostras foram
mantidas em banho-maria a temperatura de 30 °C durante todo o experimento. A leitura das
absorbancias da mistura reacional foi medida a 240 nm e os valores obtidos utilizados para

determinar a atividade enzimatica da CAT.

4.5.1.3 Superoxido dismutase

A determinacdo da atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) na fracdo PLPr
foi investigada através do método descrito por GIANNOPOLITIS e RIEIS (1977). A referida
enzima é capaz de inibir a formagdo de Formazana (cor azul), na reacdo em que o radical
superoxido, formado a partir da reducdo da riboflavina e responsdvel pela liberacdo de
elétrons para o oxigénio, é reduzido a per6xido de hidrogénio. Assim, foram dissolvidos 50
mg da fragdo protéica do latex liofilizado em 5 mL de tampdo fosfato de potassio 100 mM,
contendo EDTA 0,1 mM, pH 7,0, e centrifugados na centrifuga de eppendorf, velocidade
10.000 x g, 10 min, 4 °C. A solucdo reacional foi preparada em tubos de ensaio com 1.000 uL
de tampao fosfato 50 mM, com EDTA 0,1 mM e metionina 19,5 mM, pH 7,8. Foram
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adicionados 50 pL das aliquotas do sobrenadante obtido apds a centrifugacdo e, na auséncia
de luz, foram adicionados a cada eppendorf 150 pL de solu¢do de NBT 750 mM e 300 puL de
riboflavina 10 uM. As amostras foram transferidas para uma caixa iluminada por uma
lampada fluorescente de 20 W, durante 15 minutos. A leitura das foi feita a 560 m, se
resguardando da luminosidade, e os valores obtidos utilizados para determinar a atividade

enzimatica da SOD.

4.5.2 Zimograma para deteccao de atividade peroxidasica

Peroxidases foram também detectadas através de zimograma, seguindo a técnica
descrita por JOHRI e colaboradores (2005). Amostras da fracdo PLPr foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %), na presenca ou auséncia de SDS. Os géis
foram imersos em 100 mL de tampao fosfato pH 7,0 contendo 0,03 % de H,O,, 0,2 % de
guaiacol e 0,03 % de 3-amino-etil-carbazole. Peroxidases foram observadas como zonas

escuras do gel.

4.5.3 Zimograma para deteccao de atividade quitinasica

A atividade quitinolitica foi também detectada em gel. As amostras de PLPr foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) contendo 0,04 % de glicol-
quitina a 8 ° C. Depois da eletroforese os géis foram imersos em Triton X-100 a 2,5 % e
levemente agitados por 30 minutos para eliminar o SDS. Depois desta etapa, os géis foram
incubados a 37 °C por 24 horas em tampao acetato de sddio 50 mM, pH 5,0. Os géis foram
entdo incubados em calcoflur MR 28 0,01 % a 37 °C por 1 hora. Quitinases foram observadas
como zonas claras, através da iluminacdo dos géis em trans-iluminacio UV (UV ITF

Labortechnik, Wasserburg, Germany).

4.5.4 Deteccao e caracterizacdo de enzimas proteoliticas

Foram determinadas as atividades proteoliticas da fracdo PLPr de P. rubra através de
métodos colorimétricos utilizando Azocaseina, BANA e BApNA como substratos em valores
de pH especificos. Estes ensaios foram realizados de acordo com a metodologia descrita por

XAVIER-FILHO e CAMPOS (1989). Inicialmente foi determinada a melhor aliquota da
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fracdo PLPr para ser usada nos ensaios enzimdticos. Para tanto, foram realizados ensaios
proteoliticos preliminares testando as seguintes aliquotas: 100, 200 e 300 uLL de uma solugdo
da fracdo PLPr a 4 mg/mL. A aliquota da solugdo protéica utilizada nos ensaios subseqiientes

foi 200 L.

4.5.4.1 Atividade proteolitica total usando Azocaseina como substrato

Neste experimento foi determinada a atividade proteolitica total das proteinas do latex
sobre a Azocaseina, um substrato inespecifico para proteases. A fracdo PLPr foi usada na
concentracdo de 4 mg/mL, diluida em tampdo fosfato de sédio (PBS) 50 mM pH 6,0. Em
eppendorf, 200 UL da amostra foram juntados com 40 uL. de DTT e 260 puL de tamp@o para se
obter um volume total de 500 pL para iniciar a reagdo enzimatica.

Os ensaios proteoliticos foram feitos na presenga ou auséncia de Ditiotreitol 3mM, o
DTT, um ativador de proteases que age reduzindo as pontes dissulfeto nas moléculas
protéicas. Este permaneceu em contato com a amostra por 10 minutos antes da adi¢do dos
outros reagentes. Seguidamente, 200 uL. de Azocaseina 1% foram adicionados e esta solugdo
foi incubada a 37 °C por uma hora. A reacdo foi parada com a adi¢do de 500 pL de acido
tricloroacético (TCA) 20 %. As amostras foram, ent@o, centrifugadas a 10.000 x g por 10 min
e o sobrenadante separado foi alcalinizado com 500 pL. de NaOH 2M.

Nos ensaios proteoliticos grupos controle foram feitos com os mesmos reagentes,
porém, diferindo na ordem de adi¢do da amostra, que s6 foi introduzida quando as reacdes
foram paradas. Esse procedimento garante que ndo ha reagdo bioquimica controle negativo.
As leituras espectrofotométricas dos produtos da reacdo foram realizadas a 440 nm. Uma
unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que incrementa a absorbancia

de 440 nm em 0,01. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.4.2 Atividade proteolitica do tipo cisteinica usando BANA como substrato

Com o intuito de confirmar a presenca de atividade proteolitica do tipo cisteinica no
latex de P. rubra foi realizado um ensaio utilizando como substrato N-benzoil-arginina-
naftilamida (BANA), que € especifico para este tipo de proteinase. A amostra foi utilizada nas
mesmas condicdes descritas. Apds a incubagdo com o DTT foram adicionados 200 pL de
BANA 1 mM e as solucdes foram incubadas a 37 °C por 30 minutos. A reacdo foi parada com
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a adicdo de 500 pL de uma solu¢do de HCI 2% em etanol e 500 pL. de 4-(dimetilamino)-
cinamaldeido (DMACA) 0,06% em etanol. Apés 40 minutos, os resultados colorimétricos

foram mensurados por absorbancia a 540 nm. Todos os ensaios ocorreram em triplicata.

4.5.4.3 Atividade proteolitica do tipo serinica usando BApNA como substrato

O Benzoil-arginina-p-nitroanilida (BApNA) é um substrato especifico para proteinases
do tipo serinica. Para deteccdo desta atividade na fracdo PLPr, a amostra foi utilizada na
mesma concentracdo e condicdes descritas no item 4.2.4.1. Este ensaio foi realizado na
auséncia de DTT, dessa forma, o volume de tampao utilizado foi 300 puL, que foi somado a
200 pL da solugdo de amostra. Em seguida, foram adicionados 110 UL de uma solucdo de
HCI 1,25 mM e, depois de incubados por 10 minutos a 37 °C, foi acrescentado o BApNA
(1,25 mM). Apds nova incubagido de 37 °C por 10 min a reagdo foi parada pela adi¢do de 120
UL de acido acético a 30 %. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 405 nm. O ensaio foi

realizado em triplicata e provas em branco foram feitas.

4.5.4.4 Inibicao de proteinases utilizando Azocaseina e BANA como substrato

Para tentar elucidar a natureza do mecanismo de acdo das atividades proteoliticas
presentes na fracdo protéica do latex, um grupo de inibidores para os diferentes tipos de
proteinases foi testado. Para tanto, antes de iniciar as reagcdes com os substratos, aliquotas de
200 pL da fragdo PLPr (2 mg/mL em tampao PBS, 50 mM, pH 6,0) foram pré-incubadas por
30 min, a 25 °C, com 20 pUL de cada um dos seguintes inibidores: PMSF 5 mM - inibidor de
proteases serinicas; E-64 0,18 mM — inibidor de proteases cisteinicas; EDTA — inibidor de
metaloproteinases; Pepstatina 10 mM - inibidor de proteases aspdrticas e IAA 0,1 M —
inibidor de proteases cisteinica. PMSF, E-64, EDTA e Pepstatina foram utilizados nos ensaios
com Azocaseina; PMSF, E-64 ¢ TIAA foram usados nos ensaios com BANA. As atividades

proteoliticas remanescentes foram, entdo, determinadas a 37 °C, pH 6,0.

4.5.4.5 Atividade proteolitica em diferentes faixas de pH

Para se estabelecer uma curva de atividade proteolitica da fragdo PLPr em fung¢do do

pH, ensaios enziméticos foram realizados conforme as metodologias descritas anteriormente,
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usando os trés substratos, Azocaseina, BANA e BApNA. Os valores de pH testados foram:
2,5; 4;5; 6; 7; 8 9 e 10, exceto para Azocaseina, que nao dissolve em pH 2,5 e 4. As
solugdes-tampao utilizadas para pH cada foram: glicina 50 mM (pH 2.6); acetato de sédio 50
mM (pH 4.0 e 5.0); fosfato de sédio (PBS) 50 mM (pH 6.0 e 7.0) e Tris-HCI 50 mM (pH 8.0
e 10.0).

4.5.4.6 Atividade proteolitica em diferentes faixas de temperatura

Para avaliar a estabilidade das atividades proteoliticas em func¢do do calor, as proteinas
do latex de P. rubra, diluidas em tampdo PBS, 50 mM, pH 6,0, foram incubadas sob
diferentes temperaturas (37, 45, 60, 75 e 90 °C) por 15 e 30 min. Apds o aquecimento as
amostras foram submetidas a centrifugacio (10.000 x g, 10 min) e as atividades proteoliticas
dos sobrenadantes foram mensuradas seguindo as metodologias descritas anteriormente,

usando azocaseina e BANA como substratos. A concentrac¢do usada de PLPr foi de 2 mg/mL.

4.5.5 Zimograma para deteccao de atividade proteolitica

A fracdo PLPr também foi avaliada qualitativamente quanto a sua atividade
proteolitica. Para tanto foi empregada a metodologia para a deteccdo da atividade proteolitica
em gel de acordo com MACEDO er al. (2004). Os géis de aplicagdo e separacdo foram
montados conforme descrito para eletroforese, sendo que este tinha gelatina 0,1%.

A preparacdo da amostra, a aplicacdo no gel e a corrida ocorreram nas mesmas
condicdes da eletroforese, no entanto foi realizada a 8 °C a fim de se manter a integridade das
proteinas. Apés a corrida eletroforética, o gel foi incubado em uma solug@o de Triton X-100
2,5 % por duas vezes, sendo 20 minutos cada, a 25 °C. Posteriormente, o gel foi incubado em
uma soluc¢do ativadora (tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0, contendo DTT 2 mM) por 60
minutos a 37°C. Em seguida, foi corado com uma solu¢ido de Coomassie Brilliant Blue R-250

e, posteriormente, descorado com a solucio descorante.
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4.6 Ensaios biolégicos

4.6.1 Bioensaios com C. maculatus e Z. subfasciatus

4.6.1.1 Ensaios de repeléncia

A atividade repelente aqui mencionada refere-se a uma acao inibitéria da ovoposicao
dos insetos sobre feijoes em ensaios de repeléncia de ndo-escolha, onde sementes cobertas
com as solugdes testadas s@o oferecidas aos insetos dentro de potes de plastico transparentes.
O método experimental usado neste trabalho é original, porém, baseado parcialmente na
metodologia de repeléncia de livre-escolha como descrita por SADEGHI e colaboradores
(2006).

As atividades repelentes foram realizadas com o latex integro de P. rubra, sempre
recém coletado em dgua destilada, obedecendo a relacdo de 1:1 (v/v), e com sua fracdo
protéica (PLPr) e nao protéica (FD). Os parimetros observados a partir destes ensaios foram:

inibi¢do da ovoposicdo, taxa de sobrevivéncia e massa larval. Em ensaios de repeléncia da

ovoposic¢do, o tempo de acdo e a dose-resposta foram medidos.

4.6.1.1.1 Atividade repelente do latex integro de P. rubra

Para avaliar o potencial inibitério do latex de P. rubra sobre a ovoposi¢do de C.
maculatus e Z. subfasciatus, estes insetos foram expostos a sementes de feijao-de-corda
tratadas com o litex. Para preparar as sementes, estas foram mergulhadas em diferentes
preparagdes do litex e, depois de secas a temperatura ambiente, foram usadas nos
experimentos.

Trés preparacdes diferentes foram testadas: a primeira consistiu de sementes
embebidas em uma solucdo de gelatina a 1 %; a segunda, de sementes embebidas no latex, e a
terceira, continha sementes embebidas, seqliencialmente, na solu¢ido de gelatina e no latex,
depois de passar por secagem. Dois tipos de controle foram usados: um constituido por
sementes sem nenhum tipo de cobertura e o outro que consistiu das sementes com a cobertura
de gelatina. A gelatina foi empregada como controle porque apresenta uma caracteristica
aderente, semelhante ao latex, o que ajudaria a adsorver as particulas do latex aos feijoes.

Em cada preparacido, as sementes foram mergulhadas nas respectivas solucdes por 30

segundos (de cinco em cinco graos) e foram transferidas para uma placa de Petri grande onde
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foram expostas ao calor leve de um secador elétrico para secagem. O tempo de exposi¢do ao
secador foi de aproximadamente 30 minutos, a uma distancia de 50 cm.

O ensaio biologico obedeceu a um delineamento experimental inteiramente
casualizado, onde cada grupo foi testado em quatro repeticdes (quadruplicatas). Cada
repeticdo foi composta de 10 sementes acondicionadas em potes plasticos transparentes de 6
cm didmetro x 4.5 cm altura com tampas perfuradas (totalizando 40 por grupo), onde foram
introduzidos cinco casais de insetos em cada.

Os insetos utilizados tinham a idade de O - 24 horas para C. maculatus e 24 - 48 horas
para Z. subfasciatus. Os insetos ficaram em contato com as sementes por 24 horas e,
decorrido este periodo, foram descartados e o nimero de ovos depositados sobre as sementes
foi registrado. Em continuidade, deixou-se seguir o ciclo de vida a partir dos ovos depositados
nas sementes até o 17° dia. Apds esse periodo, as sementes foram abertas e as larvas ali
desenvolvidas foram quantificadas e avaliadas quanto a sobrevivéncia e massa larval. Os

resultados foram expressos como média + EPM do niimero de ovos depositados.

4.6.1.1.2 Dose-resposta da atividade repelente do latex

Ensaios para determinacdo da dose-resposta da atividade repelente do latex foram
realizados conforme a metodologia descrita no item anterior.

Para esse ensaio, o latex bruto e recém coletado foi diluido em dgua destilada (10, 100
e 1000 vezes) e cada dilui¢do foi utilizada para preparar as sementes-tratamento. O controle
consistiu de sementes sem nenhum tipo de tratamento. O experimento foi realizado em
quadruplicata e os resultados foram expressos como média + EPM do ndmero de ovos
depositados.

Deste ensaio em diante, somente a atividade inibitéria da ovoposicdo - a repeléncia -
foi analisada, ndo sendo mais necessdrio que o experimento seguisse até o 17° dia para a

abertura das sementes e verificagdo do desenvolvimento larval.

4.6.1.1.3 Determinacao do tempo de repeléncia do latex

Seguindo, em parte, a mesma metodologia dos ensaios de repeléncia descritos
inicialmente, outros ensaios foram realizados com o propdsito de verificar o tempo da
repeléncia observada nos ensaios anteriores, ou seja, verificar por quanto tempo o latex seria

capaz de proteger as sementes de feijao da ovoposicdo dos insetos.
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Nesse caso, 320 sementes foram tratadas com latex, ao mesmo tempo, e distribuidas
em potes plasticos, em grupos de 4 potes contendo 10 sementes cada (quadruplicatas), onde
cada grupo representava um periodo de tempo testado. Os potes foram todos acondicionados
em camara de crescimento, a 27 + 1 °C. As sementes tratadas com latex ficaram reservadas
por até 30 dias, sendo que, dentro deste periodo, grupos experimentais foram oferecidos aos
insetos para ovoposi¢do, seguindo os diferentes periodos de armazenamento. Os intervalos de
tempo testados foram: 0, 6, 12, 24, 48, 72, 360 (15 dias) e 720 horas (30 dias).

O primeiro grupo (t=0) foi testado logo apds a coleta do litex. Com o passar de 6
horas de armazenamento, o segundo grupo (t=6) foi retirado da BOD para a adi¢éo de 5 casais
de insetos, que ficaram em contato com as sementes por 24 horas, sendo posteriormente
descartados. Em seguida, com 12 horas de armazenamento repetiu-se o0 mesmo procedimento,
e assim sucessivamente para todos os tempos testados. O nimero de ovos postos foi
contabilizado logo apds o tempo de contato. Grupos controle contendo sementes sem
tratamento foram ensaiados em paralelo para cada periodo de tempo testado, a fim de se

estabelecer uma comparacao.

4.6.1.1.4 Atividade repelente das fracoes do latex sobre a ovoposicao

O mesmo procedimento detalhado no item 4.3.1.1.1 foi adotado para verificagdo da
capacidade repelente das fragdes do latex: PLPr (proteinas do latex) e FD (dgua de didlise).
Neste caso, a fracdo PLPr foi testada na concentracdo de 1 % e FD nas concentracdes de 0,5;
1 e 2 %, sendo diluidas em dgua destilada. Os grupos controle consistiram de sementes sem
nenhum tipo de tratamento e de sementes tratadas com gelatina 1 %. Os mesmos pardmetros

testados foram analisados.

4.6.1.1.5 Atividade repelente do latex integro desprovido de compostos volateis

A fim de verificar se compostos voldteis estariam envolvidos na agdo repelente
detectada no latex de P. rubra, uma nova metodologia foi desenvolvida. Em um becker de
100 mL o latex recém coletado (20 mL) foi submetido a uma leve e continua agitagdo, com o
uso de barra e agitador magnéticos, por diferentes periodos de tempo: 0, 12 e 36 horas. Ao
final de cada periodo uma aliquota era retirada para preparar as sementes de feijdo a serem
expostas para os insetos, nas mesmas condicdes descritas anteriormente. O volume do latex

sob agitacdo foi sempre monitorado e ajustado a fim de se evitar que uma possivel evaporacio
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promovesse uma concentragao das substancias presentes no latex. Sementes sem nenhum tipo
de tratamento foram usadas como controle. O tempo descrito como zero referiu-se ao latex
sem ter passado por agitacio. Todo o processo de agitacdo foi realizado dentro de uma
camara de fluxo laminar, mantendo-se condi¢des de esterilidade, com o intuito de evitar
contaminagdes e minimizar os efeitos naturais de degradagéo do latex.

Esse processo de agitacdo foi adotado com o propdsito de fazer com que compostos
voléteis presentes no latex, responsaveis ou ndo pelo aroma caracteristico, fossem liberados

para o meio. Porém, sem a garantia de que todo o composto volatil presente fosse eliminado.

4.6.1.1.6 Atividade repelente com os insetos expostos diretamente ao latex

Nesse tipo de ensaio ndo foram utilizadas sementes cobertas com o latex. Os insetos
foram expostos ao latex de acordo com uma nova metodologia desenvolvida no laboratério,
onde estes foram encerrados em potes contendo diretamente o ldtex. Diferentes tempos de
exposicdo foram testados, onde ao final de cada periodo, sementes normais (sem tratamento)
foram adicionadas aos potes e a ovoposi¢@o dos insetos foi monitorada.

Visto que o ambiente ficava saturado pelo aroma do latex, esse experimento foi
planejado com o intuito de verificar se os compostos volateis seriam capazes de intervir na
fecundidade das fémeas ou na cdpula dos insetos, interferindo assim, de alguma maneira, no
comportamento da ovoposi¢do dos carunchos e, conseqiientemente, na sua fisiologia.

Desse modo, a metodologia seguiu-se da seguinte maneira: 5 casais de insetos foram
colocados em potes plasticos (6 cm didmetro x 4.5 cm altura) sem a tampa perfurada onde, ao
centro, continham pequenos recipientes (3,5 cm didmetro x 1 cm altura) com 3 mL de latex
puro, coletado sem dgua. Estes mini-recipientes foram cobertos com uma tela para evitar que
os insetos caissem dentro do litex, mas permitiam a passagem de vapores. Os periodos de
exposicdo testados foram: 0, 6, 12 e 24 h. Apds cada periodo, 10 sementes de feijao foram
adicionadas em cada pote e deixadas por 24 h.

Decorridas as 24 horas de contato, o nimero de ovos postos sobre as sementes foi
quantificado. Grupos controle, contendo dgua destilada ao invés de latex, foram realizados em
paralelo, nas mesmas condicdes e periodos de tempo testados. O experimento foi realizado em
duplicata e os resultados foram expressos como média + EPM do nimero de ovos
depositados. Mortalidade ou mudangas comportamentais dos insetos foram também

monitoradas durante todo o experimento.
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4.6.1.2 Ensaios com dieta artificial

A parte dos ensaios de repeléncia, bioensaios utilizando um sistema de sementes
artificiais também foi realizado. Esses ensaios visaram avaliar o desenvolvimento das larvas
de C. maculatus em sementes artificiais enriquecidas com as fra¢des do latex de P. rubra. A

metodologia seguida foi descrita por MACEDO et al. (1993), com algumas modificacoes.

4.6.1.2.1 Preparo das sementes

Sementes comerciais de Vigna unguiculata, susceptiveis ao ataque dos insetos, foram
destegumentadas, trituradas em moinho elétrico e, posteriormente, maceradas em gral e pistilo
para a obten¢do de uma farinha de fina granulacdo. As fragdes testadas foram, cuidadosa e
exaustivamente, misturadas com a farinha do feijao de corda em diferentes concentracgdes.

As sementes artificiais foram preparadas em uma encapsuladora manual utilizando
cépsulas gelatinosas (n°. 1). Cdpsulas contendo somente farinha de V. unguiculata e outras
contendo 0,8% de albumina séria bovina (BSA) foram utilizadas como controle. As sementes
artificiais foram colocadas em contato com feijao de corda por um periodo de 24 horas antes
de serem submetidas a ovoposi¢do pelos insetos, a fim de ficarem com o odor caracteristico

do feijdo, o que possibilita sua aceitagdo pelos insetos.

4.6.1.2.2 Avaliacao do efeito das fracoes do latex no desenvolvimento de C. maculatus

O ensaio biolodgico utilizado para a avaliacdo da toxicidade das fragcdes do latex sobre
os insetos obedeceu a um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 6
tratamentos (concentracdes das proteinas e controles) em 4 repeticoes. Cada grupo
experimental foi composto por 5 sementes artificiais (total de 20 sementes), acondicionadas
em potes plasticos com tampa perfurada. Insetos ndo sexados com 1-3 dias de idade foram
introduzidos em cada pote em quantidade aleatéria, mas suficiente para atingir o nimero
necessdrio de ovos em um periodo de 24 horas. Decorrido este periodo, os insetos foram
descartados e o nimero de ovos ajustado para 5 por semente. Apds 17 dias, as sementes foram
abertas para avaliacdo da sobrevivéncia e do peso larval.

Esse ensaio foi realizado com a fracdo protéica (PLPr) in natura e desnaturada, com a

fracao dialisdvel (DL) e com o pico I (mais abundante) oriundo da cromatografia de exclusao

34



molecular. As concentracdes 0,1; 0,2; 0,4 e 0,8 % foram as utilizadas com PLPr in natura e
DL, ja com PLPr desnaturada e com o pico I a concentracao utilizada foi 0,4 %.

Para obtenc¢do da fragdo PLPr desnaturada, 60 mg da amostra foi dissolvida em 20 mL
de 4gua destilada. As proteinas em solucdo foram submetidas a fervura (100 °C) durante 30
minutos e, em seguida, centrifugadas a 5.000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi

liofilizado e utilizado no ensaio, sendo denominado de PLPr4.

4.6.1.3 Avaliacao da digestibilidade in vifro da fracao PLPr frente as enzimas intestinais

de C. maculatus

Larvas de C. maculatus com 17 dias de vida tiveram seus intestinos extraidos com
auxilio de pingas e lupa estereoscopica. Duzentos intestinos foram removidos e
homogeneizados em 200 puL de solugdo salina 0,15 M. O contetdo intestinal foi extraido em
0,8 mL de tampao fosfato de s6dio 50 mM pH 5,5, em banho de gelo, por 10 minutos. Os
homogenatos foram centrifugados a 12000 x g por 20 minutos a 4 °C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante foi recolhido e denominado homogenato intestinal.

Para o ensaio de digestibilidade, 80 mg da fragdo PLPr foram dissolvidos em 240 uL
de tamp@o fosfato de sédio 50 mM pH 5,5 e incubados em banho-maria a 37 °C por 0, 2 , 8,
12, 24, 48 e 72 horas. A relagdo proteinas do latex/intestino foi de 1:6 para todos os ensaios.
Os resultados dos ensaios de digestibilidade das proteinas do liatex foram visualizados por

eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% contendo SDS.

4.6.2 Bioensaio com Ceratitis capitata

4.6.2.1 Manutencao e Cultura

Para manutenc¢éo das culturas, insetos adultos foram mantidos em gaiolas de armagéo
de metal (20x20x25 cm) revestidas com tecido voal, contendo uma abertura lateral para
introducgdo dos individuos e manuseio. Diariamente, colocava-se dgua e solucdo de sacarose e
a cada dois dias introduzia-se uma dieta artificial contendo 10,4 % de fibra de cana-de-acticar
em po, 6,5 % de farinha de trigo, 15 % de actcar cristal, 9,9 % de fermento a base de
levedura, 0,3 % de benzoato de sédio, 0,9 % de HCl e 57 % de dgua. As gaiolas foram
mantidas em temperatura varidvel de 25-30°C, recebendo iluminag@o durante 10 horas didrias

para estimular a ovoposicdo das fémeas. Estas colocavam os ovos diretamente no tecido
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poroso que revestia a gaiola, posicionada sobre uma bandeja com dgua, de onde estes foram
coletados e colocados em placas de Petri com a mesma dieta oferecida aos adultos. As larvas
foram mantidas em estufa, na auséncia de luz, com temperatura aproximada de 25°C e
umidade relativa de 70-80 %, conseguida com a utilizacdo de quatro placas de Petri com dgua.
No terceiro instar larval, as placas foram colocadas em caixas de acrilico (11x11x3 cm)
contendo areia esterilizada, na qual permaneceram até se tornarem pupa € posterior

emergéncia dos adultos.

4.6.2.2 Avaliacao do efeito da fracio PLPr no desenvolvimento de larvas de C. capitata

Para examinar os efeitos da fracdo PLPr no desenvolvimento de C. capitata, larvas
neonatas foram alimentadas com dieta artificial contendo a fracdo nas concentra¢des 0,0125;
0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 e 4 % (m/m). A dieta artificial foi distribuida em tubos de
ensaio, 500 mg em cada. Cinco larvas foram adicionadas em cada tubo para alimentarem-se
da dieta. O bioensaio foi mantido a 28 + 2 °C e umidade relativa de 70-80%, em camara de
crescimento. Depois de 5 dias, os tubos foram abertos e a massa e nimero de larvas foram
determinados. A porcentagem de decréscimo da massa e a mortalidade foram calculadas em
relacdo ao controle. O experimento foi realizado em quadruplicata, onde foi calculada a média

+ desvio padrao. A dieta controle foi preparada sem a fragdo PLPr do latex.

4.6.3 Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos de repeléncia foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA) e as suas médias foram comparadas pelos testes de Dunnet ou de
Bonferroni, de acordo com a necessidade, onde valores de p inferiores a 0,05 foram
considerados significantes. Para estas andlises foi lancado mao do programa estatistico
GraphPad Prism Software versao 4.0 (San Diego, CA). Os demais dados foram analisados de

forma mais simplificada utilizando as ferramentas do Software Excel versao 2007.
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V - RESULTADOS

5.1. Caracterizacao bioquimica

O processo de fracionamento do latex de Plumeria rubra foi realizado de acordo com
o protocolo estabelecido no laboratério para outras plantas laticiferas, como Calotropis
procera, e resultou na obtengdo de trés fragdes distintas, sendo uma frag@o insolivel em dgua,
rica em polimeros de isopreno (borracha) e duas soldveis: as fragdes PLPr (Proteinas do
Latex) e DL (fracdo Dialisdvel do Létex). A fracdo PLPr é composta por moléculas que
ficaram retidas no interior da membrana de didlise e foi caracterizada pelo alto teor de
proteinas. A fragdo DL reuniu as moléculas de baixa massa molecular (menores que 8 kDa)
que nao ficaram retidas no interior da membrana de didlise, sendo composta, possivelmente,
por ions, particulas e/ou metabdlitos secundarios.

Quando foram avaliadas as propor¢des de cada fracdo em uma amostra de 5 mL de
latex (sem adicdo de dgua) constatou-se que o conteido de borracha correspondeu a cerca de
70 % da massa seca, enquanto que, aproximadamente, 15 % sdo proteinas e os 15 % restantes,
metabdlitos de baixa massa molecular (comprovado posteriormente por eletroforeses). O teor
de proteinas soliveis do latex, determinado pelo método colorimétrico de Bradford, foi em
média 0,33 mg/mL (TABELA 2).

O ensaio de atividade hemaglutinante, realizado para detectar a presenca de lectinas
classicas na fracdo PLPr do latex de P. rubra, revelou que esta fracdo ndo teve a capacidade
de aglutinar eritrdcitos de coelho em nenhuma dilui¢do avaliada indicando, assim, a auséncia
de lectinas, quando desafiadas com esse tipo de eritrdcitos.

Uma vez que, a luz do trato digestério dos insetos é revestida por uma estrutura
quitinosa acelular, que protege o epitélio intestinal dos mesmos da abrasividade dos
alimentos, denominada de membrana peritréfica, um dos objetivos desse trabalho foi verificar
a presenga de proteinas que tém a capacidade de se ligar & quitina no latex de P. rubra. Para
tanto foi realizada uma cromatografia de afinidade de quitina. Como resultado obteve-se que a

N

maior parte das proteinas submetidas a cromatografia ndo interagiram com a coluna de
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quitina, somente uma pequena fracdo dessas proteinas apresentaram afinidade por esse
polimero (FIGURA 5).

Seguindo com a etapa de caracterizagdo bioquimica do latex de P. rubra, a fragio
PLPr foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-100. A filtragio
em gel foi bem eficiente no fracionamento das proteinas. Pelo menos trés picos distintos
puderam ser observados, havendo uma separacdo regular das proteinas ao longo das fracdes
coletadas. O perfil eletroforético dos subprodutos da filtragao em gel foi analisado em fungéo
do perfil cromatografico obtido. Assim, determinadas fragdes recuperadas a partir da
cromatografia foram selecionadas e liofilizadas para posterior utilizacdo na SDS-PAGE.

Na FIGURA 6, a correlagdo feita entre as proteinas visualizadas na eletroforese e as
fragdes cromatograficas mostra que o primeiro pico compreende as proteinas observadas nas
raias 44-46, enquanto que o segundo pico refere-se a uma suave banda protéica observada na
raia 66. As fracdes 55 e 57 encerram um perfil protéico distinto daquele observado nas raias
anteriores, com bandas bem evidentes de massas moleculares aproximadas de 22 e 35 kDa
que, interessantemente, ndo se destacaram na forma de pico. Ndo foi observada nenhuma
banda protéica relacionada ao terceiro pico, que foi bastante evidente. Isso ndo foi
surpreendente visto que este dltimo pico possivelmente deve ser composto de moléculas de
origem ndo protéica que s@o responsaveis pela coloragdo amarelada (pigmentos) que foi
observada na solugdo inicial da fragdo PLPr.

Eletroforese unidimensional revelou que a fragdo PLPr exibe uma grande quantidade
de proteinas com massas moleculares relativas variando de 15 e 58 kDa, com uma banda
bastante evidente de massa em torno de 26 kDa. Nao foram detectadas proteinas, nem
peptideos, na fracdo FD do latex (FIGURA 7).

O perfil eletroforético bidimensional (2-DE) da fracdo PLPr apresentou uma
concentragcdo bastante evidente de proteinas dcidas com massas moleculares em torno de 26
kDa, focalizadas principalmente entre os valores de pH 4,5 a 6,0. Um total de 118 spots
protéicos com massas moleculares variando entre 117,4 e 12,2 kDa foram detectadas no gel
(FIGURA 8).

Estes dados foram posteriormente checados por espectrometria de massas,
confirmando as massas moleculares observadas por eletroforeses. As proteinas com massa
molecular em torno de 26 kDa vistas na 2-DE diferiram em seu ponto isoelétrico (pl), mas
foram detectadas na espectrometria de massas como um Unico pico, correspondendo ao valor

26392.337, como pode ser visto na FIGURA 9.
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Tabela 2 - Rendimento do fracionamento do latex de Plumeria rubra e estimativa do teor de

proteinas na fragdo PLPr.

Massa seca da Massa seca da Massa seca da Total de Proteinas
fracdo FB fracdo DL fraciao PLPr massa soldveis em
protéica PLPr
Amostras * mg % mg % mg % (mg/mL) (mg/mL) b
1 3744 68,4 88,1 16,1 85,0 15,5 17,0 0,45
2 261,0 61,6 82,5 19,5 80,0 18,9 16,0 0,42
3 325,0 69,3 79,0 16,8 65,0 13,9 13,0 0,30
4 271,5 74,3 52,8 14,4 41,0 11,2 8,2 0,18
5 3179 69,2 76,5 16,6 65,0 14,1 13,0 0,33
Média 3099 68,6 75,8 16,7 67,2 14,7 13,4 0,33
DP +456  +45 +13,6 +£1,8 +17.2 +2,8 +34 +0,10

DP = Desvio Padrio

* Cinco amostras independentes de 5 ml do ldtex foram fracionadas de forma a se obter trés fracdes

distintas que foram liofilizadas, pesadas e seu contetido protéico foi determinado.

® O teor de proteinas soliveis foi estimado por Bradford, usando 10 mg mL™" da solucio de PLPr.
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Figura S - Perfil cromatografico da fracdo PLPr de P. rubra em coluna de quitina. A coluna

de quitina (6 mL) foi equilibrada com NaCl 0,15 M. As proteinas retidas foram eluidas com

dcido acético 1 M e Acido cloridrico 0,1 M, respectivamente. O fluxo foi de 0,5 mL/min e as

fracdes coletadas continham 1 mL.
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Figura 6 - Perfil cromatogréfico (A) e eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5 % (B) das
sub-fracdes seqiienciais de PLPr recuperadas durante a cromatografia de filtracdo em gel
Sephacryl S-100. As proteinas laticiferas (11,6 mg/mL) foram eluidas com tampao
bicarbonato de amdnio 25 mM, pH 7,9. O fluxo foi de 0,5 mL/min e as fracdes coletadas
continham 2,5 mL. Os ndmeros sobrescritos sobre o perfil cromatogrifico em A

correspondem as raias eletroforéticas, em B os picos obtidos estdo destacados em azul.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5 % da fracdo protéica do latex de
Plumeria rubra na presenca (B) ou auséncia de SDS (C e D). E - eletroforese para peptideos
(16,5 %) da fragcdo DL do liatex. Foram aplicados 10 pL. (Img/mL) em B, 20 e 25 puL
(Img/mL) em C e D, respectivamente, € 30 uL (10mg/mL) em E. A - marcadores de massa
molecular: Fosforilase B (97,0 kDa), Albumina Sérica Bovina (66,0 kDa), Ovalbumina (45,0
kDa), Anidrase Carbdnica (30,0 kDa), Inibidor de Tripsina (20,1 kDa), Alfa-Lactalbumina
(14,4 kDa).
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Figura 8 - Eletroforese bidimensional das proteinas do latex de P. rubra. Foram aplicados
400 pg (A) ou 200 pg (B e C) de proteinas, extraidas com tampao piridina e coradas com

Coomassie Brilliant Blue.
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Figura 9 - Espectro de massas e eletroforese bidimensional das proteinas do litex de

Plumeria rubra. A anélise foi feita em um aparelho do tipo MALDI-TOF. As proteinas (300

pg) foram fracionadas no gel de poliacrilamida a 12,5 %, na faixa de pH de 3-10. O retangulo

em destaque no gel mostra o grupo de proteinas que correspondem ao valor 26392.337 do

espectro de massas.

44



5.2 Caracterizacao enzimatica

Com o intuito de caracterizar as atividades enzimdticas presentes no latex de P. rubra,
algumas atividades enzimdticas foram medidas, direcionando a pesquisa para a busca de
enzimas relacionadas com a defesa vegetal. Desse modo, os primeiros ensaios para a busca de
atividade enzimdtica foi para deteccdo de enzimas antioxidantes, onde trés protocolos
distintos foram seguidos para se determinar a ag¢do de trés enzimas: super6xido dismutase,
peroxidase do ascorbato e catalase. Estas enzimas sdo responsdveis pelos processos de
eliminagdo de espécies reativas do oxigénio — ROS — os radicais livres.

Superdxido dismutase e peroxidase do ascorbato foram detectadas no litex de P. rubra
(TABELA 3). Catalase ndo foi detectada pelo método empregado.

O préximo passo para a busca de atividades enzimadticas presentes no latex de P. rubra
foi a pesquisa de enzimas proteoliticas.

A fracdo PLPr de P. rubra foi capaz de degradar a azocaseina, um substrato
inespecifico, e 0 BANA, substrato especifico para proteinases do tipo cisteinicas. A hidrélise
do BapNA, que tem especificidade para proteinases serinicas, foi apenas residual, como
mostra a FIGURA 10. A ac¢@o enzimatica foi significativamente aumentada quando as
proteinas foram ativadas com DTT. A atividade especifica detectada para a hidrélise da
azocaseina foi de 0,15 UA/ugP, sendo esta atividade dobrada quando DTT foi adicionado
(0,32 UA/ugP). Quando BANA foi utilizado como substrato, a atividade enzimatica detectada
foi de 0,38 UA/ugP.

Quando as protefnas do latex foram incubadas com quatro inibidores especificos de
proteinases, antes de reagirem com azocaseina, os resultados observados mostraram que a
atividade enzimadtica foi diminuida em 29, 87 e 8 % quando houve inibicdo das proteinases
por E-64, PMSF e Pepstatina, respectivamente. Isto significa que a fracdo protéica do latex
pode ser constituida por multiplas proteinases, sendo do tipo cisteinica, serinica e, em menor
proporcao, aspartica (FIGURA 11).

Quando as proteinas do latex foram incubadas com trés inibidores de proteinases
cisteinicas (PMSF, E-64 e IAA), antes de reagirem com BANA, a atividade proteolitica foi
inibida em 62, 7 e 11 %, respectivamente, reforcando a presenca de proteinases cisteinicas no
latex de P. rubra (FIGURA 12). De fato, esses resultados mostram que as proteinases do latex
sd0 majoritariamente enzimas cisteinicas, pois tiveram a capacidade de degradar o BANA e

serem fortemente inibidas por PMSF, E-64 e [AA.
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Tabela 3 - Enzimas antioxidantes detectadas na fracdo protéica do liatex de

Plumeria rubra.

Enzima

Atividade enzimatica

Superdxido dismutase (SOD)

Peroxidase do ascorbato (APX)

Catalase (CAT)

980,675 = 6,116 UA/g

0,196 £ 0,010 umol H,O,/g.min

ND

ND = Nao detectado.

46



0,4 - .

0,3 4
o
o
202
S

1HI‘$‘!HF
0,1
Azo Azo+DTT Bana+DTT Bapna
Substrato

Figura 10 — Atividade proteolitica das proteinas do latex de Plumeria rubra.
Os substratos utilizados foram azocaseina (azo), ativada ou ndo com DTT,

BANA ativado e BApNA.
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Figura 11 - Atividade proteolitica do latex de Plumeria rubra na presenga de
diferentes inibidores de proteinases utilizando azocaseina como substrato. As
atividades proteoliticas remanescentes na presenc¢a de cada inibidor foram de 71, 99,

13 e 92 %, respectivamente.



120 -

100

H

80

60 -

Atividade (%)

40 -

20 -

Controle

E-64 AA

Inibidores

Figura 12 - Atividade proteolitica do latex de Plumeria rubra na presenga de
diferentes inibidores de proteinases utilizando BANA como substrato. As atividades

proteoliticas remanescentes na presenga de cada inibidor foram de 62, 7 e 11 %,

respectivamente.



Seguindo na caracterizacdo das enzimas proteoliticas encontradas no latex de P. rubra,
sua fracdo protéica foi submetida a atividade enzimdtica sob condi¢des variadas de pH e
temperatura, mediante a presencga dos trés substratos testados: azocaseina, BANA e BApNA.

Os resultados do efeito do pH sobre as atividades enzimaticas podem ser visualizados
na FIGURA 13. Pdde ser constatado que 6,0 foi o pH 6timo para a agcdo proteolitica, tanto
para azocaseina quanto para BANA. Nao foi detectada atividade enzimdtica em nenhum pH
quando BApNA foi usado como substrato, ou pelo menos essa atividade foi residual, e ndo foi
detectada pelo método empregado.

Quando analisadas sob condi¢des de diferentes temperaturas, as enzimas proteoliticas
do latex mostraram-se sensiveis a temperaturas altas. As enzimas apresentaram uma melhor
atividade nas temperaturas de 4, 25 e 37 °C, sendo que a atividade diminuiu cerca de 30 % a
45 °C e foi praticamente abolida quando submetidas a valores de temperatura superiores a 60
°C (FIGURA 14).

Zimogramas para detec¢do qualitativa das atividades enzimaticas relatadas foram
realizados. Os resultados mostram que as proteinas do latex de P. rubra apresentaram
atividade peroxidasica, proteolitica e quitinasica em gel, confirmando as hidrdlises in vitro. A
atividade quitindsica foi visualizada na forma de uma suave banda protéica com massa
molecular em torno de 28 kDa. Virias bandas protéicas correspondentes a degradacdo da
gelatina no gel puderam ser visualizadas, sugerindo que a atividade proteolitica detectada no
latex é desempenhada por multiplas proteinas. A atividade de degradacdo do perdxido de
hidrogénio € correspondente a apenas uma banda protéica, com massa molecular superior a 97

kDa (FIGURA 15).
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Figura 13 — Atividades proteoliticas do latex de Plumeria rubra em diferentes valores
de pH. Os substratos utilizados foram azocaseina (Azo), ativada ou ndo com DTT,

BANA ativado e BApNA.
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Figura 14 — Atividade proteolitica das proteinas do latex de Plumeria rubra aquecidas

em diferentes temperaturas, utilizando azocaseina (A) e BANA (B) como substrato.
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Figura 15 — Deteccio de atividades quitindsica (B), proteindsica (C) e peroxidasica (D) em

gel. A - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %, marcadores de massa molecular:
Fosforilase B (97,0 kDa), Albumina Sérica Bovina (66,0 kDa), Ovalbumina (45,0 kDa),
Anidrase Carbonica (30,0 kDa), Inibidor de Tripsina (20,1 kDa), Alfa-Lactalbumina (14,4

kDa).
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5.3 Ensaios biolégicos

Ap6s caracterizar o latex de P. rubra quanto ao seu perfil protéico e enzimadtico, neste
trabalho também foi avaliado o efeito inibidor desse fluido sobre os mecanismos de
ovoposicdo dos bruquideos, bem como, a capacidade de suas proteinas interferirem no

desenvolvimento das larvas de C. maculatus e Ceratitis capitata.

5.3.1 Bioensaio com C. maculatus e Z. subfasciatus

5.3.1.1 Ensaios de repeléncia

Os ensaios de repeléncia realizados demonstraram o potencial do latex bruto de P.
rubra de inibir o ovoposi¢do dos bruquideos em sementes de feijio-de-corda. A TABELA 4
mostra o nimero médio de ovos postos pelas fémeas de C. maculatus e Z. subfasciatus sobre
os grios de feijdo tratados com latex, gelatina ou com a combinacgéo de gelatina + latex.

O latex de P. rubra, quando impregnado em sementes de feijao, foi capaz de inibir a
ovoposi¢do de C. maculatus, sendo mais eficiente quando usado em conjunto com gelatina.
Isso pode indicar que a cobertura de gelatina favorece a adsor¢éo das particulas do latex sobre
as sementes, ja que ela propria ndo promove nenhuma alteracdo na ovoposi¢cdo. A taxa de
sobrevivéncia e a massa larval, determinados 17 dias depois da eclos@o dos ovos,
permaneceram iguais ao grupo controle (TABELA 5). Isto sugere que o fluido laticifero ndo
altera a eclosdo dos ovos nem o desenvolvimento das larvas.

Quando Z. subfasciatus foi ensaiado nas mesmas condi¢cdes observou-se que o latex,
sozinho ou em conjunto com a gelatina, foi capaz de inibir fortemente a sua ovoposi¢do, que
diminuiu de 8 para menos de 1 ovo por semente. A taxa de sobrevivéncia e a massa das larvas
ndo foram afetados (TABELA 5). Os compostos ativos no latex, portanto, inibem somente a
ovoposicdo dos insetos testados.

No experimento seguinte, a atividade repelente do latex foi avaliada em varias
dilui¢des, visando estabelecer a menor concentracdo (dentre as testadas) capaz de exibir efeito
inibitério. O efeito repelente do latex sobre C. maculatus foi mantido até a diluicdo 1:100,
enquanto que, somente a dilui¢do 1:1 do latex apresentou efeito inibitério sobre a ovoposicao

de Z. subfasciatus (FIGURA 16).
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Tendo em vista os resultados anteriores, foi investigado por quanto tempo a atividade
repelente poderia se manter sobre as sementes. Entdo, foram realizados ensaios de repeléncia
com os dois insetos e as sementes foram preparadas com latex por vdrios dias antes do
experimento.

Os resultados mostraram que o efeito repelente se manteve nas sementes em todos os
periodos de tempo testados, inclusive com 30 dias. Ou seja, a ovoposicdo dos insetos foi
inibida quando foram utilizadas sementes tratadas com latex 1 més antes da exposicdo, para
ambos os insetos.

O efeito repelente do litex de P. rubra apresentou-se irregular, mas constante, ao
longo do tempo no bioensaio com C. maculatus. Experimentos realizados com Z. subfasciatus
mostraram que a repeléncia permaneceu constante até 72 horas apds a preparagcdo das
sementes. Além disso, com 15 e 30 dias ainda pdde ser detectado mais de 50% de inibi¢do da
ovoposic¢do, sugerindo que esta atividade é tempo-dependente (FIGURA 17).

Estes resultados poderiam dar indicios de que compostos voldteis ndo seriam os
responsaveis pela acdo repelente visto que o efeito se manteve nas sementes por um més,
periodo suficiente para que esses compostos fossem dissipados. Porém, é conveniente relatar
que ainda se podia detectar o aroma caracteristico do latex nessas sementes.

Bioensaios de repeléncia foram realizados com as fragées PLPr e FD do liatex na
tentativa de verificar se estas seriam responsiveis pelo efeito detectado. Os resultados
mostraram que a atividade repelente ndo estd em nenhuma dessas fragdes. A fracdo FD nido
foi efetiva mesmo quando testada na concentracdo de 2 % (FIGURAS 18 e 19). Estes
resultados sugerem que as proteinas do latex ndo estdo envolvidas na atividade repelente.

Esta observacdo levou a hipétese de que o efeito repelente poderia ser desempenhado
por metabdlitos secunddrios voldteis presentes no fluido laticifero. Para explorar essa
hipdtese, um novo experimento foi planejado onde o latex foi submetido a um processo de
agitacdo overnight com o intuito de provocar a saida de substincias volateis do litex, ou pelo
menos parte delas. Como resultado, observou-se que o nimero de ovos depositados por
fémeas de C. maculatus foi semelhante em sementes tratadas com o latex sem e com agitacio
por 12 horas, diferindo das nao tratadas (controle). Quando deixado sob agita¢do por 36 horas
o numero de ovos registrados foi igual ao controle. Com Z. subfasciatus foi observado que o
nimero de ovos depositados nas sementes foi crescente em fungdo do periodo de agitacio
imposto, mostrando que a atividade repelente foi diminuindo ao longo do tempo (FIGURA

20).
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O ultimo experimento dos ensaios de repeléncia objetivou verificar se o efeito redutor
da ovoposicdo se daria através da inibicdo da cépula ou da fertilidade das fémeas, ou seja, se
poderia ser devido a algum efeito nocivo sobre os mecanismos fisioldgicos que governam a
fecundidade e a ovoposi¢do dos insetos. No novo experimento elaborado para este fim, os
insetos ficaram em contato direto com latex, ndo mais em sementes tratadas, € sim, em um
ambiente fechado contendo o latex puro. Depois de diversos periodos de exposicdo ao latex,
sementes normais foram oferecidas aos insetos e a ovoposi¢do foi monitorada.

C. maculatus mostrou-se sensivel ao latex, o numero de ovos nas sementes
permaneceu diminuido durante os periodos de tempo testados. Z. subfasciatus ndo foi sensivel

a esse tipo de exposicao. O nimero de ovos postos foi igual ao controle (FIGURA 21).
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Tabela 4 — Numero de ovos depositados por fémeas de C. maculatus e Z. subfasciatus sobre

sementes de feijao-de-corda cobertas com diferentes preparagdes do latex de P. rubra. Os

valores representam a média + EPM de n=40. * (p<0,05) e ** (p<0,01) denota diferenca

significativa entre os tratamentos e o controle (ANOVA - teste de Dunnet).

Tratamento

Media do n°. de ovos

C. maculatus

Z. subfasciatus

Sementes Controle

Sementes+Latex

Sementes+Gelatina

Sementes+Gelatina+Latex

7,00 + 0,31
5,00 + 0,24**
8,87+ 0,28

2,27 + 0,31%*

8,20 + 0,48
0,52 +0,27**
5,92 +0,81

0,07 +0,07**
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Tabela 5 — Taxa de sobrevivéncia e massa das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus
desenvolvidas em sementes de feijdo-de-corda cobertas com diferentes preparacdes do latex
de P. rubra. Os valores representam a média + EPM. Nao houve diferenca significativa entre

os resultados (ANOVA - teste de Dunnet).

Media do n°. de ovos

Tratamento C. maculatus Z. subfasciatus

Sobrevivéncia  Massa larval Sobrevivéncia Massa larval

(%) (mg) (%) (mg)
Sementes Controle 67,75 £ 14,43 5,99 +2,07 43,25 +9,28 4,13 +1,79
Sementes+Latex 71,25 £10,53 5,87 +2,34 55,25 £ 12,50 4,35 +0,92
Sementes+Gelatina 72,50 £ 10,66 6,29 +2,05 52,00 + 13,37 4,25 +1,58
Sementes+Gelatina +Ldtex 80,00 + 12,83 5,67 +2,53 ND ND

ND=Nio determinado
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Figura 16 — Numero de ovos depositados por 20 fémeas de Callosobruchus maculatus (A) e
Zabrotes subfasciatus (B) em sementes de feijao-de-corda cobertas com diferentes diluicdes
do latex de Plumeria rubra. Os dados foram expressos como média + EPM (n = 40). **
(p<0,01) denota diferenca significativa entre os tratamentos e o controle (ANOVA — teste de

Dunnet).

59



Média do n2 de ovos
o
1

0_ L
0 6 12 24 48 72 360 720

Tempo (h)

Media do n? de ovos

0 6 12 24 48 72 360 720
Tempo (h)

Figura 17 — Namero de ovos depositados por 20 fémeas de Callosobruchus maculatus (A) e
Zabrotes subfasciatus (B) em sementes de feijdo-de-corda tratadas com latex de Plumeria
rubra avaliados em diferentes intervalos de tempo. Barras pretas representam os grupos

controle e as barras brancas, os experimentais. Os dados foram expressos como média + EPM

(n = 40).
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Figura 18 — Nuamero de ovos depositados por 20 fémeas de Callosobruchus maculatus (A) e
Zabrotes subfasciatus (B) em sementes de feijdo-de-corda cobertas com latex integro de
Plumeria rubra ou com sua fracgdo protéica (PLPr) a 1 %. Os dados foram expressos como
média + EPM (n = 40). * (p<0,05) e ** (p<0,01) denotam diferenca significativa entre os

tratamentos e o controle (ANOVA — teste de Dunnet).
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Figura 19 — Namero de ovos depositados por 20 fémeas de Callosobruchus maculatus (A) e
Zabrotes subfasciatus (B) em sementes de feijdo-de-corda cobertas com litex integro de
Plumeria rubra ou com sua fracdo nao protéica (FD) a 0,5, 1 e 2 %. Os dados sdo expressos
como média + EPM (n = 40). Ndo houve diferenca significativa entre os valores (ANOVA —

teste de Dunnet).
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Figura 20 — Ndamero de ovos depositados por 20 fémeas de Callosobruchus maculatus (A) e
Zabrotes subfasciatus (B) em sementes de feijdo-de-corda tratadas com latex de Plumeria
rubra mantido sob agitacdo por diferentes intervalos de tempo. Os dados foram expressos
como média £ EPM (n = 40). * (p<0,05) e ** (p<0,01) denotam diferenca significativa entre

os tratamentos e o controle (ANOVA — teste de Dunnet).
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Figura 21 - Nimero de ovos depositados em sementes de feijdo-de-corda por fémeas de
Callosobruchus maculatus (A) e Zabrotes subfasciatus (B) expostos diretamente ao latex de
Plumeria rubra por diferentes intervalos de tempo. Barras pretas representam os grupos
controle e as barras brancas, os experimentais.Os dados foram expressos como média + EPM
(n = 40). ** (p<0,01) denota diferenca significativa entre os tratamentos e o controle

(ANOVA - teste de Dunnet).
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5.3.1.2 Ensaios com dieta artificial

Uma segunda etapa de ensaios bioldgicos foi procedida com C. maculatus. Nestes
ensaios foi avaliado se as proteinas do latex teriam algum efeito deletério sobre o
desenvolvimento das larvas deste inseto quando alimentadas com dieta artificial enriquecida
com a fracdo PLPr. Para este objetivo, foi usado um sistema de sementes artificiais
constituidas por farinha de feijao misturada com diferentes concentrac¢des da fracdo, dentro de
cépsulas de gelatina, simulando uma semente de feijao. A fracdo DL também foi testada.

A sobrevivéncia das larvas foi diminuida em quase 50% na presenga das proteinas do
latex a 0,4% e a massa dessas larvas foi severamente afetado, diminuindo de 3 mg para 0,5
mg. Apenas 0,1 % das proteinas do latex foram necessarias para diminuir em 50 % o ganho de
massa larval. BSA foi usado como controle, visto que ndao causa nenhuma alteracdo no
desenvolvimento das larvas (FIGURA 22).

Na presenca da fracdo DL a taxa de sobrevivéncia ndo foi afetada, mas houve uma
leve reducdo da massa larval, que diminuiu de 3 mg para 2 mg (FIGURA 23).

Quando as proteinas do latex foram desnaturadas por aquecimento, a porcentagem de
sobrevivéncia e o peso médio das larvas foram semelhantes ao controle, sugerindo o
envolvimento de proteinas no efeito deletério observado (FIGURA 24).

Neste mesmo bioensaio também foi avaliado o envolvimento do pico I, oriundo da
cromatografia de exclusdo molecular, na acdo deletéria das proteinas do latex sobre as larvas
de C. maculatus. As larvas alimentadas com o pico I ndo foram afetadas quanto a
sobrevivéncia e o ganho de massa. Com isso, pode-se sugerir que as moléculas responsaveis
pelo efeito deletério ndo estariam encerradas nesse pico. O pico I foi o tnico usado nesse
experimento porque os picos II e III foram apenas residuais e ndo foram acumulados em
quantidades necessdrias para o bioensaio.

A estratégia seguida para investigar a acdo das proteinas do latex sobre C. maculatus
envolveu a andlise de susceptibilidade das proteinas do latex a digestdao pelo extrato larval. A
FIGURA 25 mostra que as proteinas do latex foram resistentes a protedlise frente as proteases
da larva do C. maculatus, mesmo apds 72 horas de incubacao.

Esse resultado mostra que as proteinas do latex ao resistirem a protedlise poderiam
agir livremente sobre o intestino dessas larvas e causar o forte efeito deletério observado nos

bioensaios.
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Figura 22 — Percentual de sobrevivéncia (A) e massa média (B) das larvas de C. maculatus

alimentadas com diferentes concentra¢des da fragcdo PLPr do latex de Plumeria rubra.

66



A 100 4
1 I 1 T
] I T T
80 1 1
S
@ 60
Q
é y =-8x + 88,8
8 40| Re = 0,8767
o
]
20 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8
DL (% m/m)
B 35

y =-1,566x + 2,6558
R? =0,7472

0 0,2 0,4 0,6 0,8
DL (% m/m)

Figura 23 — Percentual de sobrevivéncia (A) e massa média (B) das larvas de C. maculatus

alimentadas com diferentes concentrac¢des da fracdo DL do latex de Plumeria rubra.
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Figura 24 - Percentual de sobrevivéncia (A) e massa média (B) das larvas de C. maculatus
alimentadas com a fragdo protéica do latex de Plumeria rubra integra (PLPr), aquecida

(PLPra) e com o pico I (PI) da cromatografia de exclusdo molecular.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5 %) das proteinas do latex de
Plumeria rubra incubadas a 37 °C com o homogenato intestinal das larvas de C. maculatus
por diferentes intervalos de tempo. M = marcadores de massa molecular; 0 - 72 = tempo de

incubacdo, em horas.
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3.2 Bioensaio com Ceratitis capitata

As proteinas do latex de P. rubra adicionadas a dieta de C. capitata ndo causaram

nenhum efeito deletério sobre o desenvolvimento das larvas mesmo na maior concentragio

testada, 4 % (FIGURA 26).
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Figura 26 - Massa (A) e sobrevivéncia (B) das larvas de C. capitata alimentadas com dieta
artificial enriquecida com concentragdes crescentes da fracdo protéica (PrPL) do latex de P.
rubra. Os dados foram expressos como média + EPM (n = 20). Nao houve diferenca

significativa entre os valores.
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VI - DISCUSSAO

O latex € um fluido biolégico notavelmente comum em plantas. Cerca de 6% de todas
as espécies de plantas vasculares sdo reconhecidas como portadoras de laticiferos. Estas
estruturas formam sistemas de canais que podem se estender por toda a planta. Estes canais
mantém o latex sob pressdo, que é produzido, acumulado e exsudado comumente apds um
dano tecidual (HAGEL et al., 2008).

Atualmente tem havido um crescente interesse pelos laticiferos e seu metabolismo
peculiar e, embora ainda haja pouca informacdo disponivel, a importancia desses fluidos
vegetais tem sido cada vez mais reconhecida e revisada (HAGEL er al. 2008; PICKARD,
2008).

No entanto, o estudo das plantas produtoras de litex ainda € escasso, com poucos
exemplares sendo estudados, enquanto que, muitas plantas laticiferas sdo relatadas estarem
envolvidas em manifestacdes de toxicidade ou exibirem propriedades farmacoldgicas que
merecem investigagdes bioldgicas.

Quase toda a literatura disponivel sobre os aspectos bioquimicas, funcionais ou toxicos
do contetdo laticifero é referente ao latex da seringueira, a Hevea brasiliensis, porque o seu
latex € utilizado em todo o mundo como uma fonte de borracha natural (poli-cis-isopreno),
matéria-prima para a fabricacdo de muitos produtos industrializados derivados da borracha
(CORNISH, 2001).

Nesse trabalho, o latex de P. rubra foi, pela primeira vez, caracterizado quanto a seus
aspectos bioquimicos e enziméticos, e avaliado quanto a uma potencial acdo contra insetos.

Jasmim é o nome popular mais usado para se referir a P. rubra, uma planta de porte
arbéreo muito conhecida pela beleza e aroma de suas flores, motivo pelo qual é cultivada
como uma planta ornamental amplamente distribuida nos grandes centros urbanos. Sua
distribuicdo geografica estende-se por toda a América tropical, assim como, pelo do Brasil. A
facilidade com que esta planta é encontrada em jardins residenciais e pracas de Fortaleza e
seus arredores facilitou a obtencdo do fluido laticifero para esse estudo.

Os usos populares dessa planta fazem mencdo ao uso medicinal de suas folhas em

contusdes ou luxagdes, e relatos colhidos durante as coletas apontaram o uso do seu latex em
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coceiras, impingens e inchagos. No entanto, raros sdo os estudos bioquimicos ou
farmacolégicos relatados para esta espécie, encontrando-se na literatura apenas estudos que
avaliam o potencial citotéxico (KARDONO et al., 1990) e anti-HIV (TAN et al., 1991) de
componentes fitoquimicos de sua casca. Sobre o litex foi encontrado um estudo de
caracterizacao de atividade lipolitica (CAMBON et al., 2006).

Nesse trabalho o estudo bioquimico realizado com o latex de P. rubra desenvolveu-se
principalmente com sua fragdo protéica, que foi eficientemente separada da borracha,
componente majoritdrio do latex, e de outras particulas e/ou metabdlitos secunddrios. A
fracdo protéica (PLPr) apresentou valores de proteinas soliveis de 0,33 mg/mL. Valor bem
inferior daqueles encontrados no latex de C. procera e Mangifera indica que foram de 3,5
mg/mL e 8,2 mg/mL, respectivamente (JOHN et al., 2003; FREITAS et al., 2007).

A fracdo PLPr mostrou ser constituida de proteinas com diversas massas moleculares,
variando de 15 a 58 kDa, prevalecendo as de aproximadamente 26 kDa. Isso mostra que o
latex de P. rubra apresenta uma complexa mistura de proteinas com massas moleculares
variadas, assim como no latex de Manihot glaziovii (PEREIRA et al, 1999), que apresentou
padrio eletroforético com proteinas variando de 14-80 kDa. Esses valores sdo também
semelhantes com aqueles encontrados no latex de diversas variedades de Hevea brasiliensis
(ARREGUIN et al. 1988).

Os resultados mostraram ainda que a fragdo protéica do latex de P. rubra exibiu um
nimero razoavel de spots protéicos vistos em 2-DE. Perfis complexos de proteinas foram
também observados no latex de C. procera, H. brasiliensis e Papaver somniferum (FREITAS
et al. 2007, POSCH et al. 1996; DECKER et al. 2000). No latex de H. brasiliensis, cerca de
200 spots proteicos distintos foram encontradas em 2-DE, e mais de 300 no liatex de P.
somniferum. A luz destes resultados, pode-se constatar que fluidos laticiferos constituem
importantes fontes de proteinas desconhecidas de, certamente, relevancia bioldgica.

Apesar dos baixos valores de proteinas soltveis encontrados, quando comparado com
outras espécies, foi constatado que o litex de P. rubra é rico em atividades enziméticas. Neste
trabalho foi verificado que enzimas com atividades relacionadas ao metabolismo oxidativo
estdo presentes neste latex, embora ndo tenha sido detectada atividade de catalase. Essas
atividades enzimaticas também foram descrita no latex de C. procera, Euphorbia characias e
Mango sap (FREITAS et al., 2007; JOHN et al., 2003 ¢ MURA et al., 2006), bem como no
latex de Cryptostegia grandiflora e Himathantus drasticus (FREITAS et al, 2009 — dados

submetidos).
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Enzimas antioxidantes fazem parte de um processo metabdlico que retine diferentes
atividades cataliticas em cascata que culminam com a destruicdo das espécies reativas de
oxigénio. Estas, por sua vez, sdo potencialmente toxicas para as células (MITTLER, 2002).

O metabolismo antioxidante é um processo bastante comum que ocorre nos vegetais, e
a presenca desse tipo de atividade nos laticiferos era esperada. Mesmo levando em conta o
processo oxidativo endégeno nas plantas que envolve a degradacio de metabdlitos
secunddrios, as enzimas antioxidantes, tais como peroxidases, catalase e superéxido
dismutase, sdo reconhecidas como proteinas relacionadas a patogénese (VAN LOON et al.
2006). Também foi relatado que a sintese de novo destas enzimas ocorre apds o inicio da
infecgdo (SVALHEIM; ROBERTSEN, 2006).

Estas atividades estdo comumente presentes nas folhas, que s@o os principais tecidos
danificados apds a infec¢do. Laticiferos de P. rubra, bem como, de C. procera e C.
grandiflora sdo distribuidos através de suas folhas, que comumente exsudam apds uma lesdo.
Assim, € razodvel sugerir que essas atividades enzimdticas desempenham um importante
papel defensivo durante a infeccio. Convém ainda relatar que o envolvimento do
metabolismo antioxidante como estratégia defensiva contra fungos ja foi proposto (CARUSO
et al. 2001).

Com excecdo da sintese de borracha natural, a atividade proteolitica endégena é o
aspecto mais comum e investigado no metabolismo de laticiferos. Enzimas proteoliticas sdo
reconhecidas por desempenhar papel crucial em uma série de eventos relevantes do ciclo de
vida dos vegetais. Isto inclui a senescéncia foliar, a degradacdo de proteinas de reserva
durante a germinacdo de sementes, o desenvolvimento e a maturacdo dos frutos, os
mecanismos reguladores de morte celular programada (DOMSALLA; MELZING, 2008).

A sintese e o acimulo de proteinases em células altamente especializadas, como os
laticiferos, sdo eventos importantes também no que se refere a defesa. O papel defensivo das
enzimas proteoliticas nos vegetais foi revisto por VAN DER HOORN et al. (2004). KONNO
e colaboradores (2004) demonstraram a atividade de protec¢do da papaina, uma proteinase do
latex de Carica papaya, contra herbivoros.

Atividades proteoliticas foram detectadas e caracterizadas no litex de P. rubra.
Proteinases do tipo cisteinica representaram a quase totalidade da atividade proteolitica do
latex, onde proteinases serinicas também foram detectadas.

As condicdes 6timas de pH e temperatura determinadas para a agdo das proteinases do

laitex de P. rubra foram pH 6,0 e 37 °C, para todos os tipos de substratos usados,
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diferentemente dos valores determinados para C. procera, que teve uma atividade mais
intensa de hidrdlise da azocaseina a pH 5,0 e 6,0. O pH 6,0 foi melhor quando as proteinas
foram ativadas com DTT ou quando BANA foi usado como substrato. As proteinas do latex
de C. procera foram mais resistentes a altas temperaturas do que as de P. rubra (FREITAS et
al., 2007).

Proteinases cisteinicas parecem predominar na maioria dos fluidos laticiferos. Ha
relatos de proteinases cisteinicas no latex de diversas espécies, como em Ficus glabrata, F.
carica, Calotropis gigantea, Funastrum clausum, Hevea brasiliensis e Carica papaya
(ABRAHAM; JOSHI, 1979; SGABIERI et al., 1964; GLAZER; SMITH, 1971). Em C.
papaya, 6 % da matéria seca de seu latex é constituido de enzimas, das quais, 80 % sdo
proteases cisteinicas, entre elas, papaina, quimopapaina, caricaina e glicil-endopeptidase
(AZRAKAN et al., 2003).

Pelo fato de plantas produzirem e armazenarem uma grande quantidade de proteinases
cisteinicas em seu latex e as mesmas serem ativadas apenas apds a planta sofrer algum dano
mecanico, o papel dessas enzimas na defesa do vegetal tem sido proposto, além do fato de
essas enzimas serem requeridas no processo de coagulacdo do latex (MOUTIM et al., 1999).

A presenca de quitinases ou proteinas que tém a capacidade de se ligar a quitina
também pode evidenciar o papel de defesa do liatex. As enzimas quitindsicas t€ém como
atividade a digestdo de polimeros de N-acetilglucosamina unidos por ligagdes B-1-4. Essa
seqiiéncia ocorre na parede celular de fungos filamentosos, muitos dos quais sdo
fitopatogénicos, e estdo presentes na constituicio da membrana peritréfica que envolve o trato
digestorio dos insetos, além de ocorrerem no exoesqueleto de outros organismos (JACH et al.,
1995; TELLAM et al., 1999). O fato de que plantas ndo possuem estruturas montadas a partir
de polimeros de quitina, enquanto que estas ocorrem em seus potenciais predadores, confere a
essas enzimas um potencial papel na defesa.

Nesse trabalho foi mostrado pela primeira vez evidéncias de quitinases no latex de P.
rubra, que apresentou atividade quitinolitica em gel contendo glicol quitina. A presenca de
quitinases ja foi descrita no latex de H. brasiliesis e Ficus microcarpa (JEKEL et al., 1991;
TAIRA et al., 2005). Pode-se inferir que os efeitos deletérios encontrados das proteinas do
latex sobre o inseto C. Maculatus poderiam ser atribuidos, pelo menos em parte, a essas
enzimas.

Um alvo potencial para proteinases e quitinases € a membrana peritrofica, que é

constituida de proteinas e quitina. Essa membrana age como a primeira linha de defesa dos
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insetos, protegendo-os contra toxinas e patogenos (BARBEHENN, 2001). Além disso, ela
auxilia na digestdo e protege o epitélio intestinal de particulas abrasivas da dieta. Devido a sua
importancia na defesa e na digestdo, sua destruicdo € muitas vezes deletéria, se ndo letal, para
os insetos que a possuem (WANG; GRANADQS, 2001).

H4 viarios relatos na literatura de agdo antifiingica desencadeada por atividade
quitinolitica (LAWRENCE et al., 1996). Estas enzimas sdo abundantes nas folhas que sdo
particularmente suscetiveis ao ataque de fungos (RAKWAL et al., 2004). Recentemente foi
demonstrado que as proteinas do latex de Cryptostegia grandiflora, bem como de C. procera,
tém a capacidade de inibir o crescimento de fungos filamentosos (dados ndo publicados).

Recentemente, efeitos toxicos e prejudiciais das proteinas do latex de C. procera sobre
importantes pragas agricolas foram notificados (RAMOS et al. 2007). RAMOS e
colaboradores (2008) também abordaram de forma mais detalhada a acdo dessas proteinas
sobre o desenvolvimento de Callosobruchus maculatus. O latex de P. rubra foi avaliado de
maneira similar, onde o efeito da fragdo PLPr sobre o desenvolvimento das larvas deste
bruquideo foi analisado.

Como resultado foi visto que apenas 0,4 % das proteinas do latex adicionadas na dieta
foram necessarias para diminuir em 50 % a sobrevivéncia das larvas. A fracdo PLPr a 0,1 %
diminuiu drasticamente o ganho de massa larval. Resultados semelhantes foram encontrados
para o litex de C. procera, onde o mesmo efeito deletério foi alcancado na mesma
concentragdo. Para fins de comparacdo, o latex de M. galziovii reduziu a massa larval de C.
maculatus em 50 % na concentragdo 0,7 % (PEREIRA et al., 1999), enquanto que o litex de
P. rubra a reduziu em uma concentragdo sete vezes menor.

Quando essas proteinas foram incubadas com os extratos intestinais das larvas desse
inseto, os resultados mostraram que as proteinas do latex foram resistentes a protedlise frente
as proteases da larva, podendo sugerir que, estas protefnas, ao resistirem a protedlise
poderiam agir livremente sobre o intestino dessas larvas e serem responsaveis pelo efeito
deletério observado, ou pelo menos em parte. Fatos semelhantes foram reportados por
MOHAN et al., 2006; KONNO et al., 2004 e MOUSSAOUI et al., 2001.

Ao contrério do observado para as larvas de C. maculatus, as proteinas do latex ndo
apresentaram efeitos deletérios sobre as larvas de Ceratitis capitata. Assim como as
proteinases cisteinicas, as quitinases presentes nas proteinas do liatex poderiam ter sido

degradadas pelas proteinases das larvas da mosca, dessa forma nao podendo causar efeitos.
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Nesse trabalho foi demonstrado pela primeira vez que fluidos laticiferos apresentam
uma acfo dissuasiva da ovoposi¢do de bruquideos, do tipo repelente. Na realidade, o tnico
relato deste tipo de atividade descrita em latex encontrado na literatura direcionou-se ao
mosquito Aedes aegypti (SINGHI et al. 2004).

Os experimentos de repeléncia realizados com o litex P. rubra também foram
estendidos para o latex de C. procera, C. grandiflora e H. drasticus (RAMOS et al., 2009 -
dados submetidos). Os latex destas trés plantas também apresentaram atividade repelente.

Recentemente, SADEGHI e colaboradores (2006) relataram uma atividade dissuasiva
sobre a ovoposicdo do caruncho do feijao-de-corda por lectinas de plantas. Mostrou-se que
esta atividade estava associada a atividade de ligacdo a carboidratos, atividade lectinica.

Esta hipétese foi totalmente descartada para a agdo dissuasiva encontrada no latex de
P. rubra, visto que atividade lectinica nio foi encontrada nesse fluido. Na verdade, ainda ndo
foi encontrado que proteinas laticiferas aglutinam eritrcitos de coelhos ou interagem com
resinas a base de carboidratos utilizadas para a purificacdo de lectinas. Além do mais, os
resultados encontrados neste estudo sugerem que a atividade repelente ndo é desempenhada
pela fracdo protéica do latex, nem para P. rubra e nem para C. procera, C. grandiflora e H.
drasticus (RAMOS et al., 2009 - dados submetidos).

O fato de as proteinas ndo serem as responsdveis pelo efeito repelente observado
levantou a hipétese de que compostos volateis poderiam estar envolvidos nessa ag@o. Porém,
o fato de o latex manter seu efeito dissuasivo mesmo apds o longo tempo de armazenamento
ou apds ser mantido sob agitacdo ndo deu evidéncias soélidas para segurar essa hipotese.
Outros experimentos serdo necessarios para esclarecer este ponto.

Apesar desta incerteza, uma vasta literatura aponta para a existéncia de metabolitos
secunddrios que apresentam algum tipo de ag@o sobre insetos. Foi mostrado que flavondides
obtidos de C. procera controlaram a proliferacdo de C. chinensis criados em sementes de
Vigna radiata (SALUNKE et al. 2005). Os efeitos toxicos incluiram redu¢ido na ovoposigdo,
efeito ovicida e altera¢do do niimero e da massa dos adultos. Recentemente, foi demonstrado
que 2-tridecanona produziu efeitos deletérios sobre C. maculatus quando sementes de V.
unguiculata foram pré-tratados com diferentes doses deste monoterpeno (BRAGA et al.
2007). O vapor de 2-tridecanona provocou reducdo no nimero de ovos, no percentual de
eclosdo e no nimero de adultos emergidos em sementes infestadas. O efeito inseticida do 2-

N

tridecanona foi relatado ser devido a sua atividade ovicida. Este efeito foi completamente
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descartado no presente estudo, pois ovos e larvas em desenvolvimento ndo foram afetados
pelo latex.

Outros possiveis metabdlitos de fluidos laticiferos candidatos a exibirem repeléncia
incluem muitos outros alcaldides e glicosideos fendlicos que foram descritos em latex e foram
recentemente revisados por HAGEL e colaboradores (2008). Contudo, a atividade repelente
aqui reportada nio foi encontrada na fracdo que provavelmente comporta os metabdlitos
secundarios.

O fato de haver uma diminui¢do da ovoposicdo imposta pelo fluido laticifero sem
qualquer efeito deletério observados sobre ovos e larvas sugere que este efeito seja realmente
do tipo repelente.

Enfim, estas observagdes destacam o papel multi-defensivo do latex nas plantas. A
identificacdo mais detalhada das moléculas envolvidas nas diferentes atividades detectadas
neste fluido laticifero certamente ird estabelecer o significado bioldgico destes fluidos no
vegetal.

Em conclusdo, este estudo sugere que os fluidos laticiferos sintetizam e armazenam
substancias que, uma vez liberados podem agir como repelentes e prejudicar a aproximagcio
dos insetos, e esta atividade seria somada a outras estratégias defensivas dos laticiferos de

plantas ja relatadas serem expressas nesses fluidos.
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VI - CONCLUSAO

A caracterizagdo bioquimica e enzimatica parcial do latex de Plumeria rubra mostrou
que esse fluido € uma boa fonte de proteinas com diversificadas atividades enzimaéticas.
Algumas dessas enzimas t€ém agdes que podem estar relacionadas com o papel de defesa da
planta, como as enzimas antioxidantes e proteoliticas detectadas. No entanto, essa hipdtese
ainda necessita de investigacdo experimental.

Um forte efeito deletério para larvas de C. maculatus foi observado na fragdo protéica
do litex, dando indicios de que proteinas poderiam estar envolvidas nesta acdo. Estudos
posteriores merecem ser realizados a fim de tentar se estabelecer uma correlacio entre o efeito
observado e as proteinas encontradas no latex, pois, foi visto que as proteinas do latex podem
ndo ser passiveis de digestdo pelas proteases das larvas.

Além disso, uma interessante atividade repelente da ovoposicdo de bruquideos foi
encontrada no latex integro de P. rubra, e essa repeléncia pode permanecer ativa por mais de
30 dias, podendo proteger as sementes contra a ovoposicdo dos insetos por um razoavel
periodo de tempo. Contudo, nenhuma conclusio acerca da identidade do composto
responsavel pela repeléncia pode ser tomada sem que estudos mais aprofundados sejam

realizados.
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