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RESUMO 

As espécies da subtribo Diocleinae (Fabaceae) possuem lectinas 

isoladas de sementes cujas propriedades estruturais e físico-químicas são bastante 

similares. Neste estudo, utilizamos a lectina de Canavalia brasiliensis (Con Br), 

manose/glucose específica, como ferramenta no isolamento de alvos moleculares de 

lectinas no trato digestivo do pulgão da ervilha, Acyrthosiphon pisum Harris 

(Homoptera: Áphididae) tentando identificar possíveis receptores. Ensaios de 

toxicidade "in vitro" foram realizados com dezesseis lectinas, dentre elas nove da 

subtribo Diocleinae. A análise estatística das curvas de mortalidade e inibição do 

crescimento mostrou que, com exceção da lectina de Dioclea grandiflora, todas as 

outras exerceram algum efeito tóxico no desenvolvimento do inseto. Entre as mais 

tóxicas estão a Con Br e as lectinas de Canavalia bonariensis, de C.aff.sp. boliviana, 

de Dioclea virgata e de D.rostrata que, nas concentrações em torno de 100 a 122 

4.mL-1, reduziram o peso dos adultos em 50 %. Dentre as outras lectinas testadas, 

a de Abrus pu/chel/us destacou-se como sendo extremamente tóxica matando 100 

% dos insetos no quarto dia do desenvolvimento com doses de 500 pg.mL-1. O 

Lectin Blot, com as lectinas marcadas com biotina, utilizou Con Br e as lectinas de 

C.ensiformís, de Cratylia floribunda e de D.violacea como representantes do grupo 

das Diocleinae, e as lectinas de Galanthus nivalis, de Listera ovata e de Arum 

maculatum das Monocotiledôneas. Várias proteínas do trato digestivo de A.pisum 

foram reconhecidas fortemente pelos dois grupos. Entretanto diferenças 

quantitativas foram identificadas entre os grupos e dentro do grupo das 

Monocotiledôneas. Através de cromatografia de afinidade em gel de Con Br-Agarose 

foram isoladas proteínas do trato digestivo do inseto, seguido da separação em 

eletroforese bidimensional sob condições desnaturantes. Uma aminopeptidase de 

massa molecular aparente de 120 kDa e pl 5,0 foi identificada entre as várias 

proteínas de membrana. A sequência nucleotídica parcial da aminopeptidase foi 

determinada utilizando uma biblioteca genômica construída a partir do ARN 

mensageiro extraído de tratos digestivos do A.pisum. O envolvimento da 

aminopeptidase nos efeitos tóxicos exercidos pelas lectinas acima mencionadas são 

discutidos nesta Tese. 



ABSTRACT 

Lectins isolated from Diocleinae (Fabaceae) subtribe seeds present 

very similar structural and physicochemical properties. In this Thesis, we used the 

mannose/glucose-specific Canavalia brasiliensis (Con Br) lectin as a tool to isolate 

and identify molecular targets for lectins in the digestive tract of the pea aphid 

Acyrthosiphon písum Harris (Homoptera: Aphididae). In vitro toxicity assays were 

performed with-16 lectins including 9 from the Diocleinae subtribe. Statistical analysis 

of the mortality and growth inhibition curves show that all the Diocleinae lectins, with 

the exception of Dioclea grandiflora, exert toxic effects on the development of the 

insect. Con Br and lectins from Canavalia bonariensis, C.aff.sp.boliviana, Dioclea 

virgata and D.rostrata were found to be the most toxic ones, decreasing the average 

weight of the adult insects by 50 % in concentrations ranging from 100 to 122 µg.mL-  

'. The lectin from Abrus pulchellus was found to be extremely toxic, being able to kill 

100% of the insects at their fourth day of development at a low dose (500 µg.mL-1)_ 

Lectin blot assays were performed on aphid gut protein extracts using biotin-labeled 

lectins from the Diocleinae group, such as Con Br, and lectins from C.ensiformis, 

Cratylia floribunda and D. violacea, and from monocotyledon group, such as from 

Galanthus nivalis, Listera ovata and Arum maculatum. Several proteins from the 

digestive tract of A.pisum were strongly recognized by both lectin groups. Moreover, 

quantitative differences were observed between groups and also within the 

monocotyledons group. Several proteins from the digestive tract of the insect were 

isolated by means of gel affinity chromatography, with Con Br-Agarose, followed by 

non-native two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis. Further studies 

performed on the isolated proteins allowed us to identify an aminopeptidase of 

apparent molecular weight 120 kDa and pl 5.0. Its partial nucleotide sequence was 

determined using a genomic library constructed from messenger RNA extracted from 

A.pisum digestive tract. The role of the aminopeptidase in the toxic effects exerted by 

the abovementioned lectins is discussed in this Thesis. 



1 — INTRODUÇÃO 

A produção de alimentos em quantidade suficiente para atender a 

demanda mundial constitui um dos mais graves problemas da atualidade. Dentre os 

fatores que contribuem para as maiores perdas na agricultura, encontram-se as 

pragas, as ervas daninhas e as doenças vegetais. No combate as pragas, os 

pesticidas foram, primariamente, a principal e única forma de controle. Durante 

muitos anos o uso quase que exclusivo em algumas áreas levou a evolução de 

raças resistentes. Numa tentativa de contornar o problema, métodos alternativos 

como o controle biológico e a utilização de plantas transgênicas vêm sendo 

incorporados a realidade do campo. 

As primeiras referências sobre plantas transgênicas resistentes a 

insetos, datam de 1987 (HILDER et al., 1987; VAEK et aL, 1987). A partir de então 

com o desenvolvimento tecnológico, atingimos em 1998 a marca aproximada de 40 

diferentes genes incorporados a grandes culturas, conferindo-lhes resistência a 

insetos (TABELA 1). Esta nova tecnologia oferece vantagens sobre o uso 

convencional de inseticidas químicos, como biodegradabilidade e redução na 

exposição a produtos químicos. 

Os genes de resistência transferidos a vegetais têm como alvo o 

sistema digestivo de insetos. A maioria deles origina-se de bactérias ou plantas 

superiores. Recentemente, genes de resistência de origem animal e outros 

microorganismos têm sido introduzidos. 

Dentre as bactérias, os esporos e cristais de proteínas de várias cepas 

do Bacillus thuringiensis (Bt) têm sido utilizados como inseticidas desde os anos 50. 

O Bt é uma bactéria do solo que produz cristais de proteínas, denominados de 

toxinas Bt, S-endotoxinas ou proteínas cristais, dentro de suas células durante o 

processo de esporulação. As toxinas Bt utilizadas na transgênese vegetal são: 

cry1 Aa, cry1 Ab, cry1 Ac, cry1 Ba, cry1 Ca, cry1 H, cry2Aa, cry3A, cry6A e cry9C 

(SCHNEPF et al., 1998). 
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TABELA 1. Exemplos de genes utilizados em plantas transgênicas no controle de 

insetos. 

GENES DE RESISTÊNCIA 
	

INSETO ALVO 
	

PLANTAS 

TRANSFORMADAS 

Toxinas Bt 
Cry1Aa 
Cry1Ab 

Cry1Ac 

Cry1 Ba 
Cry1Ca 
Cry1 H 
Cry2Aa 
Cry3A 
Cry6A 
Cry9C 
Bt (não determinado) 

Inibidores de Proteases  
C-Il (Inib. de serina protease da soja) 
CMe (Inibidor de tripsina da cevada) 
CMTI (Inibidor de tripsina da abóbora) 
CpTI (Inibidor de tripsina do feijão) 

14K-CI (Inib. de serina protease e a-amilases 
de cereais) 
MTI-2 (Inib. de serina prot. da mostarda) 
OC-1 (Inib. de cisteína protease do arroz) 
PHV (Inib. de serina protease da soja) 
Pot PH (Inib. de protease da batata I) 
Pot PT-II (Inib. de protease da batata II) 
Inibidor de protease I 
Inibidor de tripsina da soja 
Inibidor de protease do tomate I 
Inibidor de protease do tomate II 

Inibidores de a-Amilases  
'nib. de a-amilase de P.vulgaris (aAl-Pv) 
'nib. de a-amilase de cereeais (WMAI-1) 
14K-CI 

Lectinas 
3NA 

_ectina de ervilha (p-lec) 
_ectina de germe de trigo (WGA) 
-aca'ina 
_ectina de arroz 

Outros  
Cuitinase do feijão (BCH) 
Feroxidase aniônica do tabaco 

Quitinase do tomate 
Descarboxilase de Catharanthus roseus (TDC) 
Fonte: SCHULER et aí, 1998 
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As plantas naturalmente possuem um certo grau de resistência a 

insetos, permitindo que somente um número limitado de herbívoros consiga 

alimentar-se de uma espécie vegetal. Esta resistência inerente é baseada em vários 

mecanismos de defesa, incluindo um largo espectro de compostos secundários 

produzidos pelo vegetal. Entre os inúmeros compostos secundários utilizados como 

fatores de resistência, destacaram-se: os inibidores de enzimas digestivas 

(proteases e a-amilases) e as lectinas. 

Os efeitos deletérios de inúmeras lectinas em insetos das ordens 

Coleoptera, Lepidoptera, Homoptera e Diptera têm sido investigados e 

comprovados, porém, o modo de ação deste grupo de proteínas continua pouco 

esclarecido. Isto entretanto não impediu o grande interesse por lectinas, como a 

aglutinina de Galanthus nivalis (GNA), tóxica para pragas importantes como afídeos 

e uma importante praga do arroz, Nilaparvata lugens (POWELL et al., 1995a; DOWN 

et al., 1996). 

1 .1 - INSETOS 

Os insetos são os organismos mais variados da terra, constituindo 

aproximadamente 72% de todos os animais. Estima-se que a metade deles sejam 

espécies fitófagas (DALY et al., 1978) pertencentes as ordens Isoptera, Dermaptera, 

Plecoptera, Orthoptera, Phasmatodea, Hemiptera, Homoptera, Thysanoptera, 

Coleoptera, Lepidoptera, Hymenoptera e Diptera. 

Sabe-se que nenhuma espécie vegetal em seu meio ambiente é 

atacada por todas as espécies de insetos, e não é comum que um inseto, em seus 

limites geográficos, se alimente indiscriminadamente de todas as plantas 

(THORSTEINSON, 1960). Simples observações demonstraram que os insetos vivem 

associados com certas partes ou espécies de plantas (DETHIER, 1976) e, assim, 

são conhecidos por nomes comuns, em inúmeros exemplos, como o curuquerê dos 

capinzais (Mocis latipes, Lepidoptera: Noctuidae), o pulgão dos cereais (Schizaphis 

graminum, Homoptera: Aphididae), a broca da raiz do algodoeiro (Eutinobothrus 

brasiliensis, Coleoptera: Curculionidae) ou a lagarta do algodoeiro (Heliothis 

virescens, Lepidoptera: Noctuidae) (GALLO et al., 1978). 
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A subordem Homoptera, pertencente a ordem Hemiptera, é composta 

de cerca de 35000 espécies de insetos terrestres e sugadores de seiva com 

tamanho variável. Nesta subordem encontram-se insetos conhecidos como cigarras, 

cigarrinhas, pulgões e cochonilhas. A família Aphididae compreende os pulgões. 

Largamente espalhados pelo mundo, os pulgões disseminaram-se paralelamente as 

Angiospermas, onde a maioria das espécies é hospedeira destes insetos. É portanto 

na zona temperada onde encontram-se em maior variedade, entretanto, estão 

igualmente espalhados pela zona tropical e subártica. Contam com as seguintes 

espécies mais importantes no Brasil: Aphis gossypii, que ataca principalmente 

malváceas e cucurbitáceas; Toxoptera citricidus, em citros; Brevicoryne brassicae 

(L.), o pulgão da couve e outras crucíferas; e, Macrosiphum rosae (L.), em rosáceas. 

Na Europa e América do Norte destacam-se: o pulgão da ervilha, Acyrthosiphon 

pisum, o pulgão do pêssego, Mizus persicae; o pulgão da batata, Aulacorthum 

solani; o Aphis gossypii que nesta região ataca preferencialmente melão e pepino, 

entre outros. 

1.1.1  - Acyrthosiphon pisum (Homoptera: Aphididae) 

O pulgão da ervilha é uma praga de grande importância econômica nas 

zonas temperadas. Sua importância agrícola deve-se, em grande parte, a alta taxa 

de reprodução que, sob condições ambientais favoráveis, leva a sérias perdas na 

produção agrícola. Coloniza preferencialmente as tribos de leguminosas: Genisteae 

(Cytisus, Genista, Sarothamnus, Spartium), Trifoleae (Medicago, Melilotus, Ononis, 

Trifolium, Trigonella), Viceae (Lathyrus, Lens, Pisum, Vicia), Hedysareae 

(Hippocrepis, Onobrychis), e também coloniza alguns membros de outras tribos, 

como é o caso dos gêneros Lotus (Loteae), Astragalus (Galageae) e Glycinae 

(Phaseoleae). 

Este inseto foi escolhido como objeto de estudo por ser uma espécie 

muito analisada quanto as suas características fisiológicas, sendo modelo de 

estudos de nutrição do laboratório Biologie Fonctionelle, lnsectes et Interactions 

(BF2I) a mais de 10 anos. 
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a - Morfologia e anatomia 

Os pulgões possuem o corpo segmentado e o esqueleto externo 

formado por uma cutícula rígida, o que impede o crescimento progressivo e os faz 

passar por estágios de crescimento sucessivos (estágios ninfares) livrando-se do 

exoesqueleto cada vez que este torna-se pequeno (fenômeno da muda). Eles 

medem entre 2,3 a 4,4 mm e existem em duas formas adultas: alados e ápteros. Em 

seus estágios .ninfares assemelham-se aos adultos, com exceção da ausência de 

asas (FIGURA 1a). As ninfas têm o mesmo modo de vida dos adultos, alimentam-se 

da mesma maneira e provocam os mesmos danos. 

Quanto a alimentação, são exclusivamente fitófagos possuindo um 

sistema bucal do tipo sugador. As peças bucais são transformadas e adaptadas à 

retirada do alimento líquido não disponível na superfície. As mandíbulas e os 

maxilares têm a forma de estiletes que se unem em toda sua extensão, formando 

um feixe com canais salivares e alimentares (FIGURAI b). 

O trajeto dos estiletes no vegetal é geralmente intercelular, algumas 

vezes intracelular. A medida que o pulgão injeta seus estiletes na planta, ele libera 

uma saliva que disseca o tecido vegetal formando um canal rígido, no interior desta, 

no qual o inseto pode manobrar seus estiletes, retirá-los se for importunado e efetuar 

uma nova injeção. 

b - Danos e controle 

O modo de nutrição dos pulgões provoca alguns tipos de 

conseqüências na planta: 

➢ A saliva secretada provoca freqüentemente uma reação do vegetal como a 

formação de galhas e o engruvinhamento de folhas; 

➢ A emissão da saliva ou o simples fato de penetrar os estiletes na planta, 

pode ser a ocasião de transmissão de vírus. O pulgão da ervilha é vetor de 

mais de 30 vírus, incluindo vírus não-persistentes de feijões, ervilhas, 

trevos, cucurbitáceas, Narcissus e crucíferas; 
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FIGURA 1. Afídeos, fases ninfais (a) e peças bucais (b). 
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Os pulgões sugam a seiva elaborada, usufruindo dos aminoácidos 

essenciais à planta e a infestação massiva pode provocar uma parada no 

crescimento vegetal; 

Os produtos não assimilados ou transformados pelo inseto são excretados 

através do ânus, geralmente na face inferior das folhas. Estas substâncias 

açucaradas podem cobrir os estômatos provocando uma perda de água 

vegetal e/ou também, promover o desenvolvimento de organismos 

saprófitas. 

Os pulgões também podem favorecer a proliferação de doenças fúngicas, 

ao transportar os esporos ou ao capturá-los com a ajuda das substâncias 

açucaradas depositadas sob as folhas. 

Os pesticidas foram primariamente a principal forma de controle. 

Atualmente o controle biológico de pragas, incluindo o uso de fungos que parasitam 

naturalmente o pulgão da ervilha (GUTIERREZ & PICKERING, 1991) e o emprego 

de parasitóides (MERTINS, 1985), destacam-se como uma forma alternativa de 

controle. 

1 .2 - LECTINAS VEGETAIS 

1.2.1 - Definição e Considerações Gerais 

Segundo Peumans e Van Damme (1995), as lectinas podem ser 

definidas simplesmente como proteínas que possuem pelo menos um domínio não 

catalítico que liga-se específica e reversivelmente a monossacarídeos ou 

oligossacarídeos. De acordo com esta definição, elas são classificadas em 

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. 

As merolectinas são proteínas constituídas por um único sítio de 

ligação a carboidratos e, portanto, incapazes de precipitar glicoconjugados e 

aglutinar células. As hololectinas, de estrutura mais complexa, possuem dois ou 

mais sítios de ligação a carboidratos, assim denominadas de hemaglutininas. No 
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terceiro grupo denominado quimerolectinas, encontramos um ou mais domínios, que 

ligam-se a carboidratos como as mero e hololectinas, e de um domínio catalítico 

apresentando outra atividade biológica, como é o caso das RIPs tipo 2 (proteínas 

inativadoras de ribossomos). No quarto e último grupo denominado de superlectinas 

encontramos proteínas que consistem no mínimo de dois sítios de ligação a 

carboidratos não relacionados, como exemplo a lectina de tulipa com um domínio N-

terminal para manose e um segundo domínio específico para N-acetil-galactosamina 

(VAN DAMME et al., 1996). 

As lectinas têm sido detectadas em mais de 1000 espécies vegetais. 

De acordo com suas características estruturais e funcionais, elas podem ser 

separadas em seis grupos principais: lectinas tipo Jacalina, lectinas de Amarantina, 

lectinas de monocotiledôneas, lectinas do floema de Cucurbitáceas lectinas 

específicas para quitina e RIPs tipo 2 (TABELA 2) (PEUMANS & VAN DAMME, 

1998). 

O grupo Amarantina compreende as lectinas da família 

Amaranthaceae, e também é o nome comum da aglutinina de Amaranthus caudatus 

(ACA) uma proteína homodimérica com especificidade para antígenos-T (RINDERLE 

et al., 1989). 

As lectinas de cucurbitáceas são proteínas específicas por N-acetil-

glicosamina encontradas exclusivamente no floema de espécies dos gêneros 

Citrullus, Coccinia, Cucumis, Cucurbita, Luffa e Sechium. Possuem 

No grupo das lectinas específicas por quitina destacam-se as lectinas 

possuidoras de pelo menos um domínio heveina (RAIKHEL et al., 1993; VAN 

DAMME et al., 1998). Este é definido como uma unidade estrutural semelhante a 

heveina, uma proteína de 43 resíduos de aminoácidos que reconhece quitina e é 

originária do látex da seringueira (Hevea brasiliensis). As lectinas de gérmen de trigo 

(WGA), Urtica dioica (UDA) e Sambucus nigra estão entre as lectinas deste 

subgrupo (PEUMANS et al., 1982; PEUMANS et al., 1984, BROKAERT et al., 1984). 

As RIPs tipo 2, conhecidas por serem citotóxicas, são uma classe 

especial de quimerolectinas compostas de duas cadeias (a e (3). A cadeia 13, onde 

encontra-se o sítio de ligação a carboidratos, é responsável pela ligação da molécula 

a receptores glicosilados na superfície celular, introduzindo a cadeia a no meio 

citosólico onde será responsável pela inativação de ribossomos através da clivagem 
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da ligação N-glicosídica de um único resíduo de adenina do rRNA, impedindo a 

síntese de proteínas (HAUSNER et al., 1987). 

O grupo das leguminosas possui o maior número de lectinas isoladas e 

bem caracterizadas. A família Leguminosae subdivide-se em três subfamílias: 

Papilionoideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae. A subfamília Papilionoideae 

destaca-se com o maior número de lectinas isoladas distribuídas entre as tribos 

Sophoreae (subtribo Sophora), Robineae e Phaseoleae (subtribos Erythrininae, 

Glycininae, Diocleinae e Phaseolinae),.(RAMOS, 1997). 

1.2.2 - Lectinas da Subtribo Diocleinae 

As lectinas de sementes da subtribo Diocleinae (Leguminosae) são 

proteínas compostas de uma única cadeia polipeptídica, com massa molecular em 

torno de 26 kDa, que interagem especificamente com resíduos de glicose/manose 

componentes de glicoconjugados (MOREIRA et al., 1991). Distribuídas entre os 

gêneros Canavalia, Cratylia e Dioclea as lectinas dessa subtribo têm sido muito 

estudadas quanto as suas propriedades moleculares e funcionais. 

A lectina de Canavalia ensiformis (Con A), uma das lectinas melhor 

caracterizadas, é sintetizada durante o processo de maturação da semente, 

acumulando-se nos corpos protéicos das células de reserva do parênquima 

cotiledonar (MARCUS et al., 1984; HERMAN et al., 1985). A lectina é sintetizada no 

retículo endoplasmático rugoso na forma de uma pré-pro-proteína, que possui um 

peptídeo sinal de 29 aminoácidos na porção N-terminal, o qual é removido durante a 

tradução e a interiorização da cadeia polipeptídica no lúmen do retículo 

endoplasmático. Ao mesmo tempo, um oligossacarídeo rico em manose e de massa 

molecular equivalente a do peptídeo sinal perdido, é adicionado à porção mediana 

da proteína por ligação covalente ao resíduo de asparagina 153, produzindo desta 

forma o precursor glicosilado pro-Con A, cuja subunidade tem uma massa molecular 

aparente de 34 kDa (HERMAN et al., 1985; CHRISPEELS et al., 1986). A pro-Con A 

é transportada através do aparelho de Golgi para os corpos protéicos, onde é 

processada pela perda do oligopeptídeo central. Os dois polipeptídeos resultantes (a 
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Grupo Ocorrência Estrutura MoIecuiar 

. 	Distribuição 
taxonômica 

n° aprox. 
de 

lectinas 

Protômeros (kDa) n° de Protômeros Especificidade 

Amarantina Amaranthaceae <10 3C) 2 Gal NAc 

Especificas por quitina 
Classe I — quitinases ubiqua >50 30 1 (GIcNAc),, 
Gramineas Gram inea.e >10 18 ou (10+8) 2 Glc NAc 
Domínio Heveina variada <5 5 1 (GIcNAc)n  
Phytolacca Phytolacca sp. <10 10, 15, 25, 35, 30 2 (GIcNAc),, 
Solanáceas 
Outras 

Lectinas do floema de 

Solanacea.e 
variada 

Cucurbitaceae 

<10 
<5 

<10 

10 

'1G; 

2 
1 ou 2 

2 

(GIcNAc),, 
(GIcNAc),, 

(GIcNAc),, 
Cucurbitiiceas 

Lectinas tipo Jacalina 
Moráceas Moraceae <10 (14 -I- 2) 4 Gal/ GaINAc 
Manose específicas Monocotiledôneas e 

dicotiledOneas 
<10 16 2 ou 4 Manose/maltose 

Leguminosas Leguminosae >100 30 ou [(30-x) 2 ou 4 Manose/glicose 
Fucose; Gal/GalNac 
(GIcNAc); Ácido 
Siálico; Complexo 

Monocotiledôneas Liliaceas, Araceae, 
Orchidaceae, 
Bromeliaceae 

>100 12 ou 30 ou [(30-x) 4-x} 1, 2, 3 ou 4 Manose 
específicas por manose 

RIID's tipo 2 Monocotiled6n eas e 
dicotiledâneas 

>20 [30-s-s-35} 1, 2 ou 4 Gal/GalNac ou 
Siaa2-601/GaINAc 

Fonte: Peumans & Van Damme, 1998 
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e (3) sofrem uma transposição e são então religados, produzindo a forma madura 

não-glicosilada. A presença do oligossacarídeo rico em manose é essencial para o 

transporte da pro-Con A do retículo endoplasmático para os corpos protéicos, via 

complexo de Golgi (FAYE et aL, 1987). Os fragmentos denominados a e 13 são 

encontrados em todas as lectinas de Diocleinae, sugerindo o mesmo mecanismo de 

síntese de proteínas (RAMOS et aL, 1997). 

Quanto à estrutura, estas lectinas contém ions metalícos (Ca+2  e Mn+2) 

ligados a cada subunidade, o que vêm sendo demonstrado ser essencial no 

estabelecimento do sítio de ligação a carboidratos. A presença de sítios hidrofóbicos 

também tem sido relatada, podendo ocorrer tanto em uma única subunidade como 

se estabelecer no centro da proteína. Os resíduos de aminoácidos envolvidos na 

formação do sítio de ligação a metais e do sítio hidrofóbico têm sido bem 

conservados durante a evolução (PUSZTAI, 1991; KONAMI et al., 1991; CAVADA et 

a/., 1993). 

A especificidade fina por carboidratos e a elucidação das estruturas 

quaternárias das lectinas da subtribo Diocleinae vêm sendo bastante estudadas nos 

últimos anos. Em 1998, Dam e colaboradores determinaram que 9 lectinas desta 

subtribo, dentre elas Con A e Con Br (Canavalia brasiliensis), conservam os sítios de 

ligação para monodeoxi e tetradeoxi análogos ao trimanossídeo, 3,6-di-O-(a-D-

mannopiranosyl)-D-manose presente em todos os carboidratos que ligam-se a 

asparagina. Além disto, observaram que suas especificidades são distintas para um 

complexo biantenário (manotriose bis N-acetil glucosamil) e/ou estruturas 

homólogas. Somente Con Br, Con A, Dgui (Dioclea guianensis) e Dvir (D.virgata) 

são inibidas por este carboidrato enquanto Cbon (C.bonariensis), CFL (Cratylia 

floribunda), Dros (D.rostrata) e DGL (D.grandiflora) necessitam de quantidades 

acima de 0,4 mM para terem sua atividade hemaglutinante inibida quando frente a 

eritrócitos de coelho não-tratados. 

Estas proteínas são encontradas na forma de dímeros e/ou tetrâmeros 

homogêneos de acordo com o pH do meio, o que varia de proteína para proteína. A 

Con A, por exemplo, encontra-se preferencialmente como dímero a pH 5,0 

(AGRAWAL et al., 1968 apud CALVETE et al., 1999) e como tetrâmero a pH >_ 7,0 

(KALB & LUSTIG, 1968 apud CALVETE et al., 1999). As lectinas de C.floribunda, 

D.rostrata e D.virgata formam tetrâmeros a pH > 6,5, e D.grandiflora e D.violacea 

acima do pH 5,5. Entretanto, as lectinas de D.guianensis, C.bonariensis e Con Br 
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apresentam um equilíbrio dímero/tetrâmero no pH 8,5. 0 interessante é observar 

que pequenas diferenças nas seqüências primárias de lectinas como a Con A e a 

Con Br, que diferem entre si em apenas 2 resíduos de aminoácidos, possam alterar 

o equilíbrio dímero/tetrâmero modificado e uma estrutura quaternária distinta 

(CALVETE et al., 1999). 

Estas diferenças estruturais talvez possam explicar juntamente com a 

especificidade fina por oligossacarídeos, as diferentes atividades biológicas 

atribuídas as lectinas de Diocleinae, como a diferenciação na estimulação da 

proliferação de linfócitos e Interferon gamma (BARRAL-NETO et al., 1992), na 

estimulação de macrófagos e reação inflamatória (RODRIGUES et al., 1992), na 

indução do edema de pata e migração peritoneal de células (BENTO et al., 1993), 

na liberação de histamina (FERREIRA et al., 1996) e na indução da produção de 

óxido nítrico "in vitro" e "in vivo" em ratos (ANDRADE et al., 1999). 

1.2.3 - Lectinas da Super Família Monocotiledônea 

As lectinas de monocotiledôneas estão distribuídas em 5 famílias 

principais: Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Orchidaceae e Liliaceae. A primeira 

lectina deste grupo a ser isolada foi a aglutinina de Galanthus nivalis (GNA, 

Amaryllidaceae) (VAN DAMME et al., 1987). A partir de então várias lectinas têm 

sido isoladas e estudadas intensivamente nos últimos anos. As lectinas desta super 

família possuem como característica principal a especificidade restrita por resíduos 

de manose e atividades anti-virais (BALZARINI et al., 1992). 

Encontradas em tecidos vegetais variados como folhas, ovários, 

bulbos, tubérculos, rizomas, raízes e até no néctar, somente não têm sido 

detectadas em sementes (PEUMANS & VAN DAMME, 1998). Normalmente estas 

lectinas não estão confinadas a um único tecido, também encontram-se espalhadas 

pela planta, com exceção de Allium sativum que expressa duas lectinas específicas 

para o tubérculo e a folha (SMEETS et al., 1994). 

As diferenças na especificidade fina por carboidratos têm sido 

constatadas. A GNA liga-se preferencialmente a Mana1-3Man (SHIBUYA et al., 

1988), enquanto as lectinas de Narcissus pseudonarcissus (NPA) e Listera ovata 
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(LOA) possuem maior especificidade por Mana1-6Man e Mana1-2Mana1-3Man, 

respectivamente (KAKU et al., 1990; SAITO et al., 1993). 

Com relação as características estruturais das lectinas de 

monocotiledôneas, estas são subdivididas em dois subgrupos. O primeiro subgrupo 

compreende as proteínas com um domínio de massa molecular de 11 a 14 kDa e o 

segundo contém dois domínios de 25 a 30 kDa. Com  exceção da lectina de folhas 

de Listera ovata e de Epipactis helleborine, as proteínas com um domínio 

comportam-se como homodímeros ou homotetrâmeros através de interações não 

covalentes (VAN DAMME et al., 1994). Deve-se ressaltar que as lectinas homo-

oligoméricas são sintetizadas como pré-pro-proteínas, as quais são convertidas em 

lectina madura através de uma clivagem co-traducional do peptídeo sinal e pós-

traducional do peptídeo C-terminal (VAN DAMME et al., 1988; VAN DAMME et al., 

1991). 

Análises bioquímicas e moleculares têm mostrado que essas lectinas 

são correlacionadas estruturalmente. Hester e colaboradores (1995) mostraram que 

a GNA é um tetrâmetro composto de subunidades idênticas. Cada domínio consiste 

de 3 subdomínios com cerca de 40 aminoácidos similares em suas seqüências 

internas, os quais correspondem aos três sítios de ligação a carboidratos (HESTER 

et al., 1995). 

1.2.4 - Atividade Inseticida de Lectinas 

Há algum tempo as lectinas vêm sendo implicadas na defesa vegetal 

contra o ataque de microorganismos e predadores. A detecção de lectinas na 

superfície extracelular de tecidos vegetais considerados sítios de infecção em 

potencial, foi um dos primeiros indícios a sugerir uma função exógena. Suposições a 

parte, nos últimos 20 anos muitas publicações vêm contribuindo para a elucidação 

de uma das questões mais discutidas, o papel desempenhado pelas lectinas nos 

vegetais. 

A capacidade de se ligar a carboidratos, explica em parte a 

denominação de lectinas como mediadoras numa variedade de processos biológicos 

vomo por exemplo, o transporte de carboidratos em sementes, a interação entre 
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leguminosas e nematóides e a inibição no crescimento de fungos e insetos (REEKE 

& BECKER, 1988; DIAZ et al., 1989; CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991). 

Uma das primeiras determinações da atividade inseticida de lectinas, 

refere-se a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA) a qual adicionada a dieta de 

Callosobruchus maculatus. (Coleoptera: Bruchidae) era letal ao inseto 

(Jenzen,1976). Posteriormente, Gatehouse e colaboradores (1984) confirmaram este 

resultado e também demonstraram que a PHA liga-se ao epitélio digestivo do 

gorgulho. Entretanto, Huesing e colaboradores (1991 c) revelaram que um inibidor de 

a-amilase presente nas sementes de Phaseolus vulgaris era o verdadeiro princípio 

tóxico nesta preparação. 

Já Shukle e Murdock (1983), trabalharam com uma preparação 

lectínica livre de contaminações, e determinaram que a lectina de soja quando 

adicionada a uma dieta artificial na concentração de 1 % é capaz de retardar o 

crescimento e o desenvolvimento de Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae). 

Alguns anos mais tarde Murdock e colaboradores (1990) analisaram os 

efeitos biológicos de lectinas vegetais puras sobre o gorgulho do feijão, C.maculatus 

F. Dentre as 17 lectinas testadas, somente 5 causaram alterações significativas no 

tempo de desenvolvimento do gorgulho quando da administração em dieta artificial 

nas concentrações de 0,2 e 1,0 % (p/p). A mais potente foi a aglutinina de germe de 

trigo (WGA), específica para N-acetil-glucosamina. Sabendo-se que a WGA isolada 

do trigo hexaplóide é composta por seis isolectinas, Huesing e colaboradores 

(1991a) estudaram os efeitos das três isolectinas homodiméricas que compõem esta 

mistura e não observaram diferenças em suas atividades. Assim como a WGA, 

outras lectinas específicas por N-acetil-glucosamina têm sido citadas como tóxicas 

ao C.maculatus, como as lectinas de Oryza sativa (OSA) e Urtica dioica (UDA) 

(HUESING et al., 1991b). 

Um dos primeiros trabalhos com insetos da subordem Homoptera, 

analisou os efeitos de três lectinas específicas para manose em ninfas do terceiro 

instar de Nilaparvata lugens (Delphacidae). A GNA apresentou-se como a mais 

tóxica comparada as lectinas de Narcissus pseudonarcissus e Allium sativum (ASA). 

Já duas lectinas específicas para N-acetil-glucosamina também testadas, OSA 

(Oryza sativa agglutinin) e UDA (Urtica dioica agglutinin) não demonstraram efeito 

anti-metabólico (POWELL et a1., 1995a). Em trabalho posterior, a GNA juntamente 

com a WGA e a lipoxigenase da soja (LPO) reduziram a excreção de exudatos 



32 

durante as 24 horas iniciais após o que o inseto pareceu tornar-se tolerante à dieta 

contendo lectina (POWELL et al., 1995b). 

Os efeitos de lectinas sobre o pulgão da ervilha, Acyrthosiphon pisum, 

foram inicialmente determinados por Rahbé e Febvay (1993). Neste trabalho 

observou-se que a Con A, entre outras proteínas, possui uma atividade tóxica 

significante sendo capaz de inibir com uma dose de 182 1..i.g.mL-1  em 50 % o 

crescimento de larvas de A.pisum. Posteriormente, num levantamento com 32 

lectinas, Rahbé e colaboradores (1995) identificaram as lectinas de Ricinus 

communis, Amaranthus caudatus (ACA) e GNA como também tóxicas ao A.pisum. 

Quando a Con A foi testada contra 6 espécies de afídeos, o A.pisum mostrou-se 

como a espécie mais susceptível dentre elas enquanto a GNA foi mais tóxica para o 

pulgão do pêssego, Mizus persicae (SAUVION et ai.,1996). 

Além de tóxica para insetos da subordem Homoptera, a GNA também 

causa efeitos deletérios em insetos da ordem Lepidoptera como é o caso das larvas 

da mariposa do tomate, Lacanobia oleracea. Quando incorporada a dieta artificial na 

concentração de 2 % (p/p), a GNA reduz de forma significante o crescimento e o 

desenvolvimento larval, assim como o consumo alimentar (FITCHES et al., 1997). 

Os efeitos de 25 lectinas vegetais pertencentes a 15 diferentes famílias 

e especificidades por carboidratos, foram analisados sobre a maior praga do 

Phaseolus vulgaris na África e Ásia, a Maruca vitrata F. (Lepidoptera: Pyralidae). 

Utilizando-se uma dieta artificial contendo 2 % (p/p) de lectina, foram observadas a 

sobrevivência larval, a inibição do crescimento e da alimentação, a pupação, a 

emergência dos adultos e fecundidade. Dentre todas as proteínas, 16 (dezesseis) 

lectinas apresentaram-se tóxicas, mas somente LOA e GNA, específicas para 

manose, foram efetivas nos seis parâmetros estudados (MACHUKA et al., 1999). 

1.2.5 - Localização dos Sítios de Ligação das Lectinas em Insetos 

Muito pouco é conhecido sobre os efeitos subcelulares de lectinas 

vegetais em insetos, assim como a localização e a estrutura dos sítios de ligação. 

Em 1991, Chrispeels e Raikhel sugeriram que o efeito deletério das lectinas seja o 
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resultado da sua ligação à quitina da membrana peritrófica do trato digestivo de 

larvas de Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Anteriormente, Gatehouse e 

colaboradores (1984) demonstraram que a PHA, ao ser ingerida pela larva do 

gorgulho do feijão, ligava-se as células do epitélio digestivo do inseto. Sugeriram, 

assim, que o mecanismo de toxicidade de lectinas em insetos seria similar ao que 

ocorre em ratos, ou seja, disrupção das células epiteliais do trato digestivo 

impedindo o transporte e absorção de nutrientes. 

Eisemann e colaboradores (1994) identificaram três efeitos da WGA, 

Con A e lectina de lentilha sobre as larvas de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae). 

Primeiro, as lectinas estudadas ligavam-se as células do estômago e a membrana 

peritrófica. Segundo, a permeabilidade da membrana peritrófica e a ingestão de 

dieta pela larva eram reduzidas. E terceiro, nenhum sinal de dano foi observado nas 

células epiteliais. 

Sauvion (1995) estudou o modo de ação da Con A sobre o afídeo da 

ervilha, Acyrthosiphon pisum (Homoptera: Aphididae). Ao realizar cortes histológicos 

transversais em larvas após terem ingerido Con A marcada com FITC, observou que 

esta proteína fixa-se unicamente ao estômago do pulgão. Em um ensaio "in vitro" 

realizado por Harper e colaboradores (1995), a WGA e a lectina de Bauhinia 

purpurea L. ligam-se a proteínas de microvilosidades da borda em escova (BBM) de 

Ostrinia nubilalis e Diabrotica virgifera virgifera Le Conte. 

Os efeitos subcelulares da PHA em Empoasca fabae (Homoptera: 

Cicadellidae) foram estudados por Habibi e colaboradores (1998). A lectina de 

Phaseolus vulgaris (PHA) é formada por dois tipos de subunidades denominadas E 

(31,7 kDa) e L (29,9 kDa), as quais associam-se em várias proporções dando origem 

a 5 isolectinas tetraméricas: E4, E3L, E2L2, EL3 e L4 (FELSTED et al., 1981, SHARON 

& LIS, 1989). Em ensaios prévios de toxicidade, a subunidade PHA-E apresentou-se 

mais tóxica que a PHA-L e, através de diferentes métodos como imunofluorescência, 

autoradiografia e imunoeletromicroscopia, pode-se observar que a PHA-E causa 

séria disrupção, desorganização e elongação de BBM, assim como o aumento das 

células epiteliais no lúmen do intestino levando ao fechamento do mesmo. Além 

disto, PHA-E estimula a divisão do núcleo das células epiteliais do estômago em 

dois, levando posteriormente a sua elongação e degradação. Em contraste, a PHA-L 

liga-se fracamente a superfície das células epiteliais causando menos disrupção a 

BBM. Em trabalho posterior, Habibi e colaboradores (2000) observaram os mesmos 
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efeitos da PHA no trato digestivo de Lygus hesperus (Hemiptera: Heteroptera), 

mostrando que a PHA liga-se preferencialmente as áreas mais afetadas podendo 

até mesmo sofrer endocitose. 

Quanto a GNA e a Con A, ao serem administradas em dieta semi-

artificial, alteram as atividades de enzimas solúveis e membranares do trato 

digestivo da mariposa do tomate, Lacanobia oleracea. A curto prazo, as duas 

lectinas aumentam o nível de proteína no trato digestivo e a atividade de uma 

aminopeptidase de BBM. Enzimas tipo tripsina são o principal componente do trato 

digestivo de larvas de Lepidoptera, com a presença da GNA e Con A na dieta 

alimentar de L.oleracea ocorre um aumento da atividade tripsínica. As duas lectinas 

são capazes de ligar-se "in vitro" a várias proteínas de membrana do trato digestivo 

do inseto e também de acumular-se nos tecidos após a exposição crônica "in vivo", 

entretanto Con A acumula-se em níveis maiores quando comparada a GNA 

(FITCHES & GATEHOUSE, 1998). 

Também foi observado em Nilaparvata lugens que a GNA além de ser 

tóxica liga-se a proteínas de membranas do trato digestivo, o que levou a Du e 

colaboradores (2000) a identificar e purificar uma dessas proteínas reconhecidas 

pela GNA, como sendo uma ferritina de massa molecular aparente de 26 kDa 

proteína esta importante no armazenamento e transporte de ferro nos insetos 

(LOCKE & NICHOL, 1992 apud DU et al., 2000). 

1.3 - OBJETIVO 

1.3.1 - Objetivo Geral 

6 	 Identificar o(s) possível(is) sítio(s) de ação de uma família de genes 

que conferem resistência as plantas contra o pulgão da ervilha (Acyrthosiphon pisum 

Harris), utilizando a lectina de Canavalla brasiliensis (Con Br) como ferramenta. 
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1.3.2 - Objetivos Específicos 

a) Caracterizar a atividade tóxica de lectinas vegetais ao A.pisum; 

b) Identificar o(s) alvo(s) molecular(es) das lectinas da subtribo Diocleinae e de 

monocotiledôneas manose específicas em A.pisum; 

c) Caracterização molecular e clonagem de um dos alvos moleculares do trato 

digestivo de A.pisum. 



2 - MATERIAIS 

2.1 - LECTINAS 

As lectinas de Canavalia brasiliensis, Canavalia sp. Aff. boliviana, 

C.bonariensís, C.grandiflora, Dioclea grandiflora, D.rostrata, D.virgata, D.violacea, 

Ephedra tweendiana, Parkia platycephala e Vatairea macrocarpa foram purificadas 

no Biomol-LAB - UFC. 

As lectinas de algas marinhas, Bryothamnion triquetrum e B.seafhortti, 

foram gentilmente cedidas pelo Dr. Alexandre Sampaio do Departamento de 

Engenharia de Pesca — UFC e a lectina de Abrus pulchelus pelo Dr. Márcio Viana 

Ramos do Departamento de Biologia — UFC. 

As lectinas de monocotiledôneas, Galanthus nivalis (GNA), Listera 

ovata (LOA) e Arum maculatum (AMA) foram cedidas pelos Drs. W. J. Peumans e E. 

Van Damme do laboratório de Fitopatologia e Proteção Vegetal - KUL, Bélgica. 

2.2 — PLASMÍDIOS, CEPAS BACTERIANAS E ENZIMAS 

As cepas de Escherichia coli : XL1-Blue como hospedeira de 

expressão e DH5a como hospedeira de clonagem (CLONTECH Laboratories, Inc.). 

O pMOSBIue como vetor para clonagem da aminopeptidase foi fornecido pela 

Amersham Pharmacia Biotech (NJ, USA). A enzima DNA ligase T4 foi obtida da 

Amersham Pharmacia Biotech (NJ, USA), Eco RI, Xba I e Tag DNA polimerase da 

Boehringer Mannheim (Alemanha). 
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2.3 - OUTROS MATERIAIS 

Os reagentes e acessórios utilizados para eletroforese bidimensional 

foram fornecidos pela Amersham Pharmacia Biotech (NJ, USA). Ez-Link TM  NHS-LC-

Biotin, Step TM  NBT/BCIP, Reacti-Gel TM  6X e Streptavidin-alkaline phosphatase 

foram obtidas por Pierce Chemical Company (II., USA). Outras reagentes como 

tampões, sais, aminoácidos, marcadores de massa molecular e inibidores de enzima 

foram compradós à Sigma Aldrich (MO, USA). 



3 - MÉTODOS 

3.1 - PREPARAÇÃO DE LECTINAS 

Para este procedimento experimental, a metodologia descrita por 

Moreira e Cavada (1984) foi utilizada no isolamento de lectinas presentes em 

sementes quiescentes de Canavalia brasiliensis Mart., C.bonariensis, C. aff sp. 

boliviana, C.grandiflora, Cratylia floribunda, Dioclea grandiflora, D.guianensis, 

D.rostrata, D.violacea e D. virgata. 

A farinha de sementes de cada espécie foi submetida a extração com 

solução de NaCI 0,15 M (1:10, m/v) por 12 horas a temperatura ambiente com 

agitação constante. A mistura foi então centrifugada a 16.000 x g por 20 minutos a 4 

°C. O resíduo obtido foi descartado e o sobrenadante (extrato total) aplicado a uma 

coluna de Sephadex G-50 previamente equilibrada com NaCI 0,15 M contendo 

CaCl2  5mM e MnCl2  5mM. A coluna foi lavada exaustivamente até que todo o 

material não-retido fosse eluído por completo. Em seguida, a lectina retida foi eluída 

em solução de glicose 0,1 M, dializada por 1 hora em ácido acético 0,01M e 

exaustivamente contra água destilada, liofilizada e estocada em recipientes 

hermeticamente fechados, a temperatura ambiente. 

As etapas de purificação foram analisadas através de eletroforese em 

gel de poliacrilamida na presença de SDS e 2-mercaptoetanol (PAGE-SDS), 

realizadas segundo o método de Laemmli (1970) adaptado para o uso de placas 

(14,5 x 12,3 cm). Foram monitoradas através de atividade hemaglutinante 

determinada segundo o método descrito por Moreira e Perrone (1977) modificado 

para o uso de hemácias de coelho a 2 % em tampão Tris-HCI 0,1 M pH 7,6 contendo 

NaCI 0,15 M (TS). 
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3.2 - DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE LECTINAS 

3.2.1 - Manutenção e Produção de Acyrthosiphon pisum 

O pulgão da ervilha, A.pisum, foi introduzido no Laboratório de Biologia 

Aplicada do INRA-INSA de Lyon através de uma amostra coletada em uma 

plantação de Alfafa (Medicago sativa L. ) no ano de 1986 (RAHBÉ et a/., 1988). Este 

clone, denominado Ap-LL01, possui as características nutricionais do biótipo 

denominado Lusignan (SRIVASTAVA et al., 1985; FEBVAY et al., 1988). Em 

laboratório, os insetos foram mantidos em plantas jovens de Vicia fatia cv. aquadulce 

em câmaras de crescimento a uma temperatura de 21 °C, umidade relativa de 60 % 

e regime de luz com 16 horas de claro e 8 horas de escuro. 

3.2.2 - Manutenção e Produção de Sitophilus orizae 

Adultos de Sitophilus oryzae foram mantidos em sementes de ervilhas 

em câmaras de crescimento a uma temperatura de 27 °C ± 2 °C, umidade relativa de 

70 % e regime de luz de 16 horas de claro e 8 horas de escuro. 

3.2.3 - Composição e Preparação da Dieta Artificial para Acyrthosiphon pisum 

0 meio artificial (Ap3), utilizado para os experimentos, foi preparado 

segundo método descrito por Febvay e colaboradores (1988) modificado para a 
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concentração de sacarose reduzida em 20 %, fenilalanina' acrescentada em 21 % e 

R Ala - Tyr que foi retirada da dieta (TABELA 3). As soluções contendo as proteínas 

a serem testadas, foram preparadas por diluição de uma solução mãe 1 mg.mL 1, em 

seguida depositadas entre 2 folhas de Parafilm (American Can Company, USA), sob 

condições estéreis, e dispostas em caixas cilíndricas (0intemo  :1,7 cm ; Ototal : 2,0 cm ; 

h : 1,6 cm) (FIGURA 2a). 

3.2.4 — Teste de Toxicidade "in vitro" com Acyrthosiphon pisum 

Os ensaios foram realizados durante um período de 7 dias utilizando 

metodologia descrita por Rahbé e Febvay (1993). Larvas com 0(zero) dia de vida 

foram depositadas em meios artificiais contendo as lectinas a diferentes 

concentrações (5 à 1000 p.g.mL-1). A porcentagem de larvas fixadas foi determinada 

após 1 hora, servindo como medida de aceitação ao meio. As larvas não - fixas 

foram trocadas. A mortalidade foi observada diariamente até que as larvas 

atingissem a idade adulta. No sétimo dia, os pulgões sobreviventes foram pesados 

individualmente em microbalança Mettler AE 163. A toxicidade de cada lectina foi 

assim expressa em LC50  (concentração em proteína necessária para matar 50% da 

população inicial no sétimo dia de desenvolvimento, com relação aos indivíduos do 

controle) e em IC50 e  IC20  (concentração em proteína capaz de induzir uma inibição 

de crescimento de 50 % e 20 % no sétimo dia de desenvolvimento, com relação aos 

indivíduos do controle). 

3.2.5 — Teste de Toxicidade "in vitro" com Sitophilus oryzae 

Para os ensaios de toxidade foram preparadas sementes artificiais à base de 

farinha de trigo segundo metodologia adotada no laboratório de Lyon. Em 

} 
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Eppendorfs pesou-se 250 mg de farinha de trigo intacta, a Con Br (concentração 

final 0,01 a 1%) e adicionou-se a esta mistura 0,160 mL de H2O destilada. Com  uma 

espátula mesclou-se a massa formada com o propósito de obter uma mistura 

homogênea. Em seguida, modelou-se as sementes (0totai:  5 mm e h: 3 cm) e as 

deixou secar durante 15 minutos em temperatura ambiente. Em um depósito de 

acrílico cilíndrico (0totai:  10 cm e h: 7 cm) com fundo em arame perfurado e tampa 

plástica, depositou-se 30 insetos adultos e as sementes artificiais (FIGURA 2b). A 

mortalidade foi então observada diariamente durante 14 dias, mantendo-se o 

bioensaio sob condições constantes de temperatura e umidade relativa. 

3.2.6 — Análise dos Dados de Toxicidade 

a - Taxa de Sobrevivência 

A determinação dos valores LC50 foi realizada a partir do programa 

ToxicologieTM (para Macintosh®) criado por Febvay e Rahbé (1991). A teoria deste 

cálculo consiste em linearizar pela utilização de "probits", a sigmóide correspondente 

a porcentagem de mortalidade em relação ao logaritmo da concentração de lectinas. 

b - Inibição do Crescimento 

O peso médio dos afídeos de cada repetição foram comparados 

através da análise de variância a um fator (ANOVA — StatView 4©, Abacus, Inc., 

USA). Um teste de comparação a posteriori (teste de Bonferroni/Dunn - 

SuperANOVA©, Abacus, Inc., USA) permitiu eventualmente suprimir uma repetição 

da análise. Em seguida, os pesos médios de cada tratamento foram comparados 
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TABELA 3. Composição da dieta artificial para Acyrthosiphon pisum 

Componente Quantidade (mg/100 mL) 
Sacarose 20000, 00 
L- alanina 178,71 
Beta-alanina 6,22 
L- arginina 244,9 
L- asparagina H2O 298,55 
L- ácido aspártico 88,25 
L- cisteína 29,59 

-L- ácido glutâmico 149,36 
L- glutamina 445,61 
Glicina 166,56 
L- histidina HCI H2O 136,02 
L- isoleucina 164,75 
L- leucina 231,56 
L- lisina HCI 351,09 
L- metionina 72,35 
Ornitina HCI 9,41 
L- fenilalanina 294,53 
L- prolina 129,33 
Serina 124,28 
L- treonina 127,16 
L- triptofano 42,75 
L- tirosina 38,63 
L- valina 190,85 
Citrato de cálcio 10,00 
Benzoato de colesterol 2,50 
MgSO4  7. H2O 242,00 
Acido p-aminobenzóico 10,00 
Acido L-ascórbico 100,00 
Biotina 0,10 
D-pantotenato de cálcio 5,00 
Cloreto de colina 50,00 
Ácido fólico 1,00 
i-Inositol anidro 42,00 
Amido nicotínico 10,00 
Piridoxina HCI 2,50 
Riboflavina 0,50 
Tiamina HCI 2,50 
CuSO4  5. H20 0,47 
FeCl3  6. H2O 4,45 
MnCl2  4. H2O 0,65 
NaCI 2,54 
ZnCl2 0,83 
KH2PO4  250,00 
*pH ajustado para 7,5 
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a 

FIGURA 2. Câmaras de bioensaio para a avaliação dos efeitos de lectinas sobre o 

desenvolvimento de Acyrthosiphon pisum (a) e Sitophilus oryzae (b). 
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(ANOVA - teste de Bonferroni/Dunn) para evidenciar os efeitos das diferentes 

concentrações de lectinas. 

Para comparar os efeitos das lectinas testadas em experimentos 

independentes, os valores IC20  e IC50  foram determinados através de regressão não-

linear, ajustando os dados ao modelo de Michaelis-Menten utilizando o programa 

AjustNonLin para Macintosh® (BONNOT & FEBVAY, 1992). A equação segundo o 

modelo Michaelis-Menten é a seguinte: 

Onde , 

x = concentração de lectina 

y = peso médio dos afídeos 

C = peso médio dos afídeos mantidos em dieta artificial sem lectinas 

P1  = inibição teórica máxima 

quando x co, y = C + Pi) 

P2 = concentração de lectina pela qual IC=50 % de inibição teórica máxima 

(quando x= P2, y = C + P112) 

As concentrações capazes de inibir em 20 e 50 % o crescimento (IC20  e 

IC50) foram deduzidas deste modelo, e calculadas pelas fórmulas abaixo: 

IC20 --  PC 
S.P, + C 

1050 - - P2 . C 
2.P, + C 
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3.2.7 — Ensaio de Inibição por Açúcar 

Com o objetivo de relacionar os efeitos tóxicos de lectinas a sua 

capacidade de se ligar a carboidratos, foi adicionada a dieta artificial lectina e o 

açúcar inibidor, manotriose bis N-acetilglucosamil (GIcNAc p1,2  Man, ver abaixo). 

Ninfas recém-nascidas foram transferidas de plantas de Vicia fatia a saches com 

dieta artificial (n.= 3 x 18) contendo Con A e Con Br na concentração correspondente 

a IC50  (160 e 110 µg.mL -1, respectivamente) e o açúcar (20 µM). 

3.2.8 - Ensaio de Toxicidade com Lectina Desmetalizada 

Para a desmetalização de Con Br seguiu-se o método descrito por 

Galbraith e Goldstein (1970). A lectina (5,0 mg) foi dissolvida em 5,0 mL de H2O 

deionizada contra EDTA 0,25M por 48 horas, e em seguida contra H2O deionizada 

por 48 horas. Após diálise e liofilização foi feito ensaio de atividade tóxica seguindo-

se o método descrito anteriormente, utilizando a concentração de 500 1.1g.mL-1  para 

lectina. 
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3.3 - IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE ALVOS MOLECULARES DA CON BR NO TRATO 

DIGESTIVO DE Acyrthosiphon pisum 

3.3.1 - Dissecção de Tratos Digestivos 

Tratos digestivos de afídeos adultos paternogênicos foram dissecados 

sob lupa. Os insetos foram fixados ventralmente sob lâmina através de adesivo 

dupla-face e imersos em solução tampão Tris-HCI 10 mM pH 7,6. 0 trato digestivo 

(TD) foi extraído pelo corte da região caudal liberando o reto e o intestino, em 

seguida arrancando-se a cabeça e retirando-se parte do TD, separando a cabeça 

através de um corte entre o esôfago e o estômago. Os TD, inteiros ou em partes 

(estômago, intestino e reto), foram estocados em tampão Tris-HCI 10 mM pH 7,6 

contendo E64 10 NM e PMSF 10 mM sob o gelo até o último tubo digestivo ser 

dissecado após o que foram utilizados imediatamente ou conservados a — 20 °C por 

tempo indeterminado. 

3.3.2 - Marcação de Lectinas com Biotina 

As lectinas utilizadas em ensaios de Lectin Blot foram marcadas com 

Biotina (Ez-Link TM  NHS-LC-Biotin, Pierce) através de metodologia descrita por 

Hnatowich e colaboradores (1987) modificada para a utilização de tampão 

bicarbonato de sódio pH 7,4 contendo NaCI 0,2 M. 

As lectinas foram dissolvidas em tampão bicarbonato de sódio pH 7,4 

contendo NaCI 0,2 M. Em seguida foi adicionado 75 pl de uma solução de NHS-LC-

Biotina, dissolvida previamente em dimetilformamida (1:1), e manteve-se a mistura 

por 2 horas à 4 °C. A biotina livre foi removida através de centrifugações a 10000 

rpm, 8 °C durante 50 minutos utilizando microcentrator ® (Millipore Corporation, MA, 

USA.) com filtro de 3 kDa. 
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3.3.3 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Desnaturante de Extratos de Tratos 

Digestivos de Acyrthosiphon pisum 

As eletroforeses em gel de poliacrilamida na presença de SDS e 2-

mercaptoetanol realizadas com amostras de A.pisum, seguiram o método de 

Laemmli (1970) adaptado ao uso do sistema Mini-Protean da Biorad. 

Na montagem das placas foram usados gel de aplicação contendo 4,5 

% de poliacrilamida e 0,4 % de SDS em tampão Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e um gel de 

separação contendo 10 % de poliacrilamida e 0,4 % de SDS em tampão Tris-HCI 1,5 

M, pH 8,8. As amostras foram dissolvidas em tampão Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 com 

SDS 10 %, glicerol 2 % e azul de bromofenol a 0,025 % tratadas a 100 °C por 5 

minutos em banho-maria. 

A corrida eletroforética foi realizada sob voltagem constante (200 V) a 

temperatura ambiente. 0 gel, quando não utilizado para Lectin Blot, foi corado com 

coomassie brilliant blue R-250 a 0,05 % preparado em uma solução de metanol, 

ácido acético e água destilada (4:1:5), sendo então descorado em uma solução de 

metanol, ácido acético e água (1:2:8,5). 

Como marcadores de massa molecular foram utilizadas fosforilase b 

(94 kDa) albumina sérica bovina (67 kDa) ovalbumina (45 kDa), anidrase carbônica 

(29 kDa), tripsinogênio (24 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactoalbumina 

;14,2 kDa). 

3.3.4 - Lectin Blot 

O Lectin Blot foi realizado segundo método descrito por Cicchetti e 

colaboradores (1992) modificado para o uso de lectinas marcadas com biotina 

"FIGURA 3). Os extratos totais de proteínas de membrana de tecidos de tratos 

digestivos foram homogeneizados em tampão (Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 com SDS 10 
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%, glicerol 20 %, DTT 1,5 % e azul de bromofenol 10 %) com o auxílio de "potter' 

para tubos de Eppendorf e tratadas em seguida a 100 °C por 5 minutos. 

As proteínas foram separadas por SDS-PAGE, como descrito no item 

3.4.3, e transferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 µM Protan® BA 

(Schleicher & Schuell GmbH, Alemanha) utilizando sistema vertical da Biorad. A 

transferência foi realizada com voltagem constante de 40 V durante 4 horas em 

presença de tampão Tris-HCI 25 mM, pH 8,3 contendo metanol 20 %. 

Após transferência, a membrana de nitrocelulose foi bloqueada com 

tampão Tris-HCI 50 mM pH 7,4 contendo NaCI 200 mM, 0,05 % de Triton X-100 

(TTCS) e 5 % de leite desnatado durante 14 horas a 37 °C sob agitarão. Após ser 

lavada com TTCS, a membrana foi colocada em contato com a lectina - biotina 

conjugada dissolvida (1:100) em tampão de blocagem (TTCS e 5 % de leite 

desnatado) durante 1 hora a 37 °C sob agitação. Novamente lavada com TTCS, 

adicionou-se o tampão de blocagem contendo avidina - alcalina fosfatase conjugada 

(2 µg.mL-1). Após 1 hora a 37 °C sob agitação, a revelação foi realizada com 

NBT/BCIP (nitro-blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3'-indolylphosphate-p-toluidine 

salt , Pierce Chemical Company, II., USA). 

3.3.5 - Imobilização de Con Br em Agarose 

A lectina de Con Br foi imobilizada em uma matriz comercial contendo 

lo de agarose (Reacti-GeITM6X) segundo protocolo que acompanha o produto com 

gumas modificações descritas abaixo. Aproximadamente 1,0 mL do gel foi lavado 

r.;cialmente em H2O para total retiragem da acetona. Em seguida, foi equilibrado em 

^?pão NaHCO3 0,1 M pH 8,4/NaCI 50 mM contendo CaCl2 e MnCl2 100 µM e 5 % 

a-metil-D-manosídeo. A proteína pura (Con Br), diluída em solução tampão, foi 

sturada ao gel e mantida em contato durante 24 horas. Retirada a solução 

ectiníca, foi adicionado ao gel glicina 1 M, permanecendo nesta solução durante 2 

-eras. Posteriormente, a coluna foi equilibrada com tampão PBS contendo azida 

5 % sendo conservada a 4 °C. 
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(a) Eletrotransferência  (b) Detecção com lectina 

Incuba-se com Lectina-Biotina (Y) e 
retira-se o excesso com TICS 

Incuba-se com Avidina - 
Alcalina Fosfatase  (Y) 

FIGURA 3. Lectin Blot, procedimento para detecção de glicoconjugados do trato 

digestivo de Acyrthosiphon pisum. 
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3.3.6 - Extração de Proteínas de Tratos Digestivos de Acyrthosiphon pisum 

Para cada cromatografia de afinidade realizada usamos 1000 tratos 

digestivos (TD) dissecadas como descrito previamente no item 3.3.1. Os TD 

conservados a - 20 °C, após serem descongeladas foram lavados 2x em tampão 

Tris-HCI 10 mM, pH 7,6 contendo E64 10 pM e PMSF 0,1 mM (TTI). O precipitado 

obtido após a centrifugação a 1000 x g durante 1 minuto a 4 °C, foi ressuspenso em 

TTI contendo CHAPS 1 %, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM e NaCI 1 M, em seguida, 

macerado em "potter" de vidro (80 strokes) seguido de sonicação, 3 ciclos de 10 s 

com intervalos de 45 s. A amostra após 3 horas em contato a 4 °C e sob agitação, 

foi centrifugada a 20000 x g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi 

reequilibrado em tampão Tris-HCI 20 mM, pH 7,6 contendo E64 10 pM e PMSF 0,1 

M (TTI2) e conservado a - 20 °C até eventual utilização. 

3.3.7 - Cromatografia de Afinidade em coluna de Con Br—Agarose de Extratos de 

Tratos Digestivos de Acyrthosiphon pisum 

A amostra preparada segundo o item 3.4.6 foi reequilibrada em solução 

-ampão de Tris 20 mM pH 7,3, EDTA 10 mM, EGTA 1 mM (TEE) na presença dos 

nibidores de proteases E64 101.1M e PMSF 0,1 mM. O material solúvel foi aplicado 

em coluna de Con Br-Agarose previamente equilibrada com tampão TEE, contendo 

CaCl2  e MnCl2  1 mM e mantido em contato durante 12 horas. A coluna foi lavada 

com tampão de lavagem até que todo o material não retido fosse eluído. Em 

seguida, o material retido foi eluído em solução TEE contendo 0,1 M e 0,5 M de a-

metil-manosídeo. Os picos foram dializados exaustivamente contra H20 destilada, 

liofilizados e estocados a 4 °C em recipientes fechados. 
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3.3.8 - Eletroforese Bidimensional do pill da Cromatografia de Afinidade em Con Br - 

Agarose 

As eletroforeses bidimensionais (PAGE-2D) foram realizadas segundo 

protocolo fornecido pela Amersham Pharmacia utilizando o sistema MultiphorTM II, 

incluindo os acessórios para focalização isoelétrica e o sistema Mini-Protean Biorad 

para segunda dimensão, modificado para o uso do tampão de amostra. Os picos da 

cromatografia de afinidade, após o devido tratamento, foram aplicados em 

Immobiline DryStrip Gel pH 3-10NL (7 cm) e submetidos a focalização isoelétrica. A 

segunda dimensão foi realizada em géis de PAGE-SDS a 10 % (ver item 3.3.3). Os 

géis, após a migração, foram submetidos a coloração com Amido black 0,3 % com o 

fim de sequenciamento, ou a coloração a prata (BLUM et a/., 1987) para 

visualização. 

O tampão de amostra da primeira dimensão segue sugestão de 

Rabilloud (1998) para melhorar a solubilização de proteínas de membranas, 

2,ompõe-se de: 

Componente 
Tampão IPG 3-10 
DTT 
Triton x-100 
Tio-uréia 
Uréia 
Chaps 
H2O q.s.p 

[]  
0,4 % 
10 µM 
0,4 % 
2M 
7M 
4% 

Quantidade  
8,00 µL 
3,08 mg 
8,00 µL 

304,40 mg 
840,00 mg 

80,00 mg 
2,00 mL 

As amostras diluídas neste tampão (125 µL) foram aplicadas em 

mmobiline DryStrip Gel e mantidas em contato durante 12 horas após o que foram 

submetidas a focalização isoelétrica sob as condições para a fonte geradora 

Pharmacia, EPS 3501 XL power supply) abaixo: 

Fase Linear/Gradiente V mA W Tempo 
(min) 

1 G 100 1 5 1 
2 G 300 1 5 60 
3 G 3500 1 5 90 
4 L 3500 1 5 90 
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3.3.9 - Microsequenciamento de Proteínas 

O sequenciamento de proteínas foi realizado pelo Laboratório de 

Microsequenciamento de Proteínas - Institut Pasteur (Paris, França). Após serem 

separadas através de eletroforese bidimensional os "spots" referentes a cada 

glicoproteína de interesse foram digeridas durante 18 horas em 100 µL de Tampão 

Tris-HCI 0,05M, pH 8,6 contendo 0,01 % de Tween 20, a 30 °C em presença de 

tripsina (0,2 µg) ou com SDS 0,03 % a 35 °C em presença de endolysina-C (0,4 µg), 

dependendo do "spot". Os peptídeos resultantes foram injetados em uma coluna de 

DEAE HPLC ligada a C18 RP-HPLC (DEAE - 30 mm e C18 - 150 mm de 

comprimento e diâmetro interno -1 mm da Interchim) eluídas com 2 - 70 % de 

acetonitrila, TFA 0,1 %. O perfil cromatográfico resultante, indicou os "spots" a serem 

selecionados para seqüência em um microsequenciador automático Edman (Applied 

Biosystems 473 A ou 494 protein sequencer). 

3.4 - CLONAGEM DE UMA AMINOPEPTIDASE LOCALIZADA NO TRATO DIGESTIVO DO 

Acyrthosiphon pisum 

3.4.1 - Extração do ARNtotai  e purificação do ARNmensageiro de Acyrthosiphon pisum 

O ARNtotai foi purificado a partir do homogenato de tratos digestivos de 

A.pisum utilizando o reagente Trizol (Sigma Aldrich, St. Louis). Para tanto, mil tratos 

digestivos foram dissecados sob condições estéreis, macerados em "potter" de vidro 

com 1,0 mL de Trizol e deixados em temperatura ambiente por 5 minutos. Após o 

que foi adicionado 0,2 mL de Clorofórmio, agitado por 15 segundos e mantido a 

temperatura ambiente durante 3 minutos. Logo em seguida, foi centrifugado a 12000 

rpm por 15 min a 4 °C. A fase aquosa incolor foi transferida para um tubo de 

Eppendorf na qual foi adicionado 0,5 mL de isopropanol. Após 10 minutos em 
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temperatura ambiente, centrifugou-se a 12000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. O 

precipitado resultante foi lavado com 1 mL de etanol 70 %, centrifugado durante 5 

minutos a 7500 rpm e 4 °C, então redissolvido em H2O DEPC. A concentração e 

qualidade do ARNtota,  extraído foi verificada através da medição da absorbância em 

espectrofotômetro (A260/A280) e eletroforese não desnaturante, respectivamente 

(Sambrook et a/., 1989). 0 ARNmensageiro foi purificado a partir do ARNtota,  utilizando 

Dynabeads® Oligo (dT)25 (Dynal A.S, Oslo, Noruega) com protocolo fornecido pelo 

fabricante. 

3.4.2 - Construção da Biblioteca Genômica do Acyrthosiphon pisum. 

Uma biblioteca genômica (cDNA) específica para tratos digestivos de 

A.pisum foi construída com SMARTTm cDNA (CLONTECH Laboratories, Inc.) 

seguindo protocolo fornecido pelo fabricante (FIGURA 4). 

3.4.3 - Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos degenerados foram desenhados a partir de 

seqüências 	nucleotídicas 	de 	aminopeptidases 	disponíveis 

,,http://protein.toulouse.inra.fr/prodom.html)  para amplificar uma região do cDNA 

correspondente ao gene de interesse. Os oligonucleotídeos sintetizados pela 

EUROGENTEC (França) foram os seguintes: APN-U538 - fita senso (TTY CCI TGY 

T5Y GAY GAR CC) e APN-L1099 - fita anti-senso (GCR AAI CCY TCR TTI AKC 

CA). 
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FIGURA 4. Construção da biblioteca genômica do Acyrthosiphon pisum. 



55 

3.4 4 - Amplificação do Gene Parcial da Aminopeptidase por Reação em Cadeia da 

DNA polimerase (PCR) 

O fragmento de DNA correspondente a sequência parcial do gene da 

aminopeptidase foi amplificado por PCR, utilizando-se como substrato a biblioteca 

genômica do A.pisum na forma de fago (ver item 3.4.2) e os oligonucleotídeos 

citados no item anterior. A seguir uma descrição simplificada das condições para 

PCR. 

Em um tubo de Eppendorf estéril foram adicionadas os componentes 

abaixo. Os oligonucleotídeos liofilizados foram diluídos inicialmente em H2O estéril 

numa solução mãe na concentração de 1 µg.mL-1, para PCR as soluções utilizadas 

tinham concentração inicial de 10 pM.µL-1. 

Componente 	 Volume de Reação (µL) 

Tampão — PCR 10x ( MgCl2  1,5 mM) 	5,00 

dNTP 2,5 mM 	 4,00 

Oligo 1 (APN-U538) 	 1,50 

Oligo 2 (APN-L1099) 	 1,50 

Taq DNA polimerase (0,5 U/µL) 	 0,25 

H2O estéril 	 32,75 

DNA matrix 	 5,00 

Após a adição do último componente, a Taq DNA polimerase, os tubos 

de Eppendorf foram transferidos para um termociclador (Perkin-Elmer Ltd, Bucks., 

UK.) seguindo o seguinte esquema de 38 ciclos: 
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n.° de Ciclos 	 Temperatura x Tempo 

lx 	 94 °C durante 5 min 

94 °C durante 30 s 

54 °C durante 45 s 

72 °C durante 45 s 

72 °C durante 7 s 

10 °C por tempo indeterminado 

35x 

lx 

lx 

Após o último ciclo as amostras foram mantidas a 4 °C até a sua 

eventual utilização. A análise dos produtos da PCR foi feita através de eletroforese 

em gel de agarose 1 % (SAMBROOK et al., 1989), utilizando um transiluminador UV 

para verificação e aparelhagem de fotografia para película Polaroid® 

3.4 5 - Purificação do cDNA Amplificado da Aminopeptidase e Clonagem no Vetor 

pMosBlue 

A banda correspondente ao gene da aminopeptidase amplificado foi 

cortado do gel de agarose (item 3.4.3.2) e purificado utilizando QIAquick Gel 

Extraction (Qiagen Inc., USA) com protocolo fornecido pelo fabricante. 

A clonagem foi realizada utilizando pMosBlue blunt ended cloning kit 

(Amersham Pharmacia Biotech, NJ - USA) modificado para a utilização de células 

competentes DH5a. Utilizamos para ligação 25,2 ng do inserto para 50,0 ng do vetor 

pMosBlue com tempo de incubação de 20 horas a 11 °C. 

Na transformação, realizada através de eletroporação, usamos células 

competentes DH5a preparadas segundo protocolo fornecido por Sambrook e 

colaboradores (1989). Para 50 µL de DH5a foram adicionados 1 e 4 	do produto 

de ligação, transferidos a uma cubeta de eletroporação e submetidos à 2,5 V com 

tempo constante. Em seguida, adicionamos 950 µL de meio SOC, incubamos a 37 

°C por 1 hora e centrifugamos a 4000 rpm por 1 minuto à 4 °C. Uma alíquota do 
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sobrenadante (150 µL) foi plaqueada em LB Agar/Ampicilina contendo X-Gal e IPTG. 

Após 12 horas a 37 °C, os clones positivos foram selecionados e submetidos a lise 

Alcalina (SAMBROOK et al., 1989) e em seguida a digestão com as enzimas Eco RI 

e Xba I a 37 °C por 2 horas. Após a digestão, os produtos foram submetidos a 

eletroforese e selecionados para seqüência. 

Componente Volume (µL) 

Plasmídeo 	3,0 

Tampão Ha 	1,0 

Eco RI 	 0,5 

Xba I 	 0,5 

H2O 	 5,0 

a  Tris-HCI 0.5 M, pH 7.5, MgC12 0.1 M, 

NaCI 1 M, DTT 10 mM 

3.4.6 - Sequência do Gene Parcial da Aminopeptidase de Acyrthosiphon pisum 

A determinação da seqüência de nucleotídeos do inserto foi realizada 

pelo método de enzimático de cadeia nucleotídica por didesoxi, descrito por Sanger 

e colaboradores (1977), em sequenciador automático pela companhia Genome 

Express (França). 



4 - RESULTADOS 

4.1 - EFEITOS DE LECTINAS SOBRE O DESENVOLVIMENTO NINFAL DE Acyrthosiphon pisum 

4.1.1 - Mortalidade 

Ao analisarmos os efeitos biológicos de nove lectinas da tribo 

Diocleinae (TABELA A20) sobre a sobrevivência de ninfas de A. pisum, observamos 

que nas doses de 500 µg.mL-1  as lectinas do gênero Canavalia (Cabo, Cbol e Con 

Br) apresentaram uma mortalidade em torno de 60 % no sétimo dia de 

desenvolvimento das mesmas. Efeito contrário foi observado para Cgra cuja 

presença na dieta não alterou a taxa de sobrevivência das ninfas (FIGURA 5). A 

lectina de Dioclea virgata (Dvir) apresentou-se como a mais letal das Diocleinae na 

dose de 500 µg.mL-1  reduzindo a 3,7 % a população inicial no sétimo dia de 

bioensaio, seguida pela Dros e DVL com 27,8 e 40,74 % respectivamente. As 

lectinas DGL e Dgui foram as menos letais do gênero Dioclea. Comportamento 

semelhante foi observado para CFL, única representante do gênero Cratylia 

(FIGURA 6). Os valores de LC50  indicaram a Dros, entre todas lectinas de 

Diocleinae, como a mais letal pois necessita de apenas 67 µg.mL-1  para reduzir em 

50 % a população inicial de ninfas, enquanto a DGL foi considerada pouco tóxica, 

quando analisada sob este parâmetro (TABELA 4). 

Seis lectinas de características moleculares distintas às lectinas de 

Diocleinae foram analisadas (TABELA A20). A lectina de Abrus pulchellus (APL) 

apresentou-se como uma potente molécula inseticida que ao ser administrada 

oralmente às ninfas do pulgão provoca 100 % de mortalidade ainda no quarto dia de 

desenvolvimento ninfal. Enquanto que as lectinas de Bryothamnion seafhortti (Bs), 

B.triquetrum (Bt), Ephedra tweendiana (EPH) e Parkia platycephala (PPL) não são 

letais a dose de 500 µg.mL-1. A lectina de Vatairea macrocarpa (VML) apresenta 

uma redução de 30 % na taxa de sobrevivência no quarto dia de desenvolvimento, 
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permanecendo inalterada até o final do bioensaio (FIGURA 7). Os valores de LCso 

calculados indicaram que Bs, Bt, EPH, VML e PPL não são letais ao A.pisum a 

concentrações máximas de 500 µg.mL-1. Enquanto a APL apresentou a menor LC50 

(20,28 p.g.mL 1) de todas as lectinas testadas (TABELA 4). 

4.1.2 — Inibição do Crescimento 

Os efeitos das diferentes concentrações (10 a 500 p.g.mL-1) de Con Br, 

CFL e DVL sobre o crescimento do pulgão da ervilha, podem ser visualizados na 

FIGURA 8. As três lectinas são capazes de inibir de forma significativa o crescimento 

ninfal, a partir das doses de 63, 50 e 125 µg.mL-1  de Con Br, CFL e DVL, 

respectivamente (TABELAS Al, A2, A3). A administração de doses mínimas destas 

lectinas (2 a 20 µg.mL-1), denominadas subletais, não tiveram um efeito pro-biótico e 

tão pouco reduziram de forma significativa o peso médio do pulgão (FIGURA 9; 

TABELAS A4, A5 e A6). As lectinas de Diocleinae Cabo, Cbol, Cgra, Dgui, DGL, 

Dros, Dvir foram analisadas nas concentrações de 100 e 500 µg.mL-1  (FIGURAS 11 

e 12). Somente a DGL apresentou uma baixa toxicidade provocando uma redução 

máxima de 15 %, considerada não-significativa. Por outro lado, Dvir e Cabo 

obtiveram os maiores percentuais de mortalidade, 80 e 85 % respectivamente. Sobre 

as IC20  e 1050, destacaram-se as lectinas de Con Br, Cbol, Cabo, Dros e Dvir que 

são capazes de inibir o crescimento do inseto em 50 % com doses em torno de 100 

a 122 pg.mL-1. Além disto, a DGL foi incapaz de inibir o crescimento do inseto nas 

doses testadas (TABELA 4). 

Na FIGURA 12 pode-se observar os efeitos de Bs, Bt, EPH, PPL e 

VML as quais não foram capazes de inibir de forma significativa o crescimento das 

ninfas do pulgão (TABELAS A15, A16, A17, A18 e A19). Entretanto, a APL na dose 

de 100 µg.mL 1  reduz em 86,3 % o peso médio dos adultos. O cálculo das 1020  e 1050  

determinaram: Bs, EPH, PPL e VML incapazes de inibir o crescimento do pulgão. 

Enquanto Bt apresentou uma IC20  de 869 µg.mL-1  e APL uma IC50 de 1,93 pg.mL 1, 

de acordo com o modelo estatístico utilizado (TABELA 4). 
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FIGURA 7. Sobrevivência das ninfas de Acyrthosiphon pisum em dieta artificial 

contendo 500 µg.mL-1 de APL, Bs, Bt, EPH, PPL e VML. 
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FIGURA 8. Efeitos da Con Br, CFL e DVL sobre o desenvolvimento ninfal de 

Acyrthosiphon pisum. 
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FIGURA 9. Efeitos da Con Br, CFL e DVL à doses subletais sobre o 

desenvolvimento ninfal de Acyrthosiphon pisum. 
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FIGURA 10. Efeitos da Cabo, Cbol e Cgra sobre o desenvolvimento ninfal de 

Acyrthosiphon pisum. 
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FIGURA 11. Efeitos da Dgui, DGL, Dros e Dvir sobre o desenvolvimento ninfal de 

Acyrthosiphon pisum. 
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FIGURA 12. Efeitos da Bs, Bt, EPH, PPL e VML sobre o desenvolvimento ninfal de 

Acyrthosiphon pisum. 
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TA RELA 4. Toxicidade oral de ycti nas expressas em IC e LC contra O /cyrt§Omp§o§ 

pisRm. 

! emana 	Mortalidade 	 2tigãode Crescimento 

LCSú 	int. de Co~~¡¡an ga 
	

|C2u 	 1050b 	Max. !nib. de 

~ƒm~) (P=0,05) 	(t.ig.m~) ( m ) Cmsdmemo~ / 

APL 	2Ç88 	m± 	Ç" 	1S3 	!n & 

Bs 	 n .l. 	 - 	 n.|. 	n,|. 	16,7 

Bt 	 R[ 	 869 	n.i. 	18,3 

Con Br 	289 	216- 3PA 	 2g 	]]O 	7Ç5 

Cabo 	312 	220-443 	 22 	102 	75,9 

Cbd 	 SgO 	 20=7 6 	 28 	 ]22 	z & 

Cgm 	C[ 	 ~ 	 4g 	228 	 ~ ƒ 

CFL 	383 	329-446 	 40 	158 	68,8 

:-/til_ 	>1000 	 . ... 	n.i. 	 : , 

Haul 	222 	geP- 29 	 m± 	n.d. 	7%R 

Oros 	87 	 R ± 	 23 	!OO 	77,8 

D VL 	537 	426-676 	 j:ô 	414 	58,1 

Dvir 	183 	114-232 	 24 	101 	8%8 

EPH 	mL 	 - 	 202 	577 	44,5 

PPL 	n.l. 	 - 	m[ 	. n.i. 	 8,5 

Vy L 	n.!. 	 - 	 294 	806 	33,1 

~ Do e necessária para matar 50 % da população inicial apos 7 dias mantida  em dieta á 20 C. 
b r, 
oose necessária para reduzir o peso da população em 20 % e 50 y. 

` Uák¡ma inibição do crescimento observada nas concentrações  Rgada < 500 	\ relativas 

ao controle e expressas em y. 

m E não letal - n.i.:  não inibitória  — n.d.: não determinada. 
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4.2 - EFEITOS DA CON BR SOBRE A SOBREVIVÊNCIA DE ADULTOS DO Sitophilus oryzae. 

Em bioensaio com o gorgulho do arroz, S.oryzae, a Con Br foi 

adicionada a dieta artificial na concentração de 0,3 % (p/p). O efeito desta lectina 

sobre a sobrevivência de adultos foi observada diariamente durante 14 dias e ao 

final deste período constatamos que esta lectina não foi letal ao inseto (FIGURA 14). 

Também analisamos os efeitos deletérios da Con Br sobre a oviposição e 

desenvolvimento de larvas de S.oryzae. Entretanto, o modelo de utilizado para 

ensaio não foi adequado apresentando baixa taxa de emergência para o controle 

desta forma invalidando o ensaio (dado não mostrado). 

4.3 - INIBIÇÃO DA ATIVIDADE TÓXICA DE LECTINAS PELA ADIÇÃO DE AÇÚCAR OU 

DESMETALIZAÇÃO COM EDTA. 

A inibição da atividade inseticida de lectinas pela adição de açúcar 

inibidor foi realizada utilizando o pentasacarídeo manotriose bis N-acetilglucosamil 

foi realizada através da sua adição à dietas artificiais. A Con Br e a Con A 

foramutilizadas nas doses correspondentes a IC50  de cada uma. A presença do 

açúcar não foi suficiente para inibir a atividade deletéria das lectinas, além disto um 

efeito fagoestimulante provocado pelo açúcar foi observado (FIGURA 15). Em 

ensaio posterior, o efeito letal inerente a Con Br na concentração de 500 pg.mL-1  foi 

retardado devido a desmetalização da proteína (FIGURA 16). 

4.4 - COMPORTAMENTO DA CON BR APÓS INGESTÃO PELO Acyrthosiphon pisum. 

Na análise eletroforética dos tratos digestivos de A.pisum alimentados 

com ConBr, a diferentes concentrações observamos que a lectina (assinalada com 

flecha) acumula-se, de maneira crescente ao aumento na dose de Con Br, nos tratos 

digestivos permanecendo intacta (FIGURA 17). 
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FIGURA 14. Efeito da Con Br sobre a sobrevivência de adultos de Sitophilus oryzae. 
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FIGURA 15. Ensaio de inibição por açúcar da Con Br e Con A. 

Bioensaios foram conduzidos com ninfas recém-nascidas de A.pisum em dieta artificial (n = 3 x 18) 

contendo Con A e Con Br nas concentrações correspondentes à IC50 (160 e 110 µg.mL -1, 

respectivamente) e o GN2Man3, manotriose bis N-acetilglucosamil (20 µM). Controle (dieta artificial); 

Açúcar (dieta artificial + GN2Man3); Con Br (dieta artificial + Con Br); Con BrA (dieta artificial + Con 

Br + GN2Man3); Con A (dieta artificial + Con A); e, Con AA (dieta artificial + Con A + GN2Man3). 
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FIGURA 16. Ensaio de inibição da atividade tóxica da Con Br à dose de 500 pg.mL 1  

na sobrevivência de ninfas de Acyrthosiphon pisum. 

Bioensaio "in vitro" através da administração oral de Con Br (Con Br) via dieta artificial e Con Br 

desmetalizada (Con Brd) via dieta artificial desprovida de metais, respectivamente. 
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FIGURA 17. Análise eletroforética das proteínas de tratos digestivos de adultos de 

Acyrthosiphon pisum alimentados com dieta artificial contendo Con Br a 

diferentes concentrações. 

Separadas em PAGE - SDS (10%) sob condições desnaturantes, as proteínas foram reveladas com 

Azul de Coomassie 0,1 %. Marcadores de massa molecular (fosforilase b, 94,0 kDa, albumina sérica 

bovina, 66 kDa; ovalbumina, 45 kDa; anidrase carbônica, 29 kDa; inibidor de tripsina, 20,1 kDa) (1), 

Con Br (2), tratos digestivos de adultos mantidos em dieta controle (3) e dietas contendo Con Br nas 

concentrações de 10 1.1g.mL-1  (4), 50 µg.mL' (5) e 250 µg.mL-1  (6). 
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4.5 - IDENTIFICAÇÃO E ISOLAMENTO DE ALVOS MOLECULARES DO TRATO DIGESTIVO DE 

Acyrthosiphon pisam. 

4.5.1 - Lectin Blot de Proteínas do Trato Digestivo de A.pisum 

Na FIGI IR- 18, podemos visualizar o Lectin  Blot utilizando as lectinas 

	+•!^ 	 r(AIA ~ 

	

nn 	Ann AN 	.. !^..+•...,.. .~.. 	1..;...~,. /('~ 	A (` ...-. ..te !3!!trll:J~V~^, 	le~. 	~ 	~? 	-e :/~ J 	~:=3'ír 	 ~   --~ ~9 __ 	~t3i 	LL 	~ Lt.t': e a.~.. 	. _J Uv ~iJL.GII ! G 	or~ 	'vv' 

Br, CFL e DVL). Todas as lPctinas reconhecem Várias olicoprotPínás do tratn 

digestivo de A.pisum. As lectinas de monocotiledõneas ligam-se preferencialmente à 

glicoproteínas de massa molecular acima de 78 kDa enquanto as Diocieinae ligam-

se à glicoproteínas de massa moleculares variadas. Diferenças no reconhecimento 

i.~~r 	,! 	,,+ 	r s~~ n 	4- São 	., 	a nn 	l .,~a . 	! ~~ AMA. n .Ê~JL~~~-! úa~_aS entre á ~-~-t e as t'Utr caS lectlnas ~e !~lvnocotllL_~r`l~S 	e--l~ ~. 

Estas lee-tinas,  L( lA e AMA• não são capazes de reconhecer o!! reconhecem 

fracamente urna banda protéica (assinalada com flecha) comum a GNA e as iectinas 

da subtribo Diocleinae. 

4.5.2. Cromatografia de Afinidade em Con Br-Agarose e PAGE 2D 

A fração rica em proteínas de membrana, solubilizadas de tratos 

digestivos, após ser submetida a cromatografia em coluna de Con Br-Agarose 

apresenta . picos (Fiai IRÃ 191. 0 primeiro pico (pi), correspondendo a fração não-

retida, foi eluído corn o tampão de equilíbrio. Seguido da aplicação de a-metii-D-

manosídeo nas concentrações de 0,1 M e 0,5 M, foram eiuídos o pH e o pill. O piii 

foi escolhido para separação em eletroforese bidimensional. Na FIGURA 20 

podemos observar que várias giicoproteínas com diferentes pontos isoelétricos - pl e 

massas moleculares foram reconhecidas pela Con Br imobilizada. Os três spots 

indicados com setas foram escolhidos para serem identificados. 
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FIGURA 18. Lectin blot de proteínas do trato digestivo de Acyrthosiphon pisum 

marcadas com lectinas conjugadas com biotina. 

Alíquotas idênticas de proteínas membranares, solubilizadas de tratos digestivos do pulgão, foram 

separadas paralelamente em PAGE-SDS (10%) e transferidas à membrana de nitrocelulose, em 

seguida foram submetidas à Lectin Blot com nove lectinas marcadas com biotina. Marcadores de 

massa molecular (lactotransferina bovina, 78kDa; carboxipeptidase Y, 49kDa) (1, 6), reconhecimento 

14de proteínas membranares através de Con Br-biotina (2), CFL-biotina (3), Con A-biotina (4), DVL-

biotina (5), GNA-biotina (7), AMA-biotina (8) e LOA-biotina (9). 
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FIGURA 19. Cromatografia de afinidade em coluna de Con Br-Agarose de proteínas 

membranares solubilizadas do trato digestivo de Acyrthosiphon pisum. 

A coluna de Con Br—Agarose (0,8 cm x 2,0 cm) foi equilibrada em TEE contendo MnCl2 0.1 mM e 

CaCl2 1 mM ao fluxo de 20 mUh á 4 °C. 0 pll e o pill foram eluídos no tampão de equilibração 

contendo a-metil-D-manosídeo nas concentrações de 0,1 e 0,5 M, respectivamente. Em seguida, as 

frações foram dialisados contra H2O destilada, concentrados e estocados até sua eventual utilização 

a - 20 °C. 
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Figure 20. Eletroforese bidimensional do pill da cromatografia de afinidade em Con 

Br-Agarose. 

O pill foi dissolvido em solução de amostra (IPG Buffer 3-10 0.4 %, DTT 10 mm, Triton X-100 0.4 %, 

tio-uréia 2 M, uréia 7 M, CHAPS 4 %), aplicado em Immobiline DryStrip Gel pH 3-10NL (7 cm, 

Pharmacia LKB) e submetido a focalização isoelétrica (IEF). Em seguida, o PAGE-SDS (10%) foi 

realizado sob condições desnaturantes e revelado com Amido Black 0,3 %. Os " spots " assinalados 

(1, 2 e 3) foram separados do gel e identificados segundo suas seqüências protéicas parciais. 
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4.5.3 — Sequenciamento de Proteínas 

Os spots 1, 2 e 3 foram submetidos a microsequenciamento interno de 

proteínas seguindo o procedimento experimental descrito no item 3.3.9. 

O spot 1 referente a uma glicoproteína de massa molecular aparente 

de 120 kDa e pi 5,0 após ser submetido a digestão enzimática foi separado através 

de HPLC (dado não mostrado). O pico 9 foi o escolhido para sequenciamento donde 

a partir dele pode-se fazer a leitura de 11 resíduos de aminoácidos 

(AGAMNWGMNXYK). Na FIGURA 21, o alinhamento múltiplo desta sequência com 

as seqüências de aminopeptidases de outros insetos pode ser observado. 

O spot 2 corresponde a uma glicoproteína de massa molecular 

aparente em torno de 60 kDa e pi 5,0. Após ser submetido a digestão enzimática e 

separação em HPLC (dado não mostrado), 4 picos (60picol 3, 60pico13c, 60pico16 

e 60pico19) foram sequenciados. 0 alinhamento múltiplo destas seqüências mostrou 

homologia com a proteína externa de membrana F (Oprf) de bactérias do gênero 

Pseudomonas (FIGURA 22). 

O spot 3 refere-se a uma glicoproteína de massa molecular aparente 

em torno de 22 kDa e pi 9,0. Após digestão e separação em HPLC, o pico 10 do 

perfil cromatográfico (dado não mostrado) foi sequenciado permitindo a leitura de 16 

resíduos de aminoácidos (GVTAVSADGLAGGATK). Submetida a alinhamento, 

nenhuma homologia com sequências disponíveis nos bancos de dados foi 

observada. Devido a um problema técnico o restante do pico 10 foi perdido não 

permitindo a continuação da leitura, assim como nenhum outro pico resultante do 

HPLC pode ser sequenciado. 
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AMPLA Apisu 	 A 1 

AMPN Bmori TTVTSTYAVSITYTVVSTNNNARDYARNNVGRTGDWSGKAMA-YTYYTMANNMKAADSA 216 

AMPN_Msext DTVMSTYAYVSNNYNSNY 	RVYSRGTNTAA-GNMA--YT--YAKDKA-AVDAA 190 

AMPN Pluxy DTVMSSYAYVSKDYSNNNTYDKS-MKVSRGTNTAADGKNMVKYT--YAKDKV-AVDAA 194 

AMPN Helvi TTTMSTYA-VSYTSATNAAGHVA-RGANNGAVYARVGAAMSDHTGDYADNKMTAADGA 226 

AMPN Apisu GAMNWGMNXYK 	 10 

AMPN Bmori 'GAMNWGTYRAYDNSNHYKRVANVAH--AHMWGNVTCAWWDNWNGARYYYTASVAGYTR 272 

AMPN Msext'GAMNWGVYRVAVRGVTTTSVKNGRCHNTHMWGNVGMSWTYTWNGANNYATDVRWRMMD 248 

AMPN Pluxy GAMNWGVYRAV--GVTTTS-TGGRSHNTH-WGNVGDSWTYTWNGANS-ATDV-WRMMD 246 

AMPN Helvi ''GAMNWGTYRAY---YDHTNSY-KAYSHAHMWGNVTNAWWDVWNGARYYYTAWVDGA-T 279 

FIGURA 21. Alinhamento múltiplo de uma seqüência interna da aminopeptidase de 

Acyrthosiphon pisum. 

O alinhamento múltiplo foi realizado com o programa PepTool Lite 1.1. Uma seqüência interna do 

"spot" 1, denominada acima AMPN_Apisu, possui a seguinte seqüência GAMNWGMNXYK onde X 

refere-se a um resíduo não identificado. As outras seqüências são aminopeptidases de insetos 

disponibilizadas na Internet (http://protein.toulouse.inra.fr/prodom.html),  são elas: AMPN_Bmori de 

Bombix mori, AMPN_Msext de Manduca sexta, AMPN_Pluxy de Plutella xylostella, AMPN_Helvi de 

Heliothis virescens. Os números correspondem aos resíduos de aminoácidos em cada linha. Os 

aminoácidos conservados são mostrados em amarelo e azul. 



60pic13 
60pic19 
60pic13c 
60pic16 

(1) 
(1) 
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	 KQGQGAVEGELFYF 	  

Oprf-PseuRes (1) MKLP:NTLGVAVGS:LVA.z1L5'MNALAQGQGAVEVEAF~K£2YFTDSSRSLED-GNLYGGSVGYYLTDDVSLALSYGEYHDMTS 
Oprf-PseuAe (1) MKLKNTLGWIGS:LVAASAMNAFAQGQNSVÉIEAFGKRYFTDSVRNMKN-ADLYGGSIGYFLTDDVELALSYGEYHDVRG 

OprF-Pseufluo (1) MKLKNTLGFAIG:SLSAATSFGALAQGQGAVÉIEGF4KKEQFDSARNFKNNGNLFGGSVGYFLT,DDVELRLAYDEVHNART 
Oprfpre-Pseusyr (1) MKLKNTLGLAIG`I'TVAATS'FGALAQGQGAVEIEG.F1!:KKEMYDSARDFKNNGNLl~.~:GGSTGYFLTDDvELRLGYDEVHNVRS _. 	..  

Consensus (1) MKLKNTLG 	IGSLVAA S 	A AQGQGAVEIEAFAKK 	DS R 	G LFGGSIGYFLTDDV L L Y E H 

81 	 160 

60pici3 (1) 	  
60pic19 (1) 	  

60pic"i3c (15) 	  
60pic"16 (1) 	  

Oprf-PseuRes (80) DDAFGVDGHKDIKGSLASLDAVYHFGTPGVGLRPYVSGGFAHQSISNIPDRS-GRDHSTFANVGTGLKYYFTENFFAKAS 
Oprf-PseuAe (80)  TYETG---NKKVHGNLTSLDAIYHFGTPGVGLRPYVSAGLAHQNITNINSDSQGRQQMTMANZGAGLKYYFTENFFAKAS 

OprF - Pseufluo (81)  DDGTN 	 VKGANT.ALDAIìYHFNNPGDMLRPYVSAGF:SDQSIDQNGSNG--RNRSTFANVGGGAKLYFTENFYARAG 
Oprfpre-Pseusyr (81) DDGKN 	 TKGADTALDALYHFNNPGDMLRPYVSAGFSDQSIGQNGRNG--RNGSTFAnGGGPKLYFTDNFYARAG 

Consensus (81) I G 	ALDALYHF 	PG 	LRPYVSAG A Q I N 	R 	T ANIG G K YFTENFFAKA 

FIGURA 22. Alinhamento múltiplo de quatro seqüências internas de uma proteína do trato digestivo de Acyrthosiphon pisum. 

O alinhamento múltiplo foi realizado com o programa Vector NTI 5.5. Quatro seqüências internas provenientes da proteína denominada "spot" 2, foram 

determinadas, são elas: 60pico13, 60pico13c, 60pico16, 60pico19. As outras seqüências são de OprFs de bactérias do gênero Pseudomonas 

disponibilizadas na internet (http://protein.toulouse.inra.fr/prodom.html),  são elas: Oprf-PseuRes de Pseudomonas resinovaransi, Oprf-PseuAe de 

P.aeruginosa, OprF-Pseufluo de P.fluorescens, Oprfpre-Pseusyr de P.syringae. Os números correspondem aos resíduos de aminoácidos em cada 

linha. Os aminoácidos conservados são mostrados em azul e cinza. 
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161 	 240 

Oprf-PseuRes (159) LDGMYNLDAQES----EWMAGVOGVNFGGSTKQEPAPAPV-A$VCADSDNDGVCDNVDKCPDTPANVTVDADGCPAVAE 
Oprf-PseuAe (157) IDGQYGLEKRpNGHQGEWMAGTiiGYGFNFGGS-KAAPAPEPV-APVCgDSDNDGVCDNVDKCPWPANVTVDANGCPAVAE 

OprF-Pseufluo (153) VEAQYNIDQGbT----EWAPSVG.IGVNFGGGSKPAAAPVPAPAEVCSDSDNDGVCDNVDKCPDTPANVTVDADGCPAVAE 
Oprfpre-Pseusyr (153) VKAQYNTDQGDT----EWAPSVGIGVNFGGGSKKVEAAPAPVAgVC6DSDNDGVCDNVDKCPDTPANVTVDADGCPAVAE 

Consensus (161) LDA Y ID 	D 	EW 	VGIG NFGG 	K 	A 	AEVCSDSDNDGVCDNVDKCPDTPANVTVDA GCPAVAE 

241 	 320 
60pic13 (1) 	  KFDRSLPHVNVGTIGHVDHGKT 	  
60pic19 (1) 	  

60pic13c (15) 	  
60pic16 (1) 	  DGVAPSR 

Oprf-PseuRes (234)  VVRVELDVKFDFDOKVKEESYPDIKNLADFMNQYPATTTTVEGHTDSVGTDAYNQKLSERRADAVPVLVDQYGVGSER 
Oprf-PseuAe (235)  VVRVQLDVKFDFDK#KVKENSY4DIKNLADFMKQYPST6TTVEGHTDSVGTDAYNQKLSERRANAVRDVLVNEYGVEGGR 

OprF-Pseufluo (229) VVRVELDVKFDFD14VVKENSYQDIKNLADFMKQYPST$TTVEGHTDSVGPDAYNULSERRANAVNQVLTNQYGVESSR 
Oprfpre-Pseusyr (229) VVRVELDVKFDFDK5VVKPNSYODIKNLADFMQQYPQTWTTVEGHTDSVGPDAYNQKLSERRANAVIiQVLVNQYGVGASR 

Consensus (241) VVRV LDVKFDFDKS VK 	SYGDIKNLADFM QYP TSTTVEGHTDSVG DAYNQKLSERRA AVK VL 	YGV 	R 

321 	 356 
60pic13 (23) 	  
60pic19 (1) -NALDE 	 

60pic13c (15) 	  
60pic16 (8) VTAVGYGE 	 

Oprf-PseuRes (314)  VNAVGYGETRPVADNATADGRAVNRRV 	 
Oprf-PseuAe (315)  VNAVGYGESPVADNATAEGRAiNRRVEAEVEAEAK 

OprF-Pseufluo (309) VOVGYGESRPVADNATDAGRP*RRVEAQVEAQAK 
Oprfpre-Pseusyr (309) VNSVGYGESEPVADNATEAGRONRRVEAEVEAQAK 

Consensus (321) VNAVGYGESRPVADNAT 	GRAVNRRV 

FIGURA 22. Continuação. 
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4.6 — CLONAGEM DE UMA AMINOPEPTIDASE DE TRATOS DIGESTIVOS DE Acvrthosiahon 

pisum 

Çl cDNA de A, pisam construído a partir do ARN mensageiro rie tratos 

digestivos de insetos adultos foi utilizado como substrato na amplificação do gene da 

aminopeptidase reconhecida pela Con Br. A amplificação por PCR corno descrito no 

^~ 3 4 io 	+ aa corn 	uI + 	o- desenhados partir 	alinhamento fez ite 	.~. foi ï eaiiza° 	.moi ïl 	~t~. ttn+~ -CieCt(~evt Cie_ ~ ~ ~~v~ a Via! _: t~C â:inll ~~1 ~ i rl~v 

nA11 n, r , 	Jr 
I.-,~i111.J1L- ....-. v :.:Cn'v~...«- 	:.%f~ 	'..2G ~ l i n'J¡J~~.1i1.:'~~....- ~,.. .. 	r:;!  

pares rig Olinonu ICleotideosutilizados em PCR somente 1 foi capaz rig amplificar a 

diferentes concentrações de cDNA uma única banda em torno de 500 pb so0 as 

condições testadas (FIGURA 23, poços 7-1 1 ). 

0 fragmento amplificado por POR foi purificado e clonedo no vector 

.,nnush+T ~ (put;I.~QA-. A7\ n- L.JJnes o()Si+,vnJ foram Ih' -l~` 
31 liL" a leat,.Jr.^ i,... nte L 

verifirarine para confirmarão do insert() através tie eletroforese Celia presença rio 

inserto foi verificado em 13 clones (FIGURA 24). Dentre os treze, cinco clones (2, 6, 

1 1 , 22) foram os escolhidos para sequenciamento. A seqüência referente a 527 pb 

• l,+ 	r 	seqüência ^0 clone 11 pode ser vista na FIGURA 2C, com sua respectiva Ge eGi.ie:+..,1~ oe 

aminoacidos deduzida. 

~ ~-~ 
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FIGURA 23. Eletroforese em gel de agarose 1 % do gene da aminopeptidase 

amplificado por PCR. 
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FIGURA 24. Eletroforese em gel de agarose 1 % de plasmideos recombinantes 

DH5a expressando o gene da aminopeptidase amplificado por PCR 



TTC CCG TGC TGT GAT GAG CCT ATG TAC AAG GCC AAG TTT AAC ATA 

FPCCDEPMYKAKFNI 

ACG GTG GTG AAG CAA AAT GGT CAG ACG GTA TTG TCC AAT ATG CCA 

TVVKQNGQTVLSNMP 

ATC CTA AAA ATC GAA GAA GGT CCA AAA AAC ACC ACT GTT TAC TTC 

ILKIEEGPKNTIVYF 

AAA GAA ACT CCG CCG ATG TCC ACT TAC TTG GCG GCC ATT TAT GTG 

KETPPMSTYLAAIYV 

GGT GAA TTC GTG CCA AAC AAA AAT GAT TCA AAA ATA ACA ATT TAT 

GEFVPNKNDSKITIY 

ACA TAC AAA GGA AAG CAG GGT CAA ACT GAA TAT GTA GCA ACC GAA 

TYKGKQGQTEYVATE 

GCT CCA AAA CAC CTC AAA GTG CTG GAG AAG TAC ACG GGC ATC AAT 

APKHLKVLEKYTGIN 

TAC ATG CTT CCC AAA ATG GAT CTG TTG GCG ATA CCC GAT TTC CGT 

YMLPKMDLLAIPDFR 

86 

Figure 25. Seqüência nucleotídica parcial com seqüência de aminoácidos deduzida, 

de uma aminopeptidase de Acyrthosiphon pisum. 



5 - DISCUSSÃO 

O pulgão da ervilha, Acyrthosiphon pisum, é geralmente encontrado na 

Europa e Estados Unidos colonizando espécies de leguminosas como a alfafa, o 

trevo e a ervilha. Este afídeo causa sérias perdas na produção agrícola 

conseqüência direta da sua alta taxa de reprodução, entre outros fatores. Devido a 

importância econômica de suas plantas hospedeiras, a busca por novos métodos de 

controle tem sido a preocupação principal de vários centros de pesquisa (HILL 

1987). 

O levantamento da atividade biológica de lectinas da subtribo 

Diocleinae sobre o A.pisum mostrou que das nove lectinas analisadas, somente a 

lectina de DiQcl ea grandif/ora (DGl ) não apresentou nenhum efeito toxico ao pulgão 

quando observado os parâmetros sobrevivência e crescimento de ninfas. Entre as 

mais tóxicas estão a Con Br e as lectinas de Cana valia bonariensis (Cabo), de C. 

com. boliviana  (~C ol) de Diocleavirgata t  	de D.rostrata (Dros) que, nas 1✓vfivit5~%a \ v~ivij,  	{r~i~a~a (Dvir) e 	.rt7.~i rala    

concentrações em torno de 100 a 122 pg.mL 1, reduziram o peso dos adultos em 50 

%. A mais letal foi a Dros corn urna LC50 de 67 t.g.rL-1. 

As diferenças na atividade biológica deste grupo que destaca-se por 

suas seqüências primárias conservadas e similaridade em suas especificidades por 

açúcares simples, já foram observadas anteriormente -para mamíferos (BARRAL-

NETO et at, 1992; RODRIGUES et al., 1992; BENTO et al., 1993; FERREIRA et al., 

1996; ANDRADE et at, 1999). Algumas hipóteses sobre a diferença na atividade 

biológica 	 têm _ ir1r~ ;~r 	c+^~ H. ----in," ~ 	I h 	e-1r.r~ 	(~1 QC]~1 h\ .2..J ~._ 	, ;c10 	_ :~e-, 	~ cc,a ora~~.-s \ 1 ~~1 

estudarem a atividade tóxica das aglutininas de gérmen de trigo, de Oryza cativa e 

de futica dioica sobre o Caliosobruchus maculatus, sugeriram que o número de 

sítios de ligação à carboidratos seria o responsável pelas diferenças nos níveis de 

toxicidade entre lectinas com mesma especificidade e de estruturas moleculares 

correlacionadas. Esta hipótese está descartada para as lectinas da subtribo 

Diocleinae que comportam-se como tetrâmeros a pH 6,5, possuindo assim o mesmo 

número de sítios de ligação à carboidratos (CALVETE et a/., 1999). 0 valor de pH, 

citado acima, corresponde ao pH fisiológico do estômago de A.pisum (dado não 
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publicado). Uma outra explicação, a mais provável, é que as pequenas mudanças na 

orientação dos sítios de ligação à carboidratos, conseqüência das pontuais 

diferenças nas seqüências primárias das lectinas da subtribo Diocleinae, sejam 

responsáveis pelas diferenças na especificidade por carboidratos complexos plexos e por 

conseguinte promovendo atividades biológicas distintas (SANZ APAR!Z!O et 

al., 1997; DAM et al., 1998; DAM et al., 2000). A ausência de toxicidade observada 

para a DGL, poderia ser justificada pelo fato da lectina reconhecer fracamente ou 

não reconhecer glicoconjugados, desta forma não conseguindo se fixar a membrana 

do trato digestivo  permanecendo livreno  !Omen onde estaria  mais susceptível a 

degradação e/ou excreção. 

Além das lectinas da subtribo Diocleinae, seis outras lectinas de 

diferentes tribos foram analisadas contra o A.pisurn. Os cálculos da LC50 e da !C50 

indicaram que as lectinas de Bryothamnium seafortti (Bs), B.tríquetrurn (Bt), Ephedra 

twendianna (EPH), Vatairea rnaerocar pa (V!V!L) e {arria platycephala (PPL) não são 

tóxicas ao A.pisum, nas concentrações máximas de 500 u.g.mL-1. Estas lectinas 

possuem uma especificidade variada por açúcares. A VML é inibida por galactose e 

derivados (CAVADA et al., 1998), a EPH por mucina (SÉRVULC, 2001), as iectinas 

de algas (Bs e Bt) são por sua vez específicas para fetuína (AINOUZ et al., 1995) e a 

PPL é f É anoselglicose especifica (SANTOS et al., 1992). A ausência de toxicidade 

de Bs, Bt, EPH e VML poderia ter sido prevista já que lectinas com especificidade 

para galactose e fetuína, testadas anteriormente, não demonstraram toxicidade 

contra o A.pisum (RAHBÉ et al., 1995). Entretanto, a ausência de atividade para PPL 

foi uma surpresa, já que esta apresenta especificidade por resíduos de manose e 

glicose. Assim como para DGL, a PPL pode simplesmente não reconhecer a porção 

glicidica de moléculas de membrana no trato digestivo do afídeo, sendo incapaz de 

exercer qualquer atividade tóxica. Em estudo recente, a ligação desta lectina a 

receptores e sua especificidade fina por carboidratos foi determinada (BOMt-liei, 

2001). A PPL, assim corno as lectinas da subtribo Diocieinae, reconhece 

trimanosídeos porém diferencia-se destas por ligar-se exclusivamente à 

pentamanosídeos (Maná) que não possuem ligações a1 ,2. Além disto, a PPL 

reconhece glicoproteínas como a avidina, a fetuína e a mucina de porco. 

Dentre todas lectinas testadas, a RIP tipo 2 isolada de sementes de 

Abrus pulchelus (APL) foi a mais tóxica sendo capaz de matar 100 % da população 
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inicial no seu quarto dia de desenvolvimento com doses de 500 µg.mL-'. Devida a 

alta mortalidade, a IC50 só pode ser determinada com os dados de ensaio de inibição 

de concentrações baixas de proteína (10 a 100 p.g.mL-1), sendo observada uma 

perda máxima de 86,3 % no peso médio de pulgões adultos. A APL é específica por 

galactose e derivados, e aglutina hemácias de coelho. Além disto, exibe urna alta 

toxicidade para ratos (LC50 = 31 pg.mL-1) e para o microcrustáceo Arthemia salina 

(LC50 = 3,5 p.g.mL 1 ) (RAMOS et al., 1998). Os efeitos citóxicos das RIPs tipo 2 em 

insetos vêm sendo demonstrados desde 1990 quando a toxicidade da ricina foi 

determinada' para C.maculatus e Anthonomus %/,'r and/s. Entretanto, nenhuma 

alteração no nível de mortalidade foi observada em Spodoptera litorales e Heliothis 

T r i i 	 ~ 	n 	A n n tipo  	 _ 	a c, •.~ _c, 	r. virescens (CA a ~HOUSE et al., 1 990) A RI 	2 extraída 	F nt 	ye ,a.is ~,~,r1 de ra. t~ 3 :~ ~si , 

mostrou-se tóxica a larva de Diabrotica undecimpuctata (KUMAR et al., 1993), 

enquanto a cinamomina isolada de sementes da canforeira (Cinnamomum 

camphora) foi toxica para He/icoiíer pa armigera e para o mosquito Cuiex pípines 

pal'ens (ZHOU et al., 2000). A ricina, testada anteriormente contra o A.pisum, 

mostrou-se menos tóxica que a APL com urna " C5í0 de 118 ptg.mL-' e inibi ao do 

crescimento em 6n % nas doses max imas 
r=e 250 

i=;.mL ' (RAHBÉ et 
-I ., 19951. 

Está claro que a alta toxicidade da APL, assim como de outras RIPs tipo 2, está 

diretamente relacionada ao domínio de ação catalítica responsável este peia 

inativação de ribossomos em células eucarióticas e, de forma indireta, ao domínio 

lectínico responsável pela ligação da molécula á membrana celular permitindo assim 

t 	i 	primeiro(HAUSNER et ai., 	Mesmo com a alta taxa de a in_erf lalizaçao do 	, 	 1987). 

mortalidade celular provocada por algumas destas citotoxinas, as RIPs tipo 2 

constituem um excelente modelo de estudo, podendo servir de veículo no transporte 

de moléculas para o interior de
i

~ células ou na construção de proteínas quiméricas 

(SANDL~IG & AN DEURS, 2000). 

A 	r 	f 	a.. _ L ~ 	a. t,.,J 	.. 	.,.J I} 	.a. 	, i~ ~ rir• 	r`7 vi:i i R i foi tau 	iüv;.úiir~.t v` 1 i ~ü:J.ItIiJ -....~ u{~13 g~11 i:: a.:~: al +1 , 

Sitophilus oryzae, mas não apresentou toxicidade nas concentrações máximas de 

0,3 %. Fato semelhante foi demonstrado anteriormente por esta lectina 

manoseiglicose específica para o também coleóptera C.maculatus (dado não 

publicado). Além disto, Murdock e colaboradores (1990) ao analisar o efeito de 17 

lectinas C.maculatus, demonstrou que a lectina de Canavalia ensiformes (Con A) não 

provoca alterações no tempo de desenvolvimento da larva e que somente lectinas 
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com especificidade por N-acetil glicosamina e N-acetil-galactosamina/galactose são 

dentre todas testadas as únicas a apresentar toxicidade para o gorgulho do feijão. 

Estes dados sugerem que a atividade inseticida de lectinas para insetos da ordem 

Coleoptera seja preferencial para lectinas específicas por quitina. 

Com o objetivo de comprovar o envolvimento do sítio de ligação à 

carboidratos, dois experimentos foram realizados. No primeiro, a presença do açúcar 

manotriose bis N-acetilglucosamil não foi suficiente para inibir os efeitos deletérios 

Con 	A quando   	ao fíd^ 	S correspondentes s da - o Br e da Con  quando administradas  	al`i~~o em doses ocres; ~C~n~r-3 ite~~ a 

I ~ 	̂l m̀ .r~ • 	 : 	;~. 	 14 i 	u ,n aumento amento_~ bo fusee, !sto apresentou um  ~~.'+~ f.~oást rn: lan+^   

significativo no peso dos insetos. Este complexo biantenário é um potente inibidor da 

Con A e da Con Br, requerendo as concentrações mínimas de 6 e 13 p.M, 

respectivamente, para inibir a atividade hemaglutinante destas lectinas com 

hemácias de coelho (DAM et al., 1997). A não-inibição das iectinas pelo complexo 

biantenário 1a tenurio pode ter ocorrido devido  ao insucesso da ligação anca- inibidor-lectina 

ou urna 	possibilidade seria que a ligarão lectina-açúcar inibidor poderia ter ..,~:,.outra possibilidade 	.ume 	... 	~ 	-~- - 	 poderia  

sido deslocada pelos açúcares presentes no trato digestivo dos insetos que estariam 

em maior quantidade eiou formassem um complexo mais estável com a lectina. 

Testes de inibição corn açúcares foram realizados anteriormente por Sauvion e 

colaboradores (dados não publicados) utilizando a Con A e os açúcares ma (tose 

(1 mM) e manana (10 mM), igualmente nenhuma inibição foi observada. Entretanto, 

sob as mesmas condições, a lectina de Galanthus nivalis (GNA) foi inibida por 

manana. 

No segundo experimento, a Con Br foi submetida à desmetalização 

com o propósito de inativar os sítios de ligação a carboidratos. Na concentração de 

500 i g ml -1 a Con Br desmetalizada (Con Rrd) apresentou um efeito letal retardado 

comparado ao da Con Br controle (Con Br). A Con Brd foi administrada via dieta 

artificial desprovida de metais. Esta dieta apresentou um percentual de mortalidade 

anormal e equivalente ao da Con Br administrada em dieta artificial comum. Esta 

modalidade apresentada pela dieta controle Sem metais é urn forte indício que a 

mortalidade observada pela Con Brd não está relacionada à presença da lectina. Urn 

experimento que poderia confirmar a importância do sítio de ligação à carboidratos 

na atividade inseticida da Con Br poderia ser realizado testando proteínas 

recombinantes modificadas pela substituição de um ou mais aminoácidos do sítio de 



ligação à carboidratos através de mutagênese sítio dirigida (ZHU-SALZMAN et al., 

1998). 

Na análise eletroforética dos tratos digestivos de adultos de A.pisum, 

I~.ti..-.r.~...-Ir.,. .d, 	~.. 	 r;e 	 I• '• 
	+~ 	C{~Jr`, ~r e33: diferel It-~.~ â1J311II3 JLaL.3LJJ ~.Iiarânic o Seu N r l oí~l.o de deSentlo3 v i mel lttl L_.o~ìl 	 ~ 

• 

concentrações, observamos que a lectina acumula-se nos tratos digestivos 

permanecendo intacta. Este resultado sugere que a lectina não sofre degradação 

proteolítica e possivelmente está ligada ao tecido. Fato semelhante foi observado 

Con "•-• 	 (1 99 \comparar ;lT n 	' tiri para 	A em A.pisum. Sauvion ~ ; ,f.J~j ao ~.oi3p~3 a3 os resultados obtidos pela 

eletroforese (em 	ta  	r.1., 	Ii-.ação da Con A rIT(' r.r.-J <. UJ U G~e -(em i; ex ~ei !; I fGi !!.! semelhante), f..J 3a tJua3.La ,a ~. 'moa Con i Y—É 3 3 .' G J, 

tratos digestivos através de cortes histológicas e pela análise rins excrementos deste 

inseto, observou que a Con A não é degradada e acumula-se no estômago do inseto 

promovendo o crescimento celular do tecido. 

A ligação de lectinas tóxicas a proteínas de membrana do trato 

,-4,--.4;-• .-1 	Ti 	 F .  L-'e S oi a+rQ+ ~( GJ C_̂ I._+ir QI' L+ ,
. ~

tSli ZaÌ -V lectinas rJp 

mnnncntilerinneas mannce Acnerífircas e da subtribo Diocleinae manosefnlirnse 

específicas. Estas lectinas são capazes de reconhecer proteínas de membrana 

sendo muito similares dentro de seus grupos, mas diferindo de forma Significa ilva 

entre eles. As lectinas d monocottiledôneas ligam-se preferencialmente a 

gI•copr teínas 	massa molecular acima de 	Da enquanto as de Diocleinae 

ligam-se à glicooroteínas rie maccac moleculares variadas. Diferenças no 

reconhecimento são observadas entre a GNA e as outras lectinas de 

monocotiied neas, LOA e AMA. Estas últimas não são-capazes de reconhecer, ou 

reconhecem  €racamen 	pr otél reconhecida ' ela GNA e pelas lectinas ;3 	Sie, uma 1a banda 1.. ü,~,ca ; L...o3 ,; li,:.;oa p~,;a  	; 	~ii3cs 

da subtribo Diocleinae. O resultado do experimento sugere que estas lectinas 

possuem alvos moleculares comuns, o cue estã de acordo com as diferenças 

observadas entre Con A e GNA em Lectin blot com proteínas de membrana de tratos 

digestivos de - ac „obia o e racea (=Ë T CIES & GA ì EiOv SE, 1998). Além  disto, 

sabe-se que as lectinas utilizadas neste ensaio são toxicas ao inseto (RAHBÉ et al., 

1995), logo provavelmente um desses alvos deve ser o receptor da ação tóxica 

destas lectinas em A.pisum. 

Após ter concluído que lectinas tóxicas ao A.pisum ligam-se à 

proteínas de membrana do inseto, o passo seguinte foi identificar dentre estas 

proteínas um possível receptor destas lectinas. O resultado dos experimentos de 
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cromatografia, separação em PAGE-2D e sequenciamento conduziram a 

identificação de uma aminopeptidase com massa molecular aparente de 120 kDa e 

pi em torno de 5,0. As aminopeptidases (EC 3.4.11) hidrolisam a porção N-terminal 

de peptideos oriundos da ação enzimática de endoproteases encontradas livres no 

!Omen. Estas enzimas são classificadas de acordo com suas dependências em íons 

(Zn{2 ou Niin¢2) e suas especificidades por substratos. Bastante caracterizadas em 

mamíferos, também têm sido detectadas em insetos das ordens Orthoptera, 

isoptera, Hemiptera, Coleoptera, Himenoptera, Diptera e Lepidoptera (TERRA & 

FERREIRA, 1994). Urna aminopeptidase N, ligada a membrana através de uma 

âncora GP! (Glicosil-fosfatidilinositol), já foi citada anteriormente como receptor de 

Cry1Ac, uma proteína de Bacillus thurigiensis, em Manduca sexta (Lepidoptera) 

(KNIGHT et ai.,1994; SANGADALA et aL, 1994; GARCZYNCSKI & ADANG, 1995). 

Entretanto a sua participação como receptor no processo de intoxicação 

d 	d 	d pela C rl n á discI tida (JENKINS f  esenca~ea+..ao 	~srj Ac - =a~:....l+it 	(JENKINS ~: ..~ e_ a/., 1999). 

Com o objetivo de melhor caracterizar esta aminopeptidase, 

experimentos em biologia molecular foram realizados para a determinação da 

seqüência genõmica. A construção de urna biblioteca genõmica do afioeo a partir do 

ARN mensageiro, extraído de tratos digestivos do A.pisum. Através de 
oligo.-., reler+íde 	egener ados, uma parte da sequência nucleotid,ca d cDN que v. 	..~, ~, ~.~ 	vos d 	 Ro ,.. t- 

cnriifica para esta enzima foi obtiria. A seqüência rie proteínas derivada confirmou a 

homologia desta aminopeptidase com as de outros insetos (dado não mostrado). 

Urna vez determinada a sequência nucleotídica completa, esta servirá na 

r.~,.rac# S.;za 	estrutural 	enzima e seu modo de ligação 	membrana. ar:.!   

posteriormente será necessário para a caracterização das suas interações com 

toxinas e determinar resposta do organismo a estas interações, para então poder 

identificar a função desta giicoproteína no mecanismo de ação das lectinas tóxicas 

ao A.pisurn. 

A seqüência interna de uma outra proteína com massa molecular 

aparente de 60 kDa e pl na faixa de 5,0 foi analisada através do sequenciamento. 

Quatro seqüências foram obtidas e, após o alinhamento, indicaram uma homologia 

com proteínas da membrana externa de bactérias do gênero Pseudomonas (OprF). 

A presença de bactérias do gênero Pseudomonas em A.pisum foi identificada 

porém não era conhecida a sua presença nos insetos utilizados no 

r-~ 
(1„a 
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laboratório. Após a identificação desta proteína, algumas questões foram 

levantadas. Sabe-se que a bactéria Pseudomonas aeruginosa possui uma lectina na 

sua membrana externa, denominada adesina, responsável esta pelo 

reconhecimento de glicanos contendo resíduos de manose e derivados. Além disto, 

a P_aeruginosa é capaz de ligar-se "in vivo" e "in vitro" a membranas celulares (KO et 

al.. 1987).  De acordo com este dado, pode-se propor dois tipos de respostas 

acarretadas após a ingestão de Con Sr pelo inseto. A primeira seria uma competição 

entre a bactéria e a lectina pelos sítios de membrana, onde a lectina deslocaria a 

interação da bacte na- co: i a membrana provocando uma diminuição da população 

bacteriana. O segundo, a lectina acoplada a membrana poderia ser o elo de ligação 

da bactéria com o trato digestivo provocando um aumento anormal desta população 

prejudicando assim o desenvolvimento do inseto. A identificação desta proteína 

pode parecer a primeira vista um resultado negativo, entretanto estes dados 

sugerem que a ação tóxica desencadeada pela lectina pode ter diversos 

mecanismos e não i ima túnica via como se acredita até hoje. 



6 — CONCLUSÃO 

1. A maioria das lectinas da subtribo Diocleinae analisadas neste trabalho 

apresenta algum efeito deletério sobre o desenvolvimento do pulgão da ervilha, 

; yr_ osip ho. pisum (Hom opt era: P philida 
e- 

2. As lectinas de Canavalia brasiliensis, de C.bonariensis, de C.affsp. boliviana, 

de Dioclea virgata e de D.rostrata apresentam uma IC50 com doses em torno 

de 100 a 122 pg.mL-1. A lectina de D.rostrata é a mais letal da subtribo 

Diocleinae com urna LC50 de 67 pg.mL 1, e a lectina de D.grandiflora é a única 

que não apresenta efeito tóxico ao Ac; r thosiphon pisum. 

3. As lectinas de algas ar}tothaí`inium seafortti e a_triyuetrum, de gimnosperma 

Ephedra twendianna, e as de leguminosa Vatairea macrocarpa e Parkia 

plat, ce,yhala não são toxicas A ;: rthosipron pisum quando testadas na dose 

maxima de 500 !"a.mL-'. 

4. A lectina de Abrus pu~chelí`us, uma RIP tipo 2, apresenta uma alta toxicidade ao 

A.pisurn com urnaLC50 de 20,68 	mL'. ~:g. 

5. A Con Br e as lectinas de Cratylia floribunda e Dioclea violacea não 

apresentaram efeito pro-biótico à ninfas de A.pisum nas concentrações 

consideradas subietais. 

6. A Con Br não é letal, na concentração de 0,3 %, para adultos do gorgulho do 

arroz, Sitophilus oryzae (Coleoptera: Curculionidae). 

7. No modelo testado, o complexo biantenário manotriose bis N-acetilglucosamil 

não é capaz de inibir o efeito deletério da Con Br e da Con A durante o 
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crescimento de ninfas de A.pisum. Entretanto, a Con Br desprovida dos íons 

Ca+2  e 1Mn+2  tem o seu efeito letal ao A.pisum retardado. 

8. A Con Br acumula-se no trato digestivo do A.pisum, permanecendo intacta. 

9. Lectinas tóxicas ao A.pisum, pertencentes as famílias de Monocotiledôneas 

mapose específicas 	subtribo Diocleinae,reconhecem    glicoproteinas  do 

trato digestivo do afídeo, apresentando diferenças quantitativas entre os 

grupos e dentro do grupo das Monocotiledôneas. 

10. Várias glicoproteinas do trato digestivo de A.pisum foram isoladas através de 

cromatografia de afinidade em matriz de Agarose com Con Br imobilizada. E 

urna arninopeptidase de massa molecular aparente de 120 kDa e pl 5,0 foi 

reconhecida como alvo molecular da Con Br. 
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9 - APÊNDICE 

TABELA Al. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de. Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Con Br administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 
Controle, Con Br a 
Controle, Con Br b 
Controle, Con Br c 
Controle, Con Br d 
Controle, Con Br e 
Con Br a, Con Br b 
Con Br a, Con Br c 
Con Bra, Con Br d 
Con Br a, Con Br e 
Con Br b, Con Br c 
Con Br b, Con Br d 
Con Br b, Con Br e 
Con Br c, Con Br d 
Con Br c, Con Br e 
Con Br d, Con Br e 

Con Br a (31µg.mr1), Con Br b (63µg.mr1), Con 
(250µg.mr1), Con Br e (5001.1g.mr1); 
*Valores inferiores a 0,033 são considerados significativos. 

Dif. Média 
0,106 
0,405 
0,567 
0,765 
0,795 
0,299 
0,462 
0,660 
0,689 
0,163 
0,361 
0,391 
0,198 
0,228 
0,030 

Dif. Crítica Valor p*  

	

0,099 	0,0017 
0,099 <0,0001 
0,104 <0,0001 
0,152 <0,0001 
0,137 <0,0001 
0,098 <0,0001 
0,102 <0,0001 
0,151 <0,0001 
0,136 <0,0001 
0,103 <0,0001 
0,151 <0,0001 
0,137 <0,0001 

	

0,155 	0,0002 
0,140 <0,0001 

	

0,179 	0,6221  
Br c (125µg.mr1), Con Br d 
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TABELA A2. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de CFL administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média 	Dif. Crítica Valor p* 
Controle, CFL a 0,087 0,113 0,0187 
Controle, CFL b 0,178 0,110 <0,0001 
Controle, CFL c 0,518 0,129 <0,0001 
Controle, CFL d 0,628 0,117 <0,0001 
Controle, CFL e 0,688 0,154 <0,0001 
Controle, CFL f 0,849 0,334 <0,0001 
CFL a, CFL b 0,090 0,113 0,0149 
CFL a, CFL c 0,431 0,131 <0,0001 
CFL a, CFL d 0,541 0,119 <0,0001 
CFL a, CFL e 0,601 0,156 <0,0001 
CFL a, CFL f 0,761 0,335 <0,0001 
CFL b, CFL c 0,341 0,129 <0,0001 
CFL b, CFL d 0,451 0,117 <0,0001 
CFL b, CFL e 0,510 0,154 <0,0001 
CFL b, CFL f 0,671 0,334 <0,0001 
CFL c, CFL d 0,110 0,134 0,0128 
CFL c, CFL e 0,169 0,168 0,0022 
CFL c, CFL f 0,330 0,340 0,0032 
CFL d, CFL e 0,060 0,158 0,2487 
CFL d, CFL f 0,221 0,336 0,0449 
CFL e, CFL f 0,161 0,351 0,1600 

CFL a (10µg.mr1 ), CFL b (50µg.mr1), CFL c (125µg.mr1 ), CFL d (250µg.mr 
1), CFL e (500µg.m1-1), CFL f (500µg.mr1); 
*Valores inferiores a 0,0024 são considerados significativos. 
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TABELA A3. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de DVL administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média 	Dif. Crítica Valor p* 
Controle, DVL a -0,026 0,113 0,4874 
Controle, DVL b -0,075 0,115 0,0474 
Controle, DVL c 0,212 0,116 <0,0001 
Controle, DVL d 0,440 0,118 <0,0001 
Controle, DVL e 0,581 0,145 <0,0001 
Controle, DVL f 0,665 0196 <0,0001 
DVL a, DVL b -0,049 0,113 0,1827 
DVL a, DVL c 0,238 0,113 <0,0001 
DVL a, DVL d 0,466 0,115 <0,0001 
DVL a, DVL e 0,606 0,143 <0,0001 
DVL a, DVL f 0,691 0,195 <0,0001 
DVL b, DVL c 0,287 0,116 <0,0001 
DVL b, DVL d 0,515 0,118 <0,0001 
DVL b, DVL e 0,656 0,145 <0,0001 
DVL b, DVL f 0,740 0,196 <0,0001 
DVL c, DVL d 0,228 0,118 <0,0001 
DVL c, DVL e 0,369 0,146 <0,0001 
DVL c, DVL f 0,453 0,196 <0,0001 
DVL d, DVL e 0,141 0,147 0,0036 
DVL d, DVL f 0,225 0,197 0,0006 
DVL e, DVL f 0,084 0,215 0,2307 

DVL a (10µg.m1-1), DVL b (50µg.m1-1 ), DVL c (125µg.mr1), DVL d (250µg.mr 
1 ), DVL e (500µg.m1-1), DVL f (5001.1.g.m1-1 ); 
*Valores inferiores a 0,0024 são considerado s significativos. 



Comparação de Dietas 
Controle, Con Br a 
Controle, Con Br b 
Controle, Con Br c 
Controle, Con Br cl 
Con Br a, Con'Br b 
Con Br a, Con Br c 
Con Br a, Con Br d 
Con Br b, Con Br c 
Con Br b, Con Br d 
Con Br c, Con Br d 

Dif. Média 
-0,023 

-2,863E-3 
-0,029 
0,100 
0,02 

-6,062E-3 
0,123 
0,026 
0,103 
0,129 
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TABELA A4. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Con Br administradas em dose subletais através 

de dieta artificial. 

Dif. Crítica 
0,132 
0,133 
0,133 
0,137 
0,132 
0,132 
0,136 
0,132 
0,137 
0,137 

Con Br a (2µg.mr1), Con Br b (51.g.m1-1), Con Br c (101.1g.mr1), 
(20µg. mr1); 
*Valores inferiores a 0,005 são considerados significativos. 

TABELA A5. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de CFL administradas em dose subletais através de 

dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. Crítica Valor p* 
Controle, CFL a 0,012 0,112 0,7587 
Controle, CFL b -0,026 0,113 0,5198 
Controle, CFL c -0,041 0,116 0,3124 
Controle, CFL d 0,083 0,116 0,0441 
CFL a, CFL b -0,038 0,112 0,3388 
CFL a, CFL c -0,053 0,115 0,1878 
CFL a, CFL d 0,071 0,115 0,0823 
CFL b, CFL c -0,016 0,116 0,7006 
CFL b, CFL d 0,109 0,116 0,0087 
CFL c, CFL d 0,125 0,119 0,0035 

CFL a (2µg.m1-1), CFL b (51.1g.m1-1), CFL c (10µg.m1"1), CFL d (201..ig.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,005 são considerados significativos. 

Valor p* 
0,6229 
0,9515 
0,5364 
0,0401 
0,6653 
0,8965 
0,0110 
0,5754 
0,0340 
0,0079  

Con Br d 
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TABELA A6. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de DVL administradas em dose subletais através de 

dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. Crítica Valor p* 
Controle, DVL a -0,098 0,130 0,0264 
Controle, DVL b 0,042 0,130 0,3410 
Controle, DVL c -0,041 0,131 0,3593 
Controle, DVL d 0,056 0,132 0,2158 
Controle, DVL e -0,023 0,130 0,6057 
DVL a, DVL b 0,140 0,127 0,0012 
DVL a, DVL c 0,057 0,127 0,1826 
DVL a, DVL d 0,154 0,129 0,0005 
DVL a, DVL e 0,075 0,127 0,0797 
DVL b, DVL c -0,082 0,127 0,0564 
DVL b, DVL d 0,014 0,129 0,7551 
DVL b, DVL e -0,065 0,127 0,1325 
DVL c, DVL d 0,096 0,130 0,0294 
DVL c, DVL e 0,018 0,127 0,6791 
DVL d, DVL e -0,078 0,129 0,0743 

DVL a (10µg.m1-1), DVL b (50µg.mr'), DVL c (1254.mr'), DVL d (250µg_mr 
1), DVL e (500).tg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0033 são considerados significativos. 

TABELA A7. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de CABO administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média 	Valor p*  
Controle, CABO a 	 0,497 <0,0001 
Controle, CABO b 	 0,758 <0,0001 
CABO a, CABO b 	 0,261 <0,0001  

CABO a (100µg.m1-1), CABO b (500µg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0001 são considerados significativos. 
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TABELA A8. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Cbol administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média 	Valor p*  
Controle, Cbol a 	 0,459 	<0,0001 
Controle, Cbol b 	 0,725 	<0,0001 
CBOL a, Cbol b 	 0,266 <0,0001  

Cbol a (100µg.m11), Cbol b (500µg.mr'); 
*Valores inferiores a 0,0001 são considerados significativos. 

TABELA A9. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de CGRA administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média 	Valor p*  
Controle, Cgra a 	 0,327 <0,0001 
Controle, Cgra b 	 0,654 <0,0001 
CGRA a, Cgra b 	 0,327 <0,0001  

Cgra a (100µg.m11), Cgra b (500µg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0001 são considerados significativos. 

TABELA Al 0. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Dros administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, Dros a 0,503 0,109 <0,0001 
Controle, Dros b 0,779 0,129 <0,0001 
Dros a, Dros b 0,275 0,144 <0,0001 

Dros a (100µg.mr'), Dros b (500µg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 
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TABELA A11. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Dvir administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, Dvir a 0,501 0,086 <0,0001 
Controle, Dvir b 0,816 0,293 <0,0001 
Dvir a, Dvir b 0,315 0,295 0,0108 

Dvir a (100µg.m1-1), Dvir b (500µg.mr'); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 

TABELA Al2. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de Dgui administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, Dgui a 0,138 0,111 0,0031 
Controle, Dgui b 0,755 0,321 <0,0001 
Dgui a, Dgui b 0,616 0,321 <0,0001 

Dgui a (100µg.m1-1), Dgui b (500µg.mr1); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 

TABELA A13. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de DGL administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, DGL a 0,081 0,128 0,1292 
Controle, DGL b 0,133 0,138 0,0204 
DGL a, DGL b 0,053 0,135 0,3460 

DGL a (100µg.m1-1), DGL b (500µg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 
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TABELA A14. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação 

ao controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de ALF administradas em dose subletais através de 

dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. Crítica Valor p* 
Controle, ALF a 0,199 0,102 <0,0001 
Controle, ALF b 0,465 0,112 <0,0001 
Controle, ALF c 0,684 0,103 <0,0001 
ALF a, ALF b` 0,266 0,111 <0,0001 
ALF a, ALF c 0,485 0,102 <0,0001 
ALF b, ALF c 0,219 0,112 <0,0001 

ALF a (10µg.mr1 ), ALF b (2514.m1-1), ALF c (50µg.ml-1); 
*Valores inferiores a 0,0083 são considerados significativos. 

TABELA A15. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de BS administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média Dif. crítica 
Controle, BS a 	 0,161 	0,075 
Controle, BS b 	 0,167 	0,073 
BS a, BS b 	 0,006 	0,074  

BS a (100µg.m14), BS b (500µg.mr1); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 

Valor p* 
<0,0001 
<0,0001 

0,8424 

TABELA A16. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de BT administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas 	Dif. Média Dif. critica Valor p*  
Controle, BT a 	 0,101 	0,082 	0,0031 
Controle, BT b 	 0,183 	0,080 	<0,0001 
BT a, BT b 	 0,082 	0,082 	0,0171  

BT a (100µg.m1-1 ), BT b (500µg.mr1 ); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 
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TABELA A17. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de PPL administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, PPL a 0,224 0,081 <0,0001 
Controle, PPL b 0,023 0,085 0,5103 
PPL a, PPL b -0,201 0,086 <0,0001 

PPL a (100ug.ml-1), PPL b (500µg.m1-1); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 

TABELA A18. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de EPH administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. critica Valor p* 
Controle, EPH a 0,103 0,080 0,0022 
Controle, EPH b 0,445 0,084 <0,0001 
EPH a, EPH b 0,342 0,083 <0,0001 

EPH a (100µg.mr1), EPH b (500.tg.m1-'); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 

TABELA A19. Teste de Bonferonni/Dunn (5%) para peso médio (%, em relação ao 

controle) de Acyrthosiphon pisum em função das diferentes 

concentrações de VML administradas através de dieta artificial. 

Comparação de Dietas Dif. Média Dif. crítica Valor p* 
Controle, VML a 0,060 0,122 0,2307 
Controle, VML b 0,331 0,123 <0,0001 
VML a, VML b 0,271 0,110 <0,0001 

VML a (100µg.m1-1), VML b (5001.1.g.mr1 ); 
*Valores inferiores a 0,0167 são considerados significativos. 
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TABELA A20. Lectinas utilizadas e suas características 

Espécie 	 Sigla 	Classificação Taxonômica 	Especificidade Estrutura 

Molecular 

Arum maculatum 

Galanthus nivalis 

Listera ovata 

Parkia platycephalla 

Abrus pulchellus 

Canavalia ensiformis 

C.brasiliensis 

C.bonariensis 

C. sp aff boliviana 

C.grandiflora 

Cratylia floribunda 

Dioclea grandiflora 

D.guianensis 

D.rostrata 

D. virgata 

D. violacea 

Vatairea macrocarpa 

Bryothamnium seaforlti 

B. triquetrum 

Ephedra tweendiana 

AMA 

GNA 

LOA 

PPL 

APL 

Con A 

Con Br 

Cabo 

Cbol 

Cgra 

CFL 

DGL 

Dgui 

Dros 

Dvir 

DVL 

VML 

Bs 

Bt 

EPH 

Monocotiledônea: Araceae 

Monocotiledônea: Amaryllidaceae 

Monocotiledônea: Orchidaceae 

Mimosoideae: Parkiea 

Papilionoideae: Abrinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Diocleinae 

Papilionoideae: Dalbergieae 

Rhodophyta: Rhodomelaceae 

Rhodophyta: Rhodomelaceae 

Gimnospermae 

Man 
	

(aÍ3)2 

Man 	a4 

Man 

Man/Glu 

Gal 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Ma n/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Man/Glu 

Gal 	as 

fetuína 	a2  

fetuína 	a2  

mucina 	n.d. 

n.d. não determinada 
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FIGURA Al. Vector pTriplEx2, mapa de restrição e sitio de clonagem múltipla. 
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FIGURA A2. Vector de clonagem pMOSBIue. 
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TABELA A21. Genótipo de cepas bacterianas 

Cepa 	Genótipo 

DH5a 	F-  (1)80dlacZ 4M154 (lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdRl7(rK , 

mK+  ) phoA supE44 a,-  thi-1 gyrA96 relAl 

XL1-Blue endA1, gyrA96, hsdR17, lac -, recA1, relA1, supE44, thi-1, [F' lad q 

Z DM15, proAB, Tn 10] 
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