INIBIDORES DE PROTEASES DE HOSPEDEIROS NATIV OS E EXOTICOS E
SUAACAO EM INTESTINOS DE LAGAR TAS DE Thyrinteina leucoceraeh
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RESUMO - Os insetos podem causar perdas consideraveis aos seus hospedeiros, entretanto alguns deles habitam
em plantas sem causar-lhes danos. Por exefrtplanteina leucoceraedjerbivoro da entomofauna brasileira,

pode ser encontrado na goiabeira, hospedeiro nativo da familia Myrtaceae, sem que cause danos severos a
essa planta. Gsucalyptusssp., entretanto, sdo hospedeiros exoéticos (também da familia Myrtaceae) no Brasil,
vindos daAustralia, os quais sofrem ataques das lagartasldacoceraeague se tornaram pragas severas

dessas plantas. Sabe-se que as plantas podem se defender contra o ataque de herbivoros e que um dos seus
mecanismos de defesa pode ser a producgao de inibidores de proteases, que possuem a capacidade de diminuir
o desenvolvimento dos insetos e podem leva-los a morte. Baseado no desempenho dalagacdadzraea

nesses dois hospedeiros e na possibilidade de defesa da planta, o objetivo deste trabalho foi verificar a produgao
de inibidores de proteases por plantas de eucalipto e de goiaba quando atacadas por essas lagartas, bem como
observar a resposta bioquimica no intestino das lagartas a esses inibidores. Notou-se que as plantas de eucalipto
produzem mais inibidores de proteases que as goiabeiras. O bom desenvolvifidatmdeeraeam plantas

de eucalipto, apesar da alta concentracao de inibidores de proteases, pode ser devido ao aumento da atividade
enzimatica nos intestinos das lagartas quando alimentadas com essa planta. Os dados evidehdieuaotqraea
desenvolveu uma adaptacao aos inibidores de proteases produzidos pelo eucalipto, por meio do aumento das

atividades de serino-proteases e cisteino-proteases.

Palavras-chavelhyrinteina leucoceraeglantas de eucalipto e de goiaba e adaptacao.

PROTEINASE INHIBIT ORS OF NOVEL AND NATIVE HOST PLANTS AND
THEIR ACTION IN MIDGUT OF Thyrinteina leucoceraeaCATERPILLARS

ABSTRACT- Insects may cause considerable losses to plants, but some insects inhabit plants without causing
any damages. For examplEhyrinteina leucoceraeafound in the guava plants, and a native Myrtaceae
family host, does not cause any serious damage. Hoyiwealyptus ssp.novel hosts (also Mtaceae) in

Brazil and intoduced fomAustralia, suffer attacks bl. leucoceraeawhich became a sewepest of this

plant. Plants can defend themselves against herbivores using proteinase inhibitors which reduce insect development
and lead them to death. Thus, based on studies on the develophdrticbceraeaaterpillars on these

two hosts and plant defense, this work aimed to verify the production of proteinase inhibitors by guava and
eucalyptus plants upoh leucoceraeattack, and to obsge the biochemicakssponse of the midgut of the
caterpillars to these inhibitor&ucalyptusplants produced more proteinase inhibitors than guava plants.

The good developmentBfleucoceraean eucalyptus plants despite the high concentration atfginase
inhibitors may be due to an increase of enzyme activity in the caterpillars’ midgut. Our data suggest that
T. leucoceraealeveloped an adaptation to thef@inase inhhibitor ppduced by eucalyptus plants, by e&sing

serine-proteinase and cys-proteinase activities.

Keywords:Thyrinteina leucoceraegaeucalyptus plants, guava plants and adaptation.
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1. INTRODUCAO brasileiras Psidium guajavapor exemplo) passaram

. a atacar as plantas de eucalipto, causando muitas perdas
As plantas podem desenvolver mecanismos dé

defesa que diminuem o ataque de herbivoros. Es em cultivos do géneriducalyptudANJOSet al., 1986

defesa das plantas pode ser constitutiva ou induzidsaz?Al\IU'\ICIO etal., 1993BRAGANGA etal., 1998).

ambas podem se expressar de formas direta e indireta O melhor desenvolvimento dos herbivoros nativos

e consistem de compostos quimicos e estruturasm plantas de eucalipto comparadas com as de goiaba
morfoloégicas que prejudicam o inseto, podendopode ser devido a um mecanismo de defesa mais eficiente
reduzir-lhes a sobrevivéncia, o desenvolvimento eontra esses insetos nas goiabeiras. Em relacdo a defesa
areproducadd{ARBAN eBALDWIN, 1997)Adefesa  quimica das plantas, elas podem produzir compostos
induzida consiste em mudancas morfolégicas conhecidos como inibidores de proteas@ARLINI
fisiologicas e quimicas como resposta ao ataquee GROSSI-DE-SA2002) As plantas podem usar os
gue reduzem a qualidade do hospedeiro para oi@ibidores de proteases como defesa direta contra os
herbivoros e podem prejudica-ldsFRAWAL , 1998;  insetos, constitutiva ou induzida, inibindo as enzimas
KARBAN eBALDWIN, 1997)A expresséo de defesas proteasicas nos intestinos de suas pra@AR(INI
diretas, em geral, resulta em redugéo da sobrevivénciaGROSSI-DE-SA2002 LAWRENCEeKOUNDAL,
reproducdo ou desenvolvimento de herbivoAss. 2002).Assim, a inibig&o de proteases ira diminuir a
defesas indiretas resultam em aumento da predac&odisponibilidade de aminoacidos para a sintese de
e do parasitismo dos herbivoroSARBAN e  proteinas necessérias ao crescimento e desenvolvimento
BALDWIN, 1997). do inseto, acarretando, dessa forma, sua nkit®ER

Os herbivoros podem suplantar essas defesas @ al- 1987RYAN, 1990:VILA etal, 2005). Pilon et
seus hospedeiros. Por exemplo, as Myrtaceae nativ@d (2006) verificaram que lagartas alimentadas com
do Brasil, como a goiabeira, abrigam insetos nativo4/Ma dieta contendo inibidores de proteases tiveram
sem que estes causem danos severos a essas planggSenvolvimento reduzido em relacao as lagartas

entretanto esses mesmos herbivoros atingem surtgdmentadas com a mesma dieta sem o inibRitindo
populacionais em eucaliptos, outra Myrtaceaedesse fato, é possivel que as goiabeiras produzam mais
(ZANUNCIO et al., 1990). inibidores de proteases do que as plantas de eucalipto.

Holtz et al. (2003ab) mostraram que lagartas do ~ ASSim, 0 objetivo deste trabalho foi verificar a
géneroThyrinteinativeram o desenvolvimento Presencade inibidores de proteases em folhas de goiabeira
prejudicado quando criadas com folhas de goiabeir& de eucalipto, bem como estudar o efeito desses
em comparac&o com as criadas com folhas de eucaliptglibidores no intestino das lagartasidéucoceraea.
evidenciando que plantas de goiaba se defendem melhor .
contra esses insetos. Considerando que as plantas 2. MATERIAL EMETODOS
se defendem contra o ataque dos insetos, por que es$as Obtencao das lagartas e das mudas
lagartas s&o mais afetadas pela defesa da goiabeira

do que pela defesa do eucalipto? As lagartas foram obtidas da criagédo massal mantida

no Laboratério décarologia do Setor de Entomologia

As plantas do génefducalyptugMyrtaceae),  ga Universidade Federaligosa (\icosa, Minas Gerais,
proveniente daustralia, s&o muito usadas para agygsil) e criadas até o quinto instar larval para serem
producdo de madeira no BragifNUNCIO etal., 1993).  tilizadas no experimento.
O cultivo de eucalipto é recente no pais, no que se
refere a adaptacéo de um novo género ou espécie em AS mudas de plantas de goiaba e de eucalipto
lugar diferenteZANUNCIO et al., 1995)As plantas foram padronizadas com aproximadamente 50 cm de
de eucalipto contém alta concentraco de compostdtura e com histérico livre de aplicacéo de qualquer
secundarios como tanino, fenéis e 6leos essenciaf¥oduto via foliar ou infestacéo de insetos.
que podfam desenvolver o papel de defesa contra atagye, Montagem do experimento
de herbivorosANJOSet al., 1986BRAGANCA et
al., 1998). Entretanto, muitos lepidépterdkyfrinteina Para o experimento, 16 mudas de eucalipto e 16
leucoceraeaT. arnobig por exemplo) de mirtadceas de goiabeira foram colocadas em duas gaiolas (1,0 x
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0,75 x 0,70 m), uma para cada hospedeiro, sendo cadaividade do sobrenadante foi medida a 440 nm. O
gaiola correspondente a um tratamento. Em cada mudaperimento foi realizado em uma série de trés repeticdes.
foram colocadas trés lagartas de quinto in8fads . L. L

6, 12, 24 e 48 h, trés plantas foram removidas de cao?aG'At'V'dade estereasica de tripsina-like

gaiola.As mudas retiradas néo retornaram a gaiola A atividade estereasica foi determinada usando-
e tiveram suas folhas recolhidas para obtencéo do extraéeo substrato Nx-p-tosil-L-arginina metiéster (L-
foliar. As lagartas retiradas tiveram os intestinos extraidogaAME, 0,1 mM) a 25C em tampadris-HCI (0,1 M,

para obtencao do extrato enzimatico. Em cada horarigH 8,2) contendo 20 mM Cag@HUMMEL, 1959)A

de cada tratamento foram realizadas trés repeti¢6eghsorbancia foi medida a 247 nm durante 2,5 min, usando-
do extrato intestinal da lagarta (sendo utilizadas trége coeficiente de extingdo molar de 540t para
lagartas em cada repeticéo) e do extrato foliar das mud@gterminar a atividade das enzimas tripsike-Todas

retiradas (uma muda por repeti¢ao). as medidas foram realizadas em triplicata.
2.3. Obtencao dos extratos enzimatico e foliar 2.7 Atividade enzimatica de cisteino-poteases
As lagartas foram dissecadas em HCH(W) a A atividade de cisteino-proteases (cys-proteases)

4°C. O extrato enzimatico foi obtido através dofoj determinada com o uso de inibidores (adaptado
rompimento celular resultante de nove ciclos dejeERLANGEREet al., 1961). Foram misturados 0,59
congelamento em nitrogénio liquido e descongela_mentﬁ]L de tampao Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0); 10pL de extrato
em banho-maria a 37 °C, conforme metodologia utilizadgfoliar ou do intestino); e 0,1 mL do inibidor benzamidina
no Laboratorio de Enzimologia, Bioguimica de Proteinag10 mm).Ap6s 15 min de incubac&o a ¥, 0,5 mL

e Peptideos — BIOAGRO/UFRpOs os ciclos, frac6es (o substrato Ne-benzoil-L-arginininap-nitroanilida

de 1,_0 mL do extrato foram centrifugadas em FUbO%L—BApNA, 1,2 mM) foi adicionadoA velocidade foi
plasticos de 1,5 mL com tampas a 10.9@0r 30 min  monjtorada a 410 nm durante 2,5 min, usando-se o
a4 °C. O sobrenadante contendo o material sollivelyeficiente de extingdo molar de 8.800.bn*para

foi retirado e mantido a -18 °C para analises posterioregeterminar a atividade de cisteino-proteaSedas

O preparo do extrato bruto foi realizado a 4 °C,as medidas foram realizadas em triplicata.
de acordo com o método descrito por Ohta et al. (1986)Z 8. Inibico d t
As folhas pesadas e imediatamente congeladas e G40 de proteases
nitrogénio liquido foram trituradas em almofariz. O po A presenca de inibidores de proteases no extrato
obtido foi macerado em tampé&o fosfato de sédio 5@oliar e no extrato do intestino médioHéeucoceraea
mM, pH 6,5, na proporgao de 1:3 (p/v), e em seguiddoi determinada utilizando-se tripsina boviatividade
centrifugado a 17.20@por 60 min, a 4 °C, segundo ftriptica, na presenca de inibidores, consistiu no seguinte
metodologia descrita por Batista et al. (2002). Oprocedimento analitico, para a analise do test@i 50
sobrenadante foi armazenado a 18 °C negativos, pagp extrato; 50QiL do tampéo Tris-HCI (0,1 M, pH 8,2)
posterior analise contendo 20 mM de cloreto de calcio gh0da solucdo
de tripsina (4,7 x 1®M) foram adicionados a um tubo
de ensaio. Para o controle da enzima foram adicionados,
A concentragéo de proteina foi obtida pelo métoda outro tubo de ensaio, 550 do tamp&o Tris-HCI
descrito por Bradford (1976), utilizando-se como padraq0,1 M, pH 8,2) contendo 20 mM de cloreto de calcio
uma solugéo de 0,2 mg/mL de soroalbumina bovina (BSA) 50uL da solucio de tripsina (4,7 x% ). A mistura
contida em ambos os tubos (teste e controle da enzima,
respectivamente) foi incubada por 5 min, a temperatura
A atividade foi determinada usando-se azocaseinambienteApds o tempo de incubacao, 500da mistura
2% (p/v) como substrato e Tris-HCI (0,1 M, pH 8,0) de incubacéo, do teste e do respectivo controle, foram
a 37 °C como tampadQMARELLI et al., 1949)Apos retirados e adicionados a outro tubo com pgl@e
30 min, a atividade proteolitica foi interrompida com Tris-HCI 0,1 M, pH 8,2, contendo 20 mM de cloreto
a adicao de &cido tricloroacético 10% (v/v) e as amostrasle calcio e 50QL da solucao de L-BApNA 1,2 mM.
centrifugadas para remover a proteina precipitdada. A absorbancia da solucao foi determinada a 410 nm

2.4. Concentracéo de proteina

2.5.Atividade proteésica
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durante 2,5 min de reacds andlises foram feitas = "%
—@— Eucalipto

numa série de trés repeticdes. 1400 | T e
Os resultados foram convertidos em mg de tripsina‘g 1200 | /\‘\
inibida por grama de proteina, de acordo com a seguinte

1000 +

na (g)

equacao:
- - o ) AxB 800 -
mg de tripsina inibida/grama de proteina=

Cx1.000xP 600

Tripsina inibida (mg

em que: 400 -

A = absorbancia a 410 nm do controle — absorbancia 200 -
a 410 nm da amostra;

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

B = diluicdo da amostra;
Periodo de infestacgéo (h)

P = concentracdo, em g/mL, de proteina dos eXtr""'[OS;Iﬁgura 1 —Efeito do periodo de infestacéo de plantas de eucalipto

C = fator de tripsina, ou seja, o produto da atuacéo e de goiaba por lagartaski@ucoceraeaa producao

.. . de inibidores de proteases no extrato foliar
de 1pg de tripsina ativa sobre o substrato L-BApNA Figure 1 —The effect of the infestation period of eucalyptus

da uma leitura de absorbancia em 410 nm de 0,019 and guava plants by caterpillars.(€ucoceraea)
(adaptado dKAKADE et al., 1970). on proteinase inhibition in leaf extracts.
2.9.Analise estatistica Possivelmente os inibidores de proteases produzidos

ela goiabeira sejam moléculas mais adaptadas as proteases
. - ) o intestino d&. leucoceraeasendo, portanto, passiveis
no tempo foram realizadas utlllzanq_o o] |c3roced|mentoGle certo grau de hidrélise triptica como também
PROCANOVA do SAS com a espemﬂcgt_;ao PROF_IEE ossivelmente apresentem constante de inibicdo maior
(SAS, 1989). Os pressupostos da ana_llse de vananc%o que os inibidores produzidos pela planta de eucalipto.
foram testados usando o procedimento PROG, 5 entender o sucesso ou o fracasso da interferéncia
UNIVARIATE do SAS (SAS, 1989), e todos 0s dadosgg |ps no desenvolvimento de insetos herbivoros através
tiveram que ser transformados em l0g10 (X +1).  ge dieta artificial ou quando aplicados diretamente em
~ plantas, muitos fatores devem ser considerados, como:
3. RESULTADOS E DISCUSSAO a concentracado do,I®coeficiente de interacéo (Ki) com

A concentracdo de inibidores de proteases medidas proteases, a estabilidade do IP no intestino do inseto,
pela inibicdo de serinoproteases decresceu com o aumem@resenca de outros inibidores que possam inibir outras
do periodo de infestacéo de lagartas nas folhas de goiabe##égsses de proteases do intestino e a habilidade do inseto
mas nao nas folhas de eucalipto, e foi significativament@ara se adaptar a inibicdqfdGSMAeBOLTER, 1997).
maior nas folhas deste do que nas daquela (Figura f\lém disso, fatores alimentares desempenham papel
Wilks' Lambda=0,.000089; F=171,63;df . =9;df_ . . importante na severidade dos sintonBRQADWAY
=34.223; P<0,0001). Os resultados evidenciaram que &PUFFEY, 1986, 1988MARKWICK et al., 1995).
plantas de eucalipto produziram mais inibidores de proteases Alguns insetos conseguem se adaptar a
(IPs) do que as plantas de goiaba quando ambas forageterminados compostos de defesa produzidos pelas
atacadas pdt leucoceraegFigura 1) Portanto, permanece plantas. Lagartas @&podoptera frugiperdgor exemplo,
a questao: por que as plantas de eucalipto, mesnms#o capazes de suplantar os efeitos deletérios de
produzindo mais IPs, sdo mais atacadas por essas lagairitabidores de proteases de plantas de soja em dieta
do que as de goiab@&@m sido postulado um mecanismo artificial, possivelmente através de uma habilidade na
de defesa de plantas via producéo de inibidores dproducéo de novas enzimas tripsikaimenos sensiveis
proteases. Estes inibem proteases do intestino do inse®&Rs inibidores produzidos pelas plantas e ingeridos
0 que compromete o seu crescimento e desenvolvimentgglos insetos e, também, atravées da sintese de outras

podendo leva-lo & morEARMEReRYAN, 1992ILON classes de enzimdAULILLO etal., 2000QLIVEIRA
etal., 2006). etal, 2005;XAVIER et al., 2005PILON et al., 2006).

As analises de variancia com medidas repetidag
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Neste trabalho, lagartas alimentadas com folhasrcelinas, quitinases e canatoxin@ARLINI e
de eucalipto apresentaram maior concentragcdo d6ROSSI-DE-SA2002). Portanto, é possivel que as
protease total no intestino do que aquelas alimentadggantas de goiaba utilizem outras moléculas protéicas
com folhas de goiabeira (Wilks’ Lambda = 0,081418;para a defesa contra o ataque das lagartas, uma vez
F =6,85; df , crado— 97 Aicnominador— 34-223; P<0,0001, que elas apresentaram alta concentracéo de proteina
Figura 2). Esses dados indicam que o inseto possivelmentgis folhas, maior que a observada nas folhas de
tenha-se adaptado a alta concentracdo de IPs produzid@@canpto_
pelas plantas de eucalipto, através da producéo de
novas proteasef. maior concentracédo de protease 1
total no intestino de lagartas alimentadas com eucalipto -~ ng:t'j;‘:;
pode ser devida ao aumento da atividade de seringg 8
proteases, também observado nessas lagartas de for@a
mais acentuada do que naquelas alimentadas com folhgss 1
de goiabeira (Wilks’ Lambda = 0,040132; F = 10,45; £
df erado— 9 Arominaco— 34-223; P<0,0001; Figura 3).
Além disso, o extrato do intestino de lagartag.de
leucoceraeapresentou maior atividade de cisteino-g 2
proteases, indicando que possivelmente tenha ocorrid§)
sintese dessas enzimas quando as lagartas foragno -
alimentadas com folhas de eucalipto em relacdo as
alimentadas com folhas de goiabeira (Wilks’ Lambda T T T ) T
=0,065491; F=7,85;df . =9;df__ =34.223; ’ " * % ’ ” *
P<0,0001, Figura 4), Essa pode ser uma resposta do
inseto provavelmente como forma de adaptacéo adsigura 2 —Efeito do periodo de infestac&o de plantas de

P duzid | lantas d lioto. Deve- eucalipto e de goiaba por lagarta3.deucoceraea
S produzidos pelas plantas de eucalipto. Deve-se sobre a atividade proteolitica no seu intestino.

observar, entretanto, que a atividade de serino-proteasggyure 2 —The effect of the infestation period of eucalyptus
foi maior do que a de cisteino-proteases nos extratos and guava plants by caterpillars.(€ucoceraea)

dos intestinos das lagartas de eucalipto e goiaba (Figuras on the proteolytic activity of these caterpillars.
3 e 4), mostrando que serino-proteases séo as principais

enzimas proteoliticas produzidas nos intestinos dessas™ I
lagartas, o que esta de acordo com estudos anterior§s4 1 “o Goiabeira
acerca de outras espécies da ordem Lepidopterf, |
(PURCELLetal., 1992TERRAeFERREIRA 1994). g

= 10

4 4

(440nm

Periodo de infestagéo (h)

Apesar de apresentarem menor concentracao d% .
IPs do que o extrato foliar de eucalipto, as goiabeirag
tiveram maior quantidade de proteina total (Wilks’ €
Lambda =0,012219; F=19,.43; df  =9; df

. hum'erE}do'r denominador ©
=34.223; P<0,0001, Figura 5). Os inibidores de proteases 2 O—O/o\O
séo importantes proteinas utilizadas na defesa das plan'g%ls0 |

contra os insetos AWRENCEeKOUNDAL, 2002),

6 -

4 4

esteras

mas ndo sdo as Unicaklém disso, se ndo sédo 0 6 2 18 24 30 3 4 48 54
hidrolisados pelas proteases, ndo estao contribuindo, Periodo de infestagéo (h)

de forma direta, para a biodisponibilidade de amino&cidosigura 3 —Efeito do periodo de infestacéo de plantas de eucalipto
a serem utilizados para o crescimento e desenvolvimento e de goiaba por lagartas Hdeucoceraeaobre a

atividade de enzimas tripsililge no extrato intestinal.

do inseto. Oqtras moleculas' protéicas tambem pOderI‘gigure 3 —The effect of the infestation period of eucalyptus
estar envolvidas no mecanismo de defesa da planta, and guava plants by caterpillars. (ucoceraea)
tais como as lectinas, moléculas inativadoras de on the activity of trypsin-like enzymes of these
ribossomos dos tipos 1 e 2, inibidores de glico-hidrolases, caterpillars.
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a herbivoria podem ocorrer de diversas formas, através
da producgdo de compostos téxicos ou antinutritivos,
alteracdo da composicdo de constituintes nutricionais
ou protéicos, mudanca na textura foliar e na densidade
dos pélos, espinhos ou tricomas etCARBAN e
BALDWIN, 1997). Essas mudancas no fenétipo das
plantas podem torna-las resistentes ou suscetiveis
a um posterior ataque de herbivoria. Entretanto, em
resposta a esses mecanismos de defesa das plantas,
—° outros para suplanta-la podem se desenvolver nos
herbivoros MAURICIO eRAUSHER 1997). Essa
superacdo por parte dos herbivoros as defesas das
plantas pode ter ocorrido com as lagartasTde
leucoceraeaas plantas de eucalipto.

—@— Eucalipto
—O— Goiabeira

0,06

0,04

0,02

0,00 A

Atividade de cys-proteases ( HM/s)/ mg Proteina

0 é 1'2 1'8 2'4 3'0 3'6 4'2 4'8 54
Periodo de infestagao (h)

Figura 4 —Efeito do periodo de infestacédo de plantas de As plantas de eucalipto produzem mais inibidores
eucalipto e de goiaba por lagarta3 deucoceraea  de proteases do que as goiabeiras, mas sdo mais atacadas
isrﬁzgiiﬁ;t'v'dade de cisteinoproteases no extrat, g5 5 |agartas dE leucoceraeaque possivelmente

Figure 4 —The effect of the infestation period of eucalyptus se adaptou a defesa daquelas plantas através do aumento
and guava plants by caterpillars.(Eucoceraea) ~ da producdo de enzimas digestivas, tanto serino quanto
on the cis-proteinase activity of these caterpillars. cisteino-protease#é\s goiabeiras podem ter sido

favorecidas durante a sua longa histéria de coexisténcia
com as lagartas de leucoceraatravés da producao
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