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INTRODUCAO

As plantas sofrem alteracdes morfologicas e fisiologicas como adaptacdo a estimulos bidticos e
abioticos. Respostas de defesa ocorrem tanto no local do ataque quanto sistemicamente em outros 0rgaos
distantes desses locais (SCHILMILLER e HOWE, 2005).

Os estudos sobre extratos vegetais tém-se apresentado como uma alternativa promissora no controle
de pragas, reduzindo as aplicagdes de inseticidas quimicos sintéticos prejudiciais a saude humana e
causadores de desequilibrios ecologicos e impactos ambientais. Varias espécies de plantas tém sido
investigadas e testadas por possuirem compostos com potencial atividade fungicida e larvicida para diversas
espécies que causam ou transmitem doengas para as plantas, animais e para o homem (RODRIGUES et al.,
2005).

A analise protedmica das folhas de mamoeiros (Carica papaya L.) sadias e infectadas pelo virus da
meleira, Papaya meleira virus (PMeV), indicaram que a infec¢do com o PMeV induziu superexpressdo de
varias proteinas relacionadas ao estresse, dentre elas, quitinases, glucanases e peroxidases (RODRIGUES et
al., 2011). Observa-se, portanto, que estas enzimas estdo envolvidas no processo de protecdo contra
patégenos em plantas e as quitinases, por exemplo, atuam nas plantas como biopesticidas, com agdo toxica
em fungos e larvas de insetos (HIRAYAMA et al., 2004). A presenca de lectina ja foi determinada em
sementes de C. papaya (WANG et al., 2011) e extratos contendo lectinas foram utilizados no combate as
larvas de Aedes aegypti, ocasionando a paralisam a digestdo das larvas e provocando a sua morte por
desnutricdo (SANTOS et al., 2009).

Uma caracteristica fisico-quimica em comum nas proteinas citadas (quitinases, glucanases, lectinas e
peroxidases) ¢ que o peso molecular estd numa faixa entre 20 a 60 KDa, sendo possivel entdo a separagéo

por precipitagdo pelo sulfato de amoénio.
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Este estudo propds extrair proteinas em estado nativo de folhas de mamoeiros sadios e infectados

pelo PMeV, concentrar proteinas envolvidas no mecanismo de defesa da planta e avaliar atividade citotoxica

dos extratos proteicos no fungo fitopatogénico Chalara paradoxa e em larvas de A. aegypti.

MATERIAL E METODOS

Extracdo e concentracio de proteinas

As folhas de mamoeiros sadios e infectados pelo PMeV foram maceradas em nitrogénio liquido e
armazenadas em -80 °C. Para a extragdo de proteinas no estado nativo, 2 g de amostra foram maceradas em
6mL do tampao acetato de sédio (CH;COONa, 50 mM, pH 5), gelado. O material foi centrifugado (4000 rcf,
4 °C, 20 min) e o sobrenadante foi coletado e armazenado em -20 °C.

Com o objetivo de concentrar proteinas de peso molecular de 20 a 60 kDa, foi adicionado sulfato de
amonio aos extratos foliares, na concentracdo 0-30%. Os extratos ficaram em repouso no gelo por 1 h e
depois centrifugados (4000 rcf, 4 °C, 20 min). O precipitado foi descartado e ao sobrenadante adicionaram-se
mais sulfato de amdnio (30-70% de saturagdo). Novamente os extratos ficaram em repouso no gelo por 1 he
depois centrifugados (4000 rcf, 4 °C, 20 min), sendo que nesta etapa o sobrenadante foi descartado e o
precipitado (concentrado de proteinas) foi ressuspendido em 6 mL de tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5.

Ap6s a pré-concentragdo pelo sulfato de amonio, os extratos proteicos foram dialisados (em membrana
de poro 2 kDa) durante 18 h em 4 L de tampao de acetato de sodio (50 mM, pH 5), a 4 °C. Apos a dialise, os
extratos de proteinas foram congelados a -80 °C e concentrados em um liofilizador. O produto proteico seco,

obtido apds liofilizagdo, foi ressuspendido em 5 mL de tampao de acetato de sodio (50 mM, pH 5).

Microdiluicdo seriada e avaliacdo antifingica dos extratos proteicos

O fungo C. paradoxa (c6digo E-411 da micoteca do INCAPER) foi pré-inoculado em meio de cultura
(caldo nutriente, enriquecido com 2% glicose - CNG), e cultivado sob agitagdo por 24 h, a 28 °C. Foram
pipetados 500 uL do pré-indculo e diluido em 50 mL de CNG. Esta mistura foi homogeneizada em agitador
do tipo “vortex” por 1 minuto e em seguida filtrada em compressas de gazes estéreis. A partir deste ponto
foram preparadas microdiluigoes seriadas, baseadas na Norma M38-A (NCCLS, 2002). Foram feitas
aliquotas de 150 pL em placas para cultura de células de 96 pocos (tipo ELISA). Foi acrescentado ao
primeiro pogo da placa 150 uL de extrato proteico e homogeneizado com refluxo da pipeta. Em seguida, 150
uL eram retirados do 1° poco e transferidos para os pogos seguintes (Figura 1), sendo zero a concentragdo de
extrato proteico no 11° pogo e somente meio de cultura (branco) no 12° pogo. Para cada amostra de extrato

proteico foram feitas duplicatas das microdiluigdes e trés repeti¢des independentes.
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FIGURA 1. Esquema da microdiluicdo seriada em placas para cultura de células visando a avaliagdo

antifiingica dos extratos proteicos.

Efeito larvicida dos extratos protéicos

Ovos de 4. aegypti, coletados em placas de compensado de madeira, foram colocados para incubar a
28°C, por 24 horas em agua para que ocorresse a eclosdo e liberacdo das larvas. Extratos proteicos
previamente purificados foram preparados nas concentragdes 100%, 75%, 50% 25% e zero. As larvas foram
coletadas, contadas e separadas em 10 unidades por tubo, contendo 1 mL de extrato. Os experimentos foram
realizados no delineamento experimental em blocos casualizados, com trés repeti¢des e feitos em duplicata,

totalizando 60 larvas por concentragdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos proteicos, feitos a partir do tampao de acetato de soédio (50 mM, pH 5) foram divididos
em Al e B1, sendo Al - extrato proteico de folhas sadias, e B1 - extrato proteico de folhas infectadas pelo
PMeV. Apés fracionamento por sulfato de amoénio, didlise e concentragdo por liofilizador, os extratos
proteicos Al e B1 passaram a se chamar A2 e B2 respectivamente. As analises em eletroforese de proteina
(PAGE) mostraram que os extratos proteicos apresentaram bandas que variaram de 15 a 220 kDa e observa-
se um aumento na concentragdo das proteinas com peso molecular entre 20 a 60KDa nos extratos A2 ¢ B2

(Figura 2).
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FIGURA 2. Eletroforese de proteina (PAGE) onde M - Marcador Molecular "Benchmark" Life®, Al e B1
extratos proteicos, feitos a partir do tampao de acetato de sddio (50 mM, pH 5), sendo Al -
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extrato de folhas sadias e B1 - extrato de folhas infectadas pelo PMeV. Apds fracionamento por
sulfato de amodnio, dialise e concentragdo por liofilizador: A2 - extrato de folhas sadias e B2 -
extrato de folhas infectadas pelo PMeV. Em destaque observa-se um aumento na concentragao
das proteinas entre 20 a 60KDa.

Os extratos Al, B1, A2 e B2 foram utilizados em ensaios de microdiluigdo seriada, com o fungo C.

paradoxa, visando avaliar da capacidade antifingica dos extratos (Figura 3).
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FIGURA 3. Resultado da microdilui¢do seriada, obtido a partir dos extratos proteicos totais Al e Bl e dos
extratos concentrados A2 e B2. As folhas infectadas (extratos B1 e B2) apresentaram maior
quantidade de proteinas com agdo antifiingica. A coluna 11 apresenta os pogos com as aliquotas
do meio de cultura com fungo, sendo zero a concentragdo de extrato proteico. Na coluna 12, os
pogos apresentam somente meio de cultura (branco). Para cada amostra foram feitas duplicatas e
trés repeticdes independentes.

O extrato proteico das folhas de mamoeiro sadio, A1, ndo apresentou acdo fungicida em nenhuma das
dilui¢des. O extrato B1, de folhas de mamoeiro infectados pelo PMeV, apresentou agdo fungicida na diluigdo
de 12,5%. O extrato proteico concentrado A2 conseguiu inibir o crescimento do fungo na dilui¢do de 25%.
Os melhores resultados foram obtidos com o extrato B2, onde apenas 6,2% de diluigdo foi eficaz na agéo
fungicida, contra o C. paradoxa. Os resultados deste trabalho ainda corroboram com os de Rodrigues et al.
(2011), onde foi observado que o mamoeiro quando infectado pelo PMeV superexpressava proteinas
relacionadas a defesa. Os extratos feitos, usando o tampao acetato de sodio, permitiu a extragao das proteinas
totais em seu estado nativo. Ja o fracionamento por sulfato de amonio separou proteinas de peso molecular
entre 20 a 60KDa (como quitinases, lectinas, peroxidades).

Os extratos Al, B1, A2 e B2 também foram utilizados nos ensaios sobre o efeito larvicida. Ndo houve
mortalidade significativa das larvas de A. aegypti em nenhuma das dilui¢cdes dos extratos Al, Bl e A2.Ja o

extrato B2 apresentou eficiente mortalidade das larvas (p<0,01) nas concentracdes 100% e 75% (Tabela 1).
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TABELA 1. Mortalidade das larvas de 4. aegypti ap6s 24 h de exposi¢do em diferentes dilui¢des do extrato
proteico B2.

Concentracio do extrato (%) Mortos acumulados Mortalidade (%)
100 60 100
75 52 86,6
50 18 30
25 8 13,3
Zero 2 33
CONCLUSOES

Entender como as plantas se protegem ¢ essencial para obtengdo de variedades resistentes, sempre
visando o aumento da producdo e a qualidade dos alimentos.

A metodologia utilizada neste trabalho na extracdo e concentracdo de proteinas em seu estado nativo,
obtidas a partir das folhas de mamoeiros sadios e infectados pelo PMeV, evidenciaram atividade citotoxica
para o fungo C. paradoxa e para larvas de A. aegypti.

A extragdo de proteinas envolvidas no mecanismo de defesa da planta contra patogenos apresentaram
um grande potencial biotecnologico, onde extratos de folhas de mamoeiro podem ser utilizados como

fungicidas e larvicidas naturais.
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