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RESUMO

O Brasil € um pais essencialmente agricola, sendo destaque na citricultura mundial,
principalmente na produgéo e exportagdo de citros in natura e suco concentrado.
Apesar da relevancia econémica, as plantacdes sao gravemente afetadas por pragas
e patdégenos, muitos dos quais possuem poucas medidas de controle efetivas. O
Huanglongbing (HLB), conhecido como greening em alguns paises, é considerado a
doenca mais grave e destrutiva do género citros, afetando o crescimento,
amadurecimento e morfologia dos frutos. Os agentes causais do HLB s&o bactérias
restritas ao floema da espécie Candidatus Liberibacter spp., que séo transmitidas pelo
psilideo asiatico dos citros, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). Como
consequéncia do HLB, os frutos apresentam baixo teor de suco e alta acidez, tornando
inviavel sua comercializacéo e resultando em sérias perdas econémicas. Atualmente,
o controle do HLB se d& pelo monitoramento das mudas e uso de produtos quimicos,
porém é um método trabalhoso e nem sempre eficaz, podendo gerar resisténcia dos
insetos. Dessa forma, novas tecnologias sdo necessarias, sendo o desenvolvimento
de plantas superexpressando inibidores de cisteino-peptidases (cistatinas) uma
alternativa interessante. Os hemipteros utilizam diversas proteases em seu processo
digestivo, principalmente do tipo cisteino-peptidase e, portanto, a interagcdo entre
cistatinas e cisteino-peptidases pode afetar o crescimento e desenvolvimento dos
insetos-praga. Assim, este trabalho teve como objetivo a expressao heteréloga de
cistatinas recombinantes de Citrus clementina (CclemCPI-1 e CclemCPI-3) e Citrus
sinensis (CsinCPI-2) em Escherichia coli e purificacdo por cromatografia de afinidade.
Essas proteinas purificadas foram utilizadas para avaliacdo da atividade inibitéria em
dieta artificial para D. citri, nas concentracdes de 1 e 2 mg/mL, visando observar algum
efeito no desenvolvimento do psilideo. Nos ensaios realizados em dieta artificial
contendo as proteinas purificadas foi observada mortalidade consideravel para a
proteina CclemCPI-1, com 26,97% na dosagem de 1 mg/mL e 48% na dosagem de 2
mg/mL. Nos ensaios com as proteinas CclemCPI-3 e CsinCPI-2 foi observada uma
mortalidade de 6 e 8%, respectivamente, na maior concentracdo. Esses dados
sugerem uma possivel interferéncia no desenvolvimento do inseto. Entretanto, sera
necessario a realizacdo de novos testes para padronizacdo dos resultados, assim

como investigar a interacao cistatina-peptidase e avaliar por dose-dependéncia.

Palavras-chave: Citros; Huanglongbing; HLB; cistatina; Diaphorina citri; dieta artificial.



ABSTRACT

Brazil is an essentially agricultural country, being highlighted in citriculture worldwide,
especially in the production and export of citrus in natura and concentrated juice.
Despite its economic relevance, the crops are severely affected by pests and
pathogens, many of which have few effective control measures. Huanglongbing (HLB),
known as greening in some countries, is considered the most serious and destructive
disease of citrus, affecting growth, ripening, and fruit morphology. The causal agents
of HLB are phloem-limited bacteria of the species Candidatus Liberibacter spp. that
are transmitted by the Asian citrus psyllid, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera:
Liviidae). As a consequence of HLB, the fruits are characterized by low juice content
and high acidity, which make their commercialization unfeasible and lead to serious
economic losses. Currently, HLB control is done by monitoring seedlings and using
chemicals, but it is a laborious method and not always effective, and may generate
insect resistance. Thus, new technologies are needed, and the development of plants
overexpressing inhibitors of cysteine-peptidases (cystatins) is an interesting alternative.
Hemiptera use several proteases in their digestive process, mainly of the cysteine-
peptidase type and, therefore, the interaction between cystatins and cysteine-
peptidases can affect the growth and development of pest insects. Thus, this study
aimed the heterologous expression of recombinant cystatins from Citrus clementina
(CclemCPI-1 and CclemCPI-3) and Citrus sinensis (CsinCPI-2) in Escherichia coli and
purification by affinity chromatography. These purified proteins were used to evaluate
the inhibitory activity in artificial diet for D. citri, at concentrations of 1 and 2 mg/mL, in
order to observe any effect on the psyllid development. In the tests performed in
artificial diet containing the purified proteins, a considerable mortality rate was
observed for CclemCPI-1 protein, with 26.97% at 1 mg/mL and 48% at 2 mg/mL. In
the assays with CclemCPI-3 and CsinCPI-2 proteins, mortality of 6 and 8%,
respectively, was observed at the highest concentration. These data suggest a
possible interference in insect development. However, further tests will be necessary
to standardize the results, as well as to investigate the cystatin-peptidase interaction

and evaluate for dose-dependence.

Keywords: Citrus; Huanglongbing; HLB; cystatin; Diaphorina citri; artificial diet.
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1 INTRODUCAO

A agricultura corresponde a um setor significativo da economia nacional,
com desenvolvimento de tecnologias que aumentaram a produtividade em fungéo da
area total plantada (NEVES et al., 2010). Entre os produtos exportados, as laranjas
possuem destaque, sendo o Brasil lider de producdo no ambito mundial, seguido pela
China, Unido Europeia e Estados Unidos (USDA, 2021), tendo como principais
destinos Unido Europeia, Estados Unidos, Japao e China (CITRUSBR, 2020). No
entanto, muitas pragas sao responsaveis por causar danos significativos as
plantacdes, gerando perdas econdmicas. Como exemplo, a regido da Florida recebia
destaque pela citricultura, mas a descoberta do Huanglongbing em 2005 reduziu a
producdo em 74% (SINGERMAN & ROGERS, 2020). Em 2020, o levantamento anual
feito pelo Fundecitrus indicou que 20,87% das laranjeiras do cinturdo S&o
Paulo/Triangulo Mineiro possuiam sintomas da doenca, correspondendo a 41 milhdes
de arvores (FUNDECITRUS, 2020).

Apesar da importancia da doenc¢a no cenario econdémico, ainda ndo ha
medidas de controle para os danos e a velocidade de disseminacdo. Atualmente faz-
se 0 monitoramento de mudas visando a erradicagdo de plantas infectadas, assim
como do inseto vetor (BOVE, 2006; BELASQUE JUNIOR et al., 2010). O psilideo
Diaphorina citri possui um ciclo de vida curto, com duracédo de cerca de 12-43 dias,
sendo composto pelos estagios ovo, ninfa com cinco instares e adulto, sendo sensivel
a temperatura e desenvolvendo-se entre 25-32°C (HALBERT & MANJUNATH, 2004,
LOPES et al., 2015).

Tendo em vista que os insetos requerem diversas proteases para
completar seu desenvolvimento, principalmente aquelas usadas em processos
digestivos, as plantas, em resposta, coevoluiram com os inibidores de protease, que
atuam na defesa diante dos danos mecanicos. Visto a importancia dessas proteinas
nas plantas, as cistatinas da cana-de-aglcar foram caracterizadas por n0sso grupo
de estudo: CaneCPI-1 (SOARES-COSTA et al.,, 2002), CaneCPI-2, CaneCPI-3
(GIANOTTI et al., 2006), CaneCPI-4 (GIANOTTI et al., 2008), CaneCPI-5 (MIGUEL,
2014; SANTIAGO et al., 2017) e CaneCPI-6 (MIGUEL, 2014), apresentando potencial
inibitério contra catepsinas e legumainas (RIBEIRO et al., 2008; VALADARES et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2011; SANTOS-SILVA et al., 2012; FONSECA et al., 2012,
SOARES-COSTA et al., 2012; SOARES-COSTA et al., 2014; FERRARA et al., 2015).
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Ferrara e colaboradores (2015) caracterizou uma cisteino-peptidase do tipo catepsina
B com funcéao digestiva de D. citri, que foi eficientemente inibida pela cistatina de cana-
de-acucar CaneCPIl-4. Além disso, o grupo ja caracterizou diversas cistatinas de
Citrus sinensis e Citrus clementina, denominadas CsinCPI e CclemCPI,
respectivamente, e numeradas de 1 a 6 (SCHNEIDER et al., 2020).

Portanto, o estudo das cistatinas de citros com ac¢ao contra o vetor do
HLB se faz importante, sendo uma estratégia alternativa e especifica para o controle
da doenca, visto que pode atuar diretamente no desenvolvimento do vetor. Diante da
comprovada inibicdo da catepsina do tipo B de D. citri in vitro (FERRARA et al., 2015),
ensaios in vivo utilizando cistatinas de citros podem apresentar maior eficacia, pois
sdo plantas que manifestam a doenca. Dentre os métodos para confirmar a inibi¢éo,
as dietas artificiais apresentam resultados promissores quanto a resposta do
organismo aos inibidores, possibilitando avaliar a sobrevivéncia e a influéncia no

desenvolvimento.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 A citricultura e aimportancia mundial

Os citros fazem parte da familia Rutaceae, que possui cerca de 160
géneros e mais de 1600 espécies. Sao cultivos de interesse global, tendo sua origem
precisa desconhecida devido & geracdo de hibridos por cruzamentos ou selegcéo
artificial (TALON et al., 2020). O género Citrus engloba diversas plantas, incluindo
laranjas, tangerinas, limas e limdes, tendo provavel origem na Asia, em regifes de
clima tropical e subtropical, sendo trazido ao Brasil pelos portugueses (MATTOS
JUNIOR et al., 2005).

A citricultura apresenta relevancia mundial, tendo destaque para a
producdo de laranja, na qual o Brasil é lider (USDA, 2023), representando 22,1% da
producdo em 2020 (EMBRAPA, 2020), sendo exportador de frutos e suco, além de
subprodutos como 6leos essenciais, D-limoneno, terpenos e farelo de polpa citrica
(NEVES et al., 2010). A principal regido produtora corresponde ao cinturéo citricola,
representado pelo estado de S&o Paulo e o Triangulo/Sudoeste Mineiro, numa area
de 461.921 hectares, sendo 86% referente a laranjas (FUNDECITRUS, 2022b)

A estimativa da safra de 2021/2022 foi encerrada com 262,97 milhGes
de caixas de 40,8 kg (FUNDECITRUS, 2022b), sendo 16.722.488 toneladas de laranja
no més de dezembro de 2022 (IBGE, 2022), com previsao de 316,23 milhdes de
caixas para a proxima safra de 2022/23, de acordo com a reestimativa realizada em
fevereiro de 2023 pelo Fundecitrus (FUNDECITRUS, 2023). Desta producédo, ha a
exportacdo majoritaria na forma de suco concentrado e congelado ou ndo concentrado,
tendo como principais destinos a Europa, os Estados Unidos e a China (CITRUSBR,
2020; FUNDECITRUS, 2022c).

A oscilacao na producéo se deve a eventos climaticos, principalmente
relacionados ao indice pluviométrico, em que as poucas chuvas, somado ao clima
quente e seco, levam a reducédo da quantidade de frutos (FUNDECITRUS, 2022c), ou
a queda prematura devido aos temporais (FUNDECITRUS, 2023). Além disso, outro
fator constante e agravante sdo as doencas e pragas causadas por bactérias, fungos,
virus e nematoides (SANTOS FILHO; MAGALHAES; COELHO, 2005), sendo o
Huanglongbing (HLB), ou greening, a mais preocupante atualmente. Desde a sua

detecgdo na Florida, em 2005, antigo maior produtor de laranja dos Estados Unidos,
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0s pomares tém sofrido constantemente, chegando a alcancar queda de 74% da
produtividade (USDA, 2022; SINGERMAN & ROGERS, 2020). A reducéao drastica foi
crescente ao longo dos anos, com producao 203,2 milhdes de caixas em 1995/1996
e declinio para 45 milhdes de caixas em 2017/2018 (FDOC, 2018).

No Brasil, a doenca foi detectada em 2004, no estado de Sao Paulo
(COLETTA-FILHO, 2004; TEIXEIRA et al., 2005a), com aumento significativo da
incidéncia, chegando a dobrar a cada ano entre 2008 e 2012. Apesar disso, 0 pais
conseguiu manter a produtividade de cerca de 330 milh6es de caixas nas ultimas
décadas e até aumentar a produtividade na safra de 2019/2020 (BASSANEZI et al.,
2020). No entanto, o HLB ainda € um problema, com avanco da incidéncia de 22,37%
para 24,42% em 2022, representando cerca de 48,67 milhdes de arvores

(FUNDECITRUS, 2022a), reforcando a necessidade de se conter a disseminacao.

2.2 Huanglongbing

Descrito inicialmente na China, em 1919, o Huanglongbing ja
apresentava relatos em 1700, na india, baseado na sintomatologia caracteristica de
brotos amarelados, muitas vezes confundido com deficiéncia de minerais.
Posteriormente, a doenca propagou-se para outros paises e continentes, visto a
capacidade de transmissdo via enxertia e inoculacdo de material propagativo
contaminado (GOTTWALD, 2010), sendo descrito com diferentes homenclaturas na
Africa do Sul, Filipinas, Indonésia e Tailandia (BOVE, 2006).

Os agentes associados a doenca sdo bactérias Gram-negativas do
género Candidatus (C.) Liberibacter (L.), restritas ao floema e néo cultivaveis até o
momento (HALBERT & MANJUNATH, 2004), sendo trés espécies conhecidas: C.L.
asiaticus, C.L. africanus e C.L. americanus — CLas, CLaf e CLam, respectivamente
(TEIXEIRA et al., 2005b; BOVE, 2006; TEIXEIRA et al., 2008). No Brasil, as espécies
CLas e CLam estdo presentes, sendo a primeira mais severa (GOTTWALD; DA
GRACA; BASSANEZI, 2007) e com maior incidéncia (CANALE; KOMADA; LOPES,
2019) devido a rapida multiplicacéo e contagio entre citros (GABRIEL et al., 2020).

A transmissao desses microrganismos ocorre por meio de dois insetos-

vetores: Diaphorina citri Kuwayama, 1908 (Hemiptera: Liviidae) (Figura 1) na Asia e
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Ameérica e Trioza erytreae Del Guercio, 1918 (Hemiptera: Triozidae) na Africa. Apesar
das diferentes espécies, 0s sintomas provocados sdo 0s mesmos e o diagnostico €
de dificil determinacao, visto a inespecificidade e semelhan¢a com outras patologias
(DA GRACA & KORNSTEN, 2004; BOVE, 2006; TEIXEIRA et al., 2008).

Figura 1 — Psilideo Diaphorina citri
Inseto responsavel pela transmisséo da bactéria causadora do HLB.
Fonte: Manual de Psilideo Diaphorina citri — Fundecitrus, 2018.

Os sintomas (Figura 2) variam com a idade e o estagio de infecc¢éao,
sendo possivel aparecer em toda a extensdo ou estar restrito a um setor,
apresentando secdes sadias e infectadas em uma mesma planta (OBERHOLZER,;
VON STANDEN; BASSON, 1965; DA GRACA & KORNSTEN, 2004). De modo geral,
observa-se folhas amareladas, com manchas irregulares e sem simetria nas duas
metades (GOTTWALD; DA GRACA; BASSANEZI, 2007). Os frutos sdo pequenos,
esverdeados (nomeando a doenca, anteriormente, de greening) e deformados,
decorrentes do amadurecimento inadequado. Além disso, caem precocemente e
ocorre a inversao de cores na maturagdo. Internamente, apresentam a parte branca
da casca mais espessa, sabor mais acido e amargo e sementes nao desenvolvidas
(OBERHOLZER; VON STANDEN; BASSON, 1965; DA GRACA & KORNSTEN, 2004;
BOVE, 2006).
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Figura 2 — Sintomas do HLB em laranja doce.

A. Folhas amareladas e manchadas; B. Comparacéo de frutos infectados (esquerda) e sadios (direita);
C. Inversé@o de cores observado nos frutos infectados; D. Comparagao da parte interna da laranja, em
que o fruto infectado (direita) apresenta assimetria e sementes abortadas.

Fonte: Adaptado de Bové, 2006.

Atualmente, ainda ndo existem métodos curativos para o HLB, sendo o
seu tratamento baseado na identificacdo precisa de mudas infectadas e controle da
doenca e do inseto-vetor, evitando 0 avanco e a disseminagdo. Uma vez detectada,
as plantas doentes devem ser eliminadas completamente, além de fiscalizar as
arvores ao redor, visto o periodo de laténcia das bactérias, em que ndo ha
manifestacdo dos sintomas. Dessa forma, faz-se necessario o plantio de mudas
sadias (BOVE, 2006; BELASQUE JUNIOR et al., 2010).

O monitoramento dos psilideos deve ser feito visualmente,
inspecionando as mudas do pomar, principalmente aquelas localizadas nas bordas,
assim como o uso de armadilhas adesivas em pontos estratégicos, com avaliacées
periddicas e trocas regulares (FUNDECITRUS, 2018). Um dos métodos de controle
consiste no uso de inseticidas sistémicos e de contato direcionados ao vetor, tendo
como objetivo controlar a populacéo e sua dispersdo (BOVE, 2006). A escolha dos
produtos quimicos utilizados deve ser baseada na incidéncia do inseto nos pomares,
sobretudo no final do outono e do verdo, caracterizados por surtos vegetativos, além
de seguir um ciclo de rotacdo e pulverizacdo adequado, evitando a resisténcia e
aumentando a eficacia (FUNDECISTRUS, 2018)

Outro método corresponde ao controle bioldgico, utilizando parasitas
naturais (BOVE, 2006). No Brasil, existe a vespa Tamarixia radiata, que deposita seus

ovos embaixo das ninfas de D. citri, que sao utilizadas como alimento no processo de
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desenvolvimento das larvas, matando-as no processo (HALL et al., 2009). Devido a
sua especificidade, ndo ha efeitos em outras espécies de insetos ou plantas, sendo
utilizadas principalmente em locais abandonados ou sem controle quimico
(FUNDECITRUS, 2018).

Dentre os métodos, 0 uso intensivo de inseticidas tem se mostrado
ineficaz em novas plantagfes, principalmente quanto a introducdo do inseto-vetor
(HALL et al., 2009; GOTTWALD, 2007; BERGAMIN FILHO et al., 2009), além de seu
efeito variar conforme as condi¢cfes climaticas, podendo ser lavado pelas chuvas,
(ICHINOSE et al., 2010), assim como possibilitar o desenvolvimento de resisténcia
pelo uso inadequado (TIWARI etal., 2011; HALL et al., 2012). De modo geral, também
ndo ha compatibilidade entre os quimicos e a T. radiata, impossibilitando seu uso em
conjunto (HALL et al., 2009).

2.3 Diaphorina citri

O inseto D. citri, também conhecido como psilideo-asiatico-dos-citros,
esta presente no estado de Sdo Paulo desde 1942 na forma néo infectante (PARRA
et al.,, 2010), sendo uma praga inicialmente secundaria (GALLO et al., 2002;
SINGERMAN & ROGERS, 2020). E um inseto cosmopolita, originario da Asia, de
coloracdo cinza e asas com manchas escuras, que mede cerca de 2-3 mm de
comprimento (PARRA et al., 2010; MIRANDA, 2018).

O vetor possui como hospedeiros membros da familia Rutaceae, como
a planta ornamental Murraya paniculata e os citros. Durante o desenvolvimento,
prefere brotos em crescimento, processo conhecido como flush, sendo essencial para
o aumento populacional (BOVE, 2006; PARRA et al., 2010), e tendo como
caracteristica marcante a disposicdo dos adultos em angulo de 45° em relacdo a

superficie da planta durante a alimentacéo (LOPES et al., 2015).

O ciclo de vida é composto pelos estagios ovo, ninfa com cinco instares
e adulto (Figura 3), sendo os ovos de coloracdo amarelada e depositados proximos a
gemas recém-brotadas. As ninfas se alimentam de seiva e secretam cera nas folhas,
permitindo o posterior crescimento de fungos, e os adultos sdo capazes de se
alimentar de folhas jovens e desenvolvidas (PARRA et al., 2010; HALL et al., 2012).



20

Nesse ciclo, a bactéria € adquirida por ninfas (4° e 5° instar) e adultos através da seiva
do floema de plantas infectadas, permitindo a transmisséo para mudas sadias através
do mesmo meio (BELASQUE JUNIOR et al., 2010). Além disso, a aquisi¢cao apresenta
maior eficiéncia na fase ninfal (INOUE et al., 2009).

NINFAS

ADULTOS

Figura 3 — Ciclo de vida do inseto vetor
Fonte: Adaptado de Manual de psilideo Diaphorina citri — Fundecitrus, 2018.

2.4 Peptidases

As peptidases, também conhecidas como proteases ou proteinases
(RAWLINGS et al., 2007), sdo enzimas proteoliticas que catalisam a degradacédo de
proteinas. Atuam em diversos processos bioldgicos e fisioldégicos (PAGE & CERA,
2008), como digestao, inflamacao, ativacdo de pro-enzimas (OLIVEIRA; XAVIER-
FILHO; SALES, 2003), processamento de informacdes celulares, regulagéo,
modulag&o e amplificac&o da sinalizac&o, entre outros (LOPEZ-OTIN & BOND, 2008).
Sua acao decorre da hidrélise de ligacbes peptidicas para fornecimento de
aminoacidos para a dieta (WOLFSON & MURDOCK, 1990) e estdo presentes em
todos os organismos, desde bactérias a eucariotos superiores, compondo cerca de 2%
do total de proteinas (VERMELHO et al., 2008).

Essas enzimas séo divididas em classes de acordo com seu mecanismo
catalitico, no residuo de aminoacido presente no sitio catalitico e na ancestralidade
(PAGE & CERA, 2008), sendo sete tipos: aspartil peptidases, cisteino peptidases,

glutamil peptidases, asparagino peptidases, metalo peptidases, serino peptidases,
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treonino peptidases (RAWLINGS; BARRETT; FINN, 2015), além de dois hovos grupos
para sitios desconhecidos e mistos (RAWLINGS, 2020).

2.4.1 Cisteino-peptidases

As cisteino-peptidases possuem um residuo de cisteina em seu sitio
ativo, estando presentes em plantas, animais, bactérias, virus, parasitas e insetos.
Entre as mais conhecidas, destacam-se a papaina, as catepsinas, as calpainas, a
ficina e a bromelina. Essa classe atua em diversos processos fisiologicos dos
organismos, como crescimento, desenvolvimento, mobilizacdo de proteinas de
reserva, sinalizacao celular, resposta a estresse bibtico e abidtico, senescéncia e
apoptose (WILKESMAN, 2017), além de atuar no processo digestivo de nematoides,
artropodes e insetos (OLIVEIRA; XAVIER-FILHO; SALES, 2003), principalmente das
ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Thysanoptera (JONGSMA & BEEKWILDER,
2011).

A papaina é a enzima modelo da familia C1, sendo necessario o grupo
tiol da cisteina para exercer sua atividade, além dos residuos Cys-25 e His-159 no
sitio catalitico, sendo conservados em todos os membros. O mecanismo geral de acéo
(Figura 4) dessa familia consiste em uma série de etapas, iniciando pela ligagdo nao
covalente da enzima livre com o substrato, resultando no intermediario tetraédrico. Em
seguida, ocorre a acilacéo da peptidase com formacao e liberacdo do primeiro produto
enzimatico, o grupo amino R’'NH2. Na etapa seguinte, a acil-enzima reage com uma
molécula de &agua, levando a deacilacdo e formagdo de um segundo produto
(RCOOH). Quando liberado, a enzima é regenerada (STORER & MENARD, 1994).

o]
4
- - NHR' ‘It diario tetraédri
ntermediario tetraédrico
E—SH = R‘I*NH R'
—E

(o]
R4
[o}

o H.,0 . | Acilagéo e
Hldro.:lsem, ’ HN=R" | liberagao do
ﬁ:::;:;:o d: R P primeiro produto
enzima S—E

Figura 4 — Representacdo do mecanismo de agdo de cisteino peptidases
Fonte: Adaptado de Fricker, 2010.
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Visto que os insetos dependem diretamente de enzimas para o
fornecimento de nutrientes, o conhecimento do tipo de protease presente no intestino
€ essencial para entender a interacdo com inibidores de protease, sendo o alvo de
diversos estudos acerca do crescimento e desenvolvimento dos mesmos (WOLFSON
& MURDOCK, 1990).

2.5 Cistatinas

As cistatinas séo inibidores de cisteino-peptidases e atuam de forma
reversivel, competindo com o substrato pelo sitio catalitico da enzima (BARRETT,
1987), sendo denominados fitocistatinas se forem de origem vegetal (VIDAL, 2003).
A superfamilia das cistatinas possui trés motivos conservados, presentes em todos 0s
membros: o motivo central, contendo glutamina, valina e glicina (Q-x-V-x-G, sendo x
qualquer aminodacido); um dipeptideo prolina-triptofano (PW) ou leucina-triptofano (LW)
na porcdo C-terminal; e uma glicina (G) na regido N-terminal. Essas estruturas
participam no processo de inibicdo das enzimas alvo por meio da formacao de loops
que se ligam ao sitio ativo e conferem estabilidade a essa estrutura (TURK & BODE,
1991; BENCHABANE et al., 2010).

As cistatinas coevoluiram com as cisteino-peptidases e protegem as
células de protedlises ao regular processos fisioldgicos, como reproducao, deposi¢ao
e mobilizacdo de proteinas de reserva (TURK; BODE, 1991; BENCHABANE et al.,
2010). Também estdo ativas em momentos de estresse abibtico, assim como na
defesa contra herbivoros e insetos. Os artropodes utilizam de cisteino-peptidases no
processo de herbivoria, caracterizando essa classe de proteinas como potenciais
alvos para estratégias que visem o controle de pragas e patdgenos. A inibicdo das
cisteino-peptidases, ocasionada pela interagdo peptidase-cistatina, representa uma
alternativa importante, podendo resultar no controle populacional sem maiores danos
ambientais, além de substituir inseticidas (CASARETTO & CORCUERA, 1995;
BENCHABANE et al., 2010).

Para investigar se existe uma possivel interacdo entre as cisteino
peptidases do inseto Diaphorina citri e as cistatinas, existem trés abordagens a serem
utilizadas: realizagao de ensaios in vitro a partir da extragao das enzimas do intestino

do inseto e incubacdo das enzimas com as cistatinas para verificar agao inibitoria;
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adicao de cistatinas em dietas artificiais para Diaphorina citri e observacéo acerca da
interferéncia no inseto; e desenvolvimento de plantas transgénicas super expressando
as cistatinas, visando avaliar o crescimento e desenvolvimento do inseto
(BROADWAY, 1996).

Considerando testar a viabilidade de aplicacédo de cistatinas no controle
do inseto Diaphorina citri, foi proposto nesse trabalho a utilizagdo do método descrito
por Russell e Pelz-Stelinski (2015), que desenvolveram uma dieta artificial para D. citri,
permitindo o uso desse procedimento para a realizacao de estudos laboratoriais com
a finalidade de analisar a sobrevivéncia do inseto em dietas contendo diferentes
compostos. Nesta dieta, observa-se alta tolerancia do psilideo a pressdo osmdtica,
representada pela presenca da sacarose, sendo uma simulagdo da composicao da

seiva, visando entender o mecanismo de sobrevivéncia no ambiente restrito.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade de cistatinas recombinantes de citros — CclemCPI-1,
CclemCPI-3 e CsinCPI-2 — no desenvolvimento do inseto Diaphorina citri através de

dieta artificial.

3.2 Objetivos Especificos

e Expressdo heter6loga das proteinas recombinantes em sistema
bacteriano — Escherichia coli;
e Purificacao das proteinas por cromatografia de afinidade;

e Avaliagéo da atividade das proteinas em dieta artificial.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Expressao heterb6loga das proteinas recombinantes em Escherichia coli

A partir das sequéncias das cistatinas (Tabela 1) subclonadas em vetor
de expressao (pET28a_CclemCPI-1, pET28a_CclemCPI-3 e pET28a_CsinCPI-2),
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transformou-se células quimiocompetentes de E. coli Rosetta™ (DE3) (Novagen) pelo
meétodo de choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). As colbnias transformadas
foram selecionadas em meio LB agar contendo os antibidticos canamicina (25 ug/mL)
e cloranfenicol (25 ug/mL). Em seguida, fez-se um pré-inéculo de 7,5 mL em meio LB
liquido contendo os mesmos antibidticos a partir de uma col6nia isolada, incubado a
37°C e agitacdo de 250 rpm por 16 h. Posteriormente, essa cultura foi diluida em 500
mL de meio LB liquido fresco, respeitando a proporcédo de 1:100, e submetida as
mesmas condi¢des anteriores até se atingir a D.O de 0,4 a 0,6 no comprimento de
onda de 600 nm. Apds isso, adicionou-se IPTG na concentracgéao final de 0,4 mM para
inducdo da expressdo das proteinas, que ocorreu durante 4 h. Por fim, as células

foram precipitadas por centrifugacéo e coletadas.

Tabela 1 - Sequéncia que codifica as cistatinas utilizadas

Sequéncia codante das cistatinas
ATGGCGAAATTAGCAAGAGCTTTGATATTGAGCCTCCTCTTGTT
GTCCATCACAGCATCTGTAAATGGGTATGATCGTTTAGTGGGA
GGGAGATCAGAGGTGAAGGACGTGAAGAAGAATAAGGAAGTG
CAAGAGCTGGGAAAATTCTCTGTAGAGGAATTCAATCGCAGCC
AGCAGAGGCAAGGCAAGGTAATCCGCAACGTCGCCTTTGGAC
GGCTGAGATTTTCGCAGGTCCTTGAGGCGCAGAAACAGGTGGT
TTCTGGGATTAAATATTATTTAACAATTGAGGCCACCACTGGTG
AAAATGGGGAAATACAGATGTTTGATTCAATTGTAGTGATCAAA
CCATGGCTTCACTCTAAGGAATTGCTTAAATTTGCCCCTTCCGA
GTGA
ATGGCCAAATTCACCAATCCCTTGATTTCATTAAATACTCTCTCT
CTGCTTCTGTTTCTGATCATATCTGCGACGGCAAATTCTGAATT
TTGCGACGATAAAATGGCCTTGCTTGGCGGAGTACAGGAATCC
CGAGGTGCCGAAAACAGCAATGAAATTGAAAGCCTCGCTCGAT
TCGCCATCGAAGAACACAACAAAAAAGAGAATGCTTTGCTGGA
GTTTGTGAAAGTGGTGAAGGCGCAAGAGCAGGTGGTTGCTGG
TACCATGCACCATCTAACAGTGGAGGCTATTGATGCTGGTACG
AAGAAGCTATATGAAGCGAAAGTGTGGGTCAAGCCATGGTTGA
ATTTTAAGGATTTGCAGGAATTTAAGCACGTTGGTGATTCCCCG
GCCTCTTTCACCTCTTCAGATCTTGGTGTTAAGAAAGATGGTCA

CclemCPI-1

CclemCPI-3
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TTGCCCTGGATGGCAGGCAGTTCCCGTACATGATCCTCAAGTC
CAGGATGCAGCCAATCATGCTATCCAAACCATTCAGCAAAGGT
CCAACTCCCTCTTCCCTTATGTACTTCAGGAGATTGTTCATGCA
AAAGCTGAGGTGATTGAGGATTTTGCGAAATTTGCCATGCTTCT
GAAAGTGAAGAGGGGAGAAAAAGAGGAGAAGCTCAATGTTGAA
GTACACAAGAAGGAGGGCACATTCCATCTCAATCAAATGCAAC
AAGATCAAGAGTGA
CATATGGCTACTGTTGGTGGTGTACGTGAAGTTGAAGCTACTG
CTAACAATCAAGAAATCGTTAACCTGGCACGTTTCGCAGTGGAT
GAACACAACAAGAAACAGAACTCCAACCTGCAATTTGTTAAAGT
TGTAAGCGCTAAACAGCAGGTGGTGTCCGGTACTCTGTACGAC
ATCACTCTGGAGGCCGTGGAAGGTGGTCAGAAGAAGCTGTTC
GAAGCGAAAGTTTGGGAGAAGCCGTGGATGCAGTTCAAAGAAC
TGAAAGAGTTCAACACCGTTGCACAGTCTCACTCCAGCACCGC
TTAAGAATTC

CsinCPI-2

4.2 Purificagdo das proteinas por cromatografia de afinidade

A purificacdo iniciou-se com a ressuspensdo das células coletadas
anteriormente em tampéao (NaH2PO4 50 mM, Tris-base 10mM, NaCl 100 mM, pH 8,0)
para lise por ultrassonicacdo, utilizando o sonicador Fisher Scientific — Sonic
Dismembrator Model 500 com amplitude de 20%, em ciclo de 6 pulsos de 1 minuto e
intervalos de 30 segundos. Em seguida, o lisado foi centrifugado a 7000 rpm por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi filtrado em bomba a vacuo, usando membrana

com poros de 0,45 pm.

O sobrenadante contendo as proteinas foi utilizado para purificacdo por
cromatografia de afinidade em colunas Econo-Pac® Chromatography (BioRad)
contendo 3 mL de resina de niquel Ni-NTA Superflow (QIAGEN) e as proteinas foram
eluidas a partir de concentracdes crescentes de imidazol — 10 mM, 25 mM, 50 mM,
75 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM, 750 mM e 1 M.
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4.3 Analise das proteinas em SDS-PAGE

Retirou-se aliquotas das fracdes da purificacdo, que foram preparadas e
analisadas em SDS-PAGE 15%, de acordo com Laemmli (1970).

4.4 Dialise e quantificacdo de proteinas

As fracdes consideradas puras foram submetidas a dialise para retirada
do imidazol. Para isso, utilizou-se membranas semipermeaveis SnakeSkin Pleated
Dialysis Tubing MWCO:3.500 (Thermo Fischer Scientific) e tampédo PBS (NaCl 137
mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, pH 7,4), mantendo agitacdo a

4°C e trocas frequentes de tampao.

A gquantificacdo das proteinas foi feita utilizando o kit Pierce™ BCA

Protein Assay (Thermo Fischer Scientific) conforme as instru¢des do fabricante.

4.5 Liofilizagdo de proteinas

As proteinas dialisadas e quantificadas foram liofilizadas no liofilizador
MicroModulyo-115 (Thermo Fisher Scientific), utilizando frascos de vidro (FO5658000).
Para isso, inicialmente, congelou-se as proteinas em ultrafreezer (-80°C) e em
nitrogénio liquido. Em seguida, os frascos foram acoplados ao equipamento,

mantendo-o ligado até que a solucdo esteja seca.

4.6 Ensaio de atividade em dieta artificial

Para o0 ensaio, preparou-se a solugcdo de sacarose 15% contendo
corantes verde e amarelo (Assorted Food Color & Egg Dye — McCormick®) nas
concentracdes de 0,1 e 0,4%, respectivamente. Em seguida, essa solucéo foi utilizada
para ressuspender as proteinas liofilizadas, de forma a obter concentracbes de 1
mg/mL e 2 mg/mL (Figura 5). Para o controle, utilizou-se apenas a solugdo sem a

proteina.
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Figura 5 — Preparo da solugéo utilizada na dieta
A: Solucao de sacarose 15% contendo os corantes verde e amarelo; B: Preparo das dietas utilizadas

no ensaio, contendo as proteinas.
Fonte: Elaborado pela autora.

Para o preparo do sistema do ensaio (Figura 6), utilizou-se tubos
plasticos com uma camada esticada de parafilme (Parafiim® M) no topo, seguido pela
adicao de 250 pL da dieta e uma segunda camada de parafilme, formando um saché
de distribuicdo uniforme. Posteriormente, adicionou-se 10 individuos adultos de
aproximadamente 5-8 dias de idade em cada tubo, sendo 10 réplicas por tratamento.
Os insetos foram mantidos em ambiente controlado de 25°C + 2°C, umidade relativa
de 50-60% e fotoperiodo de 14 h de luz e 10 h de escuro, com troca da dieta apdos 48
h, e monitorados diariamente, durante cinco dias, observando a quantidade de

psilideos vivos, na dieta e mortos.

Figura 6 — Preparo do sistema de ensaio

A: Tubo utilizado para cada réplica; B e C: Montagem do sache uniforme no topo do tubo, contendo a
dieta entre as camadas; D e E: Réplica contendo os insetos; F: Representacdo do ensaio como um
todo.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os ensaios de atividade em dieta artificial foram realizados em
colaboracdo com o Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), em Araraquara,
com o auxilio do analista em pesquisa cientifica Fabricio José Jaciani e do auxiliar de

pesquisa Rafael Brandao Garcia.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Expressao e purificacdo das proteinas

Os diferentes organismos apresentam preferéncia para um determinado
conjunto de codons que codificam os aminoécidos (IKEMURA, 1981). Dessa forma, a
expressdo heterdloga pode ser afetada pela preferéncia de um cédon em baixa
guantidade, levando a terminacao prematura, frameshifting e incorporacao errada de
aminoacidos (KURLAND & GALLANT, 1996). Portanto, para evitar esses problemas,
a linhagem Rosetta™ foi desenhada para otimizacéo da expressao, principalmente de
proteinas eucarioticas, por bactérias devido a presenca de um plasmideo contendo
coédons raros, sendo resistente ao antibiético cloranfenicol (NOVY et al., 2001). Além
disso, possui uma coépia do gene da T7 RNA polimerase no genoma, sob controle do
promotor lacUV5, e o fragmento do gene lacl, sendo induzivel pelo IPTG (STUDIER
& MOFFATT, 1986).

O vetor pET28a (Figura 7), por sua vez, possui alguns fragmentos
importantes para expressao heter6loga em sua sequéncia: promotor lac T7, repressor
lacl, tag de seis histidinas, T7 terminador, RBS — ribossome biding site, MCS — multiple

cloning site e diversas regifes de reconhecimento de enzimas de restricao.
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As proteinas avaliadas nos ensaios ja foram estudadas e caracterizadas

por nosso grupo de estudo. Desta forma, estéo presentes na fracéo solluvel e, portanto,

possiveis de purificacdo por cromatografia de afinidade. As fracdes resultantes da

purificacdo e analisadas em SDS-PAG

E 15% permitiram observar

bandas

correspondentes ao tamanho das proteinas — 14,33 kDa para CclemCPI-1; 25,41 kDa
para CclemCPI-3; e 13,34 kDa para CsinCPI-2, conforme as Figuras 8, 9 e 10.
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Figura 8 — Andlise da purificacdo de CclemCPI-1 em SDS-PAGE 15%

M: Marcador de peso molecular BlueClassic Prestained Protein Marker — Jena Bioscience; N.I: amostra
ndo induzida; |: amostra induzida; P: pellet, representando a fracdo insollvel; S: sobrenadante,
representando a fracéo solavel; E: eluato; L: lavagem; 50 mM a 1M: fra¢des crescentes de imidazol.
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9 — Andlise da purificacdo de CclemCPI-3 em SDS-PAGE 15%

M: Marcador de peso molecular BlueClassic Prestained Protein Marker — Jena Bioscience; P: pellet,
representando a frac@o insollvel; S: sobrenadante, representando a fragcdo soldvel; E: eluato; L:
lavagem; 50 mM a 1M: fra¢des crescentes de imidazol.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10 — Analise da purificacéo de CsinCPI-2 em SDS-PAGE 15%

M: Marcador de peso molecular BlueClassic Prestained Protein Marker — Jena Bioscience; N.I: amostra
ndo induzida; I: amostra induzida; P: pellet, representando a fracdo insolavel; S: sobrenadante,
representando a fracdo sollvel; E: eluato; L: lavagem; 10 mM a 1M: fragc8es crescentes de imidazol.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na purificagdo, a amostra denominada pellet representa a fragédo
insolavel, enquanto o eluato corresponde ao que foi coletado do sobrenadante, ap6s
passagem pela coluna, sendo uma forma de avaliar se ha problemas na ligacdo a
resina. A lavagem é utilizada para retirar o excesso de proteinas com baixa afinidade,
principalmente bacterianas. Por fim, as concentra¢des crescentes de imidazol eluem

a proteina, atuando como um competidor pelos sitios contendo ions niquel da resina.

Para otimizagdo do processo, a coluna foi equilibrada com baixas
concentragbes de imidazol (25 mM), reduzindo a ligacdo de contaminantes
bacterianos e aumentando a pureza da proteina de interesse. Portanto, as cistatinas
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foram eluidas em diferentes concentracfes: 250 mM para CclemCPI-1; 100 e 250 mM
para CclemCPI-3; 100 e 250 mM para CsinCPI-2.
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Figura 11 — Comparativo do rendimento das cistatinas

As proteinas recombinantes expressas apresentam diferentes rendimentos de acordo com a
quantidade de fragcBes puras obtidas na purificacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando o rendimento das proteinas (Figura 11), observa-se
visualmente a diferenca obtida por litro de inducdo, tendo maior concentracdo para
CclemCPI-3. Além disso, o valor é diferente conforme a quantidade de fracdes puras,
sendo em média 4,46 mg/L, 14,32 mg/L e 9,58 mg/L para CclemCPI-1, CclemCPI-3 e
CsinCPI-2, respectivamente.

5.2 Ensaio de atividade das cistatinas

Os corantes utilizados nas cores verde e amarelo sdo descritas na
literatura como atrativas, atuando como pistas visuais e, provavelmente, associadas
a coloracao de novas brotacées. Além disso, também permitem monitorar visualmente
se o inseto esta se alimentando (Figura 12), apresentando abdome com coloracéo
esverdeada (Figura 13) em caso positivo (SETAMOU & CZOKAJLO, 2009;
WENNINGER; STELINSKI; HALL, 2009).
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Figura 12 — Secrecdes dos insetos alimentados por dieta artificial contendo cistatinas

Os insetos que se alimentaram no experimento produziram secrecdes de coloragdo esverdeada,
indicados pelas setas vermelhas, consequentes dos corantes utilizados na dieta, sendo um indicativo
de alimentacéo.

Fonte: Elaborada pela autora.

Figura 13 — Insetos coletados ao término experimento

Os insetos que se alimentam apresentam abdome de coloracdo esverdeada, indicado pelas setas
vermelhas, devido ao corante adicionado a dieta, sendo um método de monitoramento da alimentacao.
Fonte: Elaborado pela autora.

Por se tratar de um bioensaio, um fator a ser considerado é o fato do
inseto D. citri ser bastante exigente quanto as condi¢cdes ambientais, sendo sensiveis
a mudancas na temperatura (BASSANEZI et al., 2010; GASPAROTO et al., 2012) e
na inconsisténcia da espessura do parafilme (HALL et al., 2010), por exemplo. Assim,
a dieta pode ndo ser atrativa para o inseto, mas a situacdo pode ser revertida com a

otimizacao dessas condicoes.
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Desta forma, como resultado, obteve-se os dados da Tabela 2,
representando o comportamento dos psilideos durante o experimento e classificando-
0s entre vivos (dispersos na réplica, sem se alimentar), na dieta (que estdo se
alimentando) e mortos. Observa-se que houve aumento da mortalidade ao longo dos
dias (Tabela 3 e Gréfico 1), indicando possivel efeito da proteina, principalmente
guando comparado com o controle. Também era esperado maior mortalidade na

dosagem de 2 mg/mL, sendo resultado direto do aumento da concentragéo.

Essas proteinas, apesar de estarem agrupadas em uma mesma familia
e apresentarem motivos conservados, possuem sequéncias distintas e, portanto, a
capacidade de inibicdo é variavel, sobretudo quando avaliado com diferentes
substratos.

Tabela 2 - Dados do ensaio da dieta artificial contendo cistatinas
recombinantes

(continua)

@ Tratamento

© o

o AT

c | Controle CclemCPI-1 | CclemCPI-1 | CclemCPI-3 | CclemCPI-3| CsinCPI-2 | CsinCPI-2

2 2 (A mg/mL) | 2mg/mL) | (1 mg/mL) | (2mg/mL) | (2 mg/mL) | (2 mg/mL)

E |

= D|/V|M|D|V|M|D|V|M|D|V| M|D|V| M|D|V|M|D|V |M
1]1]6|4|0)J4|6|0]7|3|0|J]4|6|0|8|1|2]|]4|6[0]5|5]0
21712 |1]* 9|11/0]4|6|0]|]6|4|0]7|3|]0|8]2]0
3|1]6|4|0}J]7|3|0|]3|7|0|]8|2|0]|]8|2|0]5|5|0]8]2]0
417|13|(07|3|0|8|2|0]6|4|0]7|3|0]J]4|6|0]J]4|5|1

” 51]5|5|0}]5|5|0|]3|]7|0|]8|2|0]6|4|0]7[3|0]9 1]0O0
6|]8|2|0]5|4|1|]6|4|0]|]5|5|0]4|6|0]5(4|1]7 ]3]0
7]1]9|1/0]212|9|0}|3|7|0J]4|6 | 0]9|2|0]|]4|6|0]46]|O0
8|]5|5|0}7|3|0|]8|2|0|]6|4|0]3|7|]0]6|4]0]8]1]|1
9]1]6|4|0]5{4|0|8|2|0|]8|2|0]5|5|0|]6|4|0]7 ]3]0
0(9|1|0|8(2(0}7|3|0}7|3|0})7|3|0]2|7 |17 |3]|0

D = dieta, representando os insetos que estdo se alimentando; V = vivos, representando os insetos
Vivos no ensaio, mas que ndo estdo se alimentando; M = mortos, insetos que morreram durante o
experimento. Cada repeticao contém 10 insetos, sendo 10 repeti¢cdes por tratamento, totalizando 100
individuos.

* = perda da repeticdo 2 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);

** = escape de 1 inseto da repeticdo 9 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);

*** = troca a dieta.
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(continua)

Tratamento

recombinantes

CsinCPI-2
(2 mg/mL)

(2 mg/mL)

(2 mg/mL)

(2 mg/mL)

(2 mg/mL)

9 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);

tdo se alimentando; M = mortos, insetos que morreram durante o

ao

CclemCPI-1 | CclemCPI-1 | CclemCPI-3 | CclemCPI-3| CsinCPI-2

(2 mg/mL)

Controle

Tabela 2 - Dados do ensaio da dieta artificial contendo cistatinas

oednaday

(seisoy) odwa ]

bfv mMm|D|V | M]|]D|(V| M|D|V|M|D|V|M|D|V|M]|D|V | M

10

10
10

10
dieta, representando os insetos que estao se alimentando; V = vivos, representando 0s insetos

escape de 1 inseto da repetic

*** = froca a dieta.

*k%k
72
96

48

experimento. Cada repeticdo contém 10 insetos, sendo 10 repeti¢cdes por tratamento, totalizando 100

individuos.
* = perda da repeticdo 2 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);

vivos no ensaio, mas que ndo es

Fonte: Elaborada pela autora.

*k —

D
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Tabela 2 - Dados do ensaio da dieta artificial contendo cistatinas
recombinantes

(concluséo)

a Tratamento
© o
o (T
| s Controle CclemCPI-1 | CclemCPI-1 | CclemCPI-3 | CclemCPI-3| CsinCPI-2 | CsinCPI-2
2 :’%"_ (I mg/mL) | 2mg/mL) | (2 mg/mL) | (2mg/mL) | (2 mg/mL) | (2 mg/mL)
= @
()
= D|V|M|D|V|M|D|V|M|D|V| M|D|V| M|D|V|M|D|V |M
113|6|1)4|4|2]|]4 1|54 |3 |3|8|]0|2]9|12|0]5|5]|0
213|6 |1 3/2|5]5|5|0|8|2|0]9|0|1|J10{0]|O
3]1]6|3|1|]6(0|4|3|1|6]}5|4(2]|]7|3|0]J]7|2|1]7|3]|0
413|5|2|]5|5|0)14|2|4]|]5|4|1]7|3|]0]9|0|1]|]6]2]|2
120 5]1]3|6|1|]3|(2|5|]6|2|2]J]5|5(0]8|2|0]|]6|4|0]7|2]|1
6|18|1|1]|]4|2|4|]2|0|9)J1]|]0|9]3|5|2]|]4|5|1]5|5]0
713|7|0|4(4|2|5|1|4})7|3|0]J]9|2|0]7|2|1]8|1]1
8|5|2|3|4|3|3|4|2|4|5|4|1]|]6|2|2]|]4|6|0]5]3]|2
916 |2 |2|]6|2|1|7|0|3|]2|7|1]|8|2|0]|]4|5|1]2) 6|2
013|7|0|3|4|3|]2|2|6]|]8|2|0)7|3|0|]6|2|2]|7|3]|0

D = dieta, representando 0s insetos que estdo se alimentando; V = vivos, representando 0s insetos
VivOos no ensaio, mas que nao estdo se alimentando; M = mortos, insetos que morreram durante o
experimento. Cada repeticao contém 10 insetos, sendo 10 repeticdes por tratamento, totalizando 100

individuos.

* = perda da repeticéo 2 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);
** = escape de 1 inseto da repeticdo 9 do tratamento CclemCPI-1 (1 mg/mL);

*** — troca a dieta.
Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 3 - Mortalidade dos insetos durante o experimento

Mortalidade (%)

Tratamentos Dias apés confinamento

1 2 3 4 5
Controle (dieta sem proteina) 1 3 8 12 12
CclemCPI-1 (1 mg/mL) 1,12 | 6,74 | 14,61 | 17,98 | 26,97
CclemCPI-1 (2 mg/mL) 0 12 34 39 48
CclemCPI-3 (1 mg/mL) 0 2 3 6 16
CclemCPI-3 (2 mg/mL) 1 1 2 4 6
CsinCPI-2 (1 mg/mL) 2 5 6 6 8
CsinCPI-2 (2 mg/mL) 2 2 4 6 8

Fonte: Elaborado pela autora.
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Gréfico 1 - Mortalidade de D. citri ao longo do experimento

MORTALIDADE DE D. CITRI EM DIETA ARTIFICIAL

60

50
H Controle (dieta em proteina)
40 CclemCPI-1 (1 mg/mL)
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Representacdo grafica da mortalidade observada durante cinco dias, com aumento gradual,
principalmente para os tratamentos contendo CclemCPI-1.
Fonte: Elaborada pela autora.

Na classificacdo das proteases, as catepsinas sdo um grupo de enzimas
de origem animal, sendo denominadas B e L aquelas que contém um residuo de
cisteina no sitio catalitico (MARI & FERNANDEZ-CHECA, 2014) e catepsina do tipo
B e L, quando identificadas em insetos (TERRA & FERREIRA, 2012). Essas
catepsinas humanas apresentam 30% de similaridade com insetos e, portanto,
provavelmente apresentam semelhancas estruturais e funcionais (BETON et al.,2012),

com predominancia no trato digestivo (KRUSE et al., 2017).

Os dados obtidos indicam resultados preliminares quanto aos efeitos das
cistatinas, sendo bastante promissor para CclemCPI-1, com alta taxa de mortalidade,
principalmente com a dose de 2 mg/mL. A caracterizacdo de uma catepsina do tipo B
em D. citri mostrou a presenca majoritaria no intestino em comparacao a outros
tecidos, sugerindo atividade digestiva (FERRARA et al., 2015). Assim, testes de
atividades desenvolvidos por Schneider e colaboradores (2020) mostraram que a
cistatina CclemCPI-1 apresentou forte inibicdo da catepsina B humana, sendo um

potencial alvo para controle do HLB, corroborando com os resultados obtidos.

No caso da CclemCPI-3, os resultados ndo apresentaram o padrao
esperado de aumento dos efeitos inibitérios em maior concentracdo, causados por

provaveis erros nos testes quanto a quantificacdo das proteinas, indicando
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necessidade de repeticAo e padronizacdo do experimento, visando novas

investigacdes para uma conclusao assertiva.

Para CsinCPI-2, ndo pareceu haver efeitos no ensaio realizado. No
entanto, a caracterizacdo de uma catepsina do tipo L de D. citri, por Ferrara e
colaboradores (2020), mostrou a expressao em todos os tecidos, indicando diversas
fungbes, com maior frequéncia no intestino. Em teste de inibigdo, mostrou-se
fortemente inibida pela cistatina CsinCPI-2, sendo um potencial alvo para controle,
seja diretamente na mortalidade ou em outros processos fisiolégicos. Dessa forma, a

repeticdo do experimento se faz necessario.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos nos experimentos mostram-se promissores para
uma possivel forma de controle do psilideo Diaphorina citri e da disseminagédo da
doenca Huanglongbing, visto que as cistatinas avaliadas séo originarias de citros e,
portanto, seria uma estratégia especifica e com maior eficacia para o combate de uma

doenca manifestada por essas plantas.

Os ensaios realizados em dieta artificial apresentaram mortalidade de
26,97% e 48% para a cistatina CclemCPI-1 nas concentracdes de 1 mg/mL e 2 mg/mL,
respectivamente. Assim, h& indicios de inibicdo de proteases presente no trato
digestivo do inseto, visto que a Unica diferenca em relacdo ao controle é a presenca
da proteina, apesar de os mecanismos dessa interacdo ainda serem desconhecidos,
sendo alvo de estudos posteriores. Para as demais cistatinas, os dados obtidos néo
foram condizentes com o esperado, sendo necessario a repeticdo do experimento

para novas conclusdes.

Desta forma, novos ensaios serao realizados, visando a padronizacéo e
confirmagéo dos resultados, além de testes incluindo potenciais novas cistatinas e
utilizacdo das proteinas em solugdo, tendo maior controle da quantidade. Apés a
confirmacédo desses ensaios, é possivel elaborar estratégias de superexpressao dos
inibidores de protease pelas plantas como alternativa para o controle de pragas, sendo
uma alternativa menos danosa ao meio ambiente, substituindo os produtos quimicos

utilizados atualmente.
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