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RESUMO

MERINO-CABRERA, Yaremis Beatriz. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2015.Resposta de plantas de Coffea arabic@ubiaceae) as injurias de
Leucoptera coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) através das vias das lipoxigenases
e atividade de polifenoloxidasesOrientadora: Maria Goreti de Almeida Oliveira.
Coorientadores: Marcelo Coutinho Picanco e Joel Antbnio de Oliveira.

A defesa das plantas contra os insetos sdo processos complexos que envolvem a
ativacdo ou repressao de diferentes vias de sinalizacdo, permitindo assim a sobre-
expressdo de genes alvo com propriedades de defesa. O objetivo deste estudo foi
determinar a relagé@o entre a resposta defensiva de Coffea arabica mediante as vias das
lipoxigenases e polifenoloxidases e o processo de herbivoria de Leucoptera coffeella.
Foi realizado um experimento com dois tratamentos: 1) plantas de café infestadas e 2)
plantas ndo infestadas com bichoneiro. Cada tratamento foi composto por 10
repeticbes e avaliou-se a atividade das lipoxigenases e polifenoloxelaggeducao

de inibidores de proteases no cafeeiro. Em L. coffeella a atividade de tripsina-like foi
verificada usando os substratbsBApNA e L-TAME e a quimotripsina-like foi
determinada com BTpNA e ATEEAs cisteino-proteases deste inseto foi obtida
utilizando L-BApNA e proteases totais usando azocaseina como substrato. Todas as
atividades enziméticas foram determinadas por espectrofotometria. Houve um aumento
nas atividades enzimaticas das plantas infestadas em relacéo as néo infestadas nas vias
estudas (lipoxigenase: F= 29,4; p= 0,00022 e polifenoloxidases: F= 8,41; p= 0,00022)

e na producdao de inibidores de proteases (F= 9,64; p= 0,0022). A psdamlises de
correlagdo de Pearsombservouse que a quimotripsina-likee os inibidores de
proteases apresentaram uma relagcédo ingers®,82; p= 0,03). J& a tripsina-like teve
correlacdo direta com as atividades das lipoxigenases (r= 0,6; p= 0,03) e
polifenoloxidases (r= 0,82; p= 0,03). Diante do exposto, nas larvas de L. coffeella
existe atividade tanto serino como cisteino-proteases, mas a atividade serino-proteases
€ a mais expressada no intestino destes insetos. A producéo de inibidores de proteases
e as atividades de lipoxigenases e polifenoloxidases nas plantas de C. arabica séo
aumentadas na presenca de L. coffeella, o que indica a possivel participacdo destas vias

no processo de defesa da planta.

Palavras chavesinibidores, tripsina, bicho-mineiro.
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ABSTRACT

MERINO-CABRERA, Yaremis Beatriz. M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa. July,
2015. Response of Coffea arabica plants (Rubiaceae) defense to of Leucoptera
coffeella (Lepidoptera: Lyonetiidae) injuries through the lipoxygenase pathway
and polyphenoloxidases activitiesAdvisor: Maria Goreti de Almeida Oliveir&o-
advisors: Marcelo Coutinho Picanco and Joel Anténio de Oliveira.

The plant defense against insects is complex processes that involve the activation or
repression of different signaling pathways, thus allowing over-expression of target
genes with defense properties. The aim of this study was to determine the relationship
between the defensive response of Coffea arabica through the lipoxygenases and
polyphenol pathways and herbivory process Leucoptera coffeella. It conducted an
experiment with two treatments: 1) infested coffee plants and 2) plants not infested
with leaf miner-of-coffee. Each treatment consisted of 10 repetitions and evaluated the
lipoxygenase and polyphenol activity; and the protease inhibitors production in coffee.
In L. coffeella the trypsin-like activity was checked usingthiBApNA andL-TAME
substrates and chymotrypsin-like was determined using BTpNA and ATEE. The
cysteine proteases activity was obtained ugiABApNA and total protease using
azocasein as substrate. All enzyme activities were determined by spectrophotometry.
There was an increase in the activities of infested plants over non-infested in the
studied routes (lipoxygenase: F = 29.4, p = 0.00022 and polyphenol: F = 8.41, p =
0.00022) and production of inhibitors proteases (F = 9.64; p = 0.0022). From the
Pearson correlation analysis, it was observed that the chymotrypsin-like and proteases
inhibitors showed an inverse relationship (r = -0.82; p = 0.03). Already trypsin-like had
direct correlation with the activities of lipoxygenase (r = 0.6; p = 0.03) and polyphenol

(r = 0.82; p = 0.03). Given the above, in the larvaes L. coffeella there is activity both
serine and cysteine proteases, but the serine-protease activity is who characterized the
intestine of these insects. The protease inhibitors production and lipoxygenase and
polyphenol activities in C. arabica plants come up increased in the presence of L.

coffeella, indicating a possible role of these pathways in plant defense process.



1. INTRODUCAO

O Bradl € o maior produtor mundial do gréos de café, chegando a atingir 36,49
milhdes de saca (60 Kg) para exportacdo entre anos de 2014 e 2015, o que é
equivalente ao volume gerado pelos outros cinco maiores paises produtores. Além
disso, é também o segundo mercado consumidor, perdendo apenas para os Estados
Unidos (ABIC, 2015).

Para que o Brasil continue a liderar a producéo e exportacdo do café é negessaria
modernizacdo da producao, tanto pelo uso de melhores cultivares, como pelo controle
de pragas e cuidados na pés-colheita (PEREIRA et al., 2008). As plantas de café sao
atacadas por diversas pragas, e dentre as espécies de insetos destacam-se como pragas
chave o bicho-mineiro (Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville) (Lepidoptera:
Lyonetiidae)), a broca-do-café (Hypothenemus hampei (Le Pelley) (Coleoptera:
Scolytidae)), e as cigarras dos géneros Quesada, Fidicina, Caei#aisiana
(Hemiptera: Cicadidae) (REIS et al., 1975). L. coffeella € uma praga que causa perda
de area foliar, podendo reduzir até 80% da capacidade produtiva do cafeeiro,
dependendo da intensidade, duracdo do surto e da época de ocorréncia,
comprometendo, assim, a préxima safra. O controle quimico é o método mais utilizado
pelos produtores brasileiros para o controle destes insetetanto devemos evitar o
uso destes produtos (REIS & SOUZA, 1998).

A crescente preocupacado ambiental e o0 aumento da resisténcia de L. coffeella aos
inseticidas, tém estimulado a busca de estratégias de controle ambientalmente correta
(JARAMILLO et al., 2006). Entre essas alternativas, propem-se diversas vias de
defesa das plantas que podem conferir resisténcia aos insetos-praga (BERTHOLDO-
VARGAS et al., 2009).

A defesa de plantas contra insetos é um processo complexo que envolve a ativacao
ou repressdo de diferentes vias de sinalizacdo permitindo a super-expressao de genes
alvos com propriedades defensivas. Um dos principais grupos de proteinas induzido
depois da exposicdo da planta ao inseto sao os inibidores de proteases (CARRILLO et
al.,, 2011). Nas plantas estes inibidores sdo armazenados em orgéos reprodutivos e/ou
em tecidos vegetativos (GIRI et al., 2003; ZHAO et al., 2011). Duas fung¢fes tém sido
relacionadas a estes inibidores, uma é a regulacdo de proteases enddgenas das plantas e
a outra é a inibicho de proteases exdgenas a partir de artropodes pragas e

microrganismos patogénicos (RYAN, 1990).
1



A principio os inibidores foram agrupados de acordo com o tipo de protease
inibida, sendo classificados como inibidores de cisteino, serino, aspamiebalo
proteases (LASKOWSKI & KATO, 1980). Entretanto, verificou-se que os inibidores
homologos podem inibir diferentes classes de proteases, por isso passaram a serem
classificados em funcdo das suas semelhancas nas sequéncias e estruturas
tridimensionais (RAWLINGS et al., 2010). Estes inibidores de proteases podem ser
produzidos pela inducdo do acido jasmonico (JA), o qual é um &cido graxo derivativo
que é gerado a partir do acido linoleico pela via octadecanoide das plantas. Esta rota
metabolica é iniciada fees lipoxigenases (LOX), que sdo enzimas oxidorredutases
contendo ferro e catalisam a dioxigenacdo de &cidos graxos insaturados com motivos
1,4-pentadieno (MACK et al., 1987).

Outra via metabdlica ativada no processo de defesa contra insetos herbivoros é a
rota da polifenoloxidases (PPO), que é uma enzima amplamente distribuida nas plantas
induzindo um tipo de defesa antinutritiva, apds as injlrias causadas pelo inseto. A PPO
catalisa a oxidagéo de fendis produzindo quinonas, que podem modificar as proteina
da planta e reduzir seu valor nutritivo para os herbivoros (MAZZAFERA &
ROBINSON, 2000). Mazzafera et al. (1989) sugeriram o envolvimento da PPO na
resisténcia do café ao fungo Hemileia vastatrix, agente causal da ferrugem-alaranjada
do-cafeeiro, e ao nematdide de raiz Meloidogyne incognita (Nematoda:
Heteroderidae). Além disso, existe uma caracterizacdo da polifenoloxidase do café e os
genes induzidos na planta contra a infestacdo do bicho-minero (COSTA-MONDEGO
et al., 2011). Porém, ndo se conhece a relacao das lipoxigenases, polifenoloxidases e
producao de inibidores de proteases na defesa do cafeeiro contra a larva de L. coffeella.

Dadas as consideracfes acima, objetivou-se determinar a relacdo entre a resposta
defensiva de C. arabica mediante as vias das lipoxigenases e atividade das

polifenoloxidases e o processo de herbivoria de L. coffeella.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Café

O café foi descoberto nas montanhas da provincia de Keffa, atual Etidpia, no
século VI, e em seguida foi cultivado na Arébia e, por volta de 1500, na Europa. A
palavra café tem origem na palavra arabe gahwa, que significa vinho. Por tal razéo,
guando o café foi levado da Etiopia para Europa, no século XIV, foi chamado de vinho
da Arabia (BONOMO et al., 2004). A introducdo de mudas de café do continente
Europeu para o Americano (Central e Sul) ocorreu por volta de 1700, chegando ao
Brasil em 1727 (YANAGIMOTO, 2004).

O café pertence a familia Rubiaceae, ao género Coffea e existem descritas
aproximadamente 100 espécies deste género. O cafeeiro € um arbusto de crescimento
continuo e perene, com dimorfismo de ramos, que atinge dois a quatro metros de
altura, conforme a espécie e as condi¢cdes climéaticas da regido, e suas folhas séo
pareadas e opostas, ovais e de coloracdo verde escura. As flores sdo brancas,
aromaticas, reunidas em numero de dois a seis, formando glomérulos situados na axila
da folha (RENA & GUIMARAES, 2000).

Nos ultimos dez anos o Brasil colheu cerca de 30 milhées de sacas de café por
ano, com exportacao entre 70 e 80 milhdes de sacas de 60 Kg, o equivalente a cerca de
30% do mercado mundial. Minas Gerais € o maior produtor deste grdo, com cerca de
50% da producédo nacional, seguido dos estados do Espirito Santo, S&o Paulo e Parana.
As duas espécies de café crescentes comercialmente no Brasil sdo Coffealarabica
variedade de café mais exportada no 2015 (77,3 %), seguideQudfiea robusta L.,

(12,5 % de exportacdo), as quais também representam 70% e 30%, respectivamente, da
producdo mundial ( ABIC, 2015; MATIELLO et al., 2002).

A espécie Coffea arabica., oriunda de regides montanhosas, é uma planta
delicada, de producdo entre pequena e média e tem um porte de 5 a 6 m de altura e
requer clima temperado. Espécie autofertil, portanto autocompativel, reproduzindo-se
predominantemente por autofecundagdo, com uma taxa de alogamia de
aproximadamente 10% (ILLY, 2002).

Visando preservar a situacdo do mercado atual, o setor cafeeiro tenta manter o
ritmo de marketing e modernizagdo da industria através da implementacdo de

estratégias mercadoldgicas que estimulem o consumo do café e de seus derivados.



Assim, a inovacao em tecnologias, produtos e a melhoria da sua qualidade constituem
elementos decisivos para alcancgar e sustentar vantagens competitivas, o que favorece o
crescimento econdmico (ROCHA & FERREIRA, 2001).

2.2. Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae)

Leucoptera coffeella também conhecido como bicho-mineiro-do-cafeeiro ou
bicho-mineiro € uma praga exotica originaria do continente africano, que se
disseminou posteriormente para os demais continentes. O inseto é atualmente praga de
importancia primaria no Brasil, América Central, India e Quénia (GALLO et al.,
1978). Trata-se de um inseto monofago que ataca apenas o cafeeiro. Seu nome esta
relacionado com as galerias que a larva constréi entre a epiderme da folha, em
consequéncia a destruicdo do tecido palicadico, utilizado para sua alimentacao
(SOUZA et al., 1998).

As primeiras referéncias ao inseto como praga do cafeeiro, no Brasil, datam de
1860/1861, época em que surtos importantes foram observados nesta cultura no Rio de
JaneiroRJ e emJuz de ForaMG. Mas foi apenas a partir de 1970, com a introducéo
do fungo H. vastatrix (ferrugem-alaranjada-do-cafeeiro) no Brasil, que o problema se
agravou. Em seguida, o aumento populacional do bicho-mineiro foi cada vez mais
freqUente, com ataques continuos (PARRA, 1985).

O bicho-mineiro possui metamorfose completa, passando pela fase de ovo,
larva (lagarta), pupa adulto. As lagartas apresentam trés pares de pernas toraxicas e
cinco falsas pernas abdominais, tendo aparelho bucal do tipo mastigador (SOUZA e
al., 1998). Nessa fase do desenvolvimento bioldgico, o inseto ndo tem contato com o
meio externo. Os ovos de L. coffeella, depositados pelas fémeas na parte superior das
folhas de café, tem um aspecto gelatinoso e sao dificeis de ver a olho nu. Temperatura
e umidade relativa do ar tém uma forte influéncia sobre o nimero de ovos postos por
fémea (KATIYAR & FERRER, 1968). Em estudos feitos por Parra (1985), as fémeas
criadas em uma criacdo mantida a 27°C e umidade relativa do ar praticamente saturada
pode colocar mais de 60 ovos. A duracdo da fase de ovo pode ser mais de 20 dias
(KATIYAR & FERRER, 1968). Apés a ecloséo, as lagadad.. coffeella penetram
no tecido da folha através da parte inferior do ovo, que esta em contacto com a

epiderme foliar, sem contactar com o exterior.



Figura 1. Folha de café com minas feitas por lagarta de Leucoptera coffeella (Guérin
Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). A) Lagartas tecendo fio de ceda na superficie
abaxial das folhas. B) Lagartas de quarto instar.

Alta temperatura e umidade relativa pode encurtar a fase larval. Entre 27°C e
30°C, a fase larval nas folhas da cultivar Mundo Novo C. aaafairia de 7 a 11 dias.
As temperaturas moderadas, em torno de 20°C, a fase larval varia de 16 a 26 dias
(PARRA, 1985). O bicho-mineiro tem quatro estagios larvais (NOTLEY, 1948), e é
possivel encontrar varias lagartas de diferentes estadios; mas nao existe canibalismo
entre eles. Depois de completar o periodo larval, as lagartas se transformam em pupas;
eles abandonam os tuneis e tecem um casulo, normalmente na parte axial das folhas.
De um modo geral, mais pupas sado encontrados no terco inferior das plantas, a regido
da saia do cafeeiro. Em estudos conduzidos em laboratério, com temperaturas que
variam de 20°C a 35°C (PARRA, 1985), foram encontrados grandes variacbes na
duragcdo da fase de pupas. Adultos mantidos em laboratorio em um 25°C de
temperatura, 70% de umidade relativa e 14h de fotoperiodo, vivem uma média de 13 a
14 dias quando alimentados com uma solucéao de 10% de sacarose, enquanto os adultos

em jejum viver apenas 4-5 dias.



A incidéncia de bicho-mineiro nas lavouras de café é particularmente
influenciada pela temperatura, fase de exposicdo e especialmente pelo espagamento
adotado. Espacamentos maiores, que proporcionam maior arejamento as plantas,
favorecemasinfestacdes (SOUZA et al.,1998). Cafeeiros localizados em regifes com
alta intensidade de ventos pode apresentar maior ocorréncia deste inseto (AMARAL,
1953). Um fato limitante no desenvolvimento do bicho-mineiro seria o orificio
formado na epiderme devido a saida de uma das larvas, o que pode causar a morte das
demais lagartas devido ascesso de agua no ambiente, ou seja, a entrada de agua na
mina (CROWE, 1964).

A incidéncia de inimigos naturais contribui para a manutencdo de populacoes
do inseto abaixo do nivel de dano econémico. A eficiéncia dos insetos que parasitam
as lagartas € menor que aquela proporcionada pela acdo de insetos predadores que
pode ser de até 69% (REIS & SOUZA, 1994). Estudos conduzidos por Reis et al
(1975) evidenciaram que o controle proporcionado por parasitos varia entre 16 e 20%.
No entanto as utilizacbes de produtos quimicos de controle, especialmente aqueles
usados em pulverizacdo, contribuem muito para a reducdo populacional dos inimigos
naturais. Outro fator importante na incidéncia do inseto € o gendétipo do hospedeiro.
Lavouras de C. arabica sdo mais infestadas quando comparadas a lavouras de C.
canephora, sendo que nestas Ultimas o controle quimico é praticamepensavel
devido a sua maior probabilidade de ser infestada (FERREIRA et al., 1979). Quando
préximas umas as outras, as infestacdes diminuei@.earabica, e aumentam em C.
canefora (AVILES et al., 1983).

2.3. Enzimas proteoliticas em insetos

Insetos sdo excelentes modelos para o estudo da funcdo intestinal,
principalmente porque existem espécies adaptadas a diferentes ambientes e habitos
alimentares. Além disso, o intestino € a maior interface entre o inseto e o ambiente.
Portanto, € essencial o entendimento do processo digestivo para o desenvolvimento de
meétodos de controle bioldgico, como € o caso do uso de plantas transgénicas. A
ocorréncia de diferentes enzimas no canal digestivo dos insetos €, principalmente, em
razdo da composicdo quimica da dieta ingerida. Provavelmente todos os insetos

tenham enzimas digestivas complementares aquelas utilizadas primariamente, em



quantidades relativas que mudam em resposta a composicdo da dieta (TERRA &
FERREIRA, 1994).

As enzimas proteoliticas catalisam a clivagem das ligacbes peptidicas em
outras proteinas. S&o classificadas de acordo com Enzyme Commission of the
Internacional Union of Biochemistry and Molecular BiologylUBMB dentro do
grupo 3 (hidrolases) e subgrupo 4 (peptido hidrolase). Elas também séo classificadas
com base em trés critérios: (1) tipo de reacdo catalisada, (2) natureza quimica do sitio
catalitico e (3) relacdo evolutiva de acordo com a estrutura (RAWLINGS et al., 2010).

As proteases digestivas catalisiiberacdo de peptideos e aminoacidos a partir
das proteinas da dieta e sdo encontradas em maior propor¢cdo na regido do intestino
médio do trato digestivo do inseto. Proteases sdo subdivididas em proteinases, as quais
sdo endopeptidases que clivam cadeias protéicas em sitios especificos, e
exopeptidases, que removem aminoacidos a partir de qualquer N ou C-terminal.
Acreditava-se que, assim como os vertebrados, os insetos s tinham serino-proteases,
como tripsina e quimotripsina, e aspartato proteases, como pepsina (McFARLANE,
1985). Entretanto, apds varias pesquisas realizadas com Lepidoptera e Diptera,
verificou-se que estes insetos usam serino-proteases na sua digestdo. Algumas espécies
possuem intestino meio alcalino, o que proporciona um 6timo pH, entre 8 e 11, para a
atividade destas classes de proteinases. Outras classes de proteases também podem sel
encontradas no intestino dos insetos, como a de cistaircasparto proteases, com
residuos de cisteina e aspartato no seus sitios ativos, respectivamente (CHRISTELLER
et al., 1992). Tem sido hipotetizado que o uso de cisteino-proteases podem ter sido
uma adaptacdo evolutiva que permnitos insetos se alimentar de sementes de
Fabaceae e outros tecidos de planta que, naturalmente, contém grande quantidade de
inibidores serino-proteases (RYAN, 1990).

Santos et al. (1983) avaliaram o consumo alimentar e a organizacéo espacial da
digestdo na lagarta-da-mandioca, Erinnys ello (Linnfagepidoptera: Sphingidaeg,
observaram gue as enzimas amilase e tripsina ocorreram tanto nas células do intestino
do inseto, como no seu lumen intestinal, sendo este um dos trabalhos pioneiros desta
linha de pesquisa. As atividades das enzimas foram homogéneas na membrana
peritréfica, assim como no material regurgitado. A amilase e a tripsina foram
encontradas em maior quantidade no material regurgitado do intestino, em comparagao

com as outras enzimas analisadas.



Broadway (1989) realizou a caraterizacdo e as implicacdes ecologicas da
atividade proteolitica em larvas de Pieris rapae (Linnaeus) (Lepidotera: Pieridae)
Trichoplusia ni (Hubn@r(Lepidoptera: Noctuidae), demonstrando que 86% até o 89%
da atividade enzimatica pode ser eliminada mediante a adicdo de inibidores tripticos e
quimotripticos. Ele indicou que a tripsina e a quimotripsina sdo as maiores, mas nao
sdo as Unicas enzimas responsaveis pela digestdo das proteinas. Além disso,
demonstrou que a eficiéncia da digestdo das proteinas varia de acordo com a espécie
de lepidopteras. Johnston et al. (1995) determinaram a atividade proteolitica no
intestino de lavas de Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae), onde a
tripsina-like apresentou melhor atividade com os substratos BApNA e inibicdo em
TLCK; e a quimotripsina-like hidrolisou melhor os substratos Sf{Rt@Phe-pNA e
S(AlapProLeu-pNA e foi inibida por quimostatina.

Ortego et al. (1996) identificaram e caracterizaram as proteases no intestino de
Sesamia nonagrioides (Lefebvre) (Lepidoptera: Noctuidae), concluindo que a maxima
atividade azocaseinolitica foi em valores de pH no intervalo de 10,0-11,5, confirmando
gue a hidrolise maxima de proteinas é realizada em valores de pH maiores a 9,0, que é
comum em larvas lepidopteras filofagas. Stygar et al. (2010) avaliaram a atividade de
enzimas digestivas em larvas de Cameraria ohrid@dschka & Dimi¢) (Lepdoptera:
Gracillariidae) minadoras de folhas, concluindo que a atividade proteolitica encontrada
neste inseto é similar a outros insetos herbivoros e que as proteinas das folhas ndo séo
eficientemente utilizadas.

Apenas Rossi et al. (2009) realizaram estudos bioquimicos com o bicho-
mineiro, determinando que as despolimerases alfa-amilase e tripsina apresentaram
pH’s 6timos alcalinos e sugeriram que estas enzimas atuam no limen do intestino
médio deste inseto. Além disso, os valores das atividades das enzimas amilase e
tripsina, na parte anterior e posterior do bicho-mineiro, indicaram uma reciclagem
dessas enzimas atravéa circulagdo em contra corrente no espaco ectoperitrdico,

gue corrobora com o estudo de Santos et al. (1988apapéecid. ello.

2.3.1. Serino-proteases (EC 3.4.21)

As enzimas mais estudadas sdo as serino-proteases, que estdo presentes nos
virus, bactérias e nos eucariotos, possuindo participacéo vital no metabolismo destes

organismos. A tripsina e a quimotripsina sdo as mais conhecidas dentro deste grupo,
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participando de uma grande diversidade de processos fisiolégicos, tais como na
digestéo, na ativacdo de proteinas especificas, na cascata de coagulacdo, no sistema
imune de insetos e plantas e no desenvolvimento (GORMAN et al., 2000; GILL et al.,
1996).

As serino-proteases sado encontradas nos grupos de exopeptidase,
endopeptidase, oligopeptidase e dmega peptidase. Com base em suas similaridades
estruturais sdo reagrupadas em 20 familias.

A funcao catalitica das serino-proteases € realizada por meio da acao da triade
catalitica (serina, histidina e acido aspartico), enquanto o grau e tipo de especificidade
pelo substrato sdo determinados pela natureza da regido do centro ativo. Quando
residuos na triade catalitica sdo alterados, separada ou conjuntamente, ocorrem grandes
mudancas na velocidade de turn over da enzima, alterando a constate catglitica (K
gue, consequentemente, modifica 0 mecanismo enzimatico afetandds Kesiduos
da triade atuam em perfeito sinergismo e contribuem para uma atividade catalitica
otimizada (PERONA & CRAIK, 1995).

Estas enzimas atuam em uma reacao de hidrolise de dois passos, onde um
intermediario, acil-enzima, covalentemente ligado é formado. Esta acilacdo € seguida
pela desacilacdo, processo no qual ocorre o ataque nucleofilico intermediado pela
agua, resultando na hidrolise do peptideo. Este ataque do grupo hidroxila da serina do
sitio ativo sobre o atomo de carbono carboxilico da ligacédo peptidica, catalisada pelo
residuo de histidina, que funciona como uma base, leva a formacdo de um
intermediéario tetraédrico e um ion imidazoélico. O intermediario decompde-se através
da catdlise acido-base pela acao dos grupos polarizados do aspartato e da histidina em
um intermediario acil-enzima, uma base imidazolica e uma amina. Este mecanismo
implica um estreito contato entre o intermediario tetraédrico e o ion imidazdlico, que
inibe a libercdo do préton para o meio solvente antes da catalise &cido-base,
regenerando, assim, a enzima ativa e liberando o produto da degradacéo (CRAIK et al.,
1987).

A relacdo entre a velocidade de acilacdo e de desacilacdo depende do tipo de
substrato utilizado. No caso de um substrato amida, a velocidade de acilagdo € menor
do que para a de desacilacdo e, para um substrato éster, esta velocidade pode ser de
uma a trés vezes maior. Portanto, na atividade amidasica a etapa de acilagéo é lenta e a
de desacilacdo rapida, enquanto na atividade esterdsica ocorre 0 inverso, sendo,
portanto a etapa lenta o passo limitante da hidrolise (FASTREZ & FERSHT, 1973).
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As serino-proteases geralmente sdo ativas em pH neutro e alcalino, com pH
o6timo entre 7,0 e 11,0 (RAO et al.,, 1998). Elas tém uma ampla especificidade,
incluindo atividades amidésicas e esterasica. A massa molecular das serino-proteases
em geral esta na faixa de 18 a 35 kDa, entretanto, varios organismos possuem estas
enzimas com valores de 53 kDa. O ponto isoelétrico esta geralmente na faixa entre pH
4,0 e 6,0 (ROMERO et al., 2001).

2.3.2. Cisteino proteases (EC 3.4.22)

Cisteino-proteases ocorrem tanto em procariotos como em eucariotos (RAO et
al., 1998). Essas proteases sao enzimas proteoliticas que agem na via de ataque
nucleofilico do anion sulfeto no sitio ativo (KUNAKBAEVA et al., 2003). O sitio
ativo de uma cisteino-protease é composto por um residuo cisteina, um de asparagina e
um de histidina na triade-catalitica. O mecanismo de acdo das cisteino-proteases é
muito semelhante ao das serino-proteases. A presenca de um residuo de asparagina
conservado (Asnl175) na proximidade com a histidina catalitica (His159) cria a triade
cisteino-protease (Cys-His-Asnque € considerada analoga a triade Ser-His-Asp,
arranjo encontrado em serino-proteases (RAO et al., 1998).

A Figura 2 ilustra o ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina ao carbono da
carbonila do substrato, resultando num intermediario tetraédrico. Uma ligacao
covalente acil-enzima é formada apds a clivagem da ligacdo peptidica. A hidrolise do
acil-enzima leva a geragéo da enzima livre (BAIRD et al., 2006). Geralmerg&@ist
proteases sao ativas somente na presenca de agentes redutores tais como HCN
(Cianeto de hidrogenio) ou cisteina (RAO et al., 1998).
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Figura 2. Mecanismo catalitico cisteino-protease (BAIRD et al., 2006).

As cisteino-proteases apresentam maior atividade em pH neutro, embora
algumas delas, por exemplo, as proteases lisossomais, tém sua atividade maximizada
em pH acido (RAO et al., 1998). As cisteino-proteases sdo sensiveis a agentes
sulfidicos, como o PCMB (p-chloromercuribenzoic acid), mas ndo sédo afetadas pela
DFP (diisopropilfluorofosfato) e por agentes quelantes de metais. A massa molecular e
0 ponto isoelétrico das cisteino-proteases podem variar de acordo com organismo que

as produzem.

2.4. Lipoxigenase (EC 1.13.11) e inibidores de proteases em plantas

As lipoxigenases catalisam a hidroperoxidacdo de &cidos graxos poli-
insaturados, formando acidos grassos hidroperoxidados. Os principais substratos de
LOX em plantas sdo o acido linoleico e o linolénico. A carateristica mais importante
da LOX na defensa de plantas é a oxidacdo do acido linolénico em &cido jasmdnico
(JA) o qual permite a ativacdo da defesa direta de plantas tanto na producdo de
enzimas oxidativas (com@PQ e inibidores de proteases. Assim como a defesa
indireta, através da producdo de compostos organicos volateis que atraem 0s inimigos
naturais dos insetos pragasAW et al., 2011).

Os inibidores oferecem protecdo a planta contra larvas de insetos herbivoros e
patdgenos e correspondem cerca de 6% do total de proteinas presentes em algumas
sementes como da planta de soja (HILDEBRAND, 198%)o&Vvolucéo de inibidores
de proteases de plantas e proteases de insetos € um interessante paradigma para
pesquisas ecoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas. As plantas parecem ter desenvolvido
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inibidores com extraordinarias propriedades contra proteases de insetos. Sao
resistentes a protedlise e permanecem ativos sob diversas condi¢6es de pH, podendo
inibir a maioria das classes de proteases conhecida (CHRISTELLER et al., 1992).

O entendimento da atividade proteolitica nos processos biolégicos tem como
pré-requisito o conhecimento da contribuicdo dos inibidores naturais de proteases para
a regulacdo de sua atividade e o uso de inibidores sintéticos na caracterizacdo dessa
atividade. De acordo com o modo de agéo, os inibidores podem ser enquadrados em
dois grupos: inibidores sitio-especificos, que modifica irreversivelmente um
aminoéacido do sitio ativo, e aguele que ocorrem naturalmente, os quais podem atuar
como pseudo substratos. Tanto os inibidores sintéticos quanto os naturais imitam o
substrato, competindo com o mesmo na ligacdo com o sitio ativo das proteases
(TRAVIS & SALVENSEN, 1983). Membros do primeiro grupo sao inibidores de
serino-proteases, como o diisopropilfosfofluoridato e o fenilmetasulfonil fluoreto, que
reagem com o residuo de serina do sitio ativo, e clorometil cetona, derivada de
aminoécidos e peptideos que reagem com a histidina da triade catalitica.

Os inibidores de proteases sédo, ainda, denominados de acordo com a protease
inibida e/ou sua fonte, como, por exemplo, o inibidor de tripsina de soja. Agrupam-se,
também, em familias, as quais podem receber o nome do pesquisador que primeiro o
identificou. As familias mais citadas sao de Kunitz (inibidor de tripsina pancreético
inibidor de tripsina de soja), a Kazal (inibidor de tripsina a de secrecdo pancreatica), a
de inibidores Bowman-Birk, a familia de inibidor de batata | e a do inibidor de batata
Il (LASKOSWSKI & KATO, 1980).

Em plantas, o relato pioneiro de inibidor de protease ocorreu em 1938, por
Read & Haas, e os primeiros trabalhos estavam relacionados a nutricdo animal. Os
efeitos deletérios dessa categoria de proteinas encontradas em muitas plantas utilizadas
na dieta de animais para abate as tornaram inicialmente conhecidas como fatores
antinutricionais (WESTFALL & HAUGE, 1948). Os inibidores de tripsina concentram
0 maior numero de pesquisas no assunto, por ela ser uma importante serino-protease
do trato digestivo de animais. Até hoje, as familias Solanaceae, Fabaceae, Graminae
sao as mais estudadas quanto a atividade de inibidores por serem importantes fontes de
alimento (MOSOLOV & VALUEBA, 2008).

O primeiro inibidor de plantas bem caracterizado foi o de tripsina em soja
(KUNITZ, 1947), que foi isolado, cristalizado e complexado com tripsina suina,

servindo como o primeiro modelo classico metodolégico para a bioquimica de
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inibidores de proteases. Atualmente, € conhecida a sequéncia completa de aminoacidos
da maioria dos inibidores ja identificados.

E generalizada a presenca de inibidores em 6rgéos de reserva de plantas, como
sementes e tubérculos, onde podem atuar como agentes regulatorios de proteases
endogenas, como proteinas de reserva e como mecanismo de protecdo direto contra
proteases e/ou de microrganismos patogénicos. Sao encontrados em paredes celulares,
espacos intercelulares, no citossol e no vacuolo (KAPUR et al., 1989)

2.5. Polifenoloxidase (E.C. 1.10.3.1)

As polifenoloxiades (1,2-benzenediol: oxiygenoxidoreductase, EC 1.10.3.1)
(ENZYME NOMENCLATURE, 2007) ocorrem em plantas, animais e fungo
(WHITAKER, 1994). Estas enzimas contém cobre no centro ativo e catalisam dois
tipos de reacBes, ambas envolvendo oxigénio. A primeira reacdo corresponde a
hidroxilacdo de monofenois formando orto-difenois e a segunda a oxidacdo de orto-
difenois formando orto-quinonas. As polifenoloxidases atuam sobre uma grande
variedade de substratos, entre eles, o p-cresol, tirosina e acido p-cumarico, como
substratos fenodlicos, e o catecol, hidroxifenilalanina e &cido clorogénico, como
substratos difenolicos. As PPOs sdo enzimas que frequentemente aumentam sua
atividade em resposta ao estresse, e um de seus principais papeis parece ser o de
promover a protecdo da célula (SOARES et al., 2004). Participa de um variado namero
de reagles, e por esta razdo exibe um dos graus de maior versatilidade que qualquer
outra enzima (TROIANI et al., 2003). Podem catalisar inUmeras reacfes de oxidacao
nas plantas (McLELLAN & ROBINSON, 1984), embora a peroxidase também esteja
envolvida na oxidacdo enzimatica (VALERO et al., 1988). A importancia das
atividades das PPOs na resisténcia a herbivoros deve-se, provavelmente, a propriedade
de oxidar compostos fendlicos em quinonas, 0s quais S0 muito mais toxicos aos
microorganismos do que o fenol original, e a sua acéo protetora no local do ferimento.
As PPOs estéo envolvidas no escurecimento de frutas, vegetais, cereais e leguminosas
(GOMES et al., 2001). A mudanca indesejavel na cor, no sabor e na textura das frutas
e dos vegetais, é associada com a PPO, que pertence as enzimas oxidoreductases
(CLEMENTE & PASTORE, 1998).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar a relacdo entre a resposta defensiva de C. arabica mediande as via

das lipoxigenases e polifenoloxidases e o processo de herbivoria de L. coffeella.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar a atividade das enzimas proteoliticas do sistema digestivo de L.
coffeella no processo de herbivoria em C. arabica;

Avaliar a atividade das lipoxigenases, polifenoloxidases e a producdo de
inibidores de proteases em C. arabica, na presenca e auséncia de injurias de L.
coffeella;

Correlacionar as atividades enziméticas e a producdo de inibidores de C.

arabica com a atividade das enzimas proteoliticas do sistema digestivo de L. coffeella.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido na casa de vegetacdo do Departamento de
Entomologia, da Universidade Federal de Vicosa (UFV), onde as plantas do cafeeiro
foram mantidas sem o contato com outros herbivoros. Os adultos de L. coffeela
utilizados foram obtidos da criagdo pertencente ao grupo de pesquisa em Manejo
Integrado de Pragas do Departamento de Entomologia da UFV.

As andlises bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Enzimologia,
Bioquimica de Proteinas e Peptideos, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO) da UFV.

4.1. Experimentacao

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 10 repeticdes
(plantas) e dois tratamentos (T1= Plantas do cafeeiro infestadas (presenca de L.
coffeella) e T2= Plantas néo infestadas (auséncia de L. coffeella)). Cada tratamento foi
mantido em uma gaiola de criacdo (130x70 cm) dentro da casa de vegetacao (26,5 °C e
60% UR) (Fig. 3 A, B).

Na gaiola do tratamento um (1) foram liberados cerca de 200 adultos de L.
coffeella, para a infestacdo das plantas (tempo 0), os adultos foram alimentados com
uma solucdo de sacarose, para garantir a sobrevivéncia deles e a oviposicao nas folhas
do cafeeiro. Depois de verificar que os adultos ovipositaram nas folhas, com o auxilio
de uma lanterna (W) e uma lupa de méo, acompanhou-se o desenvolvimento do ovo
até a eclosao das larvas, que foi de 15 dias. No décimo sexto dia foram observadas as
galerias feitas pelo inseto e ap6s mais cinco dias (tempo 1) as larvas ja atingiram o
estagio necessario para a realizagdo das analises (quarto instar), sendo entéo retiradas
das folhas 12 lagartas por planta. Em total, as plantas de C. arabica foram expostas ao
bicho-mineiro durante 20 dias. Para a avaliacdo das plantas foi realizada em dois
momentos, o primeiro considerado tempo 0, antes da infestacéo, e o tempo 1, apds os
20 dias da infestacéo, como foi especificado anteriormente. Em cada avaliagdo foram
coletadas trés folhas atacadas, com base em testes pilotos, para serem utilizadas nas
analises da atividade de lipoxigenases e de polifenoloxidade e para determinacdo da

guantidade de inibidores de proteases presentes nestas plantas. As amostras foram
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armazenadas em nitrogénio liquido e levadas para o laboratério, onde o material

vegetal e os insetos foram mantido8@&GE, para analises posteriores.

Figura 3. Metodologia de experimentacdo: gaiolas de criagcdo onde foram cultivadas as plantas
e conduzido o experimento (A e B). Coleta das lagartas de Leucoptera coffeella-(Guéri
Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (C).

4.2. Analises da atividade enzimética em Leucoptera coffeella

4.2.1. Extrato enzimatico

De acordo com Duarte et al. (2009), a quantidade de lagartas idonea para a
obtencdo das melhores leituras de concentracdo de proteinas sdo entre 12 e 13
individuos. Entéo, coletaram-se 12 lagartas de L. Coffeella, no quarto instar, que foram
armazenadas em eppendorf (1,5 mL). No laboratorio, os insetos foram maceradas com
bast&o de vidro estéril, adicionado 1mL de solucéo HEIMG 4 °C e centrifugado a
10.000 g por 10 min a 4°C (OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). O
sobrenadante contendo o material soltvel, chamado de extrato bruto, foi utilizado para
analises posteriores.
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4.2.2. Determinacdo da concentracao de proteina

A concentracd@o de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976)
utilizando-se albumina de soro bovino (BSAa faixa de concentracdo de 0 a 25

mg/mL para obtencéo da curva padrao.

4.2.3. Determinagéo de atividade de serino-proteases

4.2.3.1. Tripsina-like

A atividade amidasica foi determinada segundo o método descrito por Erlanger
et al. (1961), utilizando-se o substrato cromogénico para tripsina-B#&pNA (N-a-
Benzoil-L-arginine 4-nitroanilide hydrochloride) 60 mM diluido em tampéao Tris-HCI
0,1 M, pH 8,2 com Cagl20 mM a 25°C, obtendo-se uma concentragdo final de
substrato de 1,2 mM. A mistura reacional consigtig00 puL de tampao Tris-HCI 0,1
M pH 8,0; 90 pL de substrato e 100 pL de extrato enzimatico. Apds a adicdo do
extrato enzimatico a absorbancia da amostra foi obtida a 410 nm em funcédo do tempo
(2,5 min) a 25 °C. A atividade foi determinada pela formagdo do produto p-
nitroanilida, utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar de 8800 M
lem'. A partir dos valores de absorbancia obtidos a 410 nm foram calculadas as

atividades de formacéao dos produtos, usando a féormula abaixo:

_ﬁldl-ll:l
et

onde:
A410= Absorbancia a 410 nm;
= 8800 M*.crmi* (coeficiente de extingdo molar);
t= 150 segundos (tempo de incubacao); e

I= 1,0 cm (caminho 6tico).

A atividade especifica foi obtida dividindo os valores das atividades (LM/s)
pela concentracéo de proteina (mg/mL).

A atividade esteréasica foi determinada utilizando-se 0 subsHB&ME (N-a-
Tosyl-L-argininemethylesterhydrochloride) na concentracdo final de 0,1 mM@,25

em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 contendo 20 mM Ga@l mistura reacional
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consistiu de 500 puL de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0;500 uL de substrato e 100 uL.

de extrato enzimatico. Apos a adi¢cdo do extrato enzimético a absorbancia da amostra
foi obtida a 247 nm por 2,5 minutos, utilizando-se para os calculos o coeficiente de
extingdo molar de 540 Mcm™. A partir dos valores de absorbancia foram calculadas

as atividades de formacao dos produtosibiifs, a partir da seguinte formula:

_ A247

s 1.t

onde :
A247= Absorvancia a 247 nm;
e= 540 M-1.cm-1 (coeficiente de extincdo molar);
t= 150 segundos (tempo de incubacao); e
I= 1,0 cm (caminho 06tico).
A atividade especifica foi obtida dividindo os valores das atividades pela

aconcentracdo de proteina (mg/mL).

4.2.3.2. Quimotripsina-like

A determinacdo da atividade amidasica de quimotripisina foi realizada
utilizando-se o substrato cromogénico para quimotripsind-HBapNA (N-Benzoil-
L-tyrosine p-nitroanilide) 60 mM diluido em tampéo Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 com
CaCh 20 mM a 25 °C, obtendo-se uma concentragao final de substrato de 1,2 mM. A
mistura reacional consistide 500 puL de tampéao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0;500 uL de
substrato e 10QL de extrato enzimatico. Apos a adicdo do extrato enzimatico a
absorbancia da amostra foi obtida a 410 nm em funcdo do tempo (2,5 min) a 25 °C.
Seguiu-se o método proposto por Erlangieal. (1961). A atividade foi determinada
pela formacgéo do produto p-nitroanilida, utilizando-se para os célculos o coeficiente de
extincdo molar de 8800 Mcm™. A partir dos valores de absorvancia foram calculadas

as atividades de formacao dos produtosibifs, empregando a formula abaixo:

_ﬁldl-ll:l
et

onde :
A410= Absorvancia a 410 nm;

e= 8800 M-1.cm-1 (coeficiente de extingdo molar);
18



t= 150 segundos (tempo de incubacao); e

I= 1,0 cm (caminho 6tico).

A atividade especifica foi obtida dividindo os valores das atividades pela
concentracdo de proteina (mg/mL).

A atividade esterasica foi determinada utilizando-se o substrato ATEE (N-
Acetyl-L-tyrosine ethyl ester monohydrate) na concentracéo final de 0,1 mM@ 25
em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 contendo 20 mM Ga@l mistura reacional
consistiu de 500 pL de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,0;500 uL de substrato e 100 uL.
de extrato enzimatico. Apds a adicdo do extrato enzimético a absorbancia da amostra
foi obtida a 247 nm por 2,5 minutos. A partir dos valores de absoabforam
calculadas as atividades de formacéo dos produtqgwe) e atividade especifica foi

obtida dividindo os valores das atividades pela concentracéo de proteina (mg/mL).
4.2.4. Determinacao de atividade de cisteino proteases

A atividade amidasica de cisteino-proteases foi realizada com base no método
de Erlanger et al. (1961) e modificacdes sugeridas por Mendoncga et al. (2011). Usou-
se 500 puL do substratoBapNA na concentracgéo final de 0,5 mM, a 25°C e 500 pL
de tampao Tris-HCI 0,1 M pH 8,2; contendo 20 mM de g¢a@ mM de Ditiotreitol
(DTT) para garantir que o residuo de cisteina esteja reduzido. Hind®extrato foi
adicionado 100 pL do inibidor de serino-protease benzamidina na concentracao final
de 1 mM, a qual corresponde a constante de dissoc{gade tripsinas-like por
benzamidina. A reacdao foi realizada durante 2,5 minutos, com leitura de absorbancia a
410 nm a cada 30 segundos. Para a determinacdo da atividade foi utilizado o
coeficiente de extingdo molar do produto formado, p-nitroanilina, 888@nvt. A
partir dos valores de absorvancia foram calculadas as atividades de formagao dos

produtos enuM/s, utilizando a férmula abaixo:

_ﬁldl-ll:l
et

onde :
A410= Absorvancia a 410 nm;

e= 8800 M-1.cm-1 (coeficiente de extingdo molar);
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t= 150 segundos (tempo de incubacao); e

I= 1,0 cm (caminho 6tico).

A atividade especifica foi obtida dividindo os valores das atividades entre a

concentracdo de proteina (mg/mL).

4.2.5. Determinagéo de atividade de proteases totais

A atividade proteasica foi determinada segundo o método descrito por
Tomarelli et al. (1949), utilizando-se azocaseina 2% (p/v) como substrato em tampéao
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0; 37°C. A mistura reacional consistiu50 pL de substrato e
60 pL de extrato enzimatico, sendo incubada por 30 minutos a 37°C. A reagdo foi
interrompida pela adicao de 240 pL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Apos a
parada de reacao as amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas em repouso
no gelo por 15 minutos. Em seguida, os tubos plasticos de 2 mL com tampas contendo
as amostras foram centrifugados a 8.000 g por 5 minutos a 25°C, para remocao da
proteina precipitada. Uma aliquota de 240 pL do sobrenadante foi transferida para
tubos contendo 280 puLL de NaOH 1M. As absorbancias foram determinada a 440 nm e
os valores divididos entre a concentracdo de proteinas totais expressadas em mg/mL

para a obtencédo da atividade especifica. O experimento foi realizado em triplicatas.

4.3. Atividade enziméatica do café

4.3.1. Extrato foliar

As folhas foram limpas com o auxilio de um pincel para retirada das lagartas,
em seguida elas foram cortadas, com o auxilio de uma tesoura, acondgionada
imediatamente em envelopes de aluminio e colocadas em caixas de isopor, onde foram
cobertas de nitrogénio liquido e transportadas ao Laboratorio de Enzimologia-
BIOAGRO.

Uma amostra de folha foi pesada e imediatamente congelada em nitrogénio
liquido (empregando trés folhas por planta, uma folha para cada analise). Em seguida,
foi triturada a folha no almofariz até obtencéo de um po fino. Feito isso, adicionou-se

polivinil polipirrolidona (PVPP) 2% (p/v), ou seja, 2 g de PVPP para cada 100 mL de
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meio de extracdo. Posteriormente, macerou-se a amostraregou-se o tampao de
extracdo especifico para cada enzima.

Para o analises de Inibidores de proteases, foi empregado Tris-HCI 0,1 M pH
8,2 e 20mM CaGl Para a atividade lipoxigenase nas folhas foi utilizado tampéao
fosfato de sodio 0,05 M pH 6,5 e para as polifenoloxidases, tampéao de fosfato de sédio
0,2 M pH 6,5 foi empregado. Em todos 0s extratos, para as atividades enzimaticas e os
inibidores, emregou-se o tampado na propor¢do 1:5 (p/v) em todos os casos, isto é, a
cada 1g de material vegetal foram adicionados 5 mL de tampdo. O extrato foi
homogeneizado e colocado em eppedorf de 2 mL e em seguida centrifugado a 20000 g
por 60 minutos a 4°C (BATISTA et al., 2002). O sobrenadante foi utilizado para os
analises espectrofotometricos.

4.3.2. Quantificacdo de inibidores de proteases

A presenga de inibidores de proteases no extrato foliar foi determinada
utilizando tripsina purificada. A determinacdo da atividade triptica foi baseada no
seguinte procedimento analitico: 50 puL do extrato foliar; 550 pL de Tris-HQV 0,1
pH 8,2 contendo 20 mM de CaG# 100 pL da solugéo de tripsina 4,7 x 10-5 M,
adicionados em um eppendorf de 1,5 mL. Para o controle da enzima foram
adicionados, a outro eppendorf, 500 pL de Tris-HCI 0,1 M pH 8,2 contendo 20 mM de
CaCb e 100 pL da solucéo de tripsina 4,7 X M

A mistura contida em cada tubo (teste e controle da enzima) foi incubada por
cinco minutos a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacédo, esse volume foi
misturado com outro tubo contendo 500 pL Tris-HCI 0,1M pH3)2nmM de CaGle
500 pL da solucdo de-BApNA 1,2 mM. A absorbancia da solucao foi determinada a
410 nm a cada 30 segundos e durante 2,5 minutos de reacgéao.

A determinacdo da concentracdo de proteina do extrato foi obtida pelo método
descrito por Bradford (1976) utilizando como padrdo uma solucdo de 10 mg/mL de
soro albumina bovina (BSA).Os resultados obtidos foram convertidos em mg de

tripsina inibida por grama de proteit@acordo com a seguinte equacao:

AXB

mg de tripsing inibida/ grama de proteing = ——
g P /g P C x 1000 X P

em que:
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A= A diferenca entre a absorbancia do controle menos a do teste, ambas a
410nm;

B= Diluigéo da amostra,

P= Concentracdode proteina dos extratos (mg/mL); e

C= Fator de tripsina, ou seja, o produto da atuacdo de 1 pL de tripsina ativa
sobre o substrath-BApNA dara a leitura de absorbancia em 410 nm de 0,019
(KAKADE et al., 1974).

4.3.3. Determinacao da atividade de lipoxigenase

A atividade de lipoxigenase sobre o acido linoléico foi determinada segundo o
método descrito por Axelrod et al. (1981). Nesse método é determinado o aumento da
absorvancia a 234 nm, resultante da formacdo de um sistema de duplas ligacdes
conjugadas no hidroperoxido formado.

Foi preparada uma solugéo estoque de linoleato de sédio 10 mM, utilizando-se
acido linoléico, aproximadamente 99% (SIGMA), como se segue: a um erlenmeyer,
envolvido por papel aluminio, contendo aproximadamente 10 mL de agua deionizada,
previamente fervida, adicionou-se AR de &cido linoléico e 9QuL de tween 20
(SIGMA). Em seguida, a solucado foi homogeneizada com auxilio de uma pipeta
automética, tomando o cuidado para nao formar bolhas. Para clareamento da solugéo
foram adicionadas gotas de NaOH 0,5 M. Logo apés, a solucéo foi transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL envolvido por papel aluminio e o volume aferido. A
solucéo estoque de linoleato de sédio foi armazenada em eppendorf de 1,5 mL com
tampa, envolvidos em papel aluminio e armazenados@.-20

Para as analises das atividades de lipoxigenases misturoyited®Oextrato
bruto foliar e 4,0uL da solucdo estoque de linoleato de sodio em 1,0 mL de tampéo
fosfato 50,0 mM, pH 6,5. A absorvancia da mistura de reacao foi determinada a cada
30 segundos a 234 nm por periodo de 2,5 minutos. Sob as mesmas condicdes,
guantidades iguais de substrato e tampdo que foram utilizadas no teste serviram,
também, para a analise de controle (branco da reacdo). Todas as analises foram
realizadas em triplicatas.

A determinacao da concentracao de proteina do extrato foi obtida pelo método

descrito por Bradford (1976) utilizando como padrao uma solucaordgnil de soro
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albumina bovina (BSA). A partir dos valores de absorvancia obtidos a 234 nm foram

calculadas as velocidades de formacao dos produtos, usando a seguinte formula:

_ A234
et

onde:

A234= Absorvancia a 234 nm;

g= 25000 M*.cm* (coeficiente de extincdo molar dos hidroperéxidos do &cido
linoléico a 234 nm);

t= 120 segundos (tempo de incubacao); e

I= 1,0 cm (caminho 6tico).

4.3.4. Atividade de polifenoloxidases

A atividade de PPO nas amostras foi determinada conforme método descrito
por KAR & MISHRA (1976). A mistura de reacdo contendo 960 pL da solucédo de
substrato catecol 0,2 M foi levada ao banho-maria, °€ 2fara estabilizacdo por
aproximadamente quatro minutos. Apds este tempo acrescentou-se 40 pL do extrato
vegetal. O aumento da absorbancia foi registrado no comprimento de onda 410 nm, em
um ensaio colorimétrico no espectrofotometro durante o periodo de 2,5 minutos, com
intervalos de 30 segundos. Todas as incubacdes foram realizadas em triplicatas. A
atividade da enzima foi medida utilizando-se para os célculos o coeficiente de extingdo
molar 1,47 Mmit.cm®. Posteriormente, os resultados foram divididos pela
concentracdo de proteina no extrato e foram expressos em NMmgile proteina

(atividade especifica).

4.4. Andlises estatisticas

Foram realizadas analises descritivas (média e desvio padrdo) nos parametros
avaliados nas plantas e nos insetos. Teste de Shapiro-Wilks foi aplicado para verificar
se os dados obtidos satisfazem os pressupostos de normalidade. Quando atendido o
pressuposto de normalidade e homocedasticidade, foi aplicada a analise de variancia

(ANOVA) (a=5%) a fim de verificar se existiam diferengas significativas entre as
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atividades enzimaticas com os diferentes substratos testados para tripsiba-like (
BApNA e L-TAME) e quimotripsina-like (BTpNA e ATEE) do intestino dos insetos.

Para verificar a diferenca entre plantas infestadas (PIl) e ndo infestadas (PNI)
em relacdo a producdo de inibidores e a atividades enzimaticas de LOXs e PPOs
aplicou-se a ANOVA. Estas variaveis foram analisadas a partir da diferenca média
entre o tempo zero e o tempo 1 para cada tratamento.

Determinouse a associa¢do ou independéncia entre as variaveis analisadas nas
plantas, assim como sua relacdo com as variaveis analisadas no bicho-mineiro. Para
isso aplicou-se a correlacdo de Pearson, a qual gera unfriajoe pode oscilar entre
+1 e -1, onde um valor de r +1 indica uma perfeita associagéo, O (zero) auséncia de
associagdo e -1 uma perfeita associacdo negativa das variaveis. Para analisar se exist
um efeito do sistema de defesa nas plantas do cafeeiro na atividade protemlitica d
inseto, foi feita uma andlises de componentes principais (ACP) para determinar
algumas relagfes entre as variaveis. Todas as andlises foram realizadas utilizando os
software de estatistica R-3.2. e PAST 1,63.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlises da atividade enzimética em Leucoptera coffeella

5.1.1. Atividade de serino-proteases (Tripsina-like e Quimotripsina-like)

A atividade de tripsina-like em L. coffeella determinada mediante a reagédo com
os substratos-BApNA e L-TAME foi de 0,01 + 0,005 e 0,33 £ 0,09 umol*s-1/ug de
proteina, respectivamente (Fig. 4A). A capacidade catalitica da tripsina (obtida com
base no nimero de moléculas detectaveis produzidas por uma unidade de enzima),
entre os dois substratos empregados, foram estatisticamente diféFen®58; p=
7,35x10°) (Fig. 4A).

A atividade de quimotripsina-like em L. coffeella utilizando os substratos
BTpNA e ATEE foi de 0,03 £ 0,03 e 0,01 + 0,002 pmol*s-1/ug de proteina, nesta
ordem (Fig. 4B). N@o houve diferenga significativa na capacidade catalitica da
qguimotripsina entre os substratos empregados (F= 1,57; p= 0,166) (Fig. 4B).

5.1.2. Determinacéo de atividade de cisteino proteases e proteases totais

A atividade das enzimas cisteino-proteases no intestino do bicho-mineiro
variou de 0,007 a 0,01 umol*s-1/ug de proteina, com média de 0,009 + 0,002 pmol*s-
1/ug de proteina.

A concentragao de proteases totaisno intestino do bicho-mineiro foi de 0,7340
+ 0,16pug /ul, com variagéo entre 0,54 e 0,89 ug /ul.
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Atividade Tripsina-Zike (umol*s-1)/ug de
proteina)

L-BApNA L-TAME
Substratos

0,07 -

0,06 -

0,05 +

0,04 -

0,03 -

1)/ng de proteina)

0,02 +

0,01 +

Atividade quimotripsina-/ikke(umol*

BTpNA ATEE

Substratos

Figura 4. Atividade especifica de tripsina-like mediante hidrolises dos substr8¢NA e
L-TAME (A) e quimotripsina-like usando os substratos BTpNA e ATEE (B) nasdade
quarto instar de Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lylam@ti
Vicosa, MG. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste &ec
significancia.

Embora as enzimas examinadas sejam produtos de processos independentes
elas agem juntas, e fatores regulatérios coordenam a sua atividade, de modo qu
algumas correlacdes entre as atividades enzimaticas analisadas foram encontrados e
sao apresentados na Figura 5.

A partir da analise de componentes principais (ACP) realizada em funcédo das
atividades enzimaticas no intestino do bicho-mineiro, o componente 1 presentou a
variabilidade mais alta (53,23%) e consequentemente o maior poder explicativo dos

26



dados. Este componente esta caracterizado pela maioria dos fatores analisados como
tripsina-like, usanda-BApNA e L-TAME, quimotripsina-like, utilizandd.-ATEE e
L-TAME, e a concentracdo de proteases totais. Além disso, observou-se que os valores
da atividade de tripsina-like podem estar relacionados como a concentracdo de
proteases no intestino tdecoffeella (Fig. 5).

Componente 2

Cisteino-prot

Q-BETpHA
0,2+

0.4+
Componente 1

.
06

T-BAplA

.2,04

Figura 5. Analises de componentes principais (ACP) para as variaveis analisadas (Ti
like, quimotripsina-like, cisteino-proteases e proteases totais) em Leucopteedac@Guérin-
Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), Vigosa, MG. Tripsina-like usanrBApNA
(T-BApNA) e L-TAME (T-TAME). Quimotripsina usando BTpNA (Q-BTpNA) e ATEE (C
ATEE) e proteases totais (Prot-Totais).

No segundo componente, explica-se que 21,92% da variabilidade total, que esta
representado sO pelos valores da atividade de cisteino-proteases, mostraram que é um

tipo independente de atividade proteolitica no bicho-mineiro (Fig. 5).

5.2. Respostas defensivas de Coffea arabica

A atividade de lipoxigenase no tratamento 1 (PI) foi de 11,65 + 4,4 e 45,08 +
18,8 umol*s-1/ug de proteina, antes do processo de infestagcdo com L. coffeella (tempo
0) e ap6s a infestacdo (tempo 1), respectivamente. Estas plantas apresentaram

diferencas significativas para esta variavel, sendo observado um aumento consideravel
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nos valores de lipoxigenase (F= 3,703; p= 0,02). Nas plantas nao infestadas (PNI), que
foram as plantas controle, a atividade inicial de lipoxigenase foi de 43,78 = 11,04
pumol*s-1/g de proteina e depois foi de 60,76 + 9,83 umol*s-1/ug de proteina, sendo
estatisticamente iguais (F= 3,12; p=0,16).

A diferenca média da atividade de lipoxigenase nas plantas infestadas (PI) com
L. coffeella entre o tempo 0 e tempo 1 foi de 33,45 + 7,2 umol*s-1/ug de proteina e
nas plantas ndo infestadas esta foi de 15,97 + 5,8 umol*s-1/g de proteina, ou seja, as
plantas infestadas apresentaram um aumento significativo desta atividade (F= 29,4 p=
0,00022) (Fig. 6).
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Figura 6. Diferenca da variacdo da atividade lipoxigenase entre o tempo 0 e tempo 1 nas
plantas de Coffea arabica ndo infestadas (PNI) e infestadas (PI) por Leaocopiteella
(Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). Médias seguidas pela mesaadet
diferem entre si pelo teste F a 5% de significancia.

A quantidade de inibidores de proteases, no cafeeiro utilizadas no tratamento 1
(PI) foi de 325,3t125,5 e 1123,7+359,7 mg trip inibida/g de proteina, antes do
processo de infestacdo com L. coffeella (tempo zero) e apds infestagdo (tempo 1),
respectivamente. Estas plantas apresentaram diferencas significativas para esta
variavel, sendo observado um aumento consideravel nos valores de inibidores de
proteases (F= 5,64; p= 0,004).

Nas plantas néo infestadas (PNI), que foram as plantas controle, a quantidade

inicial de inibidores de proteases foi de 857,3+3@%garipsina inibida/g de proteina e
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depois foi de 1.290,0 + 419,8mg tripsina inibida/g de proteina, ndo sendo
estatisticamente diferentes (F= 2,56; p= 0,062).

A diferenca média dos inibidores de proteases nas plantas infestadas (PI) com
L. coffeella entre o tempo zero e tempo 1 foi de 798,5 24%58,8ipsina inibida/g de
proteina e nas plantas nao infestadas, esta diferenca foi de 433 @hpFiBsina
inibida/g de proteina, ou seja, as plantas infestadas apresentaram um aumento
significativo na quantidade de inibidores (Fig. 7). Diferencas significativas foram

observadas entres estas medias ao realizar a analises ANOVA (F= 9,64 p= 0,0022)
(Fig. 7).

900 1 a
800 -

700 A

200 -

100 A

Inibidores de Proteases (mg trip inibida/g de
proteina)

Plantas

Figura 7. Diferenca media dos inibidores de proteases em Cofeea arabica infesfpdasi(
infestadas (PNI) com Leucoptera coffeella (Guérin-Meneville, 1842) (Lepido
Lyonetiidae) entre o tempo zero e tempo 1. Médias seguidas pela mesma letrareéo
entre si pelo teste F a 5% de significancia.

A atividade de polifenoloxidases, no cafeeiro utilizadas no tratamento 1 (PI) foi
de 0,822 + 0,21e 3,537 + 0,35 umol*s-1/ug de proteina, antes do processo de
infestagdo com L. coffeella (tempo zero) e apos infestagédo (tempo 1), respectivamente.
Estas plantas apresentaram diferencas significativas para esta variavel, sendo
observado um aumento consideravel nos valores de polifenoloxidase (F= 5,64 p=
0,005).

Nas plantas nao infestadas (PNI), que foram as plantas controle, a atividade
inicial de polifenoloxidases foi de 3,43 + 0,77umol*s-1/ug de proteina e depois foi de
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5,17 + 0,99 pmol*s-1/ug de proteina, ndo sendo estatisticamente diferentes (F= 3,12,
p=0,16).

A diferenca media da atividade de polifenoloxidases nas plantas infestadas com
L. coffeella entre o tempo 0 e 1 foi de 2,71 £ 0,07umol*s-1/ug de proteina e nas
plantas ndo infestadas esta foi de 1,74 £ 0,05 pumol*s-1/ug de proteina, ou seja as
plantas infestadas apresentaram um aumento significativo nesta atividade (F= 8,41 p=
0,00022 (Fig.8).

N
w
|

)
|

—
|

Atv Polifenolxidase (umol*s-1/ug de proteina)
a 2
| |

Plantas

Figura 8. Diferenca da variagéo da atividade polifenoloxidases entre o tempo 0 e 1 nas
de Coffea arabica infestadas (Pl) e n&o infestadas (PNI) por LeucoptielaqiGuérin-
Meneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). Médias seguidas pela mesma letra ndo (
entre si pelo teste F a 5% de significancia.

Com base na analise de correlacdo (r) das atividades enzimaticas do café
verificou-se significancia entre a atividade de LOXPRQ ou seja, estas enzimas
foram relacionadas diretamente (r= 0,7850,032) (Fig. 9).
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Figura 9. Correlacéo de Pearson (rs) entre a atividade das enzimas lipoxigenases (LOX
polifenoloxidasesRPQ de Coffea arabica (correlacéo significativa: p< .05

5.3. Defensa do cafeeiro Vs atividade proteolitica de Leucoptera coffeella

A partir da ACP constatou-se que o componente 1 apresentou a variancia mais
alta (62,18%) e consequentemente o maior poder explicativo dos dados. Este
componente foi caracterizado pelos valores de quimotripsina-like usando BTpNA do
inseto e a atividade de LOX nas plantas (Fig. 10).

No componente 2 explicou-se 26,67% da variancia total, e este foi representado
pela maioria dos fatores analisado, caracterizado pelos valores de inibidores de
proteases, a atividade daPO nas plantas e pela atividade de tripsina-like

quimotripsina usando ATEE (Fig. 10).
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Figura 10. Analises de componentes principais (ACP) para as variaveis de Leuc
coffeella (Guérin-Méneville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (tripsina-likemqtripsina-
like, cisteino-proteases e proteases totais) e em Coffea arabicalofiesbide protease
atividade de lipoxigenases e polifenoloxidases). Inibidores de proteases (Jnkafivimtade
de lipoxigenase (LOX) polifenoloxidaseBRO, tripsina-like usand@-BApNA (T-BApNA)

e usanda.-TAME (T-TAME) quimotripsina usando BTpNA (Q-BTpNA) e usando ATEE (
ATEE), proteases totais (Prot-Totais).

Com base nas relacdes encontradas a partir destas analises verificaram-se que
entre os inibidores de proteases produzidos pelas plantas e a atividade de
quimotripsinalike (Q-ATEE) houve uma relacdo inversa, ou seja, quando os valores de
inibidores de proteases no cafeeiro foram, altos existiu uma diminuicdo da atividade
quimotriptica no bicho-mineiro. Além disso, determinou-se uma relacdo positiva entre
a atividade LOX &PPOnas plantas com a atividade de tripsina-likeTAME). As
polifenoloxidases presentaram também uma relacdo positiva com a atividade de
tripsina-like usando substrateBApNA (T-BApNA).

Estas relacdes encontradas com as analises de componentes principais foram
confirmadas através da correlagdo de Pearson (Tabela 1), a qual gerou uma medida da
associagdo ou da independéncia entre as variaveis, tanto no inseto como nas plantas.
Uma correlacdo negativa foi encontrada entre os inibidores de proteases e a

quimotripsina-like usando ATEE (Q-ATEE) (r=-0,828; p= 0,03) (Tabela 1).
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Tabela 1.Correlacdo de Pearson (r) entre os inibidores de proteases (Inbiposiyenases
(LOX) e polifenoloxidadesRPQ determinadas em cafeeiro e a de atividade tripsina-like
BApNA e T-TAME), quimotripsina-like (Q-BTpNA e Q-ATEE), cisteipoeteases (Cisteinc
prot) e proteases totais (Prot-Totais) analisadas em Leucoptera coffeadtin{@eneville,
1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae).

o Inb-prot LOX PPO
Variaveis
r p r p r p
T-BApNA -0,428 0,355 0485 0,355 0,885 0016
T-TAME -0,314 0,563 0,6 0033 0828 (033
Q-BTpNA 0,028 1 0,714 0,136 0,485 0,291
Q-ATEE -0,828 003 008 0802 0428 0,355
Cisteino-prot 0,371 0,419 0,257 0,538 -0,08 0,535
Prot- Totais 0,314 0563 0,942 0002 0,371 0,355

*correlacao significativa: p< 0,05

A atividadePPO no cafeeiro esteve relacionada positivamente apenas com a
atividade triptica das serino-proteases usando substBAME (r= 0,885; p= 0,016)
e L-BApNA (r= 0,828; p= 0,033). Enquanto a atividade LOX foi relacionada
positivamente com a tripsina-like-TAME) (r= 0,6; p= 0,033) e com as proteases
totais do bicho-mineiro (r= 0,942; p= 0,002) (Tabela 1).

Os valores significativos da correlacdo encontrados foram superiores a 0,6; 0
que significa que estas variaveis foram correlacionadas no minino a 60%, gerando a

confiabilidade nos dados.
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6. DISCUSSAO

6.1. Andlises da atividade enzimética em Leucoptera coffeella

Os substratosL.-BApNA e L-TAME, do tipo amidasico e esterasico,
respectivamente, sédo utilizados para determinar a atividade de tripsinas. Existem
evidéncias suficientes de que a maioria das enzimas presentes no intestino médio dos
insetos que hidrolisa estes substratos € do tipo tripsina-like (TERRA & FERREIRA,
1994)e estes substratos foram eficientes na determinacédo desta atividade no intestino
de L. coffeella (Fig. 4A).

As reacOes catalisadas pelas serino-proteases possuem uma etapa de acilagéo
lenta durante sua atividade amidolitica formando acil-enzima, seguida pela formacao
do produto a partir de uma desacilacao rapida, enquanto que o oposto acontece durante
a atividade esterolitica (INAGAMI, 1972; FASTREZ & FERSHT, 1973). Além disso,

0 passo determinante da velocidade da hidrolises amidésica realizada por tripgina-like

a aciliacdo, enquanto que na hidrolise éster é a desacilagdo com consequente formacéao
do produto (FASTREZ & FERSHT, 1973). Este mecanismo pode explicar a maior
capacidade catalitica de tripsina-like encontradalcGiAME (Fig. 4A).

Em outros lepiddpteros herbivoros a maioria dos trabalhos analisou a atividade
amidolitica ou esterolitica (ORTEGO et al., 1996; BROADWAY, 1989). Entretanto
Oliveira et al. (2005) e Xavier et al. (2005), avaliand®ApNA e L-TAME,
verificaram que a tripsina-like em A gemmatalis, na soja, apresentou maior eficiéncia
catalitica para o substrato esterolitico o qual também foi relacionado ao mecanismo de
reagdo da enzima, assim como observamos no bicho-mineiro (Fig. 4A). No trabalho
realizado em bicho-mineiro avaliando atividade tripsina-like usaram s6 o sulstrato
BApNA (ROSSI et al., 2009). Assim, este € o primeiro trabalho a realizar a
comparacao da atividade amidolitica e esterolitica em tripsina-like do bicho-mineiro,
contribuindo para o esclarecimento da protedlise nestes insetos.

A atividade de quimotripsina-likem larvas de lepiddpteros, com base na
hidrolise de BTpNA, ATEE e outros substratos, pode estar reduzida ou completamente
ausente (CHRISTELLER et al., 1992; MCMANUS & BURGESS, 1995). Assim, a
presenca reduzida de atividade quimotripsina-like, no bicho-mineiro, com os dois
substratos utilizados (ATEE e BTpNA) (Fig. 4B) esta em concordancia com o

observado em outras lepidépteras .
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Os substratos (ATEE e BTpNA) foram hidrolisados por esta enzima no
intestino de L. coffeella (Fig. 4B). A igualdade na hidrolise destes substratos pode ser
devido ao fato de que existem quimotripsinas-like, onde seu centro ativo é mais
"universal”, ou seja, diferentes substratos (por exemplo, esterasicos e amidasicos ou
curtos e longos) podem ser utilizados (STYGAR et al., 2010). Johnston et al. (1995)
confirmou a eficiéncia do substrato BTpNA para quimotripsina-like quando
determinou a atividade proteolitica no intestino de larvas de H. virescens. Enquanto
que Tamir et al. (1996) comprovaram que o substrato ATEE é hidrolisado, também,
por esta enzima e foi empregado para determinar sua atividade esterasica. Assim, fica
claro que estes substratos podem ser empregados para caracterizar a atividade de
quimotripsina-like. valores de atividade encontrados em quimotripsina-likeesuger

gue ambos

De forma geral, as atividades de endoproteases (tripsina e quimotripsina)
relativamente baixas no intestino de L. coffeella (Fig. 4) sugerem que as proteinas das
folhas ndo foram utilizadas de forma eficiente e € possivel que o nivel de aminoacidos
livres e as proteinas sollveis de baixo peso molecular sejam suficientes para o
desenvolvimento inicial das larvas, como foi demonstrado por Stygar et al. (2010) nas
larvas de C. ohridella em plantas de castanhas, que apresenta habito alimentar
samelhante ao do ao bicho-mineiro.

Os dados obtidos indicam que o total da atividade proteolitica em L. coffeella
foi representado pela atividade esterasica da tripsina-like, sendo esta aproximadamente
33 vezes maior do que a quimotripsina-like (Fig. 4). Resultados semelhantes, nos quais
a atividade de tripsina foi maior que a quimotripsina-like, foram obtidosagyealis
interpunctella (Pyralidae) (Hubner), Heliotis z@doctuidae) (Boddie) Parnassius
apollo (Papilionidae) (Linnaeu$NAKONIECZNY et al.,2007; LENZ et al.,1991), e
C. ohridella (Gracillariidae) (STYGAR et al., 2010).

Os parametros bioquimico-cinéticos de serino-proteases do extrato soluvel e
ligadas a membrana celular do intestino médio da lagarta-da-soja sdo conhecidos
(OLIVEIRA et al., 2005; XAVIER et al., 2005). O segundo grupo de proteases
funcionais que exercem papel significativo na digestdo de proteinas desta lagarta sédo
as cisteino-proteases (TERRA & FERREIRA, 1994). Ao comparar os valores entre
cisteino e serino-proteases (tripsina e quimotripsina-like) em L. coffeella encontrou-se

que os valores de atividade de cisteino-proteases foram iguais a 0s encontrados em
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quimotripsina-like (ATEE e BTpN) e atividade amidasicadBApNA) de tripsina-like.

Desse modo podemos inferir que o bicho-mineiro apresenta atividade de cisteino-
proteases em igual proporcdo que a atividade serino-proteasica de tipo aminldsica n
intestino. Entretanto existe a necessidade de novos estudos mais especificos na cinética
destas enzimas para compreendermos 0 seu mecanismo de acdo. Até o momento, nao
havia relatos na literatura de estudos sobre a caracterizacdo da atividade cisteino-
proteases de L. coffeella, iniciando-se, assim, os primeiros dados sobre estas enzimas e
seu papel na interacéo planta-inseto em café.

Ao relacionar todas as atividades enzimaticas determinadas em L. coffeella, a
relacédo foi positiva entre tripsina-like e a concentracdo de proteaes totais (Fig. 5), 0
que pode confirmar a funcéo principal que estas enzimas tém na digestdo de proteinas
no intestino do inseto. Ja as cisteino-proteases nao apresentaram relacdo com os outros
variaveis analisados (Fig. 5), mostrando independéncia de atividade proteolitica no
bicho-mineiro. As cisteino-proteases, a pesar de ter um mecanismo de acdo muito
semelhante ao das serino-proteases, possui um residuo de asparagina conservado na
proximidade com a histidina catalitica que cria a triade Cys-His-Asn (considerada
analoga a triade Ser-His-Asp arranjo encontrado em serino-proteases), fazendo com
que estas enzimas sejam diferente (RAO et al., 1998), o que pode explicar a pouca
relacdo encontrada entre estas enzimasumalises de componentes principais.

Atualmente os estudos sobre a digestdo em Lepidoptera tém-se gentrado
principalmente, nas atividades enzimaticas de pragas importantes, visando contribuir
na utilizacdo do controle biol6gico. As enzimas digestivas proteoliticas do bicho-
mineiro ainda ndo sao amplamente investigadas. Seu tamanho reduzido, fase larval
escondido, e o esforco consideravel exigido para coletar uma quantidade suficiente de
material biol6gico sdo as razdes pelas quais a investigacdo destes insetos é dificil para
os pesquisadores (STYGAR et al., 2010). Do acima referido, este trabalho contribui
com informacdo inicial para futuros estudos que permitam uma melhor compresséao do

processo digestivo desta praga do cafeeiro.

6.2. Respostalefesiva de Coffea arabica

A expressdo da resisténcia esta frequentemente acompanhada pela ativagdo das
enzimas fenol-oxidases e polifenoloxidases e pela peroxidagéo de lipideos por enzimas
como as lipoxigenases (GOODMAN & NOVACKY, 1994Meste estudo, observou-se
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um aumento significativo de 74% das atividades lipoxigenases nas folhas de café apos
a injuria de L. coffeella (PI) (Fig. 6), ou seja, as plantas ativaram esta via metabdlica
como sistema de defesa. Estes resultados também foram observados em outros
trabalhos, indicando que os niveis de atividade de LOXs sdo modulados em resposta a
estresses bidticos e abibticos, tais como injuria mecéanica (HILDEBRAND et al., 1988)

e ataque de patdgenos ou de pragas (SILVA,&@04; FORTUNATO et al., 2007

Na cultura do café, sdo escassos os estudos de atividade lipoxigenase, e o0s
relatos encontrados foram descritos por Pereira et al. (2008), Patui et al. (2007),
Dussert et al. (2003) e Rojas et al. (1993). Essa escassez pode ser devido as
dificuldades técnicas em evidenciar e caractedzta atividade em seus frutos, devido
a presenca de lipideos (PATUI et al., 2007), e no caso da utilizacao das folhas o maior
interesse tem sido a andlise em plantas infestadas com ferrugem (ROJAS et al., 1993).

Os valores de atividade de lipoxigenase no cafeeiro (Fig. 6) foram superiores
aos registrados por PEREIRA et al. (2009), que obtiveram atividades entre 1 e 1,8
pumolmin/mg de proteina, na avaliacdo do efeito da aplicacdo de silicio via foliar
para reducdo da severidade da ferrugem nesta cultura. Rojas et al. (1993) estudaram as
variacbes da atividade de LOX em folhas de café saudaveis e durante o
desenvolvimento da infeccéo da ferrugem e encontraram que esta atividade aumentou,
concluindo que houve a participacdo de LOX na sequéncia de eventos que caracterizou
a expressao do café contra ferrugem. Estes trabalhos demonstraram a acdo de LOX
conferindo resisténcia ao café contra o patdégeno. Entretanto ndo se conhecia a
atividade dessa via na presenca do bicho-mineiro, sendo o presente trabalho inovador
neste aspecto o que podera auxiliar o entendimento do sistema de defesa do café contra
esta importante praga.

Na resposta da planta a sinais indutivos, coanterbivoria, tem sido
demonstrado o envolvimento de lipoxigenases na via de sintese de acido jasmoénico e
metil jasmonatos que, por sua vez, atuam na inducdo da sintese de inibidores de
proteases (SANTNER et al.,2009; SHIVAJI et al., 2010). O aumento da atividade das
lipoxigenases proporcionou, consequentemente, um acréscimo na sintese de inibidores
de proteases (Fig. 7). Esse aumento na producao de inibidores foi aproximadamente de
um 71%, nas folhas de café ap6s ataque do bicho mineiro (PI).

Assim como o constatado no presente estudo, Fortunato et al. (2007) e Pilon
(2009) também observaram um aumento significativo nos niveis de inibidores de

proteases em folhas de soja injuriadas por lagartas A. gemmatalis. Além disso, Silva et

37



al. (2004) verificaram aumento da producéo de inibidores de proteases em folhas de
duas variedades de soja, apdés o ataque da mosca-branca (Bemisia argentifolli)
(Gennadius) (Homoptera: Aleyrodidae). De modo semelhante, Scott et al. (2010)
verificaram que houve uma interferéncia pdés-digestiva correlacionada com uma
diminuicdo de duas vezes a atividade das enzimas digestras-proteases nas
lagarta de T. ni que foram alimentadas com tomateiro superexaedsgasmonato

em relagdo ao Def-1 (mutante deficiente de jasmonato). Marinho et al. (2010)
observou um aumento na producédo de inibidores de proteases apos 12 e 24 horas da
infestacdo de Thyrinteina leucoceraea (Rind{ecpidoptera: Geometridae) em
eucalipto e goiabeira.

As familias Poaceae, Fabaceae, Solanaceae e Cruciferae sdo as mais utilizadas
nos estudos de inibidores de proteases, apresentando registro de varias familias de
inibidores de proteases (tipo Kunitz, Bowman-birk, squash, entre outros) (LOPES et
al., 2004). Os primeiros relatos do possivel papel dos inibidores de proteases sobre
insetos fitofagos foram realizados por Mickel & Standish (1947) em soja (Fabaceae).
No café ndo se tem relatado a participacao dos inibidores sobre insetos pragas, sendo
este o primeiro estudo realizado em Rubiaceae.

Os resultados observados de aumento da atividade de lipoxigenases e de
inibidores de proteases apresentados indicam um possivel mecanismo de resposta da
planta de café ao ataque de L. coffeella, passando pela via das lipoxigenases.

O aumento na atividade de lipoxigenases gera o acréscimo na producdo de
inibidores de proteases, devido ao aumento da eficiéncia catalitica de LOX, levando a
conversdo dos hidroperoxidos em acido 12-oxofitodienoico e, posteriormente, a
producao de acido jasmoénico. Foi proposto que este acido interage com um receptor de
membrana, ativando a expressao de genes para inibidores de proteases (SHIVAJI et al.
2010; FARMER & RYAN, 1992). Desta forma, reforca-se a hipétese de que as
lipoxigenases sdo enzimas chave do mecanismo de resposta do cafeeiro as injarias do
bicho-mineiro e que o acumulo de inibidores de proteases esteja envolvido nesse
mecanismo.

As polifenoloxidases tém sido relacionadas a reacdes de defesa das plantas
contra herbivoria em diversas espécies (FELTON et al., 1989; CONSTABEL et al.,
2000). A atividade defensiva é baseada na capacidade desta enzima em oxidar
rapidamente o-diidroxifendis para a correspondente o-quinona, quando o tecido é

danificado. As quinonas se ligam covalentemente aos aminoéacidos alquilataveis
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lisina, histidina, cisteina e metionina - das proteinas da planta, tornando-os
indisponiveis para os insetos (FELT@MNal., 1989).

O cafeeiro apresentou ativacdo das polifenoloxidases quando injuriadas pelo
bicho-mineiro (PIl) (Fig. 8), o mesmo comportamento foi observado quando esta
cultura foi inoculada pelo fungo causador da ferrugem (MELO et al., 2006; ROJAS et
al., 1993). Em plantas suscetiveis & ferrugem a atividade das polifenoloxidases
mantiveramse estavel, mesmo quando estas foram submetidas a estresses bioticos
(inoculacédo com o fungo) e abidticos (danos mecanicos), mas nas resistentes houve um
acréscimo nesta atividade (MELO et al., 2006). Em contrapartida, no mesmo estudo,
Melo et al.(2006) também avaliaram a atividade da PPO em cafeeiro contra o bicho-
mineiro, nas mesmas condicdes do patdgeno, ndo encontrando alteracbes nesta
atividade. Estes autores sugeriram que esta enzima nao esta envolvida nos processos de
defesa contra o bicho-mineiro. Diferentemente de Melo et al. (2006), encontramos
diferencas entre as plantas controle e as submetidas ao ataque de L. coffeella, e nestas
dltimas, existiu um aumento de 70% da atividade polifenoloxidases (Fig. 8). Sabe-se
que as folhas jovens sob herbivoria apresentam uma maior resposta defensiva e uma
maior atividade de polifenoloxidases (CONSTABEL & BARBEHENN, 2008). Assim
podemos inferir que a diferenca constatada entre o estudo de Melo et al. (2006) e a
presente pesquisa pode estar relacionada a idade da planta utilizada.

A correlacdo positiva e significativa entre a atividade das lipoxigenases e as
polifenoloxidases (Fig. 9) pode estar relacionada com o fato que em algumas plantas o
incremento da atividade de PPO tenha sido relacionado a producdo de compostos
como o acido jasménico e o metil jasmonato, que sdo produtos da via de transducao de

sinal dos octadecanoides, na qual a lipoxigenase participa (CONSTABEL et al., 1995).

6.3. Defesa do cafeeiro Vs atividade proteolitica de Leucoptera coffeella

Os estudos da interacdo entre enzimas digestivas de insetos e inibidores de
proteases mostraram que os perfis da expressado das proteases apresentaram diferentes
respostas. Os inibidores de proteases analisados em C. arabica proporcionaram um
efeito negativo da atividade de tripsina-like e de quimotripsina-like. Todavia apenas
para quimotripsina-like este efeito foi maior e estatisticamente significativo (Tabela 1,

Fig. 10). Este resultado pode revelar uma possivel resisténcia da tripsina-like aos

efeitos dos inibidores, assunto que ja tem sido corroborado em outros estudos como o
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de Lopes et al. (2004), que relataram que os inibidores produzidos pelas plantas, tem
uma regido chamada sitio reativo, que interage com o sitio ativo da enzima alvo. Os
sitios reativos de muitos inibidores de proteases s&o hidrofilicos como o residuo de
lisina em R. Como as tripsinas de lepiddptera tém subsitios hidrofébicos e preferem
lisina mais que arginina, em,Relas sdo usualmente mais resistentes a inibidores de
proteases que outras tripsinas de outros insetos (LOPES et al., 2004). Brito et al.
(2001) também descreveram maior resisténcia das tripsinas comparado com as
qguimotripsinas de H. virescens, ao serem expostos aos inibidores das folhas de tabaco.
Com esta correlacdo encontrada, o proximo passo seria determinar o porqué as
tripsinas do bicho-mineiro podem ser mais resistentes aos inibidores.

Como ja mencionado, a atividade de LOX indua producao de inibidores de
proteases, por isso esta atividade pode estar relacionada diretamente com uma maior
atividade de tripsina-like no intestino do bicho-mineiro. Este fato esta em concordancia
com as analises de correlagédo, que foi positiva e estatisticamente significativa entre
estes dois parametros (LOX e tripsina-like) (Tabela 1, Fig. 10).

A PPO forma quinonas por oxidacéo de fendis nas plantas, que podem se ligar
covalentemente as proteinas das folhas, inibindo as enzimas proteoliticas dos insetos
herbivoros (BHONWONG et al., 2009). Mas os insetos podem responder aos
processos de inibicAo das suas proteases no intestino de diferentes formas, como
através da hiperproducéo de proteases sensiveis (enzimas mais usadas na digestao das
proteinas) ao inibidor, no intuito de suprir o efeito deletério destes inibidores e
diminuir a expressao das enzimas menos sensiveis (PETEK et al., 2012; JAMAL 2012;
AHN et al., 2009). Isso explicaria a relagdo positiva encontrada entre a atividade PPO
de C. arabica e a tripsina-like do bicho-mineiro (Tabela 1, Fig. 10), onde o inseto

respondeu aumentando sua atividade proteolitica a maior ativid&iROd&s plantas.
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7. CONCLUSOES

% Nas larvas de L. coffeella existe atividade tanto serino como cisteino-prpteases

X/
L X4

mas a atividade serino-proteases € quem caracteriza o intestino destes insetos.
Estas informagdes séo referéncias novas sobre o tema de digestdo enzimatica

destes insetos.

As diferengas encontradas entre os substratos utilizados na avaliagdo da
atividade de tripsina-like, mostra que existe uma maior afinidade desta enzima
pelo substratd.-TAME comparado coma-BApNA. Propomos que deve-se
realizar a caraterizacdo das proteases tripsina-like de L. coffeella, desde a
purificacdo destas enzimas, até a determinacdo dos parametros cinéticos que

permitam definir o processo de hidrolises destes substratos.

A producdo de inibidores de proteases e as atividades de LOROEnas

plantas de C. arabica apresentam aumento na presenca de L. coffeella, o que
indica a possivel participacdo destas vias no processo de defesa da planta. A
caracterizacao desses inibidores produzidos e seu efeito sobre as proteases em
L. coffeella dariam continuidade a determinacdo da funcdo destas vias na

interacdo de C. arabica com este inseto praga.

% A correlagdo negativa encontrada entre os inibidores de proteases e a

quimotripsina-like, além das correlagbes positivas entre LOXPO com a
tripsina-like, geram informacdo de como o inseto responde ao mecanismo de
defesa de C. arabica. Determinando-se que existe um aumento da atividade das
proteases mais esséncias e uma diminuicdo das proteases secundarias (menos
usadas) como quimotripsina-like. Estudos mais aprofundados onde estas
interacbes poderdo ser caracterizadas contribuirdo para um melhor
entendimento do mecanismo da resposta do inseto ao sistema de defesa da

planta, visando gerar novas alternativas para 0 manejo desta praga.

41



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AHN J, ZHU-SALZMAN, K. 2009. CmCatD, a cathepsin D-like protease has a poteolgal r
in insect defense againt a phytocystatin. Journal of Insect Physiology, 558678

AMARAL S. 1953. ConsideracGes sobre o bicho-mineiro e sua importancia econ@mica.
Bioldgico, S&o Paulo, 19, 5:892.

AVILES D, MATIELLO J, PAULINI A, PINHEIRO M. 1983. Infestacdo de bicho-mineiro
em Catuai e Conilon em lavouras intercaladas e isoladas. In:. CONGRESSO BRASILEIRO DE
PESQUISAS CAFEEIRAS, 10 Pocos de Caldas. Rio de Janeiro: IBC/ GERCA2ZR4

AXELROD B, CHEESBROUGH T, LAASKO S. 1981. Lipoxygenases from soybeans.
Methods Enzymology, 71:44451.

BAIRD I, MOSI R, OLSEN M, CAMERON B, FRICKER S, SKERIJ R. 2006. 3 + 1 mixed-
ligand oxorhenium (V) complexes and their inhibition of the cysteine proteasepsiat B
and cathepsin K. Inorganica Chimica Acta, 359: 22360.

BARRET A. & RAWLINGS N. 2001.Evolutionary lines of cysteine peptidases. Jbafa
Biological Chemistry, 382: 72733.

BARRET A. 1994. Proteolytic enzymes: serine and cysteine peptidases. Methods Enzymolyc,
244: 1-15.

BATISTA R, OLIVEIRA M, PIRES C, PIOVESAN N, REZENDE S, MOREIRA M. 2002.
Caracterizacdo bioquimica e cinética de lipoxigenases de plantas de soja submetidas a
aplicacdo de acidos graxos poliinsaturados. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, 3752517

BERTHOLDO-VARGAS L, NASCIMENTO R, BORDIN J, SALVADOR D, SCHAFERM,
MONTEIRO DE BARROS N. 2009. Koxidative and gnotoxic action an Anticarsia gemmatalis
(Hubner) and Spodoptera frugiperda (J.E Smith) (Lepidoptera: Noctuidaenséct |
Physiology, 55: 5158.

BHONWONG A, STOUT M, ATTAJARUSIT J, TANTASAWAT P. 2009. Defensive role of
tomato polyphenol oxidase against cotton bollworm (Helicoverpa armigera)beed
armyworm (Spodoptera exigua). J Chemical Ecology, 35:2838.

BIGGER M. 1969. Partial resistence of arabica coffee to the coffee leaf hdneoptera
meyricki Ghesp.(Lepidoptera: Lyonetiidae).East African Agricultural and For@stnal
Nairobi, 34: 41— 445.

BLEE E. 1976. Impact of phyto-oxylipins in plant defense. Trends Plant Science;-22315
BRADFORD, M. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation ofogriam
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.Analisys Gtednvv2: 248

254,

BONOMO P, CRUZ C, VIANA J, PEREIRA A, OLIVEIRA V, CARNEIRO P. 2004.
Avaliacdo de progénies obtidas de cruzamentos de descendentes do Hibrido dmfirasr
cultivares Catuai vermelho e Catuai amarelo. Bragantia, 63, - 2297

BRIDSON D. & VERDCOURT B. 1988. Flora of tropical East Africa: Rubsee(Part 2).
Cape Town: Iziko Museums of Cape Town, 4147.

42



BRITO L, LOPES A, PARRA J, TERRA W, SILVA-FILHO M. 2001. Adaptation of tobacco
budworm Heliothis virescens to proteinase inhibitors may be mediatda lpynthesis of new
proteinases. Comparative Biochemistry and Physiology Part B 1283265

BROADWAY R. 1989. Characterization and ecological implications of midgut prateoly
activity in larval Pieris rapae and Trichoplusia ni. Journal of Chemical Ecology, 15, 7.

CARRILLO L, HERRERO |, CAMBRA |, SANCHEZ-MOGNE R, DIAZ |, MARTINEZ M.
2011. Differential in vitro and in vivo effect of barley cysteine and sginéease inhibitors
on phytopathogenic microorganisms. Plant Physiology and Biochemistry, 49:12001

CHRISTELLER J, LAING W, MARKWICK N, BURGESS E. 1992. Midgut protease
activities in 12 phytophagous lepidopteran larvae: dietary and protease inimtgtactions,
Insect Biochemestry and Molecular Biology, 22: 7B%6.

CLEMENTE E. & PASTORES G. 1998. Peroxidase and polyphenoloxidase, the importance
for food technology.Ciencia e Tecnologia Alimentos, 32-161.

COSTA MONDEGO J,-DUARTE M, KIYOTA E, MARTINEZ L, RODRIGUES S, DE
CAROLI S, SANTOS B, CARMELLO S,- VILELA M, GUERREIRO-FILHO O, MENOSSI
M. 2011. Molecular characterization of a miraculin-like gene diferentiallyessed during
development and leaf miner infestation. Planta 233:123.

CONSTABEL C. &BARBEHENN R. 2008. Defensive roles of polyphenol oxidase in
plants.In A. Schaller (ed.), Induced Plant Resistance to Herbivory. Springer, New York.

CONSTABEL C, YIP L, PATTON J, CHRISTOPHER E. 2000. Polyphenol oxidase from
hybrid poplar.Cloning and expression in response to wounding and herbivory. Plant
Physiology, 124: 28595.

CONSTABEL C, BERGEY D, RYAN C. 1995. Systemin activates synthesis of wound-
inducible tomato leaf polyphenol oxidase via the octadecanoid defense signaling pathway.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 92:407

CRAIK C, ROCZNIAK S, LARGMAN C, RUTTER W. 1987.The catalytic role of th&esi
aspartic acid in serine proteases. Science, 2379939

CROWE T. 1964. Coffee leaf miners in Kenya. I. Species and life histories.aKeofje
Nairobi, 29: 173183.

DUARTE G, DONIZETE C, APARECIDA G, DUARTE A, PATTO C, AND RADE G. 2009.
Enzimas digestivas do bicho-mineiro do cafeeiro Leucoptera coffeella(Gdéneville &
Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). Ciéncia e Agrotecnologia, 3319@0

DUSSERT S, CHABRILLANGE N, MONTILLET J, AGNEL J, ENGELMANN F, NOIROT
M. 2003. Basis of coffee seed sensitivity to liquid nitrogen exposure: oxidstti@ss or
imbibitional damage. Physiology Plant, 119: 5343.

ENZYME NOMENCLATURE (http: //www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme), 2015.
ERLANGER B, KOKOWSKY N, COHEN W. 1961.The preparation and properties of two
new chromogenic substrates of trypsin. Archives of Biochemistry and Biophysics, 95: 271
278.

FARMER E. & RYAN C. 1992. Octadecanoid precursors of jasmonic acid activate the
synthesis of wound-inducible proteinase inhibitors. Plant Cell, 4:11320

43


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=1413-7054&lng=en&nrm=iso

FASTREZ J. & FERSHT A. 1973. Demonstration of the acyl-enzyme mechanism for the
hydrolysis of peptides and anilides by chymotrypsin.Biochemistry, 12:-2033.

FELTON W, DONATO K, DELVECCHIO R, DUFFEY S. 1989. Activation of plantidol
oxidases by insect feeding reduces nutritive quality of foliage for noctuid begbivJournal
of Chemical Ecology, 15: 2662694.

FERREIRA A, MATIELO J, PAULINI A. 1979. Provavel resisténcia do cultivar Con{lon
canephora) a infestacdo de bicho mineiro do cafeeiro, Perileucoptera cdGasdtaMém.,
1842). In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISA CAFEEIRAS, 7, Rio de Janeir
IBC/GERCA, 336:331.

FORTUNATO F, OLIVEIRA M, BRUMANO M, SILA C, GUEDES R, MOREIRA M. 2007.
Lypoxygenase-induced defense of soybean varieties to the attack of the velvethgdiarcate
(Anticarcia gemmatalis Hubner). Journal of Pest Science; 1280

FEYS B. & PARKER J. 2000. Interplay of signaling pathways in plant diseastaress.
Trends Genetical, 16: 44855.

GALLO D, NAKANO O, SILVEIRA NETO S, CARVALHO R, BATISTA G, BERIF
FILHO E, PARRA J, ZUCCHI R, ALVES S, 1978. Manual de Entomologia Agricola. 531p.

GIRI A, HARSULKAR A, KU M, GUPTA V, DESHPANDE V, RANJEKAR P,
FRANCESCHI V. 2003. Identification of potent inhibitors of Helicoverpa igema gut
proteinases from winged bean seeds, Phytochemistry, 635323

GILL I, LOPEZ-FANDINO R, JORBA X, VULFSON E. 1996. Biologically active pes
and enzymatic to their production. Enzyme and Microbial Technology, 181882

GOMES M, OLIVEIRA M, CARNEIRO G, BARROS E, MOREIRA M. 2001. Propiedades
fisico-quimicas de polifenoloxidase de feijdo (Phaseolus vulgari€iéhcia e Tecnologia de
Alimentos, 21, 1: 6972.

GOODMAN R. & NOVACKY A. 1994. The hypersensitive reaction in plants to pathogens. St
Paul: APS Press.

GORMAN M, ANDREEVA O, PASKEWITZ M. 2000. Sp22D: a multidomain serine
protease with a putative role in insect immunity. Gene, 251: 9-17.

HILDEBRAND D, HAMILTON-KEMP T, LEGG C, BOOKJANS G. 1988. Plant
lipoxygenase: occurrence, properties and possible functions, Current Topics in plants
Biochemystry and Physiology, 7: 201-219.

HILDEBRAND D. 1989. Lipoxygenases. Physiol. Plantarum, 76:-283.

ILLY E. 2002. Um dos prazeres simples da vida € bastante complicado: A saborosa
complexidade do café. Revista Scientific American Brasit538

INAGAMI T. 1972. Trypsin. In: Funatsu, M., Hiromi, K., Imahori, K., Murachi, T., Nata,
(Eds.), Proteins-Structure and Function,-183.

JAMAL F, PANDEY P, SINGH D, KHAN M. 2012. Serine protease inhibitors in plantas:
nature’s arsenal crafted for insect predators. Phytochemycal, 56, 25-34.

JARAMILLO J, BORGEMEISTER C, BAKER P. 2006. Coffee berry borer Hypothenemus
hampei (Coleoptera: Curculionidae): Searching for sustainable contrelg&satBulletin of
Entomological Research, 96112.

44



JOHNSTON K, LEE M, BROUGH C, HILDER H, GATEHOUSE A, GATEHOUSE 995.
Protease Activities in the larval midgut of Heliothis virescemddence for trypsin and
chymotrypsin-like enzymes. Insect Biochemistry and Molecular Biology, 25, 3:-388.

KAKADE M, RACKIS J, McGHEE J, PUSKI G. 1974. Determination of trypsin iitbib
activity of soy products: a collaborative analysis of an improved procedure. Cheraisty,
51: 376-382.

KAPUR R, TAN-WILSON A, WILSON K. 1989. Isolation and partial characterizatbm
subtilisin inhibitor from the mung bean (Vigna-radiata). Plant Physiology, 931106

KAR M. & MISHRA D. 1976.Catalase, peroxidase, and polyphenoloxidase activities during
rice leaf senescence. Plant Physiology, 57:318.

KUNAKBAEVA Z, CARRASCO R, ROZAS I|. 2003. An approximation to the mechanism of
inhibition of cysteine proteases: nucleophilic sulfur to Michael acceptpes ¢cgmpounds
Journal of Molecular Stucture, 626: 229.6.

KUNITZ M. 1947. Crystalline soybean trypsin inhibitor. Il. General propertiesirnal of
Genetic and Physiology, 30: 2&10.

LASKOWSKI M.& KATO 1. 1980. Protein inhibitors of proteinases.Annual Review of
Biochemistry, 49: 593%26.

LENZ J, KANG W, RICE A, MCINTOSH G, CHIPPENDAL K, SCHUBERT. 1991.
Digestive proteinases of larval of the corn earworm, Heliothis zea claraton,
distribution, and dietary relationship. Archives of Insect Biochemistry andiétbgy, 16:
201-212.

LOPES A, JULIANO M, JULIANO L, TERRA W. 2004. Archives of insect biochemising
physiology. Coevolution of Insect Trypsins and Inhibitors, 55:-158Q.

LOUREIRO A, NICOLE M, VARZEA V, MONCADA P, BERTRAND B, SILVA M. 2012.
Coffee resistance to Colletotrichum kahawae is associated with ligimficaccumulation of
phenols and cell death at infection sites. Physiological and Molecular Plhotdgst 20: 23
32.

MACK A, PETERMAN T, SIEDOW J. 1987. Lipoxygenase isoenzymes in higher plants:
biochemical properties and physiological role. Current Topics in Biological ardicMe
Research, 13: 12154.

MARINHO J, OLIVEIRA M, GUEDES R,PALLINI A, OLIVEIRA J. 2010. Resposta
bioquimica de Thyrinteina leucoceraea a inibidor de proteases em plantas de goiaba. ldesi
28, 3: 101109.

MATIELLO J. et al. 2002. Coord. Cultura de café no Brasil: novo manual de recomendacgdes.
Rio de Janeiro-RJ e VarginhdG: Edicao -MAPA/PROCAFE. Gréfica Reproarte.

MAZZAFERA P. & ROBINSON S. 2000. Characterization of polyphenol oxidase in coffee.
Phytochemistry, 55: 28296.

MAZZAFERA P, GONGCALVES W, FERNANDES J. 1989. Fendis, peroxidases e
polifenoloxidases na resisténcia do cafeeiro a Meloidogyne incognita. Bragantia, 412.31

MCFARLANE J. 1985. Nutrition and digestive organs.In “Fundamentals of Insect
Physiology (Blum, M.S., Eds), Wiley, New York.

45



McLELLAN K. & ROBINSON D. 1984. Heat stability of peroxidase from Orange.Foos
Chemistry Barking, 13: 13947.

McMANUS M. & BURGESS E. 1995. Effect of soybean (Kunitz) trypsin inhibitor on the
growth and digestive proteases of larvae of Spodoptera litura. Jourimsgect Physiology,
41: 731738.

MELO G, MASSAO M, MAZZAFERA P. 2006. Polyphenoloxidase activity in coffee leaves
and its role in resistance against the coffee leaf miner and coffee ledfhystchemistry, 67:
277-285.

MENDONCA E, VISOTTO E, SANTOS COSTA C,RIBEIRO F, OLIVEIRA J, OLIVEA
M. 2011. Caracterizagdo enzimatica de isoformas de cisteino protease de Anticarsia
gemmatalis (Hubner, 1818). Ciéncia e. agrotecnologia, 35: 3-8.

MICKEL C. & STANDISH J. 1947. Susceptibility of processed soy flour and ggiig in
storage to attack by Tribolium castaneum. University of Minnesota Agris. §. Tech.
Bull, 178: 1-20.

MOSOLOV W. & VALUEVA T. 2008. Proteinase inhibitors in plant biotechnology: a review.
Applied Biochemistry and Microbiology, 44, 3: 23310.

NAKONIECZNY M, MICHALCZY K K, KE, DZIORSKI A. 2007. Midgut protease activities
in monophagous larvae of Apollo butterfly, Parnassius apollo ssp. frankenbé&gédRi,
Biologies 330: 126134.

NEVES C. 1974. A estdria do café. Rio de Janeiro, Instituto Brasileiro do Café, 52 p.

NOTLEY F. 1948. The leucopteraleaf miners of coffe on Kilimanjaro. I. Leucoptsfeella,
Guér. Bulletin of Entomological Research, 39, 3:-38%.

ORTEGO F, NOVILLO C, CASTAIIERA P. 1996. Characterization and Distribution of
Digestive Proteases of the Stalk Corn Borer, Sesamia nonagrioides Lef. (Lemdopt
Noctuidae). Archives of Insect Biochemistry and Physiology, 32:-183&

OLIVEIRA M, SIMONE S, XAVIER L, GUEDES R. 2005. Partial purification and
characterization of digestive trypsin-like proteases from the velvetdagarpillar, Anticarsia
gemmatalis. Comparative Biochemistry and Physiology, 140B:389

PARRA J. 1985. Biologia comparada de Perileucoptera coffeella (Guérin-Mené42)
(Lepidoptera-Lyonetiidae) visando ao seu zoneamento ecoldégico no Estado de Sé&o
Paulo.Revista Brasileira de Entomologia, 29, 1745

PATUI S, PERESSON C, BRAIDOT E, TUBARO F, COLUSSI A, BONNLANDER B
MACRI F, VIANELLO A. 2007. Lipoxygenase Distribution in Coffee (Coffea laica L.)
Berries. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 55: 83230.

PEREIRAR, ALVES E, RIBEIRO M, VILELA DE RESENDE M, CIAVARELI G,
FERREIRA J. 2008. Extrato de casca de café, 6leo essencial de tomilho e acid&metdr-
no manejo da cercosporiose-cifeeiro. Pesquisa agropecuaria brasileira, 43, 10:-12856.

PERONA J. & CRAIK C. 1995. Structural basis of substrate specifititiye serine proteases.
Protein Science, 4: 33360.

PETEK M, TURNSEK N, GASPARIC M, NOVAK M, GRUDEN K, SLAPAR N, POPQ¥I
T, STRUKEIJ B, JONGSMA M. 2012. Complex of genes involved in adaptation of

46



Leptinotarsa decemlineata larvae to induced potato defense. Archivesabfbiimsdemistry
and physiology, 79, 3: 15381.

PILON A, OLIVEIRA M, PILON F, GUEDES R, OLIVEIRA J, FAZOLLO A. 2009.
Adaptacdo da lagarta da soja Anticarcia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: NoqQtidae
inibitor de protease benzamidina. Cere, 56, 6:-748.

R CORE TEAM, R: A language and environment for statistical computing. R Foundation f
Statisical Computing, Vienna, Austria.URL http://www.R-project.org/.2013.

RAO M, APARNA M, GHATGE M, DESPHANDE V. 1998. Molecular and Biotechnological
aspects of microbial proteases. Microbiology and Molecular Biology Reviews, 68387

RAWLINGS N, BARRETT A, BATEMAN A. 2010. MEROPS: the peptidase database,
Nucleic Acids Research, 38: 22733.

READ J. & HAAS L. 1938. The baking quality of flour as affected by certain enagtiens.
V. Further studies concerning potassium bromate and enzyme activity. Cereal Ghemistr
15:59-68.

REIS P, LIMA J, SOUZA J. 1975. Flutuacdo populacional do Bicho-mineiro das folhas do
cafeeiro, Perileucoptera coffeella (Lepidoptera- Lyonetiidae) nas regifegasfde Estado

de Minas Gerais e identificacdo de inimigos naturais. In: CONGRESSO BEAS) DE
PESQUISAS CAFEEIRAS,:217-218.

REIS P. & SOUZA J. 1994. Manejo integrado do bicho-mineiro das folhas do cafesto
reflexona producdo. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE PESQUISAS CAFEEIRAS,
Guarapari. MAA-PROCAFE, 224.

RENA A. & GUIMARAES P. 2000. Sistema radicular do cafeeiro: estrutura, tigtéo,
atividade e fatores que o influenciam. Belo Horizonte: EPAMIG, 80p.

ROCHA E. & FERREIRA M. 2001. Andlise dos indicadores de inovacdo tecnoldgica no
Brasil: comparacdo entre um grupo de empresas privatizadas e o grupo geral de empresas.
Ciéncia e Informacao, Campinas, 30, 268!

ROJAS M, MONTES DE GOMEZ V, OCAMPO C. 1993. Stimulation of lipoxygenase
activity in cotyledonary leaves of coffee reacting hypersensitively to tHeectéaf rust.
Physiology and. Molecular Plant Pathology, 43:-2Z019.

ROMERO F, GARCIA L, SALAS J, DIAZ M, QUIROS L. 2001. Production, purification and
partial charaterization of two extracelular proteases from Sermadiacescens grown in
whey.Process of. Biochemestry, 36: 5875.

ROSSI G, SANTOS C,CARVALHO G, CORREA A, ABREU C, CARVALHO G. 2009.
Enzimas digestivas do bicho-mineiro do cafeeiro Leucoptera coffeella (GuéngvNig &
Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae). Ciéncia e Agrotecnologia, v. 33, EdicadaEspec
1871-1876.

RYAN C. 1990. Protease inhibitors in plants: genes for improving defenses agsétss iand
pathogens, Annual Review of Phytopathology, 28-428S.

SANTNER A, CALDERON-VILLALOBOS LI, ESTELLE M. 2009. Plant hormones are
versatile chemical regulators of plant growth. Nature Chemical Biology 53871

47


http://www.r-project.org/.2013

SANTOS C, FERREIRA C,TERRA W. 1983. Consumption of food and spatialorganization of
digestion in the cassava hornworm, Erinnyis ello. Journal insect physiology, 29,-91407

SCOTT |, THALER J, SCOTT J. 2010. Response of a generalist herbivore Trishapi to
jasmonate-mediated induced defense in tomato. Journal of chemical ecology,-3®%490

SHIVAJI R, CAMAS A, ANKALA A, ENGELBERTH J, TUMLINSON J, WILLIAMS P, et
al. 2010. Plants on constant alert: elevated levels of jasmonic acid and jasindoaed
transcripts in caterpillar-resistant maize. Journal of Chemistry Ecology, 3694179

SIEGEL B. 1993. Plant peroxidases: an organism perspective. Plant Growth regulation, 12:
303-312.

SILVA F, OLIVEIRA M, BRUMANO M, PIRES C, ALMEIDA F, OLIVEIRA J, PILON A
SILVA C, MOREIRA M. 2004. Funcao bioquimica da via das lipoxigenases em plantas de
soja submetidas ao ataque de mosca-branca (Bemisi argentifolli). CiéncratecAglogia,

28, 2: 406413.

SOARES R, MARINGONI A, LIMA G. 2004. Ineficiencia de acibenzolar-S-metil na inducdo
de resisténcia de feijoeiro & mucha-de-curtobacterium. Fitopatologia Brasileira, 297373

SOUZA J, REIS P, RIGITANO R. 1998. O bicho mineiro do cafeeiro: biologia, sdano
manejo integrado. Belo Horizonte: EPAMIG, Boletim Técnico, 54, 48p.

STYGAR D, DOLEZYCH B, NAKONIECZNY M, MIGULA P, MICHALCZYK K, ZAAK
M. 2010. Digestive enzymes activity in larvae of Cameraria ohridella (Lepidopt
Gracillariidae). Biologies, 333: 72835.

TAMIR S, BELL J, FINLAY T, SAKAL E, SMIRNOFF P, GAUR S, BIRK Y. 1996.
Isolation, characterization, and properties of a trypsin and chymotrypsin inhibior f
Amaranth seeds. Journal of Protein Chemistry, 15, 2:2218

TERRA W. & FERREIRA C. 1994. Insect digestive enzymes: properties,
compartmentalization and function. Comparative Biochemistry and Physiology, 168B: 1

TERRA W. & FERREIRA C. 2005. Biochemistry of digestion, in: L.I. Gilbert, Krbat S.S.
Gill (Eds.), Comprehensive Molecular Insetc Sceeldd1-224.

TOMARELLI R, CHARNEY J, HARDING M. 1949. Journal Laboratory Cliniddiedical,
34: 428.

TRAVIS J. & SALVESEN G. 1983. Human plasma proteinase inhibiros. Annual Review o
biochemistry, 52: 655-709.

TROIANI E, TROIANI C, CLEMENTE E. 2003. Peroxidase (POD) and polyphenoloxidase
(PPO) in grape (Viris vinifera L.). Ciencia e Agrotecnologia, 27, 3:-633.

VALERO E, VARON R, CARMONA G. 1988.Chatacterization of polyphenoloxidase
romairen grape. Journal of Food Science, 53, 5: 14835.

XAVIER L. OLIVEIRA M, GUEDES C, SANTOS V, DE SIMONE S. 2005. Trypsin-like
activity of membrane-bound midgut proteases from Anticarsia gemmatalisd@pépia:
Noctuidae). European Journal of Biochemistry, 102:-1583.

48



WAR A, SHARMA H, PAULRAJ M, WAR M, IGNACIMUTHU S. 2011. Herbivore induced
plant volatiles: thei role in plant defense for pest management. Plant Bejmatiour, 6: 1973
—-1978.

WESTFALL R.& HAUGE M. 1948. The nutritive quality and the trypsin inhibitor eomtof
soybean flour heated at various temperatures. The Journal of Nutrition, 333&%.4

WHITAKER, R. 1994. Polyphenol oxidase. In: FENNEMA, O.R (ed.). Principles of
Enzymology for the Food Sciences. New York: Marcel Dekker Inc,-5E6

YANAGIMOTO K. 2004. Antioxidative activities of fractions obtained fronelwed coffee.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 52, 3: 5%06.

ZHAO R, DAIH, QIU S, LI T, HE M, CHEN Z, WU Y, LI W, CAO Z. 2011. SdPRe first
functionally characterized Kunitz-type trypsin inhibitor from scorpion venom, Blo§&, 6:
27540- 27548,

ZHU-SALZMAN K, HOIWA K, SALZMAN R, SHADE E, AHNE. 2003. Cowpea bruchid

Callosobruchus maculatus uses a three-component strategy to overcome a plant defensive
cysteine proteinase inhibitor. Insect Molecular Biology, 5:-1385.

49



