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RESUMO

A broca do fruto, Cerconota anonella (Sepp., 1830) (Lepidoptera:Oecophoridae), é uma
importante praga dos cultivos de pinha e graviola, que causa danos expressivos a essas
culturas. Para controlar esta praga, utiliza-se, principalmente, agrotdxicos. Entretanto, a
resisténcia adquirida por insetos e a elevada toxicidade desses compostos sobre o
ambiente e organismos ndo-alvos tém levado a um aumento na busca por produtos
naturais isentos de toxicidade e efetivos no controle de insetos praga. Extratos e lectinas
(proteinas ou glicoproteinas que reconhecem carboidratos e aglutinam células) isoladas
de plantas tém apresentado atividade inseticida e, por esse motivo, tém sido bastante
estudados. Dentre elas, Crotalaria stipularia, pertencente a familia Fabaceae, apresenta
ampla distribuicdo em ambientes de Mata Atlantica sendo importante na alimentagédo
bovina. Assim, o presente estudo objetivou isolar, purificar e caracterizar a lectina das
sementes de Crotalaria stipularia e avaliar a atividade inseticida dessa proteina no extrato
e na fracdo concentrada de proteinas das sementes contra os insetos adultos de Cerconota
anonella. Para tanto, foi preparado o extrato bruto em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 das
sementes da planta, seguido de precipitacdo salina com sulfato de aménio e eletroforese
SDS-PAGE. Posteriormente, extrato e fracdo foram quantificados pelo método de
Bradford e avaliados quanto sua atividade hemaglutinante. A fragdo de maior atividade
hemaglutinante foi entdo submetida a uma cromatografia de afinidade em matriz de
quitina. Em seguida, foram preparadas solucdes de diferentes concentragdes para o
extrato (90, 45, 30 pg de proteina/mL de dieta), para a fracdo (30, 15, 10 pg de
proteina/mL de dieta) e para lectina (10, 5, 3 ug de proteina/mL de dieta). Entdo, extrato,
fracdo e lectina foram avaliados quanto a atividade inseticida, deterréncia alimentar,
parametros nutricionais e quanto aos efeitos do extrato, fracdo e lectina no perfil
bioquimico apresentado pelos insetos ao fim dos 7 dias de ensaio. Além disso, 0s
metabolitos secundarios presentes no extrato foram determinados qualitativamente
através da analise de composicdo fendlica e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC). O extrato também foi submetido a uma avaliacdo ecotoxicologica frente a
Lactuca sativa. A lectina de C. stipularia foi isolada e visualizada sua pureza em gel de
eletroforese (SDS-PAGE). Apresentou-se termicamente estavel, mantendo a AH até 50°C
e mantendo 50% de sua AH até 100 °C; manteve sua AH frente a valores de pH acidos a
neutro e ndo variou sua AH mediante a EDTA e ions divalentes (cations Mn?*e Ca?*). A
analise fitoquimica mostrou que o teor de fendis no extrato aquoso das sementes secas de
C. stipularia foi de 7,05 pg EAG/g da amostra bruta, enquanto que através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi possivel identificar o composto acido
clorogénico (2,8642 mg/kg) e o siringaldeido (0,2763 mg/kg). A andlise de ecotoxicidade
do extrato frente a L.sativa (alface) mostrou auséncia de toxicidade. Os resultados com
0s bioensaios mostram que todos os tratamentos (extrato, fracdo e lectina das sementes
de C. stipularia) possuem atividade inseticida contra C. anonella e ambos afetaram nos
parametros nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de consumo relativo e
eficiéncia de conversédo do alimento ingerido) dos insetos testados e equivalentemente, as
taxas de proteinas, glicose, colesterol e triglicerideos também foram alteradas, revelando
que os tratamentos (tanto, extrato, fracdo e lectina) interferiram no metabolismo dos
insetos. Desta forma, sementes de C. stipularia s&o um biomaterial com potencial para
ser utilizado no controle de Cerconota anonella.

Palavras-chaves: controle de praga, hemaglutinagéo, bioinseticida.



ABSTRACT

The fruit borer, Cerconota anonella (Sepp., 1830) (Lepidoptera: Oecophoridae), is an
important pest of sugar apple and graviola crops, causing significant damage to these
crops. To control this pest, pesticides are used mainly. However, the resistance acquired
by insects and the high toxicity of these compounds on the environment and non-target
organisms led to an increase in the search for natural products free of toxicity and
effective in controlling insect pests. Extracts and lectins (proteins or glycoproteins that
recognize carbohydrates and agglutinate cells) from plants have shown insecticidal
activity and, for this reason, have been extensively studied. Among them, Crotalaria
stipularia, belonging to the Fabaceae family, is widely distributed in Atlantic Forest
environments and is important in cattle feeding. Thus, the present study aimed to isolate,
purify and characterize the lectin from Crotalaria stipularia seeds and to evaluate the
insecticidal activity of this extract protein and the seed protein protein against adults of
Cerconota anonella. For this purpose, the crude extract of the plant seeds was prepared
in 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, followed by saline precipitation with ammonium sulfate and
SDS-PAGE electrophoresis. Subsequently, extract, collection and were quantified by the
Bradford method and evaluated for their hemagglutinating activity. The fraction with the
highest hemagglutinating activity was then maintained for affinity chromatography on a
chitin matrix. Then, solutions of different concentrations were prepared for the extract
(90, 45, 30 ug of protein/mL of diet), for absorption (30, 15, 10 pg of protein/mL of diet)
and for lectin (10, 5, 3 pg of protein/ml of diet). Then, the insecticidal activity of the
extract, extraction and lectin, the food deterrence, the nutritional parameters of the treated
insects, and the effects of the extract, extraction and lectin on the biochemical profile
presented by the insects at the end of the 7 days of trial were evaluated. In addition, the
secondary metabolites presented in the extract were qualitatively determined through
phenolic composition analysis and High Performance Liquid Chromatography (HPLC).
The extract was also submitted to an ecotoxicological evaluation against Lactuca sativa.
The lectin of C. stipularia was isolated and its purity visualized in gel electrophoresis
(SDS-PAGE). It was presented thermally maintaining the HA at 50°C and maintaining
up to 50% of its HA up to 100 °C, it maintained its HA in the face of pHs susceptible to
neutral and did not vary its HA by EDTA and divalent ions (Mn?* and Ca?* cations). The
phytochemical analysis showed that the phenolic content in the aqueous extract of dry
seeds of C. stipularia was 7.05 ug EAG/g of the crude sample, while through high
performance liquid chromatography (HPLC) it was possible to identify the compound
chlorogenic acid (2,8642 mg/kg) and syringaldehyde (0,2763 mg/kg). The extract was
also submitted to an ecotoxicity analysis against L.sativa (lettuce) where its non-toxicity
was proven. The results with the bioassays show that all treatments (extract, rotation and
lectin from the seeds of C. stipularia) present insecticidal activity against C. anonella and
both affected in the nutritional parameters (relative rate of biomass gain, relative
consumption rate and efficiency of conversion of the ingested food) of the insects tested
and equivalent, the rates of proteins, glucose, cholesterol and triglycerides were also
transformed, revealing that the treatments (both, extract, and lectin) are in the metabolism
of the insects. Thus, C. stipularia seeds are a biomaterial with potential to be used in the
control of Cerconota anonella

Keywords: pest control, hemagglutination, bioinsecticide.
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1. INTRODUCAO

A broca do fruto das anonéceas, Cerconota anonella Sepp. 1830 (Lepidoptera:
Oecophoridae), pode ser encontrada em diversos paises da América Latina. No Brasil,
encontra-se bastante disseminada, ocorrendo em todas as regides brasileiras e atacando
principalmente frutos de pinha (Annona squamosa) e graviola (Annona muricata), frutos
0s quais tem maior producdo nos estados da Bahia e Alagoas. Quando atacados por este
inseto, os frutos apresentam apodrecimento da polpa e, a parte atacada torna-se
endurecida e enegrecida, reduzindo seu valor comercial, ou mesmo, tornando-os
impréprios para a comercializacdo ou para o processamento industrial. Além de depreciar
a qualidade do fruto, a praga C. anonella facilita a entrada de varios organismos
oportunistas no interior do fruto, além de afetar as flores e os botbes florais impedindo
assim, a reproducao dos frutos (BRAGA-SOBRINHO, 2010).

Para controlar a acdo de C.anonella, sobre as espécies de Annona, Varios
métodos vem sendo empregados, tais como: o ensacamento dos frutos, o uso de
armadilhas luminosas e a aplicagdo de diferentes inseticidas (mesmo ndo havendo
registros de agrotoxicos para a cultura) (BITTENCOURT; SOBRINHO; PEREIRA,
2007; LEMOS, 2014). Esses métodos, entretanto, demandam custos com méao de obra e
sdo pouco eficientes no controle da C. anonella, fazendo-se necessério a utilizacao de
alternativas que minimizem os efeitos adversos. Além disso, o uso indiscriminado de
pesticidas tem originado o desaparecimento de algumas espécies de insetos Uteis,
aparecimento de novas pragas e a selecdo de individuos resistentes assim como diversas
doencas em humanos estarem sendo associadas ao contato com agrotoxicos (FLORES et
al., 2004).

Visto a necessidade de se investigar outros métodos de controle para serem
utilizados no manejo dessa praga, uma variedade de compostos vegetais, dentre eles
metabdlitos secundarios e primarios, estdo sendo descobertos possuindo os seguintes
efeitos: repelente, inibidor de alimentacdo, regulador de crescimento e atividade
ovicida/larvicida (MACEDO et al., 2007; COELHO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011).
Dentro do metabolismo priméario das plantas as lectinas, proteinas ou glicoproteinas que
se ligam a carboidratos, tem sido bastante descritas como tendo um papel fisiologico
importante na defesa contra microorganismos e insetos (NAPOLEAO et al., 2011;
CAMAROTI et al., 2017; PROCOPIO et al., 2017). Essas lectinas de plantas
apresentaram efeito entomotoxico em insetos de diversas ordens, causando perturbagdes

nutricionais, acarretando no atraso no desenvolvimento das larvas, bem como reducéo do
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peso e sobrevivéncia dos adultos emergentes (COELHO et al., 2007; MACEDO et al.,
2007; PROCOPIO et al., 2015; AGRA-NETO et al. 2014; NAPOLEAO et al., 2013;
LIMA et al, 2020).

A planta a ser investigada neste trabalho é a Crotalaria stipularia (Desv. 1814)
(Farbales: Fabaceae). Ela é uma espécie de planta amplamente distribuida na mata
Atlantica brasileira. Para diferentes espécies do género Crotalaria, diversos sdo 0s usos
citados, porém pouco se sabe sobre a constituicio dos metabolitos primarios e
secundarios e atividades bioldgicas da espécie C. stipularia, assim a presente investigacdo
objetiva, de maneira geral, isolar, purificar e caracterizar a lectina das sementes de C.
stipularia e avaliar a atividade inseticida dessa proteina do extrato e da fragdo concentrada

de proteinas das sementes em insetos adultos de C. anonella.



19

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A Fruticultura Brasileira

Dentro de um pais a fruticultura desempenha um papel socioeconémico
importante, pois contribui com utilizacdo de grande mao de obra, ou seja, gera empregos,
geracdo de agroindustrias e diminuicdo da quantidade de importacdes (FACHINELLO et
al., 2008; AQUINO, 2019). O Brasil se destaca neste setor gracas a diversidade climatica,
de solos e condigdes ecoldgicas que favorecem a variedade de culturas produzidas o
colocando junto com a China e a india, como maiores produtores de frutas do mundo.
(TREICHEL et al., 2016; KIST et al., 2022).

Figura 1 — Maiores Produtores de Frutas do Mundo

Fonte: autor, 2023. Adaptado de Mapa do Brasil Preto e Branco, 2023.
Em 2020, foram produzidas no Brasil 41.293 milhdes de toneladas de frutas, o

que gerou uma receita de 49,8 bilhdes de reais. As regides brasileiras com as maiores
producdes sdo respectivamente, a saber: Sudeste, Nordeste, Sul, Norte e Centro-Oeste.
(KIST et al., 2022).

Desde o inicio da pandemia do coronavirus, em 2020, as frutas estdo entre os
alimentos saudaveis que os consumidores mais valorizaram. O aumento da demanda é
positivo para a fruticultura brasileira que continua registrando producdes e exporta¢oes
expressivas. O sabor exético e a qualidade das frutas sdo caracteristicas fundamentais

para a conquista do paladar estrangeiro e essa conquista vem se confirmando pelos
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numeros mais recentes que divulgam que a fruticultura brasileira conseguiu lucrar com
exportacdo mais de US$ 1 bilhdo em 2021 e produzir o terceiro maior volume do mundo.
O Pais exportou 1,217 milhdo de toneladas de frutas em 2021, com 18% de aumento em

relacdo ao ano anterior (KIST et al., 2022).

2.1.1. A cultura das anonéceas

A familia Annonaceae, também descrita como anondcea, é composta
aproximadamente de 120 géneros e possui cerca de 2.300 espécies, as quais estdo
classificadas em quatro subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreoideae, Annonoideae e
Malmeoideae. No Brasil, estdo representadas todas as subfamilias da atual classificagéo,
onde ocorrem 386 espécies, distribuidas em 29 géneros (MAAS et al., 2015).

Dos 120 géneros descritos 3 recebem destaque, ja que sdo 0s Unicos com plantas
frutiferas, sdo eles: Rollinia sp, Alberonoa sp e Annona sp. No género Rollinia, as
principais espécies cultivadas sdo: Rollinia silvatica (araticum-do-mato) (A.St.-Hil.),
Rollinia mucosa (biribd) (Jacqg.,) e Rollinia exalbida (araticum ou quaresma) (Vell.,). No
género Alberonoa tem-se: Alberonoa purpuracea (marolo), Alberonoa lanceolata
(pindaiba) (Manica, 1994) e no género Annona, as principais espécies cultivadas nas
regibes tropicais sdo: Annona muricata (graviola) L., Annona squamosa (pinha) L., e
Annona reticulata (fruta-da-condessa) L. No Brasil, apenas as espécies do género Annona
sdo cultivadas comercialmente, sendo as mais importantes a graviola (Figura 2a), para
indUstria de suco e polpa, a pinha (Figura 2b) e a fruta-da-condessa (Figura 2c), para
consumo in natura (MOSCA et al., 2006).

Figura 2- (a) Graviola; (b) pinha e (c) fruta-da-condessa

(a)

Fonte: autor, 2023.
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A demanda por pinha e graviola surgir a partir de 1980, onde somente alguns
estados do Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard e Pernambuco) e Sudeste (Sdo Paulo)
possuiam uma significativa producdo de pinha. Somente na década seguinte, a graviola
despontou nos mesmos estados nordestinos como uma alternativa interessante para a
agroindustria de polpas congeladas e de outros produtos industrializados. Seu cultivo
expandiu-se entdo para outras regides do Brasil e passou a ser uma op¢éo promissora para
pequenos produtores. No entanto os dois frutos sofrem ataques de diversas pragas de
dificil controle, dentre elas destacam-se: podridao-de-raizes, cancro depressivo,
antracnose, podridao-seca-dos-frutos, entre outras. As broca-do-tronco (Cratosomos
bombina (Fabr.) (Coleoptera: curculionidae)), broca-do-coleto (Hellipus catagraphus
(Coleoptera:Curculionidae)), broca-da-semente (Bephratelloides pomorum
(Hymenoptera: Eurytomidae)) e a broca-do-fruto (Cerconota anonella (Sepp, 1830)
(Lepidoptera, Oecophoridae)) sdo as pragas que causam maiores danos a cultura de pinha
e graviola (SOBRINHO et al., 2011) (LEMOS, 2014).

2.2 Cerconota anonella

Vulgarmente conhecida como a broca-do-fruto, Cerconota anonella, é
considerada uma das pragas mais importantes da cultura de anonéceas, devido aos danos
causados ao fruto (Figura 3), danificando a polpa, e consequentemente, inviabilizando
seu comercio ou reduzindo o seu valor comercial para 0 consumo in natura ou para o
processamento industrial (SOBRINHO, et al. 1998).

Figura 3 — (A) Danos causados a graviola pela broca dos frutos (B) Fezes depositadas

pela praga

Fonte: Autor, 2023. Adaptado de Tavares , 2021.
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O adulto de C. anonella é uma mariposa (possui habitos noturnos), que mede
aproximadamente 25 mm de envergadura alar e 10 mm de comprimento quando fémea.
Os machos séo relativamente menores, com 20 mm de envergadura e 8 mm de
comprimento (Figura 4A). As asas apresentam coloracdo branco acinzentado cintilante,
com listras assimétricas e curvas pratas e marrons. Os 0vos possuem uma variacao de cor
do esverdeado a amarelado, que podem ser postos sobre os frutos e flores em diferentes
estagios. A larva (Figura 4B) pode chegar a medir 22mm de comprimento no Gltimo instar
e sua coloracdo varia do branco rosado ao marrom (GALLO et al., 2002;
BITTENCOURT, et al. 2007; BOTTON et al., 2011).

Figura 4 — (A) Insetos adultos de C. anonella e (B) Inseto no periodo larval, denominado

lagarta.

Fonte: Autor, 2023. Adaptado de Tavares , 2021.

2.2.1 Métodos de controle da broca-do-fruto das anonéceas e manejo integrado de

pragas (MIP)

Diante dos danos causados pela broca-do-fruto, as culturas de pinha e graviola
enfrentam dificuldades no controle da praga, sendo assim, torna-se necessaria a busca por
novos resultados de pesquisas, além de experiéncias de sucesso em pomares comerciais.
Com o objetivo de controlar a acdo de C. anonella, trés métodos de controle podem ser
empregados, a saber: controle cultural, controle bioldgico e controle quimico (FREITAS
etal., 2013; TAVARES, 2021).
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Uma das taticas de controle cultural consiste na remocéo dos frutos atacados pela
broca-do-fruto com posterior enterrio dos mesmos. O ensacamento (Figura 5), também
protege os frutos do ataque da broca-do-fruto assim como utilizado no controle da broca-
da-sementes. (BROGLIO-MICHELETT], et al., 2001; LEITE et al., 2012; PEREIRA et
al., 2009) Brito et al. 2011 relataram que a tatica de ensacamento resultou em frutos de
graviola com melhor qualidade, menos injurias, indicando possibilidade de retorno
financeiro aos produtores (GALDINO; RAGA, 2019). A utilizacdo do ensacamento é
uma técnica bastante antiga, mas com o surgimento dos inseticidas e o custo elevado da
técnica de proteger os frutos com os invélucros devido a mao de obra, fez com que o

produtor substituisse a pratica do ensacamento pelo uso dos agrotoxicos (SILVA, 2013).

Figura 5 — Controle cultural através do ensacamento dos frutos

Fonte: Galdino; Raga, 20109.

Ja o controle biolégico é um processo natural que constitui o controle de
populacbes da praga com o uso de inimigos naturais. No estado de Alagoas, foram
registrados alguns himendpteros atuando como parasitoides de C. anonella, a saber:
Apanteles sp. e Rhysipolis sp. (Hymenoptera: Braconidae) e Xiphosomella sp.
(Hymenoptera: Ichneumonidae) (MICHELETTI & BERTI-FILHO, 2000), embora o
controle bioldgico destaque-se como um método seguro, permanente e econdmico,
algumas desvantagens podem ser observadas com o emprego deste método. O controle
bioldgico pode levar muito tempo para ser colocado em pratica, em decorréncia das
pesquisas e de outros processos de implementacéo, além de que, os resultados de uso do
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controle bioldgico ndo sédo tdo rapidos como aqueles onde sdo utilizados os controles
quimicos (SILVA & BATISTA, 2016).

Em relacdo ao controle quimico até 0 momento ndo ha registro de produtos para
o controle das brocas-do-fruto especificamente. Porém, apesar de ndo haver nenhum
principio ativo registrado no Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, muitos
autores recomendam produtos organossintéticos utilizados em outras culturas para o
controle de diversas pragas (MELO, 2006). Contudo, apesar de sua eficacia e acéo rapida,
0 uso de produtos quimicos vem sendo reduzido, pois, na maioria das vezes, ocasionam
0 desenvolvimento de populagdes resistentes do inseto, o aparecimento de novas pragas,
ocorréncia de desequilibrio bioldgico e além do seu alto custo, causam grandes efeitos
prejudiciais a0 homem, a outros animais e a0 meio ambiente. Sendo assim, faz-se
necessario a busca de alternativas que minimizem os efeitos adversos dos inseticidas
sintéticos (SILVA; BATISTA, 2016).

Pelo exposto fica evidente a necessidade de investigar diferentes métodos de
controle que possam isoladamente ou em conjunto ajudar no manejo da praga em estudo
dentro do que prega 0 manejo integrado de pragas (MIP), que ¢ definido como “uso de
taticas de controle, isoladamente ou associadas harmoniosamente, numa estratégia
baseada em analises de custo/beneficio, que levam em conta o interesse e/ou o impacto

sobre os produtores, sociedade e 0 ambiente” (KOGAN, 1998).

Estudos com extratos, 6leos essenciais e compostos volateis envolvidos na
comunicacao inseto-inseto e inseto-planta hospedeira, tem se mostrado promissores com
diversas classes de insetos e podem contribuir para 0 manejo integrado desta praga (LIMA
etal., 2019; TAVARES et al., 2021).

2.3 Potencial Inseticida de Extratos de Plantas

A biodiversidade vegetal presente em diversos paises resulta em uma grande
variedade de fitocompostos que tém sido usados para controlar vetores e pragas de
produtos agricolas e armazenados (KRISHNAPPA et al., 2020; EMBRAPA; 2020).
Segundo a Organizacgéo das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacéo (FAQO) 70%
da producdo agricola é armazenada por agricultores para diferentes fins (LORINI et al,
2015) e cerca de 30% a 40% dessa producdo é perdida pela deterioragdo causada por
insetos pragas (EMBRAPA, 2016; FAO, 2018).
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As substancias com potencial inseticida podem ser obtidas a partir de moagem
de partes de plantas e posterior extracdo com solventes organicos ou aquosos (MACIEL
et al., 2010). O uso de extratos de plantas com atividade alelopéatica, uma vez dispersa no
ambiente, pode atuar inibindo a acdo de insetos herbivoros seja por inibir a alimentacao,
reduzir a oviposicdo, por prejudicar o crescimento larval, ou por atrair polinizadores ou
inimigos naturais (MAZHAWIDZA et al., 2017, CAMAROTI et al., 2018; SANTOS, et
al., 2018; CERDA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020). Extratos vegetais também
possuem moléculas com ampla diversidade quimica, tornando-se uma importante fonte

para obtencéo de produtos com alto valor biotecnoldgico (LIMA, 2020).

Os extratos de plantas com potencial inseticidas sdo cada vez mais explorados
por ser de facil obtencdo e manuseio, fazendo parte das ferramentas no plano de medidas
voltadas a reducdo do uso de agrotdxicos, presente no manejo integrado de pragas (MIP),
que tem como objetivo a otimizacdo do controle de insetos de modo sustentavel e
economicamente eficaz, reduzindo o uso de agrotoxicos e buscando obter um equilibrio
entre interesse econdmicos, ambientais e para saude (EMBRAPA, 2016), propondo a
associacdo harmoniosa de técnicas biologica, quimica, cultural e genética (BRAGA;
SOBRINHO et al., 2007).

2.4 Compostos com Atividade Inseticida

Em coevolugdo, plantas e insetos, que vivem juntos ha mais de 350 milhdes de
anos, desenvolveram estratégias para evitar o ataque e os sistemas de defesa de um contra
0 outro. Essa corrida evolutiva entre plantas e insetos resultou no desenvolvimento do
sistema de defesa nas plantas, que tem a capacidade de reconhecer moléculas nao-proprias
ou sinais de células danificadas, assim como os animais, e ativa a resposta imune das
plantas contra os herbivoros. Para combater o ataque de herbivoros, as plantas produzem
estruturas morfoldgicas especializadas ou metabdlitos secundarios e primarios como as
proteinas que tém efeitos tdxicos, repelentes e/ou antinutricionais sobre os herbivoros
(WAR et al., 2012).

2.4.1 Metabélitos secundarios

Os metabolitos secundarios tém importantes funcdes ecoldgicas nas plantas, a
saber: protegem as plantas contra herbivoros e patdgenos; servem como atrativos (aroma,
cor, sabor) para polinizadores; e funcionam como agentes de competic¢do entre plantas e

de simbiose entre plantas e microrganismos. Metabolitos secundarios nas plantas podem
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ser divididos em trés grupos distintos quimicamente: terpenos, compostos fenolicos e
alcaloides (SINGH; KAUR, 2018).

Os compostos fendlicos sdo derivados do acido chiquimico e acido mevaldnico.
Os alcaloides séo provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais
sdo derivados do &cido chiquimico e de aminoacidos alifaticos. Os terpenos sdo
produzidos a partir do acido meval6nico (no citoplasma) ou da rota do metileritritol
fosfato - MEP (no cloroplasto) (SANTOS, 2007). Flavonoides, taninos e ligninas fazem
parte dos compostos fendlicos; 6leos essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos
fitoreguladorres sdo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns exemplos de
alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 1998).

A andlise fitoquimica possibilita identificar os grupos de metabdlitos
secundérios relevantes em diferentes amostras (FERREIRA et al., 2014) contribuindo
para elucidacdo dos mecanismos de acdo e aplicacdo de extratos vegetais nas mais

diferentes areas.
2.4.2 Metabolitos primérios - proteinas de plantas

Ecologicamente, na interacdo inseto-planta, a inter-relacdo entre os dois €
importante para a sobrevivéncia de ambos. Os insetos sempre procuram uma planta
hospedeira saudavel que possa fornecer-lhes comida e possa ser adequada para
acasalamento, oviposicdo e também forneca comida para seus descendentes. As
necessidades nutricionais dos insetos sdo semelhantes as de outros animais, e qualquer
desequilibrio na digestdo e utilizacdo de proteinas vegetais resulta em efeitos drasticos na
fisiologia dos insetos. A alteracdo da expressdo génica sob estresse, incluindo o ataque de
inseto, leva a mudancas qualitativas e quantitativas nas proteinas, que por sua vez
desempenham um papel importante na transducéo de sinal e defesa das plantas (PAIVA
et al. 2012a).

Dentre as proteinas descritas na literatura como participantes da defesa das
plantas destacam-se os inibidores de proteases e as lectinas. Os inibidores de proteases
(IPs) cobrem uma das classes de proteinas defensivas mais abundantes nas plantas. A
maior concentragdo de IPs ocorre em 0Orgdos de armazenamento, cOmo sementes e
tubérculos, possuindo de 1 a 10% de suas proteinas totais na forma de IPs, que inibem

diferentes tipos de enzimas e desempenham um papel importante na defesa das plantas
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contra a herbivoria de insetos (NAPOLEAO et al., 2018). J4 as lectinas, objetos de estudo
deste trabalho, serdo minuciosamente detalhadas a seguir.

2.4.2.1 Lectinas: isolamento, purificacdo e funcdes bioldgicas

As lectinas sdo consideradas um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas
que variam em suas estruturas, entre os sitios de ligacdo a carboidratos, tamanho e
organizacdo molecular (CAMACHO, 2007). Estdo amplamente distribuidas na natureza,
sendo encontradas em seres unicelulares (IMBERT et al., 2004), animais (MOURA et al.,
2006) e vegetais (LEITE et al., 2005). Em vegetais, as lectinas sédo frequentemente
isoladas de sementes, principalmente das leguminosas (FERNANDES et al., 2011) como
também de raizes (SOUZA et al., 2011), folhas (SILVA, et al, 2010), tubérculos (KAUR
et al., 2006), cerne (SA et al., 2008), casca (COSTA et al, 2018) e sementes (SANTOS,
et al., 2012). Esta ampla distribuicdo reflete uma multiplicidade de fungdes bioldgicas,
que estdo relacionadas a sua habilidade de reconhecer carboidratos e glicoconjugados na
superficie celular, o que Ihes confere a capacidade de aglutinar células, como eritrocitos
por exemplo (Figura 6).
Figura 6 — Esquema representando a aglutinacdo de eritrocitos promovida por lectinas.
(A) Rede de aglutinacdo formada pela ligacdo de uma lectina aos carboidratos da
superficie dos eritrocitos, e vista a olho nu no teste na placa de hemaglutinacéo (C). (B)
Inibicdo da formacdo da rede de aglutinacdo por carboidratos livres e vista a olho nu pela

precipitacdo dos eritrdcitos na placa de hemaglutinagdo (D).
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Fonte: Paiva et al., 2011.
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Devido a capacidade de ligagdo das lectinas, estas podem interagir com um ou
mais tipos de carboidratos, de forma reversivel, fornecendo grande estabilidade as
ligacGes, que podem ser por diversas forgcas como: ligagOes de hidrogénio, forcas de Van
der Waals e interacdes hidrofobicas (LANNOO; VAN DAMME, 2010). Existem diversas
formas de extracdo de lectinas onde inicialmente é preparado o extrato bruto, através de
uma solucdo de extracdo, normalmente solugfes tamponantes de variadas faixas de pH,
com a finalidade de solubilizar as moléculas oriundas do material de partida. Preparagdes
de extratos brutos também podem fazer uso de solugdes salinas, a exemplo do extrato
bruto de folhas de Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira-da praia) e Myracrodruon
urundeuva (Fr. All.) (Sapindales: Anacardiaceae) (GOMES et al., 2013, NAPOLEAO et
al., 2013). Extratos aquosos também sdo descritos na literatura como solucdo de extracdo
de lectinas (COELHO et al., 2009). Preparacdes ricas em lectina podem ser obtidas com
o fracionamento proteico. O fracionamento salino € a técnica mais empregada em etapas
de concentracdo de proteinas, uma vez que a adicdo de sal, a exemplo do sulfato de
amoénio (NH4(S04)2), remove a camada de solvatacdo que envolve a molécula sem
danificar a estrutura molecular, dificultando a sua miscibilidade no meio aquoso. Logo
com a remocgao da camada de solvatacdo ha um aumento nas interacdes entre proteinas
do meio aquoso, permitindo a formacgdo de um denso complexo de proteinas, provocando
assim a precipitacdo dessas proteinas e ressuspenssdo em volume menor, promovendo
sua concentracdo (PROCOPIO et al., 2017).

A precipitacao salina pode preceder o processo de purificacdo de alta resolucéo,
como a cromatografia (NELSON, COX, 2014), na qual a separacao diferencial da amostra
é realizada utilizando-se uma fase mével e uma estacionaria, que pode depender da carga
liquida (cromatografia de troca idnica), do tamanho molecular da proteina (cromatografia
em gel de filtracdo) ou ainda através da afinidade a diferentes compostos (cromatografia
por afinidade), técnica essa mais utilizada para purificacdo de lectina (NELSON; COX,
2014, QU et al., 2012).

Diversas importancias bioldgicas tém sido atribuidas as lectinas. Nas plantas,
tém-se observado acdo defensora contra microrganismos patogénicos e insetos, bem
como participacdo em mecanismos de nodulacdo, estocagem e mobilizacdo de proteinas
e carboidratos de reserva além do alongamento da parede celular (KENNEDY et al.,1995;
HIRSCH, 1999; ISIDRO et al., 2001; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; PAES et al.,
2002; LIMPENS & BISSELING, 2003). Além destas outras inumeras atividades, muitas

aplicacbes biologicas sdo encontradas como o reconhecimento, diferenciacdo e
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determinacéo de tipos celulares (DANGUY et al., 1998; FUNK; THOMPSON, 1998),
isolamento e analise estrutural de oligossacarideos e glicoconjugados (ENDO, 1996;
HAYUNGA; SUMMER, 1986; XIE et al., 2009; YAMASHITA; OHKURA, 2014),
envolvimento no processo de cicatrizacdo (GONZALEZ et al., 2014), atividade
antiproliferativa (SILVA et al., 2014), anti-inflamatoria (LEITE et al., 2012), anti-
parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015), antitumoral (ZHANG et al., 2015),
antimutagénico e antioxidante (FRASSINETTI et al., 2015), imunomoduladora
(PRASANNA; VENKATESH, 2015), antifangica (CHIKALOVETS et al., 2015),
antibacteriana (CARVALHO et al., 2015), antiviral (GORDTS et al., 2015) e inseticida
(NAPOLEAO et al., 2013).

Lectinas tém apresentado atividade entomotdxica sobre 0s mais variados grupos
de insetos, pertencentes as Ordens Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Homoptera,
Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera e Neuroptera (PAIVA et al., 2011). Geralmente elas
resistem a degradacdo proteolitica no trato digestivo dos insetos e interagem com
moléculas glicosiladas, interferindo nas funcbes de enzimas digestivas e proteinas
assimilatorias dificultando, desta forma, a digestdo e a absorcao de nutrientes (COELHO;
MARANGONI; MACEDO, 2007; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015).

2.4.2.1.1 Atividade inseticida de lectinas e mecanismos de agdo

Os estudos tém demonstrado que lectinas encontradas em tecidos vegetais
resistentes ao ataque de insetos constituem potenciais candidatos a agentes inseticidas
eficazes e biodegradaveis. A aroeira do sertdo, Myracrodruon urundeuva, € uma arvore
considerada madeira de lei, resistente ao ataque dos principais agentes biodeterioradores,
tais como 0s cupins, insetos que degradam a celulose com o auxilio de simbiontes
(bactérias e protozoarios flagelados) presentes no trato digestivo. Algumas lectinas que
se ligam a quitina foram isoladas de sementes (MuHL) e entrecasca (MuBL) desta planta
(SA et al., 2008; SA et al., 2009b). Notou-se que essas lectinas foram capazes de induzir
a mortalidade de operarios e soldados de Nasutitermes corniger (Motschulsky,1855)
(Isoptera: termitidae) (Cupim), espécie de cupim considerada praga urbana (SA et al.,
2008). Além disso, MuHL e MuBL apresentaram atividade inseticida sobre o quarto
estagio larval de Aeds aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), mosquito vetor da
dengue (SA et al., 2009b). Contudo, 0 mecanismo de acdo de lectinas com atividade
termiticida sobre N. corniger e larvicida sobre A. aegypti ainda precisa ser mais elucidado.
(NAPOLEAO et al., 2013).
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A ingestdo de lectina em dietas artificiais, ou sua expressao em plantas
transgénicas sdo as técnicas mais empregadas para mostrar a reducdo no desempenho de
insetos pertencentes a diferentes ordens, incluindo Lepidoptera, Coleoptera e Hemiptera
(VANDENBORRE et al., 2011). Numerosos estudos tém abordado a toxicidade de
lectinas, mas apenas alguns investigaram o modo de acdo pelo qual as lectinas vegetais
impdem efeitos prejudiciais em insetos, conforme mostrado na tabela 1 (FITCHES e
GATEHOUSE, 1998; LI et al., 2009; MACEDO et al., 2004). Compreender o0 modo de
acao das proteinas entomotdxicas também pode contribuir para a elucidacéo a evolugéo
de plantas e insetos, bem como contribuir para o desenvolvimento de estratégias menos

prejudiciais para o controle de pragas.

Tabela 1 — Lectinas de origem vegetal e seus mecanismos de acdo, em alguns insetos.

Lectinas Insetos Mecanismo Referéncias
(Fonte) (Ordem)

Folhas de Sitophilus Exerce efeitos deletérios, sobre SOUZA, et al.,
Myracrodruon  zeamays (Mots., S.  zeamais, interferindo 2018.
urundeuva 1855) negativamente no ganho de

(MuLL) (Coleoptera: biomassa crescimento,

Curculionidae)  absorcdo de nutrientes e na
atividade de diferentes
enzimas digestivas (tripsina, a-
amilase e protease).

Rhizoctonia Tribolium Capacidade de passar WALSKI, et
solani castaneum atraves da matriz peritrofica,  al., 2014.
aglutinina (Herbst, 1797)  reagindo com o epitélio

(RSA) e (Coleoptera: intestinal.

Sambucus Tenebrionidae)

nigra

Aglutinina l e

Il (SNA-l e

SNA-II)

Sementes de Aeds aegypti Apresentou atividade ovicida SANTOS, et
Moringa ) em ovos que ja completaram a  al., 2012.
oleifera (Linnaeus, 1762)

embriogénese e a auséncia de

(WSMol) (Dlptgra: incubacdo de ovos indica que
Culicidae) embrides dentros dos ovos
foram mortos.
Entrecasca e Nasutitermes Inibiu as atividades da tripsina  NAPOLEAO,
cerne de corniger e P-glicosidade do intestino e et al., 2010.
Myracrodruon estimulou as atividades de

urundeuva
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(MuBL e (Motschulsky, endoglucanase e fosfatase
MuHL) 1855)(Isoptera:  4cida.

Termitidae)
Sementes de Anagasta Inibiu as atividades COELHO, et
Dioclea kuehniella carboidrasicas presentes no  al., 2007.
violacea (Zeller, 1879) intestino médio, como a-
YL, (Lemploptera. amilase e a glucosidase.

Pyralidae)

Fonte: autor, 2023. Adaptado de Paiva et al., 2011.
Geralmente, essas proteinas sdo resistentes a degradacdo proteolitica, sendo

capazes de exercer seus efeitos deletérios quando ingeridas pelos insetos. Essa resisténcia
pode ser considerada como um fator defensivo conservado por algumas plantas
(MACEDO et al., 2007). Uma vez presentes no trato digestivo do inseto, as lectinas
podem interagir com glicoconjugados presentes na superficie da membrana de células
epiteliais. Quitina e proteinas glicosiladas contendo residuos de N-acetilglicosamina
presentes na matriz peritrofica (MP) sdo alvos para lectinas ligadoras de quitina (Figura
7).

Figura 7- Representacdo das principais estruturas e moléculas como possiveis alvos para
a ligag&o de lectina em insetos.
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Fonte: Macedo et al., 2015.
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A matriz peritréfica (MP) constitui uma membrana encontrada no intestino
médio de insetos, exceto os das ordens Hemiptera e Homoptera (BANDYOPADHYAY
et al., 2001) que separa o contedo do lumen intestinal das células epiteliais digestivas.
A matriz contém uma rede composta por quitina (polimero de N-acetilglicosamina) e
glicoproteinas, como as peritrofinas. A MP é uma barreira fisica e bioquimica que
compartimenta processos digestivos, permitindo a aquisi¢do eficiente de nutrientes,
protecdo contra patdgenos e reutilizacdo de enzimas hidroliticas (BOLOGNESI et al.,
2008). Lectinas de plantas com afinidade por N-acetilglicosamina podem, dessa forma,
se ligar a quitina e proteinas glicosiladas da matriz peritrofica, interferindo nos processos
de digestéo e absorg¢éo de nutrientes (MACEDO et al., 2004; MACEDO et al., 2007).

Anomalias na formacdo da membrana peritrofica funcional e a ruptura das
estruturas de microvilosidades foram relatadas em insetos alimentados com dietas
contendo lectina (FITCHES; GATEHOUSE, 1998; L1 et al., 2009). Lectina de bulbos de
Hippeastrum striatum (Lam.) (amarilis) interagem com as células da borda em escova do
intestino médio e interfere com a absor¢do normal de nutrientes de Spodoptera littoralis
(Boisduval, 1833) (Lepidoptera: Noctuidae), afetando o crescimento larval normal.
Habibi et al. (2000), ao estudarem os efeitos da fitohemaglutinina (PHA) sobre o epitélio
intestinal de Lygus hesperus (Knight, 1917) (Hemiptera: Miridae), observaram através de
imunofluorescéncia e microscopia eletronica a ruptura e fechamento do Iimen deste
orgdo. A lectina de tubérculo de Arum maculatum L. (Araceae) também mostrou
capacidade de se ligar & glicoproteinas no intestino médio de Lipaphis erysimi (Kalt.,
1843) (Hemiptera : Aphididae) e Aphis craccivora (Koch, 1854) (Hemiptera: Aphididae)
(DUTTA et al., 2005). Lectina ligadora de manose (DB1) isolada de Dioscoreabatatas
(inhame) mostrou propriedades inseticidas contra Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)
(Lepidoptera: Noctuidae), espécie de mariposa cujas lagartas tém atacado as plantaces
de algoddo. DBL1 inibiu a emergéncia de adultos de H. armigera e técnica de
imunomarcacdo revelou que ela se ligou a membrana peritréfica destes insetos
(OHIZUMI et al., 2009).

Ap0s avaliacado, foi observado anomalias ultraestruturais na formacgéo da matriz
peritrofica de insetos alimentados com a lectina ligadora de quitina de Triticum vulgaris
(WGA). Notou-se algumas camadas desorganizadas em larvas de Ostrinia nubilalis
(Hubner, 1796) (Lepidoptera: Pyralidae) e alteracbes morfoldgicas nas microvilosidades
de larvas de Drosophila (LI et al., 2009; VANDENBORRE et al., 2011).
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Em insetos que nao possuem matriz peritrofica, como pulgdes, as lectinas podem
interagir livremente com o epitélio intestinal, revelando todo o seu potencial inseticida.
(WALSKI et al., 2014). Foi constatado que a lectina de Allium sativum L. (alho) se ligou
a residuos de carboidratos de proteinas receptoras especificas presentes nas vesiculas da
membrana em borda escovada, resultando na reducdo da permeabilidade
(BANDYOPADHYAY etal., 2001).

As acOes das lectinas com a matriz peritrofica e glicoconjugados do trato
intestinal, afeta na absorcéo dos nutrientes e vias de sinalizacao e transporte (FITCHES
et al., 1998, VANDENBORRE et al., 2011; WALSKI et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2015). Em outros casos, notou-se que o metabolismo do inseto também pode ser
desestabilizado, atraves da interacdo das lectinas com enzimas digestivas e proteinas
transportadoras (AGRA-NETO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2015).

Lectinas podem interferir nas fungdes de enzimas digestivas e proteinas
assimilatorias, inibindo ou estimulado a digestdo e absorcdo de nutrientes além de poder
afetar indiretamente 0s mecanismos regulatérios de algumas enzimas devido a
perturbacdo da organizacdo da membrana peritrofica e da borda em escova (FITCHES;
GATEHOUSE, 1998; FITCHES et al., 2008; PAIVA et al., 2012). Desta forma, através
dessa ligacdo, lectinas podem afetar o metabolismo de insetos (MACEDO et al. 2007;
NAPOLEAO et al. 2012). Os mecanismos inseticidas podem ser: ligacdo a porcéo
glicidica de enzimas glicosiladas; ligagdo as enzimas através de sitios diferentes do sitio
de ligacdo ao substrato; ligacdo ao substrato; ou ligacdo tanto a enzima quanto ao
substrato, aumentando a afinidade entre eles (MACEDO et al., 2007).

A modulacdo de atividade de enzimas digestivas por lectinas vem sendo
demonstrada. A modificacdo dessas atividades enziméticas consegue levar a um
desequilibrio metabdlico, podendo levar a morte do inseto (MICHIELS et al., 2010).
Lectina inseticida isolada da folha de Bauhinia L. monandra mostrou um estimulo, sobre
a atividade de a-amilase de homogenatos do intestino médio de Callosobruchus
maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae), provavelmente aumentando a afinidade
da enzima ao seu substrato (MACEDO et al. 2007). As lectinas de Galanthus nivalis e a
concanavalina A, lectina isolada de sementes de Canavalia ensiformis (Fabaceae),
estimularam a atividade de aminopeptidase, tripsina e glucosidases no intestino de larvas
de Lacanobia oleracea (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Noctuidae) (FITCHES;
GATEHOUSE, 1998). A acdo pode também ser inibitdria, como mostrada para a lectina
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isolada da folha de M. urundeuva, que inibiu a acdo de proteases e a acdo estimulatéria
sobre a-amilase do intestino de larvas de Aedes aegypti (NAPOLEAO et al., 2012).

Algumas lectinas tem o poder de ultrapassar a barreira epitelial, alcan¢ando o
sistema circulatério do inseto, podendo afetar moléculas de autodefesa presentes na
hemolinfa (FITCHES et al., 2001). No entanto, antes de sugerir que uma lectina possa ter
a acao a nivel intestinal, é necessario avaliar se essas lectinas sdo resistentes a degradagéo
proteolitica. Por exemplo, no estudo do mecanismo de acéo inseticida da lectina isolada
de Galanthus nivalis (Amarilydaceae) sobre Nilaparvata lugens (Stal) (Homoptera:
Delphacidae), evidenciou-se que a lectina ndo sofreu degradag&o proteolitica significativa
quando ingerida pelos insetos (POWELL et al., 1998).

As lectinas tambeém podem afetar a microbiota intestinal de insetos. Os cupins
dependem da microflora intestinal para fazer a digestdo da celulose, uma vez que esses
microrganismos produzem a celulase. Desta forma, lectinas podem exercer seu efeito
inseticida através da acdo antimicrobiana. Napoledo et al., (2014) mostrou que lectinas
isoladas da casca e cerne de M. urundeuva (aroeira do sertdo) causavam mortalidade em
cupins da espécie N. corniger. Adicionalmente, as lectinas isoladas também foram

bactericidas contra microrganismos da flora intestinal desses insetos.

Algumas lectinas mostraram a capacidade de atuar inibindo a atividade da
superoxido dismutase (SOD). A atividade da SOD em insetos foi encontrada nas
branquias anais de larvas de insetos e essa enzima desempenha alguns papéis importantes
para a resisténcia contra espécies reativas de oxigénio tais como o anion superoxido
(NIVSARKAR et al. 1991). O aumento da SOD em alguns insetos pode levar, em alguns
casos, a resisténcia a alguns inseticidas ja utilizados em plantacGes como é o caso dos
piretroides (NIVSARKAR et al. 1991; MULLER et al. 2007). Com a inibicdo da
atividade da SOD, ocorrera estresse oxidativo devido a auséncia de desintoxicacdo. A alta
inibicdo da atividade da SOD pela cMoL (Lectina coagulante de M. oleifera), além de
levar a um estresse oxidativo devido a menor desintoxicacdo do radical superoxido,
também resultou em uma diminuicdo de larvas, gerando um controle populacional do
inseto (AGRA-NETO et al., 2014).

Ainda, as lectinas podem exercer uma acao deterrente sobre a alimentagdo dos
insetos por um efeito pré-ingestdo, envolvendo sensores digestores, ou por um efeito pds-
ingestdo, ao promoverem intoxicagdo (SAUVION et al., 2004; MICHIELS et al., 2010).
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O controle de insetos alados pode ser feito durante o desenvolvimento larval,
impedindo ou dificultando a transformacéo deles para a fase adulta. Organofosforados
séo bastante utilizados no Brasil para esse fim. No entanto, devido a uma diminui¢éo na
sua eficacia devido a tolerancia das larvas e a busca por seguranca ambiental e
biodegradabilidade, novos bioinseticidas tém sido avaliados, tais como as lectinas
(COELHO et al., 2009).

A lectina isolada de sementes de Moringa oleifera (WSMoL), a qual apresenta
elevada solubilidade em agua, mostrou acéo larvicida contra Aedes aegypti. Além disso,
extratos contendo WSMoL foram capazes de atrasar o desenvolvimento larval, que parou
no terceiro instar (COELHO et al., 2009). O desenvolvimento larval pode estar sendo
comprometido pela inibicao de enzimas digestivas interferindo na nutri¢do dessas larvas,
como foi visualizado para a lectina de folha de Bauhinia monandra Kurz (pata-de-vaca),
que estimulou em ensaios in vitro a atividade de a-amilase em larvas de Callosobruchus
maculatus (Fabr., 1775) (Coleoptera: Bruchidae) (MACEDO et al., 2007). Fitches e
Gatehouse (1998) reportaram que, em curto prazo, a lectina de Galanthus nivalis
apresentou efeito estimulatdrio sobre tripsina, a-glicosidase e aminopeptidase de larvas
de L. oleracea causando, em longo prazo, uma diminui¢ao na atividade de a-glicosidase.
Larvas da mosca do meldo (Bactrocera cucurbitae (Coquillett, 1899) (Diptera:
Tephritidae)) apresentaram reducéo nas atividades de fosfatases acidas e alcalinas quando
alimentadas com a lectina de tubérculos de Arisaema helleborifolium, enquanto a

atividade de esterases aumentou consideravelmente (KAUR et al., 2006).

A acdo entomotoxica de lectinas pode ocorrer também a longo prazo. Algumas
lectinas podem néo afetar a sobrevivéncia do inseto que esta se alimentando, mas alterar
parametros reprodutivos que levam a reducdo populacional. A lectina de Galanthus
nivalis (GNA) expressa em plantas de trigo transgénico causou efeitos significativos nos
pulgdes do trigo, que esta ligado aos niveis de expressao da proteina nas diferentes linhas
transgénicas. Embora a sobrevivéncia de pulgdes que foram criados em plantas que
expressam GNA n&o foi afetada, sua fecundidade foi reduzida significativamente. Esse
mecanismo pode causar a reducdes na taxa de eclosdo de ovos. A auséncia de larvas
mortas em solu¢Bes mostra que o efeito é bem seletivo, com a atividade ovicida e ndo a
larvicida da lectina (SANTOS et al., 2012). A atividade ovicida sobre A. aegypti tem sido
demonstrada em extratos organicos, 0leos essenciais e lectinas através do impedimento

da eclosé@o dos ovos. WSMoL também foi capaz de inibir a eclosdo de ovos armazenados
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e analises mostraram que a lectina levou a morte dos embrides dentro dos ovos (SANTOS
etal., 2012).

2.5 Crotalaria stipularia

O género Crotalaria constitui-se em um dos maiores da familia, com cerca de 690
espeécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais, principalmente no Hemisfério
Sul, sendo mais rico na Africa e na India. S3o citadas por Lewis et al (2005) cerca de 74
espécies, sendo 59 endémicas e, destas, 35 sdo da América do Sul, a maioria das quais,
no Brasil. Segundo Burkart (1952), nos neotropicos, a area natural do género, abrange
desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina e o Uruguai.

Em relacdo a sua utilidade agroecoldgica, diversos sdo 0s usos citados para suas
espécies, como: adubo organico; forragem; no combate a nematdides de plantagdes; em
programas de revegetacdo de areas contaminadas com substancias toxicas (como arsénio
empregado na industria téxtil); na producdo de fibras para confeccdo de papel; na
medicina popular e em atividades farmacologicas (BURKART, 1952; POLHILL, 1982;
MORRIS, 1997; MEDA; NARENDER et al., 2005, AHMED et al., 2006, SILVA et al.,
2007; GARRIDO et al., 2008, FELIPE et al., 2009; e ROCHA et al., 2009).

Além dessas aplicacOes, sementes de duas espécies de Crotalaria, Crotalaria
juncea (Linnaeus, 1753), Crotalaria spectabilis Roth, tem sido utilizadas no combate do
mosquito vetor da dengue, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), ha controvérsias de como
essas sementes agiriam no combate a esse inseto, se de maneira direta impedindo a
ecloséo dos ovos ou se essas sementes atrairiam um inimigo natural do mosquito, apesar
disso, diversos estados ja as utilizam no combate ao vetor da dengue, como pode ser visto
na tabela 2.

Tabela 2 - Levantamento dos Municipios que aderiram a distribuicdo da Crotalaria como
forma de controle do Aedes até marco de 2016.

Municipio Data Fonte

Brasilia/DF 25Jan. 2016  Portal G1

Vianépolis/GO 23 Abr. 2015  http://www.opopular.com.br
Alto Araguaia/MT 09 Mar. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Alta Floresta/MT 18 Jan. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Confresa/MT 29 Fev. 2016  Site Oficial da Prefeitura

Juina/MT 17 Fev. 2016  Site Oficial da Prefeitura
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Primavera do Leste/MT

19 Mar. 2016

http://tvmutum.com.br

Sorriso/MT 15 Dez. 2015  Site Oficial da Prefeitura

Nova Andradina/MS 25 Mai. 2015  drsandro.org

Bonito/MS 08 Mar. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Dourados/MS 25 Mai. 2015  drsandro.org

Araxa/MG 05 Nov. 2011  Portal G1

Carmo do Rio Claro/MG 16 Out. 2010  Site Oficial da Prefeitura

Chapada do Norte/MG 30 Abr. 2013 2013 Site Oficial da Prefeitura
Frutal/MG 11 Fev. 2016  Site Oficial da Prefeitura Gov.

Valadares/MG 04 Mar. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Ipatinga/MG 04 Fev. 2016  http://www.diariopopularmg.com.br
Ituiutaba/MG 25 Mar. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Uberaba/MG 03 Jul. 2013 Portal G1

Santo Angelo/RS 15 Mar. 2016  http://www.jornaldasmissoes.com.br

Santa Maria/RS 08 Mar. 2016  http://site.ufsm.br

Santa Catarina/SC 29 Fev. 2016  Portal G1

Andradina/SP 17 Jan. 2016 Portal G1

Aprazivel/SP 25 Mai. 2015  drsandro.org

Araraquara/SP 12 Fev. 2016  Portal G1

Catanduva/SP 24 Fev. 2015  Site Oficial da Prefeitura

Jaboticabal/SP 13Jan. 2016  Site Oficial da Prefeitura
Penapolis/SP 24 Fev. 2015  http://www.regionalpenapolis.com.br
Presidente Prudente/SP 24 Fev. 2015  Portal G1

Presidente Venceslau/SP 06 Mai. 2015  Site Oficial da Prefeitura

Sé&o José do Rio Preto/SP 26 Mar. 2015  Site Oficial da Prefeitura

Cordeiro/RJ 08 Mar. 2016  Portal G1

Rio de Janeiro/RJ 29 Mar. 2016  Site Oficial da Prefeitura

Fonte: PEIXOTO et al, 2018.

A espécie Crotalaria stipularia (Desv., 1814) (Figura 8) é amplamente

distribuida no Brasil como pode ser visto na figura 8, ocorrendo nas regides: Norte (Acre,

Pard, Roraima); Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco,

Piaui, Sergipe); Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato


http://tvmutum.com.br/
http://www.diariopopularmg.com.br/
http://www.jornaldasmissoes.com.br/
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Grosso); Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo)

(http://servicos.jbrj.qgov.br/flora/search/Crotalaria stipularia).

Figura 8 - Crotalaria stipularia

Fonte: Autor, 2019.

Figura 9 - Distribuicdo da C. stipularia no territdrio brasileiro

Fonte: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia

Com o exposto, percebe-se que pouco se sabe sobre a espécie Crotalaria
stipularia e ndo h& na literatura estudos sobre a sua potencialidade inseticida nem sobre
sua constituicdo fitoquimica e ecotoxicoldgica, motivos que justificam o presente estudo.


http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia
http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Crotalaria_stipularia
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3. OBJETIVOS
3.1  Objetivo geral:

Isolar, purificar e caracterizar a lectina das sementes de Crotalaria stipularia e
avaliar a atividade inseticida dessa proteina do extrato e da fragdo concentrada de
proteinas das sementes contra os insetos adultos de Cerconota anonella.

3.2 Objetivos especificos:

v Extrair lectinas das sementes de C. stipularia;

v Isolar lectinas das sementes de C. stipularia utilizando métodos cromatograficos
convencionais e avangados para isolamento de proteinas;

v Caracterizar lectinas determinando o efeito de carboidratos, glicoproteina, ions,
pH e temperatura na atividade hemaglutinante da lectina de C. stipularia;

v Avaliar a atividade inseticida do extrato, fragdo concentrada e da lectina de C.

stipularia contra os insetos adultos de Cerconota anonella;

v Calcular parametros nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de
consumo relativo e eficiéncia de conversdo do alimento ingerido) dos adultos de C.

anonella que ingeriram a dieta artificial contendo os tratamentos de C. stipularia;

v Analisar os efeitos de C. stipularia sobre o perfil biogquimico (proteinas totais,
triglicerideos, colesterol e glicose) de C. anonella;

v Realizar a analise quantitativa de metabdlitos secundarios presentes no extrato das
sementes de C. stipularia;
v Realizar teste ecotoxicoldgico com extrato das sementes de C. stipularia frente a

Lectuce sativa.
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4. METODOLOGIA
4.1  Material Bioldgico
4.1.1 Identificacdo da espécie de planta e obtengdo das sementes de C. stipularia

Inicialmente, amostras da planta em estudo foram coletadas e levadas para
identificacdo e deposigdo de exemplar no repositorio do Herbario MAC do Instituto de
Meio Ambiente (IMA) do Estado de Alagoas. A planta selecionada apresentava em sua
estrutura todos os requisitos necessarios para a devida identificacdo (folhas, flores, caules
e vagens).

As sementes foram extraidas das leguminosas C. stipularia (Figura 10)
encontradas no Povoado Saco, localizado na zona rural da cidade de Marechal
Deodoro/AL (09° 42" 37" S 35° 53' 42" W). As sementes foram armazenadas em sacos
lacrados e levadas ao laboratério de Laboratorio de Metabolismo e Protebmica (LAMP)
da Universidade Federal de Alagoas- UFAL para realizacdo dos procedimentos

experimentais.

Figura 10 — Sementes secas de C. stipularia sendo retiradas de parte da planta.

Fonte: autor, 2023.

4.1.2 Insetos de Cerconota anonella

Frutos de Annona muricata (graviola), infestados, foram coletados em pomares,
na Cooperativa Pindorama, localizada no municipio de Coruripe-AL, (10°09°54°’S;
36°21°07°W) (Figura 11).
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Figura 11 — Coleta de frutos de Annona muricata (graviola) infestados por Cerconota

anonella.

Fonte: autor, 2023.
Apo6s a coleta, foram levados para o laboratério de Ecologia Quimica na

Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Os frutos maduros e verdes, com sinais de
ataque, foram armazenados em gaiolas de madeira (30 cm de largura x 30 cm de
comprimento x 30 cm de altura) com as laterais cobertas por tela Figura (12).

Figura 12 — Esquema demonstrativo do armazenamento dos frutos de graviola coletados

no campo para posteriormente adquirir os insetos adultos de Cerconota anonella.

T -—

Fonte: autor, 2023.

Logo ap6s emergirem os insetos adultos de Cerconota anonella foram separados

por sexo e posteriormente, utilizados em bioensaios laboratoriais.
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4.2  Experimentos para a Purificacdo e Caracterizacédo da Lectina das Sementes
Secas de Crotalaria stipularia
4.2.1 Preparo do extrato bruto das sementes de Crotalaria stipularia

Para o preparo do extrato bruto, foram retiradas das vagens as sementes secas
(Figura 13), as quais foram pesadas em balanca analitica (Marte AY220) (1,0 g) e
trituradas com auxilio de almofariz e pistilo em tampéo de extracdo Tris HCI 50 mM pH
8,0 (20 mL).

Em seguida, as soluc¢des foram mantidas sob agitacdo constante por 16 horas na
temperatura de 4°C. Findo este tempo, os extratos foram centrifugados para que o material

particulado fosse retirado, e o sobrenadante foi submetido as demais anélises.

Figura 13 — Semente secas de C. stipularia

v

Fonte: autor, 2023.

4.2.2 Atividade hemaglutinante

Com objetivo de saber se no extrato de C. stipularia havia a presenga de lectinas
foi realizado o ensaio de atividade hemaglutinante (AH). O ensaio de atividade
hemaglutinante foi realizado em placas de microtitulacdo (Figura 14), de acordo com a
metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992). Aliquota (50 pL) da amostra foi diluida
serialmente em NaCl 0,15 M antes da adicao de 50 pL de suspensdo (2,5 % v/v) de
eritrocitos de coelho. A AH (titulo™) foi expressa como o inverso da maior diluigdo da
amostra que promoveu hemaglutinacdo, (Figura 14). AH especifica (AHE) foi definida

pela razéo entre o titulo e a concentracao proteica (mg/mL).
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Figura 14 — Placa de microtitulacao
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Fonte: autor, 2023.

Figura 15 — Mostra do teste de atividade hemaglutinante

12 a 42 com atividade
hemaglutinate

12 3a

diluico= diluicio=
112 1?; . Hemaglutinagéo

i i Nao hemaglutinagao

¥

v Atividade

Branco 7y 42 Hemaglutinante=
T e i da amost
1116

que promoveu
hemaglutinagédo = 16
Demais diluicbes sem
atividade hemaglutinante =
branco

Fonte: autor, 2023.

4.2.3 Determinagédo da concentragdo de proteina

A concentragdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),

usando albumina de soro bovino como padréo (250-0,009 ug/mL). Para isso foram usados
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10 uL das amostras (extrato bruto e fracdo, que € melhor detalhada no tépico 4.2.5)
diluidas (1:10), e 190 pL de reagente de Bradford. Posteriormente as amostras foram
incubadas por 5 min, e medido a absorbancia em espectofotometro a 595 nm (VARIAN

CARY 50 BIO). As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

4.2.4 Teste de inibicdo a carboidratos

Para confirmar a presenca de lectinas, foi realizado o ensaio de inibicdo da AH
utilizando carboidratos e glicoproteinas como descrito por Carvalho et al. (2015).
Aliquotas de 50 uLL da amostra foram submetidas a incubacao inicial em solugdo de
carboidrato dissolvido em NaCl 0,15 M durante 15 minutos. Em seguida foram
adicionadas 50 uL de suspensdo de eritrocitos (2,5 % v/v) nos pogos de micro titulagdo e
incubadas por um periodo de 45 minutos. Uma aliquota de 50 pL. da amostra diluida
serialmente em igual volume de solu¢ao salina de NaCl 0,15 M incubada com 50 pL de
suspensdo de eritrocitos de coelho foi usado como controle positivo.

As concentracOes de solugdes inibidoras foram 0,2; 0,1; 0,5 e 0,25 M para 0s
carboidratos D — Galactose, D — Glicose, Maltose, Fucose, Ribose, Raminose,
Glicopiranose, Piranose, D — Frutose, D — Arabinose, D — Lactose, Manose, N-acetil-
monosamina, N-acetil-glicosamina, N-acetil-galactose e 500, 250 e 125 ug/mL para
glicoproteina (fetuina). A inibi¢do é quantificada em razéo da reducdo da AH quando

comparado com o controle negativo.

4.2.5 Precipitagdo com sulfato de amonio (NH4)2SOa4a partir do extrato da C. stipularia

Apos a certificacdo da presenca de lectina no extrato bruto obtido a partir das
sementes da C. estipularia, realizou-se uma precipitacdo salina com sulfato de aménio,
como forma de eliminar parte das proteinas contaminantes, e concentrar a atividade
lectinica. O fracionamento aplicado é mostrado na Tabela 3, e ambas as etapas de
precipitacdo foram realizadas a 15.000G a 4°C por 20 min, com centrifuga refrigerada
(HERMLE- Z236K). O volume inicial de extrato utilizado para a precipitagéo foi de 10
mL O extrato utilizado foi o das sementes secas.

Tabela 3 — Precipitacéo salina
FRACAO (%) MASSA DE (NH4)2S04 ()
0-20 ‘ 1,060
20-40 ‘ 1,164
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40-60 ‘ 1,260
60-80 ‘ 1,419

80-100 ‘ -
Fonte: autor, 2019.

Durante a adi¢do do sal, tomou-se a precaucdo de que este procedimento fosse
realizado de forma paulatina, e sob baixa agitacdo, com auxilio do agitador magnético,
visando uma solubilizagdo uniforme, e uma maior separacao das proteinas em fungédo do
grau de solubilidade. Apds a precipitacdo, as amostras coletadas foram submetidas ao
teste de atividade hemaglutinate, para verificar em qual fracdo estaria concentrada a

lectina.

4.2.6 Cromatografia liquida por afinidade

Para a etapa de isolamento da lectina, foi utilizada a fragdo contendo a maior
atividade hemaglutinante especifica obtida a partir da etapa de pré-purificacdo do
fracionamento salino (precipitado 20%), que foi aplicada em uma coluna cromatografica
(10 x 2,5 cm) em matriz de quitina (Figura 14) previamente hidratada com NaCl 0,15 M,
seguida de 40 mL de tampéo de equilibrio Tris-HCI pH 8,0 50 mM, a um fluxo de 0,2
mL/min em 2 volumes de coluna. Em seguida utilizou-se como tampdes de elui¢do 20
mL de Tris-HCI contendo NaCl 0,5M pH 8,0, 20 mL de acido acético 0,25 M e 40 mL
acido acético 1 M sendo coletadas fracdes de 2 mL, a 25°C.

As amostras coletadas foram monitoradas em espectro a 280 nm e avaliadas
guanto a AH e dosagem proteica. As fracdes que apresentaram maiores AH foram
dialisadas separadamente em membrana semipermeadvel com poros de 10 kDa de
diametro contra solugdo tampdo Tris-HCI pH 8,0 a 4° C durante 6 horas, com trocas a
cada 2 horas, para remocao do &cido acético contidos nas amostras. Ao término do
procedimento foi observado seu potencial bioquimico em aglutinar hemécias de coelho.

De cada analise cromatografica foram obtidos dois tubos com atividade
hemaglutinante (com 2 mL cada), foram realizadas 5 analises assim obteve-se 20 mL que
foram acondicionadas em 4 tubos de vidros, vedados com pléstico filme e congelados.
Em seguida foram submetidas ao processo de liofilizacdo (modelo LS3000, Terroni
cientificos) por 24 horas. As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de Tris-HCI 50

mM pH 8,0 e submetido a analise em eletroforese para verificagdo da pureza da amostra.
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Figura 16 — Cromatografia liquida em coluna de quitina

Fonte: autor, 2023.

4.2.7 Eletroforese SDS-PAGE

As amostras coletadas da cromatografia que apresentaram maiores atividades
hemaglutinantes foram reunidas e submetidas a eletroforese para confirmar o grau de
pureza da amostra, utilizando gel de poliacrilamida (PAGE) contendo dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) usando um gel a 10 % (p/v) sob condi¢do ndo redutora e redutora em
presenca de B-mercaptoetanol (LAEMMLI,1970). As bandas de polipeptidios foram
coradas com Coomassie Brilliant Blue (0,02 %, v/v) em acido acético a 10 % (v/v) por
4h e, em seguida, revelado com solugdo descorante (10 % &cido acético, 40% de metanol
e 50 % agua mili-Q).

4.2.8 Avaliacédo do efeito da temperatura e do pH na AH

O teste de estabilidade térmica foi feito mantendo aliquotas de 200 pLL da amostra
em tubos de 2,0 mL, a temperaturas que variaram gradativamente de 30 a 100 °C, em
banho maria com &gua, durante 60 minutos. Apds esse periodo as amostras foram
centrifugadas (15.000 g, 5 minutos, 25°C) para remover precipitados, caso fosse formado,
e em seqguida foi realizado a atividade hemaglutinante do sobrenadante e quantificado em
raz&o do titulo.

O ensaio para avaliar a estabilidade da lectina das sementes de C. stipularia em
diferentes valores de pH foi realizado com aliquotas de 1000 pL que foram colocadas em

membranas semipermeaveis (poros de 12 kDa e didmetro de 2,5 cm) para dialisar por 4
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horas, com trocas a cada hora, contra varios tampdes com pH variando de 4 a 12: Tampé&o
Citrato-fosfato 100 mM (pH 4,0), Acetato de sédio 100 mM (pH 5,0 - 6,0) Fosfato de
sodio 100 mM (pH 7,0), Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e Glicina-NaOH 100 mM (pH 9,0 a
12,0). Em seguida todas as amostras foram submetidas aos testes de atividade
hemaglutinante com suspenséo (2,5 % v/v) de eritrocitos de coelhos, para verificacdo da

melhor AH. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

4.2.9 Avaliacdo do efeito do EDTA e de ions divalentes sobre AH

A influéncia de cations divalentes (Ca®* e Mg?*) e do EDTA (agente quelante)
para a atividade hemaglutinante foi determinada conforme adapta¢cdes do método de
PAIJIC et al. (2002). Aliquotas de 1000 uL da proteina foram colocadas em membranas
semipermeaveis com poros de 12 kDa, apresentando didmetro de 2,5 cm, e dialisadas por
4 horas, com troca a cada hora contra 5 mM de EDTA as solucdes de Ca®* e Mg?* a 10

mM. Aliquotas foram retiradas e avaliadas a atividade hemaglutinante.

4.3  Analises Fitoquimicas Feitas a partir do Extrato das Sementes Secas de C.
stipularia

4.3.1 Determinagdo do conteudo fendlico total

O contetdo total de fendis foi obtido de acordo com o método de Folin-
Ciocaulteu (RFC), descrito por Cicco et al., (2009). Para 0 método adicionou-se aos tubos,
120pL da amostra (extrato) (83,3 g/mL), 180 pL de &gua, 300 pL do reagente de Folin-
Ciocaulteu e 2,4 mL de carbonato de sddio a 5% (m/v), totalizando um volume de 3mL.
Os tubos foram postos em banho-maria a 40°C no escuro por 20 minutos. Logo apds, a
mistura reacional foi colocada em uma cubeta de quartzo e foi medida a absorbancia a

760 nm, utilizando espectrofotdmetro UV-vis (Agilent 8453).

Os teores de fendis totais (TFC) foram obtidos a partir da curva de calibragédo
utilizando acido galico (0,7 a 7,0 mg/mL) como padréo e os resultados foram expressos
em micrograma de equivalentes de acido galico/ grama da amostra bruta (ug EAG/g da
amostra bruta). O acido galico foi utilizado como padrdo no presente estudo,
representando os compostos fendlicos em meio basico. As analises foram feitas em

triplicata.
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4.3.2 Perfil fitoquimico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O perfil fitoquimico do extrato aquoso de Crotalaria stipularia foi investigado
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Essas analises de HPLC foram
realizadas em um cromatdgrafo analitico Shimadzu® modelo LC20AT, controlador
CBM-20A, SPD-20 com um detector Ultravioleta-Visivel (UV-Vis), forno CTO-20A,
autoinjetor SIL-20A HT, desgaseificador DGU-20A 5R , coluna de fase reversa (C18
Shim-pack VP-ODS, 4,6 mm x 150 mm, 4,6 um).

Inicialmente, o extrato foi preparado a partir das amostras de C. stipularia (como
mostrado no topico 4.2.1). As solucdes padrdo de acido galico, catecol, catequina, acido
clorogénico, &cido cafeico, vanilina, siringaldeido, acido cumarico, cumarina, rutina,
miricetina e quercetina foram filtradas em um cartucho de extracdo de fase solida
Macherey-Nagel chromabond® C18-ec ¢ um disco de filtro de 0,45 um.A amostra foi
filtrada em membrana de filtro Chromafil® Xtra PTFE-20/25 de 25 mm com poro de 0,20

fm.

O processo de eluicdo foi realizada com uma solugdo de &cido acético a 0,1%
em agua (solvente A) e metanol (solvente B). O extrato e os padrbes foram eluidos de
acordo com o gradiente de solvente B: 0 a 5 min (7-11%); 5 a 10 min (11-16%); 10 a 15
min (16-25%); 15 a 30 min (25%); 30 a 34 min (25-38%); 34 a 38 min (38-50%); 42 a 46
min (60-65%); 46 a 50 min (65-70%); 54 a 58 min (75-85%); 58 a 62 min (85-25%); 62
a 63 min (25-7%); 63 a 80 min (7%), fluxo de 0,6 mL/min. O volume de injecédo foi de
20 pL para padroes e extrato. A temperatura do forno foi fixada em 35 °C. As medi¢des

cromatograficas foram monitorados a A ~ 290 nm.

Os compostos presentes no extrato foram identificados comparando-se o tempo
de retencdo (Rt) com os obtido pela injecdo de padrdes preparados nas mesmas condigdes.
Para quantificacdo, uma curva analitica (10 pontos) foi construida a partir de uma solucao
contendo uma mistura de todos os padrdes (Mix). Para isso, solugdes com concentragdes
que variam de 1 a 10 ppm em &gua: solucéo de etanol (70:30 v/v) foram preparados. A
quantificacdo dos compostos foi realizada por meio da correlacdo a area do sinal e o

volume dos padrdes adicionados, sendo a concentragio expressa em g.Kg™.
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4.4 Ensaio de Ecotoxicidade Frente a Lactuca sativa

Conforme apresentado no trabalho de Young et al., (2012) a Lactuca sativa é
considerada como modelo para teste de fito-toxicidade, sendo recomendada por diversas
organizagOes internacionais (ISSO, EPA, OECD) para determinacdo dos efeitos
ecoldgicos de substancias toxicas e padronizacdo dos ensaios de toxicidade.

Nesse trabalho foram preparadas placas de Petri contendo um papel filtro, nas
quais foram adicionados 5 mL de solucdes contendo 30, 45 e 90 ppm de extrato bruto das
sementes de C. stipularia acompanhados do controle Tris-HCI 50 mM que foi utilizado
como tampao para extracdo das sementes de C. stipularia. (Figura 17) Em seguida,
procedendo-se a adicdo de 15 sementes de L. sativa para cada placa e foram armazenadas

em caixas de isopor para evitar o contato com a luz durante um periodo de 8 dias.

Decorrido o periodo de incubacdo, as placas foram retiradas, e foi realizada a
analise do total de sementes germinadas e medicdo do tamanho das radiculas, sendo os
valores utilizados para a determinacdo dos indices de germinacdo (IG) e crescimento
relativo (ICR), com base nas Equacbes X e Y (YOUNG et al., 2012).

Equacédo X
ICR=CRA/CRC

Equacdo Y

IG = ICR x (SGA/SGC) x 100

Onde CRA é o comprimento médio das radiculas da amostra, CRC o
comprimento médio das radiculas do controle, SGA o nimero de sementes da amostra e
SGC € o numero de sementes germinadas do controle. A partir dos valores obtidos foram
tracados grafico comparativos entre cada tratamento e o efluente a partir do software
GraphPad Prism® 6.0.

45 Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos no laboratorio de Ecologia Quimica (UFAL),

por meio de uma adaptacdo do método descrito por Lima (2020).

Foram colocados um inseto adulto e um frasco penicilina de vidro contendo a

dieta, em uma camara de vidro (9 cm de largura x 16 cm de comprimento x 9,5 cm de
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altura). Como tratamento controle foi adicionada a dieta, na proporcdo de 1:1:8
(tris:mel:agua), o Tris-HCI 50 mM pH 8,0. Para o tratamento com o extrato, fracdo e
lectina, estes foram adicionados a dieta no lugar do Tris-HCI 50 mM pH 8,0, também na
proporcdo de 1:1:8 (extrato:mel:agua), 1:1:8 (fracdo 20%:mel:dgua) e 1:1:8
(lectina:mel:agua). Foram realizadas 30 repeticbes com 15 fémeas e 15 machos e foram

testados os tratamentos citados na tabela 4.

Tabela 4 — Tratamentos testados nos bioensaios

Extrato Fracdo Lectina
Concentracao 30 45 90 10 15 30 3 5 10
(Mg de
proteinas/mL
de dieta)

Fonte: autor, 2023.

Todos os testes foram realizados em sala climatizada com temperatura e
umidade controladas (24,1°C + 1,2 e 65% UR + 1,9) e fotoperiodo invertido. A

sobrevivéncia e a pesagem dos adultos foram avaliadas ao longo de 7 dias.
4.6  Aspectos nutricionais

Apbs 7 dias de avaliacdo, foi possivel determinar o indice de deterréncia (ID)
através da formula (%) = 100 x (A-B)/(A), onde A é a massa de alimento ingerida pelo
inseto no ensaio controle, e B é a massa de alimento ingerida pelo inseto no ensaio com
a amostra. Os resultados podem ser classificados como: sem deterréncia alimentar (ID <
20%), fraca deterréncia alimentar (20% < ID < 50%), moderada deterréncia alimentar
(50% < ID < 70%), ou forte deterréncia alimentar (ID > 70%) (LIU et al., 2007).

Adicionalmente, foram avaliados 0s seguintes indices nutricionais: taxa de
consumo relativo (TCR) = C/(D x dias), onde C é a massa do alimento ingerido em mg e
D corresponde a biomassa inicial do inseto em mg; taxa de crescimento relativo (TCRE)
= E/(D x dias) em que E corresponde a biomassa obtida em mg; eficiéncia de conversao
do alimento ingerido (ECI) = E/(C x 100).

4.7 Efeitos de C. stipularia sobre o perfil bioquimico de C. anonella

Apds o término dos bioensaios, 0os niveis de proteinas, glicose, colesterol e

triglicerideos totais dos insetos que ingeriram a dieta artificial com o controle e com 0s
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tratamentos foram avaliados com o intuito de conhecer os possiveis efeitos da ingestdo
do extrato. Para isto, 10 insetos adultos (5 machos e 5 fémeas) foram macerados em
1000puL de tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, centrifugado por 15 min a 10.000 rpm a 4°C
e o0 sobrenadante foi coletado. A quantificacao de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (1976), enquanto que para glicose, colesterol e triglicerideos foi utilizada a
metodologia padrdo dos kit’s comerciais (Bioclin, Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo

Horizonte, BR).

4.8 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados pela ANOVA a fim de analisar 0s pressupostos
paramétricos de normalidade e homogeneidade das variancias dos residuos e uma vez
esclarecidos foram aplicados testes de deteccdo de diferenca significativa e comparacao

entre tratamentos pelo teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism versao 6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Extracdo e fracionamento salino das sementes de C. Stipularia

Ha& na literatura trabalhos realizados utilizando-se do Tris-HCI como meio de
extracdo proteica (PAN et al., 2010; KOOSHA et al., 2013). Assim, foi feita a extracédo
com esse tampdo e obteve-se uma boa quantificacdo de proteinas pelo método de
Bradford com 0,93 mg/mL de proteina e uma alta atividade hemaglutinante especifica
(AHE) de 1101,07 conforme mostrado na tabela 5. Considerou-se os valores altos quando
comparados com outros trabalhos, como Costa et al., (2018) que em seu trabalho de
purificacdo da lectina da casca de Genipa americana obteve uma AHE de 640.

Com o objetivo de obter um material enriquecido com lectina, foi realizado o
fracionamento proteico. Feitos todos os ciclos do fracionamento salino (0-20%, 20-40%,
40-60%, 60-80%), a fracdo que apresentou maior atividade hemaglutinante especifica —
AHE foi a fracdo precipitado FO-20%, expressando atividade igual a 2314,12, maior que
0 extrato bruto, demonstrando a efetividade do método em concentrar lectina em uma
fracdo pré-purificada e com menores teores de contaminantes (tabela 5). Existem outros
métodos de precipitacdo de proteinas, porém optou-se por realizar o salino, porque o uso
de solventes organicos pode apresentar desvantagens, como a tendéncia a causar danos
estruturais a proteina e muitas vezes afetar a atividade da mesma, fazendo com que essa

perca totalmente sua atividade ou venha a reduzi-la drasticamente (COSTA et al., 2016).

Tabela 5 — Fracionamento Salino do Extrato, Quantificagdo Proteica e Atividade Hemaglutinante

Amostras Proteina total AH AHE
(mg/mL)
Extrato 0,93 1024 1101,07
F1- FO-20% (precipitado) 1,77 4096 2314,12
F20% (sobrenadante) 0,20 - -
F2- F20-40% (precipitado) 011 - -
F40% (sobrenadante) 0,08 : =
F3- F40-60% (precipitado) 0,15 - -
F60% (sobrenadante) 0,09 - -
F4- F60-80% (precipitado) 0,15 - -
F80% (sobrenadante) 0,07 - -
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Fonte: Autor, 2023. Atividade hemaglutinante (AH) foi definida como o inverso da menor
concentragdo capaz de produzir a rede de hemaglutinacéo de eritrocitos de coelho. AH especifica
(AHE) foi calculada como a razéo entre AH e a concentragéo proteica (mg/mL).

5.2  Teste de inibi¢cdo a carboidratos e glicoproteina com extrato das sementes de

C. Stipularia

O teste de inibicdo a carboidratos com o extrato bruto permite confirmar que a
atividade hemaglutinante observada mediante o teste é proveniente de lectinas e ndo de
outros compostos como lipidios ou polifendis, como os taninos, que muitas vezes sdo
abundantes em tecidos vegetais e podem formar complexos soltveis ou insollveis com
proteinas ou interagir com eritrécitos por ligacdes ndo-especificas, interferindo assim
com sua atividade e resultando em um falso positivo na atividade hemaglutinante
(JAKOBEK, 2015).

Os ligantes testados que causaram a inibicdo na atividade foram a D- galactose,
N-acetilglicosamina, e D-lactose, evidenciando a presenca de ao menos uma lectina na
amostra, que inibiu praticamente toda a atividade hemaglutinante, que antes da inibigédo
era 2048 e passou para 2, 4 e 2 respectivamente. Os demais carboidratos testados ndo

inibiram (NI) a atividade hemaglutinante, conforme consta na tabela 6.

Tabela 6 — Teste de inibicdo com carboidratos

LIGANTE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
D-FRUTOSE NI
D-RIBOSE NI
D-GLICOSE NI
D-ARABINOSE NI
D-FUCOSE NI
D-GALACTOSE 2
D-MANOSE NI
RAMINOSE NI
PIRANOSE NI
GLICOPIRANOSE NI
N-ACETILGLICOSAMINA 2
N-ACETILMONOSAMINA NI
N- NI

ACETILGALACTOSAMINA
D-MALTOSE NI
D-LACTOSE 4
FETUINA NI
(GLICOPROTEINA)

Fonte: autor, 2023. NI: ndo inibiu.
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Outras lectinas apresentam a mesma caracteristica quanto a especificidade ao N-
acetilglicosamina. A PgTeL, extraida do fruto da Punica granatum, apresentou uma forte
inibicdo em sua atividade hemaglutinante (SILVA et al., 2016). Tal propriedade norteou
a escolha da matriz de quitina, composta por longas cadeias de N-acetilglicosamina, para

0 proximo passo, o isolamento da lectina das sementes da C. stipularia.

5.3  Purificacao da lectina das sementes de C. stipularia

A lectina foi purificada com uma Unica etapa de cromatografia em coluna de
quitina, equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, apresentando um Unico pico proteico
com atividade hemaglutinante eluido com acido acético 1,0 M, (Figura 17). As fracdes
41 e 42 foram submetidas ao ensaio de AH apos a dialise de 2 horas em Tris-HCI 50 mM

pH 8,0 apresentando uma AH de 1024, conforme descrito na tabela 7.

Figura 17 — Cromatograma de purificacdo da lectina de C. stipularia

3.0 — 4 _
—+— Tris-HCI 50 Mm pH 8,0
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o -2 2@ = Ac Acético1 M
o 1.5 § o Loa AN
<L 0g
1.0- | 4
0.5
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0 5101520 25303540455055606570
Fracao
Fonte: autor, 2023.

A tabela 7 abaixo, descreve o resumo do perfil de purificacdo da lectina de C.
stipularia, onde pode ser observado sua concentracdo de proteina e seus valores de AH,
AHE e grau de purificagdo. A purificacdo da lectina das sementes de C. stipularia obteve
um étimo rendimento de 100%, ja que com 1,0 g de sementes de C. stipularia obteve-se
0,72 mg de proteina com mesma atividade hemaglutinante e atividade hemaglutinante

especifica mais de 5 vezes maior que a do extrato, o que leva ao alto fator de purificacéo.
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Tabela 7 - Purificacdo da proteina das sementes de C. stipularia

Amostra Volume Proteinas  Proteina AH AHE Fator de Rendimento
(mL) (mg/mL) total purificacdo (%)
(mg)
Extrato \ 10 0,93 93 1024 1101 1,0 100
F-0-20% \ 1 1,77 1,77 4096 2314 2,1 40
Lectina ‘ 2 0,18 0,36 1024 5689 5,16 100

Fonte: autor, 2023. AHE: atividade hemaglutinante especifica — relacdo entre AH da etapa e
proteinas (mg/mL); Fator de purificacdo: relacdo entre AHE da etapa e a AHE do extrato;
Rendimento: relagdo entre a AH total da etapa e a AH total do extrato.

A literatura relata diversos trabalhos onde lectinas foram purificadas atraves de
coluna de quitina como a lectina MvRL (a lectina isolada do rizoma de Microgramma
vaccinifolia), Stell (lectina isolada da folha de Schinnus terebinthifolius), WSMol (lectina
isolada da semente de Moringa oleifera), entre outras (ALBUQUERQUE et al., 2012;
GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017).

A fracdo obtida da lectina isolada foi submetida a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida, em condicdo desnaturante (SDS-PAGE) e redutoras para verificar a

pureza do material.

5.4 Eletroforese SDS-PAGE

Na figura 18, pode ser visualizado, da esquerda para direita, na canaleta 1 a
fracdo 0-20% (advinda do fracionamento salino), na canaleta 2, o extrato bruto e na
canaleta 3 a lectina isolada advinda do tubo 41 e na canaleta 4 néo € possivel visualizar
nada possivelmente devido a pequena concentracdo de proteina presente no tubo 12. A
metodologia proposta favoreceu a purificacdo da proteina das sementes de C. stipularia
em um sé processo cromatogréfico. Tanto a amostra no tubo 41 e 42 foram tratados com
B-mercaptanol, que facilita a entrada da proteina no gel devido seu poder desnaturante e
redutor. Além disso a presenca de uma Unica banda na canaleta 3, também revela uma

proteina composta de uma Unica subunidade sem ligagdes dissulfeto.
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Figura 18 — Gel de eletroforese SDS-PAGE 10%.
1 2 3 4

Fonte: autor, 2023. Em 1- Fragéo 0-20%, 2- Extrato e 3 — 41 4- 42.
5.5  Efeito da temperatura na AH em amostras da lectina de C. stipularia

Alguns fatores influenciam na estabilidade de uma proteina e dentre eles esta a
temperatura. Conhecer o perfil de fatores fisico-quimicos que favorece sua condicao ideal
permite conhecer e condicionar 0 meio para a manutencédo e integridade da estrutura
nativa e consequentemente futura aplicacdo biotecnoldgica (NELSON; COX., 2014).

A proteina das sementes de C. stipularia foi aquecida durante 60 minutos em faixa
de temperatura de 30 a 100 °C e teve sua AH mantida até 50°C. Em seguida, perde cerca
de 10% de sua atividade ao atingir 60°C, perde cerca de 50% de sua atividade na
temperatura de 80°C e a partir desta temperatura se mantem estavel até 100°C, como pode

ser observado na figura 19.
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Figura 19 — Efeito da temperatura na AH
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Fonte: autor, 2013. As amostras foram incubadas por 60 minutos.

A Lectina isolada de sementes de Centrolobium microchaete, a lectina
purificada de sementes de Platypodium elegans e a lectina de Punica granatum L.
(PgTeL), diminuiram suas atividades a 80°C (SILVA, et al., 2015, VASCONCELOS-
FILHO et al., 2015. ARARIPE et al., 2017). Alguns trabalhos descritos na literatura
mostram lectinas que mantiveram a atividade hemaglutinante mesmo ao serem
submetidas a temperatura de 100°C, a exemplo da lectina CNA, isolada de sementes de
Clathrotropis nitida (ALVES et al., 2015), também a CasuL, uma lectina isolada de
Calliandra surinamensis, que foi estdvel em uma faixa de temperatura bem ampla,
quando submetidas a temperatura de até 100°C (PROCOPIO, et al., 2017) e GaBL, a
lectina extraida da casca de Genipa americana que manteve sua AH inalterada até 70°C

e apresentando uma pequena gqueda entre 80 -120°C (COSTA et al., 2018).

5.6  Efeito do pH na AH em amostras da lectina de C. stipularia

Analises buscando o ambiente com pH mais adequado para a lectina das
sementes de C. stipularia mostraram que ap0s a dialise de 2 horas foi mantida a atividade
hemaglutinante nos pHs entre 4-6, havendo uma reducéo de aproximadamente 40% ao
ser exposta ao pH 8 e perdendo atividade ao ser dialisada em solucdo na faixa de pH igual

ou maior que 11 como pode ser visualizado na figura 20.
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Figura 20 — Efeito do pH na AH da lectina de C. stipularia

Fonte: autor, 2023.
A literatura relata resultados similares para a lectina extraida da raiz da
Portulaca elatior (PeRoL) e para a lectina extraida se sementes de Dioclea reflexa Hook

(Drfl) que apresentaram atividade hemaglutinante em meios acido e ligeiramente basico
(SILVA et al., 2019; PINTO JUNIOR et al., 2017).

5.7 Efeito do EDTA e ions divalentes na AH

Ap0s a exposicdo da lectina das sementes de C. stipularia ao EDTA e ions
metalicos foi possivel evidenciar que ndo houve reducdo da atividade hemaglutinante
(Figura 21).

Figura 21 — Efeito de ions na AH da lectina de C. stipularia
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Fonte: autor, 2023.



59

Algumas lectinas apresentam sua atividade influenciada por grupos prostéticos
como cétions (Mn?*, Ca?*, Zn?"). O EDTA pode quelar esses céations presentes em suas
estruturas. Tal resultado sugere que a proteina em estudo ndo necessita de ions divalentes
para sua atividade, ou provavelmente eles estdo fortemente ligados a proteina e a dialise
com EDTA néo foi capaz de interferir na estrutura proteica, sendo quelada por esses ions
(SANTIAGO et al., 2014).

Outras lectinas como GaBL e JamuLL também ndo tiveram sua atividade
hemaglutinante alterada na presenca de EDTA e ions (COSTA et al., 2018; SANTOS,
2020).

A avaliacdo de fatores como pH, temperatura e dependéncia de ions sdo muito
importantes para a possivel aplicacdo biotecnoldgica do produto, visto que 0 mesmo
precisa ser estdvel a uma variacdo de temperatura (30-40°C), e é preferivel que possa

talvez ser diluida em outros solventes, para a possivel aplicacdo em campo.

58 Resultados das Andlises Fitoquimicas Feitas a partir do Extrato das
Sementes Secas de C. stipularia
5.8.1 Conteldo fendlico total

O teor de fenodlicos no extrato aquoso das sementes secas de C. stipularia foi
7,05 ug EAG/g da amostra bruta.

InvestigacBes para a identificacdo e caracterizacdo de compostos ativos de
plantas podem levar a uma melhor compreensdo de seus mecanismos de agdo a fim de
contribuir para um melhor aproveitamento dos mesmos sozinhos ou em combinagdo com
outros extratos naturais para diferentes atividades bioldgicas (QUATTRUCCI et al.,
2013). O presente estudo investigou o teor de compostos fenolicos totais através dosagem
de fendis usando acido galico como padréo, que é conhecido por apresentar efeitos
antibacterianos (ARULMOZHI; MIRUNALINI, 2010) (QUATTRUCCI et al., 2013).
Como o presente estudo avalia a mortalidade dos insetos C. anonella alimentados com o
extrato bruto das sementes de C. stipularia, através do mecanismo de ingestao alimentar,
um composto antimicrobiano em tese poderia causar a danos a flora bacteriana do inseto,

sendo assim uma possivel causa de sua mortalidade (NAPOLEAO et al., 2011).
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5.8.2 Perfil fitoquimico obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Em trabalho anterior, Chicuta (2019) realizou uma analise qualitativa dos
metabolitos secundéarios presentes no extrato das sementes de C. stipularia onde foram
encontrados flavonas, flavonois, xantonas e saponinas entre os compostos fitoquimicos
analisados. A partir dai uma andlise quantitativa foi realizada atraves de uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com o objetivo de identificar compostos
presentes no extrato com base na comparacdo dos tempos de retencdo dos padrdes
utilizados (tabela 8) (Figura 22A).

Foi possivel identificar os seguintes compostos: o acido clorogénico (2,8642
mg/kg) e o siringaldeido (0,2763 mg/kg). Também pode-se perceber no cromatograma
alguns picos na regido do tempo de retencdo dos padrfes 10, 11 e 12, porém ndo houve

correspondéncia com esses padrdes (Comparando Figura 22A e 22B).

Tabela 8 — Padrdes utilizados na analise

Padrdes Estrutura Quimica Tempos de

Retengéo (min)

1-acido galico O+ _-OH 12.182
HO OH
OH
2- catecol OH 18.195
OH
3- catequina @:OH 25.892
HO O on
OH
OH
4- acido 0 28.831
= OH
clorogénico HO 20 OJ\f\@:
OH
OH OH

OH




5- acido cafeico OH 30.652
(@]
WQOH

6-catequina QOH 32.397
HO o OH

OH
7- @) 36.588
Siringaldeido HaCO H
HO
OCH3;
8- Acido 41.251

0
cumarico WOH
HO

9- Cumarina 45.643
1)
o o

10- Rutina = 49.404

11- Miricetina 50.662

12- Quercetina 53.186

Fonte: autor, 2023.
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Figura 22 — Cromatograma obtido da analise por HPLC. Curva com a mistura de padrdes:
1-4cido gélico, 2- catecol, 3- catequina, 4- &cido clorogénico, 5- acido cafeico, 6-
catequina, 7- Siringaldeido, 8- Acido cumarico, 9- Cumarina, 10- Rutina, 11- Miricetina,
12- Quercetina (A). Curva com os compostos identificados: 4- acido clorogénico e 7-

Siringaldeido, como presentes no extrato das sementes de C. stipularia (B).
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Fonte: autor, 2023.

O &cido clorogénico é um metabolito secundario classificado como polifendlico,
ja que é um conjugado do acido cafeico e do acido quinico. Esse composto mostrou-se
um agente de defesa em plantas que fornece protecao contra diferentes patégenos (SUNG
& LEE 2010; WOJCIECHOWSKA et al., 2014; MARTINEZ et al., 2017). Além disso,
0 &cido clorogénico também mostrou ter atividade anti-herbivora de amplo espectro
(ELLIGER et al.,1981; LEISS et al., 2009; LEE et al., 2017; LIU et al., 2017),
particularmente em batata, tomate e berinjela (NIGGEWEG et al., 2004), embora outras
especies de plantas, incluindo chas, feijdo verde, cafe, cacau, frutas citricas, magéas e
peras, também produzam este metabdlito (NAVEED et al., 2018). Além disso, Lin et al.,
(2022) alimentou a lagarta oriental Mythimna separata (Walker) (Lepidoptera:

Noctuidae) com diferentes concentracfes de acido clorogénico em dietas artificiais e
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encontrou um efeito letal significativo e a mortalidade aumentou com o aumento da
concentracdo, observando também efeitos subletais, como a taxa de pupacao, taxa de
eclosdo, razdo sexual e quantidade de oviposic¢ao no grupo tratado com acido clorogénico

que foram significativamente menores do que aqueles do grupo controle.

J& o seringaldeido ou 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido é um composto
organico aromatico do grupo dos compostos fendlicos. E um derivado do benzaldeido
que carrega um grupo metoxi na posicao para e dois grupos hidroxila fenolicos em cada
uma das posices meta, (ALDRICH, 2023.).

Ele ocorre naturalmente na natureza, muito descrito na literatura como presente
em madeira e alguns insetos o utilizam como sistema de comunica¢do quimica, como por
exemplo o besouro Scolytus multistriatus (Coleoptera: Scolytidae) que provavelmente se
guie por esse composto buscando substratos para a oviposicao e, posteriormente, para o
desenvolvimento da prole (MEYER & NORRIS, 1967). Outros testes podem ser feitos
com o0 objetivo de avaliar se 0 composto poderia atrair C. anonella para uma possivel
armadilha com a isca alimentar. Contudo, existem relatos na literatura, como o trabalho
de Tavares (2021), que trazem a identificacdo de compostos atraentes para machos e
fémeas deste inseto, que poderiam ser usados em conjunto com a isca alimentar aqui

proposta.

59 Resultado da avaliacéo de toxicidade frente a L. sativa

Mediante a avaliacdo da germinacdo e crescimento de hipocétilos e radiculas de
L.sativa foi possivel evidenciar que ndo foi gerado um ambiente toxico ja que nao foi
constatada diferenca significativa na analise de germinacdo das sementes , crescimento
das raizes de alface ao ser exposto aos meio de cultivo, tampdo e diferentes concentracdes

do extrato das semente C. stipularia ao longo do bioensaio (Figura 23).
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Figura 23 — Média do crescimento da raiz (A) média do crescimento da parte aérea (B) e
média da germinacdo (C) de L. sativa exposta a diferentes concentragfes de extrato
aquoso das sementes de C. stipularia.
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Fonte: autor, 2023.

Resultados semelhantes foram obtidos quando analisado o extrato aquoso da
folha da espécie de bambu Dendrocalamus giganteus Munru mostrando que ndo ha
interferéncia do bambu gigante sobre o desenvolvimento da semente de L. Sativa
(SCHULZ, et al., 2010). Barros (2022), também testou a toxicicidade do extrato aquoso
do colmo do bambu frente a L. Sativa e obteve os mesmos resultados.

Essa analise € importante para um futuro uso do extrato como bioinseticida
podendo ser usado pulverizando plantagcdes ou em armadilhas sendo usado em conjunto

com um atraente.
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5.10 Resultados dos Bioensaios com o Extrato das Sementes de C. stipularia

A ingestdo do extrato aquoso de C. stipularia pelos insetos adultos de C.
anonella resultou na mortalidade de 50% dos insetos na concentracdo de 90 pg de
proteina/mL de dieta ao passar de 3 dias de experimento enquanto que no controle todos
0S insetos permaneceram Vivos nesse mesmo tempo, como pode ser visto na figura 24.
As concentracbes de 30 e 45 (ug de proteina/mL de dieta) também causaram a
mortalidade dos insetos, mas em menor proporcdo, demonstrando um efeito dose

resposta.

Figura 24 — Sobrevivéncia dos insetos adultos de C. anonella tratados com diferentes

concentragdes de extrato das sementes de C. stipularia expressos pela curva de Kaplan-

Meier.
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Fonte: autor, 2023.

Muitos estudos utilizam o bioensaio através do mecanismo de ingestdo alimentar
para avaliacdo da sobrevivéncia/mortalidade de diversas classes de insetos. Por exemplo,
Napoledo et al. (2013) utilizou a mesma metodologia ao testar o extrato e a lectina de
Myracrodruon urundeuva contra Sitophilus zeamais. No extrato de folhas M. urundeuva
a concentracdo de 10 mg de proteina/g de dieta promoveu uma taxa de mortalidade de
14,3% em 7 dias. Lima et al (2020) também testou o extrato aquoso da casca de Genipa
americana contra um inseto da ordem Coleoptera (Tribolium castaneum) obtendo

também resultados promissores.
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No entanto poucos artigos relatam bioensaios com o objetivo fim de controlar
Cerconota anonella. Brito (2010) testou o efeito bioinseticida por meio da pulverizagao
de extratos aquosos de Piper cf. aduncun, do pedinculo do bot&o floral do craveiro-da-
india (Syzygium aromaticum), e do 6leo emulsionavel a base de nim (Neemseto©) sobre
lagartas de C. anonella em laboratdrio. O uso do extrato aquoso de P. cf. aduncun resultou
na mortalidade de 3,0% das lagartas, enquanto a aplicacdo do tratamento com o pedinculo
do botdo floral do craveiro-da-india ocasionou a morte de 10,71%, e 17,86% quando
tratado com 6leo emulsionavel a base de nim apods 12 horas de aplicacdo. Através desse

resultado, percebe-se 0 qudo promissor é o extrato testado neste trabalho.

Para compreender os mecanismos que levaram a mortalidade de C. anonella frente
ao extrato, foram avaliados a deterréncia alimentar e os parametros nutricionais. O extrato
de C. stipularia apresentou indices de deterréncia de aproximadamente 10%-11% para as
concentracgdes testadas que quase ndo diferem do controle (Figura 25). Logo, o extrato de
C. stipularia néo é classificado como deterrente por estar abaixo de 20% de acordo com
LIU et al (2007).

Figura 25 — Indice de deterréncia dos insetos adultos de C. anonella tratados com

diferentes concentracdes de extrato das sementes de C. stipularia
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeticGes. Letras diferentes

indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.
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Ja que a deterréncia ndo se mostrou relevante para justificar a mortalidade
apresentada pelo extrato, foi feita a analise dos pardmetros nutricionais de adultos de C.
anonella que evidenciou os efeitos deletérios causados pela ingestdo do extrato. A taxa
de consumo relativo (Figura 26A) apresentou pouca diferenca significativa entre os
tratamentos, isso significa que a quantidade de dieta artificial consumida foi semelhante,
corroborando com a auséncia do efeito deterrente. Apesar disto, a taxa de crescimento
relativo foi significativamente menor do que no tratamento controle. Os valores negativos
apresentados em (B) e (C) da figura 26 para as trés concentragdes diferentes apontam que
os insetos, além de perderem peso, nao foram capazes de converter o alimento em

biomassa.

A medida que a concentragio do extrato foi aumentando na dieta artificial,
menos o0s insetos cresceram, comprovando o potencial antinutricional de C. stipularia
sobre os insetos adultos de C. anonella. Napoledo et al., (2013) e Camaroti et al (2018)
também obtiveram resultados semelhantes quando serviram em dieta artificial extrato de
Myracrodruon urundeuva e Schinus terebinthifolius, ao besouro S. zeamais e relatam que
o extrato pode danificar os processos de digestdo e absor¢ao de nutrientes o que induziria
os insetos a metabolizarem suas reservas corporais para sua sobrevivéncia, o que leva a
perda de peso. A presenca do acido clorogénico no extrato de C. stipularia pode estar
associado a esse efeito, j4 que como ja foi citado anteriormente, uma espécie de

lepidoptera foi tratada com esse composto fenolico e sofreu consequéncias semelhantes.
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Figura 26 — Taxa de consumo relativo (A), taxa de crescimento relativo (B) e eficiéncia
em conversao do alimento ingerido (C) dos insetos adultos de C. anonella tratados com

diferentes concentracdes de extrato das sementes de C. stipularia.
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeti¢des. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

A fim de conhecer os possiveis efeitos bioquimicos da ingestao do extrato de C.
stipularia nos insetos de C. anonella, foram avaliados os niveis de proteinas totais,
glicose, colesterol e triglicerideos dos insetos mortos apds o termino do bioensaio, como
descrito no item 4.6. A figura 27, mostra que todas as concentracOes testadas foram
capazes de provocar uma mudanca nas taxas, diminuindo estatisticamente (p <0,05) em

relacdo ao controle a quantidade de proteinas totais, colesterol, triglicerideos e glicose.
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Figura 27 — Perfil bioguimico do abdémen de adultos de C. anonella mantidos em dietas
artificiais preparadas em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com extrato sementes de
C. stipularia em diferentes concentragfes. (A) Proteinas totais em mg/mL; (B) glicose
em mg/ mg de proteina (C) colesterol em mg/mg de proteina; (D) triglicerideos em mg/

mg de proteina.
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 4 repeti¢des. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Glicogénio e triglicerideos constituem reservas energeticas em células animais.
A glicose é armazenada em forma polimérica, glicogénio. Acidos graxos armazenados
como triglicerideos podem ser usados para producdo de energia através de B-oxidacao.

Reservas de gordura sdao mais empregadas pelos insetos para atender a demanda de
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energia, para fornecer energia para o embrido em desenvolvimento, e para alimenta-los
durante periodos prolongados de v6o. Armazenamento de &cidos graxos e glicose é
essencial em insetos para outras funcdes também. Acidos graxos servem como
precursores na sintese de eicosandides e feromdnios. Da mesma forma, a glicose € usada
para a sintese de quitina, um dos principais componentes da cuticula, e para a sintese de
alcoois de acgucar, que sdo necesséarios para a adaptacdo a frio ou seca (ARRESE;
SOULAGES, 2010).

Na literatura, poucos trabalhos relatam como funciona o metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas em insetos lepidopteros. Kozhantshikov (1938)
investigou a importancia dos carboidratos e das gorduras no metabolismo de lepidopteros
adultos concluindo que a dieta dos lepidopteros adultos, com algumas excecdes, €
constituida principalmente por carboidratos, e que o teor de glicogénio e actcares soluveis
nesses insetos é geralmente baixo. Seu estudo concentrou-se em trés espécies de
lepidopteros: Agrotis segetum (Denis & Schiffermiller, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae),
Pyrausta nubilalis (Poos, 1927) (Lepidoptera: Crambidae) e Loxostege sticticalis
(Linnaeus, 1761) (Lepidoptera: Crambidae). O autor mediu 0 consumo de agucar e
analisou as fezes para determinar a quantidade de aglcar utilizada. O teor de gordura
também foi avaliado por meio de métodos especificos.

Os resultados mostraram que as fémeas recém-emergidas de ambas as espécies
apresentam alto teor de gordura e baixo teor de acucar. O consumo de agucar influenciou
0 ganho de peso e a longevidade das fémeas, bem como a producdo de ovos. As fémeas
alimentadas com solucdes de glicose de alta concentracdo apresentaram um aumento na
longevidade e na fecundidade, enquanto as fémeas que passaram fome ou alimentadas
apenas com agua apresentaram uma diminuicdo significativa na producdo de ovos e na
viabilidade embrionaria. O trabalho concluiu que o metabolismo dos carboidratos nos
lepidopteros adultos é altamente especializado, com rapida transformacdo dos
carboidratos em gordura, essa especializacdo € biologicamente importante, pois a gordura
é utilizada para a formacéo da prole, conectando diretamente a nutricdo de carboidratos
com a fertilidade.

Mediante o exposto e comparando-se com 0s nossos dados, percebemos que uma
desestabilizacdo do metabolismo, como a que foi causada pela diminuicéo de todo perfil
bioquimico (proteinas, colesterol, glicose e triglicerideos) dos insetos tratados pelo


https://en.wikipedia.org/wiki/Michael_Denis
https://en.wikipedia.org/wiki/Ignaz_Schifferm%C3%BCller
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extrato das sementes secas de C. stipularia, pode ter sido a causa da mortalidade dos

insetos tratados.

5.11 Resultados dos Bioensaios com a Fracdo 20% das sementes de C. stipularia

sobre os insetos adultos de C. anonella

De maneira semelhante a que ocorreu com o extrato, a ingestédo da fracdo 0-20%
de C. stipularia pelos insetos adultos de C. anonella, resultou na mortalidade dos insetos,
no entanto, em menor proporc¢do. Quando comparado com o controle, as concentracoes
de 30 e 15 (ug de proteina/mL de dieta) causaram a mortalidade de 40% e 30% dos

insetos, respectivamente, no quarto dia de bioensaio, como pode ser visto na figura 28.

Figura 28 — Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella mantidas
em dieta artificial com diferentes doses da fracdo proteica (0-20%) das sementes de C.

stipularia.
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Fonte: autor, 2023.

A menor mortalidade dos insetos quando comparado com o extrato, pode ser
explicada pelo efeito sinérgico que poderia haver entre os metabolitos secundarios
presentes no extrato e eliminado pelo fracionamento salino, com as proteinas

concentradas através do mesmo.

Santos et al., (2023) é um dos poucos relatos na literatura que relata a
investigacdo inseticida de fragcdo enriquecida de lectina. Os autores avaliaram a
suscetibilidade de larvas e adultos de Alphitobius diaperinus (Panzer) (Coleoptera:
Tenebrionidae) ao extrato salino, fracdo rica em lectina e lectina isolada (MvRL) de

rizomas de Microgramma vacciniifolia e observou que os tratamentos apresentados aos
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insetos em dieta artificial, mostraram efeito larvicida imediato, mas ndo tiveram efeito na
sobrevivéncia dos adultos. Os autores também avaliaram a influencia dessas preparagdes
em enzimas importantes dos insetos e perceberam que a fragdo enriquecida se destacou
inibindo as enzimas digestivas tripsina e amilase. Pretende-se, em experimentos

posteriores, realizar esses experimentos.

Assim como no extrato, também foram calculados a porcentagem de deterréncia
alimentar, os parametros nutricionais e o perfil bioquimico da fracdo a fim de investigar
0s possiveis efeitos da ingestdo da fracdo proteica testada. De fato, o calculo de
deterréncia alimentar ndo revelou efeito deterrente nas concentragfes de 10 e 15 (ug de
proteina/mL de dieta). Apenas a concentracdo de 30 pg de proteina/mL de dieta
apresentou-se fracamente deterrente, os valores negativos das menores concentragoes
revelam que os insetos se alimentaram da dieta mais que o controle (Figura 29). Como a
concentracdo de 15ug de proteina/mL de dieta, foi uma das que mais provocou a
mortalidade dos insetos como demonstrado anteriormente, sugere-se que a mortalidade
observada foi causada por algum componente ingerido pelos insetos.

Figura 29 — Indice de deterréncia dos insetos adultos de C. anonmella tratados com
diferentes concentragdes da fracao 0-20% das sementes de C. stipularia
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeticGes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os resultados dos parametros nutricionais mostrados na figura 30, corroboram
com os resultados apresentados até aqui, ja que a taxa de consumo relativo mostrado na
figura 30A demonstra 0 aumento do consumo dos insetos que ingeriram as doses de 10 e
15 pg de proteina/mL enquanto que a concentragdo de 30 pg de proteina/mL foi pouco

ingerida pelos insetos, em relacdo ao controle. A ingestdo da fracdo resultou na
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diminuicdo do crescimento, como mostrado na figura 30B. Os dados sobre a eficiéncia
da conversdo do alimento ingerido estdo de acordo com a perda de biomassa dos insetos,
pois os valores de conversdo alimentar também foram negativos para os tratamentos
(Figura 30C).

Figura 30 — Parametros nutricionais dos insetos adultos de C. anonella tratados com a

fracdo 0-20% de C. stipularia. Taxa de consumo relativo (A), taxa de crescimento relativo
(B) e eficiéncia em conversao do alimento ingerido (C).
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeticGes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Chicuta (2019) testou a fragdo enriquecida de C. stipularia contra Tribolium
castaneum e obteve resultados semelhantes. Revelando que mesmo eliminando a maior
concentracdo de metabolitos secundarios os efeitos sobre os pardmetros nutricionais

continuam relevantes para o controle da praga.
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Semelhantemente ao que foi feito com o extrato, a fim de conhecer os possiveis
efeitos bioquimicos da ingestdo da fracdo 20% de C. stipularia nos insetos de C. anonella,
foram avaliados os niveis de proteinas totais, glicose, colesterol e triglicerideos dos
insetos apds o término do bioensaio. Percebemos através da figura 31, uma reducao
significativa em todas as taxas avaliadas (p <0,05) em relacdo ao controle, causando uma
desestabilizacdo praticamente total no metabolismo desses insetos na presenca da
preparacdo enriquecida de proteinas de C. stipularia.

Figura 31 — Perfil bioquimico do abdémen de adultos de C. anonella mantidos em dietas
artificiais preparadas em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com a fragdo 0-20% das
sementes de C. stipularia em diferentes concentracfes. (A) Proteinas totais em mg/mL;

(B) glicose em mg/ mg de proteina (C) colesterol em mg/mg de proteina; (D)
triglicerideos em mg/ mg de proteina.
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média = DP de 4 repeticOes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Outros testes precisam ser realizados, como por exemplo testes com enzimas

digestivas do inseto, para tentar esclarecer os motivos para tal desestabilizacao.
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5.12 Resultados dos Bioensaios com a lectina das sementes de C. stipularia sobre

os insetos adultos de C. anonella

Com o objetivo de avaliar se a lectina das sementes de C. stipularia causaria a
mortalidade dos insetos adultos de C. anonella, apds os 7 dias de experimento, para o seu
futuro uso no melhoramento de plantas, a mesma foi adicionada em diferentes

concentracgdes (3, 5 e 10 pg de proteinas/mL) na dieta artificial de C. anonella

Observou-se neste bioensaio que as concentra¢@es de 5 e 10 pg de proteinas/mL
apos 4 dias de experimento causaram 30% da mortalidade dos insetos e no 5° dia de

experimento essa mortalidade chegou a aproximadamente 50%.

Figura 32 — Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella mantidas

em dieta artificial com diferentes doses da lectina das sementes de C. stipularia.
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Fonte: autor, 2023.

A lectina de Galanthus nivalis (GNA) expressa em cana-de-acucar transgénica
provocou a reducdo da sobrevivéncia dos insetos adultos das espécies Eoreuma
loftini (Dyar: 1917) (Lepidoptera: Crambidae) e Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Pyralidae) (SETAMOU et al., 2002).

Afim de entender melhor essa mortalidade o indice de deterréncia dos insetos
tratados com a lectina foi calculado. Os resultados obtidos apresentaram uma deterréncia
alimentar negativa ap6s a exposi¢do do inseto adulto de Cerconota anonella a dietas

acrescidas da lectina nas concentragfes (3, 5 e 10 pg de proteinas/mL) (Figura 33),
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revelando que os insetos se alimentaram mais nos tratamentos com a lectina, do que com
o tratamento contendo controle.

Figura 33 — Indice de deterréncia dos insetos adultos de C. anonella tratados com

diferentes concentragdes da lectina das sementes de C. stipularia
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeticGes. Letras diferentes
indicam diferengas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

As lectinas podem exercer uma acdo deterrente sobre a alimentacdo dos insetos
por um efeito de pré-ingestdo, envolvendo sensores digestores, ou por um efeito pds-
ingestdo, ao promoverem intoxicacdo (SAUVION et al., 2004; MICHIELS et al., 2010).
PAA (lectina ligada a manose isolada de bulbos de Phycella australis) ndo apresentou
efeito deterrente e PHA (lectina isolada do feijéo (Phaseolus vulgaris)) apresentou efeito
deterrente baixa ao serem ofertadas com a dieta para Myzus persicae (sulzer:1776)
(Hemiptera: Aphididae) e Sitibion avenal (Fabricius, 1775) (Hemiptera: Aphididae)
respectivamente (ZAPARA et al., 2016; SPRAWKA et al., 2010).

De maneira anéloga a que ocorreu no extrato e na fracdo, os resultados dos
parametros nutricionais corroboram com o obtido até aqui para os testes com a lectina
(Figura 34). A taxa de consumo relativo confirma o observado na deterréncia, onde 0s
insetos adultos de C. anonella alimentados com as concentracdes (3, 5 e 10 ug de
proteinas/mL) de lectina se alimentaram mais dos tratamentos com a lectina do que com
o controle (Figura 35A), sugerindo também que os efeitos observados se ddo da

alimentacéo e nédo da falta dela, como fica evidente através da taxa de crescimento relativo
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e da eficiéncia em converter o alimento ingerido que apresentam valores negativos,

indicando que mesmo li alimentando os insetos ndo conseguiram se desenvolver.

Figura 34 — Para@metros nutricionais dos insetos adultos de C. anonella tratados com a
lectina de C. stipularia. Taxa de consumo relativo (A), taxa de crescimento relativo (B)

e eficiéncia em conversdo do alimento ingerido (C).
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Fonte: autor, 2023. Cada barra corresponde a média + DP de 30 repeticGes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Napoledo et al, 2013, testou, além do extrato, a lectina das folhas de
Myracrodruon urundeuva (MuLL) contra S. zeamais. MuLL promoveu a perda de
biomassa, como refletido nos valores negativos para as taxas de ganho relativo de

biomassa e eficiéncia na conversdo de alimentos ingeridos e os autores inferiram que 0s
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efeitos deleterios da lectina sobre S. zeamais poderiam estar ligados a inibicao enzimatica
e a consequente supressao dos processos digestivos, ja que a lectina afetou a atividade de
enzimas do intestino do inseto in vitro.

Outra lectina testada que apresentou efeitos semelhantes, foi a lectina extraida
das folhas de Schinus terebinthifolius (SteLL). A lectina ndo mostrou efeito deterrente,
mas a biomassa e a eficiéncia na conversdo do alimento ingerido diminuiram de uma
maneira dose dependente, analogamente ao que ocorreu nos testes com a lectina de C.
stipularia contra C. anonella, neste trabalho. SteLL, também inibiu a atividade de
proteases intestinais e estimulou a atividade da amilase (CAMAROTI et al., 2018).

Um dos principais mecanismos de agdo de metabolitos secundérios e lectinas,
relatados na literatura, € o efeito inibidor ou estimulador de enzimas digestivas
(CAMAROTI et al., 2018; NAPOLEAO et al, 2013; SOUZA et al., 2018). Assim,
pretende-se no decorrer desta investigacdo tentar desvendar como age a lectina de C.
stipularia sobre as enzimas digestivas de C. anonella, para melhor elucidacdo de como
age essa proteina.

De maneira semelhante ao que foi feito com o extrato e fracdo, a fim de conhecer
0s possiveis efeitos bioquimicos da ingestdo da lectina de C. stipularia nos insetos de C.
anonella, foram avaliados os niveis de proteinas totais, glicose, colesterol e triglicerideos
dos insetos apds o término do bioensaio. Percebemos através da figura 35, uma reducéo
significativa em todas as taxas avaliadas (p <0,05) em relacdo ao controle, causando uma
desestabilizacdo praticamente total no metabolismo desses insetos na presenca da lectina

de C. stipularia.
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Figura 35 — Perfil bioguimico do abdémen de adultos de C. anonella mantidos em dietas
artificiais preparadas em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou a lectina das sementes de
C. stipularia em diferentes concentragfes. (A) Proteinas totais em mg/mL; (B) glicose
em mg/ mg de proteina (C) colesterol em mg/mg de proteina; (D) triglicerideos em mg/

mg de proteina.
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Mediante os resultados expostos, onde a lectina das sementes de C. stipularia se
mostra uma biomolécula de relevancia para o controle de C. anonella, percebe-se ha
perspectiva de utilizacdo da proteina em plantas geneticamente modificadas, uma
importante estratégia para 0 Manejo Integrado de Pragas (MIP), sendo possivel
futuramente a insercdo de genes das lectinas em plantas sensiveis para a expressao ou

super expressao dessas proteinas inseticidas.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, foi purificada e caracterizada a lectina de C. stipularia, o
extrato foi analisado fitoquimicamente e ecotoxicologicamente e 0 mesmo extrato, a
fracdo proteica e a lectina das sementes de Crotalaria stipularia foram avaliados quanto
ao seu potencial inseticida contra adultos de Cerconota anonella.

A lectina de C. stipularia foi isolada e visualizada sua pureza em gel de
eletroforese (SDS-PAGE). Apresentou-se termicamente estavel mantendo a AH até 50°C
e mantendo 50% de sua AH até 100 °C, manteve sua AH frente a pHs acidos a neutros e
n&o variou sua AH mediante a EDTA e ions divalentes (cations Mn?*e Ca®").

A andlise fitoquimica mostrou que o teor de fendlicos no extrato aquoso das
sementes secas de C. stipularia foi de 7,05 ug EAG/g da amostra bruta, enquanto que
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi possivel identificar o
composto acido clorogénico (2,8642 mg/kg) e o siringaldeido (0,2763 mg/kg). O extrato
também foi submetido a uma analise de ecotoxicidade frente a L.sativa (alface) onde

demonstrou-se a sua nao toxicidade.

Os resultados com os bioensaios mostram que todas os tratamentos (extrato,
fragcédo e lectina das sementes de C. stipularia) possuem atividade inseticida contra C.
anonella.

O extrato apresentou maior atividade inseticida contra C. anonella do que fracao
e lectina, resultando na mortalidade de 50% dos insetos na concentracdo de 90 ug de
proteina/mL de dieta ao passar de 3 dias de experimento. Ja na fracdo, as concentracdes
de 30 e 15 (ug de proteina/mL de dieta) causaram a mortalidade de 40% e 30% dos
insetos, respectivamente, somente quarto dia de bioensaio, enquanto que na lectina , as
concentracdes de 5 e 10 ug de proteinas/mL ap6s 4 dias de experimento causaram 30%
da mortalidade dos insetos e no 5° dia de experimento essa mortalidade chegou a
aproximadamente 50%, revelando que pode haver um sinergismos de compostos no
extrato e fragdo que fizeram com que 0s mesmos apresentasse maior atividade inseticida
em relagéo a lectina.

O extrato apresentou uma leve atividade deterrente, a fracdo apresentou
atividade deterrente leve apenas na maior concentragdo e a lectina ndo apresentou
atividade deterrente, porém ambos afetaram nos parametros nutricionais (taxa relativa de
ganho de biomassa, taxa de consumo relativo e eficiéncia de conversdo do alimento

ingerido) dos insetos testados de maneira analoga, equivalentemente, as taxas de
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proteinas, glicose, colesterol e triglicerideos também foram alteradas, revelando que os
tratamentos (tanto, extrato, fracdo e lectina) interferiram no metabolismo dos insetos.
Ambas as preparacOes avaliadas (extrato, fragdo e lectina das sementes de
Cratalaria stipularia), podem construir uma nova alternativa biodegradavel a ser
considerada no controle da broca do fruto, Cerconota anonella. A lectina podera ser
melhor caracterizada e seu uso pode ser aproveitado no melhoramento de plantas, para
producdo de plantas resistentes. Extrato e fracdo poderdo, depois de estudos mais

detalhados, serem utilizados como iscas alimentares ou através de borrifamento.
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7 PROPOSTA FUTURA

o Realizar testes com as enzimas digestivas (a-amilase, tripsina, etc) para melhor
entender o mecanismo de acdo por tras dos efeitos observados neste trabalho.
o Teste em condi¢bes seminaturais e naturais para avaliacdo da eficiéncia dos

tratamentos.
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Keywards: The red Aour beetle, Tribolium costaneum (Coleopters: Tenebronidae), is one of the most damaging grain insect
Pest cantral pests in the storage products industry. The acquired resistance 1o synthetic pesticides and the high toxicity of
Phytochemical analysts these compounds on non-target organisms have led 10 an increase in the search for biopesticides. Thus, the
:::::;Imdr present study aimed 10 analyze, for the first time, the chemical composition of the extract of Croeafaria sopeloric

Desv. seeds and its insecticidal activity against T, castoneum adults. Therefore, the crode extract (3 % w/'v) of
C. stipularia seeds was performed in a 50 mM Tris — HCI pH 8.0, Lectin and secondary metabolites such as
Ravones, Aavonol, xanthooes and Saponing were detécted in the extract. The extract (10 % w/v) of C. sepiearic

caused 100 % mortality againi T, cattaneum insects and exhibited moderate deterrent activity, resulting in a 70

% reduction in food consumption compared to their normal intake. Furthermore, the squeous extract exerted
antimutritional effects, interfering with the metabolism of proteins, cholesterol, wiglycerides and carbobydrates,
and abolished the hatehing of egus of the treated insects. The phytotoxicity et revealed that the extract of
€. stipularic is not toxic 1o non-targel organisms, as it did not affect the germination of lettuce (Lactuca sativa)
seeds. These results support the search for integrated management strategies for the control of T, castaneumn using
a new biomaterial oltained from C stipulonio seeds.
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