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RESUMO

A broca do fruto, Cerconota anonella (Sepp., 1830), € uma espécie pertencente a
ordem Lepidoptera: Depressaridae, e considerada uma praga de anonaceas, que
abrange, por exemplo, as espécies Annona squamosa (pinha) e Annona muricata
(graviola). Os danos expressivos causados aos frutos sdo constatados pelo
apodrecimento da polpa provocado por microrganismos oportunistas, como os fungos,
que entram pelos orificios produzidos pela alimentacao das lagartas, o que faz reduzir
seu valor comercial. Com o proposito de controlar esta praga, realiza-se o
ensacamento dos frutos verdes utilizando sacos perfurados ou sdo empregados
inseticidas quimicos convencionais. No entanto, estes métodos necessitam de alta
demanda de méo de obra e apresentam elevada toxicidade sobre o ambinete e
organismos ndao-alvos, respectivamente. Neste sentido, € continua a busca por
produtos naturais isentos de toxicidade e efetivos no controle deste e demais insetos
praga. O jenipapeiro (Genipa americana L.) pertence a familia Rubiaceae e tem seu
potencial inseticida ja reconhecido. Dentre os compostos vegetais que podem atuar
contra insetos estdo as lectinas — proteinas ou glicoproteinas — que por se ligarem a
carboidratos de forma especifica e reversivel, seus possiveis alvos sao diversos, visto
gue nos corpos dos insetos existem uma variedade de estruturas de glicano e, por
esse motivo, as lectinas tém sido bastante investigadas. Nesta perspectiva, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito da ingestdo do extrato, da fracdo lectinica e
da lectina purificada da casca de G. americana em C. anonella. Para tanto, foi
preparado o extrato bruto em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 da casca da planta, a partir do
qual foi obtida a fracdo proteica através do fracionamento salino com sulfato de
amonio e, entdo, feito o isolamento da lectina por cromatografia de gel filtracdo. Estas
amostras (extrato, fracdo proteica e lectina) foram inseridas na dieta artificial e os
insetos foram observados quanto a sobrevivéncia e sua massa corporal por 7 dias.
ApoOs o término dos bioensaios, foram analisados o efeito deterrente e os efeitos sobre
0s parametros nutricionais dos insetos. Observou-se que o extrato de G. americana
nao apresentou efeito deterrente para as lagartas, mas causou alteracbes na
conversado de alimento ingerido em biomassa, sendo observada a reducdo de peso
em todas as repeticbes. Em relagdo aos insetos adultos, constatou-se que G.
americana causou a mortalidade de até 80% em 3 dias. A fracdo proteica e lectina
causaram deterréncia alimentar e todas as amostras interferiram significativamente
nos parametros nutricionais e perfil bioquimico. Com base nos resultados obtidos, este
trabalho apresenta o potencial de G. americana sobre o desenvolvimento de lagartas
e adultos de C. anonella, que pode ser usado em associagcdo com outras estratégias
no manejo integrado de pragas.

Palavras-chave: Anonaceas; broca dos frutos; inseticidas naturais; manejo integrado;

lectina.



ABSTRACT

The fruit borer, Cerconota anonella (Sepp., 1830), is a species belonging to the order
Lepidoptera: Depressaridae, that is considered a pest of Annonaceae, which includes,
for example, the species Annona squamosa (pine cone) and Annona muricata
(soursop). The significant damage caused to the fruits is evidenced by the rotting of
the pulp caused by opportunistic microorganisms, such as fungi, which enter through
the holes produced by the caterpillars feeding, which reduces their commercial value.
In order to control this pest, green fruits are bagged using perforated bags or
conventional chemical insecticides are used. However, these methods are labor
intensive and have high toxicity to the environment and non-target organisms,
respectively. In this sense, the search for natural products free of toxicity and effective
in the control of this and other insect pests is stimulated. The jenipapeiro (Genipa
americana L.) belongs to the Rubiaceae family and has already recognized its
insecticidal potential. Among the plant compounds that can act against insects are
lectins - proteins or glycoproteins — which can bind to carbohydrates in a specific and
reversible way and have many possible targets. Additionaly, insecticidal activity of
lectins have been extensively investigated since the bodies of insects have a variety
of glycan structures. In this perspective, the present study aimed to evaluate the effect
of ingestion of the extract, lectin fraction and purified lectin from the bark of G.
americana on C. anonella. For this purpose, the crude extract was prepared in Tris-
HCI 50 mM, pH 8.0 from the bark, from which the protein fraction was obtained through
saline fractionation with ammonium sulfate. Then, the lectin was isolated by gel
filtration chromatography. These samples (extract, protein fraction and lectin) were
inserted into the artificial diet and the insects were observed for survival and body mass
for 7 days. After the end of the bioassays, the deterrent effect and the effects on the
nutritional parameters of the insects were analyzed. It was observed that the extract of
G. americana did not have a deterrent effect for the caterpillars, but it caused changes
in the conversion of food ingested into biomass, with weight reduction being observed
in all repetitions. Regarding adult insects, it was found that G. americana caused
mortality of up to 80% in 3 days. The protein fraction and lectin caused food deterrence
and all samples significantly interfered with nutritional parameters and biochemical
profile. Based on the results obtained, this work presents the potential of G. americana
on the development of caterpillars and adults of C. anonella, which can be used in
association with other strategies in integrated pest management.

Keywords: Annonaceae; fruit borer; natural insecticides; integrated management;
lectin.
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1. INTRODUCAO

A familia Annonaceae abrange cerca de 2400 espécies em 108 géneros e 0
seu cultivo tem recebido grande destaque na fruticultura brasileira em razao,
principalmente, dos altos precos obtidos da polpa e da fruta com possibilidade para
exportacdo (CHATROU et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2016; SOBRINHO, 2014).
A graviola, por exemplo, é muito utilizada na fabricagdo de produtos alimenticios,
porém sua plantacdo exige cuidados constantes devido ao ataque de pragas (LEMOS,
2014; PASSOS, 2017).

A broca do fruto, Cerconota anonella (Sepp., 1830), € uma espécie pertencente
a ordem Lepidoptera: Depressaridae e considerada uma praga de anonaceas, que
inclui, por exemplo, as espécies Annona squamosa (pinha) e Annona muricata
(graviola), causando grandes prejuizos aos produtores (PEREIRA et al., 2009). As
fémeas depositam seus ovos na superficie do fruto e, apds a eclosao, as lagartas se
abrigam com fios de seda em fendas naturais do fruto e roem a casca, destruindo a
polpa e alojando-se nas sementes. A parte atacada escurece e endurece devido a
acao provocada por microrganismos oportunistas, principalmente os fungos, que
entram no fruto por meio dos orificios produzidos na alimentacdo das lagartas,

tornando-se inviavel a comercializacédo (GALLO et al., 2002).

N&o ha muitos relatos recentes na literatura sobre os métodos de controle para
esta espécie, mas ja foram discutidos sobre o ensacamento dos frutos verdes
utilizando sacos perfurados (BROGLIO-MICHELETTI et al., 2001), uso de parasitoides
(BUSTILLO; PENA, 1992) e inseticidas (OLIVEIRA et al., 2017), porém se tornam
inviaveis por alta exigéncia de méo de obra e em razdo aos diversos problemas que
a toxicidade de compostos quimicos pode acometer ao aplicador e consumidor (DA
SILVA et al., 2017).

Pelo exposto, o interesse por constituintes presentes em plantas tem
aumentado progressivamente, pois podem ser uma excelente alternativa ecologica a
fim de diminuir o uso de pesticidas (CHICUTA et al., 2021). Genipa americana € uma
espécie de arvore frutifera que pertence a familia Rubiaceae (COSTA et al., 2018) e
dentre 0s seus compostos vegetais, que podem apresentar atividades bioldgicas,

destacam-se as lectinas, proteinas capazes de se ligar seletiva e reversivelmente a
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carboidratos de células e, devido a sua alta especificidade, tém sido utilizadas em
biotecnologia no agronegdcio (COELHO et al., 2017; DIAS et al., 2015).

A atividade inseticida de proteinas vegetais tem sido relatada contra diversas
ordens de insetos. No entanto, seus mecanismos de acdo ainda sdo pouco
conhecidos e, por isso, tem despertado grande interesse nos ultimos anos (PAIVA et
al., 2011; WALSKI; VAN DAMME; SMAGGHE, 2014). Considerando a especificidade
e habilidade de se ligar a carboidratos de forma reversivel, os possiveis alvos das
lectinas séo diversos visto a variedade de estruturas de glicano que estédo presentes
nos corpos dos insetos, o que pode afetar parametros biol6gicos como peso larval,
fecundidade, pupacao e sobrevivéncia (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015).

Ao considerar o potencial inseticida das lectinas bem como da espécie Genipa
americana e que os estudos existentes centrados no controle da espécie Cerconota
anonella ainda sdo escassos, 0 presente trabalho ira contribuir para o
desenvolvimento de métodos eficazes de controle de insetos-praga, ao propor uma

alternativa ecol6gica de importancia econémica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insetos-praga e seus impactos econémicos

O Brasil € considerado o pais com maior diversidade de insetos no mundo
(RAFAEL; AGUIAR; AMORIM, 2009). Embora seja comum serem vistos como
nocivos, 0s insetos assumem diversos papéis importantes no ecossistema e acdes
benéficas a espécie humana. Dentre as vantagens estdo a polinizacdo das plantas,
controle biologico, atuacdo em processos de decomposicdo de matéria organica,
sendo um dos responsaveis pela reciclagem de nutrientes, além de manter a
fertilidade do solo (RAFAEL et al., 2012). Entretanto, quando a populacdo de insetos
aumenta em niveis economicamente inaceitaveis, provocando perturbacées no
desenvolvimento da lavoura, entdo nesta situagcdo o organismo € considerado praga
(SUJIl et al., 2020).

Figura 1. Importancia dos insetos para o equilibrio ecoldgico até serem considerados
praga.

Processos de decomposigéo
de matéria organica

Reciclagem - T Mantém a
de nutrientes Importancia do fertilidade do solo
no equilibrio ecolégico
*/'
Controle biolégico \ Polinizagao
Prejuizo

econdmico

Perturbagao no
desenvolvimento
da lavoura

Status
praga

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

A agricultura brasileira € um setor primério gerador de renda para o pais.
Todavia, segundo Mitchell e colaboradores (2016), as perdas de safra ocasionadas

por pragas de artropodes podem exceder 15% ao ano. Dentre as formas de controle
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populacional de insetos-praga, os agrotéxicos ainda sao muito empregados no Brasil,
apesar dos impactos negativos ja conhecidos no meio ambiente e na satde humana.
Estudos tém comprovado danos ao ecossistema como a contaminacdo de
reservatorios de agua, rios e mares, infertilidade do solo e mortalidade de abelhas
imprescindiveis para a polinizacdo. Os efeitos colaterais na saude humana por
agrotoxicos ja foram destacados em diversas pesquisas que mostram o aumento de
casos de transtornos mentais (LONDON et al., 2012; FARIA et al., 2014), dores no
corpo (CARGNIN; ECHER; DA SILVA, 2017), doencas respiratorias e intoxicacdes
(ARAUJO; OLIVEIRA, 2017; MEDEIROS; MEDEIROS; SILVA, 2014), bem como a
alteracdo nos mecanismos de defesa celular em trabalhadores rurais, grupo que
constantemente entra em contato com tais substancias (LOPES; DE
ALBUQUERQUE, 2018).

O uso frequente de inseticidas sintéticos também tem levado ao
desenvolvimento de populacdes de insetos resistentes. J& foi relatada resisténcia de
T. castaneum, importante praga de graos armazenados, contra os pesticidas fosfina,
malation, fenitrotion e pirimifos-metil (KARANIKA et al., 2019).

Considerando os efeitos deletérios decorrentes de agroquimicos, cada vez
mais o mercado internacional tem colocado restricbes a estes defensivos, resultando
em uma queda global de 6% na producéo (US$ 64 bilhdes) de acordo com o Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2019). Diante disto, a
biodiversidade da flora brasileira apresenta grande potencial no setor de agronegdcio
na prospeccao de compostos bioativos que podem atuar no controle de insetos-praga
(BRAGA E SILVA; SATO; RAGA, 2019).

2.2 Aplicacao de extratos e proteinas inseticidas vegetais em campo

A substituicdo de agrotoxicos por extratos vegetais tem se mostrado uma
alternativa ecolOgica promissora, pois suas moléculas bioativas geralmente ndo séo
persistentes no meio ambiente (CAMAROTI et al., 2017). Além disso, podem também
apresentar seletividade contra o inseto-praga, resultando em menos efeitos sobre
inimigos naturais das pragas, organismos nao-alvo e humanos em comparagao aos
inseticidas quimicos (NAPOLEAO et al., 2018). Pelo exposto, a descoberta e a

investigacdo de novas substancias provenientes de plantas também pode ser util a
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fim de elaborar modelos de sintese de novos inseticidas (DE MORAIS; MARINHO-
PRADO, 2016).

Estudos feitos em campo ou em casa de vegetacao ja demonstraram a eficacia
de extratos vegetais contra insetos de diversas ordens. Giehl et al. (2021) utilizaram o
método de pulverizacéo de extrato alcodlico de folhas de cinamomo (Melia azedarach
L.) contra a mosca branca (Bemisia tabaci), comprovando efeito positivo no controle
da populacao da praga. Outra estratégia comumente empregada € o método de “atrai-
e-mata”, onde um inseticida pode ser misturado a um atrativo alimentar de origem
vegetal que seja especifico para o organismo alvo, sem afetar insetos benéficos como
aqueles Uteis para a polinizagdo (BOTTON et al., 2014; DA ROSA et al., 2014,
GOTTEMS, 2017).

A aplicacdo do inseticida botanico também pode ser realizada via agua de
irrigacéo no solo (DE CARVALHO et al., 2015) ou usufruindo da nanotecnologia para
encapsular compostos bioativos, atuando na protecao do extrato contra pH, umidade
relativa, volatilizacao, degradacdo enzimatica e por radiacao ultravioleta. Desta forma,
a nanoparticula, podendo ter seu material de parede constituido de polimeros
naturais, potencializa a agao do biopesticida com um sistema de liberag&o controlada,
evitando desperdicio do produto por pulverizagdo (DA COSTA, 2020; DE OLIVEIRA
et al., 2014).

O uso de proteinas inseticidas vegetais em plantas transgénicas tem
apresentado resultados positivos no controle de insetos (MOREIRA; MANSUR,;
FIGUEIRA-MANSUR, 2012). O consumo de dietas artificiais contendo lectinas
purificadas ou a sua expressao em plantas geneticamente modificadas afetaram de
forma negativa o desempenho de insetos pertencentes as ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera e Hemiptera (VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME,
2011).

A lectina de Allium sativum (ASAL) foi incorporada a diversas espécies de
plantas transgénicas por meio de engenharia genética, como tabaco e mostarda
indiana (Brassica juncea) e demonstrou toxicidade para hemipteros. O peptideo a ser
inserido na planta é codificado por um gene artificial que pode ser introduzido numa
bactéria ou levedura, a fim de produzir o peptideo em tubo de ensaio, ou huma planta

para a evolucao do melhoramento genético. Desta forma, as lectinas estédo recebendo
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grande notoriedade contra pragas sugadoras de seiva, como agentes inseticidas
(VASCONCELOS, 2005; CHETTRI et al., 2021).

2.3 Mecanismo de defesa das plantas

As plantas sdo constituidas por carboidratos, proteinas, lipideos, minerais,
dentre outros compostos, sendo assim uma excelente fonte de nutrientes
(DALLAGNOL; DE ARAUJO FILHO, 2018). Constantemente, estdo sujeitas a
estresses que afetam de forma negativa o seu crescimento, desenvolvimento e
produtividade. No decorrer do processo evolutivo das plantas, foram desenvolvidas
respostas de defesa com a finalidade de superar o estresse bidtico causado por
patdgenos e insetos-praga (SOARES; MACHADO, 2007; NOMAN et al., 2021).

A relacdo entre plantas e insetos ao longo dos anos permitiu beneficios matuos
entre as espécies, como a polinizacdo, mas também o consumo de plantas por insetos
provoca respostas dos mecanismos de defesa que consistem em diversas estratégias
gue as plantas utilizam a fim de resistir ou escapar destes predadores. As plantas sao
capazes de sintetizar e acumular elevados niveis de fitoquimicos que atuam na defesa
como redutores de digestibilidade ou toxinas (CHICUTA et al., 2021).

A peca bucal do inseto pode ser classificada em mastigadora e sugadora, esta
Ultima se caracteriza pela auséncia de mandibula e a presenca de um bico alongado
por onde o alimento liquido é sugado, ndo havendo assim a mastigacao. A succao da
seiva elaborada pode acarretar danos que resultam no retardamento do crescimento
da planta ou que facilitam a transmissao de viroses e a entrada de compostos toxicos
(AOYAMA; LABINAS, 2012).

O mecanismo de defesa das plantas pode ser constitutivo ou induzido, podendo
atuar de forma direta ou indireta sobre os insetos. No caso do mecanismo de defesa
constitutiva, sdo as estruturas e 0s compostos quimicos, como espinhos, tricomas,
metabdlitos primarios e secundarios, naturalmente produzidos pelas plantas, que
impossibilitam a aproximagé&o dos insetos. Enquanto o mecanismo de defesa induzida
esta relacionado a qualquer mudanca na fisiologia e morfologia da planta ou a
producdo de metabdlitos em resposta ao ataque dos insetos. O estudo dos

mecanismos endogenos de resisténcia apresentados pelas plantas contra o0s
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herbivoros permite uma maior compreensao a fim de elaborar estratégias alternativas
para prevencdo e manejo de injdrias de pragas (JOAO; RAGA, 2016; HOWE;
SCHALLER, 2008; BAKAZE; DZOMEKU; WUNSCHE, 2020).

As moléculas bioativas de plantas quando ingeridas por herbivoros podem
causar efeitos deletérios desde a inibicdo da alimentacdo, reducdo do consumo
alimentar, atraso no desenvolvimento, deformacdes e esterilidade até a mortalidade
dos insetos (MARINHO-PRADO et al., 2018). A diversidade de produtos quimicos
apresentada pelos vegetais pode ser classificada como metabdlitos primarios e
secundarios. Os metabdlitos primarios sao aqueles compostos que atuam diretamente
no crescimento e desenvolvimento da planta, como o0s agucares, lipideos,
aminodacidos e nucleotideos. Ja os metabdlitos secundarios pertencem a uma das trés
principais classes de moléculas: terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados, que
desempenham uma variedade de beneficios para a sobrevivéncia, desenvolvimento
e na interacao com os seres vivos (BORGES; AMORIM, 2020).

Na parede de uma célula vegetal existem receptores que reconhecem
moléculas associadas ao ataque de herbivoros. Algumas plantas podem resistir ao
ataque se adaptando fisicamente, ao criar cuticulas mais grossas ou tricomas a fim
de reduzir a quantidade de tecido que serve de alimento para o inseto, por exemplo.
E podem reagir quimicamente, produzindo compostos toxicos para os insetos. As
defesas quimicas envolvem duas vias hormonais: a via do acido salicilico, que
defende contra organismos, como os fungos que se alimentam de tecidos vivos; e a
via do acido jasménico, que atua contra aqueles que matam a planta e contra insetos
herbivoros (OWENS, 2019).

As plantas podem utilizar de seus compostos para tornarem-se menos atrativas
resultando na dificuldade do inseto em localiza-la ou tornar o alimento inadequado.
Os compostos produzidos durante o curso de crescimento e desenvolvimento do
vegetal sdo acumulados e armazenados para que, quando atacado, atuem como um
meio de dissuadir ou matar o inseto (JOAO; RAGA, 2016). Plantas também utilizam
compostos quimicos para reduzir a disponibilidade de nutrientes para os insetos. Os
taninos sdo exemplos de compostos secundarios capazes de interferir no
metabolismo e nos processos fisioldgicos dos insetos. Aleloquimicos, como a nicotina
ou furanocumarinas, e proteinas de defesa, como inibidores de proteases ou polifenol

oxidases, podem interferir na digestéo, ocasionando o retardo do crescimento dos
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herbivoros (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013; SHANTIBALA; LOKESHWARI;
DEBARAJ, 2014).

2.4 Sistema digestorio dos insetos

As fungbes digestivas em insetos representam um modelo riquissimo de
informacgdes que possibilita a exploragéo de novos alvos moleculares (SILVA; LEMOS;
DA SILVA, 2012). O tubo digestivo tem inicio na boca e termina no anus e € dividido
em trés regides funcionalmente distintas: intestino anterior, médio e posterior (Figura
2). O intestino anterior, localizado apés a cavidade oral, € constituido de células
achatadas e nao diferenciadas e possui a funcdo de ingestdo, armazenamento,
moagem e transporte de alimento até o intestino médio. Adicionalmente, a saliva
apresenta enzimas que atuam sobre carboidratos, tais como amilases, maltase e
invertase, auxiliando na digestdo (CAMARGO et al., 2011).

Figura 2. Diagrama geral do intestino do inseto. Setas pontilhadas representam o

fluxo contracorrente de agua e as setas solidas, a circulagdo de enzimas digestivas
gue sao deslocadas e recuperadas gradativamente, evitando a sua eliminacgao.
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Fonte: Adaptado de TERRA; FERREIRA, 2020.

No intestino médio ocorre a producao de enzimas digestivas e a absorcao dos
componentes mais simples derivados de proteinas, lipideos e carboidratos. Os cecos
gastricos encontrados na lateral possuem o formato de bolsas e age na manutencéo
de bactérias e outros microrganismos do tubo digestivo, além de preservar os

produtores de enzimas e vitaminas. Os restos alimentares que nao foram absorvidos
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seguem para o intestino posterior, onde acontece a absor¢cado de 4gua e nutrientes
essenciais antes que os excrementos sejam eliminados (GALLO et al., 2002).

Nos insetos da ordem Lepidoptera, pode-se observar células caliciformes no
intestino médio que sdo responsaveis pelo alto pH nesta regido e possui a fungéo de
eliminar o excesso de ions K* obtidos na ingestéo de folhas pelas lagartas. A maioria
dos lepidopteros adultos se alimentam exclusivamente de néctar, necessitando
somente da a-glicosidase ou [B-glicosidase para hidrolisar a sacarose presente no
néctar, porém alguns deles apresentam ainda amilase nas glandulas salivares e vérias
peptidases no intestino médio (TERRA; FERREIRA, 2020).

Os insetos mastigadores apresentam na regido do intestino médio uma
membrana acelular chamada membrana peritréfica composta por quitina e proteinas,
a qual é considerada como uma barreira fisica complexa que possibilita a separacéo
do bolo alimentar das células epiteliais, evitando danos a estrutura intestinal que
poderiam ser causados pela abraséo decorrente da alimentagéo e de microrganismos.
Ja os insetos sugadores, como os adultos de lepidépteros, possuem uma membrana
extracelular denominada membrana perimicrovilar. Sua funcdo é semelhante a
membrana peritréfica, entretanto € adaptada para o tipo de alimentagdo que estes
consomem, como néctar, sangue e seiva (BOLOGNESI, 2005; PINTO, 2019). A
membrana perimicrovilar envolve as células do intestino médio como dedos de luva
(GAZARA et al., 2017) e atua como barreira protetora contra ataques de
microrganismos e esté envolvida na polimerizacédo do heme, o qual previne o estresse

oxidativo (ALVARENGA et al., 2016).

2.5 Ordem Lepidoptera

Os lepiddpteros abrangem as borboletas e mariposas, as quais possuem asas
membranosas cobertas por escamas, aparelho bucal sugador maxilar, que
permanece enrolado enquanto estd em repouso — espirotromba (Figura 3). A fémea
€, em geral, maior que 0 macho e o corpo destes insetos € densamente recoberto de
pelos e escamas, enquanto seus olhos apresentam muitos omatideos. O abdome
possui formato cilindrico, alongado, constituido por 10 urémeros, onde no primeiro
urébmero ou no metatorax estdo situadas fendas no interior contendo o timpano e

orgaos responsaveis pela sensibilidade ao som. As lagartas que vivem dentro das
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plantas abrindo camaras sdo chamadas brocas e as suas glandulas labiais presentes
entre o trato digestivo e a regido lateral do corpo produzem o fio de seda que
rapidamente se solidifica assim que entra em contato com o0 meio externo. Quando
alcancam a ultima etapa larval, as lagartas param de se alimentar e vao em busca de

um local apropriado a fim de passarem para a fase de pupa (GALLO, 2002).

Figura 3. Aparelho bucal sugador-maxilar caracteristico dos lepidopteros.

antena

olha
CO[I]PO._StO

.

gdleas
S O\ o5,
\ (espj rotromba)

Fonte: Adaptado de Fujihara et al., 2011.

A ordem Lepidoptera abrange cerca de 180.000 espécies distribuidas em 127
familias e seu nome cientifico deriva de “lepis” que significa “escama” com “pteron”,
que por sua vez quer dizer “asa”. A cor estrutural das asas das lepidépteras como
aguelas com aparéncia metalica ocorre devido a difracdo da luz causada pela
presenca de estruturas microscopicas na superficie das asas e do corpo do inseto.
Estas estruturas sédo células epidérmicas evaginadas e achatadas em forma
imbricada, portanto o perfeito espagamento entre as escamas interfere em suas cores

gue dependem da reflexdo da luz incidida (ASSIS, 2013).

2.5.1 Espécie Cerconota anonella

Um dos fatores que limitam o cultivo das anonaceas séo o0s insetos-praga que
podem comprometer desde as sementes e frutos até a planta inteira. A Cerconota
anonella € uma broca-do-fruto das anonaceas pertencente a ordem Lepidoptera

(Depressaridae), responsavel por causar danos expressivos ao fruto, reduzindo seu
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valor comercial. Esta espécie de mariposa exibe coloracdo branco-acinzentada
(Figura 4A) com reflexos prateados com trés listras irregulares e curvas de coloragao
cinzenta nas asas (BITTENCOURT; SOBRINHO; PEREIRA, 2007).

O ciclo de vida total pode chegar a 30 dias. As lagartas quando emergem dos
ovos protegem-se com fios de seda entre as fendas naturais dos frutos e apés 3 a 4
dias, roem a superficie e se dirigem ao centro do fruto, alimentando-se da polpa e da
semente em formacado. O periodo larval € de 12 dias podendo apresentar coloragéo
rosada a marrom ou verde-pardacenta se atacarem frutos apodrecidos. A duracao da
fase de pupa é de 10 dias e quando adulto, as fémeas sédo capazes de depositar até
310 ovos nos frutos em diferentes estagios de desenvolvimento. A parte atacada
torna-se enegrecida (Figura 4B), o que impossibilita a comercializagéo, e os frutos que
ainda estdo verdes apodrecem e caem. As camaras construidas pelas lagartas para
o interior do fruto favorecem a entrada de varios fungos patogénicos e insetos
saprofitos (DA SILVA et al., 2017; SOBRINHO et al., 2011).

Figura 4. (A) Insetos adultos (fémea e macho) de Cerconota anonella. (B) Fruto de
graviola atacado por C. anonella.

Fonte: Adaptado de PIRES, 2013.

Dentre os inimigos naturais de Cerconota anonella, ha registro da ocorréncia
de uma formiga arboricola, territorialista e agressiva conhecida por cacarema (Azteca
chartifex spiriti Forel), em que foi possivel observar que na presenca da formiga néo
houve ataque da broca-do-fruto nos plantios de graviola. Entretanto, este controle
bioldgico possui uma desvantagem, pois as cacaremas raspam os frutos, facilitando
também a penetracédo de fungos (MOURA; BITTENCOURT, 2015). O método mais
utilizado para protecdo das anonaceas do ataque da Cerconota anonella € o

ensacamento dos frutos (Figura 5), porém a alta exigéncia de méo de obra torna esse
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procedimento inviavel para os cultivos onde a quantidade de frutos € consideravel
(RAGA; GALDINO, 2019).

Figura 5. Invélucros de plastico, TNT vermelho e branco utilizados no ensacamento
dos frutos das anonaceas.
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Fonte: BRITO, 2010.

O controle quimico ainda é bastante utilizado através de pulverizagbes com
agrotoxicos a base de clorpirifés e cipermetrina (MOURA; BITTENCOURT, 2015).
Apesar dos produtos quimicos apresentarem eficacia e acdo rapida, o uso destes
compostos vem sendo reduzido devido a sua elevada toxicidade responsavel por
efeitos deletérios a saude humana e ao meio ambiente. Além disso, o0
desenvolvimento de populagbes de insetos resistentes aos produtos disponiveis no
mercado tem acelerado a busca por alternativas ecolégicas capazes de atuar como
controle de pragas a fim de amenizar os danos causados por inseticidas sintéticos
(KARANIKA et al., 2019).

O interesse em extratos e proteinas vegetais tem sido crescente em
consequéncia da comprovacao de que biomoléculas podem atuar como bioinseticidas
contra pragas de importancia econémica (CHICUTA et al.,, 2021). Visto que a
producdo dos frutos das anonéceas tem grande destaque na fruticultura brasileira,
sao imprescindiveis estudos que estabelecam métodos viaveis e sustentaveis para o
controle de insetos-praga (CAVALCANTE et al., 2016).
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2.6 A espécie Genipa americana L.

A Genipa americana L., conhecida popularmente como jenipapeiro,
pertencente a familia Rubiaceae, € uma arvore nativa da Amazodnia, helidfita,
semidecidua e seletivamente higrofitica, de copa estreita com até 14 m de altura
(Figura 6A), seu tronco € liso e reto, medindo de 40 a 60 cm de didmetro e suas folhas
sdo simples, subcoridceas e glabras de 15-35 cm de comprimento (Figura 6B). As
flores sdo grandes de coloracdo branca (Figura 6C), inicialmente, passando para
amarela ap0s a fecundacao e os frutos sdo bagas globosas tomentosas, de 8 a 10 cm
de diametro, com exocarpo macio, fino e enrugado (Figura 6D). O mesocarpo €
carnudo, amarelo e adocicado e as sementes sdo achatadas com coloracado creme
(LORENZI; MATOS, 2002; DE JESUS et al., 2019).

Figura 6. (A) Aspecto geral, (B) tronco, (C) flor e (D) fruto de Genipa americana.

Fonte: DA SILVA; LEDO; DA SILVA JUNIOR, 2020.

Amplamente distribuida na América Central e no Sul, incluindo no Brasil, ndo
ocorrendo de forma natural somente no estado do Rio Grande do Sul (CNCFlora,
2012), o fruto de Genipa americana é utilizado na producao de licores, refrescos e
doces, e o corante do fruto verde é empregado na pintura nos rituais indigenas. A
madeira € usada na construcdo civil, naval e carpintaria. Todas as partes da planta
sdo empregadas na medicina popular por terem propriedades antidiarreica, anti-
inflamatoria e diurética. Os frutos, folhas e cascas sao indicados em casos de
osteoporose, problemas estomacais, nervosismo, diabetes, colesterol além de
combater mal-estar, fadiga e fraqueza. O cha das raizes € utilizado como purgativo e

antigonorréico, a casca do tronco é considerada catartica e eficiente contra Ulceras e
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dores de varias origens. As folhas séo indicadas contra sifilis e diarreia, enquanto os
frutos maduros contra anemia, ictericia, asma, hidropsia e problemas do figado e baco
(ERBANO; DUARTE, 2010; ALVES, 2014; DE JESUS et al., 2019).

Muitos compostos fendlicos sdo descritos na literatura a partir dos frutos de
Genipa americana, por exemplo, leucoantocianidinas, catequinas, flavanonas,
antraquinonas, cumarinas e flavondis, bem como triterpendides e esteroides. A
presenca de flavondides e iriddides no extrato da folha também foi associado com
atividades bioldgicas (DE JESUS et al., 2020). O estudo fitoquimico da casca do caule
revelou a presenca de flavonas, flavondis, xantonas, triterpenoides e saponinas
(MENDES et al., 2017). Lima et al. (2020) comprovaram que o extrato da casca de
Genipa americana € uma fonte de compostos inseticidas que afetam a mortalidade,

fertilidade e os parametros nutricionais de adultos de Tribolium castaneum.

Dentre os compostos vegetais que podem apresentar atividades biologicas,
destacam-se as proteinas e metabodlitos secundéarios tais como compostos de
nitrogénio (alcal6ides, aminoacidos ndo-proteicos, aminas, alcamidas, glicosideos
cianogénicos e glicosinolatos) e compostos ndo nitrogenados (monoterpenos,
diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, sesquiterpenos, saponinas, flavondides,
esterdides, cumarinas). Dentre o grupo de proteinas, lectinas vém sendo identificadas

como principio ativo da acao inseticida (PAIVA et al., 2012a).

2.7 Lectinas

As lectinas sdo proteinas que possuem pelo menos um dominio nao-catalitico
capaz de se ligar a carboidratos com alta especificidade de maneira reversivel, atraves
de ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e de Van der Walls (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995; COELHO et al., 2017).

A regido na lectina em que ocorre estas interacdes é denominada Dominio de
Reconhecimento a Carboidrato (DRC) (Figura 7), pelo qual as lectinas podem
aglutinar células, como os eritrécitos, quando interagem com carboidratos da
superficie celular. Esta classe de proteinas é de origem ndo imunoldégica, pois ndo sao

produtos de uma resposta imune, o que faz desta natureza uma caracteristica que
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difere de anticorpos anticarboidratos os quais também apresentam a habilidade de
promover a aglutinacdo das células (GOMES, 2013; DIAS et al., 2015).

Figura 7. Esquema ilustrativo da interacdo de lectina ao carboidrato através do
Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (DRC).

Carboidrato

Ligacoes de Hidrogénio

_—_  Interacées
——— Hidrofébicas

Fonte: Adaptado de Lino et al., 2013.

No que diz respeito a estrutura molecular, as lectinas além de diferir em relacédo
a composicdo aminoacidica, apresentam diferencas quanto a massa molecular,
estrutura tridimensional e dependéncia de metais a fim de se tornarem ativas para
cumprir sua funcéo biolégica (VAN DAMME et al., 1998). Segundo Peumans e Van
Damme (1998), as lectinas de plantas sédo classificadas, com base na sua estrutura

geral, em merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas contém exclusivamente um Unico dominio de ligacdo a
carboidratos, o qual se liga a acUcares simples, e ndo tem capacidade aglutinante
devido ao seu carater monovalente. As hololectinas possuem dois ou mais dominios
de ligacdo semelhantes ou idénticos, sendo, portanto, di ou polivalentes com
habilidade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. Enquanto as
guimerolectinas consistem de um dominio de ligacdo a carboidrato e um dominio que
apresenta funcdo catalitica ou outra atividade biolégica, atuando de forma
independente do DRC. O grupo de lectinas com pelo menos dois dominios de ligagédo
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distintos capazes de interagir com acucares diferentes corresponde as superlectinas
(Figura 8).

Figura 8. Classificacdo estrutural de lectinas de plantas.

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas | Superlectinas

-
-

= &
» S8 S
o &

. Sitio catalitico ou com

Mondmero DRC outra funcéo bioldgica

Fonte: Adaptado de Peumans; Van Damme, 1998.

A presenca de lectinas pode ser detectada por meio do teste da atividade
hemaglutinante (AH), que consiste na realizacdo de uma diluigdo em série da amostra,
seguida da adicdo de eritrocitos humanos ou de animais em placa de microtitulacao.
As lectinas, que possuem dois ou mais dominios (di ou polivalentes), se ligam aos
carboidratos da superficie celular, formando uma rede entre os eritrocitos (Figura 9a
e 9b). Assim, a atividade hemaglutinante corresponde ao inverso da ultima diluicao
em que ainda apresenta hemaglutinacdo e a atividade hemaglutinante especifica
(AHE), a razdo entre a AH e a concentracdo de proteina (mg/mL) (CORREIA,;
COELHO, 1995; SHARON; LIS, 2001).

O efeito aglutinante ndo € suficiente para comprovar a presenca da lectina,
devido a possibilidade da existéncia de alguns compostos como taninos, lipidios ou
ions bivalentes na amostra, os quais também possuem a habilidade de aglutinar
células. A confirmagdo que o agente aglutinante é uma lectina é feita através do teste
de inibicdo da AH, em que sao utilizadas solu¢bes de carboidratos livres que
interagem com os dominios de ligacdo das lectinas, impossibilitando a interacdo com
os carboidratos da superficie dos eritrocitos (Figura 9¢). Por conseguinte, a formacéao
da reticulacé@o das células é impedida e os eritrocitos precipitam. Além de confirmar a

presenca de lectina, o teste revela os carboidratos especificos da lectina definidos
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como aqueles que inibiram mais efetivamente a atividade hemaglutinante (SILVA,
2015).

Figura 9. Hemaglutinacdo e teste de inibicdo da atividade hemaglutinante. (a) A
presenca de lectina é detectada pela formacédo de uma rede de hemaglutinagéo. (b)
O teste de AH é executado em placas de microtitulacdo. (c) A inibicdo da AH é
revelada quando a ligacéo especifica da lectina a carboidrato desfaz a formacéo da
rede. C — Controle, CC — Carboidrato Competidor, CME — Carboidrato da Membrana
de Eritrécito, E — Eritrocito, L — Lectina.

c
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Fonte: Adaptado de Procépio et al., 2017.

O primeiro passo para a purificacdo da lectina é a preparacédo do extrato em
solucédo aquosa, salina ou tampéao (PAIVA et al., 2010). O extrato € frequentemente
submetido ao processo de fracionamento salino que se baseia na adigcdo de um sal
que possibilita a precipitacdo seletiva de algumas proteinas, enquanto outras
permanecem em solucdo (NELSON; COX, 2014). O sulfato de amdnio é comumente
utilizado por ser altamente hidrofilico, capaz de retirar a camada de solvatacdo das
proteinas, fazendo com que elas precipitem e, posteriormente, sejam separadas
(SILVA, 2015). O isolamento da lectina presente em uma mistura de proteinas pode
ser realizado por métodos cromatograficos conforme a especificidade a carboidratos
(cromatografia de afinidade), carga (cromatografia de troca ibnica) ou tamanho

(cromatografia de exclusao molecular) da molécula (PAIVA et al., 2011).
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2.7.1 Funcdes biologicas de lectinas

Lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e tém sido isoladas de virus,
fungos, bactérias, invertebrados, organismos unicelulares, animais e plantas (DIAS et
al., 2015). Devido a alta especificidade que as lectinas apresentam a carboidratos,
estas proteinas agem como moléculas de reconhecimento no interior de uma célula,
entre as células ou entre os organismos (CHRISPEELS; RAIKHEL, 1991).

Em plantas, lectinas estdo presentes principalmente em cascas e sementes,
mas também em bulbo, grdo, raiz, folha, fruto, haste e flor (CORREIA; COELHO;
PAIVA, 2008). Elas atuam no desenvolvimento e sinalizagao celular, participam do
mecanismo de defesa contra o ataque de microrganismos, insetos e animais
predadores, além de inibirem o crescimento de varios fungos fitopatogénicos e nao
patogénicos (SHARON; LIS, 2004; DIAS et al., 2015).

As lectinas possuem a habilidade de reconhecer carboidratos em células,
secdes de tecido, fluidos bioldgicos e, por isso, tém sido utilizadas como importantes
ferramentas em biotecnologia no agronegécio, bem como em &reas de saiude humana
e animal. Entre as diversas atividades das lectinas, alguns exemplos de aplicacdes
sdo como agentes antitumorais, anti-inflamatérios, anti-helminticos, antimicrobianos,
biossensores de doencas e inseticidas (CARVALHO et al., 2015; DIAS et al., 2015;
COELHO et al., 2017).

2.7.2 Atividade inseticida de lectinas vegetais e seus mecanismos de agao

Embora a estrutura do intestino dos insetos apresente varias estratégias
defensivas, sua organizacao e funcéo estao sujeitas a sofrer modifica¢cdes por alguns
compostos de plantas que sao capazes de atuar como agentes inseticidas, incluindo
proteinas bioativas a exemplo das lectinas. Considerando a sua especificidade e
habilidade de se ligar a carboidratos de forma reversivel, os possiveis alvos das
lectinas sédo diversos (Figura 10) visto a variedade de estruturas de glicano que estao
presentes nos corpos dos insetos, o que pode afetar parametros bioldégicos como peso
larval, fecundidade, pupacdo e sobrevivéncia (MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2015).
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Lectinas inseticidas sao geralmente resistentes a degradacdo proteolitica,
podendo interagir com células e moléculas glicosiladas encontradas no intestino
meédio, comprometendo a sintese e a integridade da membrana peritréfica (MP), borda
em escova bem como da camada de células secretoras de enzimas digestivas.
Portanto, perturbacéo da integridade e reducdo da viabilidade das células intestinais
digestivas podem levar a menores atividades enziméticas no intestino médio dos
insetos (CHETTRI et al, 2021; KARIMI; ALLAHYARI; BANDANI, 2012;
VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011; NAPOLEAO et al., 2018).

Figura 10. Representacdo das principais estruturas e moléculas como possiveis alvos
para a ligacdo de lectina em insetos.
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Fonte: Adaptado de MACEDO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015.

Adultos de Sitophilus zeamais (Coleoptera) que ingeriram uma lectina de folhas
de Myracrodruon urundeuva (MuLL) tiveram atividades reduzidas de endoglucanase
e fosfatase alcalina em seus intestinos (NAPOLEAO et al., 2013). Para os insetos da
ordem Lepidoptera, foi comprovado que a atividade das enzimas digestivas (a-
amilase, a-glucosidase, lipase, tripsina, elastase e exopeptidase) das lagartas de
Helicoverpa armigera que se alimentaram da lectina extraida de Polygonom persicaria
inserida na dieta artificial foram significativamente menores comparado ao controle,
bem como a quantidade de proteinas totais e glicogénio (RAHIMI et al., 2018). A

lectina de Dioclea violacea causou a diminuicdo da atividade do tipo tripsina,
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quimotripsina e a-amilase em lagartas de Anagasta kuehniella. Esta lectina ainda
demonstrou ser resistente a protedlise por proteases do intestino médio por até 24
horas e, através da fluorescéncia, foi possivel observar a ligacdo da lectina a
membrana peritrofica (OLIVEIRA et al., 2015).

ApGs romper a matriz e as microvilosidades, as lectinas podem adentrar no
epitélio intestinal e se acumular na hemolinfa, tibulos de Malpighi, ovarios e corpos
gordurosos (CHETTRI et al., 2021; NAPOLEAO et al., 2018). A eficiéncia da lectina
em atravessar a matriz peritréfica pode ser analisada por microscopia confocal e
depende das dimensfes da molécula, carga e tamanho dos poros da MP, sendo estas
caracteristicas que determinam a toxicidade dessas proteinas (WALSKI; VAN
DAMME; SMAGGHE, 2014).

Estudos demonstraram que dietas contendo lectinas da casca, cerne ou folha
de Myracrodruon urundeuva (MuBL, MuHL e MuLL, respectivamente), quando
ingeridas por operarias de Nasutitermes corniger, causaram desorganizacdo no
epitélio do intestino médio como também foram observados detritos e células

deformadas no limen e rompimento da borda do pincel (LIMA et al., 2017).

A lectina PF2 de sementes de Olneya tesota apresentou atividade inseticida
contra larvas de Zabrotes subfasciatus, neste estudo foi possivel identificar
glicoproteinas como alvos para o reconhecimento da PF2 através da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LAGARDA-DIAZ et al., 2016). Além
disso, foi possivel verificar que PF2 pode-se ligar a proteinas envolvidas no
metabolismo do ATP e, assim, afetar diretamente o metabolismo energético das
células intestinais. A lectina isolada de Schinus terebinthifolius afetou na conversao
dos alimentos em biomassa nos insetos (CAMAROTI et al., 2018). De Oliveira e
colaboradores (2020) avaliaram que a lectina das sementes de Moringa oleifera foi
capaz de afetar negativamente a fisiologia nutricional de adultos de Sitophilus

zeamais.

Lectinas inseticidas foram também capazes de induzir apoptose e estresse
oxidativo. A morte induzida por caspase foi detectada em um estudo in vitro avaliando
os efeitos das lectinas de Sambucus nigra (SNA-I e SNA-II) em células do intestino
meédio da mariposa da espécie Choristoneura fumiferana (SHAHIDI-NOGHABI et al.,
2011).
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A microbiota simbionte presente no intestino anterior e médio de insetos pode
afetar a nutricdo do inseto (via producdo de enzimas e metabolizacdo de alguns
nutrientes), desintoxicacdo e protecdo contra patégenos. Portanto, a acao
antimicrobiana de lectinas sobre os simbiontes pode ter relacdo com a sobrevivéncia
dos insetos, consistindo em mais um mecanismo de agédo. As lectinas termiticidas
MuBL, MuHL e MuLL foram capazes de inibir o crescimento e matar o simbionte
bacteriano encontrado no intestino de N. corniger (NAPOLEAO et al., 2013).

A acdo inseticida de lectinas ndo esta restrita aos seus efeitos decorrentes da
ligacdo direta a porcao sacaridica de diferentes moléculas, podendo também dar-se
de modo indireto, através da inibicdo na transcricdo de diversos genes. 61 transcritos
foram relatados como diferencialmente expressos em larvas de Drosophila
melanogaster (Diptera) alimentadas com dieta contendo a lectina de gérmen de trigo
(WGA). Esses genes estavam associados a organizacdo do citoesqueleto,
metabolismo da quitina, enzimas digestivas, reacOes de desintoxicacdo e

metabolismo energético (LI et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade inseticida do extrato, da fracdo enriquecida de lectina e da

lectina purificada da casca de Genipa americana contra Cerconota anonella.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar o0 extrato da casca de Genipa americana,
e Realizar o fracionamento salino do extrato;

e Purificar a lectina da casca de G. americana a partir de protocolo pré-

estabelecido;

e Avaliar o efeito do extrato da casca de G. americana contra lagartas de

Cerconota anonella em condicfes de laboratorio;

e Avaliar o efeito do extrato, fracdo lectinica e lectina isolada da casca de G.

americana adultos de Cerconota anonella em condi¢fes de laboratorio;

e Calcular parametros nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de
consumo relativo e eficiéncia de converséo do alimento ingerido) de lagartas e
adultos de C. anonella que ingeriram a dieta artificial contendo as amostras de

G. americana;

¢ Analisar os efeitos de G. americana sobre o perfil bioquimico (proteinas totais,

triglicerideos, colesterol e glicose) de C. anonella;

e Testar extrato e fracao lectinica em semi-campo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta do material biologico

4.1.1 Obtencéo da casca de Genipa americana L.

As cascas do caule de Genipa americana L. foram coletadas de diferentes
espécimes situados no municipio de Coruripe, Alagoas, e armazenadas em sacos
plasticos transparentes. O material vegetal foi transportado para o Laboratério de
Metabolémica e Protedmica da Universidade Federal de Alagoas (LAMP/UFAL), onde
foi limpo e triturado em liquidificador para a obtenc&o de um po fino. Apos a secagem,

0 po resultante foi acondicionado no freezer a -20°C.

Esta coleta foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes (ICMBIO), niumero de
processo 61847-2, e a identificacdo das exsicatas de G. americana foi realizada

previamente no herbario do Instituto de Meio Ambiente de Alagoas — IMA.

4.1.2 Obtencao de Cerconota anonella

Os insetos de Cerconota anonella utilizados neste trabalho foram obtidos em
frutos de Annona muricata (graviola) infestados, coletados em pomares na
Cooperativa Pindorama, localizada no municipio de Coruripe, Alagoas (10°09’54”S;
36°21°07”W). Os frutos maduros e verdes que apresentavam sinais que tinham sido
atacados pela praga foram conduzidos para o Laboratério de Ecologia Quimica (LEQ)
da UFAL, onde foram depositados em gaiolas de madeira (30 cm de largura x 30 cm

de comprimento x 30 cm de altura) com tela nas laterais.

Sete dias ap0s a coleta, os frutos foram abertos para a remocéao das lagartas,
com o auxilio de luvas e pincas, e entdo separadas em trés estagios: estagio inicial,
que corresponde a 1 a 4 dias de idade, denominada T1; estagio intermediario, de 5 a
9 dias, sendo nomeada de T2; e estagio final representando a fase de 10 a 14 dias,
T3. Quanto aos adultos, assim que emergiram, rapidamente foram separados para a

realizacdo dos bioensaios.
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4.2 Preparagao das amostras utilizadas nos bioensaios

Todas as amostras (extrato, fracdo proteica e lectina) empregadas nos
bioensaios foram preparadas conforme foi descrito por Costa e colaboradores (2018).
Para a obtencdo do extrato, na propor¢ao de 1:4 (m/v), 10 g do pé foram pesados e
adicionados a 40 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0, sob agitacdo suave por 12 h
circundado por gelo. Apés a filtracdo da mistura, o precipitado foi descartado e o
filtrado, submetido a centrifugacdo por 15 min, 15000 x g a 4 °C. O precipitado
resultante foi descartado e o sobrenadante denominado extrato bruto, mantido entdo
sob refrigeragéo.

O extrato foi submetido ao fracionamento salino com sulfato de amoénio
((NH4)2S04) 0-20% de saturacao para a obtencdo da fracdo enriquecida de lectinas.
Ap6s 1 h na geladeira, a solugéo resultante foi centrifugada por 15 min, 15000 x g a 4
°C e o precipitado, separado do sobrenadante. A este precipitado foi adicionado 1000
pL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e, entdo, denominado de F0-20% (fracao proteica),
utilizada para obter a lectina isolada de G. americana (GaBL) por meio da

cromatografia de gel filtracdo em matriz Sephacryl S-100.

4.3 Teste de hemaglutinacao

O ensaio de atividade hemaglutinante foi executado em placa de 96 pocos de
microtitulacdo de acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992). Nos
pocos foram adicionados 50 pL de solugdo NaCl 0,15 M e, posteriormente, 50 yL do
extrato bruto foi acrescentado no primeiro po¢o, homogeneizado e diluido serialmente.
Desta forma, partindo de um volume total de 100 uL, 50 uL foi transferido para o poco
seguinte até o ultimo a fim de reduzir a sua concentracao pela metade. Em seguida,
50 pL de uma suspensado de 2,5% (v/v) de eritrécitos de coelho em NaCl 0,15 M,
tratados com solugéo Alsever (anticoagulante), foi adicionado em cada po¢o e mantida
em repouso durante 45 min a temperatura ambiente. O célculo da atividade
hemaglutinante foi realizado considerando o inverso da ultima diluicdo que ainda

apresentou hemaglutinacéo.



39

4.4 Quantificacdo de proteinas

A concentracdo de proteinas (mg/mL) foi determinada através do método de
Bradford (1976) utilizando a curva-padrdao de albumina de soro bovino. Neste
procedimento, foram utilizados 5 pL das amostras (extrato bruto, FO-20% e GaBL), 5
ML de tampéo (Tris-HCI 50 mM pH 8,0) e 190 uL de reagente de Bradford, resultando
em uma amostra de 200 uL incubada por 5 min, medida a absorbancia a 595 nm em

uma placa de microtitulacéo.

4.5 Bioensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Ecologia quimica da UFAL,
em sala climatizada (24,1°C £ 1,2 e 65% UR £ 1,9), com fotoperiodo invertido (12:12h),
através de uma adaptacdo do método descrito por Da Silva (2012) para lagartas e

Dos Santos (2017) para adultos de C. anonella.

A dieta artificial para as lagartas nos trés diferentes estagios foi composta pelos
seguintes ingredientes: gérmen de trigo (20,25 g), cloridrato de colina (0,675 g), sais
de Wesson (6,75 g), acido ascorbico (2,70 g), farelo de soja (26,25 g), acucar (33,75
g), nipagin (1,125 g), acido sorbico (0,50 g), &gar-agar (11,00 g), solucdo vitaminica
(7,5 mL), formol (0,75 mL), ambrasinto (0,30 mL), vita gold (0,25 mL) e agua destilada
(600 mL). Na preparacao do controle, foi adicionado Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (50 mL),
enguanto para as lagartas que receberam o tratamento, foi acrescentado o extrato (50
mL) em Tris-HCI 50 mM pH 8,0 na concentracao de 25%. Todos os bioensaios foram
realizados com 20 repeticbes, depositando uma lagarta por placa de Petri, tendo sua

sobrevivéncia e peso larval observados durante 7 dias.

Em relacdo aos adultos, foram realizadas 30 repeticbes (15 fémeas e 15
machos), colocando em cada camara de vidro (9 cm de largura x 16 cm de
comprimento x 9,5 cm de altura) um inseto adulto e a dieta contendo 3 mL de solucéo
de mel em agua destilada (10%) e Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (10%) em um frasco
penicilina de vidro para o controle. Para o tratamento com a amostra, foi preparada
uma solugdo com 10 mL de mel, 10 mL do extrato bruto, FO-20% ou GaBL em Tris-
HCI 50 mM pH 8,0 em diferentes concentracdes e 80 mL de agua destilada, o que

resulta em uma solucdo de 100 mL distribuidos igualmente para as 30 repeticdes
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(Figura 11). A sobrevivéncia e a pesagem dos adultos também foram avaliadas ao

longo de 7 dias.

Figura 11. Representacdo de um bioensaio com adulto de Cerconota anonella
(repeticdo 21), onde mostra o inseto se alimentando em um vidro de penicilina
contendo um pedaco de algoddo molhado com o tratamento em uma camara de vidro.

Fonte: Autora, 2021.

L 4

Em todos os tratamentos foram utilizados 10 mL da amostra para compor a

solucédo total de 100 mL na proporcdo de 1:10. A alteracdo para as diferentes

dosagens era feita com a diluicdo com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, modificando desta

forma a concentracdo de proteinas (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos em diferentes concentracfes de proteinas contra adultos de

C. anonella.
Extrato Fracao Lectina
Concentracdo E1 E2 E3 F1 F2 F3 L1 L2 L3
(ug de
proteinas/mL 30,00 50,00 70,00 15,00 25,00 35,00 7,00 10,00 16,00
de dieta)

Fonte: Autora, 2022.
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4.6 Aspectos nutricionais

Apos 7 dias de avaliacédo, foi possivel determinar o indice de deterréncia (ID)
através da férmula: ID (%) = 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; GOH; HO, 2007).

Adicionalmente, foram avaliados os 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 G. americana sobre o perfil bioquimico de C. anonella

Apoés o término dos bioensaios, os niveis de proteinas, glicose, colesterol e
triglicerideos totais dos insetos que ingeriram a dieta artificial foram avaliados com o
intuito de conhecer os possiveis efeitos da ingestdo das preparacdes de G. americana.
Para isto, 6 insetos adultos (3 machos e 3 fémeas) foram macerados em 1000uL de
tampéao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, centrifugado por 15 min a 10.000 rpm a 4°C e o
sobrenadante foi coletado. A quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford (1976), enquanto que para glicose, colesterol e triglicerideos foi utilizada a
metodologia padrao dos kit's comerciais (Bioclin, Quibasa Quimica Basica Ltda, Belo
Horizonte, BR).

4.8 Teste em semi-campo

Em um dos galhos de uma pinheira (Annona squamosa), localizada atras do
Laboratério de Ecologia Quimica/UFAL, cercada por tela em um espaco de 2,00 m x
2,00 m x 2,10 m, foi colocada uma armadilha tipo delta contendo um vidro de penicilina
com algodao molhado por solucéo de 1 mL de mel, 1 mL de extrato ou fragéo proteica
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e 3 mL de agua destilada. Em seguida, foram colocados 10 insetos de C. anonella e

apos 24h, houve a verificacdo se algum inseto tinha sido capturado.

Figura 12. Teste em semi-campo com extrato e fragcéo proteica enriquecida de lectinas
de G. americana colocada em armadilha tipo delta, indicada pela seta.

Fonte: Autora, 2022.

4.10 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pela ANOVA seguida de teste de Tukey para
deteccdo de diferenca significativa e comparacdo entre diferentes tratamentos. Os
dados da mortalidade obtidos durante os 7 dias de observacao foram utilizados para
tracar a curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism verséo 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Efeito do extrato da casca de G. americana sobre lagartas de C. anonella

A ingestdo do extrato da casca de Genipa americana pelas lagartas de
Cerconota anonella resultou na mortalidade de 25%, 10% e 5% para as lagartas dos
estagios T1, T2 e T3, respectivamente (Figura 13). Todos 0s outros insetos passaram
para fase de pupa e, em seguida, emergiram sem defeito aparente. Assim, o extrato
apresentou maior interferéncia na sobrevivéncia no estagio inicial de até 4 dias de vida
da lagarta.

Figura 13. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier das lagartas de C. anonella
mantidas em dieta artificial com extrato da casca de G. americana a 25%.
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Fonte: Autora, 2021.

Em estudos com outras espécies de Lepidoptera, Biermann (2009) testou o
extrato aquoso Nicotiana tabacum a 10% (m/v) contra lagartas de Ascia monuste
orseis, onde foi observado que em laboratério a mortalidade chegou a 100% e em
campo alcangou 91,43% em 7 dias. Os resultados obtidos por Tulashie e
colaboradores (2021) mostraram que o extrato metandlico de folhas de nim e o extrato
de Oleo de semente de nim a concentracdo de 3% (v/v) e 5% (v/v) para ambos,
resultaram na mortalidade larval acima de 80% para o primeiro extrato e 100% para o

segundo contra Spodoptera frugiperda.
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De Morais e Marinho-Prado (2016) destacam que em lagartas de lepidopteros,
um dos modos de acdo esté relacionado a capacidade de terpenos do tipo drimano
bloquear os efeitos estimuladores de glicose, sacarose e inositol em células
quimiorreceptoras presentes na parte bucal do inseto. O extrato da casca de G.
americana na concentracdo de 25% nao apresentou efeito deterrente nas lagartas
(Figura 14). E possivel que a presenca de varios outros constituintes na dieta possa
ter inibido biomoléculas no extrato ou a concentracdo da amostra ndo tenha sido
suficiente para provocar o efeito deterrente, sendo necessario realizar alteracdes na
constituicdo ou proporcao da dieta artificial.

Figura 14. Efeito deterrente do extrato de casca de G. americana a 25% sobre
lagartas de C. anonella em diferentes estagios (T1, T2 e T3).
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Fonte: Autora, 2021. Cada barra corresponde a média = DP de vinte repeticdes. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Substancias oriundas de plantas podem apresentar atividade deterrente, sendo
esta uma propriedade relevante pelo motivo de que algumas pragas possuem
especificidade a determinadas espécies vegetais. Considera-se como deterrente
alimentar qualquer substancia capaz de reduzir a alimentacdo do inseto. Depois de
provar o alimento, o inseto pode ser estimulado a seguir se alimentando
(fagoestimulante) ou para parar de se alimentar (fagoinibitéria). Essa acdo deterrente
pode ser consequéncia de uma acao direta dos metabdlitos secundarios sobre os
receptores gustativos (MACHADO et al., 2009; MARINHO-PRADO et al., 2018).

Na avaliagdo dos parametros nutricionais das lagartas (Figura 15), foi possivel

observar que houve redug&o no consumo relativo da dieta em relagdo ao controle para
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os trés estagios testados. Além disso, a conversao de alimento consumido em
biomassa também foi afetada pelo extrato, porém apesar de ser significativa a
alteracdo no crescimento relativo em biomassa, as lagartas foram capazes de se

desenvolverem, realizando sua metamorfose completa.

Figura 15. Parametros nutricionais de lagartas de C. anonella mantidas em dieta
artificial contendo ou néao extrato a 25% da casca de G. americana. (A) TCR = Taxa
de consumo relativo indica a quantidade de dieta ingerida em mg por mg de massa
corporal de insetos por dia; (B) TCRE = Taxa de crescimento relativo corresponde a
guantidade de biomassa em mg adquirida por mg de massa corporal de insetos por
dia; (C) ECI = Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido indica a quantidade de
alimento ingerido pelos insetos convertido em biomassa em porcentagem.
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Fonte: Autora, 2021. Cada barra corresponde a média + DP de 20 repeticdes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.
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Datta e colaboradores (2019) obtiveram resultado semelhante ao testar o
extrato bruto de Alpinia galanga em Spodoptera litura (Lepidoptera). Os autores
comprovaram que o tratamento inserido na dieta artificial dos insetos afetou
significativamente no crescimento e eficiéncia de conversdo em biomassa. Oliveira e
colaboradores (2015) ao testarem a lectina de Dioclea violacea em lagartas de
Anagasta kuehniella (Lepidoptera) constataram retardo no desenvolvimento e

diminuicdo da massa larval sem afetar a sobrevivéncia.

5.2 Efeito do extrato da casca de G. americana sobre adultos de C. anonella

Nos bioensaios com os adultos de C. anonella, o extrato da casca de G.
americana inserido na dieta artificial provocou a mortalidade de 10%, 25% e 40% em
2 dias nas concentragbes a 30,0 (E1), 50,0 (E2) e 70,0 (E3) ug de proteinas/mL de
dieta, respectivamente. A dose mais alta (E3) resultou na mortalidade de 70% ja no
terceiro dia, enquanto que no branco da amostra todos os insetos adultos ainda
estavam vivos, apresentando mortalidade apenas a partir do quinto dia de
experimento (Figura 16). Este resultado aponta que a percentagem de adultos mortos
é diretamente proporcional a concentracdo do extrato testado.

Figura 16. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella
mantidas em dieta artificial com diferentes doses do extrato da casca de G. americana.
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Ainda sdo escassos 0s estudos sobre C. anonella, especialmente em relacéo
a busca de compostos bioativos para substituir agrotdxicos e o ensacamento de frutos
gue exige elevada méo de obra para o controle da praga. Brito (2010) testou o efeito
bioinseticida por meio da pulverizagcdo de extratos aquosos de Piper cf. aduncun
(10,0%), do pedunculo do botéo floral do craveiro-da-india (Syzygium aromaticum)
(5,0% e 10,0%), e do 6leo emulsionavel a base de nim (Neemseto®©) (1,0%) sobre
lagartas de C. anonella em laboratério. O uso do extrato aquoso de P. cf. aduncun
(10,0%) resultou na mortalidade de 3,0% das lagartas, enquanto a aplicacdo do
tratamento com o pedunculo do botéo floral do craveiro-da-india (10,0%) ocasionou a
morte de 10,71%, e 17,86% quando tratado com 6leo emulsionavel a base de nim

(1%) ap06s 12 horas de aplicagéo.

Brito ainda destaca que, em campo, no municipio de Marau (BA), além de terem
sido testados o0s extratos por pulverizacdo das duas espécies vegetais que
apresentaram melhores resultados em laboratério, foram também avaliados o
ensacamento com TNT vermelho, como também os dois métodos em conjunto
(ensacamento do fruto pulverizado), onde o uso do TNT vermelho juntamente com o
0leo emulsionavel de nim a 1,0% demonstrou ser mais eficiente para proteger os frutos
de graviola contra o ataque de C. anonella, correspondendo a 0,0% de frutos com
danos, enquanto que o método empregado somente com a pulveriza¢do acarretou em
93,3% de frutos danificados pela praga. Os resultados apresentados neste trabalho
apontam o extrato de G. americana como uma excelente alternativa para ser testado

em campo associado com outras ferramentas para o controle do inseto.

A fim de elucidar os mecanismos que o extrato de G. americana promoveu em
adultos de C. anonella, foram avaliados a deterréncia alimentar e os parametros
nutricionais. Conforme exposto na figura 17, apenas a maior dose (E3) apresentou
taxa de inibicdo alimentar equivalente a 15%, no entanto de acordo com Liu e
colaboradores (2007) néo é classificada como efeito deterrente por estar abaixo de
20%.
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Figura 17. Efeito deterrente do extrato de casca de G. americana sobre adultos de C.
anonella.
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Fonte: Autora, 2021. Cada barra corresponde a média + DP de 10 repeticdes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

A analise dos parametros nutricionais de adultos de C. anonella evidenciou os
efeitos deletérios causados pela ingestdo do extrato. A taxa de consumo relativo
(Figura 18A) ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos, isso significa
gue a quantidade de dieta artificial consumida foi semelhante, corroborando com a
auséncia do efeito deterrente. Apesar disto, a taxa de crescimento relativo foi
significativamente (P <0,05) menor do que no tratamento controle. Os valores
negativos apresentados em (B) e (C) da figura 18 para as trés concentracdes
diferentes apontam que os insetos, além de perderem peso, ndo foram capazes de

converter o alimento em bhiomassa.

A medida que a concentragido do extrato foi aumentando na dieta artificial,
maiores eram os efeitos negativos no crescimento do inseto, comprovando o potencial
antinutricional de G. americana. De acordo com Napole&do e colaboradores (2013),
uma possivel explicagdo para esses resultados é que altos niveis de extrato danificam
0S processos de digestdo e absorcdo de nutrientes, dessa forma, os insetos sao
induzidos a metabolizar suas reservas corporais para sua sobrevivéncia, o que leva a

perda de peso.
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Figura 18. Parametros nutricionais de adultos de C. anonella mantidos em dieta
artificial preparada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com extrato em diferentes
doses da casca de G. americana. (A) TCR = Taxa de consumo relativo indica a
quantidade de dieta ingerida em mg por mg de massa corporal de insetos por dia; (B)
TCRE = Taxa de crescimento relativo corresponde a quantidade de biomassa em mg
adquirida por mg de massa corporal de insetos por dia; (C) ECI = Eficiéncia de
conversao do alimento ingerido indica a quantidade de alimento ingerido pelos insetos
convertido em biomassa em porcentagem.

(A) 0.157 (B)

(mg/mg/dias)
o o
o 1<}
o (9]
y " 1

(mg/mg/dias)
.
@«
B
=

Taxa de Consumo Relativo

Controle El E2 E3

H
o
Taxa de Crescimento Relativo

Controle E1 E2 E3

Tratamento Tratamento

1007 (C)

-254 b

alimento ingerido (%)

-50 7

Eficiéncia de conversédo de

-75

T T T T
Controle E1 E2 E3

Tratamento

Fonte: Autora, 2021. Cada barra corresponde a média + DP de 10 repeti¢des. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Com o intuito de avaliar a interferéncia do extrato de casca de G. americana
nas principais moléculas utilizadas no metabolismo do inseto (ARRESE; SOULAGES,
2010), foram calculados os niveis totais de proteinas, colesterol, triglicerideos e
glicose. Os dados obtidos (Figura 19) mostraram que a ingestdo do extrato provocou
alteracdes nos perfis bioquimicos de C. anonella. Foi possivel constatar que os niveis
de proteinas aumentaram significativamente na dosagem E2 e, especialmente, E3, 0

que sugere ser consequéncia da ingestdo de uma dieta rica em proteinas.

De maneira geral, quando as proteinas estao presentes em niveis elevados sao

decompostas em aminoacidos por enzimas proteoliticas, sendo as serino proteases
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predominantes no intestino dos insetos pertencentes a ordem Lepidoptera,
representando em torno de 95% da atividade proteolitica total (TREMACOLDI, 2009).
Os insetos quando se alimentam de inibidores de proteases introduzidos na dieta
artificial ou encontrados naturalmente no tecido da planta, geralmente tém seu
crescimento, desenvolvimento e/ou sobrevivéncia afetados de forma negativa. Além
disso, taninos, saponinas e terpenos sao descritos como interferentes na estrutura e
funcao das proteinas (PAIVA et al., 2012b; CHAVEZ, 2016).

Figura 19. Perfil bioquimico do corpo macerado de adultos de C. anonella mantidos
em dietas artificiais preparadas com Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com extrato

de casca de G. americana em diferentes doses. (A) Proteinas totais em mg/mL; (B)
colesterol em mg/mL; (C) triglicerideos em mg/mL; (D) glicose em mg/mL.
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Fonte: Autora, 2021. Cada barra corresponde a média + DP de 6 repeti¢des. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os niveis de colesterol também elevaram consideravelmente no tratamento
com as duas maiores concentracdes. Nos insetos, os lipideos podem constituir
estruturas celulares, atuar como hormonios e ainda ser fonte de reserva energética
(AGUILAR, 2021). Os acidos graxos absorvidos na dieta sdo convertidos a
diacilglicerdis (DAG) nas células do intestino, e no corpo gorduroso, 6rgao central para
o0 metabolismo, os DAG séo convertidos a triacilgliceréis (TAG) para armazenamento.

Os triglicerideos armazenados podem ser usados para producéo de energia por meio
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da B-oxidacdo. Como as reservas de gordura sao utilizadas pelos insetos a fim de
fornecer energia em situacdo que exigem alta demanda metabdlica, como periodos
de postura das fémeas e de voos prolongados (ARRESE et al., 2001; ATELLA;
MAJEROWICZ; GONDIM et al., 2012), sugere-se que o elevado nivel de triglicerideos
foi devido a algum componente do extrato ter provocado no organismo do inseto o
reconhecimento sobre a urgéncia de mobilizar suas reservas para suprir suas

necessidades fisioldgicas.

A dosagem que apresentou maior nivel de glicose foi a E2. A quantidade de
glicose revela a disponibilidade desse acucar para o metabolismo de carboidratos em
células do inseto. Logo, os resultados aqui apresentados apontam a possibilidade de
que o elevado nivel de glicose em comparacdo ao controle pode ser devido ao
aumento no metabolismo de carboidratos ocasionado por estresse toxico (SHEKARI
et al., 2008).

5.3 Efeito da frac&o proteica da casca de G. americana sobre adultos de C.

anonella

A fracéo enriquecida de lectinas (AHE 1219) obtida a partir do fracionamento
salino com sulfato de aménio (FO-20%) foi testada nas concentra¢es 15,0 (F1), 25,0
(F2) e 35,0 (F3) ug de proteinas/mL de dieta. Apés 3 dias de andlise, foi possivel
observar (Figura 20) que os tratamentos F1, F2 e F3 provocaram uma mortalidade de

10%, 20% e 30%, respectivamente.

Em comparacéo aos dados obtidos com o extrato (Figura 16), constatou-se que
houve uma reducédo dos efeitos sobre a sobrevivéncia, que pode ser causada pela
auséncia de metabdlitos secundarios eliminados no processo de fracionamento salino.
Como visto na literatura, estes metabdlitos apresentam importantes funcbes e
potencial para atuar na defesa dos vegetais (CHICUTA et al., 2021). No entanto, no

quarto dia de observacao, a maior dosagem provocou a mortalidade de 80%.
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Figura 20. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella
mantidas em dieta artificial com diferentes doses da fragéo proteica da casca de G.
americana.
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Fonte: Autora, 2022.

O estudo dos efeitos de fracdes proteicas sobre a sobrevivéncia dos insetos
ainda é escasso. Por isso, este trabalho foi desenvolvido para discussédo desta
abordagem analisando parametros nutricionais e alteracdes no perfil bioquimico dos

insetos que ingeriram a dieta artificial contendo diferentes doses da fracao.

Diferentemente do resultado obtido com o extrato (Figura 17), as trés dosagens
da fracdo proteica apresentaram taxa de inibicdo alimentar, porém somente as duas
maiores podem ser classificadas como tendo promovido fraca deterréncia alimentar,
de acordo com Isman e colaboradores (1990), pois o indice de deterréncia (ID) foi

superior a 20%, mas inferior a 50% (Figura 21).
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Figura 21. Efeito deterrente da fracdo proteica de casca de G. americana sobre
adultos de C. anonella.
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Fonte: Autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de 10 repeticdes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Ao analisar os efeitos, desta vez, sobre os parametros nutricionais, € possivel
observar que os dados referentes a taxa de consumo relativo apresentados na figura
22A corroboram com o ID, pois o consumo alimentar foi reduzido em comparagéo ao
controle & medida que aumentava a dosagem da fracdo proteica na dieta artificial. Os
resultados quanto ao crescimento relativo (Figura 22B) e a taxa de conversdo do
alimento (Figura 22C) nao demonstraram diferenca significativa nas diferentes
dosagens testadas, sendo todos os valores negativos para os tratamentos, afirmando

a perda de biomassa dos insetos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Lima (2019) que também testou a
fracdo proteica da mesma parte e espécie de planta em Tribolium castaneum e
demonstraram que o inseto ndo conseguiu converter o alimento em biomassa. Chicuta
(2019) analisou o efeito da fracao proteica de sementes de Crotalaria stipularia em T.
castaneum e constatou que houve diminuicdo no seu peso corporal. A fracdo em
andlise neste trabalho apresentou atividade hemaglutinante de 2048, o que corrobora
com a hipétese de que as lectinas sejam o componente principal responséavel pelo

efeito antinutricional proporcionado por G. americana.
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Figura 22. Parametros nutricionais de adultos de C. anonella mantidos em dieta
artificial preparada com Tris-HClI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com diferentes
concentracbes da fracdo 0-20% da casca de G. americana. (A) TCR = Taxa de
consumo relativo indica a quantidade de dieta ingerida em mg por mg de massa
corporal de insetos por dia; (B) TCRE = Taxa de crescimento relativo corresponde a
guantidade de biomassa em mg adquirida por mg de massa corporal de insetos por
dia; (C) ECI = Eficiéncia de conversado do alimento ingerido indica a quantidade de
alimento ingerido pelos insetos convertido em biomassa em porcentagem.
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Fonte: Autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de 10 repeticdes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os niveis totais de proteinas, colesterol, triglicerideos e glicose foram
analisados para melhor compreender o efeito da fracdo proteica de G. americana
sobre C. anonella. O nivel de proteinas diminuiu em todos os tratamentos, nao
havendo diferenca significativa entre as dosagens testadas (Figura 23A). Esta
reducdo pode ser explicada pelo fato de as lectinas também serem capazes de se
ligar a enzimas digestivas glicosiladas, interferindo em sua atividade, o que pode
prejudicar na captacdo de proteinas e, como consequéncia, inibir a digestdo e
absorcao de alimentos (NUNES et al., 2015).
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A Figura 23B mostra 0 aumento consideravel dos niveis de colesterol para
todos os tratamentos contendo a fracao proteica. Nos insetos, o colesterol atua como
componente estrutural das membranas celulares e como precursor de hormdénios.
Sabe-se que 0s insetos ndo sao capazes de sintetizar colesterol, sendo necessario a
sua obtencéo a partir da dieta ou de microrganismos simbiontes (HOUK; GRIFFITHS,
1980; HIROSE; PANIZZI, 2009). O colesterol deve ser absorvido pelo intestino e,
através da hemolinfa, transportado pela lipoforina (Lp) que o distribui, por exemplo, ao
corpo gorduroso e aos ovocitos. Além disso, em alguns insetos foram identificadas
proteinas da familia SCP (proteinas transportadoras de esteréis) que possuem um
com grande afinidade (ATELLA;
MAJEROWICZ; GONDIM, 2012; IGARASHI et al., 2018).

dominio de transferéncia de colesterol

Figura 23. Perfil bioquimico do corpo macerado de adultos de C. anonella mantidos
em dietas artificiais preparadas com Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com
diferentes concentracdes da fracdo 0-20% de casca de G. americana. (A) Proteinas
totais em mg/mL; (B) colesterol em mg/mL; (C) triglicerideos em mg/mL; (D) glicose
em mg/mL.
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A absorgéao de colesterol envolve transferéncia intracelular, realizada pela SCP
que permite a redistribuicdo do colesterol dentro de uma célula, e transporte
intercelular, onde o colesterol € distribuido entre as células, sendo a lipoforina a
lipoproteina responséavel por este transporte. No entanto, a dessorcao do colesterol
ligado a membrana celular é lenta sem o auxilio de uma proteina transportadora (KIM;
LAN, 2010). Na literatura, existem discussGes sobre a capacidade das lectinas
também se ligarem a proteinas transportadoras encontradas no intestino médio dos
insetos, alterando a absor¢éo de nutrientes. Uma hipétese para justificar o aumento
significativo do nivel de colesterol € que a lectina pode se ligar a lipoforina e/ou a SCP,
interferindo na absorcéo e transporte de lipideos (NAPOLEAO et al., 2018).

O tratamento com a maior concentracdo (F3) apresentou maior nivel de
colesterol em comparacgéao ao controle, porém menor em relacéo aos tratamentos com
menor concentracdo (F1 e F2). Este resultado pode estar relacionado ao fato dos

insetos de F3 terem se alimentado menos, portanto menos lectinas foram ingeridas.

O corpo gorduroso da mariposa Manduca sexta (Lepidoptera: Sphingidae),
enquanto lagarta, estoca enormes quantidades de lipideos que, posteriormente, serao
utilizados na fase adulta para o voo e durante a ovogénese (ZIEGLER, 1991). No
entanto, neste trabalho foi notdria a dificuldade de voar dos insetos submetidos ao
tratamento com maior concentracédo (F3). Este fato foi perceptivel ao terceiro dia de
experimento quando a pesagem se tornou mais facil, uma vez que o maximo que
todos os insetos que restaram vivos das 30 repeticOes faziam era realizar pequenos

saltos na tentativa de voar.

Como ja discutido, os triglicerideos atuam como fonte de energia metabdlica,
portanto os dados demonstrados na figura 23C sugerem o motivo desta dificuldade
apontada nos insetos, onde apresenta que F3 foi o tratamento que apresentou o
menor nivel de triglicerideos. Ramzi; Sahragard; Zibaee (2014) testaram a lectina de
Citrullus colocynthis em lagartas Ectomyelois ceratoniae Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) e também constataram a diminuicdo de triglicerideos em relacdo ao

controle.

O tratamento F1 apresentou um aumento nos niveis de glicose, enquanto F2 e
F3 provocaram reducao significativa. Esta reducéo sugere que a glicose tenha sido

consumida em consequéncia da privacdo alimentar. Quando carboidratos sé&o
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ingeridos, a glicose ndo utilizada de imediato € estocada na forma de glicogénio, um
polissacarideo de armazenamento em insetos que é depositado nos musculos de voo,
no corpo gorduroso e ao redor do trato digestivo. O glicogénio armazenado é
fosforilado e liberado como trealose na hemolinfa no momento em que as
concentracdes de acgucares diminuem a niveis criticos (KLOWDEN, 2013; NATION,
2008).

5.4 Efeito da lectina purificada (GaBL) da casca de G. americana sobre adultos

de C. anonella

As lectinas constituem um importante campo de pesquisa devido a sua
diversidade estrutural e afinidade por carboidratos, sendo Uteis para inumeras
aplicacOes bioldgicas. A realizagdo de bioensaios empregando dietas artificiais nos
primeiros testes apresentou avangos a fim de potencializar os efeitos inseticidas,
desenvolvendo em etapas posteriores ferramentas com estratégias integradas de
controle de insetos-praga, como o melhoramento de plantas (MACEDO; OLIVEIRA,;
OLIVEIRA, 2015). Sendo assim, a lectina de G. americana foi aplicada em dieta
artificial nas dosagens 7,0 (L1), 10,0 (L2), 16,0 (L3) pug de proteinas/mL para C.
anonella.

Figura 24. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de adultos de C. anonella
mantidas em dieta artificial com diferentes doses da lectina da casca de G. americana.
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No segundo dia de experimento, o tratamento L2 reduziu a sobrevivéncia em
10% e L3, em 30% enquanto em L1 e controle, todos 0s insetos permaneceram Vivos.
Apos 3 dias, os tratamentos L1, L2 e L3 apresentaram 40%, 60% e 80% de
mortalidade, respectivamente. No quarto dia, todos os insetos submetidos ao

tratamento L3 estavam mortos (Figura 24).

Quanto aos conhecimentos sobre a reproducéo de C. anonella, sabe-se que o
acasalamento acontece entre o segundo e o quinto dia de vida (MOURA;
BITTENCOURT, 2015), sendo que os machos copulam 5 vezes neste periodo e o
intervalo minimo entre cépulas é de 24h (PEREIRA, 2001). Considerando que a
longevidade desta espécie na fase adulta pode durar até 7 dias, os tratamentos aqui
testados demonstraram ter grande potencial para o controle da praga, uma vez que
sdo capazes de afetar a sobrevivéncia no periodo fértil, diminuindo a quantidade de
deposicao de ovos na superficie dos frutos.

A lectina de Galanthus nivalis (GNA) expressa em cana-de-acgUcar transgénica
provocou a reducgdo da longevidade da fémea adulta nas espécies Eoreuma loftini e
Diatraea saccharalis, ambas da ordem Lepidoptera (SETAMOU et al., 2002). Como a
capacidade de interferir na absorcdo e digestdo de nutrientes € um dos principais
mecanismos relacionados a atividade inseticida das lectinas (NAPOLEAO et al.,
2018), este trabalho avaliou os efeitos da GaBL inserida em dieta artificial sobre a

alimentacao, os parametros nutricionais e o perfil bioquimico de C. anonella.

Na figura 25 sdo apresentados os valores referentes ao efeito deterrente que
as trés dosagens contendo a lectina causaram aos insetos. O tratamento L1 néo
provocou inibicdo alimentar, enquanto L3 apresentou fraca deterréncia, de acordo
com Liu e colaboradores (2007). No entanto, foi observado que em L2 o desvio padréo
foi significativo, este resultado se justifica pelo fato de que houve diferenca na ingestéao
entre fémeas e machos. Quando comparado ao controle, o consumo das fémeas
reduziu em aproximadamente 22%, mas para os machos a reducédo foi menos de 5%.
De Albuquerque e colaboradores (2020) também detectaram efeito deterrente da
lectina de Microgramma vacciniifolia sobre Sitophilus zeamais e Lima (2019)

demonstrou efeito deterrente da lectina de G. americana sobre Tribolium castaneum.
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Figura 25. Efeito deterrente da lectina de casca de G. americana sobre adultos de C.
anonella.
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Fonte: Autora, 2022. Cada barra corresponde a média + DP de 10 repeticdes. Letras diferentes indicam
diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os dados relacionados aos parametros nutricionais apresentados na figura 26
mostram que em L1 ndo houve diferenca significativa em relacdo ao consumo
alimentar do controle. No caso de L2, os machos consumiram mais que as fémeas,
como ja mencionado anteriormente, e em L3 houve reducdo no consumo alimentar,
corroborando com o resultado do ID (Figura 25). Nas trés dosagens, 0s insetos nao
conseguiram ganhar biomassa. Em L2, embora os machos tenham consumido mais
a dieta, eles ndo foram capazes, assim como as fémeas, de realizar a conversao do
alimento ingerido. Os resultados utilizando a dieta artificial contendo a lectina das
folhas de Schinus terebinthifolius também apresentaram a diminui¢cdo de biomassa e
da eficiéncia da conversdo de alimentos em Sitophilus zeamais (CAMAROTI et al.,
2018).
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Figura 26. Parametros nutricionais de adultos de C. anonella mantidos em dieta
artificial preparada com Tris-HClI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com diferentes
concentracdes da lectina da casca de G. americana. (A) TCR = Taxa de consumo
relativo indica a quantidade de dieta ingerida em mg por mg de massa corporal de
insetos por dia; (B) TCRE = Taxa de crescimento relativo corresponde a quantidade
de biomassa em mg adquirida por mg de massa corporal de insetos por dia; (C) ECI
= Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido indica a quantidade de alimento
ingerido pelos insetos convertido em biomassa em porcentagem.
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diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Ao analisar a perda consideravel na biomassa dos insetos, € possivel afirmar
que tenham sido metabolizadas suas reservas energéticas. Com o0 proposito de
compreender melhor a atividade inseticida da lectina, foram avaliados os niveis totais

de proteinas, colesterol, triglicerideos e glicose (Figura 27).

Na analise para proteinas, foi constatado que L1, L2 e L3 apresentaram um
leve aumento em relacédo ao controle. Os dados para colesterol mostram que em L1,
L2 e L3 houve diminuicdo significativa. Sabe-se que o colesterol é absorvido no
intestino médio para ser transportado na hemolinfa pela lipoforina ao corpo gorduroso
(ATELLA; MAJEROWICZ; GONDIM, 2012; IGARASHI et al., 2018). Essa reducao nos
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niveis de colesterol aponta para a possibilidade de a lectina ter provocado uma
perturbacdo na membrana peritréfica ou atuado como agente antimicrobiano contra
simbiontes do intestino de C. anonella, ja que microrganismos podem sintetizar
lipideos e suprir a deficiéncia nutricional (HOUK; GRIFFITHS, 1980; HIROSE;
PANIZZI, 2009). Napoledo e colaboradores (2013) investigaram 0 mecanismo
inseticida da lectina de folhas de Myracrodruon urundeuva e descobriram que ela foi
capaz de matar o simbionte bacteriano encontrado no intestino de N. corniger.

Figura 27. Perfil bioquimico do corpo macerado de adultos de C. anonella mantidos
em dietas artificiais preparadas com Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (controle) ou com
diferentes concentracfes da lectina de casca de G. americana. (A) Proteinas totais

em mg/mL; (B) colesterol em mg/mL; (C) triglicerideos em mg/mL; (D) glicose em
mg/mL.
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diferencas significativas (p <0,05) entre os tratamentos pelo teste de Tukey.

Os niveis de triglicerideos foram reduzidos em todas as dosagens testadas,
sendo perceptivel, assim como na fracdo proteica, a dificuldade de voar dos insetos
submetidos ao tratamento com maior concentracdo (L3). Para os niveis de glicose,

houve diminuicdo nos tratamentos L2 e L3, mas ndo houve diferenca entre eles.
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Nos insetos, as vias de sinalizacdo do peptideo semelhante a insulina (ILP)
desempenham um importante papel na regulacédo do metabolismo de carboidratos e
lipideos, crescimento e desenvolvimento, fecundidade, resisténcia ao estresse e vida
atil. Os ILPs séo codificados por familias multigénicas que sao expressas em 0rgaos
Nnervosos e nao nervosos, como o intestino médio, glandulas salivares, corpo
gorduroso e cérebro. Os sinais nutricionais demonstraram ser os fatores mais
importantes que afetam a liberacéo de ILPs de IPCs (células produtoras de peptideo
semelhante a insulina) cerebrais (WU; BROWN, 2006; ERION; SEHGAL, 2013;
CHOWANSKI et al., 2021).

O alvo dos peptideos da familia insulina sdo os receptores de insulina (IR), que
quando ativados dao inicio a uma cascata de reacdes de sinalizacao intracelular,
causando mudancas na atividade celular. O principal substrato energético acumulado
nos musculos dos insetos € o glicogénio. Semelhante aos vertebrados, o controle da
sintese de glicogénio em insetos ocorre nos musculos pela sinalizacdo ILP. Além
disso, a participacdo dos ILPs acontece também na liberacéo de energia pela quebra
do glicogénio em glicose. O numero de ILP varia de acordo com a espécie e na ordem
Lepidoptera, por exemplo, foram identificados 38 ILPs em Bombyx mori (bicho-da-
seda) (CHOWANSKI et al., 2021).

Ainda nédo ha estudos sobre o efeito de lectinas sobre peptideos semelhantes
a insulina de insetos, porém ja foi demonstrada que a lectina do gérmen de trigo
(WGA) produziu varias alteracdes na capacidade das células adiposas de ratos se
ligarem e responderem a insulina. A WGA foi capaz de inibir a ativacédo do sistema de
transporte pela insulina em concentracdes altas. Ao diminuir a concentracéo, a lectina
aumentou a afinidade de ligacdo do receptor da insulina (LIVINGSTON; PURVIS,
1980).

Neste trabalho, as discussdes que tratam dos possiveis mecanismos de acéo
da lectina da casca de G. americana contra C. anonella sdo hipoteses baseadas na
literatura, sendo necessarios estudos especificos de partes diferentes do corpo do
inseto, quantificagdo de metabdlitos e atividade enzimética. Em futuros estudos, é
vélido realizar testes com a tripsina isolada comercial ou utilizar o intestino de C.
anonella para verificar de forma mais clara a atuagéo da lectina de G. americana frente

a enzimas digestivas dos lepiddpteros.
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5.5 Aplicacao da dieta artificial com extrato e fracdo proteica em semi-campo

A dieta artificial contendo o extrato ou a fracdo enriquecida com lectinas foi
colocada em uma armadilha Delta plastica amarrada em uma pinheira (Annona
squamosa). Apos 24 h, em nenhum dos tratamentos testados foi possivel capturar
insetos da espécie C. anonella. No entanto, constatou-se que ao final do experimento
com o extrato a armadilha e o vidro de penicilina com o algodao estavam repletos de
formigas vivas e mortas. Por outro lado, nenhuma formiga foi vista apés 24h com a
fracdo proteica. Este resultado confirma os dados apresentados na Figura 21, onde
mostra o indice de deterréncia da fracao equivalente a aproximadamente 40%.

De acordo com Maciel e colaboradores (2010), a deterréncia é um distarbio
associado a mecanismos sensoriais e provoca reducédo do consumo alimentar. Como
consequéncia, a deficiéncia nutricional diminui a capacidade de movimentacdo do
inseto, na busca por alimentos de melhor qualidade, de locais para abrigo ou
reproducdo, tornando-o presa facil para inimigos naturais. O efeito deterrente
alimentar que a fracéo proteica apresenta pode ser capaz de impedir a acdo danosa
de insetos. Portanto, a dieta artificial descrita neste trabalho associada a outras
praticas, como a utilizagdo de atrativos, tem grande potencial de agir positivamente

para 0 manejo integrado da praga.

Com base nos resultados do presente trabalho, a lectina de G. americana tem
demonstrado grande potencial para atuar em estratégias para o manejo integrado de
pragas contra C. anonella, sendo capaz de interferir em parametros nutricionais e
perfil bioquimico do inseto. Portanto, também séo incentivados experimentos para
analisar a integridade da membrana peritréfica dos insetos que ingeriram a lectina
através de microscopia confocal e estudos futuros com a lectina expressa em plantas

transgénicas.
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6. CONCLUSOES

e A dieta artificial contendo extrato de casca de Genipa americana a 25% para
as lagartas em trés estagios diferentes (T1, T2 e T3) apresentou taxa de
mortalidade de até 25% em Cerconota anonella;

e Os resultados dos bioensaios com adultos de C. anonella demonstraram que o
extrato de G. americana apresentou taxa de mortalidade de até 70% em 3 dias;

e Os extratos testados para lagartas e adultos de C. anonella n&o apresentaram
efeito deterrente, porém afetaram nos parametros nutricionais (taxa de
consumo relativo, taxa de crescimento relativo e eficiéncia de conversédo do
alimento ingerido) dos insetos tratados;

¢ A mortalidade dos insetos adultos foi de 80% apoés 4 dias de observacao com
a fracéo proteica e depois de apenas 3 dias com a lectina;

e Fracao proteica e lectina apresentaram efeito deterrente e alteracées em todos
0s parametros nutricionais avaliados, além de os insetos apresentarem, na
maior concentracéao, dificuldade de voar ao terceiro dia do bioensaio;

e O extrato, fragdo proteica e lectina de G. americana também afetaram o perfil
bioquimico dos adultos de C. anonella, principalmente com as duas maiores
doses testadas, interferindo nos niveis de proteinas, colesterol, triglicerideos e
glicose quando comparados ao controle;

¢ No teste em semi-campo, foi observado que somente as amostras com extrato
e fracdo proteica ndo sdo o suficiente para capturar os insetos em armadilha,
sendo necessarios a associagdo com outras ferramentas para o manejo da
praga, porém foi possivel notar que enquanto no extrato houve a presenca de
formigas, com a fragdo nenhuma formiga foi encontrada, corroborando com o
resultado de efeito deterrente apresentado nos bioensaios em condi¢cdes de

laboratério.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

¢ Realizar testes inseticidas com bactérias do intestino de C. anonella;

e Avaliar a acao de lectinas em enzimas digestivas do inseto;

e Avaliar a integridade da membrana peritr6fica dos insetos que ingeriram dieta
artificial contendo a lectina;

e Avaliar o efeito de G. americana sobre os fungos oportunistas que causam

danos diretos ao fruto.
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