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Sumaéario: O presente trabalho avaliou a atividade inseticida da lectina de cladddios de
Opuntia ficus indica (OfiL) sobre adultos de S. zeamais. Os ensaios foram realizados
utilizando dieta artificial constituida por discos de farinha de trigo contendo a lectina nas
concentracdes de 15, 60 ou 95 mg/g (mg de lectina por g de farinha) ou NaCl 0,15 M
(controle). A taxa de mortalidade dos insetos mantidos nos diferentes tratamentos foi
avaliada ap6s 7 e 15 dias. Parametros nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa,
taxa de consumo relativo e eficiéncia de conversao do alimento ingerido) foram calculados
apos 7 dias de experimento. Por fim, foi determinado o efeito de OfiL nas atividades de
proteases e tripsina. A ingestdo de OfiL ndo resultou em inducdo de mortalidade ap6s 7 e
15 dias em nenhuma das concentracfes testadas; contudo, nas concentracfes de 60 e 95
mg/g resultou em valores negativos de taxa de ganho relativo de biomassa e eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido. A taxa de consumo relativo ndo foi alterada, indicando
auséncia de efeito deterrente. A lectina apresentou efeito estimulatorio sobre a atividade de
proteases. Em conclusdo, OfiL exerceu efeitos deletérios sobre adultos de S. zeamais,
prejudicando a conversdo do alimento ingerido em energia e, assim, o ganho de biomassa
pelos insetos. A atuacdo de OfiL foi provavelmente a nivel de intereferéncia nos processos
de digestéo e absor¢éo de nutrientes.
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INTRODUCAO

O gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) € um inseto-praga que ataca graos estocados,
resultando em perda de massa e valor nutricional, baixa percentagem de germinacdo e
reducdo drastica do valor de mercado (YUYA et al.,, 2009; TEFERA et al., 2011). O
controle de pragas de grédos armazenados tem sido realizado a partir da limpeza e secagem
dos graos, manutencao da aeracdo, regulacdo da temperatura e aplicacdo de inseticidas de
contato e por fumigacdo (NAPOLEAO et al., 2015). Estudos relatam prejuizos provocados
pelos inseticidas atualmente utilizados a organismos ndo-alvo e ao homem, além da
persisténcia no ambiente. Ainda, tem sido descrita a resisténcia de diversas espécies-praga,
incluindo S. zeamais, a inseticidas como Malation, Lindane, deltametrina e fosfinas
(PEREZ-MENDOZA, 1999). Dessa forma, estratégias alternativas aos inseticidas
sintéticos para controle de S. zeamais tém sido investigadas.

Os inseticidas de origem vegetal geralmente apresentam baixa persisténcia e acdo residual.
Lectinas — proteinas que reconhecem e interagem com carboidratos— de origem vegetal tém
sido descritas como agentes inseticidas contra insetos de varias ordens. A lectina OfiL foi
isolada dos cladddios da palma forrageira (Opuntia ficus indica) e apresentou acao
antifingica e atividade inseticida contra cupins da espécie Nasutitermes corniger
(SANTANA et al., 2009; PAIVA et al., 2011). O trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade inseticida de OfiL sobre adultos de S. zeamais.
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MATERIAIS E METODOS
e Materiais de estudo: Cladodios de O. ficus indica foram coletados na cidade de
Limoeiro, Pernambuco, de acordo com autorizacdo n° 36301-3 (SISBIO) do Instituto
Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio). Os insetos da espécie S.
zeamais sdo mantidos no Laboratdrio de Bioquimica de Proteinas (BIOPROT) da UFPE,
também conforme a mesma autorizagdo do ICMBiIo.
¢ Isolamento de OfiL: OfiL foi isolada de acordo com o protocolo descrito por Santana
et al. (2009). A quantificacdo proteica foi realizada de acordo com Lowry et al. (1951),
utilizando-se curva padrédo (31,25-500 pg/mL) de albumina sérica bovina.
e Ensaio de toxicidade por ingestdo: Para cada bioensaio, uma aliquota de uma solugéo-
estoque de OfiL foi diluida com &gua destilada para um volume de 5 mL e a solucdo-teste
foi adicionada a 2,0 g de farinha de trigo. No tratamento controle, NaCl 0,15 M foi
adicionado no lugar da lectina. A mistura foi homogeneizada para obter uma suspensao e,
em seguida, cinco aliquotas de 200 pL foram dispostas em cada placa de Petri para formar
discos que foram postos para secar a 56°C por 16 h. Ao final, 20 insetos foram transferidos
para cada placa. Cada concentracéo (15, 60 e 95 mg de OfiL por g de farinha de trigo) foi
testada em quadruplicata e os ensaios foram mantidos no escuro a 28+2°C. A taxa de
mortalidade foi registrada apds 7 e 15 dias de experimento. Para cada ensaio, os discos de
farinha e o grupo de vinte individuos foram pesados antes do inicio do teste e apds 7 dias.
Com base nos valores obtidos, 0s seguintes indices nutricionais foram calculados: taxa de
crescimento relativo, taxa de consumo relativo e eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido (NAPOLEAO et al., 2013).
e Obtencdo de preparacdes de intestino de S. zeamais: Grupos de 50 adultos de S.
zeamais foram coletados e imobilizados por resfriamento a 4°C por 10 min. Em seguida,
0s intestinos foram removidos e imediatamente homogeneizados com 1 mL de tampé&o Tris
(Tris—=HCI 0,1 M pH 8.0 contendo CaCl; 0,02 M e NaCl 0,15 M). Os homogenatos foram
centrifugados (14.000 g, 15 min) e os sobrenadantes (extratos de intestino de S. zeamais)
analisados quanto a concentracdo de proteinas (LOWRY et al., 1951).
e Efeito de OfiL na atividade proteolitica do extrato de intestino de S. zeamais: A
atividade de proteases foi determinada usando o substrato azocaseina, de acordo com
Azeez et al. (2007). A atividade de tripsina foi determinada pela incubacao (30 min, 37°C)
do extrato com o substrato N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (BApNA), de acordo com
Kakade et al. (1969). O efeito de OfiL nas atividades enzimaticas foi avaliado por meio da
incubacdo (30 min a 37°C) dos extratos de intestino com a lectina antes da realizacdo do
ensaio de determinacdo da atividade enzimatica como descrito acima. Ensaio controle foi
realizado submetendo a preparagdo de OfiL investigada as mesmas etapas da reacao.
e Anadlise estatistica: Os resultados foram analisados através do teste de Tukey (nivel de
significancia: p < 0,05) utilizando o software Action2.8.29.357.515.

RESULTADOS

Os resultados dos ensaios de toxicidade demonstraram que a ingestdo de OfiL ndo resultou
em inducdo de mortalidade ap6s 7 e 15 dias em nenhuma das concentracdes testadas. A
avaliacdo dos parametros nutricionais (Figura 1) revelou que a taxa de ganho relativo de
biomassa foi negativa nos tratamentos com as maiores concentracfes. J4 a taxa de
consumo relativo foi similar ao controle em todas as concentracfes. Os valores de
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido também foram negativos nos tratamentos a
60 e 95 mg/g.
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Figura 1. Parametros nutricionais de
adultos de S. zeamais que ingeriram
dieta artificial composta por discos de
farinha de trigo contendo OfiL (15, 60 e
95 mg/g) ou ndo (controle). ECAI:
eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (p < 0,05) entre
0s tratamentos.

Em relacdo aos testes enzimaticos, a lectina
apresentou efeito estimulatorio sobre a
atividade de proteases (Figura 2). No teste de
atividade de tripsina, ndo foi detectada
nenhuma alteracdo na atividade dessa enzima
quando o extrato de intestino dos insetos foi
incubado com a lectina.

DISCUSSAO

A avaliagdo dos parametros nutricionais
demonstrou que a ingestéo da lectina (60 e 95
mg/g) resultou em diminuicdo do peso
corporal dos insetos. A auséncia de alteracdes
na taxa de consumo relativo indica que a
presenca de OfiL ndo interferiu na ingestdo
da dieta pelos insetos, indicando auséncia de
efeito deterrente. Dessa forma, OfiL estaria
interferindo no processo de digestdo e
assimilacao de nutrientes e,
consequentemente, a energia gasta pelos
insetos foi maior do que a quantidade de
energia que pdde ser aproveitada a partir da
alimentacao.

O efeito estimulatério de OfiL sobre a
atividade de proteases pode ser positivo para
0s insetos, caso facilite a digestdo, mas
também pode ser negativo, pois uma
protedlise descontrolada pode afetar o
intestino a ponto de danificar a sua
organizacdo, bem como causar a hidrolise
indevida de outras proteinas, incluindo
enzimas. Esses efeitos prejudicariam tanto a
digestdo quanto a absor¢do dos nutrientes.
Agra-Neto et al. (2014) publicaram resultados
semelhantes quanto ao efeito da lectina
WSMoL sobre a atividade proteolitica de
intestino de larvas de A. aegypti; os autores
relacionaram 0 estimulo da atividade
proteolitica com danos causados por essa

lectina a estrutura do trato digestivo das larvas. Os resultados dos testes de atividade de
tripsina revelam que essa enzima nao esta entre as proteases estimuladas por OfiL.

CONCLUSOES

A partir deste estudo, pode-se concluir que a lectina de O. ficus indica exerce efeitos
deletérios sobre adultos de S. zeamais, prejudicando a conversdo do alimento ingerido e,
assim, o ganho de biomassa pelos insetos. A atuacdo de OfiL foi provavelmente por
intereferéncia nos processos de digestdo e absorcdo, uma vez que nao foram observadas
alteracdes nas taxas de consumo. OfiL foi capaz de interferir na atividade de enzimas
proteoliticas do trato digestivo desse inseto, 0 que pode resultar em desregulacdo do
processo digestdrio e danos a estruturas intestinais.
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