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RESUMO

Vicilinas ligantes a quitina de sementes de Erythrina velutina, Canavalia
ensiformis e Phaseoulus vulgaris foram isoladas através de procedimento que
consistiu de precipitagdo com sulfato de amodnio seguida de cromatografia de
afinidade em coluna de quitina. O efeito dessas vicilinas sobre fémeas adultas de
Ceratitis capitata foi examinada por bioensaios em condi¢cdes de laboratorio e por
bioensaios em condi¢cdes de semi-campo. O mecanismo de agao dessas vicilinas foi
determinado por um ensaio de digestibilidade in vivo e pela propriedade de ligacédo a
uma matriz de quitina. Entre as vicilinas testadas, a vicilina de E. velutina foi a Unica
letal, causando mortalidade de 100% quando adicionada a dieta das moscas das
frutas adultas na concentracdo de 10% (p/p). Este efeito inseticida da vicilina de E.
velutina foi também testado em condi¢cbes de semi-campo, onde concentracfes de
10 % e 15% (p/p) de vicilina adicionada a dieta foram letais para fémeas adultas de
C. capitata. Esse efeito deletério das proteinas ligantes a quitina ndo foi associado
somente a propriedade de ligacdo a quitina, visto que as outras vicilinas, além da
lectina de gérmen de trigo (WGA) foram tdxicas quando adicionadas a dieta das
moscas das frutas. Entretanto, a resisténcia/susceptibilidade dessas proteinas aos
processos digestorios desses insetos poderia explicar os diferentes efeitos
observados. Das proteinas ligantes a quitina, apenas aquelas refratarias a acdo das
enzimas digestivas nos processos digestorios teve a¢ao inseticida. Esses resultados
mostraram que vicilina de E. velutina € um bioinseticida com potencial de uso nos
programas de controle de pragas diminuindo a populacdo de moscas das frutas no

campo.

Palavras-chave: Vicilinas. Erythrina velutina. Ceratitis capitata. semi-campo.

Proteinas de ligacdo a quitina.



ABSTRACT

Chitin-binding vicilins from legume seeds (Erythrina velutina. Canavalia
ensiformes and Phaseolus vulgares) were isolated by ammonium sulfate followed by
affinity chromatography on a chitin column. Effect of these vicilins on female adults of
Ceratitis capitata was examined by bioassay and in a semi-field assay model.
Mechanism of action of the vicilins was determined by in vivo digestibility and chitin
affinity. Among the tested vicilins, E. velutina when added to diet caused strong effect
on mortality at 10% dose. This insecticidal property was tested in a semi-field assay
which showed the same effect observed in laboratory conditions, where doses of
10% and 15% were lethal to female adults of C. capitata. These deleterious effects
were not only associated to the binding to chitin structures present in peritrophic
membrane, but principally to its low digestibility in the C. capitata digestive tract. This
fact was confirmed because chiting binding proteins as WGA and the other tested
vicilins were not toxic to female adults of C. capitata due susceptibility of these
proteins to digestive enzymes of the insects. By other side EvV was more resistant to
digestive enzymes, causing deleterious effects on female adults of C. capitata. These
results showed that EvV may be part of the pest management programs or an
alternative in plant improvement program in the population control of this fruticulture

pest.

Keywords: Vicilins. Erythrina velutina. Ceratitis capitata. Semi-field test. Chitin

binding protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 FRUTICULTURA NO BRASIL

As frutas sdo alimentos essenciais para uma dieta balanceada e saudavel
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). Elas sdo consideradas, junto com as
hortalicas, as principais e mais baratas fontes de vitaminas e minerais, e ainda, sao
ricas em fibras, desempenhando um papel importante na prevencdo contra
deficiéncias desses micronutrientes e promovendo o funcionamento saudavel do
intestino (NANDI; BHATTACHARJEE, 2005). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) e a Organizacao das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacao (FAO)
recomendam o consumo minimo de 400 g de frutas e verduras por dia para a
prevencdo de doencas crbnicas como cardiopatias, cancer, diabetes tipo 2 e
obesidade (DE CHAVEZ; CHAVEZ, 1998; HUNG et al., 2004; RIBOLI; NORAT,
2003). Segundo o World Health Organization (2002) estima-se que mais de 2,6
milhdes de mortes a cada ano poderiam ser evitadas se o consumo de frutas e
hortalicas fosse aumentado. De acordo com a FAO o mercado mundial de frutas
frescas esteve em plena ascensdo na ultima década (FAOSTAT-FAO STATISTICS
DIVISION, 2007). A producdo mundial de frutas frescas cresceu cerca de 2,5% ao
ano, alcangando um volume de 520 milhdes de toneladas em 2005 contra 415
milhdes de toneladas em 1995 (FAOSTAT-FAO STATISTICS DIVISION, 2007). Este
aumento estd associado a uma maior conscientizacdo da populacdo para os efeitos
benéficos do consumo de frutas na saude humana, e das melhorias na logistica de
producdo e comercializacdo dessas frutas e de produtos relacionados (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2003a, 2003b).

O Brasil é o terceiro produtor mundial de frutas, atras apenas da China e da
india (NANDI; BHATTACHARJEE, 2005), com uma producdo que supera os 39
milhdes de toneladas, sendo que destas, aproximadamente, 20 milhdes foram
destinadas aos mercados de frutas frescas. Nao obstante essa colocacéo, o Brasil
exporta pouco mais de 1% da sua producédo de frutas in natura, ocupando o 20°
lugar entre os paises exportadores (SECRETARIA DE COMERCIO EXTERIOR,
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2007). De 1998 a 2005 o pais aumentou suas exportacbes em mais de 200%,
passando de US$ 120 milhdes para US$ 440 milhdes obtidos na venda de frutas
para o exterior (PEREIRA, 2006). Os principais destinos das frutas brasileiras sao os
paises europeus, as Américas do Norte e do Sul, o Oriente Médio, além de
perspectivas de vendas para o mercado asiatico (INSTITUTO BRASILEIRO DE
FRUTAS, 2005).

A fruticultura hoje € um dos principais segmentos da agricultura brasileira,
respondendo por 25% do valor da producdo agricola nacional (LACERDA;
LACERDA; ASSIS, 2004). A base agricola da cadeia produtiva das frutas abrange
2,9 milhdes de hectares, gera seis milhdes de empregos diretos, ou seja, 27% do
total da mao-de-obra agricola ocupada no pais (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005). O valor bruto da producédo de frutas atingiu
em 2005 cerca de 13,5 bilhdes de reais, 14,1% do valor da producdo agricola
brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2005).

O comeércio internacional de produtos alimentares é fortemente condicionado
por varios mecanismos de regulacdo fitossanitaria (FILHO; ORMOND; PAULA,
1999). Preocupados com possiveis efeitos sobre consumidores e, especialmente,
sobre suas regides produtoras, quase todos os paises impdem restricdes ao transito
de alimentos (FILHO; ORMOND; PAULA, 1999; SILVA, 2000). No caso de produtos
frescos, a preocupacéo é redobrada, pois um lote infectado pode anular esforcos de
erradicacdo de pragas ou doencas que levaram anos e custaram milhfes de
dolares. Nota-se que os paises com regras e instituicdes de controle de qualidade
mais rigorosas sao justamente os grandes importadores: Estados Unidos, Uniédo
Européia e Japdo, o que torna extremamente seletivo o acesso de novos
exportadores aos fluxos do comércio internacional de frutas (FILHO; ORMOND;
PAULA, 1999). Para o Brasil, as moscas-das-frutas ocupam uma posicdo de
destaque entre as maiores pragas da fruticultura brasileira (DUARTE; MALAVASI,
2000), impedindo que um maior numero de agricultores possa exportar seus

produtos para os grandes mercados.
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1.2 MOSCAS-DAS-FRUTAS

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) sdo insetos pragas que atacam
uma grande variedade de espécies vegetais, podendo infestar flores, ramos,
sementes e frutos, no entanto, os danos causados em frutos representam o0s
maiores prejuizos para a fruticultura (DUARTE; MALAVASI, 2000; LIMA, 2001,
NISHIDA, 1980). Os tefritideos possuem ciclo de vida relativamente curto, porém
apresentam metamorfose completa (holometabdlicos). O desenvolvimento larval, em
trés instares, da-se no interior das frutas onde a larva cresce alimentando-se da
polpa e abrindo galerias, posteriormente, elas saem das frutas para empupar no
solo. Apés algum tempo, que varia para cada espécie, emergem os adultos, que
recomecam o ciclo (Figura 1) (DUARTE; MALAVASI, 2000; MORGANTE, 1991;
SALLES, 2000a).

Os danos causados pelas moscas-das-frutas podem ser diretos, através da
oviposicdo nos frutos e da alimentacdo nas fases larvais, ou indiretos, por
proporcionar a invasdo dos tecidos vegetais por microorganismos, tornando-os
improprios para o consumo in natura, e para sua utilizagcdo na industria alimenticia
(DUARTE; MALAVASI, 2000).

P

OVIPOSICAO
NO FRUTO FRUTO

LARVA CONSOME
PARTE DO FRUTO

APODRECIMENTO

;7 J

Sl / /

b %7 53’ LARVA'SAI

S ﬁ/ﬂ*‘;‘/’_\’ DO FRUTO

L #

/// PUPA NO SOLO DA
COPA DA ARVORE

Figura 1: Ciclo de vida de Moscas-das-Frutas.
Fonte: Salles (2000).
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A familia Tephritidae apresenta ampla distribuicdo geogréfica, com
predominancia na regido Neotropical, apresentando 4.352 espécies agrupadas em
481 géneros (NORRBOM, 2004), dos quais somente cinco sdo de importancia
econdmica: Anastrepha, Ceratitis, Bactrocera, Rhagoletis e Toxotrypana (White;
Elson-Harris). No género Toxotrypana, a Unica espécie de importancia econdmica,
T. curvicauda (mosca-da-papaia), ndo ocorre no Brasil. O género Bactrocera esta
representado por uma Unica espécie no Brasil: B. carambolae (mosca-da-
carambola), recentemente introduzida e restrita ao Oiapoque (AP) (ZUCCHI, 2000).
As quatro espécies de Rhagoletis registradas no Brasil tém pouca importancia
agricola, pois sao referidas como pragas esporadicas na regido Sul (ZUCCHI, 2000).
O género Anastrepha é representado no Brasil por noventa e cinco espécies
(URAMOTO, 2007). O Género Ceratitis, de origem sub-Saariana, é um dos mais
conhecidos em todo o mundo por causa da notoriedade de uma de suas espécies, a
mosca-do-mediterraneo, C. capitata. Mais de 100 espécies de Ceratitis ja foram
descritas e estdo limitadas ao continente africano, seis das quais sao pragas,
atacando uma enorme variedade de plantas (CAREY, 1996). A Unica espécie do
género no Brasil € a C. capitata, que juntamente com sete espécies de Anastrepha
— A. fraterculus (Wied), A. sororcula (Zucchi), A. zenildae (Zucchi), A. striata
(Schiner), A. pseudoparallela (Loew), A. grandis (Macquart) e A. obliqua (Macquart)
—, representam as moscas-das-frutas mais importantes do ponto de vista
econdémico (ZUCCHI, 2000).

A grande variedade de hospedeiros infestados confirma as observagdes de
Bateman (1976), que considera as espécies tropicais de “moscas-das-frutas” como
tendo alta capacidade de colonizacdo. Elas ocorrem em grande variedade de
hospedeiros em regifes ecoldgicas bastante diversas. A medida do grau de
infestacdo mostrou que em hospedeiros nativos, a frequéncia de Anastrepha ssp. é
maior que a de C. capitata, invertendo-se em hospedeiros introduzidos (MALAVASI,
1977). Apesar desta preferéncia, ja existe adaptacdo de C. capitata as frutas nativas
e de Anastrepha ssp. aos hospedeiros introduzidos (MALAVASI; MORGANTE,
1980). A expanséao de hospedeiros nas moscas-das-frutas pode ser facilitada por um
comportamento de oviposicado de baixa discriminacdo e habilidade das larvas para
sobreviverem e se desenvolverem nos novos hospedeiros (FLETCHER; PROKOPY,
1991; KRAINACKER; CAREY; VARGAS, 1987).
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Em muitas partes do mundo, as perdas causadas em regides infestadas por
moscas-das-frutas chegam a 100% da producdo (CAREY; DOWELL, 1989;
NISHIDA; BESS; OTA, 1957). Devido a sua importancia econémica mundial, o
comércio internacional de frutas frescas impde normas que visam impedir a
introducéo de espécies que ocorrem no pais exportador para o pais importador, por
isso um dos maiores obstaculos a producao e livre comercializacdo de frutas frescas
entre o Brasil e o resto do mundo € a presenca de moscas-das-frutas nas areas de
producdo (DUARTE; MALAVASI, 2000). Tratamentos quarentenarios sao requeridos
pelos Estados Unidos para o controle de moscas-das-frutas que infestam manga
(Mangifera indica) e goiaba (Psidium guajava) no Brasil e no Peru (NASCIMENTO et
al., 1992; SHARP; PICHOMARTINEZ, 1990). A adequacdo a essas normas e
exigéncias dos mercados, a busca pela seguranca alimentar e quarentenaria,
exigem rapidas mudancas nas técnicas de controle utilizadas na fruticultura
brasileira (CARVALHO, 2005).

1.2.1 Ceratitis capitata

A mosca do mediterraneo, Ceratitis capitata (Wied) € a Unica espécie do
género Ceratitis no Brasil (ZUCCHI, 1988) (Figura 2). Essa espécie é considerada a
mais cosmopolita e invasora dentre todos os tefritideos. E a praga mais destrutiva da
fruticultura mundial, devido a natureza do dano causado, ao grande numero de
geracbes por ano e a sua grande adaptabilidade a varios tipos de hospedeiros,
sendo capaz de infestar mais de 350 espécies vegetais, inclusive aquelas de
importancia econémica (METCALF, 1995; WEEMS, 1981). O provavel centro de
origem dessa espécie € a Africa Equatorial, mas um processo global de invasdo tem
ocorrido desde o século passado. No Brasil, onde sua presenca foi registrada no
inicio do século XX (IHERING, 1901), ela é considerada uma das pragas de maior
importancia quarentenaria, ou seja, precisa passar por um periodo de “quarentena”
antes de entrar no pais importador (MALAVASI; MORGANTE, 1980).

Devido aos danos causados por moscas-das-frutas, bilhbes de doélares séo

perdidos anualmente, portanto varios programas foram criados para controlar e
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erradicar esta praga. Cada vez mais inseticidas sdo utilizados como forma de
protecdo mesmo quando a populacdo de moscas-das-frutas ainda n&do atingiu o

nivel de dano econdémico, implicando em gastos e danos ao meio ambiente (DENT,
2000).

Figura 2: Ceratitis capitata. (A) Fémea adulta. (B) Macho adulto. (C) Larva.
Fonte: (A) e (B) http://www.cpatsa.embrapa.br/imprensa/noticias/insetos-estereis-podem-dar-bons-
frutos-no-negocio-agricola-da-manga (18/01/2010). (C) Macedo (2005).



http://www.cpatsa.embrapa.br/imprensa/noticias/insetos-estereis-podem-dar-bons-frutos-no-negocio-agricola-da-manga
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1.3 CONTROLE DE PRAGAS

O aumento da populacdo mundial e a demanda crescente de alimentos tém
motivado o uso de grandes quantidades de pesticidas nas plantagdes (para prevenir
ou combater pragas), visando assegurar maior produtividade (CALDAS; SOUZA,
2000). Segundo Oerke et al. (1994) o ataque de insetos pragas consomem cerca de
14% da producao agricola mundial. Atualmente a protecdo da lavoura esta baseada
na utilizacdo de agroquimicos, que em 2001 movimentou um mercado mundial de
aproximadamente 32 bilhdes de délares, segundo a agéncia de prote¢cdo ambiental
dos Estados Unidos (KIELY; DONALDSON; GRUBE, 2004). Porém, na auséncia
desse meio de combate as pragas, as perdas poderiam ser muito mais seérias
(HILDER; BOULTER, 1999). Segundo Krattiger (1997) os danos causados na
agricultura mundial sem o0 uso de pesticidas e outras estratégias de controle sédo
estimados em 70% da producdo agricola, totalizando cerca de 400 bilhdes de
dolares por ano.

Os primeiros inseticidas realmente eficientes foram introduzidos no combate
de pragas na metade do século XX, anteriormente, o controle de pragas era
baseado na utilizacdo de compostos inorganicos como enxofre, arsénio, cianetos e
boratos (CASIDA; QUISTAD, 1998), os quais apresentavam alta toxicidade e baixa
especificidade, sendo téxicos também para vertebrados (LOPEZ; FERNANDEZ-
BOLANOS; GIL, 2005). A introducdo dos Iinseticidas organoclorados,
organofosforados e carbamatos, todos quimicos neurotéxicos, significou uma grande
revolucdo na agricultura (ISHAAYA, 2003). Contudo, a utilizacdo dos pesticidas
constitui-se num dos mais importantes fatores de risco para o homem e para o meio
ambiente (HAPEMAN et al., 2003; TILMAN et al., 2001). Apesar dos beneficios
produtivos destes compostos, anualmente, 355 mil pessoas morrem em decorréncia
de envenenamento em todo o mundo, sendo 75% destes casos em paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003c). Alguns pesticidas,
dependendo da sua persisténcia e volatiidade, dispersam-se amplamente
(GODDUHN; DUFFY, 2003; WILKENING, 2001). Cada vez mais, grandes
guantidades de pesticida e seus metabdlitos sdo detectados contaminando as aguas
superficiais e subterraneas (FAVA et al., 2005; KOLPIN; SCHNOEBELEN;
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THURMAN, 2004; WORRALL; BESIEN, 2005), o solo (CRAVEN; HOY, 2005;
SIVANESAN et al.,, 2004) e a atmosfera (DUBUS; HOLLIS; BROWN, 2000;
DUYZER, 2003). Estes pesticidas bioacumulam ao longo de cadeias alimentares
(KIDD et al., 1995), provocam impactos sobre a saide humana e de outras espécies
longe de seu local de uso/emprego até muitos anos depois de liberados (SAGIV et
al., 2007; WOLKERS et al., 2006).

Em muitos paises, como no Brasil, ha ocorréncias de casos concretos de
fracassos no controle de pragas através do uso exclusivo de pesticidas,
principalmente devido a problemas decorrentes da eliminagéo de inimigos naturais,
do desenvolvimento ou do aumento da resisténcia e ressurgéncia de pragas
secundérias.

O potencial acumulo de residuos de pesticidas no agrossistema e nos
produtos vegetais causa uma crescente preocupacdo mundial. Além das exigéncias
impostas pela lei, a ndo presenca ou a ndo aceitacdo de residuos toxicos nos
alimentos, estd, a cada dia, sendo mais exigida pela sociedade (SALLES, 2000b).
Devido aos aspectos ambientais negativos e a fim de superar a resisténcia de
populacbes de insetos aos inseticidas neurotdxicos convencionais, a tendéncia nas
pesquisas é a procura por pesticidas com diferentes mecanismos de acdo e com
baixa toxicidade para a saude humana e para o meio ambiente (DHADIALLA;
CARLSON; LE, 1998; GRAPOQV, 1999).

Em meados de 1960 pesquisadores comecaram a questionar o modelo de
agricultura exclusivamente agroquimica, que com o passar do tempo provoca
problemas ecoldgicos e economicamente insustentaveis (GEIER, 1966; KOGAN,
1998). Como consequéncia surgiu um novo conceito de controle de pragas visando
a minimizacao de todos esses problemas. Este novo conceito recebeu inicialmente a
denominacéo de Controle Integrado, evoluindo para o termo "Manejo Integrado de
Pragas" (MIP) para designar o controle de insetos tendo como base a ecologia dos
mesmos e envolvendo qualquer tipo de problema que limitasse a producéo agricola
decorrente da competicdo interespecifica (patdogenos, insetos, nematoides, plantas
daninhas, etc.) (KOGAN, 1998). A pratica do MIP foi descrita por Geier (1966) e
baseia-se nos seguintes pontos: (1) como se deve modificar o sistema de vida de
uma praga para reduzir a sua populacao a niveis toleraveis, ou seja, inferior ao nivel

de dano econbémico; (2) aplicacdo do conhecimento biologico e da tecnologia
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disponivel para obter a modificacdo desejada (ecologia aplicada); e (3) uso de
taticas no controle de pragas adequado a tecnologia existente, compativel com o0s
aspectos qualitativos, econdémicos e ambientais, ou seja, de aceitacdo econémica e
social. O manejo integrado de moscas-das-frutas no Brasil utiliza basicamente a
técnica do monitoramento de adultos com armadilhas, o uso de iscas téxicas ou a
pulverizagdo de inseticida em cobertura (NASCIMENTO; CARVALHO, 2000).
Havendo, portanto, uma necessidade por novos métodos alternativos eficazes de
controle gue mantenham a populacdo das moscas em niveis seguros, e que possam
ser associadas aos programas de manejo de pragas dentro do agronegocio.

Um dos principais objetivos de investigacfes basicas associadas ao manejo
integrado de pragas é a perspectiva de entender e interferir nos processos vitais do
inseto (genéticos — bioquimicos — morfofisioldgicos), de modo que tal interferéncia
possua escassa ou nenhuma influéncia sobre outros seres vivos, e a0 mesmo
tempo, possa servir como instrumento potencial para o controle de espécies
prejudiciais (CRUZ; TAUFER; OLIVEIRA, 2000). Dentro desta perspectiva, o sistema
digestorio dos insetos € uma regido importante de exposicdo destes ao meio
ambiente. Dessa forma, estratégias que interfiram na bioquimica e na fisiologia
desta regido, visando a reducdo de absorcdo de nutrientes, seriam ferramentas
potencialmente eficientes no manejo de pragas (SHEWRY; LUCAS, 1997).

1.4 SISTEMA DIGESTORIO DOS INSETOS

A habilidade dos insetos de se alimentar de praticamente todo tipo de matéria
organica é o maior fator para o seu sucesso, capacitando-os para 0s mais diversos
nichos ecologicos (WIGGLESWORTH, 1972). A grande variedade de alimentos que
podem ser ingeridos pelos insetos é refletida na diversidade de estruturas das pecas
bucais bem como, na diversidade do trato digestdrio, com um alto grau de
especializacdo que varia com o tipo particular de dieta (WIGGLESWORTH, 1972).
Seu trato digestoério é constituido por um tubo de células epiteliais que se estende da
boca até o anus (TERRA; FERREIRA, 1994; WIGGLESWORTH, 1972). Esta

dividido em trés principais regiées baseado na origem embrionaria e na sua fisiologia
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em estomodeu (intestino anterior), meséntero (intestino médio) e proctodeu
(intestino posterior), onde o principal local de absorcdo e digestdo é o intestino
médio (TERRA; FERREIRA; BAKER, 1996; TERRA; FERREIRA, 1994;
WIGGLESWORTH, 1972).

Os tratos digestorio desses animais estdo expostos a uma variedade de
agentes nocivos de natureza quimica, fisica e biolégica, necessitando de
mecanismos para a sua protecdo. Nos vertebrados, o muco é uma secre¢cdo que
recobre e protege o epitélio intestinal, enquanto auxilia o processo de digestdo. Nos
insetos, entretanto, ndo se observa uma camada mucosa, propriamente dita,
recobrindo o trato digestorio, em seu lugar, o intestino médio dos insetos é protegido
por uma estrutura acelular e semipermeavel denominada membrana peritréfica ou
matriz peritrofica ou gel peritrofico (LEHANE, 1997; PETERS, 1992; TERRA, 2001).
A membrana peritréfica é uma estrutura (WANG; GRANADOS, 1997), que difere do
muco dos vertebrados pela incorporagdo de quitina, resultando em uma estrutura
protéica reforcada por fibrilas de quitiha (PETERS, 1992). E constituida
principalmente por glicoproteinas e proteoglicanos (20-55%) e por quitina (3-40%)
(KRAMER; HOPKINS; SCHAEFER, 1995; LEHANE, 1997) em uma organiza¢éo que
fornece semi-permeabilidade e elasticidade a estrutura (LEHANE, 1997). A quitina é
um importante componente estrutural da membrana peritréfica, pois além de
fornecer rigidez, serve também como sitio de ancoragem para proteinas como as
peritrofinas (WANG; GRANADOS, 2001). A presenca desta membrana define a
formacdo de um espaco endoperitrofico, o qual contém o alimento ingerido; e o
espaco ectoperitrofico correspondendo a regido entre a membrana peritréfica e o
epitélio intestinal.

A membrana peritréfica, em insetos, pode ocorrer em duas formas, definidas
quanto ao seu sitio de sintese: tipo | e tipo Il (PETERS, 1992; WIGGLESWORTH,
1972). A membrana peritrofica do tipo | em muitos insetos, como os hematofagos, é
sintetizada por células epiteliais do intestino médio, sendo produzida em resposta a
ingestdo de alimento, que por descamacao da superficie epitelial, da origem a uma
estrutura em forma de bolsa que recobre o alimento (LEHANE, 1997). O Tipo Il de
membrana peritrofica € produzida a partir de um pequeno Orgdo altamente
especializado chamado de cérdia situado na regido anterior do intestino médio. Este

tipo de membrana peritréfica é constitutivamente produzida como um continuo tubo
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com estrutura altamente organizada. As mais bem caracterizadas membranas
peritroficas do tipo Il séo de larvas de dipteros muscoéides (PETERS, 1992; TELLAM;
EISEMANN, 2000).

As principais funcbes atribuidas a esta membrana sdo a de protecéo
mecanica contra injaria as células do intestino médio (WIGGLESWORTH, 1972),
uma barreira fisica contra microorganismos (PETERS, 1992), uma barreira seletiva
para enzimas digestivas e produtos de digestdo (DAY; WATERHOUSE, 1953) e
atuacdo no mecanismo de reciclagem de enzimas digestivas, fendmeno conhecido
como circulagdo ecto-endoperitréfica (TERRA, 1988, 2001; TERRA; FERREIRA,
1994).

Diversos trabalhos demonstram que alteracdo na permeabilidade da
membrana peritrofica pode causar a morte de insetos por desnutricdo (EISEMANN
et al.,, 1994; TELLAM; EISEMANN, 1998; WANG; GRANADOS, 2001). Esse efeito
pode ser alcancado pela incorporacdo, na dieta destes insetos, de proteinas que
tenham afinidade por quitina, como lectinas, anticorpos e vicilinas (EISEMANN;
BINNINGTON, 1994; HARPER; HOPKINS; CZAPLA, 1998; HOPKINS; HARPER,
2001; MACEDO et al., 2007; MOURA et al., 2007).

1.5 MECANISMOS DE DEFESA DAS PLANTAS

Em resposta a herbivoria excessiva dos insetos as plantas desenvolveram
diversas estratégias de protecdo e ou resisténcia. A resisténcia € o termo usado
para descrever a capacidade das plantas em prevenir, restringir ou retardar a
penetracdo de um predador no tecido hospedeiro (HAMMOND-KOSACK; JONES,
1996; KOGAN, 1986). Essa resisténcia é baseada nos varios mecanismos de defesa
desenvolvidos pelas plantas, durante a evolucdo (SCHULER et al.,, 1998). As
defesas de plantas podem ser classificadas como fisicas (espinhos, tricomas e
tegumentos) ou quimicas, se houver envolvimento de substancias quimicas nos
mecanismos pelos quais elas se protegem. As defesas quimicas, por sua vez,
podem ser de natureza ndo protéica ou protéica (RYAN, 1990). Por outro lado, as

defesas também podem ser agrupadas em duas categorias: defesas constitutivas,
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se sua acao faz-se dentro do programa de desenvolvimento normal e continuo da
planta nos diferentes tecidos vegetais; ou induzidas quando estdo envolvidas
diretamente na resposta a infeccdo ou estimulos ambientais (CHESSIN; ZIPF,
1990). Essa resposta induzida pode resultar em efetivos mecanismos de resisténcia
a doencas quando ela é expressa pela planta, sistemicamente. Neste caso, 0S
agentes envolvidos induzem uma resposta do hospedeiro, ndo apenas em torno das
partes atingidas, como também em partes da planta distantes da area onde ocorreu
a injuria, sendo este processo denominado imunizacdo sistémica adquirida (DEAN;
KUC, 1986; GOTTSTEIN; KUC, 1989). As defesas induzidas sdo mais importantes
para as defesas de partes vegetativas das plantas, enquanto que as defesas
constitutivas sdo mais importantes para as defesas das sementes (XAVIER-FILHO,
1993).

Diversas proteinas envolvidas no processo de defesa presentes em sementes
de leguminosas foram isoladas, purificadas e caracterizadas. Entre elas estédo
enzimas, como quitinases (SANTOS et al.,, 2004) p-1,3 glucanases; inibidores de
enzimas hidroliticas, como inibidores de amilases (SAWADA; YANAGA; TASHIRO,
2006) e de proteinases (ARAUJO et al., 2005; GOMES et al., 2005b) e proteinas de
reserva, como as arcelinas (MINNEY et al., 1990), vicilinas (MOURA, et al., 2007),
lectinas (MORAES et al., 1996).

Muitas dessas proteinas de defesa podem ser divididas em dois principais
grupos segundo a forma pelas quais podem causar efeitos toxicos no processo de
digestdo dos insetos. No primeiro grupo, elas podem ser proteinas que inibem
enzimas digestivas. Neste grupo estdo os inibidores de a-amilases (FRANCO et al.,
2000, 2005) e os inibidores de proteases (FRANCO et al., 2004; GATEHOUSE et al.,
1999; GOMES,A. et al., 2005; GOMES, C. et al., 2005; OLIVEIRA, et al., 2003). Os
efeitos tdéxicos causados por estas proteinas sdo devidos a privacdo de nutrientes
decorrido pela inibicdo seletiva de enzimas digestivas presentes no trato intestinal
dos insetos (GATEHOUSE, et al., 1999; JONGSMA; BOLTER, 1997). No segundo
grupo estao as proteinas que se ligam a quitina, como lectinas (DUTTA et al., 2005;
GUPTA; BIRAH; RANI, 2005; MACEDO et al., 2007) e vicilinas (MACEDO et al.,
1995; MOURA et al., 2007; SALES et al., 1996), e, portanto, capazes de se ligarem
a membrana peritréfica interferindo na assimilagdo de nutrientes, e levando o inseto
a morte (SALES et al., 1996).
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Em estudos recentes de caracterizacdo das enzimas proteoliticas em C.
capitata foi verificado que estes insetos utilizam principalmente proteases alcalinas
do tipo serinicas (SAN ANDRES; ORTEGO; CASTANERA, 2007; SILVA et al.,
2006). Esta deteccdo motivou a utilizacdo de inibidores de proteinases serinicas
obtidos de sementes como promissores candidatos a bioinseticidas, atuando na
inibicdo especifica da digestdo das proteinas. A utilizacdo desses inibidores em
sistema de dieta artificial afetou significantemente o desenvolvimento larval de C.
capitata, porém, causou pouco efeito sobre a mortalidade das larvas (ARAUJO et al.,
2005; GOMES, C. et al., 2005). Com relacdo ao efeito de proteinas que se ligam a
estruturas presentes no trato digestério de insetos, muitos estudos comprovaram
sua acao inseticida em dipteros (EISEMANN et al., 1994; TELLAM; EISEMANN,
1998). Contudo a potencial utilizacdo destas proteinas no combate as moscas-das-

frutas nao foi testada.

1.6 VICILINAS

As vicilinas compreendem uma classe das proteinas de reserva muito bem
conhecida, podendo constituir 70-80% do total das proteinas da semente. Sé&o
proteinas triméricas de peso molecular entre 150 a 190 kDa, ndo formam pontes
dissulfeto devido a auséncia de residuos de cisteina (DERBYSHIRE; WRIGHT;
BOULTER, 1976; PEDALINO et al., 1992). Para exemplificar, as subunidades da
vicilina de ervilha sé@o sintetizadas inicialmente como um grupo de polipeptidios de
peso molecular entre 47 a 50 kDa, porém a protedlise pos-traducional e a
glicosilagéo resultam em subunidades com pesos moleculares entre 12,5 a 33 kDa
(GATEHOUSE; CROY; BOULTER, 1984). Esta caracteristica pode também ser
resultado da adicdo incompleta ou degradacdo parcial da ligacdo dos
oligossacarideos nas cadeias laterais dos peptideos tornando dificil sua digestao por
insetos (CHEE; JONES; SLIGHTOM, 1991; MACEDO et al., 1995). As subunidades
sao codificadas, na sua maioria, por 2 a 3 tipos de genes, com 3 a 4 copias de cada
tipo por genoma hapldide (BOWN; ELLIS; GATEHOUSE, 1988; GOLDBERG et al.,
1981; HARADA; BARKER; GOLDBERG, 1989; SUN; SLIGHTOM; HALL, 1981;
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TIERNEY et al., 1987). Observa-se que os genes de vicilinas de Phaseolus vulgaris,
Pisum sativum e Glycine max, quando comparados, apresentam alta homologia
(DOYLE et al., 1986). Cada gene tem 6 éxons e 5 introns (DOYLE et al., 1986;
HIGGINS et al., 1988).

Em sementes de leguminosas, as vicilinas sdo proteinas multifuncionais,
funcionando como uma fonte de aminoacidos durante a germinacdo e ao mesmo
tempo sendo toxica para bruquideos (MACEDO et al., 1993; SALES et al., 2000;
SHUTOV et al., 1995). Vicilinas de Vigna unguiculata mostraram forte associagcéo
com quitina, quitosana e quitina completamente acetilada (SALES et al., 1996). Por
esta razao, estas proteinas podem se ligar a parede celular de fungos, interferindo
na germinacado dos esporos ou dos conidios de uma variedade de fungos (GOMES
et al., 1997) e no crescimento de leveduras (GOMES et al., 1998), e ainda podem se
ligar a estruturas quitinosas do intestino médio de Callosobruchus maculatus
interferindo assim no seu desenvolvimento (AMORIM et al., 2008; MOTA et al.,
2003; YUNES et al., 1998).

Portanto, vicilinas sdo proteinas bioativas importantes nos processos de
defesa de muitas espécies de plantas. Essas proteinas possuem atividades
bioinseticidas sobre diversas pragas pela associacdo a estruturas do epitélio e
membranas peritréficas presentes no intestino de varios insetos, podendo ser
usadas como aleloquimicos (toxinas) no controle de pragas importantes, seja como
constituinte téxico de iscas ou nos programas de melhoramento de plantas
cultivadas por meio de técnicas de transgenia.

No Laboratério de Quimica e Funcédo de Proteinas Bioativas sao realizados
estudos de bioprospeccao de proteinas toxicas em sementes selvagens presentes
nos biomas de mata atlantica e caatinga. Dentre essas sementes destaca-se a de
mulungu (E. velutina) que € uma leguminosa de grande porte, endémica de regides
semi-aridas do nordeste do Brasil (RIBEIRO et al., 2006) (Figura 3). Resultados
recentes desse grupo mostraram que vicilinas extraidas das sementes desta
leguminosa foram toxicas para os bruquideos C. maculatus e Z. subfasciatus. No
presente estudo, a vicilina de sementes de E. velutina foi purificada, caracterizada e
utilizadas em sistema de bioensaio com o intuito de se propor um modelo de

controle biorracional da populagédo da mosca-da-fruta C. capitata.
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Figura 3: Sementes de Mulungu (Erythrina velutina).
Fonte: Moura (2006).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial bioinseticida das vicilinas de sementes das leguminosas
Erythrina veluntina (mulungu), Canavalia ensiformis (feijao de porco) e Phaseolus

vulgaris (feijao comum) sobre fémeas adultas da mosca-das-frutas Ceratitis capitata.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Isolar vicilinas das sementes de leguminosas E. veluntina (mulungu), C.
ensiformis (feijdo de porco) e P. vulgaris (feijjdo comum);

e Avaliar a atividade inseticida de vicilinas de semente de leguminosas sobre
insetos adultos de C. capitata em laboratério;

e Avaliar a atividade inseticida de vicilinas de semente de leguminosas por
bioensaio no sistema semi-campo;

e Analisar a digestibilidade in vivo dessas vicilinas por moscas-das-frutas

adultas.
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3 MATERIAIS

3.1 MOSCA DAS FRUTAS - Ceratitis capitata

Pupas de mosca das frutas foram gentilmente doadas pelo Professor Doutor
Aldo Malavasi e oriundas da biofabrica MOSCAMED, Petrolina, PE. ApGs a ecloséo
das pupas, as moscas foram coletadas e colocadas em camara de criagdo (BOD)
com temperatura controlada de 26 — 28 °C e umidade relativa do ar em 60%. O
esquema abaixo mostra a classificagdo taxon6mica de C. capitata (Figura 2),
segundo Norrbom et al., (1998):

REINO: Animalia
FILO: Artropoda
CLASSE: Insecta
ORDEM: Diptera
SUBORDEM: Brachycera
INFRAORDEM: Cyclorrhapha
SERIE: Schizophora
FAMILIA: Tephritidae
SUBFAMILIA: Trypetinae
TRIBO: Dacini

SUBTRIBO: Ceratitidina

GENERO: Ceratitis

ESPECIE: C. capitata
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3.2 SEMENTES DE LEGUMINOSAS

As sementes secas de mulungu (E. velutina), foram fornecidas pela divisdo
técnica — setor de sementeiras do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade - Nisia
Floresta, RN. As sementes de feijao de porco, C. ensiformis (Figura 4A), e feijao

comum, P. vulgaris (Figura 4B), foram adquiridas no comercio local.

Figura 4: Sementes de leguminosas. (A) C. ensiformis. (B) P. vulgaris.
Fonte; (A) indonetwork.co.id/trade/Agraris/495.html (2010).

(B) commons.wikimedia.org/wiki/File:Bruine _boon N...(2010).

3.3 ERITROCITOS HUMANOS

Bolsas de concentrado de eritrécitos humanos dos diferentes tipos do sistema
ABO foram gentilmente doados pelo HEMONORTE, Natal, RN. As bolsas fornecidas

encontravam-se fora do prazo de validade para transfusdes.


http://indonetwork.co.id/trade/Agraris/495.html
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Bruine_boon_Noordhollandse_Bruine_(Phaseolus_vulgaris).jpg
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3.4 REAGENTES

Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA).
Comassie Blue G250 e R250 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);
Acrilamida (Reidel — germany Co.);

N,N-metileno-bis-acrilamida (Reidel — germany Co.);

Temed (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA);

Comassie Blue G250 e R250 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA);
Quitina de carapaca de lagosta, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA.

Os outros materiais de grau analitico utilizados foram adquiridos no comércio local.

3.5 EQUIPAMENTOS

Agitador magnético Tecnal TE-081;

Banho Maria (Tecnal - Te 056)

Balanca analitica eletrdnica — BEL Engineering.

Balanca eletronica —Tecnal (mod. B-tec 2200)

Centrifuga HITACHI CR G (HITACHI, Tokio)
Espectrofotdmetro Phamacia Biotec (mod, ultrospec 2100 - pro)
Gaiolas de aluminio e telas de nylon (1 m x 0,50 m x 0,50 m)
Microcentrifuga para Eppendorf 5410

Fonte de eletroforese Biorad (mod. Power pac 300)

Sistema de eletroforese vertical Amersham Biosciences;
Moinho Tecnal (TE 631/2)

Microscopio optico Olympus BX60

V V V V V VYV V V V V V V VY

pHmetro Analyser (pH 300)
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4 METODOS

4.1 ISOLAMENTO DE VICILINAS DAS SEMENTES DE LEGUMINOSAS

4.1.1 Preparo de Farinha de Sementes de leguminosas

Sementes secas de E. velutina (mulungu), C. ensiformis (feijdo de porco) e P.
vulgaris (feijdo comum) foram descascadas e depois trituradas em moinho elétrico e

peneiradas para a obtencédo de uma farinha de granulacao fina.

4.1.2 Preparo do Extrato Bruto das Sementes

As farinhas de granulacdo fina das sementes foram homogeneizadas com
tampéao tetraborato de sédio (Bérax) 50 mM, pH 7,5, na propor¢ao de 1:10 (m/v), sob
agitacao constante durante um periodo de duas horas, a temperatura ambiente. A
suspensao foi centrifugada a 12.000 x g por 30 minutos a 4°C. O precipitado foi
descartado e o sobrenadante, filtrado em |4 de vidro, foi entdo denominado de
extrato bruto (EB).

4.1.3 Fracionamento com Sulfato de Amodnio

O extrato bruto foi fracionado com duas faixas de concentragcédo de sulfato de
amonio: 0-70% e 70-90% de saturacdo. ApOs cada etapa de fracionamento, a
amostra foi mantida a uma temperatura de 4°C, por aproximadamente 16 horas e
posteriormente centrifugada a 12000 x g durante 30 minutos, a 4°C. As fracdes O-

70% foram ressuspendidas com tampéao Bérax 50 mM, pH 7,5, sendo denominadas
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de FO-70% (fracdo albuminica) e entdo guardadas a 4°C. As fracdes 70-90% foram
ressuspendidas com tampdo Borax 50 mM, pH 7,5 e denominadas de F70-90%

(fracéo globulinica, que € rica em vicilinas).

4.1.4 Obtencao da frag&o rica em vicilinas

As fragbes F70-90% das sementes de leguminosas foram dialisadas contra
dgua destilada até a formacdo de um precipitado. Essas fragcbes foram entdo
centrifugadas a 12.000 x g a 4°C e os precipitados foram ressuspensos no menor

volume de agua destilada e liofilizado.

4.1.5 Cromatografias de Afinidade em coluna de quitina das Vicilinas de

Sementes

A quitina comercial foi tratada fervendo-a em HCI 0,1 M por 15 minutos, para
expor um maior numero de residuos de N-acetil-glicosamina, em seguida, foi
acomodada em uma coluna (4 x 1,5 cm) e equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5. Nesta coluna foram aplicados 15 mg de Fragcdo 70-90%, fracdo globulinica
rica em vicilinas, os quais foram dissolvidos em tampéao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. O
pico néo retido foi eluido com tampao de equilibrio. Na eluicdo das proteinas retidas
(vicilinas) foi utilizado como eluente uma solucédo de tampéao Glicina 0,1 M, pH 2,0
para liberar o material retido. A eluicdo foi acompanhada por leitura das
fragOes/tubos a 280 nm. A lectina de gérmen de trigo (WGA) foi aplicada na coluna
para um controle positivo da matriz de quitina. Proteinas ndo ligantes a quitina
(inibidor de tripsina de soja, albumina sérica bovina) foram passadas como controle

negativo da afinidade da matriz de quitina (dados ndo mostrados).
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4.1.6 Dosagens de proteinas

As concentragfes de proteinas foram determinadas pelo método colorimétrico de
Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina para a curva padrao.

4.1.7 Deteccao de proteinas de defesa de plantas

4.1.7.1 Deteccéo de inibidores de proteinases serinicas do tipo tripsina

e Preparo do substrato Azocaseina 1%

Essa solucao foi preparada pesando-se 1 grama de azocaseina para 100 mL de
tampéo Tris-HCI, 50 mM, pH 7,5. A suspenséao foi fervida por 15 minutos e apos
resfriamento o volume foi completado com agua destilada. A solucdo foi reservada

em congelador até sua utilizacao.

e Ensaio de inibicao de proteinases serinicas do tipo tripsina

Foram realizados ensaios para a detecc¢do inibidores de proteinases serinicas
do tipo tripsina segundo o método de Xavier-Filho e Campos (1989), com
adaptacdes. Aliquota de 10 pl da solucéo de tripsina bovina (0,3 mg/mL tamp&o Tris-
HCI, 50 mM, pH 7,5) foi pré-incubada com 390 ul de tampé&o Tris-HCI 50 mM pH 7,5
e 100 pl das vicilinas (2 mg/ml), por 10 min, a 37 °C. Apos o tempo de pré-incubagéo
foram adicionados 200 pl de solucdo de azocaseina 1%, e a mistura de reacao
permaneceu por mais 20 minutos nas mesmas condi¢des. A reacao foi parada pela
adicao de 300 pl de solugcéo de TCA 20%. O material foi centrifugado por 15 minutos
a 10.000 x g e aliquotas de 500 ul do sobrenadante foram alcalinizadas com o

mesmo volume de NaOH 2 N. O efeito das vicilinas sobre a atividade proteolitica a
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pH 7,5 foi observado pela medida da absorbancia a 440 nm originada dos peptideos
diazotizados. Os ensaios foram realizados em triplicatas e provas em branco foram

feitas.

4.1.7.2 Detecgao de Lectinas

e Lavagem dos Eritrgcitos para Ensaios de Hemaglutinacao

Aliguotas de 2 mL de sangue foram lavadas com 8 mL de solucédo salina
fisiolégica e centrifugadas a 924 x g, até a obtencdo de uma massa de eritrocitos

integros livre de soro e material hemolisado.

e Tratamento de Eritrécitos com Papaina

Uma solucdo estoque de papaina a 1% em solucdo salina foi preparada e
mantida a 4 °C por 24 horas com agitacado ocasional. A solucdo foi estocada em
aliquotas de 3 mL de papaina a -20 °C. Quando necessario, foi diluido na proporcéo
1:10 (v/v) com tampdo SORENGEN (3 partes de NaH,PO, 0,067 M e 1 parte de
KH,POH, 0,067 M).

A solucdo de papaina foi adicionada a massa de eritrécitos, previamente
lavado, na proporgdo de 1:1 (v/v). A mistura foi incubada por 30 minutos a 37 °C,
com agitacao ocasional. Em seguida, foi centrifugada a 924 x g, por 5 minutos e seu
precipitado foi lavado seis vezes com solucdo salina gelada. O hematdcrito foi

realizado e as hemacias foram diluidas a 4% em solucéo salina

e Ensaio de Hemaglutinacao das fragdes ricas em vicilinas

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados em placas de 96
pocos com fundo em “V” por meio de diluicdo seriada das amostras testes (1/2, 1/4,
1/8, 1/16 ...), tanto na presenga quanto na auséncia dos ions metalicos: Ca*?, Mn*e

Mg*? (200 mM). No primeiro poco foram adicionados 25 pL da amostra e 25 pL de
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uma suspensdo de eritrécitos a 4% tratados enzimaticamente enquanto que, a partir
do segundo em diante foram adicionados 25 pL de solucao salina contendo ou nao
ions, 25 pL da amostra diluida seriadamente e 25 pL de uma suspensédo de
eritrocitos a 4%, submetidos a tratamentos enzimaticos. A reacéo foi incubada por 1
hora, & temperatura ambiente. O grau de aglutinacdo foi observado visualmente e o
titulo expresso em unidades de hemaglutinacdo (UH), que foi definido como o
inverso da maior diluicdo da amostra que tenha apresentado nitida aglutinacéo
(MOREIRA; PERRONE, 1977).

4.1.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida descontinuo e desnaturante (SDS-
PAGE) de vicilinas

Com o intuito de avaliar o grau de pureza das amostras protéicas, as mesmas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% e 15% em presenca
de SDS, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de
separacao foi preparado com 1,25 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 1,25 mL de
tampéo Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 4gua destilada 2,425 mL; 50 uL de SDS 10%; 5 uL de
TEMED concentrado e 25 pL de persulfato de aménio 30%. O gel de concentracao
continha 0,33 mL de acrilamida-bisacrilamida 30%; 625 pL de tampéo Tris-HCI 0,5
M, pH 6,8; 1,5 mL de 4gua destilada; 25 uL de SDS 10%; 5 uL de TEMED e 12,5 uL
de persulfato de amonio. O tampé&o de corrida consistia de Tris 25 mM; glicina 192
mM e SDS 10%. Uma vez diluida em tampao de amostra Tris-HCI 0,0625 M, SDS
2%, glicerol 10% v/v, 0,01% de azul de bromofenol, em um volume de 20 pL, a
aliquota foi aplicada no gel (10 x 14 cm, com espacadores de 0,75 mm), o qual foi
submetido a uma corrente constante de 20 mA por, aproximadamente, 2 horas.

Apos a eletroforese o gel foi corado segundo procedimento descrito por
Weber e Osborne (1969). A solucdo corante foi preparada usando-se Coomasie
Blue R 250 a 1%, etanol 40% e acido acético 10 % em agua destilada. As bandas
protéicas foram descoradas apos a imersdo do gel em uma solucdo descorante
(etanol 30% e acido acético 10%). Para determinar a massa molecular da proteina

isolada, foram utilizados marcadores padréo de proteinas.
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4.2 BIOENSAIOS - ATIVIDADE INSETICIDA DE VICILINAS

4.2.1 Bioensaios com insetos adultos de C. capitata em condi¢cbes de

laboratério

Para avaliar o efeito das fracdes protéicas sobre a sobrevivéncia de insetos
adultos de C. capitata as vicilinas foram adicionadas a dieta dos insetos adultos nas
concentracOes finais de 0; 5, 10 e 15% (p/v). A dieta padrdo adaptada de Macedo
(2007) foi composta por uma solucdo aquosa de sacarose 20%, NaCl 0,9%,
benzoato de sdodio 0,03% e sulfato de amdnio 0,1% como fonte extra de nitrogénio.
Neste bioensaio 20 fémeas adultas de C. capitata foram colocadas em gaiolas feitas
com garrafas PET nas quais as dietas foram oferecidas (Figura 5). Controles com
agua e dieta padrdao com BSA nas concentracfes finais de 0; 5, 10 e 15% (p/v)
foram realizados. Também foi usada, como controle positivo, a lectina de gérmen de
trigo (WGA), uma proteina ligante a quitina. O tempo do bioensaio foi de 6 dias e a
cada 24 h as dietas foram trocadas e contabilizado o nimero de insetos mortos. Os
experimentos foram feitos em triplicatas e as gaiolas ordenadas de forma aleat6ria.

Figura 5: Gaiola (PET) de bioensaio laboratorial para insetos adultos.
Fonte: Macedo (2007).
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4.2.2 Bioensaio em semi-campo para insetos adultos de C. capitata

Para avaliar o potencial inseticida dessas vicilinas foi realizado um teste em
semi-campo com as fracdes protéicas utilizando gaiolas de aluminio, medindo 1 m x
0,5 m x 0,5 m, com faces de tela plastica branca. Nessas gaiolas foi colocada uma
goiabeira de aproximadamente 0,7 m de altura, que foi assentada sobre uma mesa
plastica (Figura 6A). Dentro de cada gaiola foram colocadas armadilhas Jacksons,
especificas para o controle de C. capitata, sem adesivos na base, presas ao caule
da planta. Dentro das armadilhas foram disponibilizadas as dietas. A dieta padréo foi
composta por uma solucdo aquosa de sacarose 20%, NaCl 0,9%, benzoato de sédio
0,03% e sulfato de aménio 0,1%. A vicilina E. velutina foram adicionadas a dieta dos
insetos adultos nas concentracgdes finais de 0; 5, 10 e 15% (p/v). Neste bioensaio 20
fémeas adultas de C. capitata foram colocadas nas gaiolas nas quais as dietas
foram oferecidas (Figura 6B e 6C). O tempo do bioensaio foi de seis dias sendo as
dietas trocadas a cada 12 h e contabilizado o nimero de insetos mortos a cada 24 h.
Os experimentos foram feitos em triplicatas e as gaiolas ordenadas de forma

aleatodria.
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Figura 6: Gaiola de bioensaio semi-campo. (A) Gaiola com uma muda de goiabeira dentro. (B)
Gaiola com armadilha Jacksons presa a goiabeira. (C) Detalhe da armadilha Jacksons com os
comedouros e dois insetos proximos a eles.
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4.3 DIGESTIBILIDADE IN VIVO DAS VICILINAS POR C. CAPITATA

O ensaio de digestibilidade in vivo com insetos adultos de C. capitata foi
realizados com 30 fémeas, separadas em gaiolas e submetidas a uma dieta
contento 20% de sacarose, NaCl 0,9%, benzoato de so6dio 0,03% e sulfato de
amonio 0,1% por um periodo de 24 horas. Apds esse periodo os insetos foram
transferidos para gaiolas limpas e submetidos a dieta contendo 10% de vicilinas e
mantidas por periodos de 3 horas. As fezes que ficaram aderidas nas paredes das
gaiolas foram coletadas e dissolvidas em tampdo Tris-HClI 50 mM pH 7,5 e
centrifugadas. O precipitado foi descartado e as proteinas presentes no
sobrenadante foram visualizadas em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) na

concentracéo de 15%.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar os dados obtidos nos bioensaios foi realizada uma anélise de
variancia, seguida do teste de comparacdes multiplas de Turkey, ao nivel de 5% de
significAncia. Todos os célculos foram feitos no sistema Statistica '99 versao 6.0. O
LTso (tempo letal exigido para matar 50% dos insetos) foi calculado pela Probit
Analysis (Finney, 1971) usando o Polo-PC (software LeOra, 1987).
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5 RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO DE VICILINAS DAS SEMENTES DE LEGUMINOSAS

5.1.1 Cromatografia de Afinidade em Matriz de Quitina.

As fragBes protéicas F70-90%, fracBes globulinicas ricas em vicilinas,
provenientes da precipitacdo com sulfato de amoénio foram submetidas a
cromatografia em matriz de quitina com a finalidade de isolar as vicilinas de E.
velutina, C. ensiformis e P. vulgaris (Figuras 7 a 9). Lectina de gérmen de trigo
(WGA) foi usada para testar a afinidade da matriz de quitina (Figura 10). Os perfis
cromatograficos dessas fracdes apresentaram picos protéicos definidos apds a
eluicdo com tampao glicina 0,1 M, pH 2,0 revelando componentes com afinidade
pela matriz de quitina (Figuras 8 a 10). As proteinas eluidas foram dialisadas contra

agua destilada e liofilizadas. Os liofilizados foram submetidos a outras analises.
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Figura 7: Perfil de eluicdo de EvV em cromatografia de afinidade em quitina. A coluna foi
previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As proteinas absorvidas foram
eluidas com glicina 0,1 M, pH 2,0 em fluxo constante de 2 mL/min, a absorbancia medida a 280
nm.
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Figura 8: Perfil de eluicdo de CeV em cromatografia de afinidade em quitina. A coluna foi
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As proteinas absorvidas foram
eluidas com glicina 0,1 M, pH 2,0 em fluxo constante de 2 mL/min, a absorbancia medida a 280
nm.
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Figura 9: Perfil de eluicdo de PvV em cromatografia de afinidade em quitina. A coluna foi
previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As proteinas absorvidas foram
eluidas com glicina 0,1 M, pH 2,0 em fluxo constante de 2 mL/min, a absorbancia medida a 280
nm.
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Figura 10: Perfil de eluicdo de WGA em cromatografia de afinidade em quitina. A coluna foi
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,5. As proteinas absorvidas foram
eluidas com glicina 0,1 M, pH 2,0 em fluxo constante de 2 mL/min, a absorbancia medida a 280
nm.

5.1.2 Deteccao de outras proteinas de defesa de plantas

Durante a etapa de isolamento das vicilinas de E. velutina, C. ensiformis e P.
vulgaris por afinidade a quitina, ensaios para a deteccdo de outras proteinas de
defesa ligantes, como inibidores de proteinases serinicas e lectinas, a quitina foram
realizados. No entanto, ndo foram detectados, no material eluido da matriz de
quitina. WGA apresentou titulo de hemaglutinacdo de 16 UH (unidade de

hemaglutinagéo).

Tabela 1: Ensaios para deteccao de proteinas de defesa contaminantes em preparacgdes de vicilinas.

Vicilinas Inibidores de tripsina Lectinas
C. ensiformes ND ND
E. velutina ND ND
P. vulgaris ND ND

ND: ndo detectavel
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5.2 BIOENSAIOS

5.2.1 Teste de atividade inseticida por bioensaios para adultos de C. capitata
em condi¢cdes de laboratério

Os efeitos das vicilinas de E. velutina, C. ensiformis, P. vulgaris e de WGA
sobre a mortalidade dos insetos adultos foram avaliados em um sistema de
bioensaio, onde concentracfes crescentes de vicilinas foram adicionadas a dieta. O
periodo experimental estabelecido no bioensaio foi de seis dias, durante os quais a
mortalidade foi monitorada nos diversos tratamentos. Durante o bioensaio todas as
moscas submetidas ao tratamento com &gua, ou seja, sem alimento algum,
morreram nas primeiras 24 horas de experimento.

Nos tratamentos em que as vicilinas de E. velutina foram adicionadas a dieta
nas concentracoes de 5, 10 e 15% observou-se grande mortalidade, principalmente
na maior concentragao, atingindo uma mortalidade de 100% ao final do experimento
(Figura 11) .

Nos tratamentos com as vicilinas de C. ensiformis (Figura 12), P. vulgaris
(Figura 13) e WGA (Figura 14), a mortalidade observada né&o diferenciou
estatisticamente do controle da dieta sem proteina.

O controle com BSA adicionado a dieta dos insetos, nas mesmas
concentracfes de 5, 10 e 15%, também apresentou taxa de mortalidade semelhante

ao da dieta sem proteina (Figura 15).
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Figura 11: Efeito de EvV sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata em laboratério.
Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. ( ) Agua,( — — =) Dieta sem proteina,(— * =)EwW
5%, (= = =)Ew 10%, (***********) EvV 15%.
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Figura 12: Efeito de CeV sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata em laboratdrio.
Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. ( )Agua, (= = =) Dieta sem proteina, (=" =)cev
5%, (= * =) CeV 10%, (**+********) CeV 15%.
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Figura 13: Efeito de PvV sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata em laboratério.
Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. (

5%, (= -

—) Pw 10%, (

)Agua,( — = =) Dieta sem proteina,(=— *

) PV 15%.

=) PW

Mortalidade (%)

100 -+
90 +
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Dias

Figura 14: Efeito de WGA sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata em laboratério.
Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%. (

5%, (— -

—) WGA 10%, (

) Agua,( = = = )Dieta sem proteina, (= - -

) WGA 15%.
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Figura 15: Efeito de BSA (controle) sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata em
laboratério. Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%. )Agua, (= = = )Dieta sem proteina,

(= - - =)BSA5%, (= * =) BSA 10%,(-**********) BSA 15%.

5.2.2 Teste de atividade inseticida por bioensaios em sistema semi-campo para
insetos adultos de C. capitata

Por apresentar grande atividade inseticida no bioensaio em condi¢cdes de
laboratorio, a vicilina de E. velutina foi testada no sistema semi-campo. O efeito
sobre os insetos adultos foi avaliado nas doses de 5, 10 e 15% (p/v) adicionadas a
dieta dos insetos (Figura 16 a 18). O periodo experimental estabelecido no bioensaio
também foi de seis dias, durante os quais a mortalidade foi monitorada nos diversos
tratamentos. Semelhante ao resultado do bioensaio em laboratorio, essa vicilina,
causou mortalidade nas trés concentragfes testadas, apresentando um melhor
efeito bioinseticida nas concentracées de 10% (Figura 17) e 15% (Figura 18) de
vicilina (p/v). Durante o bioensaio as moscas submetidas ao tratamento com agua,

morreram nos primeiros dias de experimento.
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Figura 16: Efeito de EvV a 5% sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata no sistema
semi-campo. Para o mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey ao nivel de significancia de 5%. ( )Agua, (= = = )Dieta sem proteina,

() EVV 5%.
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Figura 17: Efeito de EvV a 10% sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata no
sistema semi-campo. Para 0 mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. ( )Agua, (= = =) Dieta sem
proteina, (+s22222*=*) EVV 10%.
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Figura 18: Efeito de EvV a 15% sobre a mortalidade de insetos adultos de C. capitata no
sistema semi-campo. Para 0 mesmo dia, médias com simbolos iguais ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%. (_)Agua, (= = =) Dieta sem
proteina, (seremmerees )EWV 15%.

Para avaliar qual concentracéo teria uma letalidade maior, ou mais rapida, foi
calculado o LTso, que € o tempo necessario para matar 50% da populacao testada.
As LTso encontradas foram de 56,7 horas para a concentracdo de 5% de EvV, 47,6
horas para 10% e de 36,8 horas para a concentracdo de 15% de EvV. As moscas
alimentadas com agua obtiveram LTso de 21,7 horas e as alimentadas apenas com a
dieta sem proteina foi de 143,4 horas.
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5.3 DIGESTIBILIDADE IN VIVO DAS VICILINAS POR C. CAPITATA

A digestibilidade das vicilinas de E. velutina, C. ensiformis e P. vulgaris foi
avaliada in vivo quando insetos adultos foram alimentados com dietas contendo
vicilinas a 10% (p/v). Dietas contendo 10% de WGA foram utilizadas como controle.
Os insetos tiveram suas fezes colhidas 3 horas apés a adicao da dieta. As proteinas
extraidas das fezes foram submetidas a uma SDS-PAGE. Os resultados mostraram
que as vicilinas de diferentes origens apresentam padrfes diversos de digestéao
pelos insetos. A vicilina de E. velutina foi a mais refrataria a digestao pelos insetos.
Para as outras vicilinas apds 3 horas de hidrélise foi observado digestdo da banda
caracteristica de vicilinas. WGA foi a mais susceptivel a digestdo pelas enzimas do

inseto.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 19: Eletroforese de poliacrilamida (SDS-PAGE) da digestibilidade in vivo das vicilinas de CeV,
Pw, EvW e WGA. M — marcador de peso molecular (B-galactosidase 116.0 kDa; albumina sérica
bovina 66.2 kDa; ovoalbumina 45.0 kDa; lactato desidrogenase 35.0 kDa; enzima de restricdo Bsp98
25.0 kDa; B-lactoalbumina 18.4 kDa, lisozime 14.4kDa); 1 — CeV nao digerida; 2 — CeV apés 3h de
digestdo. 3 — PvV ndo digerida, 4 — PvV ap6s 3h de digestdo, 5 — EvV nao digerida 6 — EvV ap6s 3h
de digestdo, 7 — WGA nao digerida 8 — WGA ap06s 3h de digestao.
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6 DISCUSSAO

Devido a grandes perdas nas lavouras, a busca por produtos que possam
combater ou controlar as pragas e patdégenos na agricultura tem motivado a criagdo
e desenvolvimento de uma variedade de pesticidas que reduzam as perdas para o
produtor. Porém, estudos toxicologicos sobre os efeitos agudos e crbénicos da
exposicao a estas substancias mostraram que muitos desses pesticidas sintéticos
sdo altamente toxicos, ndo somente para o organismo alvo, mas também aos outros
animais, inclusive o homem. Devido a isso, € preciso buscar novas alternativas mais
prudentes, com diferentes mecanismos de acdo e que sejam ambientalmente
sustentaveis para o controle de pragas (LOPEZ;, FERNANDEZ-BOLANOS; GIL et
al., 2005).

Por milhares de anos, plantas e herbivoros tém co-evoluido e, como
resultado, as plantas desenvolveram diversos mecanismos que conferiram protecao
contra a herbivoria de patdgenos, insetos, passaros e mamiferos. Varios tipos de
compostos toxicos sao naturalmente sintetizados e depositados nos diversos 6rgaos
das plantas como uma forma de garantir a integridade do genoma contra essa
herbivoria (KOGAN, 1986). Os tecidos das plantas podem acumular
constitutivamente, ou depois de induzidos, uma grande quantidade de compostos
gue promovem resisténcia contra patdgenos e fitofagos. Dentre estes compostos
estdo as lectinas, inibidores de proteinases, inibidores de a-amilases, quitinases e
vicilinas, que recentemente foram incluidas dentro do grupo de proteinas de defesa
das plantas (SALES; MACEDO; XAVIER-FILHO, 1992; MACEDO et al.,, 1993;
SALES et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2002; ARAUJO et al., 2005).

Para as sementes de leguminosas, as vicilinas possuem dupla funcéo,
fornecendo aminoacidos para a germinacéo e crescimento da plantula e agindo na
defesa durante o periodo de quiescéncia (MACEDO et al, 1993; SHUTOV et al.,
1995; SALES et al., 2001). Vérios estudos mostraram as propriedades de defesa
das vicilinas de leguminosas contra insetos, como a vicilina de V. unguiculata contra
os bruquideos C. maculatus e Z. subfasciatus (SALES et al., 2005), contra as larvas
de lepidoptera Diatraea saccharalis (MOTA et al., 2003). Essa mesma vicilina

também foi testada contra as leveduras Saccharomyces cerevisae e Candida
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albicans, demonstrando serem eficazes na inibicdo do crescimento desses
organismos (GOMES et al., 1998). A vicilina de Enterolobium contortisiliquum foi
testada contra as larvas dos insetos C. maculatus e Z. subfasciatus, com LDsg de
1,11% e LDsy de 0,43%, respectivamente, para o fungo fitopatogénico Fusarium
solani, esta vicilina inibiu o crescimento a concentracdes de 10 e 20 ug/mL (MOURA
et al., 2007).

Vicilinas de leguminosas apresentam a capacidade de ligarem-se a matrizes
quitinosas como a vicilina de V. unguiculata, como observado por Sales et al. (1996).
Yunes et al. (1998) relataram que vicilinas de feijao azuki (V. angularis), soja
(Glycine max) e fava (V. lunatus) também se ligavam a quitina. Neste estudo foi
demonstrado que essa propriedade das vicilinas de se ligarem a matrizes quitinosas
parece ser uma propriedade geral, pois também foi demonstrado nesse trabalho que
as vicilinas de mulungu (E. velutina), assim como foram repetidos os resiJultados
obtidos por Yunes et al. (1998)feijdo de porco (C. ensiformis) e feijado comum (P.
vulgaris), tém afinidade pela matriz de quitina. Outros tipos de proteinas de defesa
de plantas também possuem capacidade de se ligar a matrizes quitinosas, como as
lectinas (SANTI-GADELHA et al., 2006) e quitinases (KRISHNAVENI et al., 1999;
TAIRA et al.,, 2001; SANTOS et al.,, 2004). J& foi demonstrado que as proteinas
ligantes a quitina apresentam atividades entomotodxicas e anti-fungicas.

As propriedades bioinseticidas de vicilinas ja foram testadas e ha relatos
mostrando que estas proteinas sao inseticidas a baixas concentracfes, como
demonstrado por Macedo et al. (1993) que observaram que vicilinas de V.
unguiculata resistente apresentaram um LDsy de 2%. Posteriormente, Yunes et al.
(1998) relataram que as vicilinas de C. ensiformis e P. vulgaris apresentaram
atividade entomotdxica contra C. maculatus. Em 2008, Macedo et al. mostraram que
EvV apresentou toxicidade para as larvas de C. capitata, com um LDsy de 0,14% e
um EDsy de 0,12%. Amorim et al. (2008) observaram que 0,23% de EvV foi
suficiente para causar a mortalidade de 50% da populacdo (LDsp) e que 0,27%
dessa vicilina afetou o desenvolvimento e reduziu em 50% a massa das larvas
(EDso) de Plodia interpunctella.

Para a mosca-das-frutas (C. capitata) o principal método de controle é o uso
de pesticidas sintéticos que agridem o meio ambiente e sdo tOxicos para varias

outras espeécies. Com isso, a obtencdo de novos biocompostos que possam ser
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utilizados no controle dessa praga tem sido prospectados por varios grupos de
pesquisa. Proteinas antimetabdlicas, como o inibidor de tripsina de Crotalaria pallida
testado contra as enzimas digestivas de larvas de moscas-das-frutas, apresentou
uma inibicdo de 100% em testes in vitro. Entretanto, testes in vivo mostraram que
estes inibidores apresentaram baixo poder inseticida com mortalidade de 27% e
reducdo da massa das larvas de 44,4% (GOMES, C. et al., 2005b). Outro inibidor
que apresentou efeito deletério sobre as enzimas digestivas de C. capitata foi o
extraido das sementes de Pithecelobium dumosum (PdKI-2) descrito por Oliveira et
al., (2007), que reduziu 70,3% da atividade triptica in vitro. As proteinas do latex de
Calotropis procera, quando testadas contra larvas de terceiro instar, obtiveram um
LDso de 4,61% e também causaram reducdo no peso das larvas, com EDso de
3,07% (RAMOS et al., 2007). Estes resultados demonstraram que os inibidores de
enzimas proteoliticas apresentam alta atividade in vitro, mas que estas atividades
foram superadas pelo inseto quando os inibidores foram fornecidos na dieta das
larvas e dos insetos adultos. Portanto uma nova classe de proteinas que atingisse
outro alvo nos insetos pragas deveria ser testada. As proteinas ligantes a quitina
mostraram ser um excelente candidato, pois o0 alvo no intestino dos insetos seria a
quitina presente na matriz peritrofica. A matriz peritréfica € uma matriz que protege o
inseto da abrasdo de particulas presentes no alimento e qualquer rompimento desta
matriz causa a morte do inseto. Neste estudo foi mostrado que algumas proteinas
ligantes a quitina, do tipo vicilinas, sdo deletérias a determinados insetos pragas.
Para as moscas-das-frutas nem toda vicilina causa efeito inseticida, como visto por
Macedo et al. (1993), Yunes et al. (1998), Moura et al. (2007) para os bruquideos
dos feijoes, C. maculatus e Z. subfasciatus. Essa propriedade inseticida parece estar
associada a determinadas familias de insetos pragas.

Neste trabalho foi demonstrado que as vicilinas de E. velutina, isoladas
afetam diferentemente as fémeas adultas de C. capitata. Apesar da afinidade
dessas vicilinas por quitina, apenas a de E. velutina apresentou propriedades
inseticidas para os insetos a doses de 10 e 15% (p/v) quando adicionada na dieta.
Esta vicilina foi também letal para as larvas de C. capitata, apresentando um LDsg de
0,14% (MACEDO et al., 2008). Diferentemente dos bruquideos (MACEDO et al.,
1993; MOURA et al., 2007; YUNES et al., 1998) que séo afetados por vicilinas de

varias origens, as fémeas adultas de C. capitata parecem ser apenas afetadas por
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aquelas vicilinas ligantes a quitina que sédo refratarias a digestdo pelas enzimas do
inseto adulto. As vicilinas de C. ensiformis e P. vulgaris tiveram seus processos de
digestao iniciados nas primeiras 3 horas de sua ingestdo pelos insetos, mostrando
serem mais susceptiveis ao ataque pelas enzimas digestivas das fémeas adultas de
C. capitata. A vicilina de E. velutina comecou a ser digerida apenas 3 horas apos
serem ingeridas pelo inseto, indicando que estas sdo mais refratarias ao ataque
pelas enzimas digestivas dos insetos adultos. Esta propriedade parecer ser geral
para os insetos adultos desta espécie de praga, indicando que o mecanismo de
acao das proteinas deletérias ndo foi somente baseado na associa¢gdo com a quitina
alvo presente na membrana peritréfica dos insetos. Proteinas ligantes a quitina sao
bastante toxicas para varias ordens de insetos (SALES et al., 1996) e também para
fungos (GOMES et al., 1997). Por exemplo, WGA, a lectina de gérmen de trigo,
mostrou ser bastante téxica quando adicionada a dieta de insetos produzindo 50%
de mortalidade a doses de 0,01 a 0,59% da lectina, para diferentes espécies de
insetos pragas (CHRISPEELS; RAIKHEL., 1991), tais como: C. maculatus
(Coleoptera), Diabrotica undecimpuctata (Lepidoptera), Ostrinia  nubilalis
(Homoptera) e Lucina cuprina (Diptera). Entretanto, quando WGA foi adicionada a
5% (p/v) na dieta de fémeas adultas de C. capitata, esta proteina ndo apresentou
nenhum efeito toxico para estes insetos. Possivelmente a grande susceptibilidade da
lectina para as enzimas digestivas de C. capitata poderia explicar a anulacdo do
efeito toxico, o qual foi observado para outros insetos pragas de diversas ordens.
WGA foi completamente digerida nas primeiras 3 horas apoOs ingestdo dessa
proteina, mostrando que ndo somente a propriedade de ligacdo a quitina responde
pelo efeito téxico desta molécula e das outras vicilinas testadas. Para alguns insetos
0 seu aparato digestorio pode protegé-lo dos efeitos deletérios de algumas proteinas
toxicas. No caso da vicilina de E. velutina, além da propriedade de ligacdo a quitina
presente na membrana peritréfica, a sua resisténcia a digestdo pelas enzimas
digestivas do inseto nas primeira horas apds ingestdo poderiam explicar a toxicidade
desta vicilina. Com isso, a vicilina de E. velutina foi escolhida como candidata para
0os testes em semi-campo 0 qual comprovou que mantém seu efeito toxico a
concentracdes de 10% e 15% (p/v) quando adicionada a dieta de fémeas adultas de
C. capitata, com LTso de 56,7 horas para a concentracdo de 5% de EvV, 47,6 horas

para 10% e de 36,8 horas para a concentracéo de 15% de EvV.
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s

A vicilina de E. velutina é, portanto, um excelente candidato para ser
empregado como um bioinseticida biodegradavel, atéxico para humanos e animais,
de facil isolamento e de grande atividade toxica no controle da populacéo de insetos

adultos de C. capitata.
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7 CONCLUSOES

. Vicilina de E. velutina foi deletéria nas concentracdes de 10 e 15% (p/v)
guando adicionada a dieta de fémeas adultas de C. capitata em condicdes
de laboratério.

. Vicilina de E. velutina foi deletéria nas concentracdes de 10 e 15% (p/v)
guando adicionada a dieta de fémeas adultas de C. capitata em condicdes
semi-campo.

. Vicilina de E. velutina foi toxica para fémeas adultas de C. capitata, devido
a suas propriedades de ligacdo a quitina associada a resisténcia a
digestéo pela enzimas dos insetos.

Vicilina de E. velutina poderia ser indicada como um bioinseticida para ser
utilizado nos sistemas integrados de combate a insetos adultos de
moscas-das-frutas, com a vantagem de ser biodegradavel e atoxico para

humanos e animais.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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