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“O que mais me surpreende na humanidade, sdo
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dinheiro. Depois perdem dinheiro para recuperar
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por ndo viver nem o presente nem o futuro. E
vivem como se nunca fossem morrer... ... E
morrem como se nunca tivessem vivido.”

(Dalai Lama)



RESUMO

Lectinas sdo proteinas que apresentam atividade inseticida, sendo capazes de interferir na
alimentacdo, desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia de insetos. Sitophilus zeamais,
conhecido como gorgulho-do-milho, destaca-se como uma das principais pragas de graos
armazenados no Brasil e causa danos aos grdos de milho, trigo, sorgo e arroz. Myracrodruon
urundeuva (aroeira-do-sertdo) é uma arvore, madeira de lei, amplamente distribuida no Brasil.
O presente trabalho avaliou os efeitos deletérios de extratos e lectinas isoladas da entrecasca
(MuBL) e do cerne (MuHL) de M. urundeuva sobre o gorgulho-do-milho. Para determinacéo
da atividade inseticida, a amostra foi incorporada a discos de farinha de trigo que serviram
como dieta para os insetos durante 7 dias. As faixas de concentracdo testadas foram: 4 a 20
mg do extrato da entrecasca por g de farinha de trigo, 14 a 70 mg/g (extrato do cerne), 0,6 a
3,0 mg/g (MuBL) e 1,4 a 7,0 mg/g (MuHL). Apo6s o término do bioensaio, foi avaliada a taxa
de mortalidade e os seguintes parametros nutricionais: indice de deterréncia alimentar (IDA),
taxa de consumo relativo (TCR), taxa de ganho relativo de biomassa (TGB) e eficiéncia na
converséo do alimento ingerido (ECAI). Em seguida, foram realizados ensaios com o extrato
da entrecasca, extrato do cerne, MuBL e MuHL em concentracdes de 20 mg/g, 70 mg/g, 3
mg/g e 7 mg/g, respectivamente, e apos 7 dias, extratos de intestino dos insetos foram obtidos
e avaliados quanto as atividades de protease, celulases (endoglucanase, exoglucanase, [-
glicosidase), fosfatases (acida e alcalina) e a-amilase. As dietas contendo os extratos de
entrecasca e do cerne nao induziram mortalidade dos insetos em um periodo de 7 dias de
experimento, bem como ndo exerceram efeito deterrente sobre os insetos. Contudo, ambos os
extratos interferiram nos parametros nutricionais dos insetos. Em todos os tratamentos com 0s
extratos houve reducdo da biomassa corporal, uma vez que os valores de TGB foram
negativos. Os valores de ECAI também foram negativos, variando de -3% a -70%. Com
relagdo a TCR, os valores ndo foram significativamente diferentes (p > 0,05) que no controle,
corroborando com a auséncia de efeito deterrente. A comparacdo entre as concentragoes
testadas e os valores obtidos para os parametros nutricionais revela que o extrato da casca foi
mais efetivo que o extrato do cerne. MuBL n&o induziu mortalidade em 7 dias, mas afetou a
incorporacdo da dieta pelos insetos, como evidenciado pelos valores negativos de TGB e
ECAI. Os valores de TCR foram maiores que no grupo controle, indicando a auséncia de
efeito deterrente. MuHL apresentou efeito deterrente variando de 44,82% (fraca) a 89,65%
(forte) de acordo com a concentracéo e afetou fortemente a nutrigdo dos insetos, com valores
de ECAI chegando a -360%. Uma vez que todas as amostras testadas apresentaram efeitos
antinutricionais, as atividades de enzimas digestivas em insetos do grupo controle e que
ingeriram 0s extratos e as lectinas foram avaliadas. A ingestdo do extrato da entrecasca nao
resultou em alteracdo significativa (p > 0,05) das atividades de protease, fosfatase acida,
fosfatase alcalina e B-glicosidase. Ja as atividades de endoglucanase, exoglucanase e a-
amilase foram maiores em relagdo ao controle. Os insetos que ingeriram o extrato do cerne
apresentaram atividades de protease, endoglucanase, exoglucanase e a-amilase menores em
comparacdo ao controle enquanto a atividade de fosfatase acida foi maior. No tratamento com
MuBL, as atividades de fosfatase acida e a-amilase foram menores em relagdo ao controle.
Por outro lado, as atividades de protease, endoglucanase e exoglucanase foram maiores. No
tratamento com MuHL, as atividades de fosfatase alcalina, fosfatase acida e exoglucanase
foram menores em relacdo ao controle. Em conclusdo, extratos e lectinas de entrecasca e
cerne de M. urundeuva exerceram efeitos antinutricionais sobre adultos de S. zeamais,
apresentando potencial para uso no controle dos danos causados por esse inseto-praga.

Palavras—chave: Sitophilus zeamais. Aroeira-do-sertdo. Lectina. Efeito antinutricional.
Enzimas digestivas.



ABSTRACT

Lectins are proteins with insecticidal activity able to interfere with the feeding, development,
reproduction and survival of insects. Sitophilus zeamais, known as maize weevil, stands out as
one of the main stored grain pests in Brazil and causes damage to maize, wheat, sorghum and
rice. Myracrodruon urundeuva (aroeira-do-sertdo) is a hardwood tree broadly distributed in
Brazil. The present work evaluated the deleterious effects of extracts and lectins isolated from
the bark (MuBL) and heartwood (MuHL) of M. urundeuva against the maize weevil. For
determination of insecticidal activity, the sample was incorporated into wheat flour disks that
served as diet for the insects during 7 days. The concentration ranges tested were: 4-20 mg of
bark extract per gram of wheat flour, 14-70 mg/g (heartwood extract), 0.6-3.0 mg/g (MuBL)
and 1.4-7.0 mg/g (MuHL). After the end of bioassay, it was evaluated the mortality rate and
the following nutritional parameters: feeding deterrence index (FDI), relative consumption
rate (RCR), relative biomass gain rate (BGR) and efficiency in conversion of ingested food
(ECIF). Next, it was performed assays with the bark extract, heartwood extract, MuBL and
MuHL at concentrations of 20 mg/g, 70 mg/g, 3 mg/g and 7 mg/g, respectively, and after 7
days, extracts from insects gut were obtained and evaluated for the activities of protease,
cellulases (endoglucanase, exoglucanase, 3-glucosidase), phosphatases (acid and alkaline) and
a-amylase. The diets containing the bark and heartwood extracts did not induce mortality of
the insects in a period of 7 days of assay as well as did not exert deterrent effect on the
insects. However, both extracts interfered with the nutritional parameters of the insects. In all
treatments with the extracts, there was a reduction of body biomass since the values of BGR
were negative. The values of ECIF were also negative, ranging from -3% to -70%.
Concerning RCR, the values were not significantly (p > 0.05) from control, corroborating the
absence of deterrent effect. The comparison between the tested concentrations and the values
obtained for the nutritional parameters reveal that the bark extract was more effective than the
heartwood extract. MuBL did not induce mortality in 7 days but affected the incorporation of
the diet by the insects, as evidenced by the negative values of BGR and ECIF. The RCR
values were higher than in control group indicating the absence of deterrent effect. MuHL
showed deterrent effect ranging from 44.82% (weak) to 89.65% (strong) according to the
concentration and affected strongly the insect nutrition, with ECIF values reaching -360%.
Since all the tested samples showed antinutritional effects, the activities of digestive enzymes
from insects of control group and that ingested the extracts and lectins were evaluated. The
ingestion of bark extract did not result in significant alteration (p > 0.05) of the activities of
protease, acid and alkaline phosphatases and pB-glucosidase. However, the activities of
endoglucanase, exoglucanase and a-amylase were higher concerning control. The insects that
ingested the heartwood extract showed protease, endoglucanase, exoglucanase and a-amylase
activities lower than in control while the activity of acid phosphatase was higher. In treatment
with MuBL, the acid phosphatase and a-amylase activities were lower than in control. On the
other hand, the activities of protease, endoglucanase and exoglucanase were higher. In the
treatment with MuHL, the activities of alkaline and acid phosphatases and of exoglucanase
were lower than in control. In conclusion, the extracts and lectins from bark and heartwood of
M. urundeuva exerted antinutritional effects on S. zeamais adults, showing potential for use in
control of the damages caused by this insect pest.

Keywords: Sitophilus zeamais. Aroeira-do-sertdo. Lectin. Antinutritional effects. Digestive
enzymes.
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1. INTRODUCAO

Na natureza, em todos os seus habitats naturais, as plantas estdo submetidas a variados
inimigos potenciais, como grandes variedades de virus, bactérias, fungos, acaros, insetos,
além de véarios mamiferos. Uma vez que ndo conseguem se deslocar para evitar os herbivoros
e patogenos, as plantas possuem outras estrategias de protecdo (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As plantas lancam méo da producdo de diversas moléculas biologicamente ativas,
dentre elas as lectinas, que sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligar a carboidratos
e se diferenciam pela especificidade ao carboidrato ligante, estrutura molecular e atividades
bioldgicas. Elas sdo encontradas em varios organismos e, em plantas, sao isoladas a partir da
folha, entrecasca, raizes, rizomas, bulbos, vagens, sementes, frutos e flores (PAIVA et al.,
2010). Tem sido demonstrado que lectinas de plantas interferem na alimentacdo,
desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia de insetos em diferentes estdgios de vida
(PAIVA et al., 2012). O potencial biotecnoldgico de lectinas inseticidas tem sido ampliado
para controle de insetos através da engenharia genética (SADEGHI et al., 2006).

Sitophilus zeamais Motschulsky, conhecido como gorgulho-do-milho, pertence a
Ordem Coleoptera e a Familia Curculionidae. Destaca-se como uma das principais pragas de
grdos armazenados no Brasil por possuir uma grande capacidade de infestacdo cruzada,
capacidade de penetracdo nos gréos e elevado nimero de hospedeiros, tanto das larvas como
dos adultos causando danos aos grdos de milho, trigo, sorgo e arroz (GALLO et al., 1988,
2002). O controle dessa e de outras pragas de insetos de grdos armazenados tem sido
realizado a partir de produtos quimicos. Contudo, o uso indiscriminado desses produtos gera
preocupacdo sobre a qualidade dos alimentos e a toxicidade sobre o meio ambiente e
organismos nao alvo, incluindo o0 homem. Dessa forma, novas técnicas de controles de pragas
vém sendo investigadas, como a utilizacdo de inseticidas de origem vegetal (TAVARES;
VENDRAMIM, 2005).

Myracrodruon urundeuva (Fr. All.) Engl. pertence a familia da Anacardiaceae e é
amplamente distribuida no Brasil, sendo conhecida popularmente como aroeira-do-sertéo,
aroeira-verdadeira, urundeGiva entre outros. Apresenta inimeras utilizaces na medicina
popular principalmente como anti-inflamatorio e cicatrizante (LORENZI, 2008a; LORENZI,
2008b). A partir das folhas, casca e cerne de M. urundeuva foram isoladas trés lectinas:
MuLL (M. urundeuva leaf lectins), MuBL (M. urundeuva bark lectin) e MuHL (M. urundeuva
heartwood lectin). MuLL, MuBL e MuHL apresentaram atividade inseticida contra cupins da
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espécie Nasutitermes corniger e larvas de Aedes aegypti (SA et al., 2008, 2009b;
NAPOLEAO et al., 2011, 2012).

O presente trabalho analisou se extratos da casca e cerne de M. urundeuva, bem como
as lectinas MuBL e MuHL purificadas apresentariam efeitos deletérios sobre os adultos de S.
zeamais. O estudo contribui para ampliar o conhecimento do potencial inseticida de lectinas

vegetais, bem como pela avaliagdo de um possivel inseticida natural no combate dessa praga.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Mecanismos de defesa das plantas

Em todos os seus habitats naturais, as plantas estdo submetidas a variados inimigos
potenciais, como grandes variedades de virus, bactérias, fungos, acaros, insetos, além de
varios mamiferos. As plantas ndo conseguem evitar os herbivoros e patdgenos deslocando-se
como fazem, por exemplo, muitos animais, mas possuem outros mecanismos de protecédo
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Os danos ocasionados pelos microrganismos fitopatogénicos e
insetos-praga variam com o habito e dimenséo da populacdo do agente injuriador, partes da
planta afetada, época do ataque (com relacdo ao estado de desenvolvimento da planta) e do
grau de resisténcia da planta atacada (KOGAN, 1994; BEGON; TOWNSEND; HARPER,
2007).

Muitas vezes as plantas buscam compensar os danos ocasionados pelos herbivoros
com modificagbes anatdmicas e fisiologicas. Contudo, uma compensacdo completa é
incomum, ocorrendo sempre algum tipo de prejuizo. Os herbivoros ao longo do tempo
impuseram pressdes de selecdes evolutivas sobre 0s vegetais, 0s quais, por sua vez,
promoveram uma variabilidade de defesas quimicas e fisicas com o intuito de sobreviver aos
ataques (BEGON; TOWNSEND; HARPER, 2007). As reac¢des as injurias podem ocorrer em
minutos, horas ou ser necessario uma nova estacdo de crescimento. As defesas que sdo
mantidas sempre em altos niveis sdo consideradas defesas constitutivas. As defesas que séo
estimuladas por alguma injuria as estruturas vegetais, sao denominadas de defesas induzidas
(RICKLEFS, 2003).

Algumas das principais estratégias para minimizar os danos causados pelos herbivoros
sdo: relagdes ecoldgicas com outras espécies, como a protocooperacdo; modificaches
morfoldgicas e fisioldgicas; estratégias de fuga em dimensdes espacial e temporal; e producédo
de moléculas de defesa constitutivas e compostos secundarios toxicos, que podem também
atuar como substancias quimicas que dificultam a digestdo das estruturas vegetais ingeridas
(KENNEDY; BARBOUR, 1992; PINTO-COELHO, 2000).

Algumas modificacBes morfo-anatbmicas encontradas nas plantas como estratégias
contra a herbivoria sdo espinhos, aculeos, caules rigidos, tricomas e folhas coriaceas mais
espessas ou mais lisas. Estratéegias de modificacbes fisiologicas sdo encontradas como a

producdo de folhas, frutos e sementes com baixos indices nutricionais. Como estratégias de
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fuga no tempo e espaco, ttm-se como exemplos as plantas anuais e plantas com baixa
densidade de especimes, respectivamente (PINTO-COELHO, 2000).

Como mecanismos de defesas quimicas estdo presentes tanto substancias do
metabolismo primario como do secundario. Como exemplos do metabolismo primario
podem-se destacar as proteinas de defesa. Alguns exemplos de proteinas de defesa sdo as
lectinas, os inibidores de proteases, as glicohidrolases, as quitinases, as canatoxinas, as
proteinas inativadoras do ribossomo (RIPs), as arcelinas e proteinas de reserva (CARLINI;
GLOSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2003).

J& 0 metabolismo secundario possui um grande acervo de substancias de defesa: pela
via dos terpendides, originam-se saponinas, glicosideos, lactonas monoterpénicas e lactonas
sesquiterpénicas. Pela via dos compostos fendlicos encontram-se 0s taninos condensados,
elagitaninos, isoflavondides e flavonoides toxicos. Na via dos produtos nitrogenados
observam-se cianogénios, alcaléides e aminoéacidos ndo protéicos. A presenca e associaces
dessas e outras substancias permitem efeitos repelente, deterrente, inibidor de crescimento e
biocida, entre outros. E importante ressaltar que um custo energético elevado esta envolvido
para que as plantas produzam essas substancias de defesa (KENNEDY; BARBOUR, 1992;
HARBORNE, 1993; PINTO-COELHO, 2000; RICKLEFS, 2003; RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2004; CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006).

Como resultante da co-evolucgdo entre plantas e herbivoros, além das adaptacGes que
coibem a herbivoria, existem as respostas envolvidas na contra-adaptacdo por parte dos
herbivoros, como pode ser observado em insetos (PINTO-COELHO, 2000; DESPRES:;
DAVID; GALLET, 2007).

2.2. Insetos-praga

Insetos-praga sdo insetos que ocasionam grandes avarias e prejuizos as propriedades
humanas, a produtos e recursos agricolas, aos ecossistemas e a saude humana e animal. Do
ponto de vista econdmico, o inseto sO é uma praga agricola para uma cultura quando seus
niveis populacionais e seus danos potenciais superam 0 gasto gque seria necessario para evita-
los (SALVADORI; LAU; PEREIRA, 2009). Buzzi (2005) estimou que existissem cerca de
90.000 espécies de insetos-praga no mundo e em torno de 500 espécies no Brasil, cujas pragas
provocam prejuizos nas principais culturas agricolas do mundo numa escala em torno de 2 a

28% da sua producdo; ja no Brasil as perdas sdo maiores, girando em torno de 7 a 79. Cerca
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de 10% dos cereais armazenados no mundo sdo perdidos devido a infestagdo por insetos,
enquanto que no Brasil os prejuizos podem chegar a 20%.

As pragas podem ser primarias (internas e externas) ou secundarias, com alguns
insetos associados. As pragas primarias sdo as que possuem a capacidade de atacar 0s grédos
integros e sadios. As pragas primarias internas possuem mandibulas desenvolvidas para
romper a pelicula protetora dos gréos, penetrarem no interior da mesma e completarem seu
ciclo evolutivo na regido interna. Uma praga primaria externa corresponde aos insetos que se
alimentam da parte superficial do grdo, porventura se alimentando da parte interna quando a
camada externa encontra-se destruida. As pragas secundarias sdo pragas que nao possuem
aparato para atacar os graos integros, alimentando-se somente de grdos danificados. Insetos
associados ndo atacam os grdos, alimentando-se dos detritos e fungos presentes nos graos
danificados. O ataque dos insetos aos grdos promove danos quantitativos (perda de peso
provocado pela abertura de galerias), qualitativos (diminui¢do do valor nutritivo e da higiene)
além da perda do poder germinativo e do vigor do grdo (BARNEY, 1991; GALLO et al.,
2002).

A presenca de insetos nos grdos armazenados promove outros aspectos negativos
associados. O consumo dos graos pelos insetos resulta na liberacdo de CO,, 4gua e calor, 0
que pode alterar o teor de umidade do grdo permitindo assim o surgimento de
microrganismos. Os insetos expdem as partes nutritivas do grdo quando quebram a barreira de
protecdo mecanica dos mesmos facilitando, assim, a infeccdo por fungos e outros
microrganismos. Outra caracteristica marcante dos insetos-pragas € o fato de atuarem
disseminando os fungos ao longo da massa dos grdos através do transporte de propagulos
fangicos (SAMSON et al., 1996).

Segundo Gallo et al. (2002), as pragas de armazenamento possuem caracteristicas em
comum que revelam sua alta capacidade de infestagdo e proliferacdo. Elas possuem um
elevado potencial biotico, ou seja, apresentam alta capacidade de gerar novos individuos,
aumentando enormemente sua populacdo a cada geracdo. Outra caracteristica € a infestacao
cruzada que revela a capacidade de infestar o produto tanto nas lavouras agricolas quanto nos
armazéns. Outro atributo encontrado é a polifagia que é a capacidade de atacar uma variada
gama de produtos, permitindo assim, a sobrevivéncia das espécies em situagOes alimenticias

variaveis.
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2.3. Controle populacional de insetos

2.3.1. Controle quimico

Inseticidas sdo substancias que apresentam propriedades letal, repelente, deterrente,
inibidora de crescimento ou reproducdo e/ou qualquer outra acdo que resulte em efeito
deletério sobre os insetos (ADDOR, 1994; VIEGAS JUNIOR, 2003). A utilizacdo de
inseticidas é uma estratégia humana para o controle de insetos-pragas, que provocam
inimeros danos a sociedade humana. Com o crescimento da populacdo, aumentou também a
demanda alimentar, incentivando o uso de grandes quantidades de pesticidas, uma vez que a
prevencdo e o combate as pragas agricolas aumentam a quantidade e qualidade dos alimentos
disponibilizados para a populacdo (CALDAS, 2000). O enxofre, cal e alguns sais de arsénio
foram as primeiras substancias utilizadas para o combate de pragas e doengas agricolas
(SANCHES, 2003).

Somente a acdo deletéria de uma substancia sobre o inseto ndo a indica como um
inseticida viavel. Em condicdes ideais um inseticida deve possuir diversas propriedades
associadas a sua atividade como: acdo eficiente em baixas concentracfes; auséncia de
toxicidade para outros animais e ndo possuir efeito cumulativo nos tecidos adiposos de
mamiferos, incluindo humanos; auséncia de fitotoxicidade; facil manipulacdo, aplicabilidade
e obtencdo; ser viavel economicamente (ADDOR, 1994; MARCONI, 1963 apud VIEGAS
JUNIOR, 2003; COBERTT, 1984 apud VIEGAS JUNIOR, 2003).

Desde a decada de 40 do século passado, produtos naturais inseticidas vém sendo
usados na agricultura. JA& em meados da segunda Guerra Mundial, produtos sintéticos
passaram a ganhar espaco devido as pesquisas com produtos biocidas (VIEGAS JUNIOR,
2003). Durante a Segunda Guerra, os esfor¢os das atividades cientificas das principais
poténcias econdmicas e belicas estavam direcionados para soluces de problemas oriundos
dos conflitos militares, onde algumas das armas desenvolvidas para estes conflitos, com o
propdsito de eliminar os inimigos, eram 0s compostos organo-sintéticos. Chegado ao fim a
Segunda Guerra, 0 uso militar dos organo-sintéticos se tornou ocioso, onde se aproveitou
todas as estruturas laboratoriais e 0 conhecimento adquirido de substancias quimicas letais
para outras finalidades, como o combate de insetos-praga na agricultura (MORAGAS;
SCHNEIDER, 2003).
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Os inseticidas utilizados atualmente em diversas partes do mundo possuem toxicologia
variavel. Grande parte dos inseticidas utilizados atualmente sdo neurotoxicos e apresentam
acao rapida. Os neurotoxicos podem atuar sobre a transmissao sinaptica como:
organofosforados e carbamatos, que inibem a enzima acetilcolinesterase; nicotina,
neonicotindides e spinosinas, que atuam como a acetilcolina; o Cartap, que compete pelos
receptores de acetilcolina; avermectinas e milbemicinas, que atuam de forma similar ao
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA); ciclodienos e fenil-pirazdis, que atuam
inversamente em relacdo do GABA; formamidinas, que atuam como 0 neurotransmissor
excitatério octopamina. Outros inseticidas neurotdxicos atuam na transmissdo axénica, como
piretréides e o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), que modulam a ac¢éo dos canais de sodio
ocasionando a hiperexcitabilidade axénica levando, assim, a morte do inseto. As oxadiazinas,
também atuando bloqueando os canais de sodio. Outros inseticidas atuam em nivel da
regulacdo do crescimento como: inibidores da sintese de quitina; juvendides, que possuem
acdo similar aos hormonios juvenis; antijuvendides; e agonistas de ecdisterdides. Inseticidas
inibidores da respiracdo celular também sdo encontrados, tais como inibidores do transporte
de elétrons, da sintese de ATP e da ATPase. Numerosos outros inseticidas também séo
encontrados com acdes fisica, protoplasmatica e estomacal (GALLO et al., 2002).

Quanto aos problemas relacionados ao uso de inseticidas, pode-se relatar a
ressurgéncia e aparecimento de novas pragas; surtos secundarios; morte de insetos
polinizadores; distribuicdo e transporte dos inseticidas além dos ambientes que foram
implantados (vento e chuva); contaminacao residual em alimentos; resisténcias de pragas; e
desequilibrios bioldgicos (eliminacdo de inimigos naturais e de competidores alimentar). Com
a utilizacdo de substancias quimicas para controlar pragas de diversos alimentos, a
superdosagem de pesticidas na dieta humana pode ocasionar problemas de saude agudos e
crénicos (GALLO et al., 2002).

Além dessa gama de inseticidas mencionados, compostos de procedéncia natural vem
ganhando espaco nos dias de hoje, pois com 0 aumento da variedade de substancias naturais
com acdo inseticida, pode-se minimizar a tendéncia do aumento da emergéncia de populacbes
de insetos resistentes (VIEGAS JUNIOR, 2003; CAVALCANTE; MOREIRA;
VASCONCELOQS, 2006). Solucbes de extrato bruto, 6leos volateis e de proteinas tém sido
investigadas como prepara¢Ges com acgdo inseticida. Apesar do fato dos inseticidas naturais,
muitas vezes, ndo possuirem a mesma eficiéncia dos inseticidas sintéticos, sua utilizacdo
geralmente acarreta num menor risco ao homem e ao ambiente como também a diminuicao
dos efeitos deletérios sobre organismos ndo-alvo (MENEZES, 2005; PAIVA et al., 2011).
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2.3.2. Métodos de controle de pragas

Véarios métodos sdo utilizados para o controle de pragas agricolas. Métodos
legislativos com utilizacdo, por exemplo, de servicos quarentenarios; metodos mecanicos
como corte, esmagamento e catacdo; métodos de controle por comportamento utilizando
hormonios, feroménios e esterilizacdo de insetos; métodos culturais como, por exemplo,
rotacfes culturais, aracdo do solo e a escolha da época do plantio e colheita; métodos de
resisténcia de plantas, que englobam plantas transgénicas e inseticidas; controle fisico, como
o0 uso de fogo, drenagem, inundacdo e temperatura; controle bioldgico, com a utilizacdo de
parasitoides, predadores, agentes entomopatogénicos, entre outros; controle com radiacdo
ionizante; e os métodos quimicos, por meio do uso de variados inseticidas, cuja formulacéo
pode ser bem variada como po seco, pé molhavel, pé soltvel, granulados, emulsdes, solugdes
concentradas, aerossOis, gasosos, suspensdo liquida, pastas, microcdpsulas e espalhantes
adesivos (GALLO et al., 2002). No controle de grdos armazenados se utiliza, geralmente,
métodos de fumigacdo, polvilhamento ou pulverizacdo, descritos a seguir, de acordo com
Gallo et al. (2002):

1) A fumigacdo é o processo mais usual e pode ser aplicada em produtos a granel ou em
produtos ensacados. Sua finalidade é exterminar os insetos nos seus variaveis estagios do
ciclo bioldgico (ovo até adulto). Apresenta a vantagem de necessitar de um menor tempo
de exposicdo. Vale salientar que a fumigacdo de inseticidas atinge variados tipos de
insetos, mas possui pouco ou nenhum efeito sobre os fungos de armazenamento.

2) O polvilhamento ocorre por meio da mistura de pé quimico nos gréos e é recomendado
para o tratamento de pequenas quantidades. Sua acéo se torna eficaz misturando o po direta
e homogeneamente aos graos armazenados apos a fumigacao.

3) A pulverizagdo ocorre por micropulverizagdes com um atomizador. Algumas substancias

utilizadas sdo a deltametrina, bifentrina, pirimifds metil e feniltrotion.

2.4. Ordem Coleoptera

Coleoptera € uma ordem pertencente a classe Insecta, superclasse Hexapoda, filo
Artropoda e o reino Animalia. Sua classificacdo foi feita por Linnaeus em 1758. O termo
coleus significa “caixinha” ou “estojo” e o termo ptera significa “asas”. Os coledpteros sdo

conhecidos como besouros. Eles possuem asas anteriores modificadas denominadas de élitros
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que permitem a fécil distin¢do do grupo. O grupo apresenta entre 350.000 e 400.000 espécies,
que representa 40% do total do grupo dos insetos (GALLO et al., 2002; SLIPINSKI et al.,
2011).

Os coledpteros possuem tamanhos variaveis, que vao de tamanhos diminutos (menos
de 1 milimetro) até grandes tamanhos para insetos (200 milimetros de comprimento). Em
geral, a morfometria de suas cabegas é arredondada, mas podem ser alongadas, formando o
rostro, em cujo apice encontra-se o aparelho bucal bem desenvolvido (tipos: prognata ou
hipognata). Possuem olhos compostos (eliptica ou circular) e antenas na fronte (2 a 60
articulos). Apresentam protérax bem desenvolvido e livre, além do resto do corpo ser formado
pelo mesotdrax (geralmente reduzido), metatorax e abddomen. Uma das caracteristicas cruciais
ao grupo é a presenca dos élitros coriadceos ou corneos (asas anteriores modificadas), que nédo
possuem a capacidade de dobrar nem de alcar v6o. Possuem asas posteriores membranosas
que porventura podem ser atrofiadas ou ausentes, permanecendo, quando em repouso,
dobradas longitudinalmente e transversalmente. Podem possuir pernas do tipo ambulatoriais
(mais comum), fossoriais ou natatorias. Articulos tarsais podem variar de um a cinco, sendo
comum apresentarem duas garras no Ultimo tarsémero. As larvas podem ou ndo apresentar
pernas toracicas e dificilmente possuem larvépodos. As pupas sdo adécticas (sem mandibula
para escapar do casulo) e exaratas (pupa com apéndice livre), dificilmente encontrando-se do
tipo obtecta (com apéndice visivel anexado ao corpo) (GALLO et al., 2002; BORROR, 2005;
BUZZI, 2005).

Os coleopteros geralmente sdo oviparos e holometabdlicos e o dimorfismo sexual ndo
é muito evidenciado na maioria das espécies, sendo a fémea maior que o macho. A postura
dos ovos, em geral, ocorre no substrato alimentar das larvas (gréos, excremento, frutos, etc.).
As larvas passam comumente por quatro a oito mudas e a duracdo dos variados estagios se
vincula a possibilidade de sobrevivéncia do espécime (GALLO et al., 2002; BORROR, 2005;
BUZZI, 2005).

S&@o encontrados em quase todos os tipos de habitats, aéreos, terrestres e semi-
aquaticos. Alimentam-se de uma vasta gama de alimentos (fitéfagos, predadores, micofagos,
necrofagos, etc.) com excecdo de sangue. Variados predadores e parasitas utilizam os
coleopteros (ovos, larvas, adulto) como fonte de alimento como, por exemplo, himendpteros,
dipteros, aracnideos, vertebrados, etc. Em relacdo a sua importancia, os coledpteros possuem
aspectos médicos quase que insignificantes, mas, em compensacdo, apresentam grande
importancia econdmica por consumirem ou mesmo danificarem materiais valiosos ao ser

humano (alimentos, roupas, madeiras, lavouras, grdos armazenados). Mais de 400 espécies de
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coledpteros, em registro, atacam produtos armazenados. Variadas funcbes ecoldgicas sdo
atribuidas ao grupo, como por exemplo, controle de pragas e decomposicdo de matéria
organica (coprofagos) (GALLO et al., 2002; BORROR, 2005; BUZZI, 2005).

2.4.1. Familia Curculionidae

A familia Curculionidae pertence a Ordem Coleoptera. Os curculionideos (Figura 1)
representam a familia mais numerosa do Reino Animal. As antenas sdo do tipo geniculo-
captadas ou geniculo-clavadas, onde elas podem se articular no meio do rostro. O rostro é
mais ou menos alongado, tendo a conformacdo reta ou curva e cilindrica, voltada para baixo,
possuindo também um sulco para a recepcdo do escapo antenal. A larva é do tipo apoda
curculioniforme. Séo fitdéfagos tanto nos estagios adultos quanto na fase larval. Comumente
fazem postura endofitica (GALLO et al., 2002).
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Figura 1 - Morfologia geral dos Curculionidae. (A) vista dorsal; (B) vista ventral; (C) vista lateral.
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2.4.2 Sitophilus zeamais (gorgulho do milho)

Os individuos da especie Sitophilus zeamais pertencem a Familia Curculionidae.
Espécies do género Sitophilus sdo cosmopolitas de regides tropicais que causam variados
danos econdmico-agricolas, como o Sitophilus oryzae (arroz), Sitophilus granaries (trigo) e
Sitophilus zeamais (milho) (FAZOLIN et al., 2010).

O inseto em seu estagio adulto atinge, em média, 3 mm de comprimento. Um dos
fatores que permite a variacdo do comprimento corpéreo do inseto é sua dieta, podendo
alcancar uma média de comprimento de 4,38 mm para dieta a base de milho e um
comprimento de 3,17 mm em dieta a base de arroz descascado. Possui uma cabeca prolongada
para frente, com a presenca de um rostro recurvado, onde se encontram as pecas bucais. O
pronoto é intensamente pontuado e os élitros sdo veementes estriados. Sua coloracdo €
castanho-escuro com a presenca de quatro manchas avermelhadas nos élitros, que sdo visiveis
apos a emergéncia (Figura 2). Uma caracteristica diferenciada entre machos e fémeas pode ser
notada observando os rostros. Os machos apresentam o rostro mais curto e grosso e as fémeas
0 apresentam mais longo e afilado (Figura 3A) (GALLO et al., 2002)

A larva tem coloracdo amarelo-clara apresentando uma cabega mais escura e a pupa
apresenta cor branca. As larvas passam por quatro estagios larvais antes de chegar a fase de
pupa. Apenas uma larva se desenvolve em cada grdo, mesmo que outros ovos tenham sido
depositados (GALLO et al., 2002).

Figura 2 - Sitophilus zeamais. Inseto adulto com partes corporais evidenciadas.

Fonte: adaptado de Fruska Gora (Susek), 2011.
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Figura 3 - Sitophilus zeamais. (A) Inseto macho com o rostro curto e grosso e a fémea com o rostro
longo e afilado. (B) Infestacdo por gorgulhos com grdos de milho totalmente deteriorados. S&o

evidenciados os orificios irregulares produzidos pelos insetos.

A Macho

25mm

Fontes: (A) © Jean-Claude Ringenbach. (B) http://www.ica.ufmg.br/insetario/images/aulas/
Pragas_de_produtos_armazenados.pdf

Os adultos de S. zeamais apresentam comportamento de postura diferenciado. No
milho em palha, colocam o0s ovos nas partes rigidas do grdo que ficam a mostra; entram em
grdos ja atacados e colocam ovos nos graos vizinhos, em componentes do embrido ou pelo
menos proximo. Ja nos graos que foram debulhados, o inseto deposita preferencialmente nas
extremidades do grdo. Os orificios presentes nos milhos apresentam bordos irregulares
(Figura 3B), diferentemente de outras espécies que o fazem regularmente. ApGs a penetracdo
do grdo pelas fémeas para oviposicdo elas selam o orificio com uma secre¢do produzida por
glandulas associadas ao sistema ovipositor (Figura 4A). Os adultos se alimentam dos graos,
enquanto as formas imaturas os utilizam como fonte alimentar e de protecéo e abrigo (Figura
4B). Apos ter completado parte do seu ciclo bioldgico dentro do grdo o adulto emerge e
cresce, desenvolvendo maturidade sexual com posterior inicio do ciclo. A Tabela 1 apresenta
alguns parametros bioldgicos do S. zeamais (MACELISKI; KORUNIC, 1973; GALLO et al.,
2002; BOTTON et al., 2005; ANTUNES; DIONELLO, 2010).
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Figura 4 - Sitophilus zeamais. (A) Fémea ovipositando, com posterior desenvolvimento larval e

formacdo da pupa. (B) Fotografia evidenciando a pupa em grao de arroz.
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Fonte: (A) http://foodqualityandsafety.wfp.org/types-of-insect-pests (B)

http://www.ozanimals.com/Insect/Greater-Rice-Weevil/Sitophilus/zeamais.html

Tabela 1 - Pardmetros biologicos da espécie Sitophilus zeamais.

Parametros Bioldgicos Dados
Periodo médio de pré oviposigdo 6 dias
NUmero médio de ovos por fémeas 282,2
Periodo médio de oviposicao 104 dias
Numero médio de ovos por fémea/dia 3
Longevidade média das fémeas 140 dias
Longevidade média dos machos 142 dias

Periodo médio de ovo a emergéncia do adulto 34 dias

Incubacéo 3-6 dias
Viabilidade ovo-adulto 26,9%
Razéo sexual 0,5
Numero médio de geracGes/ano 8

Fonte: Gallo et al. (1988, 2002)


http://www.ozanimals.com/Insect/Greater-Rice-Weevil/Sitophilus/zeamais.html
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O S. zeamais é uma praga do tipo primaria interna, cuja mandibula rompe as peliculas
protetoras dos graos. Devido a presenca dos élitros e uma dimensdo diminuta eles possuem a
capacidade de circular nos pequenos espacos entre 0s grdos armazenados, tendo acesso a
grdos em localizacdes profundas, fortemente comprimidos. Fazendo uma projecdo de 26,9%
de viabilidade de uma média de 282,2 ovos por oito geraces sucessivas se obtém,
teoricamente, um estrondoso ndmero de 29.687.500 individuos, o que demonstra que o S.
zeamais possui um elevado potencial bidtico. Além disso, ele apresenta a capacidade de
infestacdo cruzada, atacando produtos tanto nos armazéns e depdsitos quanto nas lavouras
agricolas. Como sdo capazes de voar, infestam agilmente as espigas em plantios agricolas e
nos estabelecimentos de armazenamento. O gorgulho do milho € polifagico, ou seja, possui a
capacidade de se alimentar de varios produtos como milho (ocorréncia marcante), amendoim,
arroz, sorgo, soja, trigo, cevada, aveia, péssegos, maca, marmelo e ameixa além de produtos
processados como macarrdo e biscoitos. Ensaios comprovaram que o0 S. zeamais em uma
infestacdo natural provocou uma perda de peso (danos qualitativos) na ordem de 50-80%
durante seis meses de alimentacdo de grdos de milhos. Além disso, quando a perda de peso
causada aos graos é maior que 25,9% o valor nutricional do milho torna-se insignificante. Os
gorgulhos associados com outras pragas de grdos armazenados podem resultar numa perda em
torno de 20-30% da producéo de milho (GALLO et al., 2002, 1988; BOTTON et al., 2005;
BUZZI, 2005; ANTUNES; DIONELLO, 2010; FAZOLIN et al., 2010; TEFERA et al.,
2011).

Os inseticidas triclorfon, fention, clorpirifos, malation, metidation e tiametoxam sao
eficientes no controle via contato residual enquanto que fention, clorpirifés, malation,
fenitrotion e metidation séo eficientes via contato direto (BOTTON et al., 2005; PEREIRA et
al., 2009; BRAGA et al., 2011). Contudo, as estratégias de controle do S. zeamais tém
acarretado inimeros prejuizos principalmente pelo efeito a organismos que nao sdo alvos e ao
préprio homem. Além disso, e descrito na literatura caso de resisténcia do Sitophilus a alguns
inseticidas como Malation, Lindane, deltametrina e fosfinas (PEREZ-MENDOZA, 1999).

Um estudo realizado por Nakatika e lkenaga (1997) relata que para a utilizagdo da
temperatura com intuito de erradicar os gorgulhos do milho em ambientes armazenados €
necessario manter valores abaixo de 15°C. Tanto a eclosdo como a metamorfose foram
completamente inibidas a 10°C. Outro trabalho realizado por Potrich (2006) revela que

associando variedades resistentes de milho e fungos entomopatogénicos pode-se aumentar a
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duracdo do ciclo ovo-adulto, reduzir os nimeros de insetos emergidos e a diminuir a perda de
peso dos grdos. Outros estudos alternativos aos inseticidas/repelentes estdo sendo
desenvolvidos como aplicacdo do pé da folha de Eucalyptus citriodora, que promove um
indice de 96% de repeléncia dos S. zeamais, e 0 pé da Chenopodium ambrosioides, que causa
mortalidade total (PROCOPIO et al., 2003). A exposicdo topica e fumigacio dos dleos
essenciais das espécies Piper hispidinervum e Piper aduncum promoveram uma taxa de
mortalidade acima dos 70% dos insetos (ESTRELA et al., 2006). A lectina MuLL apresentou
efeito deterrente e foi de afetar os parametros nutricionais de adultos S. zeamais, além de
interferir na atividade de enzima digestivas (NAPOLEAO et al., 2013).

2.5 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae pertence a ordem Sapindales, classe Magnolipsida, divisdo
Magnoliophyta e ao reino Plantae. Sua distribuicdo é pantropical, possuindo algumas espécies
nas regides temperadas. Apresenta em torno de 70 géneros e 700 espécies e, no Brasil, estdo
presentes 15 géneros e cerca de 70 espécies. O género com maior nimero de espécies é o
género Rhus que possui em torno de 100 espécies (JUDD et al., 2002; LORENZI, 2008a;
CHASE; REVEAL, 2009).

As plantas da familia Anacardiaceae sdo geralmente do porte arbustivo ou arbéreo. As
folhas frequentemente sdo alternas compostas, ou menos abundantemente, simples. N&o
possuem estipulas e apresentam margem inteira ou serrada. As inflorescéncias sdo
normalmente do tipo cimosa. Suas flores sdo pouco vistosas, em sua maioria unissexuada,
actinomorfas e diclamideas, com calice e corola pentameros. Tanto as pétalas quanto as
sépalas podem ser separadas (diali) ou fusionadas (gamo) e a prefloracdo de ambas é valvar
ou imbricada. As anteras sdo cimosas e ovarios gamocarpelares (1-12 carpelos), geralmente
stperos e com a presenca de apenas um loculo fértil. Apresentam disco nectarifero e
placentagdo do tipo ereta ou péndula e léculos uniovulados. Os frutos encontrados sdo do tipo
drupa ou sémara, e sdo geralmente dispersos por aves e varios mamiferos, incluindo
morcegos. A polinizacdo ocorre por intermédio de insetos (polinizagdo entomofila).
Geralmente apresentam taninos e ductos de resina ou canais de latex que podem estar presente
nas folhas, flores e frutos. Essas resinas podem desencadear reacdes alergénicas
(CRONQUIST, 1981; JUDD et al., 2002; LORENZI, 2008a).
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As anacardiaceas possuem variadas importancias econémicas e socioculturais com
representantes no setor de alimentagdo, industrial, ornamental, condimenticio, madeireiro e
medicinal (BARROSO, 1991). Como representante do setor alimenticio pode-se citar o caju -
Anacardium occidentale; manga — Mangifera indica; caja — Spondias sp.; umbu — Spondias
tuberosa; e seriguela — Spondias purpurea (LORENZI, 2008a). Do setor medicinal pode-se
evidenciar o género Toxicodendron e Metopium, que promove dermatite em individuos
susceptiveis ao composto fendlico 3-n-pentadecicatecol, presente na resina. E sabido ainda
gue a castanha de caju, embora comestivel, pode promover reacdes alérgicas (JUDD et al.,
2002). Contudo, efeitos benéficos também sdo constatados como a casca da espécie
Sclerocarya birrea, que possui atividade antiinflamatoria (OJEWOLE, 2003). A casca da
espécie Rhus chiridensis que apresenta atividade hipoglicemiante e analgésica (OJEWOLE,
2007).

Outras propriedades também sdo encontradas como efeito antimicrobiano da
Amphipterygium adstrigens, atividade inseticida da Schinus molle contra variados insetos
como a mosca (Musca domestica), larvas de Cydia pomonella e besouro (Tribolium
castaneum) (WIMALARATNE et al., 1996; CHIRINO; CARIACY; FERRERO, 2001;
CASTILLO-JUAREZ et al. 2007; FERRERO et al., 2007). Como exemplo de espécies no
setor madeireiro de qualidade pode-se citar a aroeira (Myracrodruon urundeuva), a aroeira-
branca (Lithraea molleoides), braina (Schinopsis brasiliensis), Gongalo-Alves (Astronium
fraxinifolium) e guarita (Astronium graveolens). Além de espécies ornamentais como aroeira-
vermelha (Schinus terebinthifolius), o chardo (Rhus succedanea) e a aroeira-salsa (Schinus
molle) (LORENZI, 2008a).

2.5.1 Myracrodruon urundeuva (aroeira do sertao)

A espécie Myracrodruon urundeuva (Figura 5A) foi descrita por Francisco Alleméo e
Cysneiro no ano de 1862, pertencendo a Familia Anacardiaceae e ao clado das angiospermas.
Possui como sinominias botanicas Astronium urundeuva (Allemdo) Engl. e Astronium
juglandifolium Griseb. Tem ocorréncia relatada desde o México a Argentina (BARKLEY,
1968; GARRIDO; POGGIANI, 1979; LORENZI, 2008a). Ao longo de todo o territorio
nacional diversos nomes sdo atribuidos a mesma espécie como urundelva ou aroeira
verdadeira, aroeira, aroeira do sertdo, aroeira do campo, aroeira da serra, aroeira preta, entre

outros nomes. O termo aroeira faz alusdo (corruptela) ao termo “arara” e “eira” que tem por
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significado a expressdo “arvore da arara”. O epiteto especifico, urundeuva, provem do tupi-
guarani que corresponde a expressdo “nao se deteriora na agua” (ALMEIDA-CORTEZ et al.,
2007; LORENZI, 2008a).

A aroeira apresenta uma ampla distribuicdo no territério nacional brasileiro.
Encontra-se desde a regido da Caatinga do Ceard até os estados do Parand e Mato Grosso do
sul. Seu predominio ocorre na regido nordestina, na regido oeste dos estados da Bahia, Minas
Gerais e Sao Paulo e na regido sul dos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do sul e Goiés.
E uma planta decidua (Figura 5B), que se desenvolve bem com grande intensidade luminosa
(heliofita). Ndo se tem dados suficientes que comprovem que a aroeira exige solos ricos em
nutrientes, mas relatou-se a presenca de forma razoavel em luvissolos (solos ricos) do
nordeste e nos solos mais ricos do sudoeste. O nivel de pH elevado do solo se mostrou ser um
importante fator para o sucesso da espécie, como ocorre em solos com afloramentos calcarios,
atingindo o tamanho méximo. A aroeira consegue sobreviver por periodos extensos sem
umidade como ocorre na regido semiarida do nordeste, mas o seu tamanho é diretamente
proporcional a disponibilidade de recursos hidricos. Encontrado a partir da regido da caatinga
onde passa pelo cerrado até as regiGes de florestas pluviais. Geralmente ocorrem em
agrupamentos densos, tanto em formacdes abertas, como a Caatinga, quanto nas formacoes
fechadas como as florestas pluviais (GARRIDO; POGGIANI, 1979; FAO, 1986; MUNOZ,
1990; LEITE, 2002; LORENZI, 2008a).

Figura 5 - Myracrodruon urundeuva. (A) planta inteira; (B) arvore sem folhas

A B

Fonte: CNIP/APNE.
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Geralmente a aroeira apresenta uma altura que vai de 6 a 14 m nos biomas do Cerrado
e da Caatinga e tendo seu tamanho maximo nas florestas latifoliadas semideciduas atingindo
de 20 a 25 m de altura. O didametro do tronco pode variar de 15 a 100 cm, mas geralmente
estdo em torno de 50 a 80 cm. O seu tronco é reto e cilindrico. As folhas sdo compostas do
tipo imparipenada (Figura 6A), com 10 a 30 cm de comprimento, &pice levemente acuminado,
base suavemente obliqua, consisténcia coriacea e borda serreada. A inflorescéncia (Figura 6B)
sdo paniculas terminais, que possuem flores amarelas, em ramos sem folhas. As flores (Figura
6C) sdo unissexuadas, hipoginas e pentameras, com sépalas persistentes, permanecendo ao
redor do fruto. O fruto (Figura 6D) sdo pequenas drupas globosas com 3 a 4 mm de diametro
(FAO, 1986; LOPEZ, 1987; LEITE, 2002; LORENZI, 2008a).

Figura 6 - Myracrodruon urundeuva. (A) Folha. (B) Inflorescéncia com frutos verdes e maduros. (C)

Flores. (D) Frutos.

Fonte: CNIP/APNE
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O periodo de floracdo, em geral, vem apds a queda das folhas (abscisdo foliar), que
ocorre dentre os meses de novembro e janeiro. A abelha Trigona spinips foi descrita como o
agente polinizador e a semente possui como o agente dispersor o vento (dispersao
anemocorica). A dorméncia da semente varia de acordo com as variedades da aroeira e as
condicBes do local de germinacdo, podendo ocorrer apds 4 a 7 dias ou até duas semanas
depois (LEITE, 2002).

A casca da aroeira possui uma tonalidade de marrom-escura (Figura 7A) com escamas
no tronco dos individuos mais velhos e lisos nos mais jovens (RIZZINI, 1978). A madeira
(Figura 7B) é muito pesada e densa (densidade de 1,19 g/cm3) possui uma alta resisténcia
mecénica e praticamente imputrescivel. A madeira é resistente a biodegradacéo sendo entdo
muito utilizada para obras externas e na construcéo civil na forma de mourdes, postes, estacas,
vigas, dormentes, tacos para assoalhos, armac@es de pontes entre outros. Também é utilizado
na construgio naval e hidraulica, além da producdo de carvdo vegetal. (LOPEZ, 1987;
MORAIS, NASCIMENTO; QUEIROZ, 1999; LORENZI, 2008a).

Figura 7 - Myracrodruon urundeuva. (A) casca; (B) madeira.

Fonte: Lorenzi (2008a).

A arvore tambem ¢é utilizada como planta ornamental, pois tem aparéncia bela e copa
piramidal, além de ser recomendada para arborizacdo em geral (LORENZI, 2008a). Outras
caracteristicas também sdo observadas, como suas propriedades medicinais como nas
atividades antiulcerogénica e anticolinérgica (MENEZES; RAO; FONTELES, 1986), anti-
inflamatdria (RAO et al., 1986), atividade antidiarréica e analgésica (ALMEIDA-CORTEZ et
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al.,, 2007) e taninos com acdo analgésica e anti-inflamatoria (VIANA et al., 1997).
Possivelmente a arvore pode ocasionar reagdes alérgicas em individuos sensiveis (LORENZI,
2008a). Além desses potenciais medicinais a aroeira também apresenta lectinas e outras
substancias que podem ser utilizadas no controle bioldgico cupins (NAPOLEAO et al., 2011),
larvas de Aedes aegypti (SA et al., 2009b), bem como no combate a bactérias de importancia
médica e fungos fitopatogénicos (SA et al., 2009a).

Devido a destruicdo do seu habitat (cerrado e cantiga) e a grande exploragédo
madeireira, a aroeira é uma das espécies de plantas lenhosas que estad ameacada. Uma vez que
a aroeira tem se mostrado importante na producédo de farmacos, na utilizacdo da madeira e em
tantas outras aplicabilidades biotecnoldgicas, essa espécie necessita de medidas de
conservacdo. Sendo assim, estudos vém sendo feitos com intuito de acumular informacdes
sobre a biologia, ecologia e manejo e silvicultura da aroeira do sertdo, buscando manter sua
conservagdo genética e sua sustentabilidade. No Brasil ela se encontra ameacada,
principalmente devido a falta informacdes sobre a biologia reprodutiva e pela falta de medidas
e acOes dos orgdos competentes (LEITE, 2002; OLIVEIRA et al., 2007).

2.6 Lectinas

2.6.1 Lectinas e suas fontes

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem a capacidade de se ligar
especificamente a carboidratos (Figura 9A), dai que surgiu o termo lectina que provém do
latim “lectus” cujo significado ¢ “selecionado”. Interagem com variados tipos celulares sendo,
inclusive, capazes de induzir aglutinacdo devido a ligacdo com os glicoconjugados presentes
nas superficies celulares (Figura 9B). A origem das lectinas ndo € imunologica, 0 que as
diferencia dos anticorpos, que também tém a capacidade de reconhecerem e aglutinarem
células. As lectinas fazem parte do grupo de proteinas de plantas que possuem atividade
inseticida (GOLDSTEIN et al., 1980; KENNEDY et al., 1995; PEUMANS; VAN DAMME,
1995; SHARON; LIS, 2002).
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Figura 8. Lectinas. (A) Desenho esquematico da ligagdo lectina-carboidrato. As linhas pontilhadas
estdo representando pontes de hidrogénio. (B) Representacdo esquematica da aglutinacdo celular

promovida pelas lectinas. Lectina ( =) interagindo com seus ligantes da superficie celular (

®. & .®) onde os ligantes podem ser carboidratos ou n3o.

A B

Lectina

A Carboidrato
D
Y

Fonte: A e B Kennedy et al. (1995).

As lectinas sdo encontradas em variados tipos de organismos, desde virus até plantas e
animais, incluindo os seres humanos, atuando na mediacdo de eventos de reconhecimento
biolégico (RINI, 1995). Em plantas elas tem sido detectadas em diversas partes como folhas
(GOMES et al., 2010), sementes (CARVALHO et al., 2015), frutos (WEARNE; WINTER,;
GOLDSTEIN, 2012), flores (SANTOS et al., 2009), raizes (SOUZA et al., 2011), rizomas
(SANTANA et al., 2012), casca (ARAUJO et al., 2012) e cerne (SA et al., 2008).

2.6.2 Métodos de purificacao

Para o isolamento e caracterizagdo das lectinas sdo necessarias varias etapas. A
primeira é a extracdo de proteinas em agua, solucdo salina ou tampéo. A deteccdo de lectinas
é efetuada pelo o ensaio de hemaglutinagdo, em que se evidencia a presenca de agentes com
capacidade de aglutinar os eritrocitos (PAIVA; COELHO, 1992; FREIRE et al., 2002).
Variados agentes quimicos podem interferir na atividade hemaglutinante, como taninos e

lipideos, os quais promovem a dispersdo dos eritrocitos, gerando um falso positivo para a
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presenca de proteinas hemaglutinantes. Sendo assim é essencial a realizacdo de ensaios de
inibicdo da aglutinacdo na presenca de monossacarideos ou glicoproteinas. Nesse caso, 0S
sitios de reconhecimento de carboidratos das lectinas serdo ocupados pelos carboidratos livres
em solucdo e ndo poderdo interagir com os acUcares das superficies celulares, ocorrendo a
precipitagdo dos eritrocitos (KENNEDY et al., 1995; CAVADA et al., 1998; KAWAGISHI et
al., 2001).

Ap0s a etapa de extracdo e da constatacdo da presenca de lectina, o extrato pode ser
submetido a etapa do fracionamento salino, que concentra as proteinas e realiza uma
purificagdo parcial (COELHO; SILVA, 2000). Posteriormente ao fracionamento, realiza-se a
diélise exaustiva de cada fracdo (KABIR et al., 1998) para eliminacdo do sal e de outros
possiveis contaminantes. Em seguida variadas técnicas cromatograficas poderdo ser utilizadas
como as de exclusdo molecular (separacdo pelo tamanho das proteinas), troca ibnica
(separacdo pelas cargas) e a de afinidade (separagéo por afinidade pela matriz da coluna). Para
a caracterizacao estrutural das proteinas e determinagdo do seu grau de pureza se pode utilizar
a eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) que evidenciara a quantidade de proteinas
presentes e sua carga liquida; PAGE em condi¢des desnaturante e/ou redutora dissocia a
proteina em suas subunidades. A utilizacdo do reagente de Schiff permite identificar se a
proteina se trata de uma glicoproteina ou ndo através da coloragéo no gel (PAIVA; COELHO,
1992; KENNEDY et al., 1995; COELHO; SILVA, 2000; PAIVA et al., 2006; PAIVA et al.,
2011).

2.6.3 Funcdes e aplicactes bioldgicas

Diversas importancias bioldgicas tém sido atribuidas as lectinas. Nas plantas, tem se
observado acéo defensora contra microrganismos patdégenos e insetos, bem como participacao
em mecanismos de nodulagdo, estocagem e mobilizagdo de proteinas e carboidratos de
reserva além do alongamento da parede celular (KENNEDY et al.,1995; HIRSCH, 1999;
ISIDRO et al., 2001; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; PAES et al., 2002; LIMPENS &
BISSELING, 2003). Além destas outras inumeras atividades, muitas aplicacOes biologicas
sdo encontradas como o reconhecimento, diferenciacdo e determinagdo de tipos celulares
(DANGUY et al., 1998; FUNK; THOMPSON, 1998), isolamento e andlise estrutural de
oligossacarideos e glicoconjugados (ENDO, 1996; HAYUNGA; SUMMER, 1986; XIE et al.,
2009; YAMASHITA; OHKURA, 2014), envolvimento no processo de cicatrizacao
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(GONZALEZ et al., 2014), atividade antiproliferativa (SILVA et al., 2014), anti-inflamatéria
(LEITE et al., 2012), anti-parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015), antitumoral (ZHANG et
al., 2015), antimutagénico e antioxidante (FRASSINETTI et al., 2015), Imunomoduladora
(PRASANNA; VENKATESH, 2015), antifangica (CHIKALOVETS et al., 2015),
antibacteriana (CARVALHO et al., 2015), antiviral (GORDTS et al., 2015) e inseticida
(NAPOLEAO et al., 2013).

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

A maioria dos grupos de insetos, exceto Hemiptera e Homoptera, apresenta uma
membrana presente no intestino médio chamada matriz peritréfica (BANDYOPADHYAY et
al., 2001; DAMASCENO-SA; SILVA, 2007). Essa membrana é formada por um polimero de
N-acetilglicosamina (quitina) e glicoproteinas. Sua funcdo é de compartimentalizar os
processos digestivos além de promover a protecdo contra infeccbes microbianas e danos
mecanicos ocasionados por particulas alimentares (TELLAM; WIJFFELS; WILADSEN,
1999; HEGEDUS et al., 2009). As lectinas de plantas que apresentam afinidade por N-
acetilglicosamina sdo capazes de se ligar a quitina e proteinas glicosiladas da matriz
peritréfica, ocasionando alteracdo da dindmica dos processos digestivos e da absorcdo de
nutrientes (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; ZHU-SALZMAN et al., 1998; ZHU-
SALZMAN; SALZMAN, 2001; CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2004;
MACEDO et al., 2007). As lectinas ainda podem penetrar no sistema circulatorio de insetos

interferindo nas moléculas de autodefesa encontradas na hemolinfa (FITCHES et al., 2001).

2.6.4 Lectinas de M. urundeuva

Lectinas foram isoladas de diferentes tecidos de M. urundeuva: folha (MuLL, do
inglés M. urundeuva leaf lectin), entrecasca (MuBL, do inglés M. urundeuva bark lectin) e
cerne (MuHL, do inglés M.urundeuva heartwood lectin). MuLL é uma glicoproteina basica,

termoestavel, com massa molecular de 14,2 kDa e afinidade por glicoproteinas, que
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apresentou acdo inseticida contra larvas de Aedes aegypti, termiticida contra cupins
Nasutitermes corniger e forte acdo deterrente contra o Sitophilus zeamais. MuLL ainda se
mostrou capaz de intervir na sobrevivéncia de bactérias simbiontes do trato digestivo dos
cupins, alem de interferir nas atividades enzimaticas digestivas das larvas de A. aegypti e
adultos de S. zeamais (NAPOLEAO et al., 2011, 2012, 2013).

As lectinas MuBL e MuHL, avaliadas neste trabalho, também apresentaram atividade
inseticida contra cupins da espécie N. corniger e larvas de A. aegypti (SA et al., 2008, 2009b;
NAPOLEAO et al., 2011). A MuBL é uma proteina basica, termoestavel, que apresenta uma
massa molecular de 14,0 kDa A lectina MuHL também é bésica e termoestavel, com peso
molecular de 14,4 kDa. Ambas apresentam afinidade pelo monossacarideo N-
acetilglicosamina. MuHL também apresentou acdo inibitoria do crescimento de bactérias de

importancia médica e de espécies flngicas do género Fusarium (SA et al., 2009a).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Analisar o efeito de extratos e lectinas isoladas da entrecasca (MuBL) e do cerne
(MuHL) de Myracrodruon urundeuva sobre a sobrevivéncia, parametros

nutricionais e atividade de enzimas digestivas de adultos de Sitophilus zeamais.

3.2 Objetivos especificos

» Obter extratos salinos da entrecasca e do cerne de M. urundeuva.

> lIsolar as lectinas da entrecasca (MuBL) e do cerne (MuHL) de M. urundeuva,
seguindo procedimentos pré-estabelecidos.

» Avaliar a toxicidade por ingestdo de dieta artificial contendo extrato ou lectina
contra S. zeamais.

> Determinar o indice de deterréncia alimentar das dietas contendo extrato ou lectina.

» Calcular parametros nutricionais (taxa relativa de ganho de biomassa, taxa de
consumo relativo e eficiéncia de conversdo do alimento ingerido) de adultos de S.
zeamais que ingeriram dieta artificial contendo extrato ou lectina.

> Obter extratos de intestino de S. zeamais alimentados ou ndo com extrato ou lectina
e avaliar as atividades de proteases, a-amilase, celulases (endoglucanase,

exoglucanase e B-glicosidase) e fosfatases acidas e alcalinas.
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Abstract

This work evaluated the deleterious effects of extracts and lectins isolated from the bark
(MuBL) and heartwood (MuHL) of Myracrodruon urundeuva against the maize weevil
(Sitophilus zeamais). For determination of insecticidal activity, the samples were incorporated
into wheat flour disks that served as diet for the insects during 7 days. The concentration
ranges (mg of sample per mg of wheat flour) tested were : 4-20 mg/g (bark extract), 14-70
mg/g (heartwood extract), 0.6-3.0 mg/g (MuBL) and 1.4-7.0 mg/g (MuHL). After this period,
it was evaluated the mortality rate and the following nutritional parameters: feeding
deterrence index (FDI), relative consumption rate (RCR), relative biomass gain rate (BGR)
and efficiency in conversion of ingested food (ECIF). Extracts from gut of insects that
ingested the highest concentration of samples were obtained and evaluated for the activities of
protease, cellulases (endoglucanase, exoglucanase, B-glucosidase), phosphatases (acid and
alkaline) and a-amylase The diets containing the bark and heartwood extracts did not induce
mortality of the insects in a period of 7 days of assay as well as did not exert deterrent effect
on the insects. However, both extracts and lectins interfered with the nutritional parameters of
the insects and impaired the conversion of food into biomass. Only MuHL showed deterrent
effect, ranging from weak to strong according to the concentration. The ingestion of extracts
and lectins cause alterations in the levels of digestive enzymes of insect gut, which were
higher or lower than in insects from control groups. In conclusion, the extracts and lectins
from bark and heartwood of M. urundeuva exerted antinutritional effects on S. zeamais adults,

showing potential for use in control of the damages caused by this insect pest.

Keywords: Sitophilus zeamais; lectin; antinutritional effects; digestive enzymes.
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1. Introduction

The Brazil is the third largest producer of maize (Zea mays L.) in the world,
accounting for 8% of global production in 2012, behind only of United States and China
(Ranum et al., 2014). Since the maize production is seasonal in several countries, including
Brazil, there is a need for storage of the grains, when they become more subject to the attack
of pests (Di Domenico et al., 2015). The action of storage insect pests causes injuries of
nutritional properties, seed viability, grinding quality and sanity, reducing the commercial
value (Reed et al., 2007). In addition, the deterioration and degradation of grains void a lot of
energy resources that correspond to billions of dollars and affect food security because the
damaged grains are more susceptible to contamination by pathogens (FAO, 2009).

The insects of Sitophilus genus (Order Coleoptera, Family Curculionidae) are
cosmopolitans in tropical regions and cause numerous economic losses in agriculture (Gallo
et al., 2002; Fazolin et al, 2010; Groote et al., 2013); among them, it can be highlighted the
Sitophilus oryzae Linn., Sitophilus granaries Linn., and Sitophilus zeamais Motsch. The S.
zeamais is known as maize weevil and promotes cross-infestation, attacking the crops both in
pre- and post-harvest conditions (Giles and Ashman, 1971; Gallo et al., 2002; Trematerra et
al., 2013). The maize weevil is polyphagous, being able to feed on maize (main diet), peanuts,
rice, sorghum, soybeans, wheat, barley, oats, peaches, apples, quince, and plum as well as
industrialized products. Studies showed that a natural infestation by S. zeamais cause losses in
the order of 50-80% within six months. Moreover, when the weight loss of the maize grains
exceeds 25.9%, the nutritional value of the product becomes insignificant. S. zeamais,
together with other stored grain pests, are responsible for losses in the order of 20-30% in
maize production (Gallo et al., 1988, 2002; Botton et al., 2005; Buzzi, 2005; Fazolin et al.,

2010; Tefera et al., 2011).
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S. zeamais populations have shown insecticide resistance to lindane (interrupted use)
and malathion. There are also reports on populations with some degree of resistance to
pirimiphos-methyl, deltamethrin and permethrin (Perez-Mendoza, 1999). Also, it is expected
the emergence of resistance to fenitrothion in the future, due to the massive use of this
insecticide (Braga et al., 2011).

Lectins are carbohydrate-binding proteins broadly distributed in nature (Yau et al.,
2015). These proteins have shown entomotoxic effects against insects from several orders
(Paiva et al., 2013). Three chitin-binding lectins were isolated from bark (MuBL), heartwood
(MuHL) and leaf (MuLL) of Myracrodruon urundeuva Fr. All. (Anacardiaceae), which is a
hardwood tree known in Brazil as “aroeira-do-sertao” (Sa et al., 2009; Napoledo et al., 2011).
MuBL, MuHL and MuLL showed insecticidal activity against termite Nasutitermes corniger
Motsch. and larvae of the mosquito Aedes aegypti Linn.(Sa et al., 2008, 2009; Napoledo et al.,
2011, 2012). Napoledo et al. (2013) reported that MuLL exerted strong feeding deterrence to
S. zeamais adults when incorporated in an artificial diet; in addition, the ingestion of this
lectin by the insects caused alterations in the activity of their digestive enzymes.

This work reports the evaluation M. urundeuva bark and heartwood extracts, MuBL

and MuHL for insecticidal activity against S. zeamais adults. The effects of extracts and

lectins on survival, feeding and activity of digestive enzymes were investigated.

2. Materials and methods

2.1. Plant material

Bark and heartwood of M. urundeuva were collected in Caxias, State of Maranhao,

northeastern Brazil, with authorization (number 38690) of the Instituto Chico Mendes de
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Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo) from the Brazilian Ministry of the Environment.A
voucher specimen is deposited under number 054 at the Herbarium Aluisio Bittencourt,
Centro de Estudos Superiores de Caxias,Universidade Estadual do Maranhdo, Brazil. The

bark and heartwood were powdered, passed through 40 mesh screen, and stored at 28 °C.

2.2. Insects

S. zeamais colonies are reared in the Laboratdrio de Bioquimica de Proteinas of the
Departamento de Bioquimica from the Universidade Federal de Pernambuco. The colonies
are maintained at 28+2°C in glass containers (capacity, 1 L) sealed with unwoven fabric to
permit aeration. The diet consisted of maize grains (200 g per container), selected according
to integrity, sanitary conditions, size, and absence of contamination with other insects. The

rearing of the insect also has authorization (humber 36301) from ICMBiIo.

2.3. Chemicals

N-acetylglucosmine,  Avicel,  azocasein,  N-benzoyl-DL-arginyl-p-nitroanilide
(BApNA), bovine serum albumin (BSA), carboxymethylcellulose, chitin powder from shrimp
shells, 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS), D(+)-glucose, glutaraldehyde, p-nitrophenyl-B-D-
glucopyranoside, p-nitrophenyl phosphate, p-nitrophenol, sodium bicarbonate, soluble starch,
trichloroacetic acid and Trishydroximethylaminomethane (Tris) were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). Acetic acid, ammonium sulphate, chloridric acid, dibasic
sodium phosphate, monobasic sodium phosphate, and sodium chloride were purchased from

Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Calcium chloride, sodium acetate, sodium hydroxide, and
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Triton X-100 were purchased from Merck (Darmstadt, Germany). All reagents were of

analytical grade.

2.4. Isolation of lectins

MuBL and MuHL were isolated according to the Sa et al. (2009). The powder of bark
or heartwood was suspended in 0.15 M NaCl (in proportion of 10%, w/v) and the mixture was
homogenized in a magnetic stirrer during 16 h at 28 °C. Next, the material was filtered
through gauze (Cremer, Blumenau, Brazil) and the filtrate was centrifuged (3,000 g, 15 min).
The supernatants corresponded to the extracts. Bark and heartwood extracts were then treated
with ammonium sulphate and the 20-40% supernatant (from bark extract) or the 40-60%
precipitate (from heartwood extract) were collected and dialyzed against distilled water (4 h)
and 0.15 M NacCl (4 h). These fractions were separately chromatographed on chitin columns
(7.5 x 1.5 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl. After removal of non-adsorbed compounds,
MuBL and MuHL were eluted with 1.0 M acetic acid and dialyzed against four changes of

distilled water every 2 h.

2.5. Protein content

Protein concentration was determined according to Lowry et al. (1951) using bovine

serum albumin (31.25-500 pg/mL) as standard.

2.6. Hemagglutinating activity
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Hemagglutinating assay was carried out in microtiter plates (TPP-Techno Plastic
Products, Trasadingen, Switzerland) according to Paiva and Coelho (1992) by incubating (45
min, 28°C) 50 pl of lectin sample with the same volume of a 2.5% (v/v) suspension of
rabbiterythrocytes treated with glutaraldenyde (Bing et al., 1967). The number of
hemagglutinating activity units (HAU) were defined as the reciprocal of the highest dilution
of the sample promoting full agglutination of erythrocytes. Specific hemagglutinating activity
was defined as the ratio between HAU and protein concentration (mg/mL). HA inhibitory
assay was performed by incubation (30 min, 28°C) of lectin sample with 200 mM N-

acetylglucosamine solution (Sa et al., 2009) before addition of erythrocyte suspension.

2.7. Bioassays

The bioassays consisted in offer to S. zeamais adults an artificial diet consisting of
wheat flour disks containing the sample, following the method of Xie et al. (1996) with some
modifications described by Napoledo et al. (2013). First, it was prepared a suspension
consisting in 2 g of autoclaved wheat flour (Dona Benta®, Bunge Alimentos S.A., Benevides,
Brazil) mixed with 5 mL of extract or lectin solution prepared with sterile distilled water. In
each bioassay, five aliquots (200 pL) of the suspension were placed on a petri dish (90 x 100
mm; PETRIQ®, Boeco, Germany) of known weight to form flour disks. After incubation
overnight at 56°C, the dish was weighed again and the masses of the flour disks were
determined. Twelve S. zeamais adults with known weight were then transferred to the dish.
Each bioassay was performed in quadruplicate. The tested concentrations of samples in flour
disks ranged from 4 to 20 mg/g (mg of protein/g of wheat flour) for bark extract, 14 to 70
mg/g for heartwood extract, 1.2 to 3.0 mg/g for MuBL, and 1.5 to 7.0 mg/g for MuHL. In

controls, only sterile distilled water was added to wheat flour. The assays were maintained at
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28+2°C in darkness for 7 days. After this period, the mortality rates and the weights of flour
disks and insects were recorded.

With the recorded data, it was possible to calculate the feeding-deterrence index (FDI)
and nutritional parameters. The FDI was calculated as follows: FDI (%) = 100 x (A — B)/(A),
where A is the mass of food ingested by insects in the control assay and B is the mass of food
ingested by insects in the sample assay (Isman et al., 1990). According to the FDI value, the
sample was classified as no deterrent (FDI < 20%), weakly deterrent (50% > FDI > 20%),
moderately deterrent (70% > FDI > 50%), or strongly deterrent (FDI > 70%) (Liu et al.,
2007).The nutritional indices calculated were: (a) the relative consumption rate = C/(D x
days), where C is the mass of ingested food in mg and D corresponds to the initial insect
biomass in mg; (b) the relative biomass gain rate = E/(D x days), where E corresponds to the
biomass gained in mg; and (c) the efficiency of conversion of ingested food = E/(C x 100)

(Xie et al., 1996)

2.8. Determination of digestive enzyme activities

For evaluation of the effect of samples on the activity of digestive enzymes, bioassays
were performed as described above with bark extract (20 mg/g), heartwood extract (70 mg/g),
MuBL (3.0 mg/g), MuHL (7.0 mg/g) or distilled water (control). After 7 days, groups of 50 S.
zeamais adults from each treatment were immobilized by placing them at -20°C for 10 min
and had their gut dissected manually. The guts were then homogenized with 1 mL of Tris
buffer (0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, containing 0.02 M CaCl, and 0.15 M NaCl), acetate buffer
(0.1 M sodium acetate, pH 5.5, containing 0.02 M CaCl, and 0.15 M NaCl), or sodium
phosphate buffer (0.02 M sodium phosphate, pH 7.0, containing 0.15 M NaCl) by using a 3-

mL tissue grinder (Pyrex®, Corning Inc., NY, USA). The homogenates were centrifuged at
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13,000 g at 4°C for 15 min. The supernatants (gut extracts) were collected and evaluated for
protein concentration. Assays were performed in quadruplicate.

Protease activity was determined by mixing gut extract in Tris buffer (50 uL; 192 ug
of protein) with 300 puL of 0.1 M sodium phosphate pH 7.5 and 50 pL of 0.6% (w/v)
azocasein (Azeez et al., 2007). The mixture was supplemented with 100 pL of 0.1% (v/v)
Triton X-100 and incubated at 37 °C for 3 h. The reaction was stopped by adding 200 pL of
10% (v/v) trichloroacetic acid and the assay was incubated at 4 °C for 30 min. Next, it was
centrifuged at 9,000 g for 10 min and the absorbance of the supernatant at 366 nm was
determined using a spectrophotometer (GeneQuant™ 1300, GE Healthcare Bio-Sciences
Corp., Piscataway, NJ, USA). One unit of protease activity was defined as the amount of
enzyme that gave an increase of 0.01 in absorbance. Assays were performed in quadruplicate.

The activities of acid and alkaline phosphatases were determined according
Koodalingam et al. (2011). Gut extract in sodium phosphate buffer (50 pL; 190 pg of protein)
was mixed with 450 pL of 0.05 M sodium acetate buffer pH 4.0 (for detection of acid
phosphatases) or 0.05 M Tris-HCI pH 8.0 (for evaluation of alkaline phosphatases). Next, 500
uL of 12.5 mM p-nitrophenyl phosphate in acetate or Tris buffer was added. After incubation
for 15 min at 37°C, the enzyme reaction was stopped by adding 100 pL of 0.5 M sodium
hydroxide and the assay was centrifuged (4000 g; 5 min). The absorbance at 410 nm of the
supernatants was then recorded using spectrophotometer. The amount of p-nitrophenol (pNP)
released by hydrolysis of substrate was determined using the standard curve
Y=16.992X+0.0001, where Y is the absorbance at 410 nm and X is the pNP concentration in
mg/mL. One unit of acid or alkaline phosphatase activity was defined as the amount of
enzyme required to generate 1 umol of p-nitrophenol per minute. Assays were performed in

quadruplicate.
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Endoglucanase, exoglucanase and amylase activities were determined according to Li
et al. (2009), Wood and Bhat (1988) and Bernfeld (1955) respectively, with some
modifications. The reactions started by incubation (50 °C, 10 min) of gut extract in acetate
buffer (100 pL; 385 pg of protein) with 400 pL of a 1% (w/v) carboxymethylcellulose (for
endoglucanase), 1% (w/v) Avicel (for exoglucanase) or 1% (w/v) soluble starch (for amylase)
solutions in sodium acetate pH 5.5 containing 0.15 M NaCl. In the assays for amylase
activity, the reaction medium was also supplemented with 0.02 M CaCl,. After incubation,
500 pL of DNS were added to stop the reaction and the mixtures were heated (100 °C) for 6
min and immediately cooled on ice (15 min). Then, the absorbance at 540 nm was measured
using spectrophotometer. The amount of reducing sugars was determined using a standard
curve of glucose (Y=0.1534X-0.0183; Y is the absorbance at 540 nm; X is the glucose
concentration in mg/mL). One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme
required to generate 1 pumol of glucose per minute. Blanks were performed submitting gut
extract to the same reaction steps in absence of substrate. Assays were performed in
quadruplicate.

The B-glucosidase activity was determined according to Tan et al. (1987). Gut extract
in acetate buffer (50 pL; 192 pg of protein) was incubated (50 °C; 10 min) with 400 pL of 0.1
% (w/v) p-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside solution in sodium acetate pH 5.5 containing
0.15 M NacCl. After incubation, 500 pL of 10% (w/v) sodium bicarbonate were added to stop
the reaction and the absorbance at 410 nm from 200 pL-aliquots of each reaction was
measured using a microplate reader. The amount of pNP released by hydrolysis of the
substrate was determined using the standard curve described above. One unit of activity was
defined as the amount of enzyme required to generate 1 pmol of pNP per minute. Reaction

blanks were performed without substrate. Assays were performed in quadruplicate.
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2.9. Statistical analysis

Standard deviations (SD) were calculated using GraphPad Prism version 4.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA), and data were expressed as the
mean of replicates £ SD. Significant differences between treatment groups were analyzed
using Student’s t-test and Tukey’s test for multiple comparison (both with significance at p <

0.05) with Origin 6.0 and Action 2.4.163.322 softwares.

3. Results and discussion

The ingestion of saline extracts from M. urundeuva bark and heartwood did not result
in mortality of S. zeamais adults after 7 days (Table 1), unlike previously reported for the
extract from leaves of this same plant, which caused the death of insects when incorporated to
artificial diet at concentrations from 10 mg/g (Napoledo et al., 2013). In spite of the absence
of mortality, we investigated whether the ingestion of M. urundeuva bark and heartwood
extracts could have interfered with nutritional parameters of the insects.

The results from bioassays using the bark extract shows that the relative biomass gain
rate was negative (ranging from -0.010 to -0.040 mg/mg/day) in all treatments (Fig. 1A). This
datum reveals that the ingestion of bark extract caused loss of biomass by the insects. The
effect of the 20 mg/g treatment was significantly (p < 0.05) different from the other
treatments. The relative consumption rates were not significantly (p > 0.05) different from
control (Fig. 1B), indicating no changes in the amount of food ingested relative to the body
size of insects. Since there was no reduction in consumption but the insects lost biomass, it

can be inferred that the ingestion of bark extract interfered with digestion and/or absorption
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processes. This is reinforced by the negative values of efficiency in conversion of ingested
food (Fig. 1C), which reached -70% in treatment at 20 mg/g. This result indicates that the
food ingested by the insect is being predominantly used to generate energy and also body

reserves are being metabolized in order to maintain the homeostasis.

Table 1. Survival rates of S. zeamais adults reared for 7 days on diets containing M.

urundeuva bark extract or heartwood extract.

Sample concentration (mg/g of wheat flour) Mortality rate (%) after 7 days

Bark extract

4.0 0,0+x00a
8.0 1.25 + 2.5a
12.0 2.44+ 2.8a
16.0 0,0+x0,0a
20.0 8.75+2.5a
Control 0,0+x00a
Heartwood extract
14.0 6.25 + 4.8a
28.0 3.63+46a
42.0 0,0+0,0a
56.0 5.00+4.1a
70.0 225+25a
Control 1.25 £+ 2.5a

Control treatments contained only wheat flour. Different letters indicate significant

differences (p < 0.05) between treatments.

The ingestion of heartwood extract also promoted alterations in nutritional parameters
of S. zeamais adults. The biomass gain rates were negative in all treatments with the extract
(Fig. 1D) with a significantly (p < 0.05) higher effect at 56.0 and 70.0 mg/g. The relative

consumption rates (Fig. 1E) were not significantly distinct (p > 0.05) from control and the
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efficiency in conversion of ingested food (Fig. 1F) was negative in all treatments reaching the

value of -35% in treatment at 70.0 mg/g,
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Figure 1. Nutritional parameters of S. zeamais adults reared on artificial diets consisting of
wheat flour disks prepared with distilled water (controls) or M. urundeuva bark (A, B, C) or
heartwood (D, E, F) extracts. The relative biomass gain rate indicates the amount of biomass
in mg gained every day per mg of initial body weight. The relative consumption rate indicates
the amount of food consumed in mg per mg of insect body weight per day. The efficiency in
conversion of ingested food (%) indicates the amount of ingested food incorporated by insects
as biomass. Each bar corresponds to the mean + SD of four replicates. Different letters

indicate significant (p < 0.05) differences between treatments.
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The bark and heartwood extracts did not exert deterrent effect at any of tested
concentrations, differently from leaf extract, which exerted moderate deterrent effect at
concentrations from 25 to 150 mg/g (Napoledo et al., 2013). The comparison of the results
obtained for these three extracts show that the leaf extract possess higher appeal for use in
control of S. zeamais because of its abilities to reduce the feeding activity of S. zeamais adults
and provoke their mortality, probably by induction of starvation and action of toxic
components (Napoledo et al., 2013). However, the bark and heartwood extracts also constitute
an interesting alternative for control of these insects since, at concentrations lower than the
other M. urundeuva leaf extract, they were able to disturb the digestive processes without
being rejected by the insects. Since there was no feeding deterrent effect of bark and
heartwood extracts, the nutritional damages resulted from the ingestion of extract
components, similarly to that was observed with the toxic effect of ar-turmerone from
Curcuma longa rhizome on S. zeamais adults (Tavares et al., 2013).

The low cost and biodegradability of plant extracts become them interesting
alternatives in integrated pest management programs, which prioritize the use of insecticides
with the least possible hazard to people and the environment (Procopio et al., 2015). It has
been considered that botanical insecticides might be better placed in rotation programs for
crop protection, in order to fight the development of resistance; also, compounds with
antifeedant activity and damaging for insect nutrition have potential for use as synergists
(Isman, 2006; Bullangpoti et al., 2012).

Since the lectins MuBL and MuHL were reported as active principle of the insecticidal
activity of M. urundeuva bark and heartwood extracts against termites and mosquito larvae
(Sa et al., 2008, 2009; Napoledo et al., 2011), we evaluated the effects of them on S. zeamais

adults. Both MuBL and MuHL did not promote mortality of the insects when incorporated
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into the artificial diet (Table 2). However, the ingestion of these proteins affected the

nutritional parameters.

Table 2. Survival rates of S. zeamais adults reared for 7 days on diets containing M.

urundeuva bark (MuBL) or heartwood (MuHL) lectins.

Sample concentration (mg/g of wheat flour)  Mortality rate (%) after 7 days

MuBL
0.6 6.25+4.8a
1.2 500x4.1a
1.8 3.75+48a
2.4 500+0.0a
3.0 250+29a
Control 250+5.0a

MuHL
1.4 0.0+0.0a
2.8 1.25+250a
4.2 0.0+£0.0a
5.6 0.0+£0.0a
7 00+£0.0a
Control 0.0+0.0a

Control treatments contained only wheat flour. Different letters indicate significant

differences (p < 0.05) between treatments.

The relative consumption rate (Fig. 2A) significantly (p < 0.05) increased in
comparison with control when MuBL was incorporated in flour disks at 1.2, 2.4 and 3.0 mg/g.
In spite of the increase in the amount of ingested food, the relative biomass gain rates (Fig.
2B) were negative ranging from -0.009 to -0.019 mg/g/day. The values of efficiency in
conversion of ingested food (Fig. 2C) were also negative in all treatments with MuBL. These

results show that the ingestion of MuBL was damaging for the nutrition of the insects, which
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lost biomass although they had even ingested a more amount of diet when this lectin was
present. In this sense, MuBL may be responsible for at least part of the antinutritional effects

of the bark extract.
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Figure 2. Nutritional parameters of S. zeamais adults reared on artificial diets consisting of
wheat flour disks prepared with distilled water (controls), MuBL (A, B, C) or MuHL (D, E, F)
extracts. The relative biomass gain rate indicates the amount of biomass in mg gained every
day per mg of initial body weight. The relative consumption rate indicates the amount of food

consumed in mg per mg of insect body weight per day. The efficiency in conversion of

ingested food (%) indicates the amount of ingested food incorporated by insects as biomass.
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Each bar corresponds to the mean + SD of four replicates. Different letters indicate significant

(p < 0.05) differences between treatments.

In the assays with MuHL, there was a significant (p < 0.05) decrease of 2.21 and 8.8
times of the relative consumption rates (Fig. 2D) in treatments at 5.6 and 7.0 mg/g, in
comparison with control. The values of biomass gain rates (Fig. 2E) were negative in all
treatments, with relative biomass losses ranging from -0.004 to -0.022 mg/g. The efficiency in
conversion of ingested food (Fig. 2F) was also negative with a drastic effect (-360%) in
treatment at 7.0 mg/g. The feeding deterrence indexes for MuHL showed that, depending of
the amount of lectin present in the diet, there was weak (2.8 and 4.2 mg/g), moderate (5.6
mg/g) or strong (7.0 mg/g) deterrent effects. The effects of MuHL on S. zeamais adults were
similar to those previously reported for MuLL, the lectin isolated from M. urundeuva leaves,
which also showed a deterrent effect and affected the nutritional parameters; the authors
suggested that the reduction in food ingestion can lead the insects to a starvation status
affecting development, reproduction and survival (Napoledo et al., 2013). As a deterrent
agent, MuHL was more effective than MuLL since this last only exerted a strong deterrent
effect at 30 mg/g, while the heartwood lectin was active at this level when incorporated into
the diet at only 7.0 mg/g.

Although the extracts and lectins from M. urundeuva bark and heartwood evaluated
here did not caused mortality of the insects after 7 days, the damaging effects on nutrition of
S. zeamais would be able to affect the reproductive success of the individuals that ingest these
preparations. Oliveira et al. (2015) showed that the chronic ingestion of Dioclea violacea
lectin by Anagasta kuehniella larvae did not affect survival butcaused decrease of biomass,
interfering with development. The ingestion of Phaseolus vulgaris whole meal or protein

extract, rich in lectins and lectin-like proteins, significantly decreased the fecundity of
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Callosobruchus maculatus females and also affected the percentage of adult emergence and
increased the development time (Karbache et al., 2011).

When a lectin reaches the insect gut, it can bind to gut cells, modulate cell turnover,
and interact with enzymes affecting the digestion process, which results in nutrient
malabsorption (Vasconcelos and Oliveira, 2004). Chitin-binding lectins are able to bind the
peritrophic matrix of insects, affecting the integrity of this structure. The disorganization of
peritrophic matrix may result in deregulation of enzyme activities, alteration of gut
permeability and damage of microvillar brush border (Paiva et al., 2013)

In order to evaluate whether antinutritional effects of extracts and lectins from M.
urundeuva bark and heartwood would be linked to damages in digestion processes, we
determined the digestive enzymes activities in gut of insects that ingested the artificial diets
containing them. The activities of protease, acid phosphatases, alkaline phosphatases and (-
glucosidase in gut extracts from control insects were not significantly different (p > 0.05)
from those in gut extract from insects that ingested the bark extract (Table 3). On the other
hand, the activities of endoglucanase, exoglucanase and a-amylase were, respectively, 21.4%,
84.4% and 24.4% higher than in control.

For insects that ingested the heartwood extract (Table 3), the activities of protease,
exoglucanase and a-amylase were respectively 49.6%, 26.9% and 36.6% lower than in control
group, while the activity of acid phosphatases was 8.02% higher. The interference with the
activity of digestive enzymes at S. zeamais gut may disturb the regulation of all the digestive
process. Particularly, the reduction of amylase activity has a great impact in the nutrition of
these insects, since the starch accounts for 88% of the endosperm, which correspond to 83%
of the dry weight of maize grains (Paes, 2006).The amylases have been described as targets of

lectins at insect midgut (Macedo et al., 2015).
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Table 3. Digestive enzyme activities in gut extracts from S. zeamais adults reared on diets

consisting on wheat flour disks containing extracts from M. urundeuva bark and heartwood.

Enzyme Treatment groups Treatment groups

Control Bark extract Control Heartwood

extract

Protease (U/mg) 1351+182a 16.23+1.58a 10.98+0.68a 553+0.89b
Acid phosphatase (mU/mg) 13.07+0.04a 13.08+0.10a 12.09+0.09a 13.06+0.06b
Alkaline phosphatase (mU/mg)  2.16 £ 0.05 a 2.22+0.09a 1.03+£0.13a 1.14+0.02a
Endoglucanase (U/mg) 0.28+£0.02a 0.34+0.00 b 0.42+0.01a 0.38+£0.03a
Exoglucanase (U/mg) 045+0.04a 083x0.07b 160+0.05a 1.17+0.08b
B-glucosidase (mU/mg) 3244 +407a 39.36+3.48a ND ND
a- amylase (U/mg) 0.96+0.14a 1.194+0.03 b 1.34+0.04 a 0.85+0.03Db

Control treatments contained only wheat flour and distilled water. Different letters indicate
significant (p < 0.05) differences between treatments. Each value corresponds to the mean +

SD of four replicates. ND: not determined.

In gut extracts from insects of treatment with MuBL (Table 4), the activities of acid
phosphatases and a-amylase were respectively 25.7% and 2.2% lower than in control while
the activities of protease, endoglucanase and exoglucanase were 362.3%, 35.7% and 26.8%
higher, respectively. The highest levels of the most of digestive enzymes evaluated are
probably linked to the higher ingestion of food by insects when MuBL was incorporated into
the diet. In addition, although the amylase activity was little different between treated and
control insects. However, the presence of this lectin had a negative effect on the conversion of
food in biomass, which suggests that it may be interfering with the absorption of nutrients.

In the case of insects treated with MuHL (Table 4), the activities of acid and alkaline
phosphatases and exoglucanases were respectively 7.7%, 28.7% and 20% lower than those in
gut extracts from control insects. The activities of the other enzymes evaluated were not
significantly different (p > 0.05) from control. At the concentration used in this assay, MuHL

showed a strong deterrent effect and thus the loss of biomass was probably more linked to an
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insufficient ingestion of nutrients by the insects than to interferences with the digestive
enzyme activities.

Several lectins have been reported as able to modulate the activity of digestive
enzymes from insects, which may be due to binding of the lectin to glycosylated moieties or
other sites at the enzyme structure (Paiva et al, 2013; Macedo et al., 2015). The ingestion of
M. urundeuva leaf lectin (MuLL) by S. zeamais adults resulted in decreased protease, alkaline
phosphatase, endoglucanase, and a-amylase activities; this lectin also was able to modulate
the activity of proteases and amylase from larvae of A. aegypti (Napoledo et al., 2012, 2013).
Ingestion of Dioclea violacea lectin decreased trypsin-like, chymotrypsin-like, and a-amylase

activities of A. kuehniella larvae (Oliveira et al., 2015).

Table 4. Digestive enzyme activities in gut extracts from S. zeamais adults reared on diets
consisting on wheat flour disks containing lectins from M. urundeuva bark (MuBL) and

heartwood (MuHL).

Enzyme Treatment groups Treatment groups

Control MuBL Control MuHL
Protease (U/mg) 13.72+1.06a 63.43+1.48b 12.16+2.11a 11.39+169a
Acid phosphatase (mU/mg) 13.79+0.11a 10.24+£0.03b 9.61+0.03a 8.87+0.05b
Alkaline phosphatase 1.32+0.15a 1.07+0.25a 209+0,0a 149+£0.17b
(mU/mg)
Endoglucanase (U/mg) 0.14+0.07a 0.19+£0.01b 0.14+0.03a 0.10+0.01a
Exoglucanase (mU/mg) 1.27+048a 1.60+0.26b 250+0.14a 2.00+0.10b
B-glucosidase (mU/mg) 12.62+0.22a 1254+0.20b ND ND
a- amylase (U/mg) 046+0.00a 045x0.00b 0.70+0.04 a 0.66 +0.08 a

Control treatments contained only wheat flour and distilled water. Different letters indicate
significant (p < 0.05) differences between treatments. Each value corresponds to the mean +

SD of four replicates. ND: not determined.

4. Conclusion
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Extracts and lectins from bark and heartwood of M. urundeuva are able to exert
anutritional effects on S. zeamais adults, showing then potential for use in control of the

damages caused by this stored grain pest.
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6. CONCLUSAO

Extratos e lectinas de entrecasca e cerne de M. urundeuva exerceram efeitos
antinutricionais sobre adultos de S. zeamais, afetando a converséo do alimentado ingerido em
biomassa e interferindo na atividade de enzimas digestivas; adicionalmente, a lectina do cerne
(MuHL) apresentou efeito deterrente. Dessa forma, ambos extratos e lectinas apresentam

potencial para uso no controle dos danos causados por esse inseto-praga.



