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RESUMO: As plantas tém surgido como uma fonte de material alternativo no controle de
insetos praga, pois possuem uma grande variedade de compostos quimicos bioativos e sdo
apropriadas para a utilizagdo no manejo integrado de pragas. Portanto, muito esfor¢o esta sendo
realizado na busca de plantas e seus compostos quimicos com potencial inseticida e existe uma
necessidade de pesticidas seguros, mas efetivos, biodegradaveis e sem toxicidade a organismo
ndo alvos. Este trabalho descreve os efeitos fisiolégicos do (KPE) extrato aquoso de sementes de
Koelreuteria paniculata no desenvolvimento larval, fecundidade e fertilidade de Anticarsia
gemmatalis. Nos estudamos o efeito bioquimico de KPE no sistema digestivo de larvas de 4°
instar de 4. gemmatalis para fornecer informagdes sobre a interagdo de inseticidas botanicos no
desenvolvimento de insetos fitofagos e sua interagdo com enzimas digestivas para se investigar
em detalhes o mecanismo de acdo do mesmo. Bioensaios foram realizados com folhas de soja
tratadas com KPE a 0,15% (g/mL). Os resultados indicam que KPE 0,15% afeta a fisiologia de
A. gemmatalis, ocasionado um aumento significativo na mortalidade larval (68,3%), uma
reducdo de 52,4% no peso larval, bem como na emergéncia (60%), fecundidade (49%) e
fertilidade (48,4%) dos insetos adultos quando comparado ao tratamento testemunha. Para
separar o efeito deterrente do efeito mediado pela toxicidade, o consumo e utilizagdo do alimento
foram sujeitos a analises nutricionais e foi observado que KPE 0,15% reduz o consumo de
alimento (37%) mostrando um efeito deterrente e diminui tanto a eficiéncia de conversdo do
alimento ingerido (ECI) como a eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD) indicando
uma atividade toxica. Posteriormente, nds investigamos o modo de agdo desta toxicidade do
extrato por meio de ensaios enzimdticos e foi possivel verificar que a atividade triptica do
homogenato das fezes de 4. gemmatalis foi significativamente maior em KPE 0,15%, que exibiu
uma atividade triptica 46% maior do que o tratamento testemunha. A pequena atividade triptica
das fezes dos insetos testemunha foi reflexo de niveis elevados desta variavel no intestino médio,
que exibiu 57,7% mais atividade do que as larvas tratadas com KPE 0,15%. Portanto, nos
sugerimos que como toxina KPE esta agindo no trato digestivo do inseto, interferindo com a

digestdo, afetando deste modo o mecanismo de reciclagem de enzimas do tipo tripsina.

Palavras chave: Anticarsia gemmatalis, Koelreuteria paniculata, Inseticidas Botanicos, Indices

Nutricionais, Tripsina.
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ABSTRACT: Plants have been suggested as alternative sources of materials for insect
control because they contain a range of bioactive chemicals and are potentially suitable
for use in integrated pest management. Due to that, much effort has been focused on
plants or their constituents as potential sources of pest control and there is an urgent
need for safe but effective, biodegradable pesticides with no toxic effects on non-target
organisms. This work describes the physiological effects on larval development,
fecundity and fertility of (KPE) aqueous extract from Koelreuteria paniculata seeds
against the Anticarsia gemmatalis, we studied its biochemical effect on the digestive
system of fourth instar larvae to prompet investigations of the interplay of enzymes and
botanicals pesticides with plant breeding and biotechnology implications. Bioassays
were carried out with soybean leaves treated with the aqueous extract at 0,15% (g/mL).
The results indicate that KPE 0,15% affected the physiology of the velvetbean, causing
a significant increase in the larval mortality (68,3%), a reduction in weight of 52,4%, as
well in emergency (60%), fertility (48,4%) and fecundity (49%) of adults when
compared with treatment control. To segregate antifeedant effects from toxicity-
mediated effects, the consumption and utilization of food were subjected to nutritional
analysis, and we observed that KPE 0,15% reduced the food consumption (37%)
showed a antiffedant effect and decrease both Efficiency of conversion of ingested food
(ECI) and Efficiency of conversion of digested food (ECD) indicating toxicity. Next,
we investigate what is the extract’s toxic mode-of-action assayed by enzymatic assays.
We observed that proteinase activity of faecal homogenates of A. gemmatalis was
significantly higher in KPE 0,15%, which exhibited significantly more mean trypsin-
like activity (46%) than control. The lower faecal tryptic activity of insects in control
was reflected in higher midgut levels of trypsin activity in control, which exhibited 57,7
% more activity than midgut larve of KPE. Therefore, we suggest that as toxin KPE is
acting on insect’s intestinal tract, interfering with digestion, affecting this way the

recycling mechanisms for trypsin.

Key words: Anticarsia gemmatalis, Koelreuteria paniculata, Botanic Insecticides,

Nutritional Indices, Trypsin.
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1. Introducio

1.1 Material Vegetal

Koelreuteria paniculata Laxm., conhecida popularmente como Flor-da-China, ¢
uma espécie pertencente a familia Sapindaceae. E uma planta decidua, capaz de se adaptar
a secas, requer pouca agua e apresenta um crescimento rapido, tolera solos com baixa
fertilidade, calor e poluig¢do. (Gilman & Watson, 1993).

K. paniculata é de origem oriental, sendo encontrada em abundancia nos paises
como China, Coréia e Japao. Por suas caracteristicas de facil adaptagdo, ¢ amplamente
empregada em varios paises do mundo, inclusive no Brasil, como uma arvore ornamental
urbana. A arvore pode atingir entre 6 a 12 metros de altura, apresenta folhas alternas
bipinadas e sua madeira ndo é considerada muito resistente. Sua florescéncia normalmente
se inicia em junho e prolonga-se até agosto. As vagens das sementes se assemelham a
lanternas de coloragdo marrom-dourado. As sementes sdo pequenas, arredondadas,
revestidas por uma casca de coloragdo marrom e sdo encontradas em numero de seis por
fruto (Figura 1). (Gilman & Watson, 1993). Neste trabalho foram utilizadas sementes de K.
paniculata, coletadas na cidade de Campinas - Sao Paulo.

Estudos anteriores desenvolvidos no Laboratdrio de Purificacdo de Proteinas e suas
Fungdes Biologicas (LPPFB), no Departamento de Ciéncias Naturais (DCN), Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) identificaram e caracterizam uma lectina, proteina
de defesa vegetal sintetizada naturalmente como um mecanismo de defesa, presente em
sementes de Koelreuteria paniculata, denominada KpLec e observaram a sua atividade
inseticida utilizando bioensaios com dieta artificial contra Anagasta Kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae) e Callosobruchus maculatus (Coleoptera:Bruchidae) sendo
possivel observar a inibi¢do do crescimento e reducdo da sobrevivéncia larval em ambas as
espécies (Macedo et al., 2003).

Outro aspecto considerado refere-se a pesquisas onde compostos secundarios
como Saponina B e pseudo sesquiterpendides foram isolados de sementes de K. paniculata
(SUTIASHVILI, 2000; LIN et al., 2002).

Nesse sentido este trabalho foi desenvolvido, objetivando-se identificar as fracdes

inseticidas presentes em KPE (Extrato aquoso de Koelreuteria paniculta), contra um inseto



praga desfolhadora de soja, Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), uma vez que
varios estudos recentes t€ém demonstrado que extratos vegetais pertencentes a familia
Sapindaceae possuem atividade biolégica contra vérios insetos praga (MEDEIROS &
BOICA JUNIOR 2005; ARRUDA et al. 2003; MEDEIROS et al. 2005; BOICA JUNIOR
et al. 2005; PEREZ & IANNACONE 2004; FERNADES et al. 2005) e nenhum trabalho foi
realizado no sentido de se analisar o efeito de extratos vegetais contra a lagarta da soja,

principalmente relacionado a aspectos bioquimicos.

Figura 1 = A- arvore; B- frutos e C- sementes de Koelreuteria paniculata

Fonte: (http://www.floridata.com/ ref/K/koel.p.cfim)



1.2 Aspectos da biologia e controle de Anticarisa gemmatalis.

1.2.1 Ciclo de vida e descriciao

As larvas de Anticarsia gemmatalis (Hiibner, 1818) (Lepidoptera: Noctuidae),
conhecidas como lagarta da soja, sdo consideradas pragas-chave da sojicultura, destaca-se
como o principal inseto desfolheador sendo economicamente importantes em fungdo das
grandes perdas que ocasionam a esta lavoura (GALLO et al., 2002).

A lagarta da soja apresenta desenvolvimento do tipo holometabolo e sua ocorréncia
varia de novembro a marco, atingindo picos populacionais a partir de janeiro (DIEHL &
JUNQUETTI, 2002; SAVOLDI, 2002). O periodo larval pode durar até 25 dias, podendo
ocorrer 6 instares. A lagarta pode atingir 48 mm de comprimento e sua coloragdo € variavel,
apresentando listras longitudinais verde escuras proeminentes e listras estreitas nas cores
branca, amarela ou rosa. No estagio de pré-pupa que dura em média 2 dias as larvas encolhem
atingindo um comprimento médio de 25 mm e adquirem cor marrom escura com poucas listras
longitudinais. O estagio pupal dura em média 7 dias. As pupas podem apresentar cor verde ou
marrom, s3o lisas e medem de 18 a 20 mm no comprimento ¢ 4 a 6 mm na largura, sdo
encontradas abaixo da superficie do solo a uma profundidade de aproximadamente 2 cm
(BARBARA, 2003) (Figura 2).

Na fase adulta de A. gemmatalis, que dura em média 15 dias, a mariposa apresenta
envergadura de 30 a 38 mm e coloragdo variando de cinza, marrom avermelhado ou amarelado
sem dimorfismo sexual (Figura 2). A ovoposi¢do ocorre na face inferior das folhas, podendo
durar até 3 dias. Os ovos sdo arredondados e achatados na superficie inferior, medem de 1 a 2
mm no didmetro e apresentam cor branca até a eclosdo, apos a qual adquirem coloracdo rosa.
Como caracteristico de insetos da familia Noctuidae, os adultos de A. gemmatalis necessitam
de um suplemento alimentar (WEI et al, 1998). A fonte primaria de alimento para

Lepidopteros adultos € o néctar floral.



Figura 2. Estagios de desenvolvimento A. gemmatalis: A - larva; B - pupa e C - inseto
adulto

Fonte: (www.agroconnection.com.ar/S016A04701)htm).



1.2.2 Danos a cultura de soja.

Os principais danos causados a cultura da soja ocorrem na fase larval de A4.
gemmatalis, quando as lagartas inicialmente raspam as folhas da soja e causam prejuizos
consideraveis a medida que crescem. Larvas neonatas iniciam o consumo na epiderme inferior
e mesofilo foliar até o final do segundo instar quando comegam a esqueletizar a folha, restando
somente as nervuras principais. Apos o segundo instar as lagartas consomem tanto o limbo
como as nervuras, podendo ocasionar 100% de desfolhamento até atingir o seu
desenvolvimento maximo, para tornar-se pupa. Até completar o seu desenvolvimento larval,
cada lagarta pode consumir em média 90 cm” de folhas, ou seja, o equivalente a 2,1 vezes a sua

propria massa a cada 24h (GALLO et al., 2002).

1.2.3 Medidas de controle e Manejo.

A cultura de soja esta sujeita, durante todo seu ciclo, ao ataque de diferentes espécies
de insetos. Embora estes insetos tenham suas populagdes reduzidas por predadores,
parasitoides e doencas, em niveis dependentes das condigdes ambientais e do manejo de pragas
que se pratica, quando atingem populagdes elevadas, capazes de causar perdas significativas no
rendimento da cultura, precisam ser controlados. Apesar dos danos a cultura de soja serem
alarmantes em alguns casos, ndo se recomenda a aplicagdo preventiva de produtos quimicos,
pois além do grave problema da contaminag¢do ambiental, a aplicacdo desnecessaria eleva os
custos de producdo e contribui para o desequilibrio populacional dos insetos (FUGI et al,
2005)

As estratégias utilizadas para o controle de A. gemmatalis devem ser feitas com base
nos principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP). Consistem em tomada de decisdes de
controle com base no nivel de ataque, no numero e tamanho das larvas e no estadio de
desenvolvimento da soja, informagdes essas obtidas em inspe¢des regulares na lavoura. As
amostragens devem ser efetuadas com um pano-de-batida, de cor branca, preso em duas varas,
com | metro de comprimento, o qual deve ser estendido entre duas fileiras de soja. As plantas
das duas fileiras devem ser sacudidas fortemente sobre o mesmo, promovendo a queda dos
insetos que deverdo ser contados e controlados quando forem encontradas em média, 40
lagartas grandes (> 1,5 cm) por pano de batida, ou com menor numero se a desfolha atingir

30% antes da floragdo, e 15% tdo logo aparecem as primeiras flores (EMBRAPA SOJA 2004).



Diversas espécies de parasitoides atacam a lagarta da soja, dentre os quais se destaca
Winthemia rufopicta (Diptera: Tachinidae) (DAIGLE et al, 1990) além de predadores
generalistas como Calosoma sayi, Calleida decora, Poecilus chalcites (todos Coleoptera:
Carabidae). Péassaros, sapos e roedores também atuam como inimigos naturais de A.
gemmatalis (LEE et al., 1990). Varios patogenos, principalmente fungos, tém sido associados a
lagarta da soja, dentre os quais se destacam: Nomurea rileyi e Entomophthora sp.

As estratégias utilizadas para o controle biologico consistem na regulagcdo do ntimero de
vegetais e animais por seus inimigos naturais, sendo realizado através da utilizagdo racional de
patogenos, visando a manutengdo da populacdo de pragas a niveis abaixo dos niveis de dano
econdmico (ALVES, 1998). Dentre os métodos de controle biolégico, destaca-se o uso de
produtos a base de virus, principalmente os baculovirus (MOSCARDI,.& SOSA-GOMEZ,
1992).e o uso do Bacillus thuringiensis (GLASER & MATTEN, 2003) O Brasil possui o
maior programa mundial de uso de baculovirus para o controle de insetos, implantado no inicio
da década de 1980 pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), através do
emprego do Baculovirus anticarsia para o controle da lagarta da soja (HOFFMANN-CAMPO
et al., 2000).

A utilizacdo de variedades de soja com alguma resisténcia (FUGI et al., 2005) associada
a praticas de Técnicas de Cultura, como a antecipagdo do plantio ou a utilizagdo de espécies
que amadurecem mais rapidamente, permitindo a maturagdo da planta antes que a populagéo
de insetos torne-se elevada (MCPHERSON & BONDARI, 1991) constituem ferramentas
alternativas no controle da lagarta da soja.

Atualmente, varios esforcos estdo sendo realizados por pesquisadores no sentido de
minimizar a utilizacdo de produtos quimicos no controle a insetos praga aliado ao crescimento
do interesse publico em produtos mais saudaveis e em praticas econdmicas ecologicamente
compativeis com o meio ambiente. Deste modo estdo sendo estudadas formas alternativas de
controle de pragas, dentre as quis se destaca a utilizagdo de produtos de origem vegetal, os
inseticidas naturais (SCHMUTTERER & SINGH 2002; SUTHERLAND 2002; HAN et al.
2006).



1.3 Inseticidas botanicos.

Com um aumento na populagdo mundial projetado em 10 bilhdes de pessoas nas
proximas quatro décadas, uma prioridade imediata para a agricultura mundial é alcangar a
maxima produtividade em alimentos e outros produtos de uma maneira sustentavel, voltada a
preservacdo e conservacdo ambiental resultando na busca pelo setor produtivo de tecnologias
para a implanta¢do de sistemas de produgdo agricola com enfoques ecoldgicos, rentaveis e
socialmente justos. Perdas devidas ao ataque de insetos herbivoros, estimadas em 10-20%, sdo
um fator significante na limitagdo da producdo agricola (HAQ et al., 2004).

O controle de pragas resulta no aumento do custo de producado, trazendo problemas
tanto para o produtor quanto para o consumidor e o ambiente. O mercado mundial de
defensivos agricolas chega a valores proximos de US$ 1,8 bilhdes, sendo os inseticidas e os
acaricidas responsaveis por 30% do total. O custo para o desenvolvimento de inseticidas
quimicos € alto e tem aumentado ao longo dos anos, devido a necessidade de novas
formula¢des mais adequadas as pragas, que se tornam mais resistentes ao seu uso, o que tem
feito crescer o interesse pela pesquisa de inseticidas alternativos, como os bioinseticidas
(MENEZES & LIMA, 2005).

Algumas plantas, ao longo de sua evolucdo, desenvolveram suas prdprias defesas
quimicas contra os insetos herbivoros, sintetizando metabolicos secundarios com propriedades
inseticidas; isto €, com atividade toxica contra os insetos ou que causem sua morte por outros
modos de agdo, ou mesmo sua repeléncia. Os inseticidas botanicos sdo produtos derivados
dessas plantas ou partes das mesmas, podendo ser o proprio material vegetal, normalmente
moido até ser reduzido a po, ou seus produtos derivados por extragdo aquosa ou com solventes
organicos, tais como dalcool, éter, acetona, cloroféormio, etc. ou destilagdo (WIESBROOK,
2004).

Desde a década de 60, com a chamada Revolugdo Verde, os sistemas de produgio
agricola caracterizam-se pelas monoculturas extensivas, e, portanto, com baixo nivel de
diversidade biologica e alto aporte de insumos externos, especialmente os fertilizantes
quimicos sintéticos e os agrotoxicos. Apesar da utilizacdo desses inseticidas sintéticos ter
contribuido para um incremento significativo na produgdo de alimentos (FLINT & VAN DEN
BOSCH, 1981), a falta de conhecimento ou acompanhamento técnico sobre o seu manuseio

adequado, com conseqiiente aumento no numero de pulveriza¢des, doses acima das



recomendadas e ndo obedecendo ao periodo de caréncia, tem contribuido para proporcionar
efeitos maléficos sobre o meio ambiente e ao proprio homem, tais como o ressurgimento das
pragas-alvo, o surgimento de pragas secunddrias em fungdo dos efeitos toxicos sobre os
inimigos naturais dessas pragas, desenvolvimento de resisténcias das pragas a esses produtos,
intoxicag¢do dos produtores rurais, contamina¢do da dgua e do solo, impactos negativos sobre
os organismos ndo-alvo e presenga de residuos téxicos nos alimentos (VAN DEN BOSCH,
1978; FLINT & VAN DEN BOSCH, 1981). Outro aspecto nio menos importante € a
dependéncia econdmica que esses insumos externos trazem para o pais e para os produtores
rurais, gerando perdas de divisas, descapitalizagdo dos produtores e afetando a auto-
sustentabilidade.

Os bioinseticidas apresentam custo menor que os inseticidas quimicos e maior tempo
de vida util dado a dificuldade da praga se tornar resistente ao seu uso, além de serem mais
especificos e menos poluentes. Porém, em contrapartida exigem estudos mais aprofundados,
tanto no isolamento de novos compostos como nos testes de sele¢@o, produgado e formulagéo.

Na primeira metade do século 20, o Brasil foi um grande produtor e exportador de
inseticidas botanicos, como piretro, rotenona e nicotina, que apresentam maior seguranga em
seu uso agricola e de menor impacto ambiental. Os inseticidas botanicos foram muito
populares e importantes entre as décadas de 30 e 40 para o controle de pragas. A importacdo de
materiais botanicos ou derivados para uso como inseticidas representou um empreendimento
comercial consideravel.

Quando se adotou o pacote tecnoldogico da Revolugdo Verde (KATHRINA &
ANTONIO, 2004) o volume de agrotoxicos usados no mundo chegou a ultrapassar 20.000
toneladas de ingredientes ativos na década de 90. Isto reflete a extensdo pela qual os inseticidas
botanicos foram substituidos pelos inseticidas quimicos sintéticos, dentre eles, os
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretrdides, produzidos pelos paises
industrializados nas décadas de 50 e 60.

Afortunadamente, o interesse em desenvolver e usar produtos botanicos para o manejo
de pragas esta novamente aumentando nos ultimos anos, estimando-se um crescimento anual
na ordem de 10 a 15% (ISMAN, 1997). Varios paises utilizam bioinseticidas para o controle de
pragas da lavoura, sendo que esses agentes, atualmente representam mais de 2% do mercado de

inseticida do mundo (MENEZES & LIMA, 2005).



Esse interesse vem ao encontro da necessidade de buscar métodos alternativos de
menor impacto ou riscos a saide humana e ao meio ambiente, bem como pela crescente
demanda por produtos alimenticios saudaveis e isentos de residuos de agrotdéxicos. Sdo
inumeras as plantas possuidoras de poderes inseticidas, que deveriam ndo apenas ser estudadas
em profundidade como também introduzidas nas propriedades agricolas como fonte alternativa
no controle de pragas, especialmente em sistemas organicos de producdo. Hoje existe um
mercado promissor para os bioinseticidas e inseticidas naturais. A produg¢do de compostos
quimicos naturais representa 7,5% do mercado de produtos quimicos, farmacéuticos,
veterinarios e de protecdo de plantas. (MENEZES & LIMA, 2005)

De um modo geral, podem ser reconhecidas duas abordagens quanto a utilizagdo de
plantas e substancias com atividades sobre os insetos. Na primeira delas, a atividade ¢
reconhecida, os compostos sdo isolados, identificados e posteriormente sintetizados em larga
escala. Nesse processo ha a possibilidade de alteragdes quimicas de forma a acentuar os efeitos
desejados ou diminuir a toxicidade, quando houver. No segundo caso, uma vez identificada a
atividade inseticida em alguma espécie vegetal, sua utilizagdo se dd na forma de extrato vegetal
bruto. A escolha da melhor abordagem estd relacionada a complexidade das estruturas
quimicas das substancias envolvidas que viabilizard sua sintese ou ndo, bem como a
consideragdes de ordem econdmica e tecnologica.

Outro aspecto importante € que com a sele¢do de compostos passiveis de serem
elaborados a partir de extragdes simplificadas (alcoolica ou aquosa) realizadas no proprio local,
isto €, na propriedade rural, haverd economia de recursos para o pequeno produtor, reduzindo

sua dependéncia da aquisi¢do de formulas industrializadas, que oneram os custos e a produgao.

1.4 Substancias quimicas secundarias das plantas: aspectos co-evolutivos com
insetos-herbivoros e um mecanismo de defesa aplicivel a agricultura na forma de
extratos aquosos e orginicos.

O estudo da co-evolugdo-evolugdo reciproca em espécies que interagem entre si
dirigidas pela sele¢do natural- especificamente insetos fitofagos e plantas foi um dos primeiros
pontos a serem abordados em estudos co-evolucionarios nos ultimos anos.

O foco de varias pesquisas recentes no campo da biologia envolve o conceito da

interacdo entre plantas e seus insetos herbivoros de uma maneira multidisciplinar, uma vez que



os avangos mais significativos neste campo resultam da combinagdo aplicada de pesquisadores
na area de ecologia com as modernas ferramentas e modelos moleculares (PICHERSKY &
GANG., 2000). Ha um interesse crescente para se estudar os caminhos pelos quais as plantas
tém influenciado ou se ajustado a evolugdo de insetos em relagdo aos processos de adaptacdo e
selecdo. Em adigdo, estas relagdes podem ser vistas através de uma perspectiva oposta: como
os insetos herbivoros se ajustaram com a evolugdo das plantas?

A associacdo entre plantas e insetos nos leva ao tempo de suas origens evolucionarias.
Insetos alados estdo entre os primeiros colonizadores da Terra a aproximadamente 320 a 250
milhdes de anos atrds durante o periodo Carbonifero da era Paleozdica, quando as
gimnospermas primitivas ja haviam se estabelecido na ambiente terrestre. Cinco ordens de
insetos que se originaram no periodo Permiano (280 a 240 milhdes de anos atras) e tém muitas
espécies sobreviventes que sdo ainda especializados nas plantas chamadas de primitivas.

Um dos mais importantes eventos da evolugdo dos insetos foi a origem das
Angiospermas, plantas que produzem sementes abrigadas no interior dos frutos (WEIS &
BERENBAUM, 1986).

Essas plantas evoluiram no periodo Cretaceo (110 milhdes de anos atras), quando os
dinossauros atingiram seu apogeu. Novas familias de insetos inteiramente fitéfagos surgem
nessa €poca, incluindo as dos pulgdes (Hemiptera: Aphididae) e das vespas cecidogenas
(formadoras de galhas) (Hymenoptera: Cynipidae). Em adig@o, outras ordens surgem como
quase que exclusivamente fitéfagas, tal como a ordem Lepidoptera, cujos adultos (mariposas e
borboletas) e lagartas contam exclusivamente com as plantas para sua sobrevivéncia, isto €, as
mariposas e borboletas coletam pdlen e néctar e as lagartas sdo conhecidas por alimentarem-se
em varias partes da planta (EDWARDS & WRATTEN, 1981; WEIS & BERENBAUM, 1986;
PRICE, 1997).

Deste modo, plantas, que ndo podem se locomover, fugir ou lutar e freqlientemente
possuem um longo periodo de geracdo e taxas pequenas de recombinagdo, parecem estar em
desvantagem quando comparadas aos herbivoros que as consomem. J4 os insetos, podem
adaptar-se rapidamente a mudangas ambientais e outros fatores, em fun¢do de seu pequeno
tamanho e concomitantemente um periodo curto de geracdo, combinado a uma elevada

capacidade reprodutiva. Além disso, eles possuem a capacidade de se dispersarem e invadirem
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fontes potenciais de alimentos até mesmo a uma distancia consideravel do lugar de origem do
mesmo.

Diferentes grupos de insetos tém desenvolvido através de um longo periodo de co-
evolugdo e co-adaptagdo com suas plantas hospedeiras diferentes padrdes de associagdo com
plantas hospedeiras acoplados a estratégias diferenciais de ciclo de vida e mecanismos
alimentares necessarios para a exploragdo da planta.

Uma das razdes pelas quais as interagdes entre planta e inseto tém recebido mais
atengdo de pesquisadores ¢ o fator quantitativo, visto que ocorrem aproximadamente 308.000
espécies de plantas terrestres conhecidas no mundo, o que consiste em 22% de todas as
espécies do reino Animal e Vegetal. Insetos herbivoros sdo responsaveis por cerca de 360.000
espécies, ou seja, 26% de todas as espécies. A maioria desses insetos se distribui entre oito das
29 ordens de insetos atualmente conhecidas, a saber: Orthoptera (grilos, gafanhotos, paquinhas
etc.), Phasmatodea (bicho-pau), Thysanoptera (tripes), Hemiptera (percevejos, pulgao,
cochonilha etc.), Coleoptera (besouros), Diptera (moscas, mosquitos e simulidios), Lepidoptera
(mariposas e borboletas) e Hymenoptera (vespas, abelhas, formigas etc.) (EDWARDS &
WRATTEN, 1981; PRICE, 1997).

Outro aspecto é o estudo, caracterizagdo, isolamento de substancia vegetais que
possuem atividade inseticida, farmacoldgica, entre outras procurando aproveitar a enorme
diversidade de compostos produzidos pelas plantas. Embora a estrutura de aproximadamente
50.000 compostos tenha sido elucidada, provavelmente ha centenas de milhares de tais
substancias dentre as quais poucas fazem parte do metabolismo primario (DE LUCA &
PIERRE, 2000). O restante destas substancias ¢ denominado de compostos secundarios (CS).
Estima-se que o genoma de plantas possua cerca de 20.000-60.000 genes, e talvez 15-25%
destes genes codificam enzimas do metabolismo secunddrio (SOMERVILLE &
SOMERVILLE, 1999).

Compostos secundarios podem estar na planta no estado ativo ou em estado latente,
que se torna ativo apds injuria por herbivoria e/ou patégenos (WINK 2003). Ha mais de cem
anos Ernst Stahl tém evidenciado experimentalmente que CS atuam como defesa contra
herbivoros (STAHL, 1888). Uma grande variedade de evidencias experimentais suportam a
idéia de que muitos alcaldides, glicosideos cianogénicos, terpenos, saponinas e taninos sao

substancias aleloquimicas.. Eles representam tracos adaptativos que tem se diversificado
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durante a evolugdo por meio da selecdo natural no sentido de proteger contra o ataque de
bactérias, fungos, virus, plantas competidoras e insetos herbivoros (WINK, 2003).

Por outro lado, as plantas necessitam de animais para a poliniza¢do ou dispersores de
sementes. Neste caso, CS podem servir como atrativos, sinais (monoterpenos com aroma,
antocianinas coloridas ou carotenoides em flores) e como recompensa a estes animais a planta
prové alimento. No entanto, em varias situa¢des atividades atrativas e de defesa sdo exercidas
pelos mesmos CS: antocianinas e monoterpenos podem atuar como atrativos nas flores, mas
sdo inseticidas e antimicrobianos (WINK, 2003).

O acervo bibliografico a respeito de plantas inseticidas praticamente ficou
estacionado desde os anos 40, época em que era bastante desenvolvido o comércio e a pesquisa
da rotenona e de outras plantas com propriedades inseticidas. Varios pesquisadores e institutos
vém trabalhando para desenvolver formulas e métodos que permitam a utilizagdo crescente dos
inseticidas de origem vegetal. O botanico Salen Ahmed coordenou um projeto pelo qual
catalogou e iniciou o estudo sistematico de mais de duas mil plantas com atividade inseticida
contra diversas espécies de insetos (NEVES et al, 2003). As plantas inseticidas mais
promissoras encontram-se nas familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Labiatae e Canellaceae (ESCALONA et al., 2001; FERNANDES et al., 2005).

No passado, o mercado de inseticidas botanicos era dominado por dois compostos
organicos: as piretrinas e a rotenona. As piretrinas naturais, derivadas de Chrysanthemum
cinerariaefolium Vis. (Asteraceae), sempre mantiveram um mercado estavel, embora pequeno.
A rotenona, derivada de Derris spp. e Lonchocarpus spp. (Leguminosae, Fabaceae), tem sido
utilizada para controle de insetos em pequena escala. Outros inseticidas botanicos usados em
pequena escala sdo os alcaldides, como a nicotina de Nicotiana tabacum L. (Solanaceae),
quassin de Quassia amara L. (Simaroubaceae), rianodina de Ryania speciosa Vahl
(Flacourtiaceae) e sabadila de Schoenocaulon officinale (Schltdl. & Cham.) (Liliaceae)
(ISMAN, 1997; VENDRAMIM & CASTIGLIONI, 2000; KATHRINA & ANTONIO, 2004;
WIESBROOK, 2004).

Nesse sentido, a familia Meliacea tem se destacado por possuir espécies com alta
atividade biologica sobre diversos insetos. Dentre estas, destaca-se a Azadirachta indica,
conhecida como nim e Melia azedarach, comumente denominada de cinamomo ou péra-raios,

sendo a primeira considerada uma das mais eficientes plantas inseticidas ja estudadas. (NEVES
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et al., 2003; BOEKE et al., 2004). No que se refere a sua atividade inseticida estudos revelaram
que nim e seus derivados chegam a afetar mais de 200 espécies de insetos pertencentes as
ordens Coleoptera, Deptera, Heteroptera, Homoptera, Hymenoptera, Lepidoptera, Orthoptera,
Thysanoptera, Neuroptera e alguns fungos (SAXENA, 1989). Entretanto, a complexidade da
molécula de azadiractina, o limonoide mais inseticida de nim, é muito complexa impedindo sua
sintese purificada em escala comercial.

Desse modo, justifica-se a pesquisa de outras espécies vegetais em substitui¢do do
nim. Além das plantas mencionadas, varios pesquisadores tém isolado limondides de diferentes
espécies do género Trichilia e demonstrando a atividade desses compostos contra insetos,
incluindo efeito fagodeterrente e regulador de crescimento (RAMIREZ et al., 2000;
SIMMONDS et al., 2001).

Varios estudos estdo sendo realizados nesse sentido, com destaque a Trichilia pallida
e Melia azedarach, na forma de extrato aquoso comparando o efeito de diversas estruturas da
planta para Spodoptera friguperda (BORGONI, 2003) e Tuta absoluta (THOMAZINI et al.,
2000; BRUNHEROTTO & VENDRAMIM, 2001). A eficiéncia de extratos aquosos de seis
espécies de Trichilia, em comparagdo com o extrato aquoso de nim sobre S. frugiperda foi
avaliada por BORGONI (2003).

ROEL et al. (2000a) avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de extratos
organicos de folhas e ramos de 7. pallida na sobrevivéncia larval de S. frugiperda.
GONCALES-GERVASIO (2003) avaliou a atividade de extratos aquosos e organicos de folhas
de T. pallida e aquoso de sementes de nim sobre a traga-do-tomateiro.

Pesquisas atuais tém demonstrado que extratos de plantas da familia Sapindaceae
afetam a fisiologia e metabolismo de um niimero consideravel de insetos praga (MEDEIROS
& BOICA JUNIOR 2005; ARRUDA et al., 2003; MEDEIROS et al., 2005; BOICA JUNIOR
et al., 2005; PEREZ & IANNACONE 2004; FERNADES et al., 2005).

1.5 Estratégias para obtencio de compostos inseticidas vegetais.

O processo envolvido na busca de substancias vegetais com atividade inseticida
constitui-se de varias etapas, podendo, segundo MATOS (1988), ser classificadas da seguinte
maneira: 1- escolha da planta a ser estudada; 2- identificacdo botanica; 3- avaliacdo prévia da

composi¢do quimica; 4- isolamento e purificacdo dos compostos inseticidas e 5-
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esclarecimento da estrutura molecular dos compostos puros e isolados, isto €, a determinagéo
estrutural.

Quando se procura obter substancias ativas em plantas, um dos principais aspectos
que deve ser observado consiste nas informagdes da medicina popular, ¢ importante neste
sentido a andlise de dados botanico-taxndomicos e quimico-taxondmicos visto que durante o
processo de evolucdo das plantas varias modificacdes filogenéticas ocorreram possibilitando
desta forma a determinac¢do de compostos quimicos entre espécies correlacionadas.

Visando orientar pesquisadores a respeito dos pontos basicos no processo de extragdo
de substancia naturais, FERRI (1996) fez uma revisdo sobre a metodologia empregada na
obtenc¢do de compostos vegetais. Os cuidados devem se iniciar na coleta do material. Segundo
o autor o material vegetal deve ser identificado por um taxonomista e mantido sua identidade
botanica em fungdo do local de coleta. Exsicatas devem ser depositadas em herbario a fim de
evitar possiveis duvidas a cerca da origem correta das substancias isoladas e identificadas
(HOSTETTEMANN, et al 2003a). O material vegetal deve ser limpo e se possivel imerso em
alcool etilico em ebuli¢do, logo apos a coleta, prevenindo oxidagdes e hidrdlise enzimatica ou
dependendo do material pode-se fazer a secagem imediata do mesmo a sombra e em local
arejado ou em estufa, entre 40° e 60 °C.

A escolha por um determinado método de extragdo para a obtencdo do extrato bruto
vai depender da textura e do conteudo de 4dgua presente, bem como tipo de substancia que se
deseja isolar. O procedimento basico para a obten¢do de extratos organicos de material vegetal
seco e triturado ¢ a extragdo por solventes de crescente polaridade, sendo os principais, o
hexano, cloroférmio e etanol ou metanol. Com uma extracdo inicial que utiliza solventes de
baixa polaridade obtém-se compostos mais lipofilicos, de outra forma, com solventes mais
alcodlicos obtém-se um amplo espectro de material polar e apolar. Entretanto, é importante
ressaltar que o processo de extragdo a frio por percolacdo, apesar de requerer mais solvente,
apresenta menor risco de reacdes quimicas (FERRI, 1996).

E comum numa extragio de compostos vegetais serem obtidos trés extratos,
utilizando-se como principais solventes: hexano, cloroférmio ou éter (para compostos mais
apolares) etanol ou metanol (para compostos mais polares). Algumas vezes se obtém um
extrato alcodlico exaustivo (etanol 95%) que, apds a evaporagdo do solvente, ¢ submetido a

extracdo com os solventes apolares, mas quando se pretende retirar inicialmente os lipideos
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inicia-se a extragdo com um solvente apolar, passando para um polar (FERRI, 1996). A figura
3 ilustra os procedimentos descritos e indica as provaveis classes de compostos separados.

Nesse sentido, a avaliagdo prévia da constituicdo quimica, além de facilitar a escolha
do material a ser estudado, permite melhor adaptacdo das técnicas de fracionamento de extratos
e isolamento e caracterizagdo quimica de substancias puras, de acordo com a natureza dos
constituintes previamente detectados, facilitando assim o subseqiiente trabalho de purificagdo e
isolamento do material de interesse.

Apds a obtengdo do extrato orgédnico outro problema deve ser solucionado para sua
utilizagdo em bioensaios com insetos. Quando o extrato for misturado a dietas artificiais, ele
deve ser dissolvido em agua ou solvente para facilitar a homogeneiza¢io da mistura. E
importante que na utilizagdo de um solvente organico, seja aguardada a evaporagdo antes de a
dieta ser oferecida ao inseto. Por outro lado, quando se deseja fazer aplicagdo topica, foliar ou
liquida no solo, o residuo precisa ser diluido em 4gua ou um solvente que ndo seja toxico a
planta e ao inseto.

A diluicdo € mais facil quanto maior a afinidade quimica do solvente com a agua.
Extratos etanolicos, metanolicos ou hidroalcolicos podem ser dissolvidos diretamente na agua
(HAMMAD et al., 2000). Extratos mais apolares tém maior dificuldade de se diluido
diretamente na dgua e nesse caso, faz-se uma diluicdo com um solvente semelhante a ambos
para se fazer uma aproximag¢do do extrato com a agua, facilitando a diluicdo. Numa pesquisa
que sdo comparados extratos organicos de diferentes polaridades, é importante que se use
apenas um solvente preliminar para todos os extratos o que possibilita 0 uso de apenas um
tratamento como testemunha (4gua mais solvente preliminar).

Em geral, extratos altamente apolares ou altamente polares tém menor bioatividade
em comparacdo com extratos de polaridade intermediaria (etanolicos, acetOnicos e
hidroalcdlicos). (CUBILLO et al, 1999; ROEL et al 2000a, 2000b.). Considerando que
solventes de polaridade intermediaria podem extrair compostos bioativos mais eficientemente,
alguns autores ja testam extratos botanicos com solventes nessa especificacdo, dispensando
extratos apolares (GOMES et al., 1997B; CUBILLO et al., 1999).

A andlise de substancias ativas ¢ muito mais complexa e longa, ja que geralmente os
compostos presentes em menor propor¢do na planta sdo os que apresentam melhores efeitos

biologicos. Deste modo, torna-se indispensavel a andlise da poténcia das fracdes e das
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substancias puras em relagdo a sua concentragdo. Esta avaliacdo permite predizer se o principal
componente quimico responsavel pela atividade bioldgica foi realmente determinado.

A separagdo e caracterizagdo dos constituintes quimicos de interesse, a partir de um
extrato de planta, sdo feitas através de diversas técnicas cromatograficas. Dentre as disponiveis
estdo a cromatografia em camada delgada (CCD), caracterizada pela versatilidade, rapidez de
desenvolvimento e sensibilidade; CCD centrifuga; cromatografia em coluna, a qual pela sua
simplicidade de operagdo ¢ universalmente utilizada; cromatografia liquida (CL) preparativa
sob pressdo e cromatografia de parti¢do centrifuga (FERRI, 1996; HOSTETTMANN, et al.,
2003b).

Além das diversas técnicas de cromatografias citadas, também estdo disponiveis
técnicas acopladas, as quais permitem a economia de tempo, evitando o isolamento de
compostos ja conhecidos e que podem ser utilizadas antes do procedimento de fracionamento
do extrato. As técnicas sdo CL/UV (ultravioleta), que é o emprego da cromatografia liquida
juntamente com um detector de UV; CL/ES (espectrometria de massas), a qual se caracteriza
pela grande sensibilidade; CL/RMN (ressonancia magnética nuclear) que € a técnica capaz de
complementar as anteriores, proporcionado informagdes adicionais para a completa
identificacdo de uma nova substancia (HOSTETTMANN, et al., 2003c). Uma ferramenta que
seria importante para a identificagdo rapida e eficiente de misturas, consiste no uso de
cromatografia gasosa ou cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa, onde
grande parte dos componentes de uma mistura pode ser identificada e quantificada (BONATO,
1988).

Uma vez isolados os compostos ativos, deve-se proceder a elucidagdo estrutural dos
mesmos. Para isso, faz-se necessario o uso de varios métodos, isolados ou, em geral, acoplados
e da interpretagdo de espectros obtidos principalmente em espectrometros de UV; IV
(infravermelho); (EM); (RMN) que pode ser de préton ou de carbono (RMN 'H e "°C) (Ferri,
1996).

Entretanto, a necessidade de se chegar aos compostos puros responsaveis pelos
efeitos biologicos apresentados pelos extratos, leva a uma obrigatéria integragdo
multidisciplinar, cujo elo pode levar a obten¢do de substancias naturais ou sintéticas de grande

interesse inseticida no combate a pragas da agricultura.
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PLANTA

Maceracdo com MeOH
Evaporacio de solvente

Extrato Metandlico Bruto

H = hexano
DMC = diclorometano
AE = acetato de etila

Suspensdo em agua B = butanol
Parti¢do sucessiva
H B
Extrato de Extrato de
Hexano DCM AE Butanol
Extrato de Extrato de Acetato
diclorometano de Etila

v

Esterdides Flavondides
glicosilados
Terpenos Taninos
Saponinas
Acetofenona Carboidratos
v v

Lignanas Flavonoides

Flavonodides Taninos

metoxilados Acidos triterpénicos

Sesquiterpenos Saponinas

Lactonas Xantonas

Triterpenos Compostos fenolicos

Cumarinas em geral

Figura 3. Esquema geral de parti¢do e separagdo provavel dos principais metabolitos

secundarios presentes em plantas (Adaptado de Cechinel Filho, 1998).
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1.6 Ecologia Nutricional de Insetos: aspectos enzimaticos da digestio.

O estudo dos insetos sob a dtica da ecologia nutricional envolve a integragdo do
conhecimento bioquimico, fisiologico e comportamental dentro do contexto ecoldgico e
evolucionario (PARRA, 1991). Acredita-se que a manipula¢do da nutrigdo dos insetos num
sentido amplo, incluindo aspectos comportamentais e metabolicos, possui grande potencial de
aplicacdo em sistemas de manejo de pragas (LONN, 2005). Para se entender os mecanismos
que governam as relagdes troficas entre os organismos, medidas quantitativas do consumo e
utilizacdo do alimento sdo indispensaveis (SOUTHWOOD & HENDERSON, 2000).

A quantificacdo da eficiéncia de utilizagdo do alimento em insetos foi formalizado
por WALDBAUER (1968) que propoés um nimero de indices derivados de determinacdes
gravimétricas da biomassa do inseto, alimento consumido e excretas produzidas que vem sendo
empregado até os dias atuais.

As interagdes entre insetos e plantas compreendem um importante fluxo de matéria e
energia do maior grupo de seres autotroficos para o maior grupo de seres heterotroficos
(SCHOONHOVEN et al. 1998). O termo ecologia nutricional enfatiza a importancia de fatores
nutricionais no entendimento de estratégias comportamentais de insetos herbivoros, na
otimizag¢do da aquisi¢do, utilizacdo e alocagdo de nutrientes (LONN, 2005).

Publicagdes neste campo de pesquisa durante 1992-2003 aumentaram trés vezes
comparado aos nimeros de 1982-1991 (LONN, 2005).

Os insetos tém como exigéncias nutricionais basicas aminoacidos, vitaminas e sais
minerais (nutrientes essenciais) e carboidratos, lipideos e esteroides (nutrientes ndo essenciais),
os quais devem ser adequadamente balanceados, especialmente na relagdo
proteina/carboidratos. O consumo e a utilizag¢@o de alimento constituem condi¢do basica para o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo do inseto. Desta forma, a quantidade e a qualidade
do alimento consumido durante a fase larval afetam a taxa de crescimento, o tempo de
desenvolvimento, peso do corpo, sobrevivéncia, bem como influenciam a fecundidade,
longevidade, movimentagdo e capacidade de competi¢do de adultos.

Talvez um fator significativo do sucesso dos insetos na representatividade de espécies
no mundo seja a habilidade destes em explorar uma extensiva gama de material organico em
sua nutricdo. Estes materiais estendem-se de pedagos de madeiras, himus, 1d e cera aos

microorganismos mais digestivos, tecidos e animais de plantas e finalmente dietas como seiva
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de planta ou sangue. A capacidade digestiva depende das enzimas presentes e como elas estdo
compartimentalizadas no intestino do inseto.

Adicionalmente a habilidade de digestdo dos insetos de varios tipos de materiais, os
mesmos tém explorado recursos alimentares ndo disponiveis para outros animais por serem
toxicos. Algumas espécies de insetos fit6fagos tém evitado o efeito de inibidores de proteinases
e de compostos secunddrios das plantas que se tornam toxicos depois da a¢do de enzimas
digestivas (HARBONE,1993). Assim os insetos se expandiram em nichos ecoldgicos
inexplorados por outros organismos e isto oferece uma oportunidade tinica para enzimologistas
estudarem a fisiologia digestiva dos organismos associados com uma gama de dieta mais
ampla.

A digestdo € realizada por uma série de enzimas que atuam em seqiiéncia e vao
reduzindo os polimeros presentes no alimento (principalmente amido e proteinas) a fragmentos
de tamanho cada vez menor. As enzimas que atuam primeiro sobre os polimeros sio
denominadas de enzimas de digestdo inicial, ou polimero-hidrolase. Dentre essas, encontra-se a
amilase, que quebra o amido, principal carboidrato dos alimentos e a tripsina (peptidase),
enzima que quebra proteinas sendo a mais difundida no reino animal (TERRA & FERREIRA,
1994).

O desempenho de cada estagio da vida do inseto depende basicamente do sucesso
obtido em fases anteriores em sintetizar e acumular substancias nutricionais em quantidades
apropriadas (PARRA, 1991).

As proteases sdo enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas. Elas podem ser
divididas em trés grandes grupos: as proteinases, que clivam ligagcdes peptidicas internas em
proteinas; as peptidases, que atacam seqiiencialmente sobre as ligacdes de oligopeptideos a
partir do residuo N-terminal (aminopeptidases) ou C-terminal (carboxipeptidases) e as
dipeptidases que hidrolisam dipeptideos.

As proteinases: sdo subdivididas em subclasses de acordo com os mecanismos
cataliticos, comparando os sitios ativos e estrutura tridimensional das proteinas. Estas
subclasses sdo: serino-proteinases, apresentam uma serina ¢ uma histidina no sitio ativo;
cisteino-proteinases, possuem uma cisteina no sitio ativo e sdo inibidas por componentes de

mercurio; aspartico-proteinases, tem um pH 6timo em torno de 5, devido ao enovelamento de
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um residuo carboxil na catdlise e metaloproteinases, necessitam de um ion de metal no
processo catalitico.

As glicosidases: sdo classificadas de acordo com a especificidade do substrato, mas
distinguem-se em duas categorias amplas. Uma inclui a das depolimerases, isto €, enzimas que
clivam ligagdes internas de polissacarideos, e estas sdo nomeadas por seus substratos,
exemplificados por amilase, celulase, pectinase e quitinase. A segunda categoria inclui enzimas
de hidrolise de oligossacarideos e dissacarideos.

A maior parte dos insetos da ordem Lepidoptera possui proteinases do tipo serinicas,
tais como enzimas do tipo tripsina e quimiotripsina, parra a protedlise das enzimas digeridas

(Bown et al., 2004).

1.7 Morfofisiologia da digestao de insetos

De acordo com a figura 4, que apresenta um diagrama geral do canal alimentar proposto
por TERRA & FERREIRA (1994), o Intestino Anterior (IA) € constituido pela boca onde
encontramos os as glandulas salivares quando presentes em sua cavidade; faringe; es6fago e o
papo. O proventriculo é um 6rgio de trituracdo em alguns insetos e em muitos deles, atua
como uma valvula que controla a entrada do alimento na por¢do do intestino médio, principal
local da digestdo e absor¢ao de nutrientes.

O Intestino Médio (IM) consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode sofrer
ramifica¢des, dando origem ao ceco gastrico. Na maioria dos insetos, o IM ¢ revestido por uma
estrutura quitinosa, a membrana peritrofica, que separa o conteido luminal em dois
compartimentos o espago endoperitréfico e o espaco ectoperitrofico. Na regido do esfincter,
separando o IM do posterior, os 6rgdos de excre¢do que se ramificam lateralmente sdo os
tabulos de Malpighi. O Intestino Posterior (IP) inclui o ileo e o reto, envolvido na absor¢do de
agua e ions, terminando no anus.

A membrana peritréfica € um finissimo envelope membranoso que cobre o bolo
alimentar no intestino dos membros da maioria dos filos animais, incluindo o dos insetos. Ela
esta organizada num arranjo de quitina (4-13%) em uma matriz de proteina (21-51%) e
carboidrato (RICHARDS & RICHARDS, 1997). Poucas ordens ndo possuem esta membrana e
muitas vezes, sua presenga esta associada com a idade do inseto como nos Siphanoptera, onde

sua ocorréncia ¢ apenas no estagio larval (PETERS, 1992). Nos coledpteros da familia
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Bruchidae, ndo existe uma membrana peritrofica bem definida. Acredita-se que esta familia
apresente estruturas quitinosas (FIRMINO et al. 1996). Nos lepidopteros a membrana
peritréfica € do tipo I, ou seja, formada pelo intestino médio, ou por parte dele (regido posterior
ou anterior). Durante a formag¢do da membrana do tipo I, precursores de quitina sdo secretados
pelas células do IM, sendo depois organizados em forma de fibras intercaladas por moléculas
de proteinas (TELLMAM et al, 1999). As principais fungdes atribuidas a esta estrutura sdo:
prote¢do mecanica contra injurias as células do IM; barreira fisica contra microorganismos;
barreira de seletividade para enzimas digestivas e produtos da digestdo; e atuacdo no
mecanismo de conservac¢do das enzimas digestivas (TERRA, 2001.).

Segundo TERRA & FERREIRA (1994), vérios estudos vém sendo realizados na
ansia de determinar os valores de pH nas diferentes regides da estrutura digestiva, confirmando
a relacdo entre o pH o6timo da enzima e pH do limen de insetos, pois as variagdes de pH
afetam a atividade das enzimas digestivas.

A compartimentalizagdo das enzimas € outra propriedade importante. Aquelas
envolvidas na digestdo inicial sdo encontradas no espago endoperitréfico, o qual é envolvido
pela membrana peritréfica, cuja capacidade em compartimentalizar as enzimas digestivas
depende de sua permeabilidade (TERRA & FERREIRA, 1994).

Portanto, a integridade desta membrana quando afetada pode interferir no processo de
digestdo e absor¢do de nutrientes e, conseqiientemente, causar danos no desenvolvimento do

inseto (HABIB et al., 2000; PAES et al., 2000)

21



Papo , Proventriculo Membrana peritrofica
Camara de Orgio Permite a passagem de alimentos
armazenagem triturador decompostos, enzimas e agua

do alimento

Espaco
ectoperitrofico

Tuabulos de Malpighi
Orgﬁos excretores,
semelhantes aos rins

Ceco gastrico
Processa a digestao final e
a absorg¢iao dos alimentos

Intestino anterior... ... médio... ... € posterior

Figura 4. Diagrama geral do intestino de inseto (adaptado de Terra & Ferreira,

1994).
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1.8 Objetivos

¢ Analisar os efeitos bioldgicos no desenvolvimento larval, fecundidade e fertilidade
do extrato aquoso de sementes de K. paniculata (KPE) sobre Anticarsia
gemmatalis.

¢ Verificar o efeito de KPE sobre os pardmetros fisiologicos referente ao consumo e
utilizacdo do alimento por Anticarsia gemmatalis.

¢ O mesmo extrato foi utilizado para provar seu efeito bioquimico no sistema
digestivo de Anticarsia gemmatalis com o objetivo de investigar em detalhes o
mecanismo de a¢do do mesmo para se ter maiores informagdes sobre o efeito de
inseticidas naturais no desenvolvimento de insetos fitofagos e sua interagdo com
enzimas digestivas para fornecer dados sobre a relagdo entre enzimas e pesticida
botanicos.

¢ Uma vez verificado o efeito inseticida sobre o inseto, procedeu-se a particdo
quimica do extrato com solventes de crescente polaridade para realizacdo de
bioensaios com larvas de Anticarsia gemmatalis objetivando se realizar uma analise

da fragdo inseticida mais promissora.
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2. Material e Métodos

2.1 Obtencao dos ovos de Anticarsia gemmatalis

Os ovos de A. gemmatalis utilizados neste estudo foram obtidos através do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola, ESALq/USP, Piracicaba
(SP). Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Purificacdo de Proteinas e Suas
Fungdes Bioldgicas (LPPFB), Departamento de Ciéncias Naturais, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Trés Lagoas (MS) a 28 + 1°C, umidade relativa de 65% + 75% (14 h
fotofase).

2.2 Obtencao do extrato aquoso

Sementes de K. paniculata foram trituradas em moinho elétrico e a farinha
resultante foi misturada a dgua destilada na propor¢do de 0,225 g por 150 mL sendo a
suspensdo mantida em frascos de plastico escuros a temperatura ambiente por 24 h para a
extracdo dos compostos hidrossoliveis. A seguir, a mistura foi filtrada através de um tecido
fino (voile), obtendo-se o extrato aquoso a concentragdo de 0,15% (peso/volume) (KPE

0,15%) que foi armazenado a 4°C e a cada trés dias um novo extrato era preparado.

2.3 Bioensaios

Para a analise do desenvolvimento de A. gemmatalis foram utilizadas um conjunto
de 15 placas de petri (15,0 x 1,0 cm), forradas com papel filtro (11 cm) contendo as folhas
de soja do gendtipo IAC-19, oferecidas como substrato alimentar para 5 lagartas recém-
eclodidas (n = 75). No momento da utilizagdo as folhas de soja do genotipo IAC-19 foram
tratadas com KPE 0,15%, de modo que cada face era mergulhada por 2 segundos em
recipientes contendo o extrato. Apos este procedimento, as folhas foram distribuidas em
papel filtro sobre uma superficie plana, onde permaneceram ao ar livre até a evaporagdo do
excesso de agua e tiveram seus peciolos envolvidos por algoddo umedecido para a
manutengdo da turgescéncia. O mesmo procedimento foi efetuado para o tratamento
testemunha, no qual as folhas de soja foram tratadas apenas com &agua destilada. Este

procedimento foi efetuado diariamente, momentos antes da troca das folhas utilizadas para
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a alimentacdo das lagartas, que foram transferidas e manipuladas com o auxilio de um
pincel fino.
As seguintes variaveis bioldgicas foram avaliadas:
e Fase larval: peso, duragdo e viabilidade;
e Fase pupal: peso (apds 24h), duracdo e viabilidade;

e Fase adulta: emergéncia, fecundidade e fertilidade.

2.4 Ovoposicio

Apds a emergéncia, cinco casais de insetos adultos para o tratamento testemunha e
KPE 0,15% foram acondicionados em recipientes de vidro separados (24 x 34 x 19,5 cm)
durante 48 h para estimular a ovoposi¢do; uma solu¢do de mel 10% foi utilizada como
alimento. Apds este periodo as fémeas foram transferidas para o interior de um tudo PVC
(24 x 10 cm) forrado com uma folha de papel sulfite para permitir a ovoposi¢cdo. A
fecundidade foi determinada contando-se o nimero de ovos depositados na folha apds 48 h.
Posteriormente, o papel foi recortado em quadrados, mergulhado em solugdo Sulfato de
Cobre 1% para higienizag¢do e colocado em placa de petri para a andlise da eclosdo dos

ovos (fertilidade).

2.5 Analise dos parametros fisiologicos relativos ao consumo e utilizacio de
alimento.
Para a determinacdo dos indices nutricionais quantitativos da fase larval, adotou-se
a metodologia proposta por WALDBAUER (1968) e modificada por SCRIBER &
SLANSKY JR. (1981). Para o célculo desses indices, foram utilizadas as seguintes
variaveis:
= T= duracdo do periodo de alimentacio;
=  F=peso das fezes produzidas durante T;
=  B=peso médio das larvas durante T;
= [=peso do alimento ingerido durante T.
Foram determinados os indices nutricionais relativos ao consumo e utiliza¢do do

alimento para cada tratamento para as larvas de 4° instar, através das seguintes formulas:
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= Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI);

B

ECI = x 100 (%)

= Eficiéncia de conversdo do alimento digerido (ECD);

B

ECD =

x 100 (%)

= Digestibilidade aproximada (AD);

ADz% x 100 (%)

= Custo metabSlico (CM);
CM =100 - ECD (%)

Os dados obtidos foram submetidos a analise da varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

2.6 Obtencao de homogenatos do intestino médio (IM) de A. gemmatalis.

Larvas de 4° instar foram imobilizadas em gelo e o IM com seu contetido foi
removido cirurgicamente com o auxilio de pingas em 150 mM NaCl e armazenados (-
20°C) até sua utilizagdo. Posteriormente, os IM foram homogeneizados em 150 mM NaCl,
centrifugados a 6000 x durante 5 min, o sobrenadante foi retirado e armazenado em gelo

para ensaios enzimaticos.

2.7 Obtencao de homogenatos das fezes de Anticarsia gemmatalis.

As fezes produzidas por larvas de 4° instar foram coletadas e armazenadas (-
20°C) até sua utilizagdo. Posteriormente, as fezes foram homogeneizadas em 150 mM
NaCl, centrifugadas a 6000 x durante 5 min, o sobrenadante foi retirado e armazenado em

gelo para ensaios enzimaticos.
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2.8 Determinacio da quantidade de proteina
A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD (1976),

com albumina sérica bovina como padrio.

2.9 Atividade Triptica

A atividade triptica foi determinada utilizando-se BApNA ImM (N-benzoyl-DL-
arginyl-p-nitroanilide) como substrato. Os homogenatos do IM e fezes produzidas foram
incubados em tampao Tris—HCI 100 mM, pH 8,0, em um volume final de 0,1 mL por 10
min antes da adi¢do de 1 mL do substrato. A rea¢do ocorreu a 37°C durante 20 min e entdo
foi parada com a adi¢do de 0,2 mL de 4cido acético 30% (v/v). A absorbancia resultante foi
lida a 410 nm. As incubagdes foram feitas em triplicatas, e a taxa inicial de hidrolise foi

calculada.

2.10 Atividade Triptica de homogenatos de A. gemmatalis em Gel de
Poliacrilamida contendo 0,1% de gelatina.

Amostras protéicas (2 pg) extraidas do IM e fezes das larvas de 4° instar de A.
gemmatalis do tratamento testemunha e KPE 0,15% dissolvidas em tampao Tris-HCL 0,05
M, pH 8,0 foram insubadas por 30 min a 37°C. Para a analise da inibicdo da atividade
triptica de homogenatos do IM e fezes de A. gemmatalis, as amostras foram pré-incubadas
com TLCK (2 pl) (L-I-chloro-3-[4-tosylamido]-7-amino-2-heptanone ) nas mesmas
condi¢des descritas acima. Posteriormente, estas amostras foram para a corrida em SDS-
PAGE contendo 0,1% de gelatina. Terminada a eletroforese a 5°C, o gel foi lavado com
solucdo 2,5% Triton X-100 durante 30 min sob agitacdo em Shake Orbital para remover o
SDS, incubado com 100 mL de solugdo de ativagdo (Tris-HCL 100 mM, pH 6,5, contendo
40 uL de P-mercaptoetanol e 200 uL de 95% Triton X-100) por 2-3 h. O gel foi

subseqiientemente corado com Coomassie brilliant blue R-250.

2.11 Analise Estatistica
Para o bioensaio com o extrato aquoso de semente de K. paniculata o delineamento
estatistico foi inteiramente casualizado, com 2 tratamentos (niveis de concentragdo dos

extratos) e 15 repetigdes. Cada unidade experimental (repeticdo) foi composta por 5
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lagartas, totalizando 75 individuos por tratamento. A andlise de variancia dos dados obtidos

foi realizada aplicando-se o teste T de Tukey (ANOVA p<0,05).

2.12 Obtencio dos extratos organicos de Koelreuteria paniculata.

Inicialmente, 500g de sementes de K. panicualata foram trituradas em
liquidificador na presenga de 1 L. de etanol 98%, sendo a seguir transferidas para um becher
e deixadas em infusdo por uma semana, sob agitacdo ocasional. Posteriormete, por
sifonagem, foi separado o sobrenadante e o solvente evaporado em rota-evaporador
obtendo-se deste modo o extrato bruto etanolico. Para a obten¢do dos demais extratos
organicos, procedeu-se de acordo com o fluxograma de particio mostrado na Figura 5,
através de parti¢do liquido-liquido, no qual o extrato bruto etanolico foi submetido a uma
mistura de solventes composta de etanol e dgua (1:3, respectivamente) mais uma parte de
diclorometano sob agitagdo com um bastdo de vidro em um becher. A seguir esta mistura
foi transferida para um funil de decantagdo sob agitagdo vigorosa e deixada em repouso
para a separacdo espontanea das fases. Apds este procedimento, abriu-se a torneira e foram
retiradas separadamente as fragdes etanol/agua e diclorometano que foram levadas ao rota-
evaporador para evaporacdo do solvente. O procedimento acima foi repetido para a
obten¢do das demais fragdes obedecendo-se as propor¢des descritas de acordo com o

fluxograma de partigéo.
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[ Extrato Bruto (EtOH) ]

1- (3:1) H,O /EtOH
2- (1:1) H,O /EtOH + CH;Cl,

v

[ Funil de decantacao

|
/ N\

[ EtOH (secar) ] [ CH;Cl,; (secar) ]
1:1
OACet
Hex/MeOH
[OACet%:}] [ Hzoa:z] [ Hex%:}] [Meons:z]
n-BtOH

[n—BtOHiﬁ%} [ H,O3¢ J—’ Liofilizacao

LEGENDA

1 Cromatografia EtOH = Etanol
CH,Cl, = Diclorometano MeOH = Metanol
Hex = Hexano n-BtOH = n-Butanol

OACet = Acetato de Etila

Figura 5. Floxuograma geral de particdo quimica liquido-liquido de sementes de

Koelreuteria paniculata.
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2.12.1 Testes de bioatividade.

Para a andlise da bioatividade dos extratos organicos de K. paniculata foram
realizados testes pilotos com o objetivo de verificar a viabilidade e o peso larval de 4.
gemmatalis utilizando-se as fra¢des iniciais - etanol, diclorometano e metanol - de acordo
com o fluxograma de particdo mostrado na figura 5, no sentido de selecionar a partir da
polaridade do solvente utilizado a fragdo mais inseticida para posterior estudo fitoquimico,
onde através de processos cromatograficos, serdo isoladas e caracterizadas as substancias
bioativas presentes. Para a verificacdo do efeito destes extratos no desenvolvimento de A.
gemmatalis foram utilizadas um conjunto de 6 placas plasticas (15,0 x 1,0 cm), forradas
com papel filtro (11 cm) contendo as folhas de soja do gendtipo IAC-19, oferecidas como
substrato alimentar para 5 lagartas neonatas (n = 30). No momento da utilizag¢do as folhas
de soja do genotipo TAC-19 foram pinceladas com as fragdes descritas acima.
Posteriormente, as folhas foram distribuidas em papel filtro sobre uma superficie plana,
onde permaneceram ao ar livre até a evaporacdo do excesso de dgua e tiveram seus peciolos
envolvidos por algoddo umedecido para a manutengdo da turgescéncia. O mesmo
procedimento foi efetuado para o tratamento testemunha, no qual as placas plasticas foram
pinceladas com os respectivos solventes utilizados para solubilizagdo das fragdes
(diclorometano-testemunha A; metanol-testemunha B e etanol-testemunha C) para verificar
se os mesmos poderiam interferir nos resultados. Este procedimento foi efetuado
diariamente, momentos antes da troca das folhas utilizadas para a alimentacdo das lagartas,
que foram transferidas e manipuladas com o auxilio de um pincel fino. A mortalidade foi
avaliada diariamente até o décimo dia, no qual foi determinado o peso das larvas.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com 6 tratamentos (trés
extratos organicos e respectivas testemunhas) e 6 repeticdes. Cada unidade experimental
(repeticdo) foi composta por 5 lagartas, totalizando 30 individuos por tratamento. A andlise
de variadncia dos dados obtidos foi realizada aplicando-se o teste T de Tukey (ANOVA
p<0,05).
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3. Resultados

3.1 Efeito de KPE 0,15% no desenvolvimento de Anticarsia gemmatalis

alimentadas em folhas de soja IAC-19.

3.1.1 Fase Larval

O efeito de KPE 0,15% no desenvolvimento larval de A. gemmatalis pode ser
observado na Tabela 1.

KPE 0,15% apresentou uma forte atividade inseticida, reduzindo
significativamente a viabilidade larval de A. gemmatalis, ocasionando um decréscimo de
cerca de 70 % nesse parametro quando comparado ao tratamento testemunha, que
apresentou uma viabilidade larval de 80,3%.

O peso médio das larvas do tratamento testemunha foi de 165,4 mg, enquanto KPE
0,15% produziu 52,4% de diminui¢do nesta variavel. Nenhuma deformacdo foi observada
nas larvas tratadas com KPE 0,15% quando comparadas ao tratamento testemunha (Figura
6).

Verificou-se que KPE 0,15% provoca a alongamento do periodo de

desenvolvimento das lagartas sobreviventes (2 dias) em relagdo ao tratamento testemunha.

3.1.2 Fase Pupal
O efeito de KPE 0,15% na fase pupal de A. gemmatalis pode ser observado na
Tabela 1.
Em termos de viabilidade, peso e duragdo da fase pupal foi observado que KPE
0,15% ndo provoca alteragdes significativas nesses parametros quando comparado ao

tratamento testemunha.
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Tabela 1. Peso, duragdo e viabilidade (Médias + SD) correspondentes a fase larval e pupal

de A. gemmatalis no término do bioensaio com KPE 0,15%.

Variaveis Tratamentos*

Testemunha KPE 0,15%

Fase Larval

Peso (mg) 165,4+41,0a 86,7+25,7b
Duragéo (d) 18,3+1,3a 20,3+£22b
Viabilidade (%) 80,3+ 16,5a 32,7+ 23,3b
Fase Pupal

Peso (mg) 159,9 +32,8 a 151,5+35,0a
Duracéo (d) 8,5+09a 8,4+0,7a
Viabilidade (%) 76,6 + 15,8 a 62,2+ 16,7 a

"Médias seguidas de letras distintas em cada linha sdo significativamente diferentes pelo
teste de Tukey a 5% (ANOVA).
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Figura 6. Variagdo no tamanho de A.
gemmatalis ap6s o término do bioensaio
com KPE 0,15%. A- larva testemunha e B-
larva KPE 0,15%.

Fonte: (MARTINS, C.H.Z.)
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3.1.3 Fase Adulta

O efeito de KPE 0,15% na fase adulta de 4. gemmatalis pode ser observado na
Tabela 2.

A conseqliente percentagem de emergéncia das larvas alimentadas com KPE
0,15% diminuiu cerca de 60% quando comparada ao tratamento testemunha.

KPE 0,15% reduziu significativamente o nimero de ovos depositados e em
conseqiiéncia dos efeitos na fecundidade, KPE afetou a fertilidade de A. gemmatalis.

KPE 0,15% ocasionou uma redugdo de 48,8% na fecundidade de A. gemmatalis,
quando comparado ao tratamento testemunha. A percentagem de eclosio dos ovos
(fertilidade) calculada a partir do numero de ovos depositados no tratamento KPE 0,15%
diminuiu cerca de 50% quando comparada ao tratamento testemunha. Estes resultados
indicam que o crescimento e desenvolvimento da progénie resultante foram negativamente

afetados por KPE 0,15%.

Tabela 2. Emergéncia, fecundidade e fertilidade (Médias £ SD) correspondente a fase

adulta de 4. gemmatalis no término do bioensaio com KPE 0.15%.

Tratamentos Fase adulta™?

Emergéncia (%) Fecundidade (n° ovos/fémea) Fertilidade (%)

Testemunha 58.1+10.1a 41.5£7.8 a 44.0+78a

KPE 0.15% 23.0+£39Db 200+ 3.6b 224+42D

"Médias seguidas de letras distintas em cada coluna sdo significativamente diferentes entre
si pelo teste de Tukey a 5% (ANOVA).
¥ Cada dado representa a média de trés replicatas de um conjunto de 5 casais de adultos.
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3.2 Analise dos parametros fisiologicos relativos ao consumo e utilizacio de

alimento de A. gemmatalis tratadas com KPE 0,15%.

3.2.1 Consumo de dieta e Residuos de excre¢ao
O efeito de KPE 0,15% no consumo de dieta e na eliminagdo dos residuos de
excrecdo de 4. gemmatalis pode ser observado na Tabela 3.
Foi observado KPE 0,15% reduz significativamente o consumo de dieta quando
comparado ao tratamento testemunha em aproximadamente 37% (Figura 7).
No tratamento KPE 0,15%, em relacdo a eliminac¢do dos residuos de excre¢édo, foi

possivel verificar uma redugdo nesse parametro de 56,5% quando comparado a testemunha.

Tabela 3. Dieta consumida e residuos de excrecdo (Médias + SD) de A. gemmatalis no

término do bioensaio com KPE 0.15%.

Variaveis Tratamentos’

Testemunha KPE 0.15%
Dieta consumida (mg) 173.36 £22.16 a 110.27+35.45b
Residuos de excrecdo (mg) 30.74+5.52 a 13.38+2.72b

"Médias seguidas de letras distintas em cada linha sdo significativamente diferentes entre si
pelo teste de Tukey a 5% (ANOVA).
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Figura 7. Dieta consumida por larvas de 4°

instar de 4. gemmatalais. A: folhas testemunha

e B: folhas KPE 0,15%.

Fonte: (MARTINS, C.H.Z.).
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3.2.2 Determinacdo dos indices nutricionais quantitativos da fase larval

relativa ao consumo e utilizacdo do alimento.

O efeito de KPE 0,15% na determinacdo dos indices nutricionais quantitativos de
larvas de 4° instar de A. gemmatalis pode ser observado na Tabela 4.

KPE 0,15% afeta a fisiologia e metabolismo de A. gemmatalis, reduzindo em
40,3% e 48,9% a ECI e ECD, respectivamente, quando comparado ao tratamento
testemunha.

Inversamente, KPE 0,15% aumentou em 10,7% a AD e elevou o CM das larvas

cerca de 3 vezes quando comparado ao tratamento testemunha.

Tabela 4. Indices Nutricionais (Médias + SD) relativos ao consumo e utilizagdo do alimento

por A. gemmatalis ap6s o término do bioensaio com KPE 0,15%.

Indices Nutricionais (%) Tratamentos
Testemunha KPE 0,15%
ECI 66,75+ 9,18 a 39,81+79b
ECD 83,34+ 8,89 a 42,58 +9,17b
AD 83,53+ 3,26 a 92,53 +£3,68 b
CM 16,66 + 5,88 a 55,78+ 10,75 b

"Médias seguidas de letras distintas em cada linha sdo significativamente diferentes entre si
pelo teste de Tukey a 5% (ANOVA).
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3.3 Efeito de KPE 0,15% na Atividade Triptica de A. gemmatalis.

A atividade triptica dos homogenatos do intestino médio e fezes de A. gemmatalis
no término do bioensaio com KPE 0,15% pode ser observada na Tabela 5.

Ensaios bioquimicos utilizando-se BApNA como substrato nos homogenatos do
IM destes insetos demonstraram que as larvas do tratamento testemunha contém
consistentemente maiores niveis de atividade triptica do que as larvas tratadas com KPE
0,15%, que diminuiu significativamente a atividade triptica no IM em 42,3%.

As fezes produzidas por larvas de 4° instar foram coletadas do tratamento KPE
0,15% e tratamento testemunha e utilizadas em ensaios bioquimicos. Através dos resultados
obtidos, foi possivel verificar que KPE 0,15% provocou um aumento na atividade triptica

de 46% no homogenato das fezes quando comparado ao tratamento testemunha.

Tabela 5. Atividade Triptica (média £ SD) de homogenatos do intestino médio (IM) e fezes
de A. gemmatalis apds o término do bioensaio com KPE 0,15% expressa em pMol

BapNA/ug P/min.

Tratamentos Atividade Triptica "

Homogenato IM Homogenato Fezes
Testemunha 8,36 0,81 a 2,12+0,25a
KPE 0,15% 4,63 +1,06b 3,93+0,84 b

" Médias seguidas de letras distintas em cada coluna sdo significativamente diferentes entre
si pelo teste de Tukey a 5% (ANOVA).
¥ Cada dado representa a média de trés replicatas.
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3.4 Analise do Efeito de KPE 0,15% na Atividade Triptica dos Homogenatos
de A. gemmatalis em Gel de Poliacrilamida contendo Gelatina 0,1%.

O perfil da atividade enzimatica de homogenatos do IM e fezes de larvas
alimentadas com KPE 0,15% e larvas do tratamento testemunha no término do bioensaio
esta representada na Figura 8.

O padrdo de separacdo eletroforética (SDS-PAGE) das enzimas do homogenato
do IM de larvas de 4° de A. gemmatalis em gel de gelatina 0,1% do tratamento testemunha
e KPE 0,15% exibiu um perfil diferente relacionado a atividade proteolitica. Varias bandas
de atividade enzimatica podem ser observadas no gel referentes ao homogenato do IM das
larvas testemunha, que aparecem como faixas claras em contraste com um fundo escuro,
quando comparada ao tratamento testemunha (Colunas 1 e 2, respectivamente).

Por outro lado, o padrido de separagdo enzimatica do homogenato das fezes de
larvas de 4° instar do tratamento KPE 0,15% apresentou mais bandas de atividade
enzimatica no gel de gelatina quando comparado ao tratamento testemunha (Colunas 5 e 6).

As amostras do homogenato das fezes e IM pré-incubadas com TLCK (inibidor
sintético especifico para tripsina) foram severamente inibidas em todos os tratamentos
(colunas 3-4 e 7-8), indicando que realmente a atividade enzimatica observada deve-se a

enzimas do tipo tripsina.
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