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RESUMO 

As plantas produzem uma ampla diversidade de metabólitos que estão ligados aos 

mecanismos de defesa. Esses compostos orgânicos podem exibir um potencial inseticida tornando-

se uma importante alternativa ao uso de inseticidas. O mecanismo de defesa química das plantas, 

também, inclui a produção de proteínas. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do extrato 

de cladódios de Opuntia ficus-indica (palma forrageira) sobre a biologia (sobrevivência, fertilidade 

e comportamento de oviposição) de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) e determinar se a 

lectina (OfiL) é princípio ativo do extrato. Extratos de cladódios foram avaliados sobre a atividade 

de enzimas digestivas, organização estrutural e a histoquímica do intestino de larvas de P. 

xylostella são descritos. Os resultados demonstraram que o extrato de O. ficus indica contém 

lectinas (atividade hemaglutinante especifica: 178), e matabólitos secundários como flavonoides, 

derivados cinâmicos, terpenos, esteroides e açúcares redutores. A viabilidade dos ovos de P. 

xylostella (33%) foi significativamente (F = 11,34; P <0,0001) reduzida pelo extrato de cladódios a 

7,2% (m/v) quando comparada ao grupo controle (95%). Quando larvas de primeiro instar foram 
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tratadas com o extrato a 7,2%, os resultados mostraram uma redução significativa (F = 11,32; P < 

0,0001) do percentual de larvas (53,00%) que alcançaram a fase de pupa em relação ao controle 

(80%). A OfiL não modificou na viabilidade de larvas e de pupas. Contudo, a lectina e o extrato de 

cladódios causaram inibição da atividade de proteases no intestino das larvas, desorganização do 

epitélio e expressão aumentada de carboidratos neutros e proteínas. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Traça-das-crucíferas, inseticidas botânicos, proteína vegetal, palma 

forrageira.  
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ABSTRACT 

Plants produce a wide variety of metabolites that are linked to defense mechanisms. These 

organic compounds may exhibit a potential insecticide and have become an important alternative 

to the use of insecticides. The chemical defense mechanism of plants also includes the production 

of proteins. The objective of this study was to investigate the effect of cladodes extract of Opuntia 

ficus-indica (forage palm) on the biology (survival, fertility and oviposition behavior) of Plutella 

xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) and determine if lectin active principle of the extract. Extracts 

of cladodes were evaluated on the activity of digestive enzymes; structural organization and 

intestinal histochemistry of P. xylostella larvae are described. The results showed that O. ficus 

indica extract contains lectins (specific hemagglutinating activity: 178), and secondary matabolites 

such as flavonoids, cinnamic derivatives, terpenes, steroids and reducing sugars. The viability of 

P. xylostella eggs (33%) was significantly reduced (F =11.34, P <0 001) by the cladode extract at 

7.2% (m / v) when compared to the control group (95%). When first-instar larvae were treated 
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with the extract at 7.2%, the results showed a significant reduction (F4,45 = 11.32; P <0.0001) of 

the percentage of larvae (53.00%) that reached the pupal phase in relation to the control (80.00%). 

OfiL did not modify the viability of larvae and pupae. However, lectin and cladode extract caused 

inhibition of protease activity in larval gut, epithelial disorganization, and increased expression of 

neutral carbohydrates and proteins. 

 

KEY WORDS: Diamondback moth, botanical insecticides, vegetable protein, prickly pear 

cactus. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO 

Plutella xylostella 

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae), popularmente conhecida como traça-das-

crúciferas ou traça-das-brássicas, pode ser encontrada em mais de 80 países, sendo considerado o 

Lepidoptera mais distribuído no mundo (Shelton 2004, Grzywacz et al. 2010, Furlong et al. 

2013). De acordo com Monnerat et al. (2004), essa espécie pode ter origem na região do 

Mediterrâneo, onde surgiram também as principais espécies de brássicas cultivadas. O ciclo de 

vida de P. xylostella é de cerca 14 dias e pode variar de acordo com as condições climáticas e 

quanto à disponibilidade e o tipo de alimento; sua população pode aumentar até 60 vezes entre 

gerações (De Bortoli et al. 2013, Vacari et al. 2012).  

Os ovos da P. xylostella são amarelos, pequenos, medindo menos de 1 mm de diâmetro; 

cada fêmea oviposita em média 200 ovos, o número de ovos por fêmea e a viabilidade diminui 

após o 3º dia (Thuler, 2009). A fase larval compreende quatro ínstares, atingindo cerca de 10 mm 

de comprimento, decorrido 7 a 10 dias da eclosão, em seguida se inicia a formação do casulo e 

posteriormente a fase de pupa (De Bortoli 2009). A pupa é do tipo obtecta, com coloração verde 

nos primeiros dias e tornando-se marrom quando se aproxima a emergência dos adultos (Thuler 

2009). Os adultos são microlepidópteros de coloração parda, com aproximadamente 1 cm de 

comprimento, possuem hábito noturno e durante o dia se escondem nas folhagens. O dimorfismo 

sexual pode ser observado através de uma mancha amarelo clara no quinto segmento abdominal 

de larvas de terceiro e quarto instar, caracterizada pelas gônadas dos machos (Talekar & Shelton 

1993, Morais & Barros 2003). Nos adultos, o dimorfismo sexual é visto na parte ventral dos 
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insetos, no final do abdômen, tendo os machos uma mancha escura e alongada, enquanto as 

fêmeas, duas manchas circulares escuras (Castelo Branco 1997).  

No Brasil, P. xylostella encontra-se distribuída em todas as regiões, sendo um dos principais 

fatores limitantes na produção de brássicas devido aos danos diretos, ocasionando perdas de mais 

de 90% nos campos de produção de couve flor, repolho, couve brócolis, couve manteiga, couve 

de bruxelas, couve rábano, couve chinesa, rúcula, rabanete, nabo e agrião (Al-Shehbaz 1984, 

Barros et al. 1993, Castelo Branco et al. 2001, Medeiros et al. 2003, Filgueira 2008, Marchioro & 

Foerster 2014). O ataque às plantas ocorre da seguinte forma: larvas neonatas ou recém eclodidas 

penetram no tecido foliar para se alimentarem do parênquima, construindo galerias. Após dois 

dias, as larvas abandonam essas galerias e passam a alimentar-se da epiderme, perfurando as 

folhas, depreciando-as e inutilizando-as para a comercialização (Castelo Branco et al. 1997, Gallo 

et al. 2002, Imenes et al. 2002). Em brócolis e couve-flor, as larvas se alimentam também das 

inflorescências (Medeiros 2004). 

Estima-se que a nível mundial, os custos do controle desta praga situam-se em torno de US$ 

4 bilhões anuais (Zalucki et al. 2012). Os principais métodos utilizados para o controle de P. 

xylostella incluem: rotação de culturas (Castelo Branco et al. 2003), armadilhas luminosas 

(Cardoso et al. 2010),  reguladores de crescimento (De Bortoli et al. 2008), cultivares resistentes 

(Barros & Vendramim 1999, Boiça Júnior et al. 2015), feromônios (Imenes et al. 2002), 

inseticidas botânicos (Medeiros et al. 2005, Jesus et al. 2011, Kumari & Kaushik 2016), controle 

químico (Silva-Torres et al. 2010,  Lima Neto & Siqueira 2017) e emprego de agentes de controle 

biológico como os parasitóides, predadores e microrganismos entomopatogênicos (Santos Jr. et 

al. 2006,  Zago et al. 2010, De Bortoli et al. 2011, De Medeiros et al. 2013). 

O controle químico é a principal estratégia para redução populacional de P. xylostella, 

sendo realizadas de 15 a 20 aplicações de inseticidas por ciclo da cultura no sudeste brasileiro (De 
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Bortoli et al. 2013). No estado de Pernambuco são realizadas até quatro aplicações por semana, 

independente da presença da praga no campo (Oliveira et al. 2011). Essa prática tem contribuído 

para a seleção de populações resistentes a inseticidas sintéticos, sobretudo às classes dos 

piretróides, organofosforados e carbamatos (Yu & Nguyen 1992), bem como inseticidas 

relativamente novos, tais como Espinosade (Lima Neto et al. 2016), Clorantraniliprole (Wang & 

Wu  2012, Ribeiro et al. 2013) e Clorfenapir (Lima Neto & Siqueira 2017) e inclusive inseticidas 

naturais como as toxinas produzidas pela bactéria entomopatogênica Bacillus thuringiensis 

(Berliner)  (Shelton et al. 2007) e esta característica a que mais contribui para esta praga seja 

considerada como uma das mais pesquisadas em diversas partes do mundo (Monnerat et al. 2004, 

Castelo Branco et al. 2003, De Bortoli et al. 2013). 

Alternativas de controle com o uso de inseticidas botânicos tem se mostrado viáveis (Corrêa 

& Salgado 2011, Isman & Grieneise 2014) e potencialmente promissores (Rondelli et al. 2011, 

Cruz et al. 2015, Deletre et al. 2016, De Andrade Dutra et al. 2016), pois podem ser mais 

seletivos, menos danosos ao ambiente e mais eficientes (Magalhães et al. 2014). Os inseticidas 

botânicos são compostos resultantes do metabolismo das plantas que podem sintetizar mais de 

200.000 compostos através de várias vias metabólicas (Dixon & Strack 2003). Esses compostos 

podem atuar: reduzindo o consumo da dieta (efeito deterrente ou repelente de alimentação), 

inibindo o crescimento, causando deformações, reduzindo a fecundidade, causando mortalidade 

ou repelindo sítios de oviposição (Onody, 2009, Kumari & Kaushik 2016). Segundo Deletre et al. 

(2016), esses efeitos anulam os mecanismos de atração do inseto ao hospedeiro, impedindo a 

capacidade da praga localizar e/ ou reconhecer o seu hospedeiro, o que os torna alternativas 

promissoras quando comparados aos compostos sintéticos. 
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Inseticidas Botânicos 

Um dos maiores desafios enfrentados pelo setor agrícola é a produção de alimentos de 

maneira sustentável e amaximização dessa produção. Contudo, o uso cada vez mais frequente de 

inseticidas botânicos tem sido a saída pelos produtores para maximizar a produção de alimentos 

(Godfray & Garnett 2014). Estima-se atualmente que 2,5 milhões de toneladas de inseticidas são 

utilizados anualmente na atividade agrícola (FAO, 2012), com o agravante, de acordo com Koul 

et al. (2004), que menos de 1% de inseticidas aplicados nas culturas atingem a praga alvo, 

podendo o elevado percentual restante  contaminar o solo, a água, o ar e os alimentos, o que leva a 

intoxicação de espécies não alvo, inclusive o homem, frequentemente de forma imperceptível. 

Anualmente, cerca de vinte mil pessoas morrem devido ao uso direto de agrotóxicos e cerca de 75 

% desses óbitos acontecem em países em desenvolvimento (Koul et al. 2004, Darko & Akoto 

2008, Armah, 2011).  

Existem mais de 2.000 espécies de plantas que possuem propriedades inseticidas descritas e  

as famílias botânicas que mais têm sido pesquisadas são Meliaceae, Euphorbiaceae, Annonaceae, 

Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Lamiaceae e Solanaceae (Garcez et al. 2013). De acordo com 

Champagne et al. (1992), extratos e compostos isolados a partir de diferentes tecidos de espécies 

dessas famílias têm mostrado efeito sobre o desenvolvimento e comportamento de insetos, atuando 

como reguladores de crescimento, fagodeterrentes e tóxicos. Pesquisas relacionadas a inseticidas 

botânicos e seus efeitos estão sendo realizadas com maior frequência (Deletre et al. 2016). As 

substâncias químicas presentes nas plantas são constituídas por dois grupos: metabólitos primários 

e metabólitos secundários. Os metabólitos primários como proteínas, lipídios, carboidratos e ácidos 

nucléicos são substâncias essenciais para as atividades metabólicas, encontradas em todas as 

células vegetais e possuem função estrutural e são responsáveis pela síntese de substâncias 

essenciais para a manutenção da vida, (Pereira & Cardoso, 2012). Em relação às proteínas, algumas 
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das classes mais conhecidas envolvidas no mecanismo de defesa de plantas contra insetos são as 

lectinas, proteínas inativadoras de ribossomos (RIPs), inibidores de enzimas proteolíticas e 

quitinases (Carlini & Grossi-De-Sá 2002, Van Den Bergh et al. 2002). Já os metabólitos 

secundários, não apresentam função direta nas atividades vitais (crescimento, desenvolvimento e 

reprodução), são classificados como flavonoides, terpenoides, alcaloides, esteroides, taninos, 

saponinas e rotenoídes (Fernandes, 2011) e podem provocar efeitos diversos nos insetos como 

deterrência na alimentação e oviposição, além de depressão da sua função imune e danos ao 

sistema digestivo e reprodutivo  (Haviola et al. 2007, Procópio et al. 2015, Soares et al. 2015, Diop 

et al. 2016, Cruz et al. 2017). 

O Brasil apresenta enorme riqueza botânica, com 56 mil espécies de plantas que podem ser 

avaliadas com o objetivo de descobrir novos inseticidas botânicos (Maciel et al. 2010). A palma 

forrageira, Opuntia fícus-indica (Mill) possui origem no México e vem sendo cultivada em 

regiões áridas e semi-áridas do Nordeste brasileiro por estar adaptada às condições climáticas da 

região e apresentar aspecto fisiológico especial quanto à absorção, aproveitamento e perda de 

água, suportando prolongados períodos de estiagem e podendo alcançar produtividade de até 40 

toneladas de matéria seca por hectare por colheita (Santos et al. 2006). Essa planta apresenta uma 

modificação caulinar típica de plantas xerófilas, de clima árido ou semi-árido, que são os 

cladódios, os quais apresenta forma de raquete e coloração verde quando sadios (Schultz 1943).  

Opuntia fícus-indica está presente em todos os continentes e é utilizada pela população para 

diversas finalidades que incluem a alimentação de animais ruminantes ou humana, a produção de 

medicamentos, cosméticos e corantes, conservação e recuperação de solos, produção de biogás, 

cercas vivas, paisagismo, além de uma infinidade de outros usos (Leite 2006). A maior área de 

cultivo de palma forrageira no Nordeste se concentra no agreste e sertão dos estados de Alagoas e 

Pernambuco (Leite 2006). É conhecida por ser uma fonte importante de compostos bioativos, 
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como betalaínas, polifenóis, carotenóides, vitamina C e sais minerais (Utkarsha et al. 2010, 

Cayupan et al. 2011). Estudos realizados por Ginestra et al. (2009) também descreveram a 

presença de compostos fenólicos, mais propriamente flavonoides, nos cladódios de O. fícus-

indica. 

Lectinas 

Existem muitas proteínas envolvidas nos mecanismos de defesa das plantas contra 

patógenos e herbívoros ou cuja síntese pode ser modulada em resposta às condições ambientais 

(Kant et al. 2015). As lectinas são proteínas de origem não imunológica e que têm a capacidade 

de interagir com carboidratos livres ou conjugados de forma reversível e específica (Correia at al. 

2008), encontradas nos mais diversos grupos de organismos como algas, plantas, bactérias, vírus, 

fungos, animais vertebrados e invertebrados (Silva & Silva 2000, Wang et al. 2009). Nas plantas 

já foram identificadas em diversas famílias botânicas como Cactaceae (Santana et al. 2009), 

Fabaceae (López & Santos 2015), Liliaceae (Fitches et al. 2008) Moringaceae (Oliveira et al. 

2017), Polygonaceae (Zibaee et al. 2014), Anacardiaceae (Lima et al. 2017),  Euphorbiaceae 

(Peumans et al 2003) e podem ser isoladas de diversas partes da planta como cascas, cladódios, 

flores, folhas, rizomas, raízes e sementes (Paiva et al. 2011).  Isso reforça que lectinas têm um 

papel biológico fundamental nas plantas, porque estão presentes em vários tecidos e espécies 

(Tagliari et al. 2004). 

Devido ao potencial inseticida dessas proteínas, estudos tem se intensificado com insetos de 

diversas ordens, de importância agrícola, médica e urbana: Lepidoptera (Zibaeea et al. 2015, De 

Oliveira et al. 2017, Rahimi et al. 2018), Coleoptera (Napoleão et al. 2013,  Li-Byarlay et al. 

2016), Hemiptera (Fitches et al. 2008, Roy et al. 2014), Blattodea  (Napoleão et al. 2011, Lima et 

al. 2017), Diptera (Napoleão et al. 2012, Agra-Neto et al. 2014) e Neuroptera (Li & Romeis 

2009). Seus efeitos podem atingir insetos em diversos estágios de vida como larvas (Napoleão et 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li-Byarlay%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27594789
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al. 2012, Zibaee et al. 2014), ninfas (Bandyopadhyay et al. 2001), pupas (Kaur et al. 2009) e 

adultos (Sauvion et al. 2004) ou interferir no seu comportamento de oviposição (Santos et al. 

2012). 

Dentre os efeitos deletérios causados pela lectina, destacam-se os impactos na nutrição e 

alimentação dos insetos (Bolognesi, 2002). Ao serem ingeridas, as lectinas podem atuar no 

intestino médio (mesêntero), ligando-se a quitina ou proteínas glicosiladas contendo resíduos de 

N-acetilglicosamina e sobre a borda em escova das células epiteliais presentes na membrana 

peritrófica, levando à intoxicação (Peumans & Van Damme, 1995, Sauvion et al. 2004; Michiels 

et al. 2010). Outro efeito tóxico das lectinas é através da ligação a enzimas digestivas (Lima et al. 

2017).  

Em estudos anteriores realizados com a espécie vegetal Moringa oleifera (Moringaceae) foi 

reportado que uma lectina isolada das sementes induziu alterações morfológicas no intestino de 

larvas de quarto instar de Aedes aegypti (Linneu) (Diptera: Culicidae), promovendo assim a 

mortalidade (Coelho et al. 2009). O extrato de folhas de Myracrodruon urundeuva (Allemão) 

(Anacardiaceae) foi tóxico quando ingerido por adultos de Sitophilus zeamais (Motsch) 

(Coleoptera: Curculionidade). Os autores sugeriram que essa toxicidade pode estar ligada à 

inibição de enzimas digestivas dos insetos (Napoleão et al. 2013). Macedo et al. (2003) 

investigaram a lectina das folhas de Bauhinia monandra (Kurz.) (Leguminosae: Caesalpinioideae) 

quanto ao efeito sobre os insetos praga de grãos armazenados Efestia kuehniella (Zeller) 

(Lepidoptera: Pyralidae), Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera: Bruchidae) e 

Zabrotes subfasciatus (Bohemann) (Coleoptera: Bruchidae) e verificaram que a dieta artificial 

contendo a lectina a 1% diminuiu o peso de larvas de Z. subfasciatus e C. maculatus em 40% em 

relação ao controle, enquanto concentrações de 0,5 e 0,4% causaram 20 e 50% de redução da 

massa dos insetos, respectivamente.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945201005076
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O isolamento e caracterização das lectinas em plantas da Caatinga ainda têm sido pouco 

realizados, apesar do potencial bioquímico dessas espécies como reportado por Arcoverde et al. 

(2014). Assim, a presente Tese teve como objetivos investigar o efeito do extrato de cladódios de 

O. ficus-indica (palma forrageira) sobre a biologia (sobrevivência, fertilidade e comportamento de 

oviposição) de P. xylostella e determinar se a lectina isolada a partir dela está envolvida nas 

atividades detectadas. Adicionalmente, o efeito das preparações de cladódios sobre a organização 

estrutural do intestino, histoquímica e atividade de enzimas digestivas de larvas de P. xylostella é 

também descrito.  
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 17 

RESUMO - O controle químico ainda é a principal estratégia para redução populacional da traça-

das-brássicas, Plutella xylostella (L.), uma praga de importância mundial. Este trabalho descreve 

a caracterização do extrato de cladódios de Opuntia fícus-indica (L.) Mill quanto à presença de 

lectinas e de metabólitos secundários e quanto ao efeito na biologia (sobrevivência, fertilidade e 

comportamento de oviposição) de P. xylostella. O extrato de cladódios contém lectinas (atividade 

hemaglutinante especifica: 178) e compostostos secundários como flavonoides, derivados 

cinâmicos, terpenos, esteroides e açúcares redutores. A viabilidade dos ovos de P. xylostella 

(33%) foi reduzida pelo extrato de cladódios a 7,2% (m/v) quando comparada ao grupo controle 

(95%). Quando larvas de primeiro instar foram tratadas com o extrato de cladódios, os resultados 

revelaram uma redução do percentual de larvas (53,00%) que alcançaram a fase de pupa em 

relação ao controle (80,00%), mas nenhuma alteração significativa foi detectada na viabilidade de 

pupas e na fertilidade dos adultos. O extrato a 7,2% (m/v) mostrou efeito fagodeterrente (índice de 

preferência < 1) e todos os extratos inibiram a oviposição. Portanto, cladódios de O. fícus-indica 

constituem uma fonte promissora de compostos tóxicos para ovos e larvas de P. xylostella e 

constitui um agente deterrente alimentar e de oviposição. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Traça-das-crucíferas, inseticida natural, palma forrageira 
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CLADODIUM EXTRACT OF Opuntia- ficus indica (L.) MILL (CACTACEAE): AN 

EMBRIOCIDA AGENT, LARVICIDE AND FOOD AND OVIPOSITION DETERMINATION 

FOR Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE) 

 

ABSTRACT- Chemical control is still the main strategy for population reduction of the moth, 

Plutella xylostella (L.), a pest of worldwide importance. This work describes the characterization 

of cladodium extract of Opuntia fícus-indica (L.) (Mill) for the presence of lectins and secondary 

metabolites and the effect on biology (survival, fertility and oviposition behavior) of P. xylostella. 

The cladodium extract contains lectins (specific hemagglutinating activity: 178), flavonoids, 

cinnamic derivatives, terpenes, steroids and reducing sugars. The viability of the eggs of P. 

xylostella (33%) was reduced by the cladodes extract to 7.2% (m/v) when compared to the control 

group (95%). When first-instar larvae were treated with cladodium extract, the results revealed a 

reduction in the percentage of larvae (53.00%) that reached the pupa phase in relation to the 

control (80.00%), but no significant alteration was observed detected in the viability of pupae and 

in the fertility of adults. The extract at 7.2% (m/v) showed phosphatidic effect (preference index 

<1) and all extracts inhibited oviposition. Therefore, cladode of O. ficus-indica is a promising 

source of toxic compounds for eggs and larvae of P. xylostella and constitutes a detergent food 

and oviposition agent. 

 

KEYWORDS: Diamondback moth, natural insecticide, prickly pear cactus 
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Introdução 

A família Brassicaceae apresenta grande importância econômica e compreende cerca de 

3.350 espécies que incluem 14 hortaliças, dentre as quais merecem destaque: o repolho Brassica 

oleracea (L.) var. capitata, a couve-flor B. oleracea (L.) var. botrytis, a couve folha B. oleracea 

(L.) var. acephala, o brócolis B. oleracea (L.) var. italica e a mostarda B. juncea (L.) (Al-Shehbaz 

1984, Figueira 2008). As hortaliças, brássicas ou crucíferas, como são também conhecidas, 

contribuem com mais de US$ 26 bilhões para a economia mundial (FAOSTAT, 2012).  

A mariposa Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), conhecida popularmente como 

traça-das-crucíferas ou traça-das-brássicas é uma praga cosmopolita e especialista em brássicas. 

Apresenta elevado número de gerações por ano aliado ao alto potencial de dano nos hospedeiros, 

principalmente nas regiões de clima tropical como o Brasil, pois o ciclo de vida está associado 

diretamente a fatores ambientais (Talekar & Shelton 1993, Pereira et al. 2007) e está presente 

onde quer que existam suas plantas hospedeiras, sendo considerada a espécie mais distribuída 

dentre os Lepidoptera (Shelton & Nault 2004). 

 P. xylostella começa a se alimentar da planta hospedeira a partir do primeiro instar larval 

nas quais fazem minas; no segundo ínstar as larvas saem das minas e se alimentam de toda planta 

(Castelo Branco et al. 2003). A injúria é mais intensa quando atinge terceiro instar, onde causam 

severas injúrias nas folhas, ocasionando danos na produção que variam de 58-100%, o que tem 

inviabilizado economicamente o cultivo dessa cultura (Barros et al. 1993). O controle químico é a 

principal forma de controle dessa praga (Sparks & Nauem 2015), embora sua utilização 

indiscriminada, além de contaminar o ambiente, tendo causado resistência de populações de 

insetos aos produtos empregados.  

A resistência de artrópodes a inseticidas tem sido um dos maiores problemas da produção 

agrícola (Whalon et al. 2008). A resistência de P. xylostella tem sido relatada cerca de 95 
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compostos (APRD 2017), incluindo carbamatos, piretróides, organofosforados e inseticidas 

relativamente novos, tais como Espinosade (Lima Neto et al. 2016), Clorantraniliprole (Wang & 

Wu 2012, Ribeiro et al. 2013) e Clorfenapir (Lima Neto & Siqueira 2017). Essa praga foi o 

primeiro inseto a desenvolver resistência a Bacillus thuringiensis (Berliner) (Tabashnik et al. 

1990). Esses relatos têm impulsionado a busca por novas opções para o manejo de P. xylostella.  

Produtos naturais extraídos de plantas constituem uma fonte de substâncias bioativas, sendo 

um forte aliado a outros métodos para controle de insetos, apresentando maior grau de 

biodegradabilidade, são menos tóxicos para espécies não alvo, e, por tanto, podem reduzir os 

efeitos negativos ocasionados pela aplicação descontrolada de inseticidas organossintéticos 

(Torres et al. 2006). Os metabólitos secundários, como flavonoides, polifenóis, taninos, 

alcaloides, glicosídeos cardiotônicos, saponinas, antraquinonas, terpenos e esteroides são 

encontrados em plantas e apresentam propriedades biológicas (Pereira et al. 2012, War et al. 

2012). Esses metábolitos podem atuar na biologia e fisiologia de insetos de várias ordens (França 

et al. 2009, Breda et al. 2012, Da Silva et al. 2016, Cruz et al. 2017).  

Até o momento não se tem registro de investigações visando avaliar o efeito do uso da 

palma Opuntia ficus indica Mill (Cactaceae) na biologia de P. xylostella. Este trabalho descreve a 

caracterização do extrato de cladódios de O. fícus-indica quanto à presença de lectinas e de 

metabólitos secundários, e quanto ao efeito na sobrevivência, fertilidade e comportamento de 

oviposição de P. xylostella. 

 

Material e Métodos 

 

Criação de Plutella xylostella. Os insetos utilizados neste estudo foram provenientes de uma 

população susceptível mantida no Laboratório de Biologia de Insetos e Resistência de Plantas, do 
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Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sendo 

estas mantidas de acordo com métodos descritos por Barros e Vendramim (1999). 

Obtenção do Extrato de Cladódios de Opuntia ficus-indica. Cladódios de O. ficus-indica var. 

“orelha de elefante” provenientes de plantio da Estação Experimental do Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA) em Arco Verde, Pernambuco, foram transferidos para o laboratório onde 

foram secos ao ar livre (25° C) e então triturados. A “farinha” obtida (10 g) foi homogeneizada 

por 16 h em NaCl 0,15 M (50 ml). Após filtração e centrifugação (4.000 g. 15 min), o 

sobrenadante correspondeu ao extrato bruto. 

Caracterização Química do Extrato de Cladódios de Opuntia ficus-indica. O extrato de 

cladódios foi analisado quanto à presença de lectinas de acordo com Napoleão et al. (2012). Este 

ensaio foi realizado em placas de microtitulação, utilizando eritrócitos de coelho glutarizados 

(Bing et al. 1967) e consistiu na avaliação da capacidade do extrato de cladódios em causar 

hemaglutinação. A atividade hemaglutinante foi definida como o inverso da maior diluição do 

extrato capaz de promover total aglutinação. A atividade hemaglutinante específica correspondeu 

à razão entre o título e a concentração da proteína (mg/mL), a qual foi determinada de acordo com 

Lowry et al. (1951), utilizando-se uma curva padrão (0 a 500 µg/ml) de albumina sérica bovina. O 

Comitê de Ética no Uso de Animais da UFPE aprovou o método de coleta dos eritrócitos 

(processo 23076.033782/2015-70). 

A avaliação da composição fitoquímica do extrato de O. ficus indica foi realizada no Núcleo 

de Desenvolvimento Analítico e Tecnológico de Fitoterápicos, situado no Departamento de 

Ciências Farmacêuticas-UFPE. A análise foi feita por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), 

sendo as amostras diluídas com 2 mL de metanol e levadas ao ultrassom durante 10 minutos para 

completa solubilização. Todos os padrões (Tabela 1) foram utilizados na concentração de 1 

mg/mL. A amostra e os padrões foram aplicados de forma manual em placas cromatográficas de 
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sílica gel 60-F254 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas após 

saturação com a fase móvel. A cuba foi saturada durante 15 minutos, aproximadamente, à 

temperatura ambiente (25ºC). As bandas foram aplicadas com largura de 5 mm e com uma 

distância entre elas e das bordas das placas de 5mm. O tamanho da largura e do comprimento das 

placas cromatográficas foram de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 5 mm da origem e com 

término 5 mm do final da placa. 

Após a eluição das placas as mesmas foram secas à temperatura ambiente, observadas sob 

luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visível e em seguida foram digitalizadas. Na sequência 

foram reveladas com reagentes específicos para cada metabólito.  As bandas obtidas foram 

comparadas às bandas dos padrões correspondentes.  

Ação Embriocida do Extrato de Cladódios de Opuntia ficus-indica.  Para obtenção dos ovos 

de P. xylostella foram confeccionadas gaiolas plásticas e dentro destas gaiolas colocou-se cerca de 

30 pupas e como substrato de oviposição foi oferecido discos de papel filtro, após a emergência e 

cópula dos adultos a postura presente no papel filtro foi retirada, e com a ajuda de uma lupa 

quantificou-se cerca de 10 ovos. Estes papeis contendo os ovos foram recortados e mergulhados 

por cerca de 30 segundos nos seguintes tratamentos: extrato de cladódios a 7,2% (m/ v) dialisado 

ou não e a 3,6% (m/v), NaCl 0,15 M e água destilada (solução controle). Cada tratamento foi 

constituído por dez repetições. Após serem tratados os papeis contendo os ovos foram transferidos 

para placas de Petri (5 cm de diâmetro), à temperatura 25 ± 1 º C, 70 ± 10 % de umidade relativa e 

fotoperíodo de 12 h. Realizara-se avaliações diárias a fim de quantificar a viabilidade desses ovos 

através da observação e quantificação do número de larvas eclodidas, as quais foram retiradas das 

placas ao final de cada avaliação. 

Efeito do Extrato de Cladódios no Desenvolvimento de Plutella xylostella.  Folhas frescas de 

couve manteiga (Brassica oleracea) (variedade acephala) foram cortadas em discos de 6 cm de 
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diâmetro. Posteriormente, estes discos foram imersos por 30 segundos em 10 ml de extrato de 

cladódios a 7,2% (m/v) dialisado ou não e a 3,6% (m/ v), NaCl 0,15 M ou água destilada (solução 

controle). Após os discos serem tratados os mesmos foram secos em temperatura ambiente 

durante 40 minutos, colocados em placas de petri (9 cm) e oferecidos às larvas recém-eclodidas.  

Para cada tratamento foram utilizadas 100 larvas distribuídas em 10 repetições. As avaliações 

foram feitas a cada 24 h após a montagem do experimento, onde as larvas foram continuamente 

mantidas alimentadas com folhas de couve não tratadas, essas, trocadas diariamente, registrando-

se o número total de larvas vivas e mortas, as larvas que empupavam foram individualizadas em 

placas de microtitulação (96 poços) para avaliação da duração e viabilidade dessas pupas. Após a 

emergência dos adultos, foram selecionados 10 casais viáveis de cada tratamento, para avaliação 

da oviposição os quais foram confinados em copos descartáveis, cobertos com plástico filme. 

Diariamente os adultos eram retirados, confinados em tubos, os ovos eram contados e os adultos 

eram novamente confinados em outro copo. A contagem dos ovos foi realizada por três dias 

consecutivos. O experimento foi conduzido a 25 ± 1 º C, 60 ± 10 % de umidade relativa e 

fotoperíodo de 12 h.  

Prefência para Alimentação de Plutella xylostella em Folhas Tratadas com Extrato de 

Opuntia ficus-indica.  A preferência de alimentação foi avaliada por meio de consumo foliar, 

mediante experimento com chance de escolha realizado entre substrato tratado com o extrato de 

cladódios a 7,2% (m/ v) dialisado ou não e a 3,6% (m/ v), NaCl 0,15 M ou água destilada (solução 

controle). Quinze placas de Petri (15 cm) foram forradas com papel filtro umedecido e foram 

colocados dois discos foliares  (tratado x controle) (6cm de diâmetro) de couve manteiga de forma 

equidistantes. Após o tratamento dos discos foliares, 10 larvas de terceiro instar de P. xylostella 

foram colocadas no centro de cada placa. Após 24 h os discos foram submetidos a um aparelho 
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medidor de área foliar, modelo CI-202 (Bio Science) para determinar a área foliar consumida pelas 

larvas. A área consumida foi calculada pela diferença entre a área fornecida e a área restante.  

O efeito produzido pelos extratos foi avaliado utilizando o índice de preferência alimentar 

descrito por Kogan e Goeden (1970), através da fórmula: IP = (2 x T)/(C + T), onde IP  =  índice  

de  preferência;  T  =  área  consumida  no  disco  de  folha  tratado;  C  =  área consumida  no  

disco  de  folha  controle. Sendo classificado como fagoestimulante se o índice for >1, neutro = 1 e 

fagodeterrente < 1. Para as quais, procedeu à análise de variância e posterior teste de médias Tukey 

com 5% de probabilidade de erro. 

Preferência para Oviposição de Plutella xylostella em Folhas de Couve Tratadas com 

Extratos de Cladódios de Opuntia fícus-indica.  Os ensaios de preferência para oviposição, com 

chance de escolha, foram realizados em gaiolas medindo 14 cm de diâmetro e 8 cm de altura. Em 

cada gaiola foram dispostos dois discos foliares de couve manteiga medindo 6 cm de diâmetro, 

tratados com 10 mL do extrato de cladódios a 7,2% (m/ v) dialisado ou não e a 3,6% (m/ v), NaCl 

0,15 M ou água destilada (solução controle). Após o tratamento dos discos, dois casais de P. 

xylostella foram liberados no interior de cada gaiola. Com o auxílio de uma lupa (Bel Photonics 

WF 10), foi realizada a contagem do número de ovos após 24 e 48 h da liberação dos adultos. Ao 

termino da primeira contagem, um novo disco foliar foi novamente tratado e colocado na gaiola.  

Análise Estatística. Os resultados referentes aos efeitos embiocida, desenvolvimento e área foliar 

média consumida foram submetidos a analise de variância (ANOVA, procedimento GLM) e 

posteriormente as médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de Tukey HSD (P < 

0,05), utilizando o Proc ANOVA (SAS Institute 2002). Os dados referentes à preferência 

alimentar foram avaliados através do índice de preferência (Kogan & Goeden 1970). Os dados de 

preferência para oviposição foram submetidos ao teste de χ2 ( P < 0,05), utilizando o Proc FREQ 

do SAS (SAS Institute 2002).  
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Resultados e Discussão 

Caracterização Química do Extrato de Cladódios Opuntia ficus-indica. O ensaio de atividade 

hemaglutinante revelou que o extrato de cladódios contém lectinas (atividade hemaglutinante 

especifica: 178). Já a análise fitoquímica indicou a presença de flavonoides, derivados cinâmicos, 

terpenos, esteroides, áçucares redutores. Resultados previamente reportados por Feboli et al. 

(2015) mostraram a presença de alcaloides, taninos, flavonoides e saponinas em cladódios e frutos 

de O. ficus-indica. Adicionalmente, metabólitos secundários são produzidos em resposta às 

condições ambientais e, devido a isso, coletas realizadas em diferentes localidades e épocas do 

ano acarretam em diferenças no padrão de expressão desses compostos (De Oliveira et al. 2015). 

A detecção da atividade de lectina e metabólitos secundários têm sido relatados como potenciais 

agentes inseticidas (Marangoni et al. 2012, Oliveira et al. 2017, Cruz et al. 2017, Souza et al. 

2018). Esse fato, aliado à grande importância de P. xylostellla como praga agrícola, estimulou as 

avaliações com o extrato de cladódios descrito a seguir.   

Ação Embriocida do Extrato de Cladódios de Opuntia ficus-indica. O tratamento com o 

extrato de cladódios a 7,2% não dialisado reduziu a viabilidade dos ovos de P. xylostella, 

resultando na eclosão de apenas cerca de 33,00% (Figura 1). A análise estatística revelou que este 

dado diferiu significativamente (F = 11,34; P <0,0001) da eclosão dos ovos registrada nos grupos 

tratados com o extrato dialisado (74%), com NaCl 0,15 M (85,00%) e com a solução controle 

(95%). Todavia, o resultado do tratamento com o extrato a 7,2% não diferiu daquele com o 

extrato a 3,6% (55% de eclosão).  O propósito realizar a dialise do extrato foi avaliar se o NaCl 

possui ação sobre os insetos. 

Uma vez que ao ser dialisado o extrato de cladódios perdeu sua atividade, e que a solução 

de NaCl 0,15 M não interferiu na viabilidade dos ovos, é possível concluir que o efeito 

embriocida ocorreu devido aos componentes de baixa massa molecular, que saíram na diálise 
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presentes no extrato e que a presença do sal na solução é requerida para esta atividade. Tem sido 

reportado que a presença de sal em solução pode causar alteração a conformação, solubilidade e 

atividade de proteínas. Para o nosso conhecimento, este é o primeiro relato de efeito embriocida 

de preparações de O. fícus-indica para insetos. Contudo, foi previamente reportado que o extrato 

etanólico de cladódios de O. fícus-indica e suas frações aquosas, em acetato de etila e hexano 

apresentaram efeito embriocida contra nematoides gastrointestinais de ovinos, com inibição de 

eclosão dos ovos acima de 90% (Feboli, 2016).  

Efeito do Extrato de Cladódios no Desenvolvimento de Plutella xylostella.  Quando larvas 

recém-eclodidas foram tratadas com o extrato de cladódios a 7,2% não dialisado, a viabilidade de 

larvas (percentual de larvas que chegaram à fase de pupa) foi de 53,00% (Tabela 2), 

significativamente (F4, 45 = 11,32; P < 0,0001) menor que a viabilidade detectada nos grupos 

tratados com o extrato de cladódios a 3,6% ou 7,2% dialisado, com NaCl 0,15 M ou com a 

solução controle (70,00%, 78,00%, 74,00% e 80,00%, respectivamente). Similar ao que foi 

detectado para o efeito embriocida, os resultados com o extrato dialisado e com a solução de NaCl 

0,15 M revelam que a redução na viabilidade das larvas ocorreu devido à ação dos componentes 

do extrato e não pela ação do sal. A ação do extrato de cladódios sobre as larvas de P. xylostella é 

um dado muito interessante, uma vez que nessa fase são causados danos severos à cultura das 

brássicas, devido à alimentação voraz das larvas principalmente de terceiro instar (Castelo Branco 

et al. 2001).  

Embora um efeito larvicida tenha sido detectado para o extrato de cladódios, foi observado 

que aquelas larvas que chegaram à fase de pupa não foram afetadas pelo tratamento com o extrato 

(Tabela 2), uma vez que este não houve alteração significativa (F 4,45 = 0,66; P = 0,6202) na 

viabilidade das pupas (percentual de adultos que emergiram) em relação ao controle. Após a 

emergência de insetos adultos, foram formados casais para cada tratamento com o objetivo de 
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investigar se a ingestão do extrato de cladódios pelas larvas recém-eclodidas havia sido capaz de 

afetar a fertilidade dos insetos. Contudo, não foram detectadas diferenças (F 4, 45 = 0,60; P = 

0,6666) significativas com relação ao número de ovos depositados entre os tratamentos, mesmo 

que uma maior taxa de oviposição tenha sido registrada para o grupo controle. 

Os inseticidas neemix e neemexel, derivados da planta Azadirachta indica (A. Juss) 

afetaram os parâmetros nutricionais e causaram redução no peso das pupas e atraso no 

desenvolvimento de P. xylostella (Ahmad et al. 2012). Bandeira et al. (2013) reportaram que 

extratos etanólicos de flores e frutos de Muntingia calabura (Linneu) foram tóxicos para larvas de 

P. xylostella no primeiro instar (CL50 de 0,61 µg/mL e 1,63 µg/mL, respectivamente). 

Prefência para Alimentação de Plutella xylostella em Folhas Tratadas com Extrato de 

Opuntia ficus-indica. O consumo das folhas de couve pelas larvas de P. xylostella no tratamento 

com o extrato de cladódios a 7,2% diferiu significamente (F1, 28 = 16,66; P = 0,0003) do grupo 

controle na qual a área foliar consumida pelas larvas foi cerca de duas vezes maior, caracterizando 

um efeito fagodeterrente para o extrato (Tabela 3). Um resultado semelhante (F1, 28 = 18,91; P = 

0,0002) foi registrado para o grupo tratado com o extrato dialisado em relação ao seu controle 

(NaCl 0,15 M), indicando mais uma vez que o efeito detectado reflete a ação dos componentes do 

extrato, e não do NaCl presente na solução. Os valores obtidos para o índice Kogan & Goeden 

(1970) ratificam que o extrato de cladódios constitui um agente fagodeterrente, uma vez que foram 

obtidos índices menores que 1 tanto para o extrato não dialisado quanto para o extrato após diálise 

(Tabela 3).  

Segundo Deletre et al. (2016), a interrupção na alimentação ocorre após o inseto ter 

entrado em contato com o fagodeterrente ou a curto prazo após sua ingestão e, de um ponto de 

vista econômico e biológico, a utilização de compostos contendo este efeito para proteção de 

culturas pode ser interessante por reduzir ou parar o comportamento de alimentação dos insetos, 
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resultando na diminuição dos prejuízos ocasionados, mesmo que não haja um controle 

populacional efetivo. 

O efeito deterrente do extrato de cladódios pode ter ocorrido devido à presença dos 

metabólitos secundários ou da atividade de lectina detectados na caracterização química. Efeito 

tóxico de preparações contendo flavonoides, derivados cinâmicos, terpenos e esteroides contra 

insetos têm sido relatado (Procópio et al. 2015, Diop et al. 2016, Cruz et al. 2017). Fonseca et al. 

(2018), reportaram que extratos metanólicos de folhas e cascas de Stryphnodendron adstringens 

(Mart.) (Fabaceae) contendo taninos, saponinas, esteroides, terpenos, alcaloides e flavonoides 

apresentaram efeitos na alimentação e oviposição em larvas de P. xylostella. Extratos metanólico 

e aquoso de Duguetia furfuraceae (St. Hil.) (Annonaceae) e Annona coriácea (Mart.) 

(Annonaceae), respectivamente, também aresentaram efeito fagodeterrente para P. xylostella 

provavelmente devido à presença de flavonoides, alcaloides, acetogeninas de anonáceas e 

terpenos (Isman, 2006). 

Preferência para Oviposição de Plutella xylostella em Folhas de Couve Tratadas com 

Extratos de Cladódios de Opuntia fícus-indica.  O tratamento dos sítios de oviposição com o 

extrato de cladódios a 7,2% não dialisado reduziu significativamente (χ²= 226,66; GL = 1; P 

<0,0001) o número de ovos depositados 24 h após o confinamento dos casais em relação ao 

controle (NaCl 0,15 M). Resultado semelhante foi registrado para o extrato de cladódios a 3,6% 

(χ²=31,68; GL = 1; P <0,0001) e para o extrato a 7,2% dialisado (χ²=17,72; GL = 1; P <0,0001). Os 

menores percentuais de oviposição foram observados nos discos tratados com o extrato a 7,2% 

não dialisado (16,57%), seguido do extrato a 3,6% (36,69 %) e 7,2% dialisado (39,45%). Estes 

dados revelam que o extrato de cladódios apresenta atividade inibidora de oviposição para P. 

xylostella e, similar aos resultados descritos acima, indica que o efeito deterrente de oviposição 

reflete a ação dos componentes do extrato. Os resultados indicam ainda que para esta atividade, 
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embora a presença de NaCl não seja indispensável, o efeito parece potencializado quando o sal 

está presente na solução. Adicionalmente, após 48 horas do início do teste, os tratamentos com os 

extratos de cladódios a 7,2% não dialisado (χ²= 172,45; GL = 1; P <0,0001) ou dialisado (χ²=4,65; 

GL = 1; P = 0,0310), e a 3,6% (χ²=7,29; d.f = 1; P = 0,0065) ainda apresentaram menor número de 

ovos em relação aos respectivos controles (Figura 2).   

Efeito deterrente de oviposição tem sido relatado para outros extratos vegetais sobre insetos 

praga, sobretudo Lepidoptera, incluindo Neoleucinodes elegantalis (Guen) (Crambidae) (França 

et al. 2009), Spodoptera frugiperda (Fabricius) (Noctuidae) (Arivoli & Tennyson, 2013), 

inclusive P. xylostella (Charleston et al. 2005, Basukriadi & Wilkins 2014, Souza et al. 2016). Em 

um estudo realizado por Kodjo et al. (2011), o extrato de Ricinus communis (L.) (Euphorbiaceae) 

também reduziu a oviposição pelas fêmeas de P. xylostella. 

Em conclusão, os resultados descritos neste trabalho indicam que os extratos de cladódios 

de O. fícus-indica como um novo inseticida botânico eficaz para controle de populações de P. 

xylostella por ser tóxico para os estágios de ovo e larva. Apresentando ainda, a ação 

fagodeterrente afeta aspectos biológicos, como reprodução, pois em holometábolos a ingestão de 

nutrientes na fase imatura está diretamente relacionada ao sucesso reprodutivo e a menor 

concentração do extrato já apresentou esse efeito. Assim como também foi afetada a preferência 

de oviposição. Em adição, a utilização do extrato de cladódios para proteção das folhas de 

brássicas pode ser interessante devido aos efeitos deterrentes de alimentação e de oviposição aqui 

reportados.  
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Tabela 1. Sistemas de desenvolvimento e reveladores utilizados para análise de metabólitos 

secundários no extrato de cladódios de Opuntia ficus-indica por cromatografia em camada 

delgada. 

Classe de metabólito  

Ausência ou 

presença Sistema1   Revelador Padrão 

 

Polifenois (Taninos 

Hidrolisáveis) 

 

Ausente 

 

90:5:5 

 

NEU + PEG 

 

Acido gálico 

Taninos condensados Ausente 90:5:5 
Vanilina 

clorídrica 
Catequina 

Flavonoides Presente 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina 

Derivados Cinâmicos Presente 90:5:5 NEU + PEG 
Ácido Cafeico e 

Clorogênico 

Terpenos e Esteroides Presente 70:30 
Lieberman-

Burchard + Δ 
β-Sitosterol 

Cumarinas Ausente 50:50:50 KOH + Δ Cumarina 

Saponinas Ausente 100:11:11:26 
Lieberman-

Burchard + Δ 
Escina 

Açúcares redutores Presente 50:20:10:10 

Timol + 

H2SO4 10% + 

Δ 

D-frutose 

Alcaloides Ausente 50:6,75:5 Dragendorf Nitrato de pilocarpine 

Antraquinonas Ausente 50:6,75:5 
HNO3 + 

KOH10% 
Senosídeo A 

1Sistema:  90:5:5 – Acetato de etila: ácido fórmico: água; 70:30 – Tolueno: acetato; 50:50:50 – 

Éter etílico: acetato de etila: ácido acético 10% (saturação); 100:11:11:26 - Acetato de etila: ácido 

acético: ácido fórmico: água; 50:20:10:10 - Acetato de etila: ácido acético: ácido fórmico: água 

50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol: água. 
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Tabela 2. Efeito do extrato de cladódios de Opuntia fícus-indica na biologia (sobrevivência, 

desenvolvimento e fertilidade) de P. xylostella.  

Tratamentos 
Viabilidade de 

larvas1 (%)2 
N3 

Viabilidade de 

pupas1 (%)4 
N5 

Número de ovos1 

depositados6 
N7 

Controle 80,0 ± 2,58 a 100 96,0 ± 2,61 a 80 73,1 ± 8,60 a 10 

Não dialisado  

7,2% 53,0 ± 3,00 b 100 90,4 ± 3,62 a 53 61,7 ± 9,44 a 10 

3,6% 70,0 ± 3,65 a 100 95,7 ± 3,05 a 70 72,2 ± 7,13 a 10 

Dialisado  

7,2% 78,0 ± 2,90 a 100 93,9 ± 2,00 a 78 60,7 ± 6,72 a 10 

NaCl 0,15 M 74,0 ± 3,71 a 100 94,2 ± 2,55 a 74 67,3 ± 6,40 a 10 

 

1Médias (± DP) seguidas de letras diferentes, na coluna, representam diferenças significativas 

entre os tratamentos, determinadas pelo teste de Tukey (P ≤ 0,05). Temp.: 26 ± 1ºC, UR 70 ± 10% 

e 12h de fotofase. A concetração percentual do extrato reflete a massa de extrato em gramas 

presente a cada 100 mL de solução. 2Porcentagem de larvas que alcançaram a fase de pupa. 
3Quantidade inicial de larvas. 4Porcentagem de pupas que alcançaram a fase adulta. 5Quantidade 

de pupas oriundas das larvas tratadas. 6fertilidade dos adultos provenientes das larvas submetidas 

aos tratamentos. 7Quantidade de casais formados a partir dos adultos provenientes das larvas 

tratadas. Solução controle: água destilada. 
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Tabela 3. Área foliar média consumida e preferência alimentar de larvas de Plutella 

xylostella no terceiro ínstar com chance de escolha entre discos de folhas de couve tratados com o 

extrato de Opuntia ficus-indica dialisado ou não e soluções controle (água destilada e NaCl 0,15 

M, respectivamente). 

 

 

1Média de área foliar consumida em cm². 2Índice de Preferência. 3Classificação: IP=1 indica 

efeito neutro; IP>1 indica efeito fagoestimulante; IP<1 indica efeito fagodeterrente. 5 Médias 

seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey. Os resultados foram obtidos 24 

horas após as larvas terem sido liberadas nas placas contendo os discos de couve tratados. O 

extrato de cladódios foi investigado na concentração de 7,2% (m/ v). 

 

 

 

 

 

 

Grupos 
Área foliar consumida ± EP¹ 

IP ± EP² Classificação3 

Controle Tratado 

Extrato de 

cladódios 

dialisado 

Extrato de 

cladódios 

4,2 ± 1,39 A 2,2 ± 0,29 B 0,67  ± 0,06 Fagodeterrente 

  

   4,5 ± 1,76 A 

 

2,2 ± 0,33 B 

 

0,64  ± 0,05 

 

Fagodeterrente 
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Figura 1. Efeito embriocida do extrato de cladódios de Opuntia fícus-indica contra Plutella 

xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Temp.: 26 ± 1ºC, UR 70 ± 10% e 12h de fotofase.  Letras 

diferentes representam diferenças significativas entre os tratamentos, determinadas pelo teste de 

Tukey (P ≤ 0,05). 
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Figura 2. Preferência para oviposição de Plutella xylostella em folhas de couve tratadas com 

extratos de cladódios de Opuntia fícus-indica. Comparação de área tratada e não tratada. Temp. 

27 ± 1ºC, UR 70 ± 10% e 12h de fotofase. Houve diferença significativa pelo teste de Qui-

Quadrado (P ≤ 0,05). 
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CAPÍTULO 3 

 

EXTRATOS DE CLADÓDIOS DE Opuntia fícus-indica (L.) MILL INTERFEREM NA 

ATIVIDADE DE ENZIMAS DIGESTIVAS E ALTERAM A ESTRUTURA E HISTOQUÍMICA 

DO INTESTINO MÉDIO DE LARVAS DE Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: 

PLUTELLIDAE)1  

 

ELAINE C.B. FERRREIRA
2
  

 

2Departamento de Agronomia, Área de Fitossanidade, Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, Recife-PE, 52171-900, Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Ferreira, E.C.B. Extratos de cladódios de Opuntia fícus-indica (L.) Mill interferem na atividade 

de enzimas digestivas e alteram a estrutura e histoquímica do intestino médio de larvas de Plutella 

xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae). A ser submetido. 
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RESUMO - O principal método de controle da traça das cruciferas Plutella xylostella tem sido a 

utilização de agentes químicos sintéticos o que tem dispertado o interesse científico por 

inseticidas de origem botânica, incluindo as lectinas, que possuem ação tóxica para muitos 

organismos, inclusive insetos. O objetivo desse trabalho foi analisar a atividade do extrato e da 

lectina isolada (OfiL) de cladódios de Opuntia fícus-indica (palma forrageira) sobre enzimas 

digestivas como protease, tripsina e amilase (extrato e lectina), viabilidade de larvas e pupas 

(lectina), análise histologica e histoquímica do intestino médio de larvas (extrato). Para o 

isolamento da lectina, o extrato foi submetido à coluna de quitina. A OfiL não foi capaz de 

interferir na viabilidade de larvas e de pupas, contudo, nos ensaios envolvendo a atividade de 

enzimas digestivas, tanto o extrato e a lectina causaram inibição da atividade de protease no 

intestino das larvas.  Em relação à análise histológica e histoquímica, foi observado que a ingestão 

do extrato de cladódios pelas larvas de terceiro ínstar, causou alterações no intestino médio, 

incluindo o desaparecimento da membrana peritrófica, células caliciformes aumentadas, 

desorganização do epitélio, indução da produção de esferites no citoplasma das células colunares 

e expressão aumentada de carboidratos neutros e proteínas. Em conclusão, a toxicidade do extrato 

de cladódios para larvas de P. xylostella pode envolver danos à digestão de proteínas e alterações 

na morfologia e fisiologia do intestino médio. Investigações futuras utilizando maiores 

concentrações de OfiL são necessárias para indicar se essa lectina constitui um princípio ativo do 

extrato. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Inseticida natural, traça-das-brássicas, proteases, organização estrutural, 

palma forrageira 
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EFFECTS OF CLADODIUM EXTRACTS OF Opuntia fícus-indica (L.) MILL ON THE 

ACTIVITY OF DIGESTIVE ENZYMES, STRUCTURE AND HISTOCHEMISTRY IN THE 

MIDGUT Plutella xylostella (L.) (LEPIDOPTERA: PLUTELLIDAE)  

 

ABSTRACT –The major control method the diamondback moth Plutella xylostella has been the 

use of synthetic insecticides what has promoted the interest for alternative materials such as 

botanical insecticides, including lectins that have a toxic action against insects. This study 

analyzed the activity of extract and lectin isolated from Opuntia fícus-indica (prickly pear cactus) 

cladodes on digestive enzymes such as protease, trypsin and amylase (extract and lectin), viability 

of larvae and pupae (lectin), histological and histochemical analysis of the midgut of larvae 

(extract). For the isolation of the lectin, the extract was subjected to the chitin column. OfiL was 

not able to interfere in the viability of larvae and pupae. However, in the tests involving the 

activity of digestive enzymes, both the extract and the lectin caused inhibition of the protease 

activity in the intestine of the larvae. In relation to the histological and histochemical analysis, it 

was observed that the ingestion of the cladodium extract by third instar larvae caused changes in 

the midgut, including disappearance of the peritrophic membrane, increased goblet cells, 

epithelial disorganization, spherical cytoplasm of columnar cells and increased expression of 

neutral carbohydrates and proteins. In conclusion, the toxicity of the cladodium extract to P. 

xylostella larvae may involve damage to protein digestion and changes in midgut morphology and 

physiology. Further investigations using higher concentrations of OfiL are required to indicate 

whether this lectin is an active ingredient in the extract. 

 

KEYWORDS: Natural insecticide, brassica moth, proteases, structural organization, prickly pear 

cactus 
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Introdução 

Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) é a principal praga na cultura das brássicas 

(Furlong et al. 2013) e os danos ocasionados por essa espécie levam a uma perda anual global 

avaliada em US $ 2,7 bilhões (Zalucki et al. 2012). O principal método de controle desta praga 

tem sido a utilização de agentes químicos sintéticos (De Bortoli et al. 2013) acarretando em um 

custo estimado entre US $ 1,3 bilhão e US $ 2,3 bilhões anuais (Zalucki et al. 2012). De acordo 

com IRAC-BR (2016) o uso elevado de inseticidas sintéticos acarretou na seleção de populações 

de P. xylostella resistentes a mais de 80 princípios ativos. Este cenário tem estimulado o interesse 

científico por inseticidas naturais, em especial aqueles extraídos de plantas (Reddy et al. 2015, 

Deletre et al. 2016). 

 As plantas sintetizam uma vasta diversidade de metabólitos, que estão ligados a mecanismos 

de defesa. Estas substâncias podem apresentar potencial inseticida, e tem se tornado uma 

alternativa para o controle de pragas. Esses metabólitos dividem-se em três grupos: terpenos 

(monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanóides), compostos fenólicos (ácidos fenólicos, 

quinonas, fenilpropanoides, cumarinas, flavonoides, taninos, lignina) e compostos nitrogenados 

(alcaloides, betalaínas, glicosídeos cianogênicos e glucosinolatos) (Viegas Junior, 2003, War et al. 

2012, Marangoni et al. 2013). Estes são produzidos constitutivamente ou em resposta ao dano na 

planta e podem afetar a alimentação, crescimento, comportamento e sobrevivência dos insetos 

(War et al. 2012). Essas substâncias também podem alterar a função imune e causam danos 

histológicos e histoquímicos ao sistema digestivo e reprodutivo destes organismos (Guedes, 2015, 

Procópio et al. 2015, Cruz et al. 2017). Esses compostos podem ser empregados na forma de pó, 

óleo e extrato (Corrêa & Salgado 2011). 

Os mecanismos de defesa química das plantas também inclui a produção de proteínas (Qin, 

2010, Mithöfer & Boland 2012), incluindo as lectinas, que possuem habilidade de se ligar a mono 
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ou oligossacarídeos e glicoconjugados, sendo extraídas de várias partes da planta como: cerne, 

cladódios, raízes, rizoma, folhas, flores, sementes e néctar (Napoleão et al. 2011, Paiva et al. 

2011, Souza et al. 2011,  Santana et al. 2012,  Procópio et al. 2015, Pontual et al. 2012, Oliveira 

et al. 2017, Van Damme et al. 1998). Vastos são os relatos da atividade das lectinas, as quais 

podem ser tóxicas para fungos, bactérias, células tumorais ou insetos de diversas ordens, 

incluindo Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Hemiptera e Isoptera (Blattodea) (Santana et al. 2009, 

Lam & NG 2011, Procópio et al. 2017).  

As lectinas inseticidas podem se ligar à superfície das células epiteliais do sistema digestivo 

e à membrana peritrófica (Sauvion et al. 2004), ou ainda interagir com enzimas digestivas, 

inibindo ou estimulando sua atividade e promovendo desequilíbrio metabólico e prejudicando a 

biologia do inseto (Napoleão et al. 2012, Lima et al. 2017). A presença de uma lectina (OfiL) em 

cladódios de Opuntia fícus-indica, tóxica para cupins da espécie Nasutitermes corniger (Motsch) 

(Blattodea: Termitidae) foi previamente reportada (Paiva et al. 2011).  

A dificuldade de controlar populações de P. xylostella, os danos econômicos causados por 

essa praga no cenário mundial e os relatos prévios do efeito inseticida para preparações de 

cladódios de O. fícus-indica estimularam as investigações descritas aqui. Este trabalho foi 

norteado pela hipótese de que OfiL pode ser princípio ativo da toxicidade para P. xylostella 

previamente detectada para o extrato de cladódios de O. fícus-indica (dados não publicados). 

Nesse sentido, este manuscrito descreve o efeito de OfiL sobre a viabilidade de largartas e de 

pupas de P. xylostella e fornece insights sobre os mecanismos de ação inseticida do extrato de 

cladódios através da investigação do seu efeito sobre as atividades de enzimas digestivas e a 

histologia e histoquímica do intestino médio das larvas. 
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Material e métodos 

Criação de Plutella xylostella. Os espécimes utilizados neste estudo foram provenientes de uma 

população susceptível mantida no Laboratório de Biologia de Insetos e Resistência de Plantas do 

Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), sendo 

estas mantidas de acordo com métodos descritos por Barros e Vendramim (1999). 

Obtenção do Extrato de Cladódios de Opuntia ficus-indica. Cladódios de O. ficus-indica foram 

coletados no Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA, Recife, Pernambuco), secos ao ar (25° 

C) e triturados. A farinha obtida (10 g) foi homogeneizada por 16 h em NaCl 0,15 M (50 ml). 

Após filtração e centrifugação (4.000 g. 15 min), o sobrenadante correspondeu ao extrato bruto 

que foi avaliado quanto à concentração de proteínas (Lowry et al. 1951) utilizando como padrão 

uma curva de albumina sérica bovina (0 a 500 µg/ml). 

Isolamento da Lectina de O. fícus-indica (OfiL). OfiL foi isolada de acordo com o protocolo 

descrito por Santana et al. (2009). O extrato bruto (2 ml) foi aplicado em coluna de quitina (6,5 x 

1,5 cm). Equilibrada com solução de NaCl a 0,15 M. A lectina foi eluída com ácido acético a 1,0 

M. Em seguida, o pool de frações recuperadas contendo atividade hemaglutinante (OfiL) foi 

dialisado usando membrana seletiva para 3,5 kDa contra água destilada (5 h, 4° C), seguida por 

NaCl 0,15 M (1 h, 4° C) para completa eliminação do eluente. 

Efeito da Lectina de Opuntia ficus-indica na Viabilidade de Larvas e Pupas de Plutella 

xylostella. Folhas frescas de couve manteiga (Brassica oleracea) (variedade acephala) foram 

cortadas em discos de 6 cm de diâmetro. Posteriormente, estes discos foram imersos por 30 

segundos em 5 mL de solução contendo OfiL (0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL) ou na solução controle 

(NaCl a 0,15 M). Após os discos serem tratados, os mesmos foram secos em temperatura 

ambiente durante 40 min. colocados em placas de petri (9 cm) e oferecidos às larvas recém-

eclodidas (<15h) de P. xylostella. Para cada tratamento foram utilizadas 100 larvas distribuídas 
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em 10 repetições. O experimento foi conduzido a 27 ± 1 º C; 70 ± 10 % de umidade relativa e 

fotoperíodo de 12 h. Após as primeiras 24 h, os discos de folhas de couve foram substituídos por 

discos não tratados, os quais foram trocados a cada 24 h devido à voracidade das larvas. O 

número total de larvas mortas foi registrado diariamente e aquelas que alcançaram a fase de pupa 

foram individualizadas em placas de microtitulação (96 poços) para acompanhar a emergência de 

adultos. Os resultados foram expressos como viabilidade de larvas (percentual de larvas que 

alcançaram a fase de pupa) e viabilidade dessas pupas (percentual de pupas que emergiram como 

adultos).  

Investigação do Efeito do Extrato de Cladódios e de OfiL Sobre a Atividade de Enzimas 

Digestivas de Larvas de Plutella xylostella. Para cada teste enzimático foram utilizadas 120 

larvas de P. xylostella no terceiro instar. Cada lagarta foi imobilizada por hipotermia (0° C) e 

decapitada usando uma agulha (8 mm de comprimento, 0,3 mm de calibre). Os intestinos foram 

dissecados puxando-se o último segmento abdominal e macerados em homogeneizador de 

tecidos, em tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M para determinação da 

atividade proteolítica total e de tripsina, ou em tampão acetato de sódio 0,1 M pH 5,5 contendo 

NaCl 0,15 M, para os ensaios de atividade de α-amilase. Em seguida, as misturas foram 

centrifugadas a 13000 rpm por 10 min e o sobrenadante coletado correspondeu ao extrato de 

intestino. Os testes foram realizados em triplicata. 

Atividade Proteolítica. Para avaliação da atividade proteolítica foi usada azocaseína como 

substrato conforme Azeez et al. (2007). O extrato do intestino das larvas em tampão Tris-HCl 

50µL (100µg) foi incubado com 50 µL do extrato de cladódios (75-135-185µg), de OfiL (120-

240-480 µg) ou da solução controle (NaCl 0,15 M). Em seguida, foi adicionado 300 µL de 

tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 7,5, 50 µL de azocaseína a 0,6% (p/v) e 100 µL de solução de 

Triton X-100 1% (v/v). As amostras foram incubadas a 37°C na estufa por 3 horas e em seguida 
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foi adicionado 200 µL de solução de ácido tricloroacético (TCA) a 10% (p/v). O branco foi 

realizado nas mesmas condições do teste, no entanto a adição de 200 µL de TCA foi realizada 

antes da adição do substrato. Após 30 minutos na geladeira as amostras foram centrifugadas 

(13000 rpm por 10 min) e a absorbância a 366 nm foi determinada em espectrofotômetro.  

Atividade de Tripsina. O extrato do intestino das larvas em tampão Tris-HCl (30 µL, 63 µg) foi 

incubado por 15 min com 30 µL do extrato de cladódios (45-80-110 µg), OfiL (80-160-320 µg) 

ou solução controle (NaCl 0,15 M). Em seguida, foram adicionados 15 µL do substrato N-α-

benzoil-DL-arginil-ρ-nitroanilida (BApNA) a 8 mM e o volume foi completado para 200 µL com 

tampão Tris-HCl 0,1 M pH 8,0. Também foram preparados brancos das amostras, nos quais 15 

µL do trampão Tris foram adicionados no lugar do substrato. Após 60 min, foi determinada a 

absorbância a 405 nm em leitor de microplacas. Uma unidade da atividade de tripsina foi definida 

como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 µmol de BApNA por minuto. 

Atividade α-amilase. A investigação da atividade de α-amilase foi conduzida de acordo com 

Bernfeld (1955). Uma alíquota (45 µg) do extrato de intestino das larvas em tampão acetato de 

sódio foi incubada com 50 µL de extrato de cladódios (90-180-360 µg), Ofil (120-240-480 µg) 

ou da solução controle (NaCl 0,15 M). Em seguida, acrescentou-se 400 µL de uma suspensão de 

amido a 1% (p/v) preparada em tampão acetato. O branco foi feito nas mesmas condições do 

teste, contudo, a suspensão de amido foi substituída por 400 µL de tampão acetato. As misturas 

foram incubadas a 50°C por 10 min. Em seguida, adicionou-se 500 µL de ácido dinitrosalicílico 

(DNS) e o ensaio foi aquecido a 100 °C por 10 min e imediatamente resfriado em gelo por 15 

min. A absorbância a 540 nm foi determinada em leitor de microplacas, utilizando 200 µL de 

cada mistura. A curva padrão da glicose utilizada foi: Y= 0,0885x + 0,1452. 

Análise Histológica e Histoquímica do Intestino Médio das Larvas de Plutella xylostella. 

Larvas de P. xylostella no terceiro ínstar foram alimentadas com discos de couve manteiga 
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tratadas com o extrato de cladódios a 3,6 e 7,2% (m/v) ou com solução controle (NaCl 0,15 M). 

Após 24 ou 48 h de tratamento, as larvas (90, sendo 15 para cada tratamento, após 24 e 48 h) 

tiveram seus intestinos dissecados conforme descrito acima. Em seguida, os intestinos foram 

fixados em formol tamponado 10% por 24 h e posteriormente conservados em álcool 70%. O 

intestino médio foi clivado, desidratado em banhos crescentes de álcool etílico (70 - 100%) por 10 

min cada, embebido em álcool+historesina (1:1) por 24 h, e posteriormente incluído em 

historesina Leica© pura por mais 24 h. Cortes com 5μm de espessura foram obtidos em 

micrótomo semiautomático Leica© RM 2035. Os cortes foram submetidos às técnicas de 

coloração pelo Azul de Toluidina para análise morfológica do tecido. Para análises histoquímicas 

foi utilizado Ácido Periódico de Schiff (P.A.S.) para detecção de polissacarídeos neutros, e 

Xylidine Ponceau para proteínas totais. A análise histológica e histoquímica foram realizadas 

utilizando-se um microscópio de luz da marca OLYMPUS BX-49, e fotografado em 

fotomicroscópio Leica© DM500 e OLYMPUS BX 51. 

Quantificação Média de Polissacarídeos Neutros e Proteínas Totais. As imagens capturadas 

foram submetidas ao programa editor de imagens GIMP® 2.8 (GNU Image Manipulation 

Program, UNIX platforms) que converte imagens digitais para uma escala de cinza (preto e 

branco). Essa segmentação das cores permite a mensuração dos valores de pixels referentes à 

marcação selecionada no tecido (Solomon 2009). Os resultados dos teores de proteína e 

glicogênio foram submetidos a teste de normalidade e homogeneidade. Para cada tratamento 

utilizou-se 3 lâminas de indivíduos diferentes, sendo mensurados 4 campos de cada lâmina, 

totalizando 12 campos por grupo. A análise estatística foi realizada utilizando o programa SAS 

(SAS Institute 2002). Os dados assumiram normalidade, sendo, portanto, utilizado testes 

paramétricos. Para comparar três grupos foi usado o teste ANOVA one way, com post hoc de 
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Tukey e, quando se comparou apenas dois grupos foi utilizado o teste t, apresentando diferença 

significativa quando p<0,05. 

Análise Estatística. Os resultados foram submetidos a analise de variância (ANOVA) e 

posteriormente as médias dos tratamentos foram comparadas através do teste de Tukey (P < 0,5). 

 

Resultados e Discussão 

Efeito de OfiL na Viabilidade de Larvas e Pupas de Plutella xylostella. Não houve diferença 

significativa (F1,51 = 2,27; P = 0,239) entre a viabilidade das larvas tratadas com OfiL (0,5 mg/mL) ou 

1,0 mg/ mL) e aquela registrada para o grupo controle (Figura 1). A viabilidade das pupas (Figura 1) 

também não foi significativamente (F 2, 27 = 1,80; P = 0,1846) afetada pelo tratamento com OfiL. 

Entretanto, novamente a menor viabilidade de pupas foi detectada para o tratamento com OfiL a 1,0 

mg/mL (84,00%), seguido do tratamento com OfiL a 0,5 mg/mL (91,00%) e do grupo controle 

(93,00%). 

De acordo com Napoleão et al. (2012), as lectinas, além de afetar a sobrevivência dos insetos, 

podem acarretar em efeito subletais incluindo a perda de peso, atraso no desenvolvimento, 

infertilidade ou alteração nos parâmetros nutricionais. A ingestão da lectina de sementes Moringa 

oleífera, por exemplo, não alterou o desenvolvimento das larvas da traça da farinha Ephestia 

(Anagasta) kuehniella, mas causou redução no peso corporal em 50%, provavelmente devido à 

inibição da atividade de enzimas digestivas como α-amilase, α-glucosidases e tripsina (Oliveira et al. 

2017). Em um estudo realizado por Oliveira et al. (2015), foram investigados os efeitos da lectina de 

Dioclea violacea (Fabaceae) sobre larvas de Ephestia kuehniella (Zeller) (Lepidoptera:  

Pyralidae) sendo relatados o retardo no desenvolvimento, a diminuição da atividade de enzimas 

digestivas, e a ligação de lectina à membrana peritrófica das larvas. 
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Efeito do Extrato de Cladódios e de OfiL Sobre a Atividade de Enzimas Digestivas de 

Larvas de Plutella xylostella. O extrato de intestino das larvas de P. xylostella foi capaz de 

causar hidrólise da azocaseína, revelando atividade proteolítica total de 110 U/mg. Essa atividade 

foi significativamente reduzida quando em presença de OfiL e do extrato de cladódios (Figura 2).  

Os extratos de intestino também foram capazes de catalisar a hidrólise do substrato BApNA, 

indicando a presença de atividade tripsina-símile (8,5 U/mg). A tripsina está presente de forma 

ubíqua no grupo dos insetos (Terra & Ferreira 1991), o que corrobora com a sua presença no 

intestino de P. xylostella. OfiL não foi capaz de afetar a atividade de tripsina nos extratos de 

intestino das larvas, contudo, quando em presença do extrato de cladódios (110 µg), uma inibição 

significativa (F 6,14; P < 0.0099) foi detectada (Figura 3). Atividade de α-amilase (1,5 U/mg) 

também foi detectada no extrato de intestino, contudo esta não foi significativamente (F 6,14; P < 

0.4725) afetada em presença de OfiL ou do extrato de cladódios (Figura 4).  

A inibição de proteases, incluindo a tripsina é um resultado interessante, uma vez que no 

grupo dos Lepidoptera, essa classe de enzimas é responsável por grande parte dos processos 

digestivos e que é na fase de lagarta que o inseto mais se alimenta (Macedo et al. 2002, Macedo et 

al.  2011).  Nesse sentido, a inibição de proteases intestinais pode reduzir a disponibilidade e a 

absorção de nutrientes, podendo eventualmente levar à morte por inanição. De acordo com 

McManus & Burgess (1995), o crescimento e o desenvolvimento de insetos podem ser retardados 

quando estes são submetidos a uma dieta que contenha inibidores específicos de proteases. 

Napoleão et al. (2013) reportaram que o extrato e a lectina das folhas Myracrodruon urundeuva 

(Allemão) (Anacardiaceae) foram capazes de causar desbalanço na atividade de enzimas 

digestivas de adultos de Sitophilus zeamais (Motsch.) (Coleoptera: Curculionidae).   
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Análise Histológica e Histoquímica do Intestino Médio. Os cortes histológicos do intestino 

médio de larvas de terceiro ínstar de P. xylostella revelam que o epitélio é do tipo simples apoiado 

em duas camadas de músculos, uma interna (disposta circularmente) e outra externa (disposta 

longitudinalmente) (Fig. 5A). Foram identificados três tipos de células: colunares, caliciformes e 

regenerativas. Nos dois períodos avaliados, 24 e 48 horas, o intestino médio das larvas do grupo 

controle apresentou um epitélio íntegro com presença de células colunares, com núcleos ovais e 

microvilosidades e células regenerativas na base do epitélio. A membrana peritrófica foi 

encontrada revestindo internamente o órgão, envolvendo o material digerido, o qual se mostra 

disposto no lúmen do órgão (Figs. 5A e 5B / 6 A e B).  

O epitélio de larvas de P. xylostella quando tratadas com o extrato a 3,6 % no intervalo de 

24 horas, mostrou-se alterado, com presença de esferites no citoplasma das células colunares e na 

região do lúmen, núcleo sendo expelido em direção ao lúmen e desaparecimento da membrana 

peritrófica (Figs. 5C e 5D). Em contrapartida, na concentração de 7,2 % do mesmo intervalo de 

tempo não houve quaisquer alterações histológicas na região, sendo identificadas apenas esferites 

no citoplasma das células colunares e na região do lúmen (Fig. 5F). No período de 48 horas, o 

epitélio das larvas expostas ao extrato a 3,6 % apresentou esferites no citoplasma das células 

colunares e aumento nas células caliciformes por todo o epitélio (Figs. 6C e 6D).  Nos intestinos 

expostos ao extrato a 7,2 % foi observada a presença de células caliciformes aumentadas, esferites 

no citoplasma e no lúmen e desorganização do epitélio (Figs. 6E e 6F).  

Nos insetos, o intestino é dividido em três regiões: o intestino anterior ou estomodeu, o 

intestino médio, ou mesêntero e o intestino posterior, ou proctodeu sendo o intestino médio 

principal sítio de digestão e absorção de nutrientes (Gullan & Cranston 2012). A morfologia do 

intestino médio de P. xylostella seguiu os padrões para a espécie como relatado por Ribeiro et al. 

(2013), onde evidenciaram-se as células colunares, caliciformes e regenerativas. Segundo 
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Pinheiro et al. (2010), no epitélio do intestino dos insetos há predominância de quatro tipos de 

células: células colunares, células caliciformes, células regenerativas e células endócrinas. No 

presente estudo, essas células predominaram ao longo do epitélio do intestino médio (mesêntero), 

com exceção das células endócrinas, mostrando aspectos morfológicos comuns em lepidópteros 

(Sousa et al. 2009, Ribeiro et al. 2013, Guedes, 2017). Essas células são consideradas 

responsáveis pela secreção de enzimas, absorção de água e alimento (colunares), transporte ativo 

de ions de potássio (caliciformes), renovação epitelial (regenerativas) e função endócrina (células 

endócrinas) (Chapman, 1998, Levy et al. 2004, Terra et al. 2006).  

Os danos ao epitélio foram mais expressivos no tratamento com extrato a 3,6 % no período 

de 24 horas e este fato pode estar ligado ao efeito fagodeterrente previamente detectado (capítulo 

2), uma vez que o inseto pode ter se alimentado menos das folhas tratadas com o extrato a 7,2 %, a 

qual apresenta maior concentração de metábolitos secundários (flavonoides, terpenos, esteroides e 

derivados cinâmicos). Porém, o aparecimento dos esferites ou esferocristais já no intervalo de 24 

horas sugere uma resposta do inseto à presença de compostos tóxicos presentes no extrato. Os 

esferites estão associados à detoxificação celular, processo de transporte rápido de fluidos, 

excreção de íons, excreção de metais pesados, materiais orgânicos e inorgânicos (Cruz-Landim 

2000, Pinheiro et al. 2008). Foram obervados esferites nos intestinos tratados com os extratos nas 

duas concentrações e nos dois períodos avaliados. 

O aumento mais acentuado das células caliciformes no intervalo de 48 horas de exposição 

ao extrato a 7,2 % pode estar ligado a esse maior período de exposição, que pode ter acarretado na 

ingesta das folhas tratadas devido à ausência de outra fonte de alimento durante muito tempo. Em 

um estudo realizado por Ribeiro et al. (2013), foi relatado que o inseticida a base de Bacillus 

thuringiensi (Berliner) causou modificações na morfologia de células caliciformes do mesêntero 

em larvas de P. xylostella. Foi relatado por Cardoso et al. (2011) que óleo de nim causou alterações 
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em células caliciformes, colunares e regenerativas no mesêntero das larvas de Dione juno juno 

(Cramer) (Lepidoptera: Nymphalidae); os autores afirmam que a potencialidade deste inseticida 

botânico está ligada à riqueza de metabólitos secundários presentes na planta, principalmente 

terpenos e flavonoides. O geraniol e o citronelal são compostos terpenos com grande potencial 

inseticida, como mostram os trabalhos de Cruz et al. (2015) e Guedes (2007) e Silva et al. (2017), 

os quais relataram alterações histológicas no intestino médio de Spodoptera frugiperda (Smith) 

(Lepidoptera: Noctuidae). 

Procópio et al. (2015), avaliaram o efeito do extrato de Schinus terebinthifolius no intestino 

médio de Aedes aegypti, através de análises histológicas observou-se que o extrato (1,0%) 

interferiu na integridade da matriz peritrófica, desorganização do epitélio e ausência da borda em 

escova do intestino desses insetos. Segundo os autores, o efeito larvicida pode ser atribuído aos 

derivados do ácido cinâmico e flavonoides presentes no extrato. Em um trabalho realizado por 

Vishwanathreddy et al. (2014) foi relatado, através de análises histológica, histoquímica e 

imunohistoquímica, desorganização do epitélio e apoptose celular em larvas de Spodoptera litura 

(Fabricio) causadas pela lectina do fungo Sclerotium rolfsii Saac. A maior parte dos insetos possui 

uma estrutura no intestino médio, em forma de filme, chamada matrix peritrófica que é composta 

de quitina e proteínas (peritrofinas), dividindo o lúmen em dois compartimentos: o espaço 

endoperitrófico (local onde se encontra o alimento) e o espaço ectoperitrófico (espaço entre a 

membrana peritrófica e o epitélio do intestino médio) (Terra & Ferreira 2012).  

A matriz peritrófica é importante para a fisiologia digestiva dos insetos, pois protege o 

epitélio do intestino médio da abrasão por partículas e alimentos ásperos, patógenos e toxinas 

(Tropak et al. 2016). A destruição da membrana peritrófica e alterações nas células do intestino 

médio revelam o potencial inseticida do extrato de O.ficus-indica. Costa et al. (2017), observaram 

que a membrana peritrófica do intestino médio de Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010113004443#!
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Curculionidae), também foi destruída quando exposto ao inseticida sintético lufenurom, sugerindo 

que o extrato de O. ficus-indica utilizado na presente pesquisa pode ser uma alternativa viável no 

controle de pragas. 

Em relação ao estudo histoquímico, as células epiteliais do intestino médio das larvas de 

terceiro ínstar de P. xylostella apresentaram positividade ao ácido periódico de Schiff (P.A.S.), 

com maior intensidade nos grupos de 48 horas, detectando a presença de carboidratos neutros 

caracterizada pela presença de grânulos de glicogênio no citoplasma, dispostos aleatoriamente nas 

células (Figs. 7A-7D). Apesar disto, a quantificação em pixels revelou que a única mudança na 

quantidade de carboidratos neutros foi entre os tratamentos com 48 horas (Fig. 7E), no qual foi 

maior para o grupo tratado com extrato a 7,2 % quando comparado com o grupo controle. A 

histoquímica para proteínas totais também revelou marcação positiva ao corante Xylidine Ponceau 

para ambos os períodos avaliados (Figs. 8A-8D).  

A quantificação média em pixels mostra que houve uma diminuição significativa do teor de 

proteínas no grupo tratado com extrato a 7,2 % no período de 24 horas e um aumento no período 

de 48 horas (Fig. 8E). Este dado é interessante, pois reforça a hipótese de que as larvas estariam 

rejeitando a ingestão do extrato de cladódios durante as primeiras 24 h, não sendo mais possível 

rejeitá-lo após 48 h de tratamento. Diante destes resultados sugerimos que o extrato de O. ficus- 

indica produziu alterações significativas nos perfis histoquímicos no intestino de P. xylostella, 

alterações que podem estar ligadas a algum processo fisiológico no qual o requerimento de 

carboidratos e proteínas necessitaram reduzir e elevar o nível, respectivamente.  

De acordo com Guedes et al. (2006), para resistir à ação tóxica de um inseticida o aumento 

no metabolismo energético ocorre e o deslocamento de energia pode privar outros processos 

fisiológicos, prejudicando o desenvolvimento e/ou reprodução o inseto.  
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Os inseticidas botânicos podem causar alterações nos teores de lipídios, proteínas e 

carboidratos no organismo dos insetos, desencadeando desequilíbrios no metabolismo (Sharma et 

al. 2011). Segundo Souza et al. (2015), o sucesso reprodutivo dos insetos está relacionado aos 

nutrientes adquiridos na fase imatura, visto que os recursos nutricionais são adquiridos para 

garantir o crescimento e reprodução. Estudos relacionados a alterações a partir de diversos 

compostos botânicos têm sido realizados (Corrêa & Salgado, 2011, Hasheminia et al. 2011, Cruz 

et al. 2015, Silva et al. 2016). Um estudo realizado por Sharma et al. (2011) extratos de Artemisia 

annua (Linneu) (Asteraceae) e Azadirachta indica (Meliaceae) produziram alterações 

significativas nos teores de carboidratos, lipídeos e proteínas de larvas de Anopheles stephensi 

e Culex quinquefasciatus, os autores sugerem que essa elevação demonstra o estresse fisiológico 

induzido pelos constituintes dos extratos. 

Em conclusão, a toxicidade do extrato de cladódios para larvas de P. xylostella pode 

ocasionar danos à digestão de proteínas e alterações na morfologia e fisiologia do intestino médio. 

Investigações futuras utilizando maiores concentrações de OfiL são necessárias para indicar se 

essa lectina constitui um princípio ativo do extrato.  
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Figura 1. Viabilidade de larvas e pupas de Plutella xylostella tratadas com a lectina (OfiL) de 

cladódios de Opuntia fícus-indica. Temp.: 27 ± 1ºC, UR 70 ± 10% e 12h de fotofase. Letras iguais 

indicam ausência de diferença significativa pelo teste de Tukey (P ≤ 0,05) Temp.: 26 ± 1ºC, UR 70 ± 

10% e 12h de fotofase. 
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Figura 2. Efeito do extrato e da lectina (OfiL) de cladódios de O. fícus-indica sobre a atividade de 

protease do intestino de larvas Plutella xylostella. 
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Figura 3. Efeito do extrato e da lectina (OfiL) de cladódios de Opuntia fícus-indica sobre a atividade 

de tripsina do intestino de larvas Plutella xylostella.  
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Figura 4. Efeito do extrato e da lectina (OfiL) de cladódios de Opuntia fícus-indica sobre a atividade 

de amilase do intestino de larvas Plutella xylostella. 
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Figura 5. Corte transversal do intestino médio de larvas terceiro ínstar de Plutella xylostella. (A) e 

(B) controle com NaCl 0,15 M 24 horas. (C) e (D) tratamento com 3,6 % de extrato de Opuntia 

ficus-indica 24 horas. (E) e (F) tratamento com 7,2 % de extrato de Opuntia ficus-indica 24 horas. 

(A) epitélio íntegro. (B) células colunares (Cc) com núcleos ovais (n), microvilosidades (seta 

vermelha) e células regenerativas (asterisco) na base do epitélio, bem como a presença de 

membrana peritrófica (seta longa) e músculo longitudinal (Ml) e músculo circular (Mc). (C) notar 

a presença de esferites no citoplasma das células colunares e na região do lúmen (seta tracejada 

vermelha). (D) observar núcleo sendo expelido em direção ao lúmen (seta curta), epitélio alterado 

(Epa) e desaparecimento da membrana peritrófica. (F) visualizar esferites presentes no citoplasma 

e no lúmen (seta tracejada vermelha) e células caliciformes (pontas de seta). Coloração Azul de 

Toluidina. 
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Figura 6. Corte transversal do intestino médio de larvas terceiro ínstar de Plutella xylostella. (A) e 

(B) controle com NaCl 0,15 M 48 horas. (C) e (D) tratamento com 3,6 % de extrato de Opuntia 

ficus-indica 48 horas. (E) e (F) tratamento com 7,2 % de extrato de Opuntia ficus-indica 48 horas. 

(A) epitélio íntegro. (B) visualizar microvilosidades (setas vermelhas), núcleo (n), células 

caliciformes (ponta de seta), células regenerativas (asterisco) e membrana peritrófica (seta longa). 

(C) verificar aumento das células caliciformes (ponta de seta). (D) presença de esferites (seta 

tracejada vermelha). (E) aumento das células caliciformes por todo o epitélio (Ponta de seta), 

presença da membrana peritrófica (seta longa). (F) desorganização do epitélio. Coloração Azul de 

Toluidina. 
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Figura 7. Histoquímica do intestino médio de larvas de terceiro ínstar de Plutella xylostella para 

carboidratos neutros. (A) controle com NaCl 24 horas. (B) tratado com 7,2 % de extrato de 

Opuntia fícus-indica 24 horas. (C) controle com NaCl 48 horas. (D) tratado com 7,2 % de extrato 

de Opuntia fícus-indica 48 horas. Coloração P.A.S. (E) quantidade média de pixels para 

carboidratos neutros. Barras seguidas de letras desiguais diferem significativamente pelo teste de 

Tukey a 0,05 de significância. Grânulos de glicogênio (Seta), Lúmen (L). 
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Figura 8. Histoquímica do intestino médio de larvas de terceiro ínstar de Plutella xylostella para 

proteínas totais. (A) controle com NaCl 0,15 M 24 horas. (B) tratado com 7,2 % de extrato de 

Opuntia ficus-indica 24 horas. (C) controle com NaCl 48 horas. (D) tratado com 7,2 % de extrato 

de Opuntia ficus-indica 48 horas. Coloração Xylidine Ponceau. (E) quantidade média de pixels 

para proteínas. Barras seguidas de letras desiguais diferem significativamente pelo teste de Tukey 

a 0,05 de significância, para o tempo de 24h e Kruskal-Wallis a 0,05 de significância para o de 

48h. Membrana peritrófica (Seta), Lúmen (L). 
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CAPÍTULO 4 

CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 Esta Tese foi motivada pela necessidade de realizar o controle da praga Plutella xylostella de 

uma forma menos impactante para o ambiente e que venha a contribuir para a redução da seleçãode 

insetos resistentes. Inicialmente foi realizada uma caracterização química do extrato, onde foram 

detectados compostos pertencentes a classes de moléculas inseticidas (lectinas e metabólitos 

secundários). Nesse sentido, foram procedidas investigações que revelaram o potencial inseticida do 

extrato de cladódios sobre P. xylostella por afetar a viabilidade de ovos e reduzir a viabilidade de 

larvas. Ainda, o extrato de cladódios mostrou serem um promissor agente fagodeterrente e deterrente 

de oviposição. Quando os experimentos foram conduzidos com a lectina isolada, não foi possível 

apontá-la como princípio ativo na atividade inseticida do extrato. Contudo, mesmo que a lectina e o 

extrato de cladódios tenham causado inibição da atividade de proteases totais, a inibição da atividade 

de tripsina apenas pelo extrato sugere que outras moléculas presentes no extrato podem estar 

auxiliando na sua atividade inseticida. Aqui nós mostramos que o extrato de cladódios foi capaz de 

alterar a microestrutura do intestino médio das larvas e estimular uma resposta imunológica que deixa 

clara a ação tóxica do extrato. Esta Tese contribui, portanto com o painel de compostos inseticidas 

naturais por apresentar um novo bioproduto com efeito tóxico sobre uma importante praga agrícola. 

Adicionalmente, nossos resultados são importantes, pois estudos abordando mecanismos de ação 

ainda são escassos em nossa área. Experimentos futuros são necessários para mostrar o efeito do 

extrato em condições de campo e indicar seu(s) princípio(s) ativo(s).  

 


