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RESUMO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma
praga cosmopolita, que apesar de apresentar preferéncia por plantas da familia Poaceae, também
provoca injurias em diversas outras culturas. O controle populacional utilizando inseticidas
sintéticos € ainda 0 método mais empregado, contudo, cada vez mais estudos com produtos naturais
vém sendo realizados. Nesse sentido, esta pesquisa teve como objetivos: 1. Avaliar a composi¢do
quimica do extrato de cladddios de Opuntia ficus-indica; 2. Avaliar o efeito do extrato de cladddios
e do cloreto de sddio (NaCl) sobre parametros bioldgicos e reprodutivos de S. frugiperda; 3.
Determinar se a lectina de cladddios (OfiL) é principio ativo do extrato; 4. Investigar o efeito do
extrato de cladddios e de OfiL sobre a atividade de enzimas presentes no intestino de larvas de S.
frugiperda. Adicionalmente, também foi avaliado o efeito do extrato de cladddios na histologia e
histoquimica do intestino médio das lagartas. Com base nos resultados foi possivel perceber que o
NaCl quando atuando sozinho ou adicionado ao extrato de cladodios alterou significativamente o
desenvolvimento de S. frugiperda, afetando algumas vezes em seus parametros reprodutivos. O
extrato de cladddios mostrou ainda ser um promissor agente fagoestimulante alimentar ao longo do

tempo de exposigdo de 48 h. O extrato de cladodios também interferiu na histologia do tecido



epitelial, nos teores de polissacarideos neutros e proteinas dos intestinos médio de S. frugiperda.
Quando os experimentos foram conduzidos com OfiL, nao foi possivel apontar a sua participacao
como principio ativo na atividade inseticida do extrato. Esse trabalho contribui, portanto com o
painel de compostos inseticidas naturais por apresentar um novo bioproduto com efeito toxico sobre
uma importante praga agricola. Experimentos futuros sdo necessarios para mostrar o efeito do

extrato em condigdes de campo e indicar seu(s) principio(s) ativo(s).

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, produtos naturais, desenvolvimento, enzimas

digestivas, histologia.
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ABSTRACT

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) is a cosmopolitan
pest, which despite having a preference for plants of the family Poaceae, also causes harms in
several other cultures. Population control using synthetic insecticides is still the most used method,
however, more and more studies with natural products have been made. Considering that fact, this
research had the following aims: 1. To evaluate the chemical composition of the cladodes extract
of Opuntia ficus-indica; 2. To evaluate the effect of cladodes extract and sodium chloride (NaCl)
on biological and reproductive parameters of S. frugiperda; 3. To determine whether cladodes lectin
(OfiL) is the active ingredient of the extract; 4. To investigate the effect of cladodes extract and OfiL
on the activity of enzymes present in the intestine of S. frugiperda larvae. In addition, the effect of
cladode extract on the histology and histochemistry of the midgut of larvae was also evaluated.
Based on the results, it was possible to observe that NaCl when acting alone or added to the cladodes
extract altered significantly the development of S. frugiperda, sometimes affecting its reproductive
parameters. The cladodes extract showed to be a promising food phagostimulatory agent over the
exposure time of 48 h. The cladodes extract also interfered in the histology of the epithelial tissue,
in the neutral polysaccharide and proteins of midgut of S. frugiperda. When the experiments were

conducted with OfiL, it was not possible to indicate its participation as an active principle in the



insecticidal activity of the extract. This work contributes, therefore, to the panel of natural
insecticides compounds for presenting a new bio-product with toxic effect on an important
agricultural pest. Future experiments are needed to show the effect of the extract under field

conditions and indicate its active(s) principle(s).

KEY WORDS: Fall armyworm, natural products, development, digestive enzymes,

histology.



PREPARACOES DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE): EFEITO
SOBRE PARAMETROS BIOLOGICOS, FISIOLOGICOS E REPRODUTIVOS DE Spodoptera

frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

por

FRANCIELI MARCELINO DOS SANTOS

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Entomologia Agricola, da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencdo do grau de Doutor em

Entomologia Agricola.

RECIFE - PE

Fevereiro — 2018



PREPARACOES DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE): EFEITO
SOBRE PARAMETROS BIOLOGICOS, FISIOLOGICOS E REPRODUTIVOS DE Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

por

FRANCIELI MARCELINO DOS SANTOS

Comité de Orientacéo:
Reginaldo Barros — UFRPE

Emmanuel Viana Pontual — UFRPE

Vi



PREPARACOES DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE): EFEITO
SOBRE PARAMETROS BIOLOGICOS, FISIOLOGICOS E REPRODUTIVOS DE Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

por

FRANCIELI MARCELINO DOS SANTOS

Orientador:

Reginaldo Barros — UFRPE

Examinadores:

Emmanuel Viana Pontual — UFRPE

Edmilson Jacinto Marques — UFRPE

Thiago Henrique Napoledo — UFPE

Glaucilane dos Santos Cruz — PNPD/CAPES

vii



Aos meus pais, Francisco Marcelino dos Santos e Francisca Luzinete de Sousa Santos; e as
minhas irmas Mayara Marcelino de Sousa e Juliana Marcelino de Sousa, pelo apoio, incentivo e
por diversas vezes terem acreditado em mim quando eu mesma desacreditava.

DEDICO

viii



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me dar forca, coragem, fé e determinacdo para concluir mais uma
etapa na minha vida.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), pela oportunidade de realizagdo
deste curso.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessao
de bolsa de estudo.

Aos meus pais Francisco Marcelino dos Santos e Francisca Luzinete de Sousa Santos pelo
amor e incentivo para que eu sempre me dedicasse aos estudos.

As minhas irmds Mayara Marcelino de Sousa e Juliana Marcelino de Sousa por estarem
sempre ao meu lado.

Ao meu companheiro Edigilson Albuquerque, por todo amor e compreensdo nos momentos
que eu tive que me fazer ausente, obrigada por existir.

Ao meu orientador Reginaldo Barros, pela aprendizagem e conhecimento transmitidos.

Ao meu co-orientador Emmanuel Viana Pontual, por toda ajuda, orientagdo, amizade,
palavras de conforto e incentivo e por acreditar que eu era capaz de muito mais do que eu imaginava.

Aos professores do Programa de P6s-graduagdo em Entomologia Agricola da UFRPE, que
direta ou indiretamente contribuiram para minha formacao.

Ao Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA) por disponibilizar as plantas de Palma-
forrageira para que esse trabalho pudesse ser realizado.

Ao professor Thiago Henrique Napoledo, por disponibilizar o laboratorio e pela orientacdo

quando solicitada.



A professora Valéria Teixeira, a Glaucilane dos Santos Cruz, Hilton Nobre da Costa,
Cristiane Thalita dos Santos Silva e a Kamila Dutra por disponibilizar o laboratério e ajuda
concedida.

As minhas amigas Wigna Narjara Rodrigues Felicio, Wannubya Caroline de Almeida Nobre
Ramalho, Mariana Lima, Mauricéa Fidelis, Amanda Carlos Tuler, Priscila Stinguel, Luziani
Rezende Bestete e Cynara Moura, pela amizade e apoio nos momentos de tristeza.

Aos amigos dos Laboratérios da Rural e da Federal, Elaine Cristina Ferreira, Isabella
Coimbra, Welton Aaron de Almeida, Deividy de Nascimento e Thamara Vasconcelos pelo carinho,
atencdo e ajuda nos experimentos.

Aos colegas de turma pelo companheirismo e momentos alegres que me proporcionaram.

Aos meus familiares que sempre me apoiaram e me incentivaram.

Enfim, a todas as pessoas que de alguma forma contribuiram no desenvolvimento deste

estudo me apoiando e confiando em sua concluséo.



SUMARIO

Pagina

AGRADECIMENTOS ...ttt n e e e e ne e IX
CAPITULOS

S | N 0] 51010710 TN 1

Descricao e aspectos biologicos de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) ................ 1

Plantas produtoras de compostos INSELICIAAS .........cccovveveiieieeie e 3

LLECTINAS ...ttt 7

Enzimas digestivas de insetos: alvos promissores de agentes inseticidas................. 8

Palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill).............ccccooviiiiiiic e 10

LITERATURA CITADA . ...t 12

2 EFEITO DO EXTRATO DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica MILL.

(CACTACEAE) E DO CLORETO DE SODIO (NaCl) NO

DESENVOLVIMENTO DE Spodoptera  frugiperda (J.E.SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).......coiiieeeeeeeeieeeieeesiossessessieesesssesnsssennes canees 21

RESUMO ... vese s st ane s anennes 22
ABSTRACT ..ot 23
INTRODUGAD ..ot 24
MATERIAL E METODOS ..o ieseeseeese s sesssss s snsssesssesnsnees 25
RESULTADOS ......ooviieieieeeieeeeeeeseeseeeseesessees s sesnesasss s st sesnas s s snsessenees 30
DISCUSSAOQ.......ooeveeeeeeeeteeeeseee e ses s tes et aana s ene s 38
AGRADECIMENTOS ....ccoooviiiieieeeeeieseeeieesieseessessessess s senses s 41
LITERATURA CITADA . ......ioieeeieeesteeeeeseeseesiessess s ssssssssesssssesnssanans 42



3 EFEITOS DELETERIOS DO EXTRATO E DA LECTINA DE CLADODIOS DE

Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE) SOBRE Spodoptera frugiperda

(J.E.SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ......coorvemrerereiereinneensnrianes e 58
RESUMO ......ooovveeeeesies oo s s an s esssnnsssnsees 59
ABSTRACT ....ooovieveeeieeeeesesseeessss s ssesssssnss s sess s ssns s ssessesssnnses 60
LN T0] 16 107X I 61
MATERIAL E METODOS ....oooiviieieeeeeeessesseenseessesesesseessessssssssssssesssnssssnsens 63
RESULTADOS ......oooviviieeiereeeseeesseessisssessessssssssssssssesssasssesssssssssssssssssssnsssssssanes 69
DISCUSSAOQ ...ttt 71
AGRADECIMENTOS .....ccovviivieeieeieeieseesssessseessissssessesssssssssssssnesssssssssanssss s 78
LITERATURA CITADA .....oviiviieriereeseessssseesseesssssssssssssssssssnssasssssssssssnssons 79
4 CONSIDERAGOES FINAIS .....oooovireerieeeessesseeessessssseasees s e 95

xii



CAPITULO 1
INTRODUCAO
Descricdo e aspectos biologicos de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)

Spodoptera frugiperda, conhecida popularmente como lagarta-do-cartucho, lagarta militar ou
lagarta-dos-milharais, € um lepiddptero pertencente a familia Noctuidae e amplamente distribuido
nas Américas e em algumas ilhas a oeste da India. No Brasil, essa praga encontra-se em todas as
regides, devido a grande oferta de hospedeiros ao longo do ano, o que tem favorecido a
movimentacao dessa espécie entre os cultivos (Miranda & Suassuna 2004, Barros et al. 2010, Silva
et al. 2017).

Os adultos de S. frugiperda medem aproximadamente 35 mm de envergadura de asas e 15
mm de comprimento do corpo. As asas posteriores sdo de coloragdo clara, circundada por linhas
marrons; nos machos as asas anteriores possuem manchas mais claras, diferenciando-os das fémeas
(Cruz et al. 1999). De acordo com Cruz (1995), a longevidade dos adultos varia com a temperatura
e disponibilidade de alimento. Essa praga tem habito noturno, permanecendo em repouso durante o
dia.

As fémeas ovipositam preferencialmente na face abaxial das folhas. Apos a oviposicao, 0s
ovos possuem coloracédo verde-clara e quando préximo a eclos@o tornam-se escurecidos. Os ovos
sdo colocados geralmente em duas ou mais camadas sobrepostas e em massa, cobertos por uma
camada de “escamas”, as quais se desprendem do abdome das fémeas por ocasido da postura. O
numero de posturas colocadas por fémea varia, tendo sido descritas até 13 posturas por mariposa.
Cada fémea pode depositar entre 100 a 200 ovos por postura. O periodo de incubacéo varia com a

temperatura, sendo em media de 2 a 4 dias (Bianco 1991, Cruz 1995, Gallo et al. 2002).
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As lagartas de S. frugiperda se apresentam em cinco instares, podendo atingir até 25 mm de
comprimento, com duracdo de 12 a 30 dias, dependendo da temperatura e disponibilidade de
alimento. As larvas de primeiro instar possuem uma coloracdo esbranquicada, a qual muda até
atingir o ultimo instar larval, quando apresentam coloracao pardo-escura a quase preta, com estrias
longitudinais e pontuagdes negras no corpo; a cabeca € preta com uma linha clara em forma de “y”
invertido (Bianco 1991, Cruz 1995).

As lagartas neonatas alimentam-se do corio e logo apds esse primeiro alimento, elas
permanecem em repouso durante 2 a 10 horas, antes de sair em busca de outras fontes de alimento.
Apdbs completar o desenvolvimento, normalmente as lagartas dirigem-se ao solo e passam por um
periodo de pré-pupa, fase essa que pode durar de um a cinco dias, apds 0s quais as lagartas penetram
no solo, onde se transformam em pupas. Estas ultimas possuem coloracdo verde-clara, tornando-se
marrom avermelhas proximo a emergéncia dos adultos. Estes, por sua vez, possuem uma duracao
média de 8 a 25 dias (Cruz 1995, Gallo et al. 2002).

O ciclo bioldgico dessa praga é de aproximadamente 30 dias dependendo das condi¢des de
umidade relativa, luminosidade e temperatura, sendo esta tltima a de maior influéncia (Gallo et al.
2002, Sarmento et al. 2002). Ferraz (1982) concluiu que a temperatura de 25°C é a mais favoravel
para o desenvolvimento de S. frugiperda, possibilitando a essa espécie a producdo de varias
geracOes durante o ano.

Um dos fatores que contribuem para o estabelecimento de S. frugiperda € a gama de
hospedeiros que possibilita a disponibilidade continua de alimentos. Apesar de apresentar
preferéncia por plantas da familia Poaceae, seu habito alimentar polifago provoca injurias em outras
culturas. Ao todo, séo mais de 80 espécies de plantas distribuidas em mais de 20 familias botanicas,
tais como: abdbora (Cucurbita pepo L.), algoddo (Gossypium hirsutum L.), amendoim (Arachis

hypogaea L.), arroz (Oryza sativa L.), cana-de-aclcar (Saccharum officinarum L.), feijao
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(Phaseolus vulgaris L.), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) e soja (Glycine max L.) (Capinera
2008, Sa et al. 2009a, Barros et al. 2010). Segundo Fernandes (2012), os danos variam de acordo
com o estadio fenoldgico da planta, espécie, época do ataque e intensidade de infestacéo.

O uso de produtos sintéticos ainda € o método mais utilizado no controle desta praga. Os
inseticidas Ciflutrina, Cipermetrina 200 CE, Esfenvalerato 250 CE, Fenitrotiom 500 CE,
Fenvalerato 200CE, Lambdacialotrina 50 CE, Malathion metil 600 CE, Permetrina 384 CE e
Triclorfon 500 CE tém sido os mais empregados (Cruz 2016). Esses inseticidas nem sempre sao
eficientes, além de acarretarem diversos problemas, incluindo a intoxicacdo dos produtores e
consumidores em decorréncia de seu uso indiscriminado. Ainda, causam a contaminacdo do
ambiente, a reducdo das populacdes de inimigos naturais, a selecdo de populacGes resistentes a
inseticidas e o alto custo de producdo das culturas (Sarmento et al. 2002). No Brasil os gastos com
inseticidas na cultura do milho chegam a US$ 60 milhGes anualmente, sendo 40% deste valor
destinado ao controle de S. frugiperda (Rosa & Martins 2011).

Assim, o desenvolvimento de alternativas eficientes e de baixo impacto ambiental €
fundamental para o controle dessa praga (Basedow 2002). Entre essas alternativas, o controle
biol6gico com predadores, parasitoides e entomopatdgenos, bem como a eficiéncia de reguladores
de crescimento ou inseticidas bioldgicos e botanicos, tém sido avaliados (Roel 2001, Parra 2006,

Desneux & Delpuech 2007, Batista Neto et al. 2011, Bullangpoti et al. 2012).

Plantas produtoras de compostos inseticidas
As plantas e os insetos ha milhares de anos vém co-evoluindo, e durante todo esse processo
conseguiram se estabelecer aqueles insetos que apresentavam estratégias para se alimentarem das

plantas. Por outro lado, estas ultimas também foram selecionadas quando desenvolveram maneiras



de reduzir ou até mesmo impedir o ataque dos herbivoros (Panizzi & Parra 2009). Esses
mecanismos de defesa das plantas se manifestam através de barreiras fisicas ou quimicas.

Segundo Raven et al. (2014) as plantas sintetizam metabolitos que constituem barreiras
quimicas, os quais se dividem em primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios sao presentes
em todas as células como moléculas essenciais a vida, tais como 0s aminoacidos, os carboidratos,
0s acidos nucleicos, os lipideos e as proteinas. Diferentemente, os metabdlitos secundarios ndo
possuem envolvimento direto nos processos de crescimento, desenvolvimento e reproducdo dos
organismos, sendo produzidos em resposta a condicdes ambientais, incluindo alta salinidade e
condicdes adversas de temperatura e umidade, ou em resposta ao ataque de insetos ou
microorganismos (Herbert 1989, Menezes 2005). Nesse contexto, 0s metabolitos secundarios séo
responsaveis pela defesa e protecdo das plantas diante de microorganismos patogénicos, predadores
e herbivoros, devido a restricdo a palatabilidade, além de estarem envolvidos em alelopatia ou
exercerem papel importante no ciclo do vegetal, atraindo polinizadores e dispersores (Raven et al.
2014, Biermann 2009).

Tanto os metabdlitos primarios quanto os secundarios podem ser potenciais agentes
inseticidas, apresentando vantagens quando comparados aos inseticidas sintéticos, pois sao
renovaveis, biodegradaveis, ndo persistem no ambiente, minimizando a selecdo de populacfes de
insetos resistentes (Roel & Vandramim 2006, Oliveira et al. 2007). Os inseticidas botanicos podem
ser extraidos de sementes, folhas, caules e raizes das plantas, podendo ser alcaloides, aminas,
glicosideos cianogénicos, glicosinolatos, monoterpenos, lactonas, sesquiterpenicas, diterpenoides,
saponinas, limondides, cucurbitacinas, fendis e flavonoides, ou mesmo proteinas (Saito & Lucchini
1998, Lacher 2000, Adeyemi 2010). Dentre as proteinas, estdo incluidas enzimas, as lectinas e 0s

inibidores de enzimas digestivas.



Em geral, a presenca de metabdlitos secundarios na dieta pode causar a rejei¢ao pelos insetos
ou inibir o processo da digestao, reduzir a motilidade intestinal, interferir na sintese do horménio
ecdisona, inibir a biossintese da quitina, ou causar deformacbes em pupas e adultos.
Adicionalmente, reducdo na fecundidade e longevidade, esterilizacéo, inibicdo da oviposi¢édo e
mortalidade de formas imaturas e adultas sdo também efeitos que tem sido descritos (Schmutterer
1990, Menezes 2005, Adeyemi 2010).

Segundo Vendramim (1997) as plantas inseticidas podem ser utilizadas de diversas formas,
sendo a mais comum o emprego na forma de 6leos, extratos (ndo aquosos e aquosos) ou poé seco.
De acordo com o autor, esses Gltimos sdo as melhores opc¢des, ja que sdo de facil obtencéo e
aplicacdo.

Diversos estudos tém evidenciado o efeito de extratos botanicos sobre parametros bioldgicos
e comportamentais de S. frugiperda. Hernandez & Vendramim (1996) analisando diferentes
concentracdes de extratos de caules de Cabralea canjerana (Vell.), Trichilia pallida (Swartz), de
sementes de Cedrella fissilis (Vell.) e de folhas e caules de Mellia azedarach (L.), observaram que
houve 100% de mortalidade das larvas de S. frugiperda, quando estas foram alimentadas com dietas
artificiais misturadas aos extratos.

Hernandez & Vendramim (1997) também observaram que quando as lagartas de S.
frugiperda foram criadas em dieta artificial com extrato de sementes de Azadirachta indica (A.
Juss), popularmente conhecida como neem, a 5% (g/mL), houve mortalidade de 100% no inicio do
seu desenvolvimento. Bogorni & Vendramim (2003) constataram 100% de mortalidade de S.
frugiperda quando estas foram alimentadas com folhas de milho imersas em extrato aquoso de
sementes de A. indica a 5% (g/mL) no 5° dia apos a instalacdo do bioensaio. Haas et al. (2012)
também verificaram mortalidade de 100% das lagartas de S. frugiperda quando estas foram criadas

em dieta artificial contendo 10% (g/mL) de extrato de M. azedarach.
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Vendramim & Scampini (1997) observaram também a diminuic¢éo no peso de pupas quando
essas foram criadas em dieta artificial com extrato de sementes de A. indica. Autores relatam que o
menor peso das pupas pode ser consequéncia da rejeicdo da dieta pelos insetos ou da menor
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido pelas lagartas (Rodriguez & Vendramim 1997,
Martinez & Van Emden 2001). O extrato aquoso da oiticica, Licania rigida (Benth) a 10% inserido
na dieta artificial de S. frugiperda, causou deformacdes nas fases de pupa, incluindo a interrupcéo
da ecdise, e apresamento da exuvia na parte posterior do abdémen nos Gltimos estagios larvais
(Santiago 2005).

Oliveiraetal. (2007) avaliaram a utiliza¢éo do extrato aquoso de folhas e ramos de A. indica,
M. azedarach, Quassia amara (L.) e T. pallida, no controle de S. frugiperda em milho em condigdes
de campo. Foram realizadas avaliacdes aos trés, sete e dez dias ap6s a pulverizacdo dos extratos; 0s
autores concluiram que os produtos comecaram a afetar o desenvolvimento da lagarta, em geral,
apos sete dias da aplicacdo dos extratos.

Santiago et al. (2008) avaliaram a atividade inseticida de extratos aquosos de folhas de
Lippia sidoides (Cham.), folhas e ramos de Ruta graveolenses (L.), Mormodica charantia (L.) e
frutos verdes de Ricinus communis (L.) na concentracdo de 10%. Os autores observaram que 0s
extratos de R. graveolens e M. charantia inibiram totalmente a postura e reduziram a longevidade
de S. frugiperda, respectivamente. Eles também verificaram que o tratamento contendo extrato
aquoso de frutos verdes de R. communis provocou atraso no desenvolvimento por causar
significativo alongamento na duracdo das fases larval e pupal, alem de reduzir a viabilidade das
lagartas e exercer efeito deterrente alimentar.

Tavares (2015) reportou que o extrato de folhas de Terminalia catappa (L.) a 1% foi toxico

para S. frugiperda até o terceiro dia de exposicao, por reduzir a largura da capsula cefalica e o peso



e comprimento do corpo das lagartas sobreviventes, mostrando que o extrato dessa planta possui

um grande potencial para ser utilizado no controle dessa praga.

Lectinas

Segundo Kennedy et al. (1995), o primeiro relato de lectinas ocorreu em 1888, quando
Stillmark, ao estudar a toxicidade de extratos de R. communis observou sua capacidade para
aglutinar eritrocitos, o que estava relacionado a presenca de uma proteina, a ricina. Essa descoberta
despertou o interesse nas possiveis aplicacbes destas proteinas, as quais foram, inicialmente,
denominadas de fitohemaglutininas (Gabor et al. 2004). Boyd & Shapleigh (1954) ao demonstrarem
a presenca nos mais diversos grupos de organismos vegetais e animais, passaram a denomina-las
de lectinas.

As lectinas sdo conhecidas como proteinas de origem ndo imunoldgica que interagem com
carboidratos através de dois ou mais sitios de ligacdo, aglutinado células e precipitando
polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos, sem ocasionar modificacbes em suas estruturas (S&
et al. 2008, Napoledo et al. 2012). O termo lectina é derivado do latim lectus (escolher/selecionar)
e reflete a especificidade com que ocorre a ligacao reversivel entre uma lectina e o seu carboidrato
(Sharon & Lis 2002).

As lectinas apresentam ampla distribuicdo na natureza. Elas podem ser encontradas em virus,
bactérias, protozoarios, algas, fungos, peixes, liquens, invertebrados e vertebrados, incluindo os
mamiferos (Cavada et al. 1998, Singh et al. 1999, Sato et al. 2000, Kawagishi et al. 2001, Ewart et
al. 2001, Kilpatrick 2002, Silva et al. 2009, Wang et al. 2009). Além destas, as lectinas também
podem ser isoladas de diversas partes das plantas, como das sementes (Santos et al. 2009),
entrecascas (Nascimento et al. 2008), rizomas (Lin et al. 2008), cerne (Sa et al. 2009b), raizes

(Wang & Ng 2006), folhas (Ghosh 2008), flores (Ito 1986) e frutos (Thakur et al. 2007).
7



Essas proteinas presentes nas plantas parecem ter relacdo com os estadios de maturagéo e
germinacdo das sementes e com os mecanismos de defesa da planta atuando como proteinas de
reserva ou contra o ataque de virus, fungos e insetos (Van Damme et al. 1997, Ratanapo et al. 2001,
Sacchettini et al. 2001). De acordo com Vandenborre et al. (2011), a maioria das lectinas de plantas
sdo sintetizada como precursores inativos que se tornam ativas somente ap0s 0 sequestro em
organelas especializadas.

As lectinas tém sido descritas como agentes antibacteriano, antifungico, antitumoral e
inseticida (Paiva et al. 2011). Nesse Gltimo caso vem sendo avaliadas como agente para controle de
insetos de diferentes ordens incluindo Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Isoptera e Lepidoptera.
Estudos tém demonstrado que essas proteinas interferem na alimentacdo, desenvolvimento,
reproducdo e sobrevivéncia de insetos em diferentes estagios de vida (Sa et al. 2008, Sa et al. 2009b,
Lam & Ng 2011, Paiva et al. 2011, Napoledo et al. 2012 ).

A acdo inseticida das lectinas pode ter como alvo as vilosidades do epitélio intestinal dos
insetos, sendo este um provavel sitio de ligacdo para algumas lectinas, promovendo uma disfuncéao
das ceélulas epiteliais, as quais sdo responsaveis pela absorcdo de nutrientes e substancias
potencialmente perigosas. As lectinas ligadoras de quitina se ligam a membrana peritréfica da regido
intestinal, aumentando ou reduzindo os movimentos entre o espaco da regido endo e exoperitréfica.
Além disso, outro efeito toxico que as lectinas podem apresentar se da através da sua ligacdo a
enzimas digestivas glicosiladas presentes no intestino dos insetos (Zhu-Salzman & Salzman 2001,

Macedo et al. 2003, Trigueiros et al. 2003, Napoleéo et al. 2012).

Enzimas digestivas de insetos: alvos promissores de agentes inseticidas
O sucesso evolutivo e a grande diversidade dos insetos devem-se principalmente a

capacidade das espécies se adaptarem a quase todos os tipos de habitat e de habitos alimentares,
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sendo o intestino um dos 6rgdos que contribui fortemente para esse sucesso adaptativo, uma vez
que representa a maior interface entre o organismo e o ambiente (Terra & Ferreira 1994, Amorim
2007, Chapman 2013).

Muitas espécies de insetos apresentam no intestino médio a matriz peritréfica (MP), que é
uma pelicula fina, ndo celular, que envolve o alimento dentro do ventriculo e é formada por quitina,
proteinas e carboidratos. A presenca da MP separa o contetdo luminal em dois compartimentos:
espaco endoperitréfico e ectoperitrofico (Terra 1988, Terra & Ferreira 2012), que tem papel
importante na digestéo, protecdo das células epiteliais e compartimentalizacéo de eventos digestivos
agindo como uma barreira permeavel para enzimas digestivas; ainda, a membrana peritrofica atua
na defesa do inseto contra infec¢éo por virus e parasitas (Tellam et al. 1999) e prevencédo de danos
ou obstrucao das microvilosidades do intestino médio pelo contetdo do lumen (Berner et al. 1983,
Secundino et al. 2005).

Em geral, a digestdo nos insetos pode ocorrer no intestino anterior e médio, sendo o intestino
médio o principal sitio de digestdo do alimento, absorcdo de nutrientes e secrecdo de enzimas
digestivas (Reis 2009, Terra & Ferreira 2012). Assim como a maioria dos organismos Vivos, 0s
insetos também produzem enzimas digestivas para a obtencdo dos nutrientes essenciais as suas
atividades metabolicas. Pesquisadores da ESALQ-USP, ja caracterizaram 12 classes de enzimas
digestivas utilizadas pelos insetos, dentre essas, as mais importantes e que tém sido mais estudadas
s8o as proteinases e a-amilases (Medeiros 2000).

A ocorréncia de diferentes enzimas no tubo digestivo dos insetos deve-se, principalmente, a
variagio na composicao quimica da dieta ingerida. E provavel que todos os insetos tenham enzimas
digestivas em quantidades relativas que mudam em resposta a composi¢do da dieta (Terra &
Ferreira 1994, Patankar et al. 2001). Segundo Medeiros (2000), pesquisadores observaram que

alguns insetos, como S. frugiperda e a lagarta-da-maca-do-algodoeiro, Heliothis virescens
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(Fabricius), conseguem ser polifagas porque sdo capazes de alterar a producdo de enzimas
digestivas em resposta ao tipo de alimento que ingerem.

A caracterizacdo de enzimas dos insetos pode contribuir para o desenvolvimento de novos
inseticidas. De acordo com Napoledo et al. (2012) e Lima et al. (2014) sabe-se que os metabolitos
secundarios, inibidores enzimaticos e lectinas podem interferir nas atividades enzimaticas
digestivas. Outros dados reportados na literatura corroboram com essa informacédo. Albuquerque et
al. (2012) estudando os efeitos da lectina do rizoma (MvRL) de Microgramma vacciniifolia
(Langsd. & Fisch.) contra operarios de Nasutitermes corniger (Motschulsky) observaram a inibicéo
da atividade de enzimas tripsina-simile. As atividades de tripsina-simile do intestino de lagartas de
Ephestia kuehniella (Zeller) (Coelho et al. 2007) e larvas de Aedes aegypti (L.) (Napoledo et al.
2012) foram inibidas por lectinas de sementes de Annona coriacea (Mart.) e folhas de
Myracrodruon urundeuva (Fr. All.), respectivamente.

Resultado encontrados por Agra-Neto et al. (2014) descrevem que a lectina de sementes de
Moringa oleifera (Lam.) (WSMoL) mostrou exercer efeito estimulador sobre as atividades de
protease, tripsina-simile e a-amilase do intestino de larvas de A. aegypti. Oliveira et al. (2017)
analisando essa mesma lectina sobre larvas de Anagasta Kuehniella (Zeller) encontraram uma
inibicdo média de 45% na atividade da a-amilase em larvas alimentadas e uma redugéo de 31,3% e

61,2% apos tratamentos com WSMoL a 1e 2 %, respectivamente, na atividade de a-glicosidase.

Palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill)

Opuntia ficus indica Mill, conhecida popularmente como palma forrageira, € uma espécie
nativa do México, pais que a explora desde o periodo pré-hispanico, detendo a maior riqueza de
cultivares (Reyes-Aguero et al. 2005, Feugang et al. 2006). Essa planta pertence a Classe

Magnoliopsida, Subclasse Charyophylidae, Ordem Caryophyllakes e Familia Cactaceae (Saenz et
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al. 2006, Martins 2011). Sdo conhecidos cerca de 180 géneros nessa familia, totalizando cerca de
2.000 especies (Silva & Santos 2006).

No Brasil, foi introduzida por volta de 1880, no Estado de Pernambuco e sua chegada foi
realizada através de sementes oriundas do Texas, nos Estados Unidos. Seus mecanismos
fisiolégicos comuns as plantas xerofilas a tornam uma das espécies mais adaptadas as condicdes
aridas e semiaridas do Nordeste Brasileiro (Teixeira et al. 1999, Silva & Santos 2006, Oliveira et
al. 2010).

As espécies de palma mais utilizadas como forrageira estdo presentes nos géneros Opuntia
e Nopalea (Silva & Santos 2006). No Nordeste brasileiro e, principalmente no Estado de
Pernambuco, sdo cultivadas duas espécies de palma, a O. ficus indica, com as cultivares gigante e
redonda, e a Nopalea cochenilifera (Salm Dyck), cuja cultivar € a palma miuda ou doce. (Santos et
al. 2001, Ferreira et al. 2003). Segundo Coelho (2017) a Regido Nordeste possui um total de 600
mil hectares de palma forrageira, sendo 150 mil hectares em Pernambuco.

O. ficus-indica possui porte arbustivo, podendo ser rasteira ou vertical e atinge cerca de 3-5
m de altura. Seus ramos sdo clorofilados e achatados, de coloracdo verde-acinzentada e
comprimento (30-60 cm) maior do que a largura (6-15 cm). O sistema radicular é extenso,
ramificado e rico em raizes, uma das caracteristicas que compreende sua adaptacao a solos aridos
(Feugang et al. 2006).

Semelhante a outras plantas do género, O. ficus-indica constitui um importante recurso
forrageiro contribuindo para suprir a falta de alimento aos animais no periodo de estiagem. Essa
espécie constitui uma maxima eficiéncia de adaptacdo e aproveitamento de &gua e energia em
ambientes de seca, além de servir como reservatorios de dgua nos periodos de escassez hidrica

(Hills 1982, Sales 2006).
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A palma forrageira também serve de alimento para humanos (Nunes 2011), além da sua
utilizacdo na medicina popular devido a suas atividades cicatrizantes (Ammar et al. 2015),
antioxidante (Madrigal-Santillan et al. 2013), antinflamatoria (Arauza 2009) e antitumoral (Poejo
2011). Estudos tém descrito também que os cladodios de O. ficus-indica contém uma lectina (OfiL),

a qual apresenta atividade inseticida contra cupins da espécie N. corniger (Paiva et al. 2011).
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EFEITO DO EXTRATO DE CLADODIOS DE Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE)
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do extrato de cladddios de Opuntia ficus-indica Mill. (Cactaceae) e do cloreto de sédio (NaCl) no
desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). A ser
submetido.

RESUMO - Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) é uma praga polifaga e o emprego de inseticidas

sintéticos € o método mais utilizado para seu controle. Contudo, técnicas alternativas vém sendo
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estudadas visando minimizar a selecdo de populagdes de insetos resistentes e reduzir o impacto
sobre espécies ndo alvo. Esse trabalho avaliou a composicdo quimica do extrato de cladddios de
Opuntia ficus-indica, o efeito desse extrato e do cloreto de sddio (NaCl) na sobrevivéncia e
desenvolvimento de lagartas, e na viabilidade de ovos de S. frugiperda. Analisando a presenca de
metabolitos secundarios, foram detectados flavonoides, derivados cindmicos, aglcares redutores,
terpenos e esteroides. Com relacdo ao periodo de incubacdo de ovos, 0s resultados mostraram um
periodo médio de 3,0 dias em todos os tratamentos. A menor viabilidade foi constatada sobre ovos
expostos ao NaCl a 0,15 M (35,3%). Para as lagartas expostas em meios artificiais tratadas por 24
e 48 h com extrato de cladddios, o maior consumo foi observado no extrato ndo dialisado a 12,8
mg/g com um consumo de 0,4 e 0,7 g, respectivamente, sugerindo um efeito fagoestimulante; para
0s insetos expostos por 24 e 48 h com NaCl, o maior consumo foi obtido na solucdo a 3,12 mg/g.
Para os fatores em conjunto observou-se uma aumento do consumo ao longo do tempo de exposicao
de 48 h. Com base nos resultados foi possivel perceber que o NaCl quando atuando sozinho ou
adicionado ao extrato de cladddios alterou significativamente o desenvolvimento de S. frugiperda,

afetando algumas vezes em seus parametros reprodutivos.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, palma forrageira, produtos naturais, sal, sobrevivéncia

EFFECT OF THE CLADODES EXTRACT OF Opuntia ficus-indica MILL. (CACTACEAE)
AND SODIUM CHLORIDE (NaCl) IN THE DEVELOPMENT OF Spodoptera frugiperda

(J.E.SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)
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ABSTRACT - Spodoptera frugiperda is a polyphagous pests and the use of synthetic insecticides
is still the most used method for their control. However, alternative techniques have been studied
in order to minimize the selection of resistant insect populations and reduce the impact on non-
target species. This research evaluated the chemical composition of cladodes extract of Opuntia
ficus-indica, the effect of this extract and sodium chloride (NaCl) on the survival and development
of larvae, and the viability of S. frugiperda eggs. Analyzing the presence of secondary metabolites,
flavonoids, cinnamic derivatives, reducing sugars, terpenes and steroids were detected. Regarding
the egg incubation period, the results showed an average period of 3.0 days in all treatments. The
lowest viability was found on eggs exposed to 0.15 M NaCl (35.3%). For larvae exposed in artificial
media treated with cladodes extract for 24 and 48 h, the highest consumption was observed in the
non-dialyzed extract at 12.8 mg/g with a consumption of 0.4 and 0.7 g, respectively, suggesting a
phagostimulating effect; for insects exposed for 24 and 48 h with NaCl, the highest consumption
was obtained in the solution at 3.12 mg/g. For the factors together, an increase in consumption over
the exposure time of 48 h was observed. Based on the results, it was possible to observe that NaCl
when acting alone, or added to the cladodes extract, altered significantly the development of S.

frugiperda, sometimes affecting its reproductive parameters.

KEY WORDS: Fall armyworm, forage palm, natural products, salt, survival

Introducéo
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), popularmente conhecida como
lagarta-do-cartucho, é uma espécie polifaga que se alimenta de diversas culturas econdmica e
mundialmente importantes, incluindo milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor L. Moench),

algodao (Gossypium hirsutum L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), arroz (Oryza sativa L.), soja
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(Glycine max L.) e hortalicas (Casmuz et al. 2010). No Brasil, as primeiras ocorréncias foram
relatadas nos estados de Pernambuco, Distrito Federal, Rio de Janeiro, Minas Gerais, S&o Paulo, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina. No entanto, devido as condicdes abidticas favoraveis, diversidade e
disponibilidade de alimentos, atualmente ela ocorre em todas as regides (Casmuz et al. 2010, Cruz
et al. 2013).

De acordo com Barros et al. (2010) um dos fatores que tem dificultado o manejo de S.
frugiperda € a grande oferta de hospedeiros ao longo do ano, o que tem favorecido a movimentacéo
dessa espécie entre os cultivos. A ocorréncia mais frequente da praga em culturas onde anteriormente
era considerada praga esporadica ou secundaria pode ser devido ao plantio de diferentes culturas em
areas proximas com fenologias distintas, como é o caso da soja, do milho e do algoddo que séo
cultivados no verdo, além de plantas de cobertura na entressafra, como o milheto (Pennisetum
glaucum L.) (Nagoshi 2009).

O emprego de inseticidas sintéticos tem sido 0 método mais utilizado no controle dessa praga
(Cruz 2002, Tavares et al. 2017). Contudo, devido as aplicacdes continuas e nao planejadas, tem
contribuido para a reducgdo de inimigos naturais e selecéo de populagdes de insetos resistentes. Nesse
sentido, a busca por métodos alternativos para o seu manejo, incluindo a prospeccao de inseticidas
naturais, tem despertado interesse. O uso de substancias extraidas de plantas com atividade inseticida
representa uma importante alternativa em substituicdo aos compostos sintéticos por serem
renovaveis e apresentarem maior grau de biodegradabilidade e baixa persisténcia no ambiente
(Oliveira et al. 2007, Vianna et al. 2009). Adicionalmente, a indicacdo de novos agentes com
diferentes mecanismos de acdo inseticida aumenta as possibilidades para o planejamento de um
programa de rotagcdo de compostos, o que pode minimizar o estabelecimento de resisténcia.

Opuntia ficus-indica Mill. (Cactaceae), conhecida popularmente como palma forrageira ou

Cactus pear € bastante utilizada na medicina popular por apresentar efeito antiulceroso, cicatrizante
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e diurético (Loro et al. 1999, Galati et al. 2002). Além disso, estudos prévios tém relatado que 0s
cladodios de O. ficus-indica contém uma lectina toxica para cupins da espécie Nasutitermes corniger
(Motschulsky) (Paiva et al. 2011).

Esse trabalho relata o efeito do extrato de cladodios de O. ficus-indica na sobrevivéncia e
desenvolvimento de lagartas e na viabilidade de ovos de S. frugiperda. Em adicdo, a composicao

quimica do extrato de cladddios é também reportada.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Biologia e Resisténcia de Plantas
a Insetos, no Departamento de Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE),
Recife, PE, Brasil.
Obtencdo do Extrato de Cladoddios de Opuntia ficus-indica. Os cladddios de O. ficus-indica
foram coletados no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA, Recife, Pernambuco), secos ao ar
e triturados em liquidificador industrial (1,5 L). A farinha obtida (10 g) foi homogeneizada em um
agitador magnético a 4°C por 16 h em 0,15 M de NaCl (50 mL). Em seguida, a mistura foi filtrada
em gaze e apos centrifugacdo (4.000g/15min) o sobrenadante correspondeu ao extrato bruto. A
concentracdo de proteinas no extrato foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Lowry et al. (1951), utilizando uma curva de albumina de soro bovino (31,25 a 500 pg/mL) como
padréo.
Analise Fitoquimica do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Na preparacdo da amostra, o extrato de cladodios foi diluido em 2 mL
de metanol e levado ao ultrassom durante 10 min para completa solubilizag&o. Os padrdes utilizados
estdo mostrados na Tabela 1. O extrato de cladddios e os padrées (1 mg/mL) foram aplicados de

forma manual em placas cromatograficas de silica gel (60F254 Macherey-Nagel®, Germany). As
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placas foram desenvolvidas em cubas com a fase movel durante 15 min em temperatura ambiente.
As bandas foram aplicadas com largura de 5 mm e com uma distancia entre elas e das bordas das
placas de 5 mm. O tamanho da largura e do comprimento das placas cromatogréaficas foi de 5 cm.
Apbs a eluicdo das placas as mesmas foram secas em temperatura ambiente, e observadas sob luz
ultravioleta de comprimento de onda igual a 254 e 365 nm e luz visivel e em seguida foram
digitalizadas. Em seguida, as placas foram reveladas com reagentes especificos para cada classe de
metabolito (Tabela 1). As bandas obtidas foram comparadas as dos padrdes correspondentes. Foram
investigadas a presenca de polifenois, taninos condensados, flavonoides, derivados cindmicos,
terpenos e esteroides, cumarinas, saponinas, agucares redutores, alcaloides e antraquinonas.

Criacéo dos Insetos. A criacdo de Spodoptera frugiperda foi mantida em sala climatizada (27 £
1°C, 70 £ 10% de UR e 12 h de fotofase). As lagartas recém-eclodidas foram transferidas para potes
de plastico transparentes (25 x 25 cm), forrados com papel toalha. Sobre cada pote, foi adicionada
uma tira de dieta artificial, preparada de acordo com o protocolo descrito por Greene et al. (1976).
As lagartas permaneceram nos potes até que atingissem a fase de pupa. Em seguida, as pupas foram
coletadas e transferidas para potes plasticos (16 x 10 cm) cobertos com papel toalha umedecidos
durante aproximadamente 12 dias. Os adultos recém-emergidos foram colocados para acasalar
(aproximadamente 30 casais) em gaiolas de tubos de PVC (20 x 25 cm) revestidos com papel sulfite,
dispostas sobre pratos plasticos (25 x 25 cm), forrados com papel toalha para servir como substrato
para oviposicdo. A parte superior de cada gaiola foi fechada com filme plastico de PVC. Os adultos
foram alimentados com solucdo de mel a 10% (v/v) ofertada em tubos de plastico com capacidade
para 10 mL, contendo chumaco de algoddo hidrofilico embebido. As posturas foram coletadas
diariamente por meio da troca do papel que revestia a gaiola e acondicionadas em potes de plastico
transparentes (16 x 10 cm), forrados com papel toalha, por aproximadamente trés dias e mantidas

até a ecloséo das lagartas, quando entdo foram distribuidas sobre a dieta.
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Efeito do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de Sédio (NaCl) sobre
Ovos de Spodoptera frugiperda. Para a determinacéo do potencial ovicida do extrato de cladodios
e do cloreto de sddio, os ovos foram coletados das gaiolas de oviposi¢do conforme descrito acima.
Com o objetivo de determinar se a presenca de NaCl estava interferindo na atividade do extrato de
cladodios, foram realizados tratamentos com o extrato apos didlise exaustiva. Os tratamentos
constaram primeiramente de extrato dialisado e ndo dialisado a 3,6% (m/v) e solucédo controle (NaCl
a 0,15 M). E para determinar o efeito do cloreto de sodio, os tratamentos foram NaCl a 0,03 e 015
M e como solucdo controle foi utilizado agua destilada. O papel contendo os ovos foi cortado
cuidadosamente em fragmentos medindo 10 cm?, contendo 50 + 5 ovos, que foram observados em
microscopio (Bel Photonics WF 10) para selecdo de ovos intactos. Em seguida, os pedacos de papel
contendo os ovos selecionados foram imersos em solucdo contendo cada um dos tratamentos
durante 30 segundos e colocados em placas de Petri (9,5 x 1,5 cm) forradas com papel filtro
umedecido com agua destilada. As placas foram mantidas sob condic¢Ges controladas (27 £ 1°C, 70
+ 10% de UR e 12 h de fotofase), sendo registrado diariamente o tempo requerido para eclosao e a
viabilidade dos ovos, até a completa eclosdo dos ovos do grupo controle (3 dias). Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05). A dialise
foi obtida através de quatro trocas de agua destilada, utilizando-se membrana de dialise com corte
limite de massa molecular (3,5 kDa). Foram realizados seis experimentos em triplicatas.

Efeito do Extrato de Cladodios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de Sodio (NaCl) na
Sobrevivéncia de Lagartas de Primeiro e Terceiro Instar de Spodoptera frugiperda. Nestes
ensaios, uma dieta artificial foi preparada segundo metodologia previamente publicada por Greene
et al. (1976), com adaptacOes. Cada amostra (50 mL) foi incorporada a dieta (250 mL) quando esta
atingiu a temperatura de aproximadamente 50° C, a fim de se evitar a degradacdo de possiveis

moléculas termo sensiveis. As amostras utilizadas inicialmente foram: extrato de cladodios (12,8
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mg/g, miligramas de amostra por gramas de dieta), extrato de cladodios (12,8 mg/g) apos dialise
exaustiva e NaCl (3,12 mg/g) como tratamento controle. Para determinar o efeito do cloreto de
sodio, as amostras foram compostas de NaCl (0,62 e 3,12 mg/g) e agua destilada (tratamento
controle). Apos solidificada, a dieta foi cortada em cubos de aproximadamente 1 cm de aresta, que
foram dispostos em placas de Petri (9,5 x 1,5 cm) forradas com papel filtro. Cada placa recebeu
uma Unica lagarta. Apos esse procedimento as placas foram vedadas com filme de PVC transparente
para prevenir a fuga das lagartas. Com o objetivo de possibilitar as trocas gasosas, foram feitos trés
pequenos furos no filme de PVC com o auxilio de um estilete pontiagudo.

As placas foram mantidas a temperatura de 27 = 1°C, umidade relativa de 70 £ 10% e
fotofase de 12 h. O bioensaio foi realizado com lagartas de primeiro e terceiro instar. Foram
realizados 6 experimentos cada um com 50 repeti¢cGes. Apos cada 24 horas, a dieta foi substituida
por outra de igual tamanho e sem tratamento, até que as lagartas atingissem a fase de pré-pupa. As
avaliacdes foram realizadas diariamente registrando-se o nimero total de larvas mortas, a duracao
e viabilidade das fases de larva, pré-pupa e pupa, o peso de pupas e a presenca de deformacées nos
adultos. Apds a emergéncia dos adultos, em virtude da disponibilidade, foram formados até cinco
casais provenientes de cada tratamento, os quais foram individualizados e mantidos em gaiolas (16
x 10 cm) revestidas com papel sulfite e fechada com filme pléstico de PVC, sendo alimentados com
solugédo de mel a 10% (v/v). A longevidade dos adultos foi observada diariamente e as posturas
foram recolhidas a cada 24 h para quantificacdo e determinagdo da viabilidade. Também foram
registrados os periodos de pre-oviposi¢do, oviposicdo e pos-oviposicao de cada casal. Os dados
foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade de variancia, e as medias comparadas
pelo teste de Tukey (P < 0,05). Alguns parametros foram transformados em sqrt (x+0.5) e arcoseno
raiz (x/100) e aqueles que ndo assumiram os pré-requisitos para a analise de variancia mesmo apos

transformac&o foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P < 0,05).
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Efeito Deterrente Alimentar do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de
Sodio (NaCl) sobre Lagartas de Terceiro Instar de Spodoptera frugiperda. Para avaliar o efeito
deterrente de alimentacéo, foi realizado o experimento sem chance de escolha com 6 tratamentos.
Inicialmente foram realizados experimentos com extrato de cladédios (12,8 mg/g, miligramas de
amostra por gramas de dieta), extrato de cladodios (12,8 mg/g) apés dialise exaustiva e NaCl (3,12
mg/g) como tratamento controle. Para a obtencdo do efeito deterrente do cloreto de sodio foram
utilizados NaCl (0,62 e 3,12 mg/g) e agua destilada (tratamento controle). A dieta artificial foi
preparada, tratada e cortada conforme descrito acima. Os blocos da dieta foram pesados e colocados
no centro de placas de Petri (9,5 x 1,5 cm) forradas com papel filtro. No centro de cada placa, foi
colocada uma lagarta de S. frugiperda de terceiro instar, sendo realizadas 40 repeticGes para cada
tratamento. Apds 24 e 48 h do bioensaio do inicio do bioensaio, foram registrados os pesos das
sobras dos blocos de dieta e 0 consumo alimentar foi calculado pela diferenca entre o peso dos
blocos antes e apos estes serem oferecidos as lagartas. Para determinar a perda de dgua sofrida pelo
meio, foi mantida uma aliquota correspondente a vinte pedacos inteiros, que foram pesados no
inicio e ao final de cada tempo de exposicdo. A perda média de umidade (em %) dos vinte pedagos
coletados em cada tempo foi descontada do peso final de cada pedacgo de meio oferecido as lagartas.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, dispostos em esquema fatorial 3 x 2
(tratamentos x tempos) em duas fases. Os dados foram transformados em sqgrt (x+0.5), e em seguida
submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Procedimentos Estatisticos. Todas as analises foram realizadas pelo Programa Estatistico SAS

(SAS Institute 2002).

Resultados
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Analise Fitoquimica do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). Foi obtida uma solucdo estoque do extrato de cladodios na concentracao
de 7,2% (m/v), a qual foi analisada quanto a presenca de metabdlitos secundarios, sendo detectados
flavonoides, derivados cinamicos, terpenos e esteroides. Foi também revelada & presenca de
acucares redutores com fator de retencao correspondente ao da D-frutose, utilizada como padréo.
N&o foram detectados polifenois, taninos hidrolisaveis e condensados, cumarinas, saponinas,
alcaloides e antraquinonas (Tabela 1).

Efeito do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de Sodio (NaCl) sobre
Ovos de Spodoptera frugiperda. O ensaio utilizando ovos de S. frugiperda mostrou que o0s
tratamentos com o extrato de cladodios a 3,6% dialisado e ndo dialisado ndo obtiveram diferenca
significativa, 0 mesmo foi encontrado no tratamento controle (Tabela 2) (F2,s=2,34; P = 0,1774).
Quando os ovos foram tratados com NaCl a 0,15 M, foi detectada uma reducao significativa na
viabilidade destes em relacdo ao controle, revelando uma taxa de inibicéo da eclosdo (64,6%) que,
embora menor, ndo diferiu estatisticamente daquela (68%) obtida para o NaCl a 0,03 M, o
tratamento controle foi o que obteve a maior viabilidade (100%) (Tabela 3) (F2, 8 = 9,83; P =
0,0128). Este ensaio revelou ainda que a eclosao de larvas em todos os tratamentos ndo foi capaz
de causar alteracéo significativa no tempo requerido para eclosédo em relagdo ao grupo controle, a
qual aconteceu trés dias apés a oviposicao (Tabelas 2 e 3).

Efeito do Extrato de Cladodios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de Sodio (NaCl) na
Sobrevivéncia de Lagartas de Primeiro Instar de Spodoptera frugiperda. A investigacdo do
efeito do extrato de cladodios sobre o desenvolvimento de lagartas de primeiro instar com relagao
a fase larval, revelou diferencas estatisticas em relagdo ao controle no qual foi detectado um atraso
significativo com duracdo média de 15,9 dias para este estagio (F2, 100=9,05; P =0,0002) em relacdo

aos tratamentos com extrato de cladddios a 12,8 mg/g dialisado e ndo dialisado (Tabela 4). Quanto
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ao cloreto de sddio, esse efeito foi 0 oposto, sendo encontrado uma menor duracao larval de 13,8
dias no tratamento controle em comparacdo com os tratamentos de NaCl a 0,62 e 3,12 mg/g que
alcangaram um maior alongamento dessa fase (F2, 99 = 19,31; P < 0,0001) (Tabela 5).

Em seguida, foi registrado um atraso significativo (Fo, 106 = 15,63; P < 0,0001) no
desenvolvimento das pré-pupas provenientes de lagartas tratadas com o extrato de cladodios a 12,8
mg/g dialisado com uma duracdo média de 1,8 dias em relacdo ao extrato ndo dialisado e o
tratamento controle (Tabela 4). As pré-pupas provenientes de lagartas tratadas com NaCl a 0,62 e
3,12 mg/g obtiveram a maior duracdo com 2,7 e 2,5 dias, respectivamente, contra uma duracao
média de 1,6 dias no tratamento controle. Embora diferentes do controle, esses tratamentos nao
foram diferentes entre si (F2, 98 = 25,24; P < 0,0001) (Tabela 5).

Quando a fase de pupa foi analisada, diferenca significativa novamente foi encontrada para
o0 tratamento controle no qual foi registrado um alongamento da fase pupal de 11,2 dias, diferindo
dos extratos de cladodios dialisado e nao dialisado a 12,8 mg/g com 10,2 e 10,3 dias,
respectivamente (F2, g3 = 4,41; P = 0,0153) (Tabela 4). Para as pupas provenientes de lagartas
tratadas com cloreto de sodio foi encontrado o efeito inverso, no qual foi registrado um alongamento
dessa fase nos tratamentos de NaCl a 0,62 e 3,12 mg/g com duragdo de 11,3 e 11,2 dias,
respectivamente, contra uma duragdo média de 10,5 dias no tratamento controle (y* = 8,23; P =
0,0163) (Tabela 5).

O peso das pupas foi também registrado, e a analise estatistica revelou uma significativa
reducdo, o grupo tratado com o extrato a 12,8 mg/g nao dialisado (217,8 mg) e o grupo controle
(228,2 mg) obtiveram os menores pesos em relacdo ao grupo tratado com extrato dialisado a 12,8
mg/g (271,8 mg) (F2, 107 = 24,25; P < 0,0001) (Tabela 4). Também foram encontradas diferencas

significativas nos experimentos realizados com cloreto de sodio, nos quais foram registrados os
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menores pesos que variaram de 228,2 a 236,4 mg, em relacdo ao controle (274,1 mg) (F2, 9s = 14,81,
P <0,0001) (Tabela 5).

Ao estudar os insetos adultos provenientes de lagartas tratadas no primeiro instar com
extrato de cladddios, foi verificado que a maior longevidade ocorreu para o grupo tratado com o
extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g, onde os adultos viveram por cerca de 8,3 dias, este foi 0 Unico
tratamento que diferiu significativamente do tratamento controle na qual os insetos viverem
aproximadamente 5,5 dias (F2,83=4,04; P =0,0213) (Tabela 4). Para os insetos adultos provenientes
de lagartas tratadas no primeiro instar com cloreto de sodio, foi observado que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos (F2,s2=0,75; P = 0,4736) (Tabela 5).

Com relacéo a porcentagem de adultos defeituosos, ndo houve diferenca significativa nem
para os tratamentos com extrato de cladodios (F2, ss = 0,13; P = 0,8809) (Tabela 4) tdo pouco para
aqueles realizados com NaCl (F2, ss = 0,45; P = 0,6420) (Tabela 5).

Quando analisada a viabilidade das larvas (Fz, 149 = 6,35; P = 0,0023), pre-pupas (Fz, 149 =
5,05; P = 0,0075) e pupas (Fz, 149 = 5,20; P = 0,0066) tratadas com extrato de cladodios, o maior
percentual de viaveis foi registrado para o grupo de extrato dialisado a 12,8 mg/g, com 90,0 e 74%
respectivamente (Tabela 4). Para aqueles insetos que foram tratados com dieta contendo cloreto de
sodio, ocorreu 0 oposto, a maior viabilidade foi encontrada no tratamento controle para todas as
fases de larva (96%) (F, 149 = 19,87; P < 0,0001), pré-pupas (96%) (F2, 149 = 20,14; P < 0,0001) e
pupas (86%) (F2, 149 = 18,37; P <0,0001) e as menores foram encontradas no tratamento de NaCl a
0,62 mg/g (Tabela 5).

Em virtude do numero reduzido de adultos emergidos em alguns tratamentos, para avaliar o
efeito do extrato de cladodios e do cloreto de sodio na fertilidade dos insetos, foram formados de 1
a 5 casais por tratamento, sendo este resultado corrigido pela razdo entre o nimero de ovos

depositados e o0 numero de casais formados. Em relagdo aos parametros numero de posturas (F2, 3
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=2,23; P =0,1228), nimero de ovos (F2, 3= 1,43; P = 0,2530) e de ovos por postura (F2,3s= 0,61;
P = 0,5466), obtidos através dos insetos tratados com extrato de cladddios ndo foi verificada
nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 6). No parametro fertilidade também
ndo foi registrado diferencga significativa (F2, 3= 2,54; P = 0,0938) (Tabela 6). Para os tratamentos
realizados com cloreto de sddio, os parametros nimero de posturas (Fz, 35 = 0,42; P = 0,6591),
numero de ovos (F2,35=0,42; P = 0,6585) e de ovos por postura (F2,35= 0,28; P =0,7577), também
ndo obtiveram diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 7). No parametro fertilidade
também nao foi registrado diferenca significativa (F2, 35 = 2,31; P = 0,1156) (Tabela 7).

Para o periodo de pré-oviposigdo (F2, 7= 3,24; P = 0,1251), oviposic¢éo (F2,7=0,91; P =
0,4588) e pos-oviposicao (F2,7=0,49; P = 0,6384) também ndo foi encontrada diferenca entre os
tratamentos para 0s insetos provenientes de lagartas alimentadas com extrato de cladddios (Tabela
6). Para aqueles insetos provenientes de lagartas alimentadas com cloreto de sédio o0 mesmo foi
evidenciado, tanto para o periodo de pré-oviposicao (F2 s = 1,37; P = 0,3240), oviposi¢do (F2, s =
0,66; P =0,5488) e pds-oviposicdo (F2,s=2,10; P = 0,2037) ndo foi detectada diferenca significativa
entre os tratamentos (Tabela 7).

Efeito do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de Sodio (NaCl) na
Sobrevivéncia de Lagartas de Terceiro Instar de Spodoptera frugiperda. Quanto a investigacdo
do efeito do extrato de cladddios sobre o desenvolvimento de lagartas de terceiro instar foi
verificado que o periodo de desenvolvimento larval foi menor no extrato dialisado a 12,8 mg/g com
uma média de 4,5 dias, diferindo dos tratamentos controle e extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g (F»,
146 = 6,26; P = 0,0025) (Tabela 8). Com relacéo a fase larval dos insetos tratados com cloreto de
sodio, 0 mesmo revelou diferencas estatisticas em relagéo ao tratamento de NaCl a 3,12 mg/g no
qual foi detectado um atraso significativo com duracdo média de 5,1 dias para este estagio em

relacdo aos tratamentos com NaCl a 0,62 mg/g e o controle (F2, 147 = 4,26; P = 0,0159) (Tabela 9).
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Para as pré-pupas provenientes de lagartas tratadas com extrato de cladddios nao houve
diferenca significativa para nenhum dos tratamentos (Fz, 146 = 2,52; P = 0,0842) (Tabela 8). Ja para
as pré-pupas provenientes de lagartas que foram tratadas com cloreto de sodio houve um
alongamento da fase de pré-pupa no tratamento com NaCl a 3,12 mg/g com uma duracdo média de
2,1 dias, diferindo do tratamento com NaCl a 0,62 mg/g e o controle (F2, 147 = 6,93; P = 0,0013)
(Tabela 9).

Quando analisada a fase de pupa, diferenca significativa novamente foi encontrada para o
tratamento com extrato dialisado a 12,8 mg/g no qual foi registrado um alongamento da fase pupal
de 10,6 dias, diferindo dos extratos de cladddios ndo dialisado a 12,8 mg/g e do controle com 9,5 e
8,9 dias, respectivamente (F2, 101 = 28,56; P < 0,0001) (Tabela 8). Para as pupas provenientes de
lagartas tratadas com cloreto de sédio foi encontrado o efeito inverso, no qual foi registrado um
atraso no tratamento com NaCl a 3,12 mg/g com duracao de 8,9 dias, contra uma duracdo média de
9,5 e 9,7 dias, respectivamente para os tratamentos com NaCl a 0,62 mg/g e o tratamento controle
(F2,100=7,10; P = 0,0013) (Tabela 9).

O peso médio das pupas foi também registrado, e a analise estatistica revelou que ele foi
maior no tratamento controle com uma média de 245,1 mg diferindo apenas no extrato dialisado a
12,8 mg/g (230,2 mg) (F2, 146 = 3,41; P = 0,0359) (Tabela 8). Também foram encontradas diferencas
significativas nos experimentos realizados com cloreto de sodio, nos quais foram registrados 0s
menores pesos que variaram de 213,5 a 219,5 mg, em relacdo ao tratamento com NaCl a 3,12 mg/g
(245,1 mg) (F2, 145 = 16,68; P < 0,0001) (Tabela 9).

Com relacédo aos insetos adultos provenientes de lagartas tratadas no terceiro instar com
extrato de cladddios, foi verificado que a maior longevidade ocorreu para o0 grupo tratado com o
extrato dialisado a 12,8 mg/g, onde os adultos viveram por cerca de 6,8 dias, diferindo

significativamente do tratamento com extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g e do controle (F2, 101 = 8,06;
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P =0,0006) (Tabela 8). Para os insetos adultos provenientes de lagartas tratadas no terceiro instar
com cloreto de sddio, foi observado que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (F2,
109=2,29; P = 0,1065) (Tabela 9).

Para o percentual de adultos defeituosos oriundos de lagartas tratadas com extrato de
cladodios, a maior média foi encontrada no extrato nao dialisado a 12,8 mg/g com 66,7% diferindo
apenas do tratamento controle com 34,3% (Fz, 101 = 3,65; P = 0,0297) (Tabela 8). Para os adultos
defeituosos oriundos de lagartas tratadas com cloreto de sodio, a maior média foi obtida no
tratamento com NaCl a 0,62 mg/g com 62,2% diferindo apenas do NaCl a 3,12 mg/g com 34,3%
(F2,100= 3,67; P = 0,0289) (Tabela 9).

Em relagdo a viabilidade das fases de larva (Fz, 149 = 0,00; P = 1,0000), pré-pupa (Fz, 140 =
0,00; P = 1,0000) e pupa (F2, 140 = 1,19; P = 0,3072) tratadas com extrato de cladodios, ndo houve
diferenca significativa para nenhum dos tratamentos (Tabela 8). O mesmo ocorreu para aqueles
insetos que foram tratados com dieta contendo cloreto de sddio, para todas as fases de larva (F2, 149
=0,50; P =0,6076), pré-pupa (F2, 149 = 0,50; P = 0,6076) e pupa (F2, 149 = 0,23; P = 0,7912) (Tabela
9).

Devido ao nimero reduzido de adultos emergidos em alguns tratamentos, para avaliar o
efeito do extrato de cladddios e do cloreto de sddio na fertilidade dos insetos, foram formados de 1
a 5 casais por tratamento, sendo este resultado corrigido pela razdo entre 0 nimero de ovos
depositados e 0 numero de casais formados. Em relacdo aos parametros obtidos através dos insetos
tratados com extrato de cladodios, 0 maior niumero de posturas foi observado no tratamento controle
com 3,4 diferindo apenas do extrato dialisado a 12,8 mg/g com 1,3 (F2,70=7,28; P = 0,0014). Para
0 parametro numero de ovos ndo houve diferenca significativa para nenhum dos tratamentos (F2, 7o
= 0,66; P = 0,5224). O numero ovos por postura foi maior no tratamento com extrato dialisado a

12,8 mg/g com 195,9 ovos, diferindo apenas do controle com 98,3 ovos. (F2, 70 = 4,66; P = 0,0127).
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Quanto a fertilidade, o tratamento com extrato dialisado a 12,8 mg/g foi o que obteve a maior média
(62,5%) (F2,70=14,62; P <0,0001) (Tabela 10). Em relacdo aos tratamentos realizados com cloreto
de sodio, para os parametros numero de posturas (Fz,74=2,12; P = 0,1276) e namero de ovos (F,
74=2,40; P = 0,0979) ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica. J& os parametros ovos por
postura (%> = 8,74; P = 0,01) e fertilidade (F2, 74 = 11,94; P < 0,0001) seguiram o0 mesmo padréo,
onde a menor média foi verificada para os tratamentos com NaCl a 3,12 mg/g com 98,3 e 21,9%
respectivamente em relacdo aos demais (Tabela 11).

O periodo de pré-oviposicdo (F2, 12 = 6,98; P = 0,0127) para os insetos provenientes de
lagartas alimentadas com extrato de cladddios foi superior no tratamento néo dialisado a 12,8 mg/g
com 3,3 dias, diferindo do controle e do extrato dialisado a 12,8 mg/g. Para o parametro oviposi¢ado
(F2, 12 = 0,28; P = 0,7639) ndo foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos. Ja a
duracéo da pos-oviposicéo (F2,12=5,71; P = 0,0221) foi maior no extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g
com uma média de 2,7 dias, diferindo apenas do extrato dialisado a 12,8 mg/g (Tabela 10). Para
aqueles insetos provenientes de lagartas alimentadas com cloreto de sodio, ndo foi observado
diferenca significativa para nenhum dos parametros de pré-oviposicdo (F2, 14 = 2,42; P = 0,1331),
oviposicdo (F2,14=0,39; P = 0,6881) e p6s-oviposicao (F2, 14 = 0,30; P = 0,7489) (Tabela 11).
Efeito Deterrente Alimentar do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e do Cloreto de
Sédio (NaCl) sobre Lagartas de Terceiro Instar de Spodoptera frugiperda. O consumo (g) pelas
lagartas de terceiro instar de S. frugiperda diferiu significativamente entre os tratamentos. Para as
lagartas expostas em meios artificiais tratados por 24 h com extrato de cladédios (F2,110= 17,08; P
< 0,0001), o menor consumo ocorreu para os tratamentos com extrato dialisado a 12,8 mg/g e o
controle (0,3 g), o extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g foi o que obtive o maior consumo (0,4 g)

(Tabela 12). Em relacéo as lagartas expostas em meios artificiais tratados por 24 h com cloreto de
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sodio (F2, 110 = 35,34; P <0,0001), o maior consumo foi obtido no tratamento com NaCl a 3,12 mg/g
(0,3 g) diferindo dos demais (Tabela 13).

Para os insetos expostos por 48 h com extrato de cladédios (F», 119 = 55,30; P < 0,0001), 0 maior
consumo (0,7 g) foi observado no grupo tratado com extrato ndo dialisado a 12,8 mg/g, sugerindo
um efeito fagoestimulante, diferindo do extrato dialisado a 12,8 mg/g e do controle (0,4 g) (Tabela
12). Para os insetos expostos por 48 h com cloreto de sédio, o maior consumo foi verificado no
tratamento com NaCl a 3,12 mg/g com 0,4 g, diferindo dos demais (F2, 119 = 14,63; P < 0,0001)
(Tabela 13).

Para os fatores em conjunto observou-se uma interacdo significativa entre os tratamentos e
tempos de exposicdo apenas para 0s insetos expostos ao extrato de cladédios (Fs, 230 = 5,21; P =
0,0061), no qual houve um aumento significativo do consumo larval ao longo do tempo de
exposicao de 48 h para todos os tratamentos (Tabelas 12 e 13).

Discussao

Nesse estudo, avaliando a analise fitoquimica do extrato de cladddios, foi observada a
presenca de alguns desses compostos (derivados cinamicos, agucares redutores, flavonoides,
terpenos e esteroides).

A presenca de flavonoides, terpenos e esteroides em cladddios de O. ficus-indica ja foi
previamente descrita. Bras (2011), analisando os constituintes flavonoides, saponinas, terpenos,
alcaloides e taninos nesse mesmo extrato em Juazeirinho na Bahia, também encontrou resultado
positivo para flavonoides e terpenos. Segundo Vieira & Agostin-Costa (2007) os flavonoides
formam uma das maiores classes de compostos fendlicos, apresentando fungdes de pigmentagéo e
defesa. Ja os terpenos possuem atividade repelente, antialimentar, ovicida e larvicida, além de
causarem inibicdo neural nos insetos causando sua morte (Priestley et al. 2003, Sellamuthu et al.

2013). Soares (2012) também caracterizou os compostos de O. ficus-indica, e observou a presenca
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de flavonoides, triterpenos e esteroides, aos quais ele atribuiu acdo fotoprotetora. Oliveira et al.
(2011) verificaram uma concentracéo de 7,2% de agucares redutores em frutos de palma forrageira.

A producéo dos metabdlitos secundarios por uma mesma planta pode variar devido a idade
e diferentes condigdes ambientais em que a mesma for submetida (Gobbo Neto & Lopes 2007),
justificando ainda que a resposta negativa para alguns compostos ndo significa necessariamente sua
auséncia, mas sim que esses podem estar em quantidades pequenas, sendo insuficiente para uma
identificacdo positiva (Souza 2012).

O periodo de incubacdo de ovos de S. frugiperda para todos os tratamentos foi de 3 dias.
Resultados semelhantes a este trabalho foram descritos por Maroneze & Gallegos (2009) ao avaliar
0 potencial ovicida do extrato aquoso de Melia azedarach (L.) sobre ovos de S. frugiperda, eles
observaram um periodo médio de incubacdo de 3,19 dias nas concentracdes testadas de 0,1; 1,0 e
5,0%.

Os valores observados para a viabilidade de ovos tratados com extrato de cladodios
refletiram um efeito tdxico do extrato de palma que apesar de ndo diferir estatisticamente entre 0s
tratamentos foi maior no extrato ndo dialisado a 3,6% indicando um efeito embriocida. Maroneze
& Gallegos (2009) ao estudar o extrato aquoso de M. azedarach sobre S. frugiperda diferente do
presente estudo observado em 3,6% registraram uma viabilidade superior a 82,5% para as
concentragdes de 0,1; 1,0 e 5,0%. Thomazini et al. (2000) também ao avaliar o potencial ovicida de
extrato aquoso de folhas de Trichillia pallida (Swartz) sobre Tuta absoluta (Meyrick) nas
concentragdes de 1,0 e 5,0%, encontraram uma viabilidade de ovos de 94,6 e 97,2%,
respectivamente. O fato dos ovos de insetos possuirem duas camadas (corion e membrana
vitelinica) revestindo seus ovos e entre elas frequentemente ocorrer uma camada lipidica ou cerosa,
cuja funcdo e impedir a perda de agua pelo embrido (Margaritis & Mazzini 1998), dificulta a

penetracdo de compostos toxicos até o interior do ovo.
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Os resultados obtidos mostram que além da influéncia significativa no desenvolvimento
embrionario, também houve uma interferéncia no comportamento alimentar da espécie. Para as
lagartas expostas em meios artificiais tratados por 24 e 48 h com extrato de cladddios, o maior
consumo entre todos os tratamentos ocorreu para aquelas dietas tratadas com extratos ndo dialisados
a 12,8 mg/g, sugerindo um efeito fagoestimulante. Corso & Gazzoni (1998), concluiram que a
adicdo de NaCl a 50% da dose recomendada do inseticida melhorava a eficiéncia daqueles que
mesmo na sua auséncia, apresentavam efeito positivo sobre o0s percevejos (Hemiptera:
Pentatomidae), essas informacdes evidenciam que isso tenha acontecido nesse estudo. Quando o
extrato continha NaCl, ou quando ele foi exposto a uma concentracdo de NaCl a 3,12 mg/g, houve
um maior efeito em relacéo aos extratos dialisados e diferentes concentracdes de NaCl.

Os resultados observados para a duracdo larval a partir do primeiro e terceiro instar nao
seguiram o mesmo modelo. Houve tratamentos que alongaram e outros que inibiram o
desenvolvimento de S. frugiperda. Segundo Martinez & Emden (2001) o alongamento da duracao
da fase larval geralmente é devido a reduzida ingestdo de alimentos que contenha um inibidor ou
varios inibidores, ou ainda, uma inadequacdo nutricional do substrato alimentar, ja o retardamento
é devido a reduzida ingestdo de alimentos e pouca habilidade da conversdo de nutrientes em
crescimento.

As pupas obtidas a partir do primeiro instar seguiram 0 mesmo padréo da duracéo da fase
larval, j& para as pupas obtidas a partir do terceiro instar, o resultado observado foi o contrario, para
aqueles insetos em que foram tratados com extrato de cladddios e que apresentaram um maior
alongamento na fase larval, houve um retardamento na fase de pupa. Maroneze & Gallegos (2009)
verificaram nos seus estudos que as pupas provenientes de lagartas intoxicadas pelo extrato aquoso
de M. azedarach a 0,1%, ndo apresentaram diferencas em relagdo ao tratamento controle quanto a

duragdo. Ja Santiago et al. (2008) constataram que extrato aquoso de frutos verdes de Ricinus
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communis (L.) a 10% promoveu aumento na duracdo da fase pupal de S. frugiperda, diferindo
significativamente da testemunha.

Lima et al. (2006) descrevem que o peso das pupas esta diretamente relacionado ao
desempenho do inseto na fase larval, pois a medida que as lagartas consomem o alimento, as pupas
também aumentam de peso. O resultado desse trabalho diferiu um pouco desse conceito, 0 peso
pupal para alguns tratamentos de primeiro e terceiro instar foi inversamente proporcional ao periodo
de duracédo larval.

Analisando os dados da Tabela 4, pode-se observar que o extrato nao dialisado de O. ficus-
indica a 12,8 mg/g, exerceu forte efeito sobre a fase adulta do inseto, na qual foi observado uma
alongamento na sua longevidade, que pode ser considerado algo negativo para o seu controle, pois
a praga permanecera mais tempo na natureza.

Tambeém foi verificada uma porcentagem consideravel de adultos defeituosos. O principal
defeito constatado nos adultos foi a ma formacdo de asas e antenas, observado em todos 0s
individuos deformados. Bogorni & Vendramim (2005) trabalhando com extrato de T. pallida
aplicados as folhas de milho e oferecidos a S. frugiperda, observaram que esses extratos além de
afetarem os periodos de larva e pupa, também causaram deformacéo nos adultos.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel perceber que os efeitos naqueles insetos
expostos a partir do primeiro instar, foram encontrados nos parametros de viabilidade de ovos,
duracdo e viabilidade larval, pré-pupal e pupal, longevidade, aléem do peso pupal e do consumo
alimentar. Ja em relacdo aos insetos que foram tratados a partir do terceiro instar também foi
observado efeitos sobre sua pré-oviposicao e pds-oviposi¢do, e também no seu consumo alimentar.
Diante dessa perspectiva, pode se concluir que o NaCl quando atuando sozinho ou adicionado ao
extrato de cladddios de O. ficus-indica alterou significativamente o desenvolvimento de S.

frugiperda, afetando algumas vezes em seus parametros reprodutivos.
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Tabela 1. Sistemas de desenvolvimento e reveladores utilizados para anélise de metabolitos

secundarios no extrato de cladodios de Opuntia ficus-indica por cromatografia em camada delgada.

Classe de metabdlito Sistema® Revelador Padréo
Polifenois (Taninos 90:5:5 NEU + PEG Acido gélico
Hidrolisaveis)

Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina
Flavonoides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
Derivados Cindmicos 90:5:5 NEU + PEG Acido Cafeico e Clorogénico
Terpenos e Esteroides 70:30 Lieberman-Burchard + A B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26  Lieberman-Burchard + A Escina
Acucares redutores 50:20:10:10 Timol + H2SO4 10% + A D-frutose
Alcaloides 50:6,75:5 Dragendorf Nitrato de pilocarpina
Antraquinonas 50:6,75:5 HNO3 + KOH10% Senosideo A

ISistema: 90:5:5 — Acetato de etila: acido formico: agua; 70:30 — Tolueno: acetato; 50:50:50 — Eter
etilico: acetato de etila: acido acético 10% (saturacdo); 100:11:11:26 - Acetato de etila: &cido
acético: acido formico: agua; 50:20:10:10 - Acetato de etila: acido acético: acido férmico: agua;

50:6,75:5 - Acetato de etila: metanol: agua.
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Tabela 2. Efeito do extrato de cladodios de Opuntia ficus-indica sobre a viabilidade média
(%) de ovos de Spodoptera frugiperda e o tempo requerido para ecloséo (dias). Temp.: 27 = 1°C,

UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

Extrato de cladddios

Tratamento Controle! N3o dialisado! Dialisado!

Viabilidade (%) 353+17,13a 18,7 £ 18,67 a 65,3 + 8,66 a

Tempo requerido para eclosao
3,0+£0,00a 3,0+£0,00a 3,0+£0,00a
(Dias)

Controle: NaCl a 0,15 M. Concentracéo do extrato de cladodios dialisado ou ndo: 3,6% (m/v). As
concentragdes do extrato refletem a massa (g) presente em cada 100 mL de solugéo. Os resultados
sd0 expressos em médias entre trés replicatas + o desvio padrdo. !Médias (+ EP) seguidas pela

mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Efeito do cloreto de sédio (NaCl) sobre a viabilidade media (%) de ovos de

Spodoptera frugiperda e o tempo requerido para eclosdo (dias). Temp.: 27 + 1°C, UR 70 £ 10% e

12h de fotofase.
Cloreto de sadio-NaCl
Tratamento Controle! 0,03 M1 0,15 M!
Viabilidade (%) 100,0 + 0,00 a 68,0 £ 5,03 ab 35,3+17,13b

Tempo requerido para eclosédo
3,0+0,00a 3,0+0,00a 3,0+£0,00 a

(Dias)

Controle: agua destilada. Concentracdo de cloreto de sdédio (NaCl) a 0,03 e 0,15 M. As
concentracdes do extrato refletem a massa (g) presente em cada 100 mL de solucdo. Os resultados
sdo expressos em médias entre trés replicatas + o desvio padrdo. !Médias (+ EP) seguidas pela

mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 4. Efeito do extrato de cladédios de Opuntia ficus-indica sobre os parametros

bioldgicos de Spodoptera frugiperda tratadas a partir do 1°instar larval. Temp.: 27 + 1°C, UR 70 +

10% e 12h de fotofase.
Extrato de cladodios
Parametros Controle! N4o dialisado* Dialisado*
Duracdo larval (Dias) 159+042a 14,1+0,28 b 143+0,26 b
Duracédo pré-pupal (Dias) 25%+0,10a 25%0,13a 1,8+0,08b
Duracédo pupal (Dias) 11,2+0,25a 10,2+0,34b 10,3+0,18 b
Peso pupal (mg) 228,2+6,63 b 217,8+6,21b 271,8 5,60 a
Viabilidade larval (%) 60,0+6,99b 70,0 £ 6,54 ab 90,0+ 4,28a
Viabilidade pré-pupal (%) 58,0+7,05b 70,0 £ 6,54 ab 86,0+4,95a
Viabilidade pupal (%) 46,0£7,11b 480+7,13b 74,0+ 6,26 a
Longevidade (Dias) 55+0,79b 8,3+0,72a 7,2+0,49 ab
Adultos defeituosos (%) 69,2 £ 9,23 a 62,5+ 10,09 a 649+7,95a

Controle: NaCl a 3,12 mg/g. Concentracdo do extrato de cladddios dialisado ou ndo: 12,8 mg/g.

!Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Efeito do cloreto de sddio (NaCl) sobre os parametros biologicos de Spodoptera

frugiperda tratadas a partir do 12instar larval. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

Cloreto de sodio-NaCl

Pardmetros Controle*? 0,62 (mg/g)*? 3,12 (mg/g) +?
Duracdo larval (Dias) 13,8+0,15b 155+ 0,26 a 159+042a
Duracédo pré-pupal (Dias) 1,6+£0,08b 2,7+£0,19a 25+0,10a

Duracédo pupal (Dias) 105+0,19b 11,3+0,34a 11,2+0,25a
Peso pupal (mg) 274,1+580a 236,4£8,73 b 228,2+6,63b
Viabilidade larval (%) 96,0+£2,79a 440+£7,09b 60,0+£6,99b
Viabilidade pré-pupal (%) 96,0+£2,79a 440+£7,09b 58,0+£7,05b
Viabilidade pupal (%) 86,0+4,95a 34,0+£6,76 b 46,0£7,11b
Longevidade (Dias) 6,1 0,50 a 6,9+0,99a 55+0,79a

Adultos defeituosos (%) 58,1+7,61la 58,8 +12,30a 69,2+ 9,23 a

Controle: agua destilada. Concentragéo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,62 e 3,12 mg/g. *Médias (*
EP) seguidas pela mesma letra na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. 2Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, no diferem entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 6. Parametros reprodutivos de Spodoptera frugiperda provenientes de lagartas

alimentadas durante o 12 instar com meio artificial contendo extrato de cladodios de Opuntia ficus-

indica. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

Extrato de cladodios

Parametros

Controle (n=1)*

No dialisado (n=3)*

Dialisado (n=4)*

No. Posturas

No. Ovos

Ovos/Postura

Fertilidade (%)

Pré-oviposicao

Oviposicédo

Pds-oviposicdo

1,4+0,29 a

183,9+52,38a

133,2 £ 35,64 a

34,6 £14,28 a

3,0+0,00a

8,0+ 0,00 a

0,0+0,00a

1,2+0,15a

1819+ 37,28 a

149,0+22,15a

64,2 + 10,07 a

40+1,00a

6,0+0,00 a

0,7+0,33a

19+0,30 a

275,2+ 48,18 a

189,7+ 41,80 a

70,6 +8,22 a

1,8+0,25a

53+118a

1,3+0,75a

Controle: NaCl a 3,12 mg/g. Concentracdo do extrato de cladddios dialisado ou ndo: 12,8 mg/g.

!Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade. n= Numero de casais formados para cada tratamento.
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Tabela 7. Parametros reprodutivos de Spodoptera frugiperda provenientes de lagartas

alimentadas durante o 12 instar com meio artificial contendo cloreto de sodio (NaCl). Temp.: 27 £

1°C, UR 70 = 10% e 12h de fotofase.

Cloreto de sodio-NaCl

Parametros

Controle (n=5)*

0,62 (mg/g) (n=3)*

3,12 (mg/g) (n=1)*

No. Posturas

No. Ovos

Ovos/Postura

Fertilidade (%)

Pré-oviposicao

Oviposicédo

Pds-oviposicdo

2,1+0,37a

254,1 + 32,50 a

158,6 £29,19a

66,1+ 7,33 a

1,4+0,40 a

46+180a

0,2+0,20a

2,1+0,77 a

251,6 £ 87,06 a

127,8 +£ 26,58 a

50,5+12,01a

43+233a

33+120a

23*+145a

1,4+0,29 a

183,9+52,38a

133,2 £ 35,64 a

34,6 £14,28 a

3,0+0,00a

8,0+ 0,00 a

0,0+0,00 a

Controle: gua destilada. Concentragio de cloreto de sédio (NaCl) a 0,62 e 3,12 mg/g. *Médias (+

EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. n= NUmero de casais formados para cada tratamento.

50



Tabela 8. Efeito do extrato de cladédios de Opuntia ficus-indica sobre os parametros

bioldgicos de Spodoptera frugiperda tratadas a partir do 3°instar larval. Temp.: 27 + 1°C, UR 70 +

10% e 12h de fotofase.
Extrato de cladodios

Parametros Controle! N4o dialisado* Dialisado*
Duracdo larval (Dias) 51%0,11a 50+0,09a 45+0,15D
Duracédo pré-pupal (Dias) 2,1+0,05a 1,9+0,06a 19+£0,10a
Duracédo pupal (Dias) 89+0,17b 95+0,18b 10,6 +0,14 a
Peso pupal (mg) 245,1+ 4,86 a 234,2 £ 3,59 ab 230,2+397b
Viabilidade larval (%) 98,0+2,00a 98,0+2,00a 98,0+£2,00a
Viabilidade pré-pupal (%) 98,0+2,00a 98,0+2,00a 98,0+£2,00a
Viabilidade pupal (%) 70,0+ 6,54 a 60,0 £ 6,99 a 74,0+ 6,26 a
Longevidade (Dias) 4,4 +0,64 3,4+0,68b 6,8 +0,53a
Adultos defeituosos (%) 34,3+8,14Db 66,7 £ 8,75 a 54,1 +8,30 ab

Controle: NaCl a 3,12 mg/g. Concentracdo do extrato de cladddios dialisado ou ndo: 12,8 mg/g.

!Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 9. Efeito do cloreto de sddio (NaCl) sobre os parametros biologicos de Spodoptera

frugiperda tratadas a partir do 32instar larval. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

Cloreto de sodio-NaCl

Pardmetros Controle? 0,62 (mg/g)* 3,12 (mg/g) !
Duracdo larval (Dias) 54+0,08a 54+0,07a 51+0,11b
Duracédo pré-pupal (Dias) 1,7+£0,08b 18+£0,11b 2,1+0,05a
Duracédo pupal (Dias) 9,7+0,12a 95+0,13a 89+0,17b
Peso pupal (mg) 2135+3,80b 2195+ 3,54 b 245,1+ 486 a
Viabilidade larval (%) 100,0£0,00 a 98,0+2,00a 98,0+£2,00a
Viabilidade pré-pupal (%) 100,0£ 0,00 a 98,0+2,00a 98,0+£2,00a
Viabilidade pupal (%) 76,0+£6,10a 74,0+ 6,26 a 70,0+ 6,54 a
Longevidade (Dias) 6,2+ 0,61a 54+0,52a 4,4 +0,64a
Adultos defeituosos (%) 36,8 +7,93 ab 62,2 +8,08a 343+8,14b

Controle: agua destilada. Concentragéo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,62 e 3,12 mg/g. *Médias (*

EP) seguidas pela mesma letra na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Tabela 10. Pardmetros reprodutivos de Spodoptera frugiperda provenientes de lagartas
alimentadas durante o 32 instar com meio artificial contendo extrato de cladodios de Opuntia ficus-

indica. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 + 10% e 12h de fotofase.

Extrato de cladodios

Pardmetros Controle (n=5)* No dialisado (n=3)* Dialisado (n=5)*
No. Posturas 34+056a 2,1+0,30ab 1,3+0,10b
No. Ovos 189,8 + 24,73 a 241,77 £54,74 a 226,4 + 28,53 a
Ovos/Postura 98,3+19,21b 115,7 £ 23,23 ab 1959+29.34a
Fertilidade (%) 21,9+6,34b 13,2+£5,73Db 62,5+6,89 a
Pré-oviposicao 20+0,31b 3,3+0,33a 1,8+0,20b
Oviposicédo 6,4+163a 50+3,05a 6,8+0,48a
Pds-oviposicdo 0,8+0,20 ab 2,7+1,20a 0,2+0,20b

Controle: NaCl a 3,12 mg/g. Concentracdo do extrato de cladddios dialisado ou ndo: 12,8 mg/g.
!Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade. n= NUmero de casais formados para cada tratamento.
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Tabela 11. Pardmetros reprodutivos de Spodoptera frugiperda provenientes de lagartas

alimentadas durante o 32 instar com meio artificial contendo cloreto de sodio (NaCl). Temp.: 27 £

1°C, UR 70 = 10% e 12h de fotofase.

Cloreto de sodio-NaCl

Parametros

Controle (n=5)2

0,62 (mg/g) (n=5)*2

3,12 (mg/g) (n=5)2

No. Posturas

No. Ovos

Ovos/Postura

Fertilidade (%)

Pré-oviposicao

Oviposicédo

Pds-oviposicdo

2,7+0,61a

271,8+37,97 a

163,1+28,42a

45,8 +7,86 a

38+x111la

6,6 +0,50 a

04+040a

19+0,21a

281,5+39,49 a

185,5+ 30,79 a

67,5+513a

2,0+0,00a

52+124a

0,8+0,58 a

34+0,56a

189,9+ 24,73 a

98,3+19,21b

219+6,34b

20+031a

6,4+163a

0,8+0,20a

Controle: gua destilada. Concentragio de cloreto de sédio (NaCl) a 0,62 e 3,12 mg/g. *Médias (+

EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade. 2Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo teste

de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. n= NUmero de casais formados para cada

tratamento.
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Tabela 12. Consumo alimentar (g) de lagartas de 32 instar de Spodoptera frugiperda em
meio artificial contendo extrato de cladddios de Opuntia ficus-indica, apos 24 e 48 h de exposi¢do

em teste sem chance de escolha. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 £ 10% e 12h de fotofase.

Extrato de cladodios

Tratamento Controle! N3o dialisado?’ Dialisado!
Consumo 24h 0,3+0,01Bb 0,4 +0,02 Ba 0,3+0,02Bb
Consumo 48h 0,4+0,01 Ab 0,7 £0,02 Aa 0,4 +0,02 Ab

Controle: NaCl a 3,12 mg/g. Concentracdo do extrato de cladodios dialisado ou ndo: 12,8 mg/g.
!Médias (+ EP) seguidas de letras distintas, maitsculas nas colunas e mindsculas nas linhas,
indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.

55



Tabela 13. Consumo alimentar (g) de lagartas de 32 instar de Spodoptera frugiperda em
meio artificial contendo cloreto de sodio (NaCl), ap6s 24 e 48h de exposicdo em teste sem chance

de escolha. Temp.: 27 £ 1°C, UR 70 £ 10% e 12h de fotofase.

Cloreto de sodio-NaCl

Tratamento Controle? 0,62 (mg/g)* 3,12 (mg/g) !
Consumo 24h 0,2+ 0,01 Ab 0,2+ 0,01 Ab 0,3+0,01 Aa
Consumo 48h 0,3+£0,02 Ab 0,3+0,01 Ab 0,4+0,01 Aa

Controle: gua destilada. Concentragdo de cloreto de sodio (NaCl) a 0,62 e 3,12 mg/g. *Médias (+
EP) sequidas de letras distintas, maidsculas nas colunas e minusculas nas linhas, indicam diferencas

significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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CAPITULO 3
EFEITOS DELETERIOS DO EXTRATO E DA LECTINA DE CLADODIOS DE Opuntia
ficus-indica MILL. (CACTACEAE) SOBRE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)!
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Vasconcelos., G.S. Cruz & V.W. Teixeira. Efeitos deletérios do extrato e da lectina de cladddios de

Opuntia ficus-indica Mill. (Cactaceae) sobre Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae). A ser submetido.
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RESUMO - Este trabalho avaliou o efeito da lectina (OfiL) de cladodios de Opuntia ficus-indica na
sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e investigou o extrato de cladodios
e OfiL quanto ao efeito sobre enzimas digestivas das lagartas. Adicionalmente, sdo relatados
também os efeitos do extrato de cladddios na histologia e histoquimica do intestino médio das
lagartas. OfiL ndo causou mortalidade das lagartas, entretanto, houve uma reducao na duracéo das
fases de larva e pupa, e um aumento na viabilidade pupal e na longevidade dos adultos. Atividades
tripsina simile, celulase do tipo exoglucanase ¢ a-amilase foram detectadas nos extratos de intestino
das lagartas. A presenca do extrato de cladddios e de OfiL ndo interferiu na atividade de tripsina
simile, contudo causou redu¢do e aumento, respectivamente, das atividades de exoglucanase, e a-
amilase. O tratamento com o extrato de cladddios resultou na desorganizacao do epitélio intestinal,
desaparecimento da matriz peritréfica, vacuolizacdo no citoplasma de células colunares e aumento
no tamanho das células caliciformes. A andlise histoquimica revelou uma reducao na quantidade de
polissacarideos neutros e no teor de proteinas para lagartas tratadas com o extrato de cladddios. Em
conclusdo, a toxicidade do extrato de cladddios envolve o desbalanco da atividade de enzimas
digestivas e danos a morfologia e fisiologia do intestino médio de lagartas de S. frugiperda. Em
adicdo, ensaios futuros ainda sdo necessarios para determinar a participacdo de OfiL no efeito

inseticida do extrato.

PALAVRAS-CHAVE: Lagarta-do-cartucho, enzimas digestivas, toxicidade, histologia,

histoquimica
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DELETERIOUS EFFECTS OF THE EXTRACT AND LECTIN OF CLADODES Opuntia ficus-
indica MILL. (CACTACEAE) ON Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE)

ABSTRACT - This study evaluated the effect of Opuntia ficus-indica cladodes (OfiL) on the
survival of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) larvae and investigated the cladodes and OfiL extract
for the effect on larvae digestive enzymes. In addition, the effects of the cladodes extract on the
histology and histochemistry of the midgut of the larvae are also reported. OfiL did not cause the
death of larvae, however, there was a reduction in larvae and pupa stages duration, and an increase
in pupal viability and longevity of adults. Trypsin simile, exoglucanase cellulase and a-amylase
activities were detected in the intestinal extracts from larvae. The presence of the cladodes and OfiL
extract did not interfere with simian trypsin activity, however, it caused a reduction and an increase,
respectively, in the activities of exoglucanase and a-amylase. Treatment with the cladodes extract
resulted in disorganization of the intestinal epithelium, disappearance of the peritrophic matrix,
vacuolization in the cytoplasm of columnar cells and increasing in the size of goblet cells.
Histochemical analysis revealed a reduction in the amount of neutral polysaccharides and protein
content for larvae treated with cladodes extract. In conclusion, the toxicity of the cladodes extract
involves the imbalance of the digestive enzymes activity and damages to the morphology and
physiology of the midgut of S. frugiperda larvae. In addition, future trials are still required to

determine the participation of OfiL in the insecticidal effect of the extract.

KEY WORDS: Fall armyworm, digestive enzymes, toxicity, histology, histochemistry

Introducéo
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No Brasil, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) destaca-se por ser um inseto polifago e se alimentar de mais de 80 espécies de plantas.
Essa lagarta é considerada praga-chave na cultura do milho, que representa um dos principais
cereais de importancia socioecondmica (Pogue 2002, Oliveira et al. 2007, Silva et al. 2017). O uso
de inseticidas sintéticos ainda é o método mais utilizado no seu controle, o que além da persisténcia
e toxicidade ao meio ambiente, vem favorecendo a selecdo de populacdes de insetos resistentes,
fato esse que tem dificultado o seu manejo (Diez-Rodriguez & Omoto 2001, Yu & McCord Jr
2007). Para minimizar os danos ocasionados pelo uso indiscriminado de inseticidas, 0 uso de
substancias extraidas de plantas com o poder inseticida tem sido cada vez mais estudado por serem
eficientes e menos prejudiciais ao meio ambiente (Oliveira et al. 2007).

A espécie Opuntia ficus-indica Mill. (Cactaceae) conhecida mais popularmente como palma
forrageira, é bastante utilizada tanto na alimentacdo animal quanto na fabricacdo de sucos, bebidas
alcoolicas, compotas e na medicina popular por apresentar efeitos antiulceroso, cicatrizante e
diurético (Sawaya et al. 1983, Galati et al. 2002, Lee et al. 2002, Andrade et al. 2006). Santana et
al. (2009), analisando cladddios de O. ficus-indica, comprovaram a presenca de lectinas (OfiL) com
potencial fungicida. As lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos e estdo envolvidas em
mecanismos de defesa de animais e plantas (Paiva et al. 2011).

Essas proteinas tém sido descritas como agente antibacteriano, antifingico, antitumoral e
inseticida (Paiva et al. 2011). Nesse tltimo caso, vem sendo avaliadas como agente para controle de
insetos de diferentes ordens incluindo Coleoptera, Diptera, Isoptera e Lepidoptera, interferindo no
seu desenvolvimento, alimentacéo, reproducdo e sobrevivéncia em diferentes estagios de vida (Séa et
al. 2008, Paiva et al. 2011, Lam & Ng 2011).

A regido interna dos insetos de maior exposi¢cdo com o meio ambiente € o sistema digestorio.

Dessa forma, o conhecimento do intestino e sua funcdo sdo extremamente importantes para o
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desenvolvimento de estratégias que visem interferir na fisiologia e bioquimica desta regido (Amorim
2007). Nos insetos, o trato digestivo é compartimentalizado em trés regifes principais: intestino
anterior ou estomodeu, intestino médio ou meséntero, e intestino posterior ou proctodeu, sendo o
meséntero o principal sitio de digestao e absorcdo de nutrientes (Chapman 1998, Gullan & Cranston
2012). Grande parte dos insetos apresenta uma delicada pelicula que separa o alimento do epitélio,
denominada de membrana peritrofica que é composta de quitina, proteinas e carboidratos; essa
membrana forma uma estrutura semipermeavel que permite a passagem de nutrientes, moléculas de
defesas e enzimas, protegendo a camada epitelial da exposicdo direta a microrganismos e toxinas e
subdividindo o meséntero em espaco endoperitréfico (local onde se encontra o alimento) e espaco
ectoperitréfico (espaco entre a membrana peritrofica e o epitélio do intestino médio) (Terra &
Ferreira 2012, Gullan & Cranston 2012).

As lectinas inseticidas podem agir ligando-se a quitina e residuos de N-acetilglicosamina da
membrana peritrofica, causando danos morfoldgicos no trato digestivo e afetando a digestdo e
absorcdo de nutrientes, ligando-se também a glicoconjugados da membrana celular ao longo do canal
alimentar afetando as vias de sinalizacdo e os processos de transporte, além de desestabilizar o
metabolismo dos insetos interferindo nas fungdes enzimaticas, estimulando ou inibindo essas
atividades (Carlini & Grossi-de-Sa 2002, Macedo et al. 2007, Fitches et al. 2008, Paiva et al. 2012,
Napoledo et al. 2012).

Diante desse cenario, esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de cladodios
de O. ficus-indica e da lectina (OfiL) sobre atividade de enzimas digestivas (protease total, tripsina,
endo e exoglucanase e a-amilase) de lagartas de S. frugiperda. Além disso, tambem foi avaliado o
efeito da lectina na sobrevivéncia desse inseto quando incorporados a uma dieta artificial e o efeito

do extrato na histologia e histoquimica do intestino medio.
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Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos em dois laboratorios do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) (Laboratério de Biologia e
Resisténcia de Plantas a Insetos e Fisiologia de Insetos) e no Laboratério de Bioquimica de
Proteinas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brasil.
Criacéo dos Insetos. A criacdo de Spodoptera frugiperda foi mantida em sala climatizada (27 £
1°C, 70 £ 10% de UR e 12 h de fotofase). As lagartas recém-eclodidas foram transferidas para potes
de plastico transparentes (25 x 25 cm), forradas com papel toalha. Sobre cada pote, foi adicionada
uma tira de dieta artificial, preparada de acordo com o protocolo descrito por Greene et al. (1976).
As lagartas permaneceram nos potes até que atingissem a fase de pupa. Em seguida, as pupas foram
coletadas e transferidas para potes plasticos (16 x 10 cm) cobertos com papel toalha umedecidos
durante aproximadamente 12 dias. Os adultos recém-emergidos foram colocados para acasalar
(aproximadamente 30 casais) em gaiolas de tubos de PVC (20 x 25 cm) revestidos com papel sulfite,
disposto sobre pratos plasticos (25 x 25 cm), forrados com papel toalha para servir como substrato
para oviposicao. A parte superior de cada gaiola foi fechada com filme plastico de PVC. Os adultos
foram alimentados com solucdo de mel a 10% (v/v) ofertada em tubos de plastico com capacidade
para 10 mL, contendo chumaco de algoddo hidrofilico embebido. As posturas foram coletadas
diariamente por meio da troca do papel que revestia a gaiola e acondicionadas em potes de plastico
transparentes (16 x 10 cm), forrados com papel toalha, por aproximadamente trés dias e mantidas
até a ecloséo das lagartas, quando entdo foram distribuidas sobre a dieta.
Obtencédo do Extrato de Cladodios de Opuntia ficus-indica. Os cladodios de O. ficus-indica
foram coletados no Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA, Recife, Pernambuco), secos ao ar
e triturados em liquidificador industrial (1,5 L). A farinha obtida (10 g) foi homogeneizada em um

agitador magnético a 4°C por 16 h em NaCl a 0,15 M (50 mL). Em seguida, a mistura foi filtrada
62



em gaze e centrifugada (4.000g/15min) e o sobrenadante correspondeu ao extrato bruto. A
concentracdo de proteinas no extrato foi determinada de acordo com a metodologia descrita por
Lowry et al. (1951), utilizando uma curva de albumina de soro bovino (31,25 a 500 pg/mL) como
padréo.

Isolamento da Lectina de Opuntia ficus-indica (OfiL). O isolamento de OfiL foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Santana et al. (2009). Uma aliquota de 2 mL (0,906 mg de
proteina) do extrato de cladodios foi submetida a cromatografia em coluna de quitina (6,5 x 1,5 cm)
equilibrada com NaCl a 0,15 M. A etapa de lavagem foi realizada utilizando NaCl a 0,15 M e
fracdes de 2 mL foram coletadas a cada 5 min sendo a presenca de proteinas monitorada pela medida
da absorbancia a 280 nm. Ao se atingir valores de absorbancia menores que 0,020, as proteinas que
adsorveram a matriz foram eluidas com &cido acético a 1,0 M, em seguida, as fracdes coletadas
foram dialisadas com &gua destilada utilizando uma membrana porosa com tamanho de corte de 3,5
kDa para a eliminacdo do eluente.

Efeito da Lectina (OfiL) na Sobrevivéncia de Lagartas de Terceiro Instar de Spodoptera
frugiperda. Os tratamentos consistiram em 4,4 ug (g de lectina/ g de dieta) de OfiL e 0,15 M de
NaCl como tratamento controle. As solucBes de cada tratamento foram incorporadas a dieta de
acordo com o experimento de sobrevivéncia descrito no capitulo 2. Foram realizados 2 tratamentos
e 50 repeticBes (sendo cada repeticdo representada por uma lagarta de terceiro instar). Apés 24 h, a
dieta foi substituida por outra de igual tamanho e sem tratamento, que foi trocada diariamente até
que as lagartas atingissem a fase de pupa. As avalia¢Oes foram realizadas diariamente registrando-
se 0 numero total de larvas vivas, duracdo e viabilidade das fases de larva, pré-pupa e pupa, peso
de pupas, longevidade e adultos defeituosos.

Efeito do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e da Lectina (OfiL) sobre as Atividades

Enzimaticas do Intestino de Spodoptera frugiperda. Grupos de 15 larvas de terceiro instar de S.
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frugiperda, criadas em dieta artificial adaptada de Greene et al. (1976), foram coletadas e
imobilizadas colocando-as no congelador a -20°C durante 15 min. O intestino médio de cada inseto
foi removido utilizando uma agulha de 0,3 mm (BD Ultra-Fine Il 1l de Becton, Dickinson e
Company, NJ, EUA) de 8 mm de comprimento, sendo imediatamente armazenados em tampao Tris
(Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0) ou tampéo acetato (acetato de sddio 0,1 M, pH 5,5), ambos contendo
CaCl, a 0,02 M e NaCl a 0,15 M. Em seguida, os intestinos foram colocados em um macerador de
tecido de vidro de 2 mL e homogeneizados manualmente com 1 mL da solucdo tampéo usada na
dissecacdo. Os homogeneizados foram entdo centrifugados (13000 rpm/4°C) durante 10 min. Os
sobrenadantes (extratos de intestino) foram utilizados para a avaliacdo das atividades enzimaticas.
Os extratos em tampao Tris foram utilizados em ensaios para atividade de protease total e serino
protease (tripsina), enquanto os extratos em tampao acetato foram usados nos ensaios de celulase
(endoglucanase e exoglucanase) e a-amilase. Os bioensaios foram realizados em triplicata e o efeito
do extrato de cladddios e OfiL foi avaliado pela incubacao de trés concentracfes mais testemunha
de cada preparacéo.

Atividade proteolitica total: A atividade de proteases foi determinada de acordo com Azeez et al.

(2007), utilizando azocaseina como substrato. O extrato do intestino do inseto (50 uL; 45 ug de
proteina) foi incubado com 50 puL de agua destilada (controle a 100%) ou 50 uL da lectina (12-48
ug) ou extrato de cladodios (75-185 ug). Em seguida, foi adicionado 300 uL de tampéo fosfato de
sodio a 0,1 M (pH 7,5), 50 uL de azocaseina a 0,6% (p/v) e 100 uL de Triton X-100 (1% - v/v) e as
amostras foram incubadas a 37°C por 3 h. A reagéo foi interrompida pela adigao de 200 uL de acido
tricloroacético (TCA) a 10% (v/v). O branco foi feito nas mesmas condi¢des do teste, no entanto a
adicédo de 200 pL de TCA foi realizada antes da adi¢do do substrato. Apds 30 min na geladeira as

amostras foram centrifugadas (13000 rpm por 10 min) e a absorbancia a 366 nm foi determinada.
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Atividade de tripsina simile: O extrato de intestino do inseto obtido em tampao Tris-HCI 0,1 M pH

8,0 contendo NaCl 0,15 M (30 pL; 282 ug de proteina) foi incubado por 15 min com 30 uL de agua
destilada (controle a 100%) ou 30 uL da lectina (8-32 ug) ou extrato de cladddios (45-110 ug). Em
seguida, foram adicionados 15 pL do substrato N-a-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (BApNA) a
8 mM e o volume foi completado para 200 pL. com tampdo Tris. Também foram preparados brancos
das amostras, nos quais 15 uL do tampdo Tris foram adicionados no lugar do substrato. Apds 1 h,
foi realizada a leitura da absorbancia a 405 nm em leitor de microplacas.

Atividade de celulase (endoglucanase e exoglucanase): Os ensaios para endo e exoglucanase foram

realizados de acordo com as adaptac6es dos métodos descritos por Li et al. (2009) e Wood & Bhat
(1988), respectivamente. O extrato de intestino do inseto (50 uL; 197 pg de proteina) foi incubado
com 50 pL de &gua destilada (controle a 100%) ou 50 pL da lectina (16-64 ug) ou extrato de
cladddios (75-185 ug) com 400 pL de uma suspensdo em tampdo acetato de carboximetilcelulose a
1% (p/v) (para atividade de endoglucanase) e solucdo de Avicel a 1% (p/v) (para atividade de
exoglucanase). O branco foi feito na mesma condicdo do teste, no entanto, a suspenséo do substrato
foi substituida por 400 uL de tampdo acetato. Em seguida, foram aquecidos a 50°C por 10 min.
Apos esse periodo foi adicionado 500 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e o ensaio foi
aquecido por 10 min a 100°C, sendo imediatamente resfriado em gelo por 15 min. A absorbancia a
540 nm foi determinada em leitor de microplacas, utilizando 200 pL de cada tubo. A quantidade de
agucares redutores foi determinada utilizando uma curva de glicose como padréo (Y = 0,0885x +
0,1452), em que Y é a absorbancia a 540 nm, e x é a concentracdo de glicose em mg/mL).

Atividade de a-amilase: O ensaio foi realizado com base no método descrito por Bernfeld (1955).

O extrato de intestino do inseto (50 uL; 200 ug de proteina) foram adicionados 50 pL de agua
destilada (controle a 100%) ou 50 pL da lectina (12-48 ug) ou extrato de claddédios (90-360 pg).

Em seguida, acrescentou-se 400 puL de uma suspensdo de amido a 1% (p/v) preparada em tampao
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acetato. O branco foi feito na mesma condicdo do teste, no entanto a suspensao de amido foi
substituida por 400 pL de tampdo acetato. Os tubos foram incubados a 50°C por 10 min. Em
seguida, adicionou-se 500 L de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e o ensaio foi aquecido a 100°C
por 10 min e imediatamente resfriado em gelo por 15 min. O valor de absorbancia a 540 nm foi
determinado em leitor de microplacas, utilizando 200 uL de cada tubo. A quantidade de agUcares
redutores foi determinada utilizando uma curva padrdo da reacdo de diferentes concentracdes de
glicose com DNS (Y =0,0885x + 0,1452, em que Y € a absorbancia a 540 nm, e x é a concentracao
de glicose em mg/mL).

Analise Histoldgica e Histoquimica do Intestino Médio de Lagartas de Spodoptera frugiperda
Submetida ao Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica. Foram coletados dez intestinos
médios de lagartas de terceiro instar de cada grupo: extrato de cladédios (12,8 e 25,6 mg/g,
miligramas de amostra por gramas de dieta) e 3,12 mg/g de NaCl (tratamento controle) nos tempos
de 24 e 48 h apos o tratamento. As solugdes de cada tratamento foram incorporadas a dieta de acordo
com o experimento de sobrevivéncia descrito no capitulo 2. Para a coleta do material, os insetos
foram imobilizados a baixa temperatura (4°C) e dissecados com o auxilio de uma agulha de 0,3 mm
(BD Ultra-Fine 11 11 de Becton, Dickinson e Company, NJ, EUA) de 8 mm de comprimento. Em
seguida, foram fixados em formol tamponado a 10% de acordo com cada tempo e conservados em
alcool a 70%. O intestino médio foi seccionado, desidratado em banhos crescentes de alcool etilico
(70-100%) por 10 min cada, embebido em alcool+historesina (1:1) por 24 h, depois em mais 24 h
em historesina pura e finalmente incluido em historesina Leica©. Cortes com 5 um de espessura
foram obtidos em microtomo Leica© RM 2035. Os cortes foram submetidos as técnicas de
coloracgéo pelo Azul de Toluidina para analise morfologica do tecido. Para analises histoquimicas,
foram utilizados o Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) para deteccdo de polissacarideos neutros

(Jungueira & Junqueira 1983) e Xylidine Ponceau para proteinas totais (Pearse 1960). As analises
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histologicas e histoquimicas foram realizadas utilizando-se um microscépio de luz da marca
OLYMPUS BX-49, e fotografado em fotomicroscéopio Leica© DM500 e camera OLYMPUS BX-
51. As imagens foram capturadas e digitalizadas pelo software LAS Leica Image.

Quantificacdo Média de Polissacarideos Neutros e Proteinas Totais. Foram utilizadas quatro
seccdes da regido mediana do intestino médio de lagartas para cada tratamento, através do programa
editor de imagens GIMP 2.8 (GNU Image Manipulation Program, UNIX platforms). O programa
converte imagens digitais para uma escala de cinza, 0 que permite a mensuracao dos valores de
pixels referentes a marcacdo selecionada no tecido (Solomon 2009). Para cada tratamento utilizou-
se 3 laminas de individuos diferentes, sendo mensurados 4 campos de cada lamina, totalizando 12
campos por grupo.

Procedimentos Estatisticos. Os dados referentes ao efeito da lectina sobre a sobrevivéncia de S.
frugiperda foram submetidos ao Teste-t (P < 0,05), os demais experimentos foram submetidos a
analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05), com corre¢des de
Bonferroni para nivel de significancia de 0,05 (o = 0,05/n, onde n representa o numero de médias
em comparacdo, para manter o nivel de erro igual ou inferior a 0,05) (Abdi 2007). Todas as analises

foram realizadas pelo Programa Estatistico SAS (SAS Institute 2002).

Resultados
Efeito da Lectina (OfiL) na Sobrevivéncia de Lagartas de Terceiro Instar de Spodoptera
frugiperda. O tratamento com OfiL nédo foi capaz de causar mortalidade, contudo, as lagartas que
ingeriram a lectina apresentaram um encurtamento do periodo larval, que durou cerca de 3,3 dias,
contra 3,6 dias no grupo controle (Gl = 86,8; t = -2,00; P = 0,0481). Para a fase de pré-pupa (Gl =
98; t = 0,25; P = 0,8056) ndo foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos. Por outro

lado, no grupo controle a fase de pupa apresentou maior duragéo (8,8) quando comparado ao grupo
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tratado com OfiL (8,5 dias) (Gl = 66,2; t =-1,60; P = 0,1146). O tratamento com OfiL também néo
causou alteracdo significativa (Gl = 98; t = 0,14; P = 0,8897) no peso médio de pupas, mas resultou
em um aumento no percentual de pupas (90%) que emergiram como adultos em relacdo ao grupo
controle (75%) (Gl = 89,3; t = 1,64; P = 0,1040). A longevidade de adultos de S. frugiperda foi
maior para aqueles oriundos das larvas tratadas com a dieta contendo lectina (Gl = 68,4; t = 0,16; P
= 0,8766). Para o percentual de adultos defeituosos ndo houve diferenca entre nenhum dos
tratamentos (Gl = 82; t = -1,33; P = 0,1883) (Tabela 1).

Efeito do Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica e da Lectina (OfiL) sobre as Atividades
Enzimaticas do Intestino de Spodoptera frugiperda. Foi confirmada a presenca de atividade
proteolitica total e de tripsina nos extratos de intestino das lagartas, porém, ndo foi observada
diferenca significativa (Fs, 20 = 0,68; P = 0,6685 para proteases; Fs, 20 = 2,30; P = 0,0939 para
tripsina) quando em presenca do extrato de cladodios ou de OfiL (Figs. 1 e 2). Nos bioensaios de
atividade de celulase, a enzima endoglucanase néo foi detectada nos intestinos de S. frugiperda em
nenhum dos tratamentos. J& para a enzima exoglucanase foi detectada a sua presenca, com diferenca
significativa apenas para as duas maiores concentragdes do extrato de cladédios em relacéo a OfiL
(Fe, 20 = 20,48; P < 0,0001) (Fig. 3). Os extratos de intestino também apresentaram atividade de o-
amilase, a qual foi aumentada em presenca do extrato de cladodios e de OfiL em relagéo ao controle
(Fe, 20=92,66; P < 0,0001) (Fig. 4).

Analise Histoldgica e Histoquimica do Intestino Médio de Lagartas de Spodoptera frugiperda
Submetida ao Extrato de Cladddios de Opuntia ficus-indica. O intestino medio de lagartas de
terceiro instar de S. frugiperda do tratamento controle, para ambos os tempos de 24 e 48 h,
apresentaram histologia tipica, sendo revestido externamente por duas camadas musculares: uma
camada mais externa, formada por feixes espacados, dispostos longitudinalmente, e uma camada

mais interna, disposta circularmente. Internamente, o intestino médio foi constituido por tecido

68



epitelial simples, apresentando trés tipos celulares: células colunares, caracterizadas pela presenca
de microvilosidades em seu apice e nucleos esféricos centrais; caliciformes, as quais possuem uma
invaginacao de sua membrana formando a camara globosa, com nucleo basal e achatado; e células
regenerativas, que foram observadas em menor nimero, as quais encontraram-se na regido basal do
epitélio, com nucleo esférico e central. A matriz peritrofica foi encontrada revestindo internamente
0 6rgdo, envolvendo o material digerido, o qual encontrava-se disposto no limen do 6érgéo (Figs.
5A-B, 6A-B).

O intestino médio das lagartas de S. frugiperda tratadas com extrato de cladddios a 12,8
mg/qg, apresentou alteracdes histologicas que variaram de intensidade de acordo com o tempo de
exposicao. Para os intestinos analisados com 24 h, verificou-se que houve uma desorganizacao de
partes do epitélio e membrana peritrofica, além de uma vacuolizacdo no citoplasma de células
colunares e de um aumento de tamanho das células caliciformes (Figs. 5C-D). Ja para os intestinos
examinados com 48 h, foi observado um epitélio completamente desorganizado, além do
desaparecimento da membrana peritréfica (Figs. 6C-D).

Para as lagartas tratadas com extrato de cladodios a 25,6 mg/g, analisadas com 24 e 48 h,
verificou-se que as alteragfes no intestino médio foram menos expressivas, sendo observada uma
regeneracdo ou reorganizacdo do epitélio com a presenca da membrana peritrofica, células
caliciformes e regenerativas para ambos os tempos e células colunares apenas para 0s intestinos
observados com 48 h (Figs. 5E-F, 6E-F).

As andlises estatisticas realizadas para avaliar os efeitos do extrato de cladodios de Opuntia
sobre a histoquimica de S. frugiperda demonstraram reagdo positiva tanto para os teores de
carboidratos P.A.S., quanto para os teores de proteinas totais (Xylidine Ponceau) em todos 0s
tratamentos realizados com 24 e 48 h. Para o teste de P.A.S., as lagartas de terceiro instar tratadas

com extrato de cladoddios a 12,8 e 25,6 mg/g, apresentaram uma reducdo na quantidade de
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polissacarideos neutros quando comparados a testemunha para os dois tempos de avaliacdo
analisados. Com 48 h, ambos os tratamentos também causaram reducdo na quantidade de
polissacarideos neutros, sendo a reducdo significativa somente maior no tratamento com o extrato
a 12,8 mg/g (Fig. 7). Para o teste com Xylidine Ponceau ndo houve diferenca para as lagartas
tratadas com 24 h, ja para as avaliacOes realizadas com 48 h, verificou-se que houve uma reducéo
no teor de proteinas em relacdo a testemunha, sendo que novamente as lagartas tratadas com extrato

a 12,8 mg/g, foram as que obtiveram maior reducao (Fig. 8).

Discussao

A ingestdo de OfiL ndo foi capaz de promover mortalidade das lagartas de S. frugiperda. A
literatura, no entanto, mostra que essa mesma lectina sobre outros insetos apresentaram resultados
diferentes. Paiva et al. (2011) testando OfiL sobre operarios de Nasutitermes corniger
(Motschulsky), constataram uma mortalidade de 100% ap0s 4 dias utilizando uma concentracéo de
1,5 mg/mL. Napoledo et al. (2012) analisando o efeito da lectina (MuLL) de Myracrodruon
urundeuva (Fr. All.) contra larvas de quarto estagio de A. aegypti, mostraram que a lectina (MuLL)
promoveu mortalidade de 16, 5 e 84% de larvas de 24 horas com as concentragdes de 0,140; 0,202
e 0,264 mg/mL de proteina, respectivamente. Em outro estudo Napoledo et al. (2013) observaram
que lectina de M. urundeuva (MuLL) ndo afetou significativamente a mortalidade de Sitophilus
zeamais (Mots.), porém, insetos que tiveram contato com um maior teor de MuLL (150 mg/g)
ingeriram uma quantidade menor da dieta refletindo um forte efeito deterrente alimentar.

Apesar de ndo afetar a mortalidade, a dieta contendo lectina diminuiu o periodo de
desenvolvimento larval e a fase de pupa e aumentou a viabilidade pupal e a longevidade de S.
frugiperda em relacdo ao controle. Oliveira et al. (2011) e (2017) analisando a lectina (cMoL) e

(WSMoL) de Moringa oleifera (Lam.) incorporada a dieta artificial mostrou que a mesma exerceu
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atividade inseticida em Anagasta kuehniella (Zeller) resultando em diminuicdo na utilizacdo da
dieta, atraso no desenvolvimento de larvas, bem como sobrevivéncia das pupas e reducao do peso.

O fato do experimento ter sido realizado com dieta artificial de alta qualidade, contendo a
presenca de agentes gelificantes, fungistaticos, antibacterianos, antioxidante e anticontaminantes,
além de fontes de proteinas, vitaminas, carboidratos e sais, juntamente com a concentracdo de
lectina utilizada e 0 modelo de inseto, podem ter dificultado a visualiza¢do dos efeitos inseticidas
ou demais consequéncias que pudessem interferir no desenvolvimento do inseto ou até mesmo leva-
los a morte.

Assim como na maioria dos organismos, os insetos também produzem enzimas digestivas
para a obtencao dos nutrientes essenciais as atividades metabdlicas (Medeiros 2000). A necessidade
dessas enzimas nos diferentes organismos, incluindo os insetos esta relacionada especialmente a
complexa composicao quimica das dietas ingeridas por eles (Terra & Ferreira 2012). Os estudos
dessas enzimas constituem uma importante base para a compreensdo da fisiologia digestiva (Asadi
et al. 2010).

Macedo et al. (2007) e Napoledo et al. (2012) relataram que as lectinas podem afetar o
metabolismo dos insetos, inibindo (bloqueando a atividade enzimatica por ligacdo a porcfes de
proteina ou aglcar) ou estimulando (aumentando a afinidade da enzima em seu substrato) a
atividade das enzimas digestivas no intestino médio dos insetos.

As proteases digestivas sd0 uma dessas importantes enzimas, localizadas na regido do
intestino médio dos insetos, catalisando a clivagem de ligacdes peptidicas, liberando peptideos e
aminoacidos (Moreira et al. 2007). Em lepidopteros as serino-proteases sdo as mais comuns, entre
elas, as quimiotripsinas e tripsinas (Oliveira et al. 2005). As tripsinas clivam preferencialmente
cadeias polipeptidicas na por¢do C-terminal de residuos de aminoacidos basicos com arginina e

lisina. Essas serino-proteases participam de uma grande diversidade de processos fisiologicos que
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incluem desenvolvimento e producdo de peptideos biologicamente ativos, digestdo e ativacdo de
proteinas especificas (Gill et al. 1996, Wilson et al. 1997).

No presente estudo foi verificada a presenca de atividade nos testes de protease e tripsina,
porém, ndo foi observada diferenca significativa quando em presenca do extrato de O. ficus-indica
ou de OfiL. Agra-Neto et al. (2014) e Oliveira et al. (2016) relataram que as lectinas WSMoL e
WSMolLc de sementes de M. oleifera apresentaram efeito estimulador sobre a atividade de protease
total do intestino de larvas de Aedes aegypti (L.). Napoledo et al. (2013), entretanto, estudando os
efeitos deletérios do extrato de folhas de aroeira, M. urundeuva e sua respectiva lectina (MuLL)
sobre o gorgulho do milho, S. zeamais constataram que as atividades de protease total e tripsina nos
insetos criados em dietas contendo extrato de folhas e a lectina foram significativamente inferiores
as dos insetos controle.

De acordo com Coelho et al. (2007) e Napoledo et al. (2012) a atividade do tipo tripsina do
intestino de Ephestia kuehniella (Zeller) e de larvas de A. aegypti foi inibida por lectinas (ACLEC)
de sementes de fruta-do-conde, Annona coriacea (Mart.) e folhas de M. urundeuva,
respectivamente. Albuquerque et al. (2012) também verificaram que a lectina (MvRL) do rizoma
de samambaia, Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisch.) inibiu a atividade de tripsina de
operarios de N. corniger e pode ter levado a deterioracdo da digestdo e absorcdo de aminoacidos
essenciais.

Os carboidratos sdo nutrientes essenciais que fornecem a energia necessaria tanto para o
crescimento larval quanto para a manutencdo da longevidade dos adultos na maioria dos insetos,
porém, o seu valor nutritivo depende de enzimas capazes de digeri-los a mondmeros apropriados
para sua posterior absor¢ao (Dadd 1985, Terra et al. 1996). As celulases sdo enzimas responsaveis
pela degradacéo da celulose ou outros celo-oligossacarideos até glicose. Sdo conhecidos trés tipos:

B-glucosidases, endoglucanases e exoglucanases. As endoglucanases clivam a cadeia de celulose
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no interior da molécula de celulose, ja a exoglucanase atua nas extremidades da cadeia de celulose
(Lima et al. 2014).

Nos bioensaios de atividade de celulase, a enzima endoglucanase ndo foi detectada nos
intestinos de S. frugiperda em nenhum dos tratamentos. Ja para a enzima exoglucanase, todos os
grupos apresentaram atividade, porém, o grupo da lectina inibiu expressivamente essa atividade.
Lima et al. (2018) avaliando as atividades enzimaticas de operarios de N. corniger apds incubacgéo
com lectinas isoladas da casca (MuBL) e de folhas (MuLL) de M. urundeuva, constataram que as
atividades de endoglucanase dos operarios ndo foram significativamente afetadas, diferentemente
da atividade de exoglucanase que foi neutralizada por MuBL enquanto, a lectina isolada de folhas
(MuLL) promoveu um aumento em cerca de duas vezes nesta atividade.

Outra importante enzima ¢ a a-amilase, que é formada por um grupo de enzimas
monoméricas com a funcao de catalisar a hidrolise de ligacdes glicosidicas presentes no amido,
glicogénio e outros carboidratos, a presenca dessa enzima tem sido demonstrada no sistema
digestivo de diversos insetos, incluindo membros da ordem Lepidoptera, sendo essenciais no
crescimento e desenvolvimento, especialmente em insetos-praga que vivem em estoques de
sementes e gréos ricos em amido (Dojnov 2008, Terra & Ferreira 1994, Lima 2012).

Diferentemente da atividade de exoglucanase, a atividade de a-amilase aumentou
significativamente no grupo incubado com lectina e extrato em relagdo ao controle. Resultados
similares foram encontrados por Napoledo et al. (2012) e Agra-Neto et al. (2014), na qual foi
constatada que as lectinas de folhas de M. urundeuva (MuLL) e de sementes de M. oleifera
(WSMoL) demonstraram exercer efeito estimulador sobre a atividade da a-amilase de A. aegypti.
Napoledo et al. (2013), no entanto, estudando os efeitos do extrato de folhas de M. urundeuva e sua

lectina (MuLL) sobre o gorgulho do milho, verificaram que o grupo controle apresentou maior
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atividade a-amilase em relacdo ao extrato de folhas, j& para os insetos criados em dietas contendo
a lectina, os mesmos reduziram significativamente as suas atividades.

Segundo Paiva et al. (2013) os insetos em seu aparelho enzimatico podem se adaptar
fisiologicamente a um desequilibrio causado por proteinas toxicas de plantas, aumentando a
expressao de uma enzima ou expressando outras diferentes daquela afetada pelo agente inseticida.

Resultados relacionados a histologia de S. frugiperda, demonstraram que o intestino do
grupo controle seguiu 0 mesmo padrdo morfoldgico descrito por outros autores como: Correia et
al. (2009), Roel et al. (2010), Silva (2014) e Guedes (2017) para a mesma espécie em estudo.
Segundo Cavalcante & Cruz-Landim (1999) e Pinheiro et al. (2003), o epitélio do intestino médio
de lepidopteros é composto por quatro tipos celulares: colunares , caliciformes, regenerativas e
enddcrinas, com excecdo das células endocrinas, por ndo serem facilmente identificadas por
microscopia de luz (Scudeler & Santos 2014), todas as outras foram encontradas no intestino médio
de lagartas de S. frugiperda no presente estudo.

O intestino médio das lagartas de S. frugiperda tratadas com extrato de O. ficus-indica a
12,8 mg/g, apresentou alteracdes histoldgicas que variaram de intensidade de acordo com o tempo
de exposicdo. Dentre as alteracGes, a degradacdo das microvilosidades e/ou da matriz peritréfica e
a vacuolizacdo do citoplasma encontradas nesse trabalho corroboram com os resultados
encontrados por Correia et al. (2009), Knaak et al. (2010), Roel et al. (2010) e Scudeler & Santos
(2013) pela administragéo de outros compostos derivados de plantas, tais como, Azadirachta indica
(A. Juss), Cymbopogon citratus (DC.), Malva sylvestris (L)., Petiveria alliacea (L) e Zingiber
officinale (Roscoe).

Os resultados observados no intestino médio de lagartas tratadas com extrato de O. ficus-
indica a 25,6 mg/g, para ambos os tempos, verificaram que as alteracbes foram menos expressivas,

sendo observada uma regeneracdo ou reorganizacao do epitélio com a presenca da membrana

74



peritrofica, células caliciformes e regenerativas. De acordo com Spies & Spence (1985), a
renovacdo epitelial pela proliferacdo e diferenciacdo das células regenerativas € estimulada pela
liberacdo de fatores que podem estar ligados a alterac6es nas células colunares.

Alteracdo no metabolismo dos insetos € um dos efeitos ocasionados por inseticidas,
sintéticos ou naturais. Os lipideos, bem como os carboidratos e proteinas servem como precursores
para o metabolismo de diversas substancias, e sua reducao ocasiona efeitos indesejaveis em diversos
processos fisiologicos (Oliveira & Cruz-Ladim 2003). Como consequéncia da reducdo no
quantitativo nutricional, varios parametros bioldgicos sdo afetados, esses parametros variam desde
a reducao no peso, alteragdes nos tempos dos instares até o decréscimo da capacidade reprodutiva.
A aquisicao desses recursos nutricionais € de extrema importancia, visto que em muitos insetos, os
nutrientes acumulados durante a fase imatura sdo imprescindiveis na reproducao, como no caso de
S. frugiperda (Jervis & Ferns 2004, Milano et al. 2010, Cruz et al. 2016).

Dentre os recursos nutricionais, os polissacarideos sdo macromoléculas complexas de
carboidratos formados por milhares de monossacarideos unidos entre si por ligacdes glicosidicas.
Esses polissacarideos sdo requeridos em varios processos metabolicos, atuando como principal
fonte energética; na formacdo da quitina; sdo responsaveis por inimeras funcbes metabdlicas e
estruturais; podem ser convertidos em lipideos, além de participarem da sintese de aminoacidos
(Arrese et al. 2010, Chapman 2013). Segundo Parra (1999) o aumento no teor de carboidratos
propicia um alongamento na longevidade dos insetos, e consequentemente sua diminuicao, reduz a
sobrevivéncia desses organismos.

Assim, como o0s carboidratos, as proteinas tambem sdo de fundamental importancia para os
insetos, pois apresentam fungles estruturais, enzimaticas, no transporte e armazenamento de
moléculas e como receptores. Alteracdes nesses niveis proteicos afetam diretamente a vitelogénese,

ja que proteinas como vitelogenina, carboxipeptidase vitelogénica, catepsina B e lipoforina séo
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produzidas e secretadas pelo corpo gorduroso e incorporadas aos ovocitos em desenvolvimento,
sendo assim a reducdo na quantidade de proteinas pode acarretar em efeitos negativos na reproducao
(Panizzi & Parra 2009, Guizzo et al. 2012). Senthilkumar et al. (2009) afirmam que a reducéo de
proteinas deve-se provavelmente a interferéncia acarretada por compostos presentes nos inseticidas
botanicos que atuam nos hormonios que regulam a sintese proteica.

O extrato de cladodios de Opuntia a 12,8 e 25,6 mg/g, ocasionaram alteragdes no intestino
médio de lagartas de S. frugiperda, reduzindo os teores de polissacarideos neutros e proteinas nos
diferentes periodos de tempo estudados. Uma provavel hipotese para que esse extrato tenha
apresentado essa reducdo, pode ser devido ao fato de conter terpenoides e flavonoides que atuam
como um antinutriente (Priestley et al. 2003, Sellamuthu et al. 2013).

Estudos realizados por Alves et al. (2014) com lagartas de 3° instar de S. frugiperda
submetidas ao 6leo de pimenta longa (Piper hispidinervum C.DC.) nas concentracGes 30 e 50
mg/mL, demostraram que a ingestdo dessa substancia ocasionou uma reducdo no quantitativo de
lipideos, proteinas e carboidratos neutros nas génadas dos insetos, afetando, por consequéncia, a
reproducdo. Cruz et al. (2015) também observaram que os ovariolos de S. frugiperda apresentaram
menor quantidade de proteinas no vitelo dos ovdcitos, cujas larvas foram tratadas com os 6leos
essenciais, principalmente na concentragédo de 50 mg/L de pimenta longa, e reducéo de carboidratos
neutros em todas as concentragdes testadas.

Silva et al. (2016) submeteram esta mesma praga ao 0leo de C. winterianus e resultados
semelhantes foram encontrados, onde o decréscimo no quantitativo de nutrientes foi diretamente
proporcional a uma reducdo no potencial reprodutivo. Guedes (2017) também realizando testes
histoquimicos, observou que o composto trans-anethole, quando utilizado de forma isolada ou

associada com o limoneno, apresentou maior eficiéncia na reducdo do teor de polissacarideos
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neutros e proteinas no intestino médio de lagartas de S. frugiperda quando comparados a
testemunha.

Em conclusdo, os dados obtidos na presente pesquisa demostraram que a toxicidade do
extrato de cladddios para S. frugiperda pode envolver o desbalanco na atividade de enzimas
digestivas e alteracfes na morfologia e fisiologia do intestino médio. Em adi¢do, ensaios futuros

ainda sdo necessarios para determinar a participacdo de OfiL no efeito inseticida do extrato.
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Tabela 1. Pardmetros biol6gicos de Spodoptera frugiperda, a partir de lagartas alimentadas

com meio artificial contendo a lectina de Opuntia ficus-indica (OfiL). Temp.: 27 + 1°C, UR 70 +

10% e 12h de fotofase.
Pardmetros Controle? Lectina (4,4 pg/g de dieta) !
Mortalidade (%) 0,0+0,00a 0,0+0,00a
Duracdo larval (Dias) 36+0,10a 3,3+0,07b
Duracdo pré-pupal (Dias) 1,8+£0,06 a 1,8+£0,05a
Duracéo pupal (Dias) 8,8+0,16a 85+0,10b
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Peso pupal (mg)

Viabilidade larval (%)

Viabilidade pré-pupal (%)

Viabilidade pupal (%)

Longevidade (Dias)

Adultos defeituosos (%)

206,5+3,79a

100,0 £ 0,00 a

100,0 £ 0,00 a

78,0£591b

6,1+051D

58,9+797a

207,3+4,51a

100,0 £ 0,00 a

100,0 £ 0,00 a

90,0+4,28a

6,2+0,35a

444 + 7,49 a

!Médias (+ EP) seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre si pelo Teste-t ao nivel de

5% de probabilidade. *Lagartas a partir do terceiro instar.
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Figura 1. Efeito do extrato de Opuntia ficus-indica e da lectina (OfiL) sobre a atividade de protease

total do intestino de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda. Temp.: 27 + 1°C, UR 70

+ 10% e 12h de fotofase.
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Figura 2. Efeito do extrato de Opuntia ficus-indica e da lectina (OfiL) sobre a atividade de tripsina
do intestino de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda. Temp.: 27 + 1°C, UR 70 £ 10%

e 12h de fotofase.
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Figura 3. Efeito do extrato de Opuntia ficus-indica e da lectina (OfiL) sobre a atividade de
exoglucanase do intestino de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda. Temp.: 27 £+ 1°C,

UR 70 £ 10% e 12h de fotofase.
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Figura 4. Efeito do extrato de Opuntia ficus-indica e da lectina (OfiL) sobre a atividade de a-amilase
do intestino de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda. Temp.: 27 + 1°C, UR 70 £ 10%

e 12h de fotofase.
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Figura 5. Corte transversal do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda. (A) e (B) controle 24 horas com
3,12 mg/g de NaCl. (C) e (D) tratamento com 12,8 mg/g de extrato de Opuntia ficus-indica 24 horas. (E) e (F) tratamento
com 25,6 mg/g de extrato de Opuntia ficus-indica 24 horas. (A) observar o epitélio integro, bem como a presenca de
membrana peritréfica (seta longa). (B) evidenciar células colunares (Cc), células caliciformes (pontas de seta) e células
regenerativas (Asterisco), externamente notar musculo longitudinal (MI) e circular (Mc). (C) verificar parte do epitélio
alterado (Epa) e membrana peritrofica (seta longa). (D) observar vacuolizagdo (seta tracejada), no citoplasma de células
colunares (seta pequena) e aumento de tamanho das células caliciformes (pontas de seta). (E) e (F) epitélio integro com
células caliciformes (pontas de seta), células regenerativas (Asterisco) e com presenga de membrana peritréfica (seta
longa). Lumen intestinal (L). Coloragdo Azul de Toluidina.
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Figura 6. Corte transversal do intestino médio de lagartas de Spodoptera frugiperda. (A) e (B) controle 48 horas com
3,12 mg/g de NaCl. (C) e (D) tratamento com 12,8 mg/g de extrato de Opuntia ficus-indica 48 horas. (E) e (F) tratamento
com 25,6 mg/g de extrato de Opuntia ficus-indica 48 horas. (A) e (B) observar o epitélio integro formado por células
colunares (Cc), células caliciformes (pontas de seta) e células regenerativas (Asterisco), bem como a presenca de
membrana peritréfica (seta longa) e masculo longitudinal (MI) e circular (Mc), externamente. (C) e (D) verificar o
epitélio alterado (Epa) e o desaparecimento da membrana peritrofica. (E) e (F) epitélio integro com células colunares
(Cc), caliciformes (pontas de seta), células regenerativas (Asterisco) e com presenga de membrana peritrofica (seta
longa). Lumen intestinal (L), Membrana peritréfica (seta longa), Epitélio (Ep), Coloracdo Azul de Toluidina.
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Figura 7. Histoquimica do intestino médio de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda para carboidratos
neutros. (A) Controle com 3,12 mg/g de NaCl 24 horas. (C) e (E) tratamento com 12,8 e 25,6 mg/g 24 horas,
respectivamente, de extrato de Opuntia ficus-indica. (B) controle com 3,12 mg/g de NaCl 48 horas. (D) e (F) tratamento
com 12,8 e 25,6 mg/g 48 horas, respectivamente, de extrato de Opuntia ficus-indica. Coloragdo P.A.S. (G) quantidade
média de pixels para carboidratos neutros. Barras seguidas de letras desiguais diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de significancia. Lamen (L).
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Figura 8. Histoquimica do intestino médio de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda para proteinas totais.
(A) Controle com 3,12 mg/g de NaCl 24 horas. (C) e (E) tratamento com 12,8 e 25,6 mg/g, 24 horas, respectivamente,
de extrato de Opuntia ficus-indica. (B) controle com 3,12 mg/g de NaCl 48 horas. (D) e (F) tratamento com 12,8 e
25,6 mg/g, 48 horas, respectivamente, de extrato de Opuntia ficus-indica. Colora¢do Xylidine Ponceau. (G) quantidade
média de pixels para proteinas totais. Barras seguidas de letras desiguais diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 0,05 de significancia. Lamen (L).
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS

Esta Tese foi motivada pela necessidade de realizar estudos para o controle de S. frugiperda
de uma forma menos impactante para 0 ambiente e que venha a contribuir para a reducao da selecao
de insetos resistentes. Inicialmente foi realizada uma caracteriza¢ao quimica do extrato de cladédios
de O. ficus-indica, onde foram detectados compostos pertencentes a classes de moléculas inseticidas
(lectinas e metabdlitos secundarios). Nesse sentido, foram procedidas investigacdes que revelaram
o0 potencial inseticida do extrato de cladodios e do cloreto de sodio (NaCl) sobre S. frugiperda por
afetar a viabilidade de ovos, periodos de duracdo e viabilidade analisados alterando o seu
desenvolvimento e afetando algumas vezes em seus parametros reprodutivos. Ainda, o extrato de
cladodios e o cloreto de sddio mostrou ser um promissor agente fagoestimulante entre os
tratamentos e ao longo do tempo de exposicdo de 48 h para aqueles tratados com extrato de
cladddios. O extrato de cladodios também interferiu na histologia do tecido epitelial, nos teores de
polissacarideos neutros e proteinas dos intestinos de S. frugiperda. Quando os experimentos foram
conduzidos com OfiL, ndo foi possivel apontar a sua participagdo como principio ativo na atividade
inseticida do extrato. Esta Tese contribui, portanto com o painel de compostos inseticidas naturais
por apresentar um novo bioproduto com efeito toxico sobre uma importante praga agricola.
Adicionalmente, os resultados séo importantes, pois estudos abordando mecanismos de ac¢ao ainda
s80 escassos em nossa area. Experimentos futuros séo necessarios para mostrar o efeito do extrato

em condigdes de campo e indicar seu(s) principio(s) ativo(s).
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