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RESUMO

Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas, de origem né&o
imunolodgica, que se ligam de maneira especifica e reversivel a carboidratos. As lectinas
apresentam diversas propriedades bioldgicas, incluindo atividade inseticida. A Opuntia ficus
indica (palma-forrageira) € um dos mais importantes e estratégicos recursos forrageiros no
Semi-arido brasileiro, apresentando extrema resisténcia a seca, podendo servir de alimentos
para os animais, sendo o Unico alimento disponivel durante o periodo de seca. Uma lectina foi
isolada dos cladddios da O. ficus indica, OfiL. OfiL € uma proteina ligadora de quitina, de
natureza anidnica e massa molecular 8,4 kDa. A Moringa oleifera € um espécie vegetal
perene que pode se desenvolver tanto em condicGes irrigadas como de seca, sendo pouco
exigente quanto ao tipo de solo e adubagdo, bem como, tolerante as pragas e doengas. Essas
caracteristicas fazem da moringa uma boa alternativa para cultivo em larga escala no territorio
brasileiro. Duas lectinas foram isoladas de suas sementes, cMoL e WSMoL, ambas capazes
de se ligar a quitina, com naturezas catidnica e anidnica, respectivamente. A cMoL ¢é
constituida por subunidades de massas moleculares 14,9 e 26,5 kDa e WSMoL possui
subunidades de 5 kDa. Os térmitas ou cupins sdo pequenos insetos da Ordem Isoptera que
apresentam comportamento eussocial. Nas col6nias, estdo divididos em castas morfoldgica e
funcionamente distintas. Nasutitermes corniger ¢ uma espécie de cupim com ampla
distribuicdo nas Ameéricas. No Brasil, esta especie é considerada uma praga urbana. A
utilizacdo de inseticidas sintéticos pode acarretar em diversos perigos para organismos ndo-
alvo e para o meio ambiente. Recentemente, a atividade termiticida de diferentes lectinas de
plantas tem sido descrita, 0 que desperta o interesse em investigar outras plantas como novas
fontes de lectinas ativas contra N. corniger. Nesse sentido, o trabalho teve por objetivo
analisar as possiveis acoes inseticida e repelente de OfiL, cMoL e WSMoL sobre N. corniger.
O teste de atividade termiticida foi realizada com cupins operarios e soldados (na proporcao
de 4:1), os quais foram colocados em contato com papéis de filtro embebidos com
preparacgdes das lectinas nas concentracGes de 0,125 a 1,5 mg/mL. A taxa de mortalidade (%)
foi avaliada diariamente. A atividade repelente foi avaliada observando a construcdo de tineis
no agar pelos cupins e fechamento das galerias em resposta a presenca da amostra lectinica.
OfiL (1,5 mg/mL), apresentou atividade termiticida (p<0,05) sobre soldados; OfiL induziu a
mortalidade (p<0,05) de operarios nas concentracdes de 0,25 a 1,5 mg/mL, sendo possivel a
determinacdo, apds 4 dias, de uma CLsp de 0,166 mg/mL. A cMoL foi ativa (p<0,05) apenas
sobre operarios na concentracao de 1,5 mg/mL. A WSMoL foi ativa (p<0,05) na concentragéo
de 1,5 mg/mL contra operarios e soldados. Nenhuma das lectinas apresentou atividade
repelente sobre os cupins. Em conclusédo, OfiL, cMoL e WSMoL mostraram efeitos distintos
sobre as castas de N. corniger. A OfiL possui potencial biotecnoldgico para o uso em controle
de pragas de cupins N. corniger, pois foi altamente tdxica em baixas concentracdes sobre 0s
operarios.

Palavras-chave: lectinas, Opuntia ficus indica, Moringa oleifera, termitas, Nasutitermes
corniger, atividade termiticida.



ABSTRACT

Lectins are a heterogeneous group of proteins or glycoproteins of non-immune origin that
bind specifically and reversibly to carbohydrates. Lectins have several biological properties,
including insecticidal activity. The Opuntia ficus indica (Indian fig opuntia) is one of the most
important and strategic forage resources in the Brazilian Semi-arid, showing extreme
resistance to drought. O. ficus indica also stands out due to its energetic potential and can
serve as food for animals being the only food available during the dry season. A lectin was
isolated from O. ficus indica cladodes, OfiL. OfiL is a chitin-binding protein with anionic
nature and molecular mass 8.4 kDa. The Moringa oleifera is a perennial plant species that can
develop both in irrigated or dry conditions, being undemanding regarding soil type and
fertilization, as well as tolerant to pests and diseases. These features make the moringa a good
alternative for large-scale cultivation in Brazil. Two lectins were isolated from its seeds,
cMoL and WSMolL, both able to bind chitin, with cationic and anionic nature, respectively.
The cMoL is composed by subunits with molecular masses 14.9 and 26.5 kDa, and WSMoL
has subunits with 5 kDa. The termites are small insects of the Order Isoptera that show
eusocial behavior. In colonies, they are divided in morphologically and functionally distinct
castes. Nasutitermes corniger is a termite species with wide distribution in the Americas. In
Brazil, this species is considered an urban pest. The use of synthetic insecticides can cause
several hazards to non-target organisms and environment. Recently, the termiticidal activity
of different plant lectins has been described, which arouse the interest in investigating other
plants as novel sources of lectins active against N. corniger. In this sense, this work aimed to
analyze the possible insecticidal and repellent actions of OfiL, cMoL and WSMoL on N.
corniger. The assay for termiticidal activity was performed with workers and soldiers (in
proportion of 4:1), which were placed in contact with filter papers soaked with lectin
preparations at concentrations from 0.125 to 1.5 mg/mL. The mortality rate (%) was assessed
daily. Repellent activity was evaluated by observing the building of tunnels on agar by
termites and closing of galleries in response to the presence of lectin sample. The OfiL (1.5
mg/mL) showed termiticidal activity (p<0.05) on soldiers; OfiL induced the mortality
(p<0.05) of workers at concentrations from 0.25 to 1.5 mg/mL, becoming possible to
determine, after four days, a LCsg of 0.166 mg/mL. The cMoL was active (p<0.05) only on
workers at the concentration of 1.5 mg/mL. The WSMoL was active (p<0.05) at a
concentration of 1.5 mg/mL against workers and soldiers. None of the lectins showed
repellent activity on termites. In conclusion, OfiL, cMoL and WSMoL showed different
effects on the castes of N. corniger. The OfiL has biotechnological potential for use in control
of N. corniger pest termites because it was highly toxic at low concentrations for workers.

Keywords: lectins, Opuntia ficus indica, Moringa oleifera, termites, Nasutitermes corniger,
termiticidal activity.
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1. INTRODUCAO

Lectinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas e glicoproteinas que se ligam
especificamente e com alta afinidade a carboidratos, de maneira reversivel, sem, no entanto,
causar alteracGes na estrutura covalente das ligagdes glicosidicas. Sdo proteinas de origem néo
imunoldgica (COELHO & SILVA, 2000; CORREIA et al., 2008; SA et al., 2008;
SANTANA et al., 2009; DIMITRIJEVIC et al., 2010; NAPOLEAO et al., 2011a). As
lectinas apresentam uma ampla distribuicdo na natureza (RATANAPO et al.,, 2001) e
centenas dessas moléculas tém sido isoladas de virus e diferentes microrganismos, como
bactérias e fungos (TRIGUEIROS et al., 2003; ZHAO et al., 2009), bem como de uma
variedade de espécies de plantas e animais (PUSZTAI, 1989; MARBAN-MENDONZA et al.,
1992).

A especificidade da interacdo entre lectinas e glicoconjugados ou carboidratos
presentes na superficie celular confere a estas biomoléculas propriedades biol6gicas, como
atividades antimicrobiana, antitumoral, inseticida e de reconhecimento diferencial de
carboidratos ou gliconjugados expressos em tecidos normais ou transformados (LORIS et al.,
1998; FRANCO-FRAGUAS et al., 2003; SANTOS et al., 2006).

Opuntia ficus indica Mill (Familia Cactaceae), também conhecida como palma
forrageira, possui caracteristicas morfofisiologicas que a permite tolerar longos periodos de
estiagens (SANTOS et al., 1997; GALATI et al., 2001). A palma forrageira, na dieta, supre
em grande quantidade as necessidades de agua dos animais, possui significativos teores de
minerais, principalmente célcio (Ca), potassio (K) e magnésio (Mg), apresenta altos teores de
carboidratos fibrosos, porém possui baixo valor de proteina bruta (4,0 - 6,0%) quando
comparada a outras culturas forrageiras (SANTOS et al., 1990; WANDERLEY et al., 2002).
Muitas vezes € o Unico alimento disponivel durante o periodo de seca (TEXEIRA, 1999;
ARAUJO et al., 2005).

Moringa oleifera Lamarck € uma planta pertencente a Familia das Moringaceae,
caracterizada como uma planta arborea, com longas vagens, sementes aladas, folhas grandes
bipinadas e flores brancas perfumadas. E uma planta tropical nativa da india e encontrada em
muitos paises da Africa, Asia e América do Sul. Pode alcancar 10 m de altura, gerando flores
e frutos em um ano apds plantada; multiplas colheitas anuais de sementes s@o possiveis em
muitas partes do mundo (MCCONNACHIE et al., 1999).

A moringa é bastante cultivada devido a caracteristicas importantes como seus

potenciais uso como alimento (folhas, frutos verdes, flores e sementes torradas), forrageira
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(folhas, frutos e sementes), medicinal (todas as partes da planta), condimentar (principalmente
as raizes), na industria de cosméticos (6leo extraido das sementes), melifero (flores),
combustivel (madeira e 6leo) e no tratamento de dgua para o consumo humano (cotilédones e
tegumento das sementes) (CACERES et al., 1991; GASSENCHIMIDT et al., 1995;
PALADA, 1996; GERDES, 1996; WARHURST et al., 1996; GERDES, 1997; MAKKAR &
BECKER, 1997; WARHURST et al., 1997; MATOS, 1998; OLIVEIRA et al., 1999; SILVA
& KERR, 1999).

Os cupins séo pequenos insetos da Ordem Isoptera que fazem parte de um grupo de
invertebrados que possuem comportamento diferenciado, mantendo uma organizagao social
com divisdo de castas morfologicamente distintas e com fungdes diferentes na sociedade,
entretanto, funcionalmente interdependentes. Sdo chamados, portanto, de insetos eusociais.
Normalmente, a coldnia de cupins € composta, principalmente, por trés castas, nas quais se
encontram os reprodutores (rainha e rei), os operarios e os soldados. Representam um
diversificado e importante grupo de insetos presentes no Novo Mundo. (CONSTATINO,
1998; LIMA-RIBEIRO et al., 2006).

A biodegradacdo por térmitas trazem enormes prejuizos, devido a, geralmente, ela sé
ser percebida quando ja houve grande comprometimento estrutural. O controle curativo e a
recuperagao das construcdes apresentam um custo elevado (ELEOTERIO & BERTI FILHO,
2000).

Com a evolucdo da industria madereira € 0 aumento do consumo de produtos e
subprodutos florestais, tornam-se cada vez maior a necessidade da investigacdo de métodos
para o controle de insetos praga que as atingem. Nesse intuito, pesquisadores brasileiros e de
outras partes do mundo tém-se preocupado com o problema dos cupins.

E comum a utilizacio de inseticidas neurotdxicos para o controle quimico de pragas,
entretanto 0 seu uso provocou o desenvolvimento de estirpes de insetos resistentes. A
utilizacdo desses inseticidas pode acarretar perigos, em relacdo aos alimentos e seus
consumidores, além de nédo ser possivel mensurar o impacto futuro causado ao meio ambiente.

Até a década de 40 do século passado, havia uma grande utilizacdo de produtos
naturais inseticidas, porém a partir dai, os compostos sintéticos passaram a ter destaque por
serem mais potentes e menos especificos que os inseticidas naturais que eram utilizados na
época para o controle de pragas agricolas (SANTQOS, 2009). Ao término da Segunda Guerra
Mundial, os defensivos quimicos chegaram a producdo agricola. No livro “Primavera

Silenciosa” (Silent Spring), publicado em 1962, a ambientalista, Dr2. Rachel Carson, alerta
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para as consequéncias do uso de tais produtos indiscriminadamente, relatando os possiveis
efeitos sobre os seres humanos, animais e no meio ambiente (CARVALHO, 2006).

Qualquer planta no seu vigor possui certa resisténcia, pelo menos contra algum
herbivoro. Esta resisténcia € considerada desde os mecanismos de escape temporal,
resultantes de assincronismos fenologicos, até a biossintese de moléculas complexas laterais
(VENDRAMIN et al., 2000). Compostos naturais produzidos por plantas, como potenciais
agentes inseticidas, tém sido investigados como alternativa aos inseticidas quimicos
atualmente utilizados.

Este trabalho teve por objetivo verificar a possivel agdo inseticida de lectinas, através
da utilizacdo da OfiL, extraida da espécie vegetal Opuntia ficus indica, e a cMoL e a
WSMolL, oriundas da Moringa oleifera Lam., sobre a sobrevivéncia de Nasutitermes
corniger, bem como a andlise das respostas dos térmitas as lectinas quando do ensaio de

repeléncia.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Lectinas

As lectinas comecaram a ser estudadas a partir da descoberta, no seculo XIX, de que
extratos de certas plantas, além de serem toxicos para homens e animais, poderiam aglutinar
eritrocitos. Esse efeito toxico era creditado a contaminacdo por toxinas bacterianas, porém
Bruylants e Vennerman, em 1884, afirmaram que a toxicidade da semente de Abrus
precatorius era oriunda de uma fragdo protéica, a qual se precipitava com &lcool a partir de
um extrato aquoso das sementes (MOREIRA et al., 1991a). A observacdo da aglutinacdo de
eritrocitos por extratos do feijdo castor (Ricinus communis), feita por Hermann Stillmark, em
1888, aumentou o interesse nas possiveis aplicacfes destas proteinas (GABOR et al., 2001),
as quais foram, inicialmente, denominadas de fitohemaglutininas. Posteriormente, sendo
descobertas nos mais diversos grupos de organismos vegetais e animais, passaram a serem
denominadas de lectinas (OLIVEIRA, 2005).

O termo lectina é derivado do latim, lectus (escolhido, selecionado). As lectinas
constituem um grupo heterogéneo de proteinas, de origem ndo imunoldgica, com distribuico
ubiqua na natureza; podendo conter dois ou mais sitios de ligacdo reversivel e especifica a
carboidratos de diferentes naturezas quimicas, resultando na aglutinacdo de células e na
precipitacdo de polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos (COELHO & SILVA, 2000;
SACCHETTINI et al., 2001; LORIS, 2002; CORREIA et al., 2008; SA et al., 2008;
SANTANA et al., 2009; DIMITRIJEVIC et al., 2010; NAPOLEAO et al., 2011a). Ha uma
distincdo em relagdo as imunoglobulinas, que reconhecem especificamente antigenos,
eventualmente sacarideos, seja devido a estrutura, seja porque estas dependem de estimulo
antigénico para serem sintetizadas (LORIS, 2002).

As lectinas possuem a capacidade de se ligarem a tipos especificos de aculcares na
superficie celular, o que pode ajudar na caracterizacdo e deteccdo devido ao fato de
promoverem a aglutinacao de eritrocitos, em certos casos com alta especificidade, dai também
serem denominadas de hemaglutininas. Algumas lectinas séo especificas em suas reacdes com

grupos sanguineos humanos ABO e MN e subgrupo A;.
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2.1.1. Fontes de Lectinas

As lectinas apresentam ampla distribuicdo na natureza. Podem ser isoladas de diversas
partes das plantas, como da semente (SANTOS et al., 2009), das folhas (GHOSH, 2008), das
flores (ITO, 1986), dos frutos (THAKUR et al., 2007), das entrecascas (NASCIMENTO et
al., 2008), dos rizomas (LIN et al., 2008), do cerne (SA et al., 2009a), das raizes (WANG &
NG, 2006) e das sementes (MOREIRA et al., 1991b). Martin-Cabrejas e colaboradores (1995)
encontraram grande quantidade de lectinas em cinco cultivares de feijoes (Phaseolus vulgaris)
frescos e estocados por cinco anos.

Tendo sido encontradas também em fungos (KAWAGISHI et al., 2001), bactérias
(SINGH et al., 1999), virus (CAVADA et al., 1998), algas (SATO et al., 2000), liquens
(SILVA et al., 2009), protozoarios (SINGH et al., 1999), peixes (EWART et al., 2001),
invertebrados (WANG et al., 2009) e vertebrados, incluindo os mamiferos (KILPATRICK,
2002).

2.1.2. Avaliacdo da Presenca de Lectina em uma Amostra Biol6gica

A presenca de lectinas em uma fonte bioldgica e avaliada através da aglutinacdo de
eritrécitos, também chamada de hemaglutinacdo (FIGURA 1) (SHARON & LIS, 2001). Este
procedimento é baseado numa diluicdo seriada da lectina e posterior incubacdo com
eritrocitos (COELHO & DA SILVA, 2000; COUTINO-RODRIGUEZ et al., 2001).

As lectinas também possuem a capacidade de induzir a precipitacdo de polissacarideos
ou glicoproteinas em solucdo, sendo as reacBes de aglutinacdo por lectinas inibidas por seus
carboidratos especificos. Os eritrocitos de humanos ou de animais, devido a sua riqueza
qualitativa dos residuos sacarideos que sdo expressos em suas superficies, podem ser
utilizados ap6s serem tratados enzimaticamente (tripsina, papaina, entre outras) ou
quimicamente (glutaraldeido ou formaldeido) aumentando ou né&o a sensibilidade das células
as lectinas (CORREIA & COELHO, 1995; COELHO & DA SILVA, 2000; TAYLOR &
DRICKAMER, 2003).
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Figura 1. Representagdo esquematica da aglutinagao de eritrocitos por lectinas. Em ‘A’, ndo
ha especificidade da lectina pelo carboidrato da superficie do eritrocito; em ‘B’, o carboidrato de
superficie foi especifico para a lectina, a qual promoveu a aglutinacao dos eritrocitos
Fonte: O autor
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Para ratificar que o agente aglutinante € uma lectina, se fazem necessarios ensaios de
inibicdo da atividade hemaglutinante utilizando uma solucdo de carboidrato ligante, como
pode ser observado na Figura 2. O ensaio de inibicdo da AH, utilizando diferentes
carboidratos, tem sido utilizado para a analise da especificidade de uma lectina (CAVADA et
al., 2000; KAWAGISHI et al., 2001). As ligacdes das lectinas aos agucares livres ou com 0s
residuos de acucares de polissacarideos, glicoproteinas ou glicolipideos livres, impedem a
ligacdo aos carboidratos ligados a membrana das células (GABOR et al., 2001; NG & YU,
2001). A deteccdo, identificacdo e quantificacdo de lectinas também pode ser realizada
através de analise protedmica e de sequenciamento por espectrometria de massas para futuras

aplicacBes em processos bioguimicos, imunoldgicos e toxicoldgicos (NASI et al., 2009).
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. ‘ . ‘ @ - Carboidrato inibidor da lectina
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Figura 2. Represe'ntagéo esquematica da inibicao da aglutinacdo de eritrdcitos por lectinas devido a
presenca do carboidrato especifico para os sitios de ligagdo da lectina
Fonte: O autor

2.1.3. Purificagdo de Lectinas

Técnicas comuns a protocolos de isolamento de proteinas s&o utilizadas na purificacdo

de lectinas (FIGURA 3). A preparacdo de extratos em solucao aquosa (SANTOS et al., 2005),
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salina (KONOZY et al., 2003) ou em tampdes (OLIVEIRA et al., 2002) constituem a etapa
inicial do isolamento de lectinas.

O fracionamento salino, pelo processo de precipitacdo protéica através da utilizacdo do
sulfato de aménio, tornou-se um dos procedimentos mais utilizados, devido as proteinas
possuirem grupos carregados, sendo a sua solubilidade dependente da concentracdo de sais
dissolvidos. A solubilidade aumenta com o0 acréscimo de sais (salting in) e volta a decrescer a
medida que mais sal é adicionado (salting out) (LEHNINGER, 2006).

As lectinas sdo, normalmente, submetidas ao processo de didlise em membranas
semipermedveis ap6s o fracionamento salino, seguida de processos cromatograficos, tais
como troca ibnica (LAM & NG, 2008), gel filtracdo ou exclusdo molecular (JUNG et al.,
2007; POHLEVEN et al., 2009) e de afinidade, sendo este o mais utilizado (TATENO et al.,
2003; SANTANA et al., 2008).
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Figura 3. Representagdo esquematica de um processo genérico de purificacdo de lectinas
Fonte: O autor

No processo final de purificacdo de lectinas, apds a utilizacdo dos outros métodos
cromatograficos, utiliza-se a técnica de cromatografia liquida de alta resolucdo em fase
reversa (HPLC), pois também funciona como um meio de caracterizacdo da massa molecular
dessas proteinas quando ocorre em uma matriz de gel filtragdo (WONG & NG, 2003; JIANG
et al., 2009).

2.1.4. Caracterizacgao das Lectinas

A caracterizagdo é realizada por meio da determinacdo de diferentes propriedades

fisico-quimicas das lectinas e envolve métodos diversos como inibigdo da atividade
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hemaglutinate (AH) por carboidratos e/ou glicoconjugados (YANG et al., 2007, SANTOS et
al., 2009), avaliacdo da AH com eritrocitos de diferentes espécies de animais (por exemplo:
coelho, galinha, sistema sanguineo humano A, B, AB e O), em presenca de ions e em
diferentes valores de pH e temperatura.

A natureza da carga liquida da proteina e o peso molecular das subunidades das
lectinas podem ser definidos por técnicas eletroforéticas, uni ou bidimensional, que, também,
sdo utilizadas para avaliar a pureza das preparacdes obtidas (NASI et al., 2009).

Kubota e colaboradores (2008) afirmam que a combinacdo de analises cromatogréaficas
de lectinas com espectrometria de massa (MS) tem revelado uma defini¢cdo estrutural das
proteinas, principalmente de glicoproteinas, por superar as limitagdes decorrentes da
heterogeneidade dos agucares.

A caracterizacdo fisico-quimica das lectinas é importante para explicar seu

comportamento em diferentes propriedades bioldgicas (MACHUKA et al., 1999).

2.1.5. Classificacdo e Especificidade das Lectinas

As lectinas podem ser diferenciadas entre si pela composicdo e sequéncia de
aminoacidos na cadeia polipeptidica, quanto ao nimero de subunidades na estrutura protéica,
quanto a necessidade da presenca de metais para a atividade hemaglutinante e pela
especificidade do sitio de ligacdo a carboidratos (CORREIA et al., 2008).

A especificidade de uma lectina pode estar direcionada para mais de um carboidrato,
aglutinando células de diferentes espécies. Também é possivel encontrar lectinas que sé
aglutinam aquelas células onde héa a presenca de um determinado carboidrato (SATO et al.,
2000; GABOR et al., 2001; COUTINO-RODRIGUEZ et al., 2001). Lectinas estruturalmente
diferentes podem reconhecer o mesmo carboidrato (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Podem ser denominadas de acordo com as espécies das quais foram purificadas, de
acordo com o protocolo de purificacdo ou pela designacdo dos monossacarideos aos quais tém
especificidade ou, ainda, pela designacéo do tecido do qual foram extraidas, como exemplos:
a lectina da Vicia faba é denominada favina, a concavalina A é obtida da Canavalia
ensiformis, e D-galactose-N-acetil-D-galactosamina é uma lectina especifica da Erythrina
cristagalli (SILVA & SILVA, 2000).

Observa-se a seletividade pela distin¢do entre ligantes monossacarideos, sendo assim,
as lectinas podem ser classificadas de acordo com o monossacarideo pelo qual exibem maior

afinidade, normalmente aqueles que estdo presentes em celulas eucariotas: D-manose, D-
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galactose/N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D-glicosamina, L-fucose e acido N-acetil-D-
neuraminico (LIS & SHARON, 1998). As lectinas de plantas podem ser classificadas de
acordo com a sua especificidade, ou seja, de acordo com o carboidrato a que
preferencialmente se ligam (TABELA 1) (SHARON, 1993; NOMURA et al., 1998;
PEUMANS & VAN DAMME, 1998; RABINOVICH et al, 1999).

Tabela 1: Classificacdo das lectinas nos grupos de reconhecimento a carboidrato

GRUPO ESPECIFICIDADE LECTINA
Fucose Fucose Ulex europaeus aglutinina |
N-acetilglicosamina GIcNAc Wheatgerm (Triticum aestivum)
Galactose >> GalNAc Artocarpus integrifolia (jacalina)
Galactose/N- )
_ _ Gal = GalNAc Clerodendron trichotomum
acetigalactosamina ) )
Gal << GalNAc Glycine Max (feijdo de soja — Soybean)
Manose/Glicose Cratylia mollis
Con A (Canavalia ensiformis)
Manose ] ]
Manose/Maltose Calystegia sepium
Manose Galanthus nivalis
Complexo Glicano Glicoproteina PHA (Phaseolus vulgaris)

Fonte: Maciel (2002)

Devido a terem sido primeiramente descobertas e serem de facil isolamento, as
lectinas vegetais sdo, ainda hoje, muito estudadas e caracterizadas em grande ndmero
(RUDIGER & GABIUS, 2001). As lectinas obtidas de vegetais apresentam a vantagem de
serem utilizadas como sistema modelo para o estudo das bases moleculares do
reconhecimento lectina-carboidrato, pois, apesar da semelhanca da estrutura priméaria destas
proteinas, sua especificidade a carboidratos podem ser diferentes (CORBELL et al., 2000;
BUTERA et al., 2007).

2.1.6. Papel Fisiologico das Lectinas
Segundo Sulagna (2004), as lectinas nos microrganismos desempenham as funcdes de

simbiose e sdo responsaveis pela associacdo especifica entre bactérias da flora intestinal na

mucosa humana. As lectinas de virus atuam através da ligacdo com eritrocitos e outras células
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pelo reconhecimento do &cido N-acetilneuraminico presente na superficie celular humana, e
esta ligagcdo é um pré-requisito para o inicio da infec¢do (SINGH et al., 1999).

As lectinas funcionam como determinantes da transmissdo de patdgenos por
artropodes, estando envolvidas nos mecanismos de interacdo inseto-parasita. Os insetos
possuem lectinas com uma variedade de funcGes, principalmente, no reconhecimento do néo
proprio. Sendo assim, as distintas especificidades a acUcares estdo envolvidas nas funcGes de
reconhecimento e protecdo do sistema imune contra protozoarios e patdgenos microbianos
(BARREAU et al., 1995; GRUBHOFFER & HYPSA VAND VOLF, 1997).

As fungdes das lectinas em plantas variam e parecem ter relagdo com os estadios de
maturagdo e germinacdo das sementes, bem como com 0s mecanismos de defesa da planta
contra o ataque de virus, fungos e insetos, ou atuando simplesmente como proteinas de
reserva (VAN DAMME et al., 1997; RATANAPO et al., 2001; SACCHETTINI et al., 2001).

No ser humano, as lectinas tém por acdo agir como receptores e desempenharem uma
funcéo importante no trafego extracelular de glicoproteinas, podem atuar como mediadores do
reconhecimento celular em varios processos bioldgicos, na adesdo celular, nas interacfes
celulares e na imunidade inata (LEFFLER, 2004; HSU, 2004; NASI et al., 2009).

2.1.7. Aplicagdes das Lectinas

Na area médica, as lectinas atuam em estudos citoquimicos e histoquimicos na
deteccdo de residuos glicosilados em superficies de tecidos humanos e animais (PEDINI et
al., 2002), como agentes de reconhecimento para diferenciacdo de tumores malignos e
benignos (GORELIK et al., 2001), como moléculas bioadesivas no enderecamento de drogas
(BIES et al., 2004), na inducdo de apoptose celular (LIU et al., 2009) e no isolamento de
glicoconjugados quando imobilizados em suportes insoliveis (BANERJEE et al., 2004), nas
caracterizacdes de eritrdcitos e de estadios de desenvolvimento de microrganismos diversos,
na purificagcdo de glicoproteinas e na identificagdo de conexdes neurais no sistema nervoso
central (KENNEDY et al., 1995).

Lectinas vegetais tém sido utilizadas em estudos das bases moleculares em eventos de
reconhecimento dos processos de infeccOes virais, bacterianas, fungicas e parasitarias
(KEYAERTS et al., 2007).
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2.1.7.1 Acéo Inseticida das Lectinas

Lectinas de plantas apresentam atividade entomotdxica para as Ordens Coleoptera,
Diptera, Lepidoptera e Isoptera (KAUR et al., 2006; MACEDO et al., 2007; SA et al., 2008).
As vilosidades do epitélio intestinal dos insetos tém sido descritas como um provavel sitio de
ligacdo para algumas lectinas, promovendo dessa maneira uma disfungdo das células epitélias,
as quais sao responsaveis pela absorcéo de nutrientes e substancias potencialmente perigosas.
As lectinas ligadoras de quitina se ligam a membrana peritrofica da regido intestinal,
reduzindo ou aumentando 0os movimentos entre o espaco endo e exoperitréfico. A ligagdo das
lectinas a enzimas digetivas glicosiladas presentes no intestino dos insetos aparesenta-se como
uma outra possibilidade do efeito toxico das lectinas (PEUMANS & VAN DAMME, 1995;
ZHU-SALZMAN & SALZMAN, 2001, MACEDO et al., 2003; TRIGUEIROS et al., 2003).

As lectinas ligadoras de quitina WGA (do trigo, Triticum aestivum) e PHA (do feijéo
comum, Phaseolus vulgaris) apresentaram potente atividade inseticida (MURDOCK et al.,
1990; CARLINI E GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al., 2002; MACEDO et al., 2007).
Acdo inseticida, também, foi observada para a BmoLL (da pata-de-vaca, Bauhinia monandra)
contra larvas de C. maculatus, Zabrotes subfasciatus e Anagasta kuehniella (MACEDO et al.,
2007). Duas lectinas recombinantes de alho, ASAI e ASAII, produzidas na levedura Pichia
pastoris, foram inseticidas, promovendo a mortalidade de afideos (FITCHES et al., 2008). A
lectina XCL, a qual foi isolada do fungo Xerocomus chrysenteron, apresentou propriedade
inseticida, sendo tdéxica para o diptero Drosophila melanogaster e para o hemiptero
Acyrthosiphon pisum (TRIGUEIROS et al., 2003).

A mortalidade do quarto estagio larval de Aedes aegypti foi observada apés a
aplicacdo de extratos salinos, fragdes e lectinas purificadas do cerne (MuHL), da casca
(MuBL) e das folhas (MuLL) de Myracrodruon urundeuva (aroeira do sertdo) (SA et al.,
2009b; NAPOLEAO et al., 2011a).

2.2. Opuntia ficus indica Mill

A Opuntia ficus indica Mill € uma palma forrageira pertence a Divisdo Embryophyta,
Subdivisdo Angiospermea, Classe Dicotyledoneae, Subclasse Archiclamideae, Ordem
Opuntiales e Familia das Cactaceas. Sdo conhecidos cerca de 178 géneros nessa Familia,
totalizando 2.000 espécies (SILVA & SANTOS, 2006). O género Opuntia é composto por
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varias espécies, como, por exemplo, O. ficus indica, O. dillenii (Ker-Gawl), O. robusta, O.
tormentosa e O. tuna (FIGURA 4) (PAZ & MEDINA, 1988; PAZ & PADRON, 1999).

A O. ficus indica, a palma forrageira, uma planta xerofila, surge como uma alternativa
para as regides Aridas e Semi-aridas do Nordeste brasileiro, devido as caracteristicas
fisiologicas dessa cultura quanto a absorcdo, aproveitamento e perda de agua, sendo bem
adaptada as condicOes adversas dessas regides, o que favorece uma maior resisténcia a
periodos prolongados de estiagem (SILVA & SANTOS, 2006). Destaca-se pelo potencial
energético, chegando a ser chamada de um “concentrado energético aquoso” (ARAUJO,
2003).

8 el AT o S
Figura 4. Varias espécies do género Opuntia: O. ficus indica (A), O. dillenii (B), O. robusta (C), O.
tormentosa (D), O. tuna (E)
Fonte: http://www.plantasonya.com.br/category/cactos-e-suculentas/page/3 (A); http://sophy.u-
3mrs.fr/Tenerife/FI195.HTM (B & D); http://palmaris.org/html/oprob.htm (C);
http://www.leserre.it/enciclopedial777/cactaceae/opuntia-tuna/opuntia-tuna.html (E)

As espécies do género Opuntia sdo originarias da América Central, precisamente da
costa leste do México, sendo levadas para Cadiz, Espanha, em 1820. Sua introducdo nas Ilhas
Canarias ocorreu em 1824, onde o cultivo tornou-se importante em areas com clima semi-
arido (150 — 200 milimetros de precipitacdo média anual). Na llha de Tenete, essas plantas
estdo presentes na parte sul e em conjunto com a vegetacdo tipica composta de outras espécies
endémicas suculentas (MEDINA et al., 2007).

No Brasil, foram introduzidas por volta de 1880, no Estado de Pernambuco, através de
sementes oriundas do Texas, nos Estados Unidos. Apresentam grande utilidade, ndo toleram
umidade excessiva e em solos profundos tem a capacidade de extrair agua em grande
quantidade, fazendo com que possuam uma umidade de 90 a 93%, 0 que as tornas importantes
no poligono da seca (SILVA & SANTOS, 2006).
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As espécies de palma mais utilizadas como forrageira estdo presente nos géneros
Opuntia e Nopalea. S&o trés tipos de palma presentes no Nordeste brasileiro (SILVA &
SANTOS, 2006):

I. Palma Gigante — podendo também ser denominada de graida, azeda ou santa. Pertence
a espécie O. ficus indica; sdo plantas com um porte bem desenvolvido e um caule com
menos ramifica¢bes, dando-lhe aspecto mais ereto e um crescimento vertical menos
frondoso. O peso do cladodio € de cerca de 1 kg, podendo ter até 50 cm de
comprimento, forma oval-eliptica ou sub-ovalada, com uma coloracdo verde-fosca
(FIGURA 5A). As flores sdo do tipo hermafrodita, com tamanho médio e com
coloracdo amarelo brilhante (FIGURA 5B). O fruto é uma baga ovoide, grande e de
coloracdo amarela passando a roxa quando madura (FIGURA 5C). Sendo considerada
uma das palmas mais resistente as regifes secas, entretanto € menos palatavel e de

menor valor nutritivo para o gado.

Figura 5. Partes da Palma Gigante: A. Caule da palma gigante (O. ficus indica), B. Flores, C. Frutos
Fonte: http://www3.uma.pt/biopolis/planta.php?id=105 (A);
http://belezadecactos.blogspot.com/2009/06/opuntia-ficus-indica-produz-fruto.html
(B&C)

Il. Palma Redonda (Opuntia sp.) — oriunda da palma gigante, apresenta um porte médio e
0 caule possui bastante ramificacdes, prejudicando dessa maneira 0 crescimento
vertical. O cladddio pesa cerca de 1,8 kg, possuindo quase 40 cm de comprimento,
apresentam formas arredondada e ovoide (FIGURA 6). Resulta em grandes

rendimentos de um material mais tenro e palatavel que a palma gigante.
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Figura 6. Palma redonda (O.leucotricha), com diversas ramificacGes
conferindo ao caule um aspecto arbustivo
Fonte: http://www.jardimdesuculentas.net76.net/apostila/04.html

I1l. Palma Doce ou Miuda — da espécie Nopalea cochenilifera, como o préprio nome diz,
sdo plantas de pequeno porte e com caule bastante ramificado (FIGURA 7A). O
cladodio tem um peso aproximado de 350 g, com quase 25 cm de comprimento, a
forma caracteristica é obovada (apice mais largo que a base) e com uma coloragéo
verde intenso brilhante (FIGURA 7B). As flores sdo de coloracdo avermelhada
(FIGURA 7C). O fruto é uma baga com coloracdo avermelhada ou roxa (FIGURA
7D). Em comparacdo com as duas anteriores € mais nutritiva e utilizada para a

alimentacdo do gado, porém sdo mais susceptiveis a seca.

Figura 7. Partes da Palma Doce ou Miuda: A. RamificacOes caracteristica da espécie Nopalea
cochenillifera, B., em detalhe, Raquete da palma doce,
C e D. Flores e frutos caracteristicos da palma mitda
Fonte: http://vigoberto.blogspot.com/2011/05/palma-miuda-nopalea-cochenillifera.html (A & D);
http://opuntiads.com/images/nopalea-variegated-9.jpg (B);
http://plantasebichos.blogspot.com/2010_05 01 archive.html (C)

No Nordeste brasileiro e, principalmente, no Estado de Pernambuco, sdo cultivadas na
bacia leiteira duas espécies de palma, a O. ficus indica Mill, 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 o Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), a Regido Nordeste possui um total de 600 mil hectares de palma
forrageira, sendo 150 mil hectares em Pernambuco (COELHO, 2011)
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2.2.1. Composic¢do Quimica de Opuntia ficus indica

A composicdo quimica da O. ficus indica varia de acordo com a espécie, idade do
articulo e época do ano. Quanto ao seu valor nutricional, contém alto teor de umidade (cerca
de 90%), alta digestibilidade in vitro (cerca de 75%) e alto contetdo de vitamina A, apresenta
29 ng de carotendides e 13 mg de acido ascorbico por 100 g de cladddios, matéria organica
(67%), energia (2,61 Mcal.kg™), fibras cruas (4,3%), Fosforo (0,08-0,18%), Calcio (4,2%),
Potéassio (2,3%) e Magnésio (1,4%), mas com baixo teor de proteina (cerca de 5%) (SANTOS
etal., 1992; FAO, 2001; ARAUJO et al., 2005).

A utilizacdo da palma na alimentacdo animal se deve por sua riqueza em &agua e
mucilagem, bem como pelo elevado coeficiente de digestibilidade da matéria seca e alta
produtividade. Porém, a palma apresenta alguns aspectos limitantes, como deficiéncia de
proteina bruta (SANTOS et al., 1992), a qual esta no limite inferior as necessidades dos
microrganismos do rdmen bovino (VAN SOEST, 1994), baixo nivel de ingestdo de matéria
seca e, também, reduzida quantidade de fibra (CUNHA, 1996).

2.2.2. Cultivo da Palma Forrageira

Estima-se uma area plantada com palma forrageira em torno de 600.000 ha na Regido
Nordeste do Brasil, destacando-se Pernambuco e Alagoas com a maior area cultivada com
esta cactacea (ARAUJO et al., 2005). A palma, como qualquer outra planta, necessita de
adubacdo, sendo este um fator determinante na producdo de matéria verde, exigindo maior
quantidade quando se trata de plantio da palma adensado (SILVA & SANTOS, 2006). A
fertilidade do solo, quantidade de chuvas, finalidade de exploracdo e o consorcio utilizado
irdo influenciar no espacamento do plantio desse vegetal (FARIAS et al., 2000).

A utilizacdo de espacamentos mais adensados pode-se alcangar maiores producdes,
mas o0s custos de estabelecimento do palmal sdo maiores e os tratos culturais ficam mais
dificeis e ndo permitem consorciacdo com outras culturas (FARIAS et al., 2000). Porém, o
espacamento adensado da palma é o mais utilizado recentemente. Nesses espacamentos, 0S
tratos culturais e a colheita sdo dificultados aumentando os gastos de méo-de-obra. Por outro
lado, além desses aspectos, ocorre uma maior quantidade de nutrientes extraidos do solo,
considerando que no espacamento 2,0 x 1,0 m é possivel 5.000 plantas/ha, enquanto que no

espacamento 1,0 x 0,25 m a quantidade de plantas é oito vezes maior, ou seja, 40.000
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plantas/ha, sendo necessario um maior cuidado com a adubagdo (FARIAS et al., 2000;
SILVA &SANTOS, 2006).

A colheita pode ser realizada apds 1,5 a 2 anos ou mais, dependendo do
desenvolvimento da cultura, a qual dependera apenas das condi¢cdes do solo e clima.
Posteriormente, podera ser feito o corte anual. A palma, de maneira geral, é colhida
manualmente, apesar de aumentar o custo de producdo, € a maneira mais racional de
utilizacdo (SILVA & SANTQOS, 2006).

2.2.3. Aplicagdes da Opuntia sp.

A O. ficus indica constitui-se um alimento volumoso suculento de grande importancia
para os rebanhos, principalmente, nos momentos de estiagens prolongadas, devido a suprirem
grande parte das necessidades de agua dos animais, além de ser um alimento in natura
(SANTOS et al., 2001).

A O. ficus tem ampla utilizacdo na medicina tradicional por curandeiros e tribos
indigenas no México, com aplicacbes como analgésicos, antibidticos, diuréticos, em
tratamento de problemas intestinais, nas tosses, nas afec¢@es cardiacas e nervosas, na cura de
alguns tipos de Ulceras e para tentar o controle de diabetes e colesterol (HOLLIS &
SHEINVAR, 1995; ANDRADE et al., 2006).

Estudos cientificos mostram que varios tecidos da O. ficus indica tém efeitos
diuréticos (GALATI et al.,, 2002a). Os frutos das espécies O. ficus indica e O. dillenii
possuem efeitos anti-inflamatdrio e analgésico (LORO et al., 1999; PARK et al., 2001).

O cladddio de O. ficus indica tem apresentado efeito antiulceroso (GALATI et al.,
2002b; LEE et al., 2002). Efeitos hipoglicemiante e hipocolersterolémico foram também
atribuidos ao cladddio de O.ficus indica e aos frutos de O. dillenii (PERFUMI & TACCONI,
1996; MEDELLIN et al., 1998).

Os frutos podem ser utilizados para a fabricacdo de sucos e bebidas alcodlicas,
compotas (SAWAYA et al., 1983) e na producdo de adogante liquido natural (SAENZ et al.,
1996). Ndo ha relatos da utilizacdo das sementes, sendo, normalmente, descartadas
(OLIVEIRA et al., 2001). Entretanto, estudos realizado por Eunorri e colaboradores (2007)

sugerem que as sementes possam ter atividade hipocolersterolémica e hipolipidémica.
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2.2.4. Lectina da Opuntia ficus indica: OfiL

A OfiL (Opuntia ficus indica Lectin) é uma proteina acida, sendo uma lectina ligante
de quitina, é termorresistente. Isolada por cromatografia em coluna de quitina ou Sephadex G-
25. Possui atividade hemaglutinante sobre eritrocitos de coelho, galinha e os tipos A e O do
sangue humano, porém sua melhor atividade foi sobre eritrécitos de galinha, com titulo de 32°
! Atividade 6tima em pH 5,0, ndo sendo observada nenhuma variagdo significativa em
grandes faixas de pH, o que torna bastante Util a sua utilizacdo, pois o pH poderia interferir
nas pontes de hidrogénio e interagdes ibnicas entre 0s aminoacidos que mantém a estrutura da
proteina, ocasionando uma desnaturacdo da proteina e, consequentemente, perda da atividade
hemaglutinante. E inibida por ovoalbumina e soro fetal bovino. Os monossacarideos glicose,
galactose, manose e metil-a-D-manopiranosideo também inibiram a atividade hemaglutinante,
com variagdo do titulo de 32 a 8 (SANTANA et al., 2009).

Segundo Santana e colaboradores (2009), o efeito observado da adi¢éo de ions sobre a
atividade hemaglutinante foi o aumento do titulo. No caso da adicdo do calcio (Ca*"), o titulo
foi de 128! com 0,02 a 0,04 M, com o Mg?*, titulo de 128, também, foi observado com 0,04
a 0,08 M, sendo abolida apds o tratamento utilizando o agente quelante EDTA. A atividade
hemaglutinante é restaurada, ap6s a adicéo do fon Ca®*, obtendo um titulo de 16™ com 0,005 a
0,02 M, e de 32" com 0,04 2 0,08 M.

Quando submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢fes desnaturantes
(SDS-PAGE), a OfiL apresentou uma unica banda proteica com peso molecular de 8,4 kDa
(SANTANA et al., 2009).

OfiL apresentou atividade antifingica contra Candida albicans, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium decemcellulare, F. lateritium, F. oxysporum e F. solani
(SANTANA et al., 2009).

2.3. Moringa oleifera Lamarck

A Moringa oleifera Lam. é uma espécie pertencente a Familia Moringaceae, que €
composta apenas por um género (Moringa) e 14 espécies (CORDEIRO et al., 2008).
Considerada uma espécie arborea, pode chegar a 10 m de altura, de copa rala (FIGURA 8A),
com folhas compostas bipinadas, de foliolos obovais, pequenos e glabros (FIGURA 8B).
Flores brancas e cheirosas (FIGURA 8C). Seus frutos sdo do tipo capsula alada e deiscente

com aspecto de uma vagem (FIGURA 8D), podendo medir até 35 cm de comprimento e
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marcado pelas sementes em seu interior; estas sdo trialadas e oleaginosas (FIGURA 8E)
(LORENZI & MATQOS, 2002; BEZERRA et al., 2004a).

Figura 8. Aspectos da M. oleifera: A. Arvore de Moringa oleifera coma copa rala, B. Folhas, C.
Flores, D. Frutos e E. sementes
Fonte: PEREIRA NETO et al., 2008 (A & C);
http://www.soniahirsch.com/2010/04/moringa-planta-boa-ate-contra.html (B);
http://www.terrastock.com.br/default.asp?i=br&p=detalhes&cod=b7079 (D);
http://lins.olx.com.br/pictures/sementes-de-eucalipto-iid-179797017 (E)

Originaria do noroeste indiano, apresentando ampla distribuicdo na India, Egito,
Filipinas, Ceildo, Tailandia, Malasia, Burma, Paquistdo, Singapura, Jamaica e Nigéria (PIO
CORREIA, 1984). E uma espécie perene, podendo se desenvolver tanto em condigbes
irrigadas como de sequeiro (LORENZI & MATOS, 2002). E halofilica, pouco exigente
quanto aos solos e adubacdo, tolerante as pragas e doengas, além de servirem como cerca viva
e quebra vento em algumas regides do mundo (SILVA & KERR, 1999).

Possui grande potencial em face de sua multiplicidade de uso, como alimentar,
agricola, medicinal e industrial (MATOS & ABREU, 1998; SILVA & KERR, 1999;
LORENZI & MATOS, 2002). Atualmente, a cultura da moringa vem sendo difundida no
territorio Semi-arido do Nordeste brasileiro, devido a sua utilizacdo no tratamento de agua
para uso doméstico (AMAYA et al., 1992). Além, de ser capaz de tolerar o estresse hidrico
dessa regido (MIRANDA et al., 2002).

2.3.1. Cultivo de Moringa oelifera Lam.
M. oleifera pode ser cultivada a partir de sementes, as quais sdo produzidas a partir de

seis meses a um ano apos o plantio (SOUSA et al., 2007). Resiste a prolongados periodos

secos e é capaz de produzir algumas flores e frutos com as poucas folhas restantes presentes



Souza, I. F. A. C. Avaliacdo da atividade de lectinas... 35

nessas condigdes (GERDES, 1996). Devido a sua capacidade de sobrevivéncia e produgéo em
zonas de baixa umidade do solo, a sua tolerancia a elevadas temperaturas do ar, alta
evaporacdo e grandes variacdes nas precipitacdes, torna-se importante o cultivo nas regides
Semi-aridas no Nordeste do Brasil (ALMEIDA et al., 1999).

E uma planta alégama que se propaga por sementes e estacas. A producio ¢ realizada
através de mudas em sacos de polietileno, com substrato formado & base de solo preto, solo
vermelho e esterco bovino curtido, na propor¢do de 1:1:1, procedendo-se a semeadura a 1,0
cm de profundidade e colocando-as para germinar a meia sombra, com irrigacdo leve e
individual todos os dias. Sendo assim, as mudas estardo prontas para o transplante aos trés
meses de idade quando atingem 40 cm de altura (JAHN, 1989).

A germinacdo de sementes de moringa intactas e desprovidas de tegumento, em areia a
25°C, foi em torno de 69 e 68%, respectivamente. Bezerra e colaboradores (1997), a partir
desses resultados, observaram que a remoc¢éo do tegumento acelera o processo, e obtiveram
resultados semelhantes sob condi¢Bes de campo. Oliveira (2000) observou um tempo médio
de germinacdo de 8,76 e 8,05 dias para sementes intactas e sem tegumento, respectivamente,
porém sob condicdes de casa de vegetacdo (sombrite 50% com nebulizacdo intermitente) as
plantulas se desenvolveram melhor do que em germinador de sala a 25°C.

A M. oleifera tem a capacidade de se adaptar a uma ampla faixa de solos, porém se
desenvolve melhor em locais com terra preta bem drenada ou em terra preta argilosa,
preferindo um solo neutro a levemente acido (DALLA ROSA, 1993).

2.3.2. Sementes de Moringa oleifera Lam.

O peso das sementes representa um indicativo da sua qualidade fisioldgica, sendo que
em um mesmo lote, sementes leves, geralmente, possuem menor desempenho do que as
pesadas quando do processo de germinagdo (BEZERRA et al., 2004b).

As sementes de M. oleifera sdo ricas em proteinas (33,9%) e lipideos (37,2%),
requerendo estudos direcionados a sua exploragdo comercial (OLIVEIRA et al., 1999). O 6leo
oriundo da extracdo das sementes de M. oleifera var. PKM 1 possui uma alta resisténcia a
oxidacdo e apresenta elevados teores de acidos graxos insaturados, em especial o oléico
(71,6%), sendo o palmitico e o behénico (ambos com 6,4%) os acidos graxos saturados
dominantes (LALAS & TSAKINS, 2002).

Para a obtengdo de sementes com qualidade, é necessario minimizar os fatores

responsaveis pela reducdo da qualidade fisiologica das sementes na fase de campo
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(adversidades ap6s a maturacdo fisioldgica e antes da colheita) e durante os processos de
colheita, secagem e beneficiamento, e a preservacao dessa qualidade dependerad de como essas
sementes serdo armazenadas (POPINIGIS, 1985). Os principais fatores externos sdo a
umidade relativa e a temperatura, os quais influenciam a longevidade das sementes, sendo
observado que baixas temperaturas (< 10°C) e baixa umidade relativa (50-60% de UR) nas
condi¢Ges ambientais sdo consideradas adequadas & manutencdo da viabilidade durante o
armazenamento (FREITAS et al., 2000; PADUA & VIEIRA, 2001; BEZERRA et al., 2004a).

2.3.3. Aplicagdes de Moringa oleifera Lam.

Por possuir caracteristicas importantes, a M. oleifera apresenta diversas utilidades na
industria e na medicina, resultando em significativa importancia econémica (MAKKAR &
BECKER, 1997). O dleo presente nas sementes € de excelente qualidade, tendo utilizacdo
para cozinhar, fabricar sabdo, na industria de cosméticos e de biocombustivel (HERDES,
1994; KATAYON et al., 2006).

Ha o consumo das frutas, sementes, folhas e flores como legumes nutritivos em alguns
paises. Sementes maduras torradas e vagens verdes cozidas podem ser consumidas como
verdura, sendo utilizadas na alimentacdo em paises subdesenvolvidos (HERDES, 1994;
KATAYON et al., 2006). As folhas, por apresentarem betacaroteno, vitamina C, proteina,
calcio, ferro e fosforo, sdo utilizadas na alimentacdo humana em varios paises do oeste da
Africa. As flores, por apresentarem propriedades meliferas, tém importancia na apicultura
(ALVES et al., 2005).

H& um esforco, no Brasil, no sentido de difundi-la como hortalica rica em vitamina A,
pois as suas folhas, com cerca de 23.000 Ul de vitamina A, supera olericolas consagradas
como brdcolis, cenoura, couve, espinafre e alface, que apresentam, respectivamente, 5.000,
3.700, 2.200, 1.900 e 1.000 Ul de vitamina A (SILVA & KERR, 1999).

Visando melhorar a qualidade da alimentagcdo para os animais, a moringa tem sido
introduzida no Nordeste brasileiro. Devido ao alto teor de proteina bruta nas folhas, a
presenca de niveis adequados de aminodcidos essenciais e o baixo nivel de fatores
antinutricionais; aliados a capacidade de rebrota e a sua facil adaptacao a diferentes condicoes
climaticas, faz com que essa planta seja uma promissora alternativa a ser discutida nessa
regido para a alimentag&o e/ou suprimento protéico para os animais (FARIAS et al., 2008).

A utilizagdo das sementes de moringa no tratamento de &gua, para consumo humano,

tem sido frequente nas zonas rurais no Nordeste do Brasil, isso se deve, em parte, a escassez
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de 4gua potavel para a populacdo rural nessa regido (GERDES, 1997). Em decorréncia dos
varios usos tradicionais de M. oleifera, muitas pesquisas tém sido feitas para isolar compostos
bioativos de varias partes da planta (GUEVARA et al.,1999). Estudos realizados com
sementes de M. oleifera afirmam que essas possuem atividades hipotensiva (FAIZI et al.,
1998), antifungica (CHUANG et al., 2007) e antitumoral (GUEVARA et al., 1999).

2.3.4. Lectinas de Sementes de Moringa oleifera Lam.: MoL, cMoL & WSMoL

J& foram purificadas de sementes de M. oleifera trés lectinas: MoL (M. oleifera Lectin)
(KATRE et al., 2008), cMoL (coagulant M. oleifera Lectin) que é uma lectina solavel em
solucdo salina e coagulante (SANTOS et al., 2009), e a lectina soluvel em agua, WSMoL
(Water-Soluble M. oleifera Lectin) (COELHO et al., 2009).

2.3.4.1. MoL

A lectina de M. oleifera, MoL, é composta por um homodimero com massa molecular
de 14 kDa e subunidades apresentando massa molecular de 7,1 kDa, as quais sao ligadas por
pontes dissufelto. Possui atividade hemaglutinante sobre eritrocitos de coelho e humanos,
porém a afinidade sobre estes Ultimos é quase 250 vezes menor quando comparada aos
primeiros. E inibida por tireoglobulina, fetuina e holotransferina. Ndo apresentou alteracéo na
AH em valores de pH e temperaturas elevados. Porém, valores de pH acima de 7,0 e a

presenca de ditiotreitol inativaram a lectina (KATRE et al., 2008).
2.3.4.2. cMoL

A lectina coagulante de Moringa oleifera, cMoL, foi isolada ap6s extracdo salina e
cromatografia em gel de guar. E uma glicoproteina basica (natureza catiénica) com atividade
coagulante. A atividade hemaglutinante foi observada sobre eritrocitos de coelho, com titulo
de 256, ja sobre os eritrocitos humanos do tipo A, B, AB e O os titulos observados foram de
64, 1287, 256 e 167, respectivamente. Mostrou estabilidade na faixa de valores pH entre
4,0 e 9,0. A presenca dos fons Ca®*, Mg®* e K* aumentaram a atividade hemaglutinante. E
termorresistente a 100 °C durante 7 horas (LUZ, 2009; SANTOS et al., 2009).
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A atividade hemaglutinante pode ser parcialmente inibida por carboidratos e
glicoproteinas, sendo inibida por ovoalbumina e azocaseina e totalmente abolida por
asialofetuina (SANTOS et al., 2009).

A cMoL quando submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida, em condicdes
redutoras, apresentou uma banda polipeptidica principal de 26,5 kDa de peso molecular. O
peso molecular nativo de cMoL, determinado por cromatografia de filtracdo em gel Sephacryl
S-300, é de 30 kDa (LUZ, 2009; SANTOS et al., 2009).

A cMoL possui, como o proprio nome relata, propriedade coagulante, a qual pode ser
observada através de ensaio proposto por Ghebremichael e colaboradores (2005), utilizando
uma suspensao de caolin em agua (10 g/L) e leitura espectrofotométrica de absorbancia a 500
nm, sendo observada efeito similar ao sulfato de aluminio, que é o coagulante sintético mais
utilizado no tratamento de dgua. Apresentou uma reducdo de 92% da turbidez em agua com
alta (250 — 300 NTU) e baixa (125 — 150 NTU) concentracdo da suspensdo de caolin, na
absorbancia a 500 nm, quando comparada ao controle negativo e resultado semelhante ao
controle positivo, que utilizou sulfato de aluminio. Sua atividade coagulante ndo foi perdida e
nem apresentou alguma variacdo significativa apds o aquecimento. Dessa maneira, a cMoL
apresenta-se como uma alternativa para o tratamento de agua para consumo humano (LUZ,
2009; SANTOS et al., 2009).

Apresentou maior atividade antibacteriana sobre bactérias Gram-positivas do que para
as bactérias Gram-negativas. Demonstrando atividade bacteriostatica sobre Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterococcus faecalis. Sendo efetivamente
bactericida sobre Bacillus subtilis, com valores de CMB de 0,250 pg.mL™e de CMI, 0,031
pg.mL™ (LUZ et al., 2010).

Ratanapo e colaboradores (2001) afirmam que atividade antibacteriana de quaisquer
produtos se deve a ligacdo a é&cidos teicdicos e teicurdnicos, peptideoglicanos e
lipopolissacarideos presentes na parede celular das bactérias. Sendo assim, a acdo da cMoL
sobre bactérias Gram-positivas se deve, provavelmente, a essa ligagdo com o0s
peptideoglicanos e lipopolissacarideos presentes na parede celular. Estudos realizados por Luz
e colaboradores (2010) demonstraram o potencial da cMoL para ser utilizada na clarificagéo e
a remocao de organismos patogénicos presentes na agua.

A lectina coagulante de M. oleifera, foi capaz de inibir o crescimento das larvas e
matar as pupas de Anagasta kuehniella, a qual é considerada uma praga de grande

importancia econdmica que, além de danificar cereais e subprodutos armazenados, causa
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sérios problemas nos moinhos, obstruindo as tubulagdes e elevadores das fabricas, com
massas de farinha formadas pelos fios de seda que as larvas tecem (OLIVEIRA et al., 2011).

2.3.4.3. WSMoL

A lectina solivel em agua de M. oleifera, WSMoL, foi detectada em extrato aquoso
de sementes de M. oleifera (SANTOS et al., 2005) e isolada através de cromatografia em
coluna de gel de quitina. Glicoproteina &cida, de natureza anibnica, apresenta atividade
hemaglutinante sobre eritrocitos de coelho, ativa na faixa de valores de pH entre 4,5 e 9,5,
sendo a atividade hemaglutinante inibida pelo tratamento térmico (100 °C, por 15 minutos). A
frutose e N-acetilglicosamina foram capazes de se ligarem aos sitios ativos da lectina e,
consequentemente, inibiram a sua atividade hemaglutinante. Entretando, ha um aumento da
atividade quando da adic&o do fon Mg®* (ROLIM, 2007; SANTOS et al., 2009). Essa lectina
apresentou uma Unica banda de 5 kDa em SDS-PAGE (COELHO et al., 2009).

A WSMol, assim como a cMoL, possui propriedades coagulantes similares ao sulfato
de aluminio, sendo considerada, também, uma alternativa para o tratamento de agua, pois a
WSMoL ndo se apresentou como agente genotoxico, quando da utilizacdo da concentragdo
recomendada, que é de 0,2 pg.uL™* (ROLIM et al., 2011).

Devido a sua alta solubilidade, a WSMoL surgiu como alternativa para a investigacéo
dessa lectina numa possivel acdo sobre o ciclo biolégico, em &gua, de Aedes aegypti
(COELHO et al., 2009). Segundo estudos realizados por Santos (2009), indica que a WSMoL
pode ser utilizada como um composto natural para o controle da dengue, atuando sobre os
estagios larvais de Aedes aegypti, devido a capacidade da WSMoL se ligar a quitina e a
auséncia da camada epitelial que limita o trato digestivo nas L4 mortas tratadas com a lectina.
Podendo indicar que a quitina, o constituinte da matriz peritréfica, e/ou receptores na
superficie das células epiteliais presentes no intestino do Aedes aegypti foram os alvos da
WSMolL.

WSMoL possui atividade antibacteriana, apresentando valores de CMI de 7,8 pg.mL™
para Staphylococcus aureus, e de 250 ug.mL™ para Escherichia coli, porém em ensaios para
determinacdo da concentragdo minima bactericida, foi efetiva apenas para Staphylococcus
aureus, com valor de 300 ug.mL™ (FERREIRA et al., 2011a). O que ratifica a maior acio das
lectinas ligadoras de quitina sobre bactérias Gram-positivas, devido a alta quantidade de
peptideoglicano encontrado na parede celular bacteriana, que € constituida, principalmente,

por N-acetilglicosamina, tornando-a um alvo potencial para a ligacdo da cMoL e da WSMoL.
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Sendo assim, a sua menor acdo sobre as bactérias Gram-negativas se deve ao fato de ser mais
dificil a interacdo da lectina com o peptideoglicano, devido a camada lipidica da parede
celular externa, que dificulta o alcance ao espaco periplasmatico e, consequentemente, a
parede celular (FERREIRA et al., 2011a; NUNES et al., 2011).

2.4. Cupins

Os cupins sdo organismos, da Classe Insecta e Ordem Isoptera, detritivoros e
constituem um dos grupos dominantes da fauna de ecossistemas tropicais, representando um
papel importante na ciclagem de nutrientes e formacao do solo (CONSTANTINO, 2002). Os
isopteras sdo conhecidos por serem organismos eussociais e que diferem dos demais insetos
sociais por se apresentarem divididos por castas morfologicamente diferentes, com divisao de
trabalho e funcBes bioldgicas, sdo de ambos os sexos, diploides e de desenvolvimento
hemimetabolo (LELIS et al., 2001; COSTA-LEONARDO, 2002; GALLO et al., 2002).

A distribuicdo dos cupins é limitada pela temperatura ambiente (especialmente,
inverno rigoroso), umidade e disponibilidade de sitios para a construcdo de ninhos, sendo
principalmente, encontrados nas regides tropicais e subtropicais da Terra. Estando presentes
desde as florestas Umidas até as savanas, podendo existir até mesmo em regides aridas, sendo,
portanto, considerados uma espécie cosmopolita (EGGLETON et al., 1996; GONCALVES &
OLIVEIRA, 2006).

Ja existem cerca de 2.866 espécies descritas, distribuidas em sete Familias de Isoptera:
Mastotermitidae,  Kalotermitidae, = Termopsidae, = Hodotermitidae,  Serritermitidae,
Rhinotermitidae e Termitidae. Um total de 550 espécies ocorre na regido neotropical, as quais
sdo divididas nas Familias Termitidae (381spp.), Kalotermitidae (130spp.), Rhinotermitidae
(29spp.), Serritermitidae (3spp.) e Termopsidae (1spp.) (CONSTANTINO, 2007,
CONSTANTINO, 2009).

A Familia Termitidae € a mais numerosa em espécie e apresentam uma maior
diversificacdo ecoldgica, compreendendo as Subfamilas Macrotermitinae, Apicotermitinae,
Termitinae e Nasutitermitinae (CANCELLO, 1989).

Os principais géneros representantes da Familia Kalotermitidae sdo os Cryptotermes,
Neotermes e Rugitermes; na Familia Rhinotermitidae tem como destaque 0s géneros
Coptotermes e Heterotermes e, no caso, da Familia Termitidae destacam-se os Cornitermes,
Nasutitermes, Syntermes e Anoplotermes (VASCONCELOS et al., 2008).
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No Brasil, sdo conhecidas aproximadamente 300 espécies, que sdo distribuidas entre
as Familias Kalotermitidae, Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (CONSTANTINO,
1999). A Familia Serritermitidae, até recentemente, apresentava uma unica especie,
Serritermes serrifer, que ocorria apenas no Brasil, porém Vasconcelos e colaboradores (2008)
afirmam que a espécie Glossotermes oculatus, encontrada na Amazonia, possui evidéncias de
que, também, pertenca a essa Familia.

Foi relatada a presenca de nove espécies de téermitas na Regido Nordeste do Brasil, sdo
eles: Anoplotermes sp., Armitermes holmgreni (Snyder), Labiotermes labralis (Holmgren),
Microcerotermes exiguus (Hagen), M. struncki (Ssrense), Nasutitermes corniger
(Motschulsky), N. ephratae (Holmgren), N. macrocephalus (Silvestri) e Nasutitermes sp.,
sendo as espécies de Microcerotermes exiguus (Hagen) e Nasutitermes corniger
(Motschulsky) as principais construtoras de ninhos (VASCONCELOS et al., 2008).

Essa abundante distribuicdo se deve a relagdo simbidtica com microrganismos, como
bactérias, fungos e protozoéarios, além da organizacdo social bastante desenvolvida. O
potencial como praga caracteriza a Ordem Isoptera, porém, apenas 0S cupins praga constituem
a minoria dentro do grupo (cerca de 10%). Destaca-se o papel ecoldgico desses insetos no
ambiente, uma vez que sdo considerados consumidores primarios ou decompositores
(herbivoros e detritivoros) nos ecossistemas. Realizam a reciclagem de nutrientes, através da
trituragdo, decomposigdo, humificacdo e mineralizacdo de uma variedade de recursos
celulosicos. Exercem papel fundamental no funcionamento de varios ecossistemas, pois
favorecem a disseminacdo de bactérias e fungos, aléem de servirem de alimentos para uma
grande variedade de animais, como as formigas, aranhas, péassaros e mamiferos, e, dessa
maneira, contribuem fundamentalmente para a formacdo da base da cadeia alimentar
(COSTA-LEONARDO, 2002; LIMA et al., 2007; FERREIRA et al., 2011b).

Os cupins podem ser pragas de sistemas agricolas (cana-de-agucar, milho, arroz),
florestais (eucalipto, pinus), urbanos (construcdes) e pastoris (pastagens) (BERTI FILHO &
FONTES, 1995). Apresentam uma importancia econdmica na destruicdo de madeiras em
areas tropicais e subtropicais, como pode ser observado na América Central e América do Sul.
Na América Central, o principal género encontrado é Cryptotermes, sendo C. brevis com
maior distribuicdo desde areas da costa até o interior do continente. A presenca dessa espécie
foi observada tanto na Guatemala, a uma altitude 2.300 m, assim, como no México, ja no
Brasil foi encontrada nos Estados de Sdao Paulo, Espirito Santo e Minas Gerais (BECKER,
2006).
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Eggleton e colaboradores (1995) classificam os térmitas em grupos troficos, ou seja,
cupins humivoros ou getfagos, que se alimentam de solo; cupins intermediarios, que se
alimentam da interface solo-madeira; cupins xildgafos, que se alimentam de madeira; e cupins
ceifadores, comedores de serapilheira. Algumas espécies de cupins, que utilizam a madeira
para a sua alimentacdo, tendem a ser polifagas e ndo consumirem apenas esse tipo de material,
e, sim, podem utilizar uma grande variedade de plantas vivas, fragmentos de plantas, esterco,
produtos armazenados e matérias utilizadas pelo homem, sendo consideradas as maiores
pragas em muitas areas (REIS & CANCELLO, 2007).

2.4.1. Os Ninhos

Os ninhos, também chamados de cupinzeiros ou termiteiros, podem estar localizados
no solo, em arvores e em outros substratos, dependendo apenas da espécie considerada. Em
algumas éreas, a presenca desses cupinzeiros é bastante comum, conferido caracteristicas
peculiares a paisagem, como pode ser observado na Figura 9. Fatores como tipo de solo,
vegetacdo e clima podem influenciar na distribuicdo e densidade dos ninhos (BANDEIRA,
1985).

Figura 9. Ninhos epigeos de térmitas modficando a paisagem
Fonte: http://biotecrio.webnode.com.br/news/cupins%20subterr%C3%A2neos/

Apresentam formas e caracteristicas diferenciadas de acordo com a espécie, tendo por
funcdo oferecer aos cupins protecdo, além de manter a coesdo da sociedade (LIMA-RIBEIRO
et al.,, 2006). Os cupinzeiros sdo construidos utilizando-se diferentes combinacdes de
materiais, como o solo, matéria organica vegetal e, até, a prépria saliva e fezes como matéria
prima. A proporg&o entre esses materiais ira variar, em parte, devido ao habito alimentar das
espeécies e da disponibilidade desses materiais no ambiente. Os ninhos de material organico
podem representar locais ricos em nutrientes e sais minerais para a vegetacdo presente nas

proximidades. Devido as caracteristicas dos térmitas de construir ninhos e sistemas de tuneis,
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0s tornam importantes no processo de modificacdo da estrutura do solo, bem como atuam
aumentando a porosidade e aeracio do mesmo (CASTRO JUNIOR, 2002; IHERING, 2003).

Dentre os Isoptera, o género Coptotermes (Familia Rhinotermitidae) e varios géneros
da Familia Termitidae possuem espécies que constroem ninhos. Nas florestas neotropicais, 0
t&xon com o maior ndmero de espécies construtoras de ninhos esta representado pela
Subfamilia Nasutitermitinae, especialmente as espécies do género Nasutitermes (MARTINS,
1994).

O ninho é constituido por um sistema de cavidades e galerias interligadas entre si, e,
consequentemente, ha formacdo de ambientes fechados, onde é possivel a manutengdo de
microclimas diferentes do encontrado no ambiente (com temperatura, umidade e atmosfera
interna controlados). Ja foi observada uma temperatura interna excedente em 10°C a
temperatura externa ao ninho. O microclima presente no cupinzeiro é mantido estavel pela
acdo dos cupins, pela arquitetura do ninho, pelo material utilizado na construcéo e,
principalmente, pela interacdo e dindmica desses trés fatores (LIMA-RIBEIRO et al., 2006).
Os ninhos podem possuir camara real, camara de cria, cdmara de armazenamento de alimento
e galerias de forrageamento (COSTA-LEONARDO, 2002; ZORZENON e POTENZA, 2006;
ZORZENON e JUSTI JUNIOR, 2006).

Segundo Redford (1984), os termiteiros podem ser classificados de acordo com sua
posicdo em relacdo ao solo, podendo ser: ninhos arboricolas, construidos sobre ou dentro de
arvores (FIGURA 10A); ninhos hipogeos, construidos sob o solo; e ninhos epigeos, que
possuem sua maior parte acima da superficie do solo e apenas uma pequena porcao
subterranea (FIGURA 10B).

Figura 10. Tipos de ninhos: A. Ninho arboricola e B. Ninho epigeo
Fonte: http://ciencia.hsw.uol.com.br/cupim3.htm
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2.4.2. Ciclo Biologico

Em um ninho sdo encontrados os reprodutores, 0s operarios, os soldados, as ninfas, os
ovos e os individuos jovens, denominados de larvas; ao eclodirem essas larvas apresentam
semelhangas com os adultos e correspondem aos primeiros instares, as ninfas sdo individuos
imaturos com brotos alares que originardo os alados (THORNE, 1996).

O processo de revoada e fundacdo de uma nova coldnia pelos térmitas constituem uma
atividade eminentemente sazonal. Embora, existam alguns registros de producdo
relativamente continua de alados ao longo de todo o ano, podendo apresentar durante esse
periodo alguns picos. Todo esse processo esta divido por uma sequéncia de eventos que
duram, geralmente, alguns meses, compreendida pelas etapas (BRANDAO, 1996):

e Atividades Pré-voo, tem como caracteristica a producdo de uma geracao anual de

alados na coldnia ja estabelecida;

e V0o, representado por um numero variavel de individuos sexuados quando deixam

a coldnia e se dispersam na area adjacente;

e Atividades Pds-voo, apresentadas por diversas caracteristicas, como a perda das

asas, cOrte, pareamento, escolha do local e inicio da construg¢do do ninho.

O desenvolvimento de individuos reprodutores (ou individuos alados), os quais
possuem dois pares de asas membranosas semelhantes, dai o0 nome da Ordem (Iso, igual;
ptera, asa), na col6nia ainda ndo é totalmente conhecido, bem como h& uma grande variacao
de padrdes de Familia para Familia (BRANDAO, 1996). A figura 11 apresenta, de maneira
resumida, o ciclo de vida dos cupins.

Na Familia Termitidae, os individuos de 1° instar, ap6s sofrerem a 1?2 ecdise, dao
origem as linhagens: uma sexuada e outra assexuada. A sexuada se inicia com as ninfas
dotadas de broto alar e se desenvolve até os imagos; a assexuada resulta na formacdo de
soldados, que sdo formas adultas, estéreis e apteras, podendo ter a mandibula desenvolvida,
impedindo a mastigagdo do alimento, podem ou ndo ter olhos compostos e sdo responsaveis
pela defesa da colbnia, que pode ser feita mecanica ou quimicamente; e operarios, que sdo
mais numerosos na coldnia, as formas adultas e as ninfas realizam a maior parte do trabalho,
geralmente, sdo apteros, esbranquicados ou de cor amarelo-clara, sem olhos compostos e com
mandibulas relativamente pequenas (BUZZI, 2002). Apo6s a eclosdo todas as larvas sdo
equipotentes, e a casta a que pertencerdo sera resultado da expressdo de fatores sociais e
ambientais (NOIROT, 1985).
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A producéo de alados tem inicio cerca de alguns meses antes do voo, tendo predilecéo
para os meses de inicio da estacdo chuvosa, Domingos (1980) relata a presenca de ninfas
jovens de alados nos ninhos a partir do més de maio na regido do Cerrado para as espécies
Armitermes euamignathus, Cornitermes cumulans e Nasutitermes sp.. E possivel estimar que
haja uma variacdo de 0,04% até 43% de individuos alados em relagdo a populacédo total da
colénia (BRANDAO, 1996).

Ciclo de Vida dos Cupins

/ rainha

reprodutores
primanos

Figura 11. Esquema resumido do ciclo de vida dos cupins
Fonte: http://cupins.blogspot.com

Para saida e voo dos alados, uma grande parte da colnia se envolve nas atividades de
preparacdo para esta etapa e depois na assisténcia a eles. Os operarios desenvolvem sua
funcdo, abrindo orificios nas paredes dos ninhos, na madeira ou, caso a espécie seja
subterranea, tlneis no solo. Todas essas modificagdes podem gerar simples aberturas ou
construcdes contendo pequenas torres ou plataformas horizontais. A presenca dessas
estruturas em colbnias da espécie Armitermes euamignathus, Cornitermes cumulans e trés
espécies nao identificadas do género Anoplotermes (Familia Termitidae) ja foram observadas.
Além da atuagdo dos operarios no auxilio aos alados, observa-se, também, a participacdo dos
soldados que se colocam em posicdo de defesa (MILL, 1983; BUZZI, 2002).

Ap0s o processo de voo, havera a formacdo dos pares, a procura de local ideal e a
construcdo do ninho, porém todos esses processos parecem variar um pouco de espécie para
espécie, mas, em geral, ocorre 0 pouso e a perda das asas, sendo essa caracteristica bem
desenvolvida na Ordem Isoptera e acontece de duas maneiras, como relata Myles (1988), a

primeira, seria “assistida pelo substrato”, no qual ocorre a prisdo das asas em algum objeto,
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que faz o individuo andar em semi-circulo, produzindo uma forca que as arranca, a segunda é
denominada de “automatica”, no qual é possivel a liberacdo das asas a partir de certos
movimentos rapidos dos térmitas.

A corte é representada por duas etapas, inicialmente ocorre a atracdo do parceiro, e,
em seguida, ocorre uma caminhada, onde um dos individuos do par segue exatamente atras do
outro, tocando a extremidade posterior do que vai a frente, provavelmente em busca de um
local para fixacéo e inicio da constru¢do do ninho. Na Familia Termitidae é sempre a fémea
que atrai o macho, e ela também lidera a caminhada. Nas outras Familias observa-se um
comportamento diversificado, onde tanto o0 macho quanto a fémea pode liderar o ritual da
corte. Apos isso, o casal inicia a construcdo do ninho, com a abertura da primeira galeria,
onde o casal se instala e comeca o processo de acasalamento (BRANDAO, 1996; BUZZI,
2002).

Normalmente, a col6nia apresenta um Unico casal real, que possui como caracteristicas
olhos compostos perfeitamente desenvolvidos, sd&o bem pigmentados e esclerotizados. A
fecundacdo corre de maneira regular, em algumas espécies é possivel a observacdo de um
aumento no abdome da rainha devido ao crescimento do aparelho reprodutor, sendo por
muitas vezes chamadas de rainha fisogastrica (BARSOTTI, 2001; COSTA-LEONARDO,
2002; GALLO, 2002).

2.4.3. Género Nasutitermes

A Subfamilia principal da Familia Termitidae é a Nasutiterminae, o qual é um dos
grupos mais diversificado da Ordem Isoptera (KAMBHAMPATI & EGGLETON, 2000). O
género Nasutitermes caracteriza-se por apresentar soldados com cépsula cefalica arredondada,
coloracdo marrom-escura e tubo frontal conico largo na base e mandibulas atrofiadas. O térax
apresenta seu primeiro segmento com uma protuberancia em forma de cela. O abdome
compde-se de 10 segmentos (FIGURA 12) (FONTES, 1995).

Figura 12. Soldado da espécie Nasutitermes havilandi
Fonte: http://www.boldsystems.org/views/taxbrowser.php?taxid=4335
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O género Nasutitermes apresenta uma ampla distribuicdo mundial e é considerado um
dos géneros mais rico em espécies. O numero de individuos que podem ser encontrado no
interior de um ninho pode chegar a 3 milhdes e as col6nias de Nasutitermes pode varia de 40
a 80 anos de longevidade (KAMBHAPATTI & EGGLETON, 2000). Sdo conhecidas 200
espécies do género Nasutitermes, com distribuicdo por todas as regibes tropicais, essas
espécies podem construir ninhos em troncos, no sistema radicular das arvores e acima ou
abaixo do nivel do solo (SCHEFFRAHN et al., 2002; ALBUQUERQUE et al., 2005).

O aspecto morfologico caracteristico da cabeca dos soldados permite diferenciar bem
0 género Nasutitermes dos demais. Entretanto, a caracterizagdo e diferenciacdo entre as
espécies desse género ainda ndo é uma tarefa facil (MIURA et al., 2000; SCHEFFRAHN et
al., 2002).

As espécies de Nasutitermes estdo entre as mais abundantes que podem se alimentar
de madeiras (MIURA et al., 2000). Isso se deve a existéncia, no instestino dessas espécies, de
bactérias capazes de promover a hidrolise de celulose e xilana (WARNECKE et al., 2007).
Sendo conhecidas pelos danos que causam em edificacdes de madeira, devido a predilecao
pela construcdo de ninhos em telhados, forros e demais elementos estrutrurais
(SCHEFFRAHN et al., 2002; SA et al., 2009a).

O atual desequilibrio ambiental tem favorecido aos Nasutitermes demonstrar
caracteristicas de nocividade. Sendo assim, estdo sendo considerados como uma nova ameaga
aos centros urbanos como praga, porém eles ainda ndo apresentam a agressividade observada
na espécie Coptotermes havilandi, a qual possui uma maior expressdao urbana
(FIGUEIREDO, 2004). Foi observada a invasdo do meio urbano no Semi-arido brasileiro por
espécies de Nasutitermes, atacando moveis e estruturas das construcées (PAES et al., 2002).

2.4.3.1 Nasutitermes corniger

Nasutitermes corniger ¢ uma das espécies mais dominante e amplamente distribuida
desse género (PAES et al., 2007; NAPOLEAO et al., 2011b). Estando presente nas Américas
do Sul e Central. E possivel observar a presenca de N. corniger em quase todo o territorio
nacional (ADAMS et al., 2007).

E uma espécie considerada xil6faga comum, tendo grande importancia econémica na
Regido Nordeste, onde é considerada uma das pragas urbanas mais frequente (REIS &

CANCELLO, 2007). Como caracteristica de quase toda espécie praga, esta apresenta certa
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plasticidade, inclusive quanto aos ninhos, que podem ser policalicos, aumentando a area de
forrageamento de cada colénia (CONSTANTIBO, 2002; BANDEIRA et al., 2003).

As colbdnias de N. corniger sdo compostas por familias simples, com um unico casal
real. S&o multiplos os ninhos escuros e de aspecto rugoso, que constituem as col6nias, sendo
encontrados em arvores ou no solo, sendo conectados por tuneis. Porém, a estrutura dessas
colbnias pode apresentar grandes variagdes dentro das populagdes de N. corniger, assim como
é observado com outras espécies de cupins (ATKINSON & ADAMS, 1997). Nao existe
agressividade entre cupins que habitam ninhos de uma mesma colbnia. Entretanto, ja foi
observado por Adams e Levings (1987), que operérios e soldados de N. corniger sdo
agressivos com individuos de outras coldnias.

Os soldados apresentam mandibulas vestigiais e uma glandula frontal que contém
substancia de defesa, incluindo varios tipos de terpendides e proteinas especificas (HOJO et
al., 2005).

Foi observado que N. corniger destr6i madeiras dura ou mole, beneficiada ou néo.
Foram encontrados atacando madeiras de caucho (Micranda sp., Euphorbiaceae) e virola
(Virola surinamensis, Myristicaceae) e existe aqueles com preferéncia pela regido do cerne
(ABREU et al., 2002). Madeiras como a da aroeira (Myracrodruon urundeuva), do louro-
pardo (Cordia trichotoma), da jurema-preta (Mimosa tenuiflora) e do sabid (Mimosa
caesalpinifolia) demonstraram elevada resisténcia a acdo de N. corniger, enquanto o
marmeleiro preto (Croton sonderianus) foi severamente atacado (PAES et al., 2002; PAES et
al., 2007).

2.5. Controle de Populagdes de Insetos Praga

O controle de pragas de insetos tem sido feito, predominantemente, pelo uso de
inseticidas quimicos. Até 1985, os inseticidas clorados apresentavam uma maior utilizacéo,
porém, apo6s a sua proibicdo, inseticidas alternativos passaram a ser testados (VALERIO et
al., 1994). Fungos entomopatogénicos (FERNANDES & ALVES, 1991), controle cultural
(rotacdo de cultura, calagem e adubacdo), controle bioldgico, plantas resistentes ao ataque de
cupins (ALMEIDA et al., 1989, LOGAN et al., 1990) e, até, 0 método através da destruicdo
mecanica foram pesquisados (AVILA & RUMIATTO, 1995). A sustentabilidade é algo
desejavel, ultimamente, para o controle de pragas. Sendo assim, implica no uso de (STUMPP
et al., 2006):

e Recursos renovaveis;
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e Recursos de baixo impacto ambiental,

e Matérias de baixo custo energético na sua producéo;

e Matérias que fixam o carbono, associado ao dioxido de carbono da atmosfera, co-

responsavel pelo efeito estufa do planeta; e

e Matérias que garantam a durabilidade do produto.

A utilizacdo indiscriminada de inseticidas organicos sintéticos pode acarretar num
desequilibrio bioldgico, pois pode ocasionar a eliminacdo dos inimigos naturais e
proporcionar a elevacdo de diferentes pragas. O uso de produtos quimicos de amplo espectro
de acdo provoca dois fenbmenos ecoldgicos distintos: ressurgéncia da praga alvo e surtos de
pragas secundarias. A perturbacdo do controle natural, em funcdo da dependéncia do
inseticida, torna-se um problema de grande extensdo no mundo e contribui para aumentar 0s
problemas econdmicos e ecoldgicos das regides onde 0s inseticidas séo utilizados (CRUZ et
al., 1995).

Um total de 80 espécies, no mundo, representa 0s cupins praga, dessas, 33 sdo
encontradas no Brasil, sendo 12 espécies agricolas e 21 espécies urbanas (CONSTANTINO,
2009). O uso de armadilhas é uma das estratégias que vem surgindo para o controle de cupins,
a qual leva em conta o comportamento social desses insetos, como trofalaxia, limpeza e
tigmotropismo. Esta baseado no principio da transmissdo de agentes quimicos ou microbianos
diretamente para os cupins, visando atingir toda a colénia. A acdo lenta (slow-acting) de
inseticidas em armadilhas permite que uma colbnia inteira de cupim possa ser destruida com o
tratamento de somente uma parte do sistema de galerias, porque devido as interacBes sociais
(trofalaxia, lambimento) é possivel que o agente toxico seja distribuido para as demais partes
do sistema que constituem a coldnia (ALMEIDA et al., 1998; LEHTONEM & PAHLONEN,
2004).

2.5.1. Controle Quimico de Insetos

O controle de populagdes de insetos, atraves do controle quimico, consiste na
aplicacdo direta ou indireta de substancias quimicas em concentracbes adequadas para
produzir mortalidade (LUNA et al., 2004; BRAGA &VALLE, 2007; CHUNG et al., 2009). O
controle mais facil se da através da mortalidade do estagio larval quando comparada ao
estagio adulto dos insetos, pois reduz a aplicacdo total de pesticidas necessarios para este fim
(SANTOS, 2009).
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No século XX, a utilizacdo dos inseticidas pode ser dividida em trés fases. A primeira
fase refere-se aos produtos inseticidas de origem organica e inorganica que predominaram na
primeira metade do século XX. Os organicos de origem natural com maior utilizacédo foram os
alcaldides, como a nicotina, nor-nicotina e anabasina, 0s piretroides, como a piretrina,
aletrina, deltametrina, os rotendides, como a rotenona, € em menor escala alguns
quassinoides, como a quassina. Dentre o0s inorganicos, destacam-se 0s arsenatos de célcio e
chumbo, cupratos, enxofre em pd, varios sulfatos, cal, fluorsilicato de bario,
aminosselenossulfito de potassio (criolite) e Oleos minerais (ADDOR, 1994; VIERA &
FERNADES, 1999).

A segunda fase tem inicio com o desenvolvimento da sintese de orgénicos com
atividade inseticida apds a Segunda Guerra Mundial. Sendo utilizado o hexacloroexano
(HCH), dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), Aldrin, Dieldrin e Clordano. Porém, a poluicéo
ambiental e a resisténcia adquirida devido a aplicacdo repetida desses inseticidas sintéticos
persistentes levaram a um aumento no interesse por produtos quimicos novos com agao no
controle de pragas (BUGHIO & WILKINS, 2004).

Os hidrocarbonetos clorados, ésteres organofosforados, carbamatos e piretroides
sintéticos estdo entre os inseticidas sintéticos que continuam a ser utilizados e contribuem
para a producdo mundial de alimentos nas Ultimas décadas. O uso continuo destes produtos,
principalmente, na area agricola tem ocasionado problemas, pois tem desenvolvido resisténcia
a estas substancias em espécies-chave, somando-se o0 risco de dizimagcdo de predadores
naturais de espécies secundarias. Algumas destas substancias persistem além do tempo
desejado no meio ambiente como residuos toxicos (VIEGAS JR, 2003).

Muitos dos inseticidas disponiveis no mercado, incluindo o hexacloro benzeno,
toxafeno, compostos organofosforados e carbamatos, sdo toxicos aos rebanhos e oneroso
guando considerado o0s produtores primarios presentes nos paises de terceiro mundo
(NDUMU et al., 1999).

A terceira fase para o controle de pragas, em especial térmitas, € representada pela
utilizacdo de tratamento quimico com alta toxicidade e persisténcia. Sendo assim, a
descoberta de produtos alternativos com baixa ou nenhuma toxicidade e com agdo mais
especifica para a praga contribuira para tratamentos sustentaveis (LYLE, 1994).

No Brasil, o DDT &, ainda, o inseticida quimico mais largamente empregado para o
controle de pragas. E um produto relativamente barato, possui um elevado poder residual,
moderadamente toxico e de baixa absorcdo cutdnea, ndo sendo biodegradavel. Pode se

acumular no tecido adiposo de animais, interferindo no metabolismo do sodio e potassio,
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alguns estudos em camundongos mostrou que é carcinogénico (CONSLI & OLIVEIRA,
1994).

O estabelecimento da dose minima necessaria para matar o inseto determina o poder
toxico do inseticida. Essa dose varia de acordo com os produtos existentes e das diferentes
reacOes fisiologicas sobre cada inseto (GALLO et al., 1988). Estudos do efeito sinérgico do
imidacloprid, um inseticida do grupo das nitroguaninas, com fungos Metarhizium anisopliae
(Metsch.) Sorok., Paecilomyces farinosus (Bainier), Conidiobolus coronatus (Brefeld),
Beauveria bassiana (Bals.) Vuill. e Actinomucor sp. em cupins das espécies Reticulitermes
flavipes (Kollar) e Coptotermes formosanus Shr. verificaram que o solo tratado com 1 ppm de
imidacloprid mais M. anisopliae ou B. bassiana causou mortalidade mais rapida do que
somente o imidacloprid na concentracdo de 1 ppm. Este inseticida ndo foi repelente aos
cupins estudados (ALMEIDA et al., 1998).

Para a utilizacdo da técnica slow-acting em armadilhas para o controle de cupins, se
faz necessario estimar a dose sub-letal inseticida para cada espécie. Nesse sentido, Su e
colaboradores (1994) testaram sulfluramida, declorane, hydransentilon e acido borico sobre
Coptotermes formosanus e Reticulitermes flavipes. A sulfluramida apresentou maior
toxicidade para C. formosanus com uma DLsy de 4,31 mg.g™ e o declorane foi mais téxico
para R. flavipes, apresentando uma DLs, de 4,18 mg.g™.

O ataque da madeira, por organismos xil6fagos, pode ser prevenido pela imunizacéo
da madeira com preservantes sintéticos, sendo os produtos mais empregados a base de
compostos oleosos (creosoto) ou aquosos (sais de boro, cobre, etc.) (DEON, 1989). Muitos
desses produtos apresentam prejuizo a satde humana e ao meio ambiente. Sendo assim, varios
compostos de origem vegetal estdo sendo avaliados, no intuito de descobrir substancias que
possam ser empregadas como produtos preservantes e inseticidas, apresentando pouco dano
ao ser humano e a natureza (LOGAN et al., 1990; BLASKE & HERTEL, 2001; LI et al.,
2002).

2.5.2. Controle Fisico de Insetos

O controle fisico, também conhecido por controle ambiental ou mecanico, consiste na
acao em que ocorra modificacdo dos locais da possivel reproducdo dos insetos. Tendo a
participacdo popular importdncia na localizagdo dos ninhos intra e peridomicilarmente
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).
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2.5.3. Controle Bioldgico de Insetos

O controle bioldgico se caracteriza pela diminuicdo de uma populagdo de pragas pela
utilizacdo de predadores, parasitas ou patégenos (HAWKINS & CORNELL, 1999). O
controle biolégico de pragas de insetos ndo é uma técnica recente. Desde o século Il a.C.,
formigas predadoras eram utilizadas pelos chineses para controlar pragas em plantas citricas.
Na Arabia Medieval, os agricultores transportavam coldnias de formigas predadoras para o
controle de formigas fitéfagas em palmaceas (CARVALHO, 2006).

O controle biol6gico pode ser utilizado em estratégias para os estagios imaturos,
através de organismos predadores, patdgenos e parasitas naturais, os quais sdo capazes de
predar ou parasitar os insetos em vérias fases evolutivas. Bactérias entomopatogénicas, como
algumas linhagens do género Bacillus, produzem toxinas protéicas com um alto grau de
especificidade a insetos vetores, que ao serem ingeridas provocardo a morte das larvas. As
duas espécies com maior acdo larvicida sdo o Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus
thuringiensis serovar israelensis (Bti). Esta possivel especificidade e ndo-toxicidade para
vertebrados favorecem o seu sucesso como recurso do controle biolégico (TABASHNIK,
2001; JAYARAMAN et al., 2005).

A infeccdo de um inseto por um fungo ocasiona o crescimento da biomassa do
microrganismo sobre o cadaver do inseto, resultando na producdo de um ndmero significativo
de conidios. Porém, a maioria destes conidios desintegra-se rapidamente no ambiente e
apenas uma porcao minima vai alcancar sucesso, infectando outros insetos (MEYLING &
EILENBERH, 2007). Entretanto, os insetos podem desenvolver resisténcia a este importante
recurso do controle bioldgico (TABASHNIK, 2001; JAYARAMAN et al., 2005).

E observado um efeito mais lento quando da comparac&o do controle bioldgico com o
quimico, sendo necessarias mudancas na politica de manejo de insetos praga (LAZZARINI,
2005).

2.5.4. Controle de Insetos através de Substancias Naturais

Desde a Idade Média, o homem utiliza extratos de plantas, numa pratica que persiste
até hoje, com vérias espeécies de plantas ja conhecidas pela sua atividade inseticida. O uso de
extratos de plantas associado a outros métodos de controle constituem numa estratégia viavel

para a reducdo das populacGes de insetos praga, visto que sistemas auto-sustentaveis de
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producdo requerem metodologias menos agressivas e que possam ser parte do
agroecossistema e, assim, mais duradoras (CAVALCANTI et al., 2006).

A pesquisa no intuito de se descobrir inseticidas de origem vegetal vem crescendo,
isso se deve em virtude da opinido publica creditar que produtos naturais sdo mais seguros
que os sintéticos. Entretanto, nem sempre isso é uma verdade cientifica, porém, por outro
lado, o mercado permite pregos especiais para produtos chamados “organicos” ou
“naturalmente produzidos” (SCHLUTER, 2006).

A pesquisa por inseticidas naturais aumentou e teve importancia apos a descoberta dos
efeitos indesejaveis dos inseticidas sintéticos utilizados em larga escala no meio ambiente
(KIRAN et al., 2006). Problemas multifatoriais, devido ao uso indiscriminado desses
inseticidas, como a poluicdo dos rios, da agua e do ar, a resisténcia aos inseticidas e a
toxicidade para os humanos, tém sido observados. E consenso mundial, a necessidade de
encontrar alternativas para os inseticidas sintéticos. Atengdo especial é dada as metodologias
viaveis ambiental e economicamente no controle de insetos considerados pragas. Sendo
assim, os inseticidas de origem boténica sdo promissores para esta utilizacdo, devido a sua
eficacia, sendo biodegradaveis facilmente e de baixo custo (DHARMAGADDA et al., 2005;
KIRAN et al., 2006).

A demonstracdo do local de atuacdo e da forma de acdo dos produtos naturais tém
grande importancia para a potencializacdo de seus efeitos e para o desenvolvimento como
produtos inseticidas (SANTOS, 2009). Segundo Sukumar e colaboradores (1991), os
inseticidas naturais ndo atuam aparentemente sobre as populacbes ndo-alvo e sédo
biodegradaveis, além de serem facilmente disponiveis em muitas partes do mundo. Atuam
interferindo no crescimento e na reproducdo das pragas e sdo eficazes contra as diferentes
fases de seu crescimento.

As plantas, pelo fato de co-evoluirem com insetos e outros microrganismos,
apresentam-se como fonte naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, sendo
produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico, algumas dessas substancias de
defesa sdao denominadas de fitoalexinas. A defesa da planta pode ser de dois tipos, a direta e a
indireta. Na defesa denominada direta, substancias como silica, metabdlitos secundarios,
enzimas e proteinas estdo presentes, as quais podem se tornar possiveis candidatas naturais na
descoberta de novos produtos no combate a insetos praga, alem da acdo dos Orgaos, como
tricomas e espinhos, os quais afetam diretamente os insetos. Na defesa indireta estdo presentes
substancias emitidas pela planta, que atraem parasitas e predadores de insetos (GRAYER &
KOKUBUN, 2001).
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Espécies de vegetais sintetizam terpenos e fenilpropandides que podem ter
propriedades atrativas (alimentagéo, polinizacdo) e/ou deterrentes e inseticidas (OMENA et
al., 2007, CHENG, 2008, MELO-SANTOS et al., 2009). Dessa maneira, as plantas, por
apresentarem substancias quimicas bioativas e tipicamente livres do perigo ou prejuizo ao
meio ambiente, fazem com que sejam consideradas fontes alternativas na descoberta de
inseticidas naturais (LUNA et al., 2005; OMENA et al., 2007). Por isso, ha um interesse em
estudos direcionados a extratos de plantas ou Oleos essenciais, como potenciais agentes
inseticidas (YANG et al., 2004).

Uma planta resistente a um inseto praga refere-se a um genotipo potencialmente capaz
de interagir com o ambiente e produzir um fenotipo que torna a presenca da praga, como sua
consumidora, invidvel. Sendo assim, esse fenotipo se refere a capacidade das substancias
naturais (determinadas pelos genes de resisténcia) atuarem como inseticidas ou repelentes em
relagdo as pragas (MAIRESSE, 2005).

H& bastante utilizacdo de Oleos essenciais como inseticida, devido a sua natureza
lipofilica, que interfere diretamente nas funcdes do metabolismo basico, bioquimico,
fisiolégico e comportamental dos insetos (NISHIMURA, 2001). Os dleos essenciais de
Thymus vulgaris, Satureja hortensis e Thymus satureioide mostraram ser eficazes sobre a
mortalidade larval de Culex quinquefasciatus, com valores de DLsy menores que 50 g.mL™
(PAVELA, 2009).

Devido aos problemas ambientais causados pelo uso indiscriminado de inseticidas
sintéticos sobre culturas de todo o mundo, a pesquisa por novas espéecies de vegetais com
atividade inseticida tem aumentado. Resultando desses estudos, a identificacdo de plantas
inseticidas e caracterizagao de seus compostos bioativos (VIEGAS JR, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Avaliar a atividade cupinicida e repelente da lectina presente na espécie vegetal
Opuntia ficus indica, a OfiL, e daquelas presentes em sementes de Moringa oleifera, a

cMoL e a WSMoL, sobre Nasutitermes corniger.

3.2. Objetivos Especificos

e Purificar as lectinas através de protocolos ja estabelecidos;

e Analisar as lectinas quanto as suas caracteristicas em relacdo ao carboidrato
especifico, natureza da carga e massa molecular;

e Realizar os ensaios de atividade termiticida a N. corniger com a lectina de
O. ficus indica, a OfiL, e as de M. oleifera, a cMoL e a WSMoL;

e Realizar testes de repeléncia a N. corniger utilizando OfiL, cMoL e
WSMolL; e

e Determinar a concentracdo das lectinas para a atividade cupinicida.
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Biodegradation by termites is a serious problem for wood and crop industries worldwide, and new
environmentally friendly alternatives for termite control have been developed. This work investigated
the effects of crude and purified preparations containing lectins from Opuntia ficus indica cladodes (OfiL)
and Moringa oleifera seeds (WSMoL and cMoL) on Nasutitermes corniger workers and soldiers. Purified
OfiL was more active than cladode extracts, showing a stronger termiticidal activity against workers (LCsg
of 0.116 mg ml~ 1) than against soldiers. OfiL was active against soldiers only at 1.5 mg ml~ . All prep-
arations containing WSMoL and cMoL were active only at concentrations of 1.0 and 1.5 mg ml~ L The
tested preparations did not exert repellent activity against N. corniger. OfiL was able to kill workers and
therefore is potentially a new tool for N. corniger control; as a consequence, this lectin could disturb
organization, structure, and maintenance of termite colonies.

© 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The use of chemical insecticides is still the main strategy used to
control insect pests in agriculture. However, when applied on
a large scale, these products have been associated with the emer-
gence of resistant pest populations as well as damage to the envi-
ronment and human health (Barros et al., 2006; Leite et al., 2007;
Liu et al,, 2011). Phytoinsecticides have been intensively studied
in programs of integrated pest management, and today they are
considered an effective and environmentally friendly alternative
(Bernardi et al, 2010). When compared to ordinary chemical
insecticides, these products generally present lower persistence
and residual action, being more rapidly degraded. Although bio-
insecticides may not be as effective as synthetic chemicals, they
minimize the risk of elimination of beneficial species, decrease the
emergence of resistant populations and phytotoxicity, and reduce
human health hazards (Menezes, 2005).

Insecticidal activity of lectins — hemagglutinating proteins with
carbohydrate-binding ability — against agricultural insect pests has

* Corresponding author. Tel.: +558121268540; fax: +558121268576.
E-mail address: ppaivaufpe@yahoo.com.br (PM.G. Paiva).

0964-8305($ — see front matter © 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ibied.2011.05.008

been reported for Bauhinia monandra leaf lectin on Callosobruchus
maculatus, Zabrotes subfasciatus, and Anagasta kuehniella (Macedo
et al., 2007). The lectins from Arisaema intermedium and Arisaema
wallichianum have been reported to delay the development of the
melon fruit fly, Bactrocera cucurbitae, inhibiting pupation and
emergence (Kaur et al., 2009). Induction of mortality on Acyrtho-
siphon pisum (pea aphid) and Myzus persicae (green peach aphid)
were observed after exposure to lectins from Allium sativum and
Xerocomus chrysenteron, respectively (Fitches et al., 2008; Jaber
et al, 2008). Chitin-binding lectins are able to interact with
chitinous structures in insect guts, promoting deleterious effects
(Coelho et al., 2009).

Termites belong to a group of decomposer insects called Iso-
ptera, closely related to cockroaches. They are long-lived eusocial
insects that form large colonies consisting of reproductive forms,
sterile workers, soldiers, and immature individuals. These insects
produce their nests in trees, roots, or soil, since they are able to feed
on woody tissue of plants, intact or partially decayed, as well as leaf
litter, soil, and animal dung (Scheffrahn et al., 2002; Verma et al.,
2009). Termites are abundant in tropical and subtropical regions,
where their tunneling efforts help aerate the soil; also, these
organisms help in breaking down and recycling plant materials
(Thompson, 2000; Costa-Leonardo, 2002; Verma et al, 2009).
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Termites also improve soil quality by ingesting and transporting
organic and mineral particles; they are nitrogen fixers and can
function as bio-indicators of environmental quality and soil fertility
in agriculture ecosystems (Brown, 1997; Kaschuk et al, 2006;
Yamada et al., 2006).

However, their specialization to feed on cellulosic materials,
along with the ability to damage harvested kernels, have given
termites the reputation of being among the most important pests,
due to the economic losses they cause. These insects destroy wood,
building materials, and other commercial products (Meyer, 2005;
Verma et al., 2009). Biodegradation by termites is considered the
most serious problem in the wood industry, and severe economic
losses caused by termite action have been reported worldwide
(Meyer, 2005). In China, the economic losses exceed 200 million
dollars a year, while in Japan values reach 800 million/year and in
the U.S. these losses are above 1 billion/year; in Brazil termites were
responsible for 42.7% of the overall damage to buildings (Zhong and
Liug, 2002; Verma et al., 2009). Miranda et al. (2004) showed
that Cryptotermes nordenskioeldi damages sugarcane crops and
Amitermes nordestinus is a potential pest in this culture. Joshi et al.
(2005) and Constantino (2007) have reported on termites
damaging maize, eucalyptus, and rice.

Controlling termites is a complex task, since these insects live in
highly organized colonies. Due to this difficulty, different termite-
control methods have historically been devised (Myles, 2005).
Physical barriers to termites include the use of heat, freezing, elec-
tricity, and even microwaves. However, chemical treatment stands
as the most widely adopted approach to reduce infestation by
termites and includes soil termiticidal injection, baits, and chemical
fumigation. Plant-derived biopesticides, nematodes, bacteria, and
fungi have several desirable properties such as insecticidal, repel-
lent, and deterrent action that inhibit feeding activities, apart from
acting as insect growth regulators (Bogts et al, 2005; Chai et al.,
2007; Zhou et al., 2007; Bedmutha et al., 2011).

Nasutitermes corniger Motsch. (Isoptera, Termitidae) is broadly
distributed in America, being found from southern Mexico to
northern Argentina. In the urban environments of the Brazilian
semi-arid region, N. corniger has been responsible for the destruc-
tion of furniture as well as of building structures (Paes et al., 2002).
Termiticidal activity on N. corniger has been reported for lectins
isolated from Cladonia verticillaris lichen, B. monandra secondary
roots, and Myracrodruon urundeuva bark, heartwood, and leaf, as
well as secondary metabolites from Bowdichia virgilioides, Anade-
nanthera colubrina, and Hymenaea stigonocarpa (Sa etal.,, 2008; Silva
et al., 2009; Santana et al., 2010; Napoledo et al., 2011; Souza et al.,
2011). The termiticidal activities of lectins were reported recently,
and commercial formulations are currently being developed. In this
work, the insecticidal activity of lectins aroused our interest in
shedding new light on how plants could be used as novel sources of
these proteins as bioactive agents against N. corniger.

Cladodes of Opuntia ficus indica Mill. are used in folk medicine
for their diuretic, antiulcer, and wound-healing properties (Galati
et al, 2001, 2002; Trombetta et al., 2006). Chitin-binding lectin
isolated from O. ficus indica cladodes (OfiL) was thermo-stable and
ion dependent and showed antifungal activity against Candida
albicans, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium decemcellulare,
Fusarium lateritium, Fusarium oxysporum, and Fusarium solani
(Santana et al., 2009).

Moringa oleifera lam. is a tree native to India; it is also found in
several African, Asian, and South American countries. This plant is
of significant economic, industrial, and medicinal importance
(Makkar and Becker, 1996). Two chitin-binding lectins isolated
from M. oleifera seeds have shown insecticidal activity. The water-
soluble M. oleifera lectin (WSMoL) promoted mortality of Aedes
aegypti fourth-stage larvae (Coelho et al., 2009) and the coagulant

M. oleifera lectin (cMoL) was able to reduce growth of larvae and kill
pupae of A. kuehniella (Oliveira et al., 2011).

This work reports on the effect of OfiL, WSMoL, and cMoL on
N. corniger survival, as well as on the response of termites to lectin
in a repellence assay. In addition, some properties of Ofil, cMol,
and WSMoL are comparatively analyzed.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

0. ficus indica Mill. (Family Cactaceae) has the vernacular names
of “palma-forrageira” in Portuguese, “nopal de castilla” in Spanish,
and Indian fig opuntia in English. The cladodes from different
specimens were collected in Limoeiro City, State of Pernambuco,
northeastern Brazil. The cladodes were air-dried, powdered, and
stored at 4 °C.

M. oleifera Lam. has the vernacular names “moringa” in Portu-
guese, “arbol del ben” in Spanish, and horseradish tree or drumstick
in English. Seeds from 10 to 15-year-old trees were collected in
Recife City, State of Pernambuco, northeastern Brazil. The seeds
were air-dried, powdered, and stored at 4 °C.

22. Insects

Colonies of N. corniger were kept in a greenhouse (28 + 2 °C;
75 + 5% relative humidity) at the Departament of Agronomy of the
Federal Rural University of Pernambuco. Termite colonies were
selected according to overall integrity criteria. One colony was used
in experiments with O. ficus indica preparations and another in
those with samples from M. oleifera seeds.

2.3. Isolation of O. ficus indica lectin (Ofil)

The OfiL was isolated according to the protocol described by
Santana et al. (2009). Cladode powder (10 g) was homogenized
(16 h, 4 °C) in 0.15 M NaCl (50 ml). After filtration through gauze
followed by centrifugation (4000 g, 15 min), the crude extract (Egqp)
was loaded (22 mg of protein) onto a chitin column (6.5 x 1.5 cm)
equilibrated (flow rate of 20 ml h~1) with 0.15 M Nacl. The column
was washed with the equilibrium solution. Afterwards, OfiL was
eluted from the column with 1.0 M acetic acid and dialyzed (3.5 kDa
cut-off membrane) against 0.15 M NaCl (6 h at 4 °C) for eluent
elimination.

24. Isolation of water-soluble (WSMoL) and coagulant (cMoL)
M. oleifera seed lectins

The WSMoL was isolated according to the procedure described
by Coelho et al. (2009). Powdered seeds (10 g) were homogenized
with distilled water (100 ml) in a magnetic stirrer (16 h, 4 °C). Next,
the mixture was filtered through cotton gauze and centrifuged at
3000 g for 15 min. The crude extract (Ewsmor) Was treated with
a 60% saturated ammonium sulphate solution (Green and Hughes,
1955) and the precipitated fraction containing WSMoL (FwswmoL)
was collected after centrifugation (3000 g, 15 min), dissolved in
0.15 M NacCl, and submitted to dialysis (3.5 kDa cut-off membrane)
against 0.15 M NaCl (6 h at 4 °C). The dialyzed FwsmoL (80 mg of
proteins) was then applied to a chitin column (18 x 15 cm)
equilibrated (flow rate of 20 ml h™!) with 0.15 M NaCl. After
extensive washing with the equilibrating solution, WSMoL was
eluted with 1.0 M acetic acid and dialyzed (3.5 kDa cut-off
membrane) against distilled water (6 h at 4 °C).

Isolation of cMoL was done according to Santos et al. (2009).
Powdered seeds (10 g) were homogenized with 015 M NaCl
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(100 ml) in a magnetic stirrer (6 h, 28 °C). Afterwards, the mixture
was filtered through cotton gauze and centrifuged at 3000 g for
15 min. The proteins in saline extract (EqyoL) were precipitated
using ammonium sulphate (60%) and the precipitated protein
fraction (Fayor) was dialyzed against distilled water (4 h) and
0.15 M NaCl (16 h). The Fgyo. was loaded (10 mg of protein) onto
a guar gel column (10 x 1 cm) equilibrated (flow rate of 20 ml h
with 015 M NaCl. The cMoL was eluted with 1.0 M NaCl
and dialyzed (3.5 kDa cut-off membrane) against 0.15 M NaCl (6 h
at 4 °C).

2.5. Protein content

The protein concentration was estimated according to Lowry
et al. (1951) using bovine serum albumin (31-500 pg ml!) as
standard.

2.6. Hemagglutinating activity

The assay was conducted in microtiter plates (Kartell S.PA.,
Italy) according to Paiva and Coelho (1992) using a suspension
(2.5% v/v) of rabbit erythrocytes treated with glutaraldehyde
(Bing et al., 1967). Hemagglutinating activity (HA) was deter-
mined by mixing a twofold serial dilution of each sample (50 pl)
with 0.15 M NaCl in microtiter plates. A 2.5% (v/v) suspension of
erythrocytes (50 pl) was added to each well. Incubation at 27 °C
(45 min) ensued. One hemagglutination unit was defined as the
reciprocal value of the highest dilution of sample that promotes
full agglutination of erythrocytes. Specific hemagglutinating
activity was defined as the ratio between titer and protein
concentration (unit mg!). HA inhibitory assays were performed
by incubation (45 min) of lectin sample with 200 mM mono-
saccharide or 500 pg ml~! glycoprotein solutions before eryth-
rocyte suspension addition.

2.7. Polyacrylamide gel electrophoresis

Evaluation of OfiL and WSMoL was done by PAGE for native
(10% w/v, gel) basic or acidic proteins performed according to
Reisfeld et al. (1962) and Davis (1964), respectively. Basic poly-
peptides were stained with 1% (w/v) Amido Black in 10% (v/v) acetic
acid. Acidic polypeptides were stained with 0.02% (v/v) Coomassie
Blue in 10% (v/v) acetic acid.

2.8. Termiticidal assay

Termiticidal activity was evaluated by a no-choice bioassay
based on the method described by Kang et al. (1990). Each
experimental unit consisted of a petri plate (90 x 15 mm) with the
plate base covered with filter paper. Termiticidal activity was
evaluated for Egg (0.25, 0.5, 1.0, and 1.5 mg ml~! of protein) and
OfiL (0.25, 0.5, 1.0, and 1.5 mg ml'). M. oleifera seed preparations
containing WSMoL (Ewsmor, FwsmoL, and WSMoL) and cMoL (Eqpor,
FomoL, and cMoL) were evaluated at concentrations of 0.125, 0.25,
0.5, 1.0, or 1.5 mg ml~! of protein. In each replicate, a filter paper
disk (4 cm in diameter) impregnated with 200 pl of sample in
0.15 M NaCl was placed in the plate. In negative controls, paper
disks were impregnated with 0.15 M NaCl solution containing
neither extract nor lectin. A total of 20 active termites (workers
and soldiers, in the proportion of 4:1, respectively) were trans-
ferred to each plate; these were maintained at 28 °C in darkness.
Evaluation of insect survival was made daily until the death of all
insects. Bioassay was achieved in quintuplicate for each concen-
tration and survival rates (as percentages) were obtained for each
treatment.

2.9. Repellence assay

The repellence assay was based on Su et al. (1982). Petri plates
(100 x 15 mm) were filled up with 2% agar solution to the plate
covers. After solidification, wells are made in agar by removing
a central cylindrical core 25 mm in diameter and 10 peripherical
cylinders (6 mm in diameter). In each peripherical well a piece of
filter paper was soaked in 15 pl of 0.15 M NaCl containing neither
extract nor lectin (negative control). Petri plates contained the OfiL,
WSMolL, and cMoL preparations at the same concentrations used in
the termticidal assay. Termites ( 16 workers and four soldiers) were
then transferred to the central well and plates were maintained at
28 °C in darkness. Assays were made in triplicate. The parameters
observed for 15 days were the absence or presence of termites in
peripherical wells, the construction standards of tunnels in agar,
and the closing by insects of constructed galleries.

2.10. Statistical analysis

Standard deviations (SD) were calculated using GraphPad Prism
version 4.0 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
and data were expressed as a mean of replicates + SD. Significant
differences between treatment groups used in the termiticidal
assay were analyzed by Student’s t-test (significance at p < 0.05)
using the Origin 6.0 program. The lethal concentrations required to
kill 50% (LCsq) of termites after 4 days were calculated by probit
analysis with a reliability interval of 95% using the computer soft-
ware StatPlus® 2006 (AnalystSoft, Canada).

3. Results

A protein level of 11 mg ml! and specific hemagglutinating
activity of 3.0 were observed in Egg. In turn, a specific hemag-
glutinating activity of 40 and a single polypeptide band in PAGE for
acidic proteins were detected in isolated OfiL (Fig. 1A). No band was
detected in PAGE for basic proteins.

Termiticidal assays using Epg) showed that this preparation did
not interfere with survival of soldiers (Fig. 2C), though it exerted
termiticidal action against workers (p < 0.05) when used at
1.5 mg ml~! (Fig. 2D). Significantly different soldier mortality rates
(p < 0.05) were observed for OfiL 1.5 mg ml~" only, as compared to
the control (Fig. 2A), while on workers (Fig. 2B) lectin promoted
a 100% mortality rate after 4 (1.5 mg m]"), 5(1.0 mg m]‘l), and 6
(0.25 and 0.5 mg m1~') days. Student’s t-test revealed that effects of
concentrations 0.5, 1.0, and 1.5 mg ml~! were significantly
(p < 0.05) different in comparison with the control, and that the
LCsg determined after 4 days was 0.116 mg ml .

The Eggr and Ofil did not repel workers or soldiers, since the
insects built galleries randomly, with no differences observed
between samples and the negative control (0.15 M NaCl). Also, it is
important to note that these groups of insects maintained these
galleries open and active throughout the experiment.

For EwsmoL, the protein level was 542 mg ml~! and specific
hemagglutinating activity was 0.73, while Fysyo was richer in
protein (13.64 mg ml ') and lectin (specific hemagglutinating
activity of 1.17). The WSMolL, isolated by chitin chromatography,
showed high specific hemagglutinating activity (6826) and a single
polypeptide band in PAGE for acidic proteins (Fig. 1B). Polypeptide
bands were not detected on PAGE for basic proteins.

The Ewsnmor Was termiticidal (p < 0.05) on soldiers only when
used at 1.5 mg ml~! (Fig. 3A), but it was active against workers
when used as 1.0 and 1.5 mg ml~! preparations (Fig. 3B). The
FiysmoL and WSMoL were able to kill soldiers and workers only
when used as 1.5 mg ml~" preparations (p < 0.05) (Fig. 3C, D, E, and
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Fig. 1. Electrophoresis profiles of OfiL (A) and WSMoL (B) on PAGE for native acidic
proteins stained with Coomassie Brilliant Blue.
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F). No WSMol preparation induced a rejection response by termites
in the repellence assay.

The Eayor (8.04 mg miI~! of protein and specific hemaggluti-
nating activity of 7.96) was treated with ammonium sulphate and
the resultant Fgyo. showed the highest protein concentration
(15 mg ml~') and specific hemagglutinating activity (17.06). cMoL
isolated after chromatography on guar gel column showed specific
hemagglutinating activity of 200 that was not inhibited by N-ace-
tylglucosamine (Table 1).

The EqvoL was active (p < 0.05) against soldiers only as
a 1.5 mg ml~" preparation (Fig. 4A), although it promoted worker
mortality (p < 0.05) at protein concentrations of 1.0 and
1.5 mg ml! (Fig. 4B). No FavoL concentration tested exerted a ter-
miticidal effect against soldiers or workers (Fig. 4C and D). Purified
cMol was not active against soldiers (Fig. 4E), and was termiticidal
(p < 0.05) against workers when used as 1.5 mg ml~! preparations
(Fig. 4F). There were no repellent properties shown for Eqvor, FemoL
or cMoL

4. Discussion

Termite control has been performed using chemical insecti-
cides: however, the adverse effects of these chemicals on human
health and the environment at large, such as neurotoxicity and
contamination of food, as well the emergence of resistant insect
strains and long-term ecological imbalance, have become issues of
increasing concern. For these reasons, natural products have been
screened for termiticidal and repellent activities with a view to
preventing termite attack (Verma et al., 2009).

Here, the availability of simple, efficient, and reproducible
procedures that yield milligram quantities of OfiL, WSMoL, and
cMol, as well as previous reports of insecticidal activity of chitin-
binding lectins, facilitated the evaluation of lectin preparations
(EofL, EwsmoL, Ecmor, FwsmoL, Femor, Ofil, WSMol, and cMolL) for
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Table 1
Properties of lectins from Opuntia ficus indica cladodes and Moringa oleifera seeds.
Property OfiL WSMolL® cMoL¢
Anionic nature Yes Yes No¢
Molecular weight 8.4 Ly 26.5 and 149¢
of subunit (kDa)
Chitin-binding lectin Yes? Yesb< Yes®
Inhibition of hemagglutinating activity
Fructose =a 4D =d
Glucose i3 +b +4
Mannose 44 4P —d
N-Acetylglucosamine =4 4be =
Raffinose -2 4P +4
Fetuin =4 4B -

# According to Santana et al. (2009).

b According to Rolim et al. (2011).

© According to Coelho et al. (2009).

¢ According to Santos et al. (2009).

¢ According to Oliveira et al. (2011). Inhibited (+) and not inhibited (-).

termiticidal activity against N. corniger. The assays were performed
using filter paper soaked in O. ficus indica and M. oleifera samples.

OfiL and WSMoL were isolated, and PAGE under native condi-
tions revealed that they have an anionic nature, in contrast to cMoL,
which is a cationic protein (Santos et al., 2009). Table 1 shows that
OfiL, WSMoL, and cMoL have subunits with different molecular
masses, and that they are able to interact with chitin — apart from
inhibition of hemagglutinating activity by different carbohydrates.

The termiticidal assays revealed that OfiL had a deleterious
effect against soldiers and workers, which was higher than that of
EofiL, probably due to the lowest OfiL concentration in the extract.
Similarly, the extract from M. urundeuva heartwood was not as
effective against N. corniger as the preparation containing the iso-
lated heartwood lectin (Sa et al., 2009).

The termiticidal activity of O. ficus indica preparations was
higher than that of M. oleifera seed preparations (Table 2), and OfiL
was more toxic against N. corniger workers than the lectins isolated
from M. urundeuva bark, heartwood, and leaf, as well as from
C. verticillaris, which showed LCsq levels of 0.974, 0.248, 0.374, and
0.196 mg ml~’, respectively (Sa et al., 2008; Silva et al., 2009;
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Table 2
Specific hemagglutinating and termiticidal activities of lectin preparations from
0. ficus indica cladodes and M. oleifera seeds.

Lectin Specific Termiticidal concentrations
preparation hemagglutinating (mg ml~1)®

activity® Soldier Worker
0. ficus indica
EosL 3.0 ND 1.5
OfiL 40.0 1.5 0.5,1.0, 1.5
M. oleifera
Evwsnor 0.73 1.5 1.0,1.5
Fuvsmot. 117 1.5 1.5
‘WSMolL 6826 1.5 1.5
Eentor 7.96 1.5 1.0,1.5
Fentol. 17.06 ND ND
cMolL 200 ND 1.5

ND: not detected.
“ Hemagglutinating assay using rabbit erythrocytes; specific hemagglutinating
activity corresponds to the ratio between titer and protein concentration (mg mil~1).
b protein concentration that showed significant (p < 0.05) effect different to
negative control.

Napoledo et al,, 2011). The lectin isolated from B. monandra roots
showed an LCsq of 0.09 mg ml~! (Souza et al., 2011), a value lower
than for OfiL. Nevertheless, it should be remembered that this LCsp
was determined after 12 days, while the LCsy of OfiL was deter-
mined after 4 days through the course of the present experiment.

Table 2 shows that Fysmor and WSMoL preparations presented
higher specific hemagglutinating activity than Ewswmor, with identical
effect on the survival of workers and soldiers; thus, WSMoL purifi-
cation did not result in increased termiticidal effect. Preparations of
WSMoL were not good termiticidal agents, since they showed
toxicity against termites only when used at high concentrations, in
comparison with the previously described termiticidal lectins. Also,
the termiticidal activity of crude preparation (EwsmoL) on workers
was detected at the protein concentration of 1.0 mg ml~', while
Fwsmor and WSMoL induced worker mortality only at a concentra-
tion of 1.5 mg m1~ ' These results indicate that WSMoL is not the only
termiticidal agent present in M. oleifera seeds.

Activity against workers was shown with Eqyq and cMoL, while
Fenvor Was inactive. This may be due to the presence of a compound
able to inhibit the termiticidal activity of lectin in M. oleifera seeds.
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Probably, this inhibitor is present at low concentration in Egyol,
though it higher levels were observed in Fepor, being eliminated
after chromatography on guar gel. Suzuki and Mori (1989) also
reported the presence of a lectin inhibitor in Pinctada fucata mar-
tensii hemolymph that was detected during isolation of lectin.

The mechanisms of action of insecticidal lectins include binding
to glycoconjugates present at epithelial cells along the digestive
tract of insects, interaction with chitin components in the insect gut
and N-acetylglucosamine residues from peritrophic matrix, and
binding to the sugar moiety of glycosylated digestive enzymes or
assimilatory proteins (Macedo et al., 2007; Fitches et al., 2008).
Napoledo et al. (2011) reported that the mechanisms of termiticidal
lectins from M. urundeuva involve a chitin-binding property,
resistance to degradation by termite proteases, and antibacterial
activity against symbiotic bacteria of N. corniger gut. OfiL may
promote termite mortality due to its chitin-binding ability.

Repellent activity was evaluated by observing the building of
tunnels and closing of galleries by N. corniger, since this insect
closes tunnels and galleries in the presence of toxic substances, to
avoid physical contact with them (Su et al., 1982; Sa et al., 2009).
The preparations from O. ficus indica cladodes and M. oleifera seeds
were not repellent against termites, similarly to the lectins from
M. urundeuva, C. verticillaris, and B. monandra (Sa et al., 2008; Silva
et al., 2009; Napoledo et al,, 2011; Souza et al., 2011). Non-repellent
termiticides are advantageous, since they do not cause termites to
migrate elsewhere.

Worker termites are responsible for foraging, storage of food,
and construction of nests. Although OfiL was not a good termiticidal
agent against N. corniger soldiers, this lectin was highly toxic to
workers, which may promote impairment of foraging dynamics,
resulting in considerable disturbance in the organization, structure,
and maintenance of termite colonies.

5. Conclusions

The chitin-binding lectins Ofil, WSMoL, and cMol differ in the
specificity of carbohydrate-binding site, charge nature, and
molecular mass. These lectins showed different termiticidal activity
and thus their chitin-binding ability is probably not the main
reason for the toxicity of these lectins on N. corniger. The termiti-
cidal assays revealed that OfiL, WSMol, and cMoL showed different
effects on castes of N. corniger and this fact indicates that the bio-
logical characteristics of soldiers and workers interfere in the
sensitiveness to the toxic effect of lectins. The lectin from O. ficus
indica cladodes possesses biotechnological potential for use in
controlling the pest termite N. corniger since it was highly toxic for
workers.
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6. CONCLUSOES

- A OfiL, a cMoL e a WSMoL, lectinas ligadoras de quitina, diferem na especificidade

em relacdo ao carboidrato do sitio de ligacdo, natureza da carga e massa molecular.

- As trés lectinas mostraram distintas atividades termiticidas, logo, a capacidade de

ligacdo a quitina ndo € o principal requisisto para a toxicidade sobre N. corniger.

- Os efeitos termiticidas da OfiL, cMoL e WSMoL foram diferentes sobre as castas de
N. corniger, sendo este fato um indicativo que as caracteristicas biologicas de operéarios e

soldados interferiram na sensibilidade aos efeitos toxicos dessas lectinas.
- A OfiL possui potencial biotecnoldgico para uso no controle de pragas de N. corniger,
pois foi altamente tOxica para 0s operarios em baixas concentragdes, sendo a cMoL e a

WSMoL toxicas apenas em altas concentragoes.

- As lectinas OfiL, cMoL e WSMoL ndo foram repelentes para N. corniger.



