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RESUMO

Inseticidas sintéticos t€ém sido amplamente utilizados para o controle de populagdes de
insetos-praga. Entretanto, a resisténcia adquirida por alguns insetos e a elevada
toxicidade desses compostos sobre o ambiente e organismos nao-alvos tém levado a um
aumento na busca por produtos naturais isentos de toxicidade e efetivos no controle de
insetos. Lectinas - proteinas ou glicoproteinas que reconhecem carboidratos e aglutinam
células - isoladas de plantas tém apresentado atividade inseticida. A lectina soluvel em
agua isolada de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) foi efetiva contra o mosquito
Aedes aegypti, causando mortalidade de embrides ainda dentro dos ovos e de larvas no
quarto estagio. Este trabalho reporta: 1) o efeito de WSMoL no crescimento e
sobrevivéncia de larvas de Ephestia (Anagasta) kuehniella (mariposa da farinha) e
Callosobruchus maculatus (caruncho ou gorgulho do feijao); 2) os parametros
nutricionais (ECI: eficiéncia de conversdo do alimento ingerido; ECD: eficiéncia de
conversao do alimento digerido; DA: digestibilidade aproximada; e CM: custo
metabodlico) de larvas de E. kuehniella alimentadas ou ndo com a lectina; 3) a avalia¢do
da susceptibilidade de WSMoL a digestio por proteases intestinais dos insetos através
de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE). WSMoL foi isolada por cromatografia em coluna de quitina com alta atividade
hemaglutinante especifica (AHE, 1427), seguindo procedimento previamente
estabelecido. A sobrevivéncia, o peso corporal e os pardmetros nutricionais das larvas
de E. kuehniella nao foram significativamente (p>0,05) afetados quando WSMoL (1 e 2
%, p/v) foi incorporada na dieta, em comparacdo com o controle. SDS-PAGE de
WSMoL incubada com extrato de intestino de larvas de E. kuehniella revelou
progressiva digestdo da lectina com o aumento do tempo de incubagdo; WSMoL foi
completamente digerida ap6s 8 h de incubagdo. A auséncia de atividade inseticida de
WSMoL ¢é provavelmente devido a rapida digestdo da lectina por E. kuehniella.
Diferentemente, WSMoL (1 e 2%, p/v) induziu mortalidade (39-43%) e reducdo do
peso (27-54%) de larvas de C. maculatus de forma dose-dependente. WSMoL néo foi
digerida por extratos de intestino de larvas de C. maculatus mesmo apo6s 72 h de
incubag@o. Em conclusdo, WSMoL apresentou atividade inseticida contra C. maculatus
e seu mecanismo de acao envolve resisténcia a proteases deste inseto.

Palavras-chave: Moringa oleifera; lectina; mariposa da farina; caruncho do feijao;
atividade inseticida.



ABSTRACT

Synthetic insecticides have been widely used to control populations of insect pests.
However, the resistance acquired by some insects and the high toxicity of these
compounds to the environment and non-target organisms have led to an increase in the
search for natural products without toxicity and effective in controlling insects. Lectins -
proteins or glycoproteins that recognize carbohydrates and agglutinate cells - isolated
from plants have shown insecticidal activity. The water-soluble lectin isolated
from Moringa oleifera seeds (WSMoL) was effective against the mosquito Aedes
aegypti causing mortality of embryos still inside the eggs and larvae in the fourth stage.
This paper reports: 1) the effect of WSMoL on growth and survival
of Ephestia (Anagasta) kuehniella (flour moth) and Callosobruchus maculatus (cowpea
weevil or bean weevil) larvae, 2) nutritional parameters (ECI: efficiency of conversion
of ingested food, ECD: efficiency of conversion of digested food; AD: approximate
digestibility, and MC: metabolic cost) of E. kuehniella larvae fed or not with lectin, 3)
the assessment of WSMoL susceptibility to digestion by proteases from insect midgut
by polyacrylamide gel electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-
PAGE). WSMoL was isolated by chromatography on chitin column with high specific
hemagglutinating activity (SHA, 1427) following procedure previously established. The
survival, body weight and nutritional parameters of E. kuehniella larvae were not
significantly (p> 0.05) affected when WSMoL (1 and 2% w/v) was incorporated into
the diet in regard to control. SDS-PAGE of WSMoL incubated with larval gut extract
of E. kuehniella showed progressive digestion of lectin with the increase of incubation
time; WSMoL was completely digested after 8-h incubation. The absence of insecticidal
activity of WSMoL is probably due to a rapid digestion of lectin by E. kuehniella. In
contrast, WSMoL (1 and 2% w/v) induced mortality (39-43%) and weight reduction
(29-57%) of C. maculatus larvae in a dose-dependent manner. WSMoL was not
digested by gut extracts from larvae of C. maculatus even after 72 hours of incubation.
In conclusion, WSMoL showed insecticidal activity against C. maculatus and its
mechanism of action involves resistance to proteases of this insect.

Keywords: Moringa oleifera; lectin; flour moth; cowpea weevil; insecticidal activity.
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1. INTRODUCAO

Insetos e plantas mantém complexos mecanismos de interacdes na natureza que
podem ser benéficos para ambos ou para apenas um deles (EDWARDS & WRATTEN,
1981; DEL-CLARO & SILINGARDI, 2001). Os mecanismos de defesa das plantas
levam a reducao do ataque dos insetos e, em resposta, os insetos evoluem de forma a
quebrar as estratégias de defesa das plantas, em um processo conhecido como
coevolugao (HOLTZ et al., 2003; VALUEVA & MOSLOV, 2004). Grande parte da
evolugdo das interagdes entre insetos e plantas ocorre a nivel quimico (EDWARDS &
WRATTEN, 1981; DEL-CLARO & SILINGARDI, 2001). A defesa quimica das
plantas envolve a participacdo de metabolitos primarios (por exemplo, proteinas de
defesa) e secundarios (por exemplo, alcaldides, flavonodides, taninos e rotendides)
(CHRISPEELS & RAIKHELB, 1991; PEUMANS & VAN DAMME,1995; MELLO &
SILVA-FILHO, 2002; NAPOLEAO, 2012).

Para o controle de populagdes de insetos-praga sdo utilizados inseticidas
quimicos sintéticos, sendo descritos mais de 300 principios ativos distribuidos em mais
de 2.000 formulagdes (FLORES et al., 2004). Entretanto, esses compostos possuem
elevada toxicidade sobre o ambiente e organismos nao-alvo, incluindo os humanos,
podendo levar a distarbios de saude graves (FLORES et al., 2004; BRAGA & VALLE,
2007; GHISELLI & JARDIM, 2007; LIMA et al., 2009). Em adi¢do, o uso
indiscriminado de pesticidas tem originado o desaparecimento de algumas espécies de
insetos Uuteis, aparecimento de novas pragas e¢ a sele¢do de individuos resistentes
(FLORES et al., 2004).

A variedade de compostos vegetais que podem ser utilizados no controle de

pragas aumentou nas ultimas décadas (ALMEIDA et al., 2004; TAVARES &
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VENDRAMIM, 2005; BRAGA & VALLE, 2007; PEREIRA et al., 2008; SILVA et al.,
2008). Diferentes substancias de origem vegetal apresentam efeitos repelente, inibidor
de alimentagdo, regulador de crescimento e atividade ovicida/larvicida (SHAAYA et
al., 1997; ISMAN, 2000; MACEDO et al., 2007, COELHO et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2011). Lectinas, proteinas ou glicoproteinas que ligam a carboidratos, sdo
amplamente encontradas nas plantas e possuem um papel fisioldgico importante na
defesa contra microorganismos e insetos (GOLDSTEIN et al., 1980; PEUMANS &
VAN DAMME, 1995; RATANAPO et al., 2001; NAPOLEAO et al., 201 1). Lectinas
de plantas apresentaram efeito entomotdxico contra insetos de diversas ordens,
causando perturbagdes nutricionais, acarretando no atraso no desenvolvimento das
larvas, bem como na reducdo do peso e sobrevivéncia dos adultos emergentes
(MURDOCK et al., 1990; ZHU-SALZMAN et al., 1998; SADEGHI et al., 2006;
COELHO et al., 2007; MACEDO et al., 2007).

O mecanismo de agdo inseticida de lectinas ainda ¢ muio investigado
(MACEDO et al., 2007; COELHO et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2011; PAIVA et
al., 2011a, 2012a). Tem sido demonstrado que lectinas inseticidas: 1- atuam inibindo a
acdo de enzimas digestivas glicosiladas dos insetos, 2- se ligam a receptores
glicosilados na superficie das células epiteliais digestivas ou 3- se ligam a matriz
peritrofica interferindo na sua integridade (FITCHES & GATEHOUSE, 1998;
HARPER et al., 1998; SAUVION et al., 2004; MACEDO et al., 2007).

Moringa oleifera, planta nativa do nordeste da India, tem sido objeto de muitas
pesquisas devido ao seu uso multiplo na industria e medicina (SUAREZ et al., 2003,
2005; BEZERRA et al., 2004; GHEBREMICHAEL et al., 2005; KARADI et al., 2006).
Lectinas (MoL: M. oleifera lectin, cMoL: coagulant M. oleifera lectin ¢ WSMoL:

water-soluble M. oleifera lectin) foram isoladas das suas sementes (SANTOS et al.,
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2005, 2009; KATRE et al., 2008). WSMoL promoveu a mortalidade de larvas no quarto
estagio (Ls) do mosquito Aedes aegypti (COELHO et al., 2009) e de soldados e
operarios da espécie Nasutitermes corniger (PAIVA et al., 2011a).

O trabalho teve como objetivos avaliar a agdo de WSMoL sobre o crescimento e
sobrevivéncia de larvas de Ephestia (Anagasta) kuehniella e Callosobruchus maculatus
quando incorporado a dieta artificial; em adi¢do, o efeito de WSMoL nos parametros
nutricionais (taxa de consumo, taxa de crescimento relativo, eficiéncia na conversdo do
alimento ingerido, eficiéncia de conversdo do alimento digerido, digestibilidade
aproximada e custo metabolico) de E. kuehniella e avaliagdo da susceptibilidade da
lectina a digestdo por proteases intestinais de larvas de E. kuehniella e C. maculatus

foram determinados.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Interacéo planta-inseto

Plantas e insetos coexistem no ambiente terrestre numa interagdo complexa e
dinAmica (ERLICH & RAVEN, 1964; KANT & BALDWIN, 2007; PAIXAO, 2010).
As plantas dependem dos insetos para a dispersdo de sementes, reproducao e defesa,
enquanto que os insetos encontram nas plantas abrigo ¢ alimento (DOAK et al., 2007,
FLEMING et al., 2007; PAIXAO, 2010). Entretanto, dependendo da intensidade do
ataque, insetos fitéfagos podem ser prejudiciais as plantas, promovendo injurias
suficientes para inviabilizar a sua reproducao ou levé-las a morte (MARON & CRONE,
2006; PAIXAO, 2010).

Diversos mecanismos de defesa e adaptagdes sdo frequentemente encontrados
nos seres vivos (PAIXAO, 2010). As plantas possuem estratégias de defesa que levam a
reducdo do ataque dos insetos e, em resposta, os insetos evoluem de forma a quebrar os
mecanismos de defesa das plantas, em um processo conhecido como coevolucdo
(HOLTZ et al., 2003; VALUEVA & MOSLOV, 2004). Os mecanismos de defesa
envolvidos podem ser quimicos, fisicos ou comportamentais ¢ atuam diminuindo a
chance de encontro com um inimigo natural ou aumentando a probabilidade de
sobrevivéncia a este encontro (BEGON et al., 2007). Um inseto torna-se praga apenas
quando consegue adaptar-se aos mecanismos de defesa das plantas; associacdo com
microorganismos, maior expressdo de enzimas digestivas, expressdo de outras classes
de proteases, ativacdo dos mecanismos enzimaticos de detoxificacdo e modificacdo na
escolha do tecido a ser predado sdo alguns exemplos de estratégias desenvolvidas pelos

insetos (JONGSMA & BOLTER, 1997; XAVIER, 2006).
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As substancias envolvidas na defesa quimica das plantas incluem metabdlitos
primarios, dentre os quais se destacam as proteinas de defesa, e secundarios, como os
alcaloides, flavonoides, taninos e rotendides (CHRISPEELS & RAIKHELB, 1991;
PEUMANS & VAN DAMME,1995; MELLO & SILVA-FILHO, 2002; NAPOLEAO,
2012). Esses compostos agem de diferentes formas apresentando os efeitos: I- repelente;
II- deterrente alimentar; III- deterrente de oviposi¢ao; IV- inibidor de crescimento V-
antimicrobiano e; VI- toxico (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; MACEDO et al.,
2007; NAPOLEAO et al., 2012). Dentre as principais proteinas envolvidas, destacam-se
as lectinas, proteinas inativadoras de ribossomo dos tipos 1 e 2 (RIPs), inibidores de
enzimas e glicohidrolases (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; KOIWA et al., 1997,
CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002). Essas proteinas sdo encontradas, em grande
parte, nas sementes, desde que sdo os veiculos de propagagdo e sobrevivéncia das
espécies (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002). A variedade de compostos produzidos
pelas plantas envolvidos nos mecanismos de defesa contra herbivoros e patégenos pode
ser explorada na busca por produtos naturais que possam ser utilizados na manutengao
da fitossanidade e no controle de insetos que causam danos econOmicos ¢ a saude

humana (NAPOLEAO, 2012).

2.2. Controle de insetos e resisténcia a inseticidas

Os insetos-praga afetam a produtividade de numerosas culturas em todo o
mundo (DUTTA et al., 2005). Estima-se que perdas na produgdo agricola atinjam 37 %
da produgdo total mundial, sendo 13 % relacionadas aos insetos-praga (GATEHOUSE
et al., 1992; LAWRENCE & KOUNDAL, 2002; MACEDO et al., 2007). Nos Estados

Unidos, o custo anual de medidas de controle de insetos que atacam plantacdes equivale
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a US$ 8 bilhdoes (LAWRENCE & KOUNDAL, 2002). A tabela 1 apresenta alguns

insetos-praga e suas respectivas plantas-alvo.

Tabela 1. Insetos-praga e suas respectivas plantas-alvo.

Insetos-praga Plantas-alvo Referéncia
Anthonomus grandis (bicudo-do-  Gossypium sp. (algodao) Xavier-Filho (1992)
algodoeiro)

Ceratitis capitata (cabega-de-negro) Carica papaya (mamoeiro) Ogunwolu et al. (1991)

Phaseolus  vulgaris  (feijao

Zabrotes subfasciatus (caruncho) comum); Vigna unguiculata Castillo et al. (2000)
(feijdo de corda)

Callosobruchus maculatus (gorgulho) Vigna unguiculata (feijdio de Macedo et al. (2007)
corda)

Alabama argillacea (curuqueré) Gossypium sp. (algoddo) Oliveira et al. (2000)

Diatraea saccharalis (broca-da-cana-de- Saccharum officinarum (cana-de- Botelho et al. (1999)
agucar) acucar)

Os inseticidas quimicos sintéticos sdo amplamente utilizados para controlar
populacdes de espécies-praga (NAPOLEAO, 2012). Sua aplicagio nas plantagdes ¢ feita
de forma direta ou indireta em concentragdes adequadas para produzir mortalidade dos
insetos (GALLO et al., 2002; BRAGA & VALLE, 2007). Existem varios produtos
quimicos usados atualmente com mais de 300 principios ativos distribuidos em mais de
2.000 formulagdes empregados nas mais variadas culturas, finalidades e modalidades de
uso (FLORES et al., 2004).

Os inseticidas quimicos sintéticos fazem parte do grupo de Poluentes Orgéanicos
Persistentes (POPs) que possuem como caracteristicas a persisténcia, toxicidade,
bioacumulagdo e biomagnificagdo (FLORES et al., 2004; GHISELLI & JARDIM,
2007). A persisténcia reflete a alta resisténcia da degradacdo desses compostos por

agentes quimicos, fisicos e biologicos (FLORES et al., 2004). Enquanto que os
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processos de bioacumulagdo e biomagnificagdo se referem a acumulagdo desses
compostos nos tecidos e Orgdos animais, devido a sua alta lipossolubilidade,
percorrendo rapidamente a cadeia alimentar (efeito acumulativo), com resultados
desastrosos para diversas espécies, incluindo o homem, que ocupam o topo desta cadeia
(FLORES et al., 2004).

Dos compostos usados em grande escala, destacam-se os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides (FLORES et al., 2004). Estes compostos sdo
encontrados na biota, nas aguas, sedimentos e no material particulado rico em matéria
organica, mesmo apos terem deixado de serem produzidos industrialmente ha varias
décadas (GHISELLI & JARDIM, 2007). A poluicdo dos recursos hidricos e solos,
efeitos deletérios sobre organismos nao-alvos, bem como disturbios de satide graves em
trabalhadores de grandes lavouras, levam a oneracdo dos custos de produgdo e
constituem os principais problemas associados a sua utilizacdo (BRAGA & VALLE,
2007; LIMA et al., 2009; NAPOLEAO et al., 2011). Em adic3o, o uso indiscriminado
de pesticidas tem originado consequéncias negativas, como o desaparecimento de
algumas espécies uteis, aparecimento de novas pragas e a selecdo de individuos
resistentes (FLORES et al., 2004).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia dos
insetos aos inseticidas ocorre devido a presenca de genes de resisténcia que tornam
alguns individuos da populacdo hébeis para tolerar determinadas doses de toxicos que,
em condi¢des normais, causaria sua morte. Um exemplo disso ¢ o dicloro difenil etano
(DDT), um dos primeiros inseticidas utilizados, que mostrou uma grande eficiéncia
inicialmente que decaiu rapidamente devido a sele¢cdo de linhagens resistentes (CLARK

& YAMAGUCHI, 2002; BRAGA & VALLE, 2007).
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A taxa a qual a resisténcia evolui ¢ dependente da pressdo de selecdo que ¢
imposta na populagdo e é controlada por trés aspectos: 1- a biologia do inseto, 2- a
quimica e especificidade do inseticida e 3- regime de tratamento utilizado (CLARK &
YAMAGUCHI, 2002). Insetos que possuem alta taxa de reproducdo, baixo
comportamento migratério ¢ um numero restrito de hospedeiros tendem a se tornar
resistentes mais rapidamente; enquanto que produtos quimicos que persistem mais no
ambiente, com um unico modo de ac¢do e sdo utilizados mais intensamente (alta dose e
com maior frequéncia) tem maior potencial de gerar resisténcia (CLARK &
YAMAGUCHI, 2002). Os mecanismos que conferem resisténcia aos insetos
correspondem a diminuicdo da taxa de penetracdo do inseticida pela cuticula,
detoxificagdo metabolica aumentada ¢ diminuicdo da sensibilidade do sitio-alvo
(BRAGA & VALLE, 2007).

Os problemas associados ao uso de pesticidas para o controle de insetos-praga
tém levado a um aumento das pesquisas relacionadas com o desenvolvimento de
métodos alternativos eficientes, seguros, mais econdmicos e de ocorréncia natural
(PARRA et al., 2002; MAMJUDER et al., 2005). Os estudos visam buscar novos
compostos capazes de promover a mortalidade de insetos resistentes, minimizar a
eliminagdo de espécies benéficas e reduzir os riscos a satide humana (MENEZES, 2005;
PAIVA et al., 2011a). Além disso, a ampliagdo do leque de substincias naturais
inseticidas aumenta as possibilidades de rotatividade, minimizando a aquisicdo de

resisténcia pelos insetos (VIEGAS JUNIOR, 2003; CAVALCANTE et al., 2006).
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2.3. Inseticidas naturais

A variedade de compostos vegetais que podem ser utilizados no controle de
pragas aumentou nas ultimas décadas (ALMEIDA et al., 2004; TAVARES &
VENDRAMIM, 2005; BRAGA & VALLE, 2007; PEREIRA et al., 2008; SILVA et al.,
2008). Diferentes substancias de origem vegetal (po6s, extratos aquosos € organicos,
Oleos e proteinas isoladas), tém sido amplamente avaliadas quanto a sua atividade
inseticida, apresentando como principais efeitos a repeléncia, inibi¢ao de alimentagao,
regulagdo de crescimento ¢ ovicida/larvicida (SHAAYA et al., 1997, ISMAN, 2000;
MACEDO et al., 2007, COELHO et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). Geralmente,
esses inseticidas sdo eficientes em baixas concentragdes, possuem baixa toxicidade para
0 homem e meio ambiente, além de terem um baixo custo e facilidade de aquisi¢do e

utilizagao pelos produtores (PEREIRA et al., 2008).

2.4. Lectinas

2.4.1. Generalidades e deteccéo

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo-imunoldgica, que
ligam a carboidratos, sendo capazes de induzir a aglutinacdo de diferentes tipos de
células ao interagirem com glicoconjugados presentes na superficie celular
(GOLDSTEIN et al., 1980; KENNEDY et al., 1995; PEUMANS & VAN DAMME,
1995; CORREIA et al., 2008). A seletividade de ligagao de lectinas com os carboidratos
ocorre através de pontes de hidrogénio, interacdes de van der waals e interagdes

hidrofébicas (PAIVA et al., 2010).
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A presenca de lectinas em uma amostra ¢ detectada através do ensaio de
hemaglutinagdo, como ilustrado na Figura 1A, em que a lectina se liga aos carboidratos
da superficie celular dos eritrécitos, promovendo a formagdo de uma rede entre eles
(COELHO & SILVA, 2000; PAIVA et al., 2010; PONTUAL, 2010). A confirmagdo da
presenga de lectinas ¢é feito pela inibi¢ao da atividade hemaglutinante (AH) em presenga

de carboidratos livres em solugdo (Figura 1B) (PONTUAL, 2010).

A Héﬂ‘m
-9

>am T ectina " Eritrécito %°® Carboidratos livres

Figura 1. Atividade Hemaglutinante de lectina. (A) Representagdo esquematica da rede
de eritrocitos formada pela ligagdo de lectinas aos carboidratos da superficie. (B)
Inibigdo da atividade hemaglutinante pela adi¢ao de carboidratos livres. Fonte: Paiva et

al. (2012b).

As lectinas apresentam uma ampla distribui¢do na natureza (RATANAPO et al.,
2001) e tém sido isoladas de diferentes microrganismos como virus, bactérias e fungos
(TRIGUEIROS et al., 2003; ZHAO et al., 2009), de invertebrados (WANG et al., 2009)
e vertebrados (KILPATRICK, 2002). Nas plantas, tém sido isoladas de frutos

(THAKUR et al., 2007), sementes (SANTOS et al., 2009), folhas (GHOSH, 2008),
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flores (ITO, 1986), cascas (INA et al., 2005; SA et al., 2009), rizomas (LIN et al.,
2008), cerne (SA et al., 2008; NAPOLEAO et al., 2011) e raizes (WANG & NG, 2006).
Geralmente, a maior parte das lectinas de uma planta é encontrada nos o6rgdos de

armazenamento (RUDIGER, 1998; COELHO, 2002; BOLETI et al., 2009).

2.4.2 AplicacBes biotecnoldgicas e atividades bioldgicas de lectinas

A especifica interacdo das lectinas com glicoconjugados em solu¢do ou na
superficie celular dota estas moléculas de diversas atividades biologicas e as tornam
ferramentas valiosas em diferentes aplicacdes biotecnoldgicas com os mais diversos fins
(CORREIA et al., 2008). Atualmente, as lectinas aparecem como ferramentas de
destaque no campo da tecnologia de bioreconhecimento (NAPOLEAO, 2012).

Sao amplamente utilizadas em estudos citoquimicos e histoquimicos na detec¢ao
de residuos glicosilados em superficies teciduais de humanos e animais
(FRANCESCHINI et al., 2000; PEDINI et al., 2002; LIMA et al., 2010), como
moléculas de reconhecimento para diferenciagdo de tumores malignos e benignos
(GORELIK et al., 2001; WROBLEWSKI et al., 2001), como moléculas bioadesivas no
enderecamento de drogas (BIES et al., 2004), na indugdo de apoptose celular (LIU et
al., 2009) e no isolamento de glicoconjugados quando imobilizados em suportes
insoliveis (FRANCO-FRAGUAS et al., 2003; BANERIJEE et al., 2004). Em adigao,
lectinas sdo usadas como ferramentas eficientes para decifrar o glicocodigo que reflete o
estado fisiologico da célula, em técnicas de microarrays, area conhecida como
lectinomica (GEMEINER et al., 2009).

As atividades biologicas de lectinas incluem: a estimulacdo de linfocitos,

macroéfagos e neutrofilos (ANDRADE et al., 1999; PAJIC et al., 2002; TIMOSHENKO
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et al., 1995), estimulagdo da produgdo de interferon y por linfocitos (MELO et al.,
2010), atividade antiinflamatoria (ASSREUY et al., 1999; MELO et al., 2010),
antitumoral (ELSASSER-BEILE et al., 2001; FANG et al., 2010), antifungica (FREIRE
et al., 2002; SA et al., 2009; SANTANA et al., 2009) antibacteriana (OLIVEIRA et al.,
2008; SA et al., 2009; FERREIRA et al., 2011), antiviral (SATO et al., 2011),
hipotensiva (WANG et al., 1996), nematicida (GAOFU et al., 2008) e inseticida
(MACEDO et al., 2007; COELHO et al., 2009; SA et al., 2009; NAPOLEAO et al.,
2011; PAIVA et al., 2011a). Lectinas que estdo diretamente envolvidas nos mecanismos
de defesa de plantas, possuem como caracteristica principal a estabilidade a amplas

faixas de pH, temperatura e a enzimas proteoliticas (COELHO, 2002; BOLETI, 2003).

2.4.3 Lectinas inseticidas e seus mecanismos de acao

Virias lectinas de plantas tem apresentado efeito entomotoxico contra larvas de
diferentes estagios de desenvolvimento e formas maduras de insetos das ordens
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Homoptera, Hymenoptera, Isoptera, Lepidoptera e
Neuroptera (Tabela 2). Em geral, lectinas inseticidas sdo resistentes as proteases
intestinais dos insetos (MACEDO et al., 2007; NAPOLEAO et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2011). A ligacao de lectinas a moléculas glicosiladas do intestino dos insetos pode
interferir nas fung¢des de enzimas digestivas e proteinas assimilatérias, inibindo a

digestdo e absor¢do de nutrientes (COELHO et al., 2007).
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Tabela 2. Lectinas de plantas com agao inseticida.

Inseto Lectina (s) Planta de origem Referéncia
BmoLL Bauhinia monandra Macedo et al. (2007)
Callosobruchus GSII Griffonia simplicifolia Zhu-Salzman et al. (1998)
(Coleoptera) STA Solanum tuberosum Murdock et al. (1990)
WGA Triticum aestivum Sadeghi et al. (2006)
TEL Talisia esculenta Macedo et al. (2004)
Zabrotes subfasciatus (Coleoptera) BmoLL B. monandra Macedo et al. (2007)
MuBL Myracrodruon Sa et al. (2009)
Aedes aegypti (Diptera) MuHL urundeuva
WSMoL Moringa oleifera Coelho et al. (2009)
Bactrocera curcubitae (Diptera) AHL Arisaema Kaur et al. (2006)
helleborifolium
ConA Canavalia ensiformis Eisemann et al. (1994)
Lucilia cuprina (Diptera) lentil lectin  Lens culinaris "
WGA T. aestivum
Acyrthosiphon pisum (Hemiptera) ConA C. ensiformis Sauvion et al. (2004)
Nilaparvata lugens (Hemiptera) ConA C. ensiformis Powell et al. (1995)
GNA Galanthus nivalis "
Dysdercus cingulatus (Homoptera)
Lypaphis erysimi (Homoptera) ASAL Allium sativum Bandyopadhyay et al.
(2001)
Atta opaciceps (Hymenoptera) ConBR Canavalia brasiliensis Isidro et al. (2001)
MuHL M. urundeuva Napoledo et al. (2011)
OfiL Opuntia ficus indica Paiva et al. (2011a)
Nasutitermes corniger (Isoptera) WSMoL M. oleifera
cMoL M. oleifera Paiva et al. (2011a)
ACLEC Annona coriacea Coelho et al. (2007)
Ephestia kuehniella (Lepidoptera) BmoLL B. monandra Macedo et al. (2007)
KpLec Koelreuteria paniculata  Macedo et al. (2003)
Corcyra cephalonica (Lepidoptera) ACLEC A. coriacea Coelho et al. (2007)
Chrysoperla carnea (Neuroptera) GNA G. nivalis Hogervorst et al. (2006)

Fonte: PAIVA et al. (2011b) com modifica¢des.

Tem sido demonstrado que lectinas inseticidas: 1- atuam modulando a agdo de

enzimas digestivas dos insetos, 2- se ligam a receptores glicosilados na superficie das

células epiteliais digestivas ou 3- se ligam a matriz peritréfica interferindo na sua

integridade (FITCHES & GATEHOUSE, 1998; HARPER et al., 1998; SAUVION et
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al., 2004; MACEDO et al., 2007). Recentemente, estudos t€ém demonstrado que as
lectinas podem se ligar a glicoproteinas da membrana de células epiteliais, dando inicio
a uma cascata de transducdo de sinais que leva a morte celular (HAMSHOU et al.,
2010). Dessa forma, o efeito entomotdxico de lectinas estd relacionado com a sua
propriedade de se ligar especificamente a carboidratos (MACEDO et al., 2007; PAIVA
etal, 2011a; PAIVA et al., 2012a).

A inibi¢do de enzimas digestivas de insetos por lectinas é causada pela ligacdo a
por¢do glicosilada dessas enzimas ou pela interacdo a sitios de ligagdo aos substratos
(MACEDO et al., 2007). Lectina de folhas de M. urundeuva (MuLL) inibiu a atividade
de proteases e enzimas semelhantes a tripsina do intestino de larvas no 4° estagio de
desenvolvimento (Ls) de A. aegypti e apresentou resisténcia a protedlise por enzimas
digestivas das larvas (NAPOLEAO et al., 2012). ACLEC (lectina de sementes de A.
coriaceae) foi capaz de diminuir a atividade da tripsina digestiva de E. kuehniella e
aumentar a atividade triptica nas fezes desses insetos; os autores sugerem que a alta
atividade enzimatica nas fezes ocorreu devido a alteragdes na matriz peritrofica levando
a descompartimentalizagdo enzimatica (COELHO et al., 2007).

Os efeitos inibitorios no desenvolvimento dos insetos tém sido descritos em
larvas alimentadas por dietas artificiais contendo lectinas de plantas; a ligacdo de
lectinas a proteinas glicosiladas do trato intestinal das larvas interfere na digestdo e
absorc¢do de nutrientes, causando uma perda de massa e, em geral, a transformagdo em
pupa nao ocorre (PAIVA et al., 2012a). BmoLL (lectina de folhas de B. monandra)
inibiu o desenvolvimento de larvas de C. maculatus, reduzindo o numero de
sobreviventes e diminuindo o peso corporal das larvas; a dose letal de BmoLL capaz de
matar 50 % das larvas correspondeu a 0,32 % (MACEDO et al., 2007); KpLec (lectina

de sementes de K. paniculata) reduziu o peso corporal das larvas de E. kuehniella e foi
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capaz de matar 50 % das larvas a 0,65 % de incorporagdo (MACEDO et al., 2003);
enquanto que cMoL (lectina coagulante de sementes de M. oleifera) causou
perturbagdes nutricionais que acarretaram no atraso no desenvolvimento e reducao do
peso (45 %) de larvas de E. kuehniella, bem como interferiu na sobrevivéncia das pupas
(27.6%) quando incorporada a 1 % (p/v) na dieta artificial (OLIVEIRA et al., 2011).

A matriz peritréfica dos insetos, membrana que reveste o intestino composta por
quitina (polimero de N-acetilglicosamina) e glicoproteinas como as peritrofinas, confere
protegdo contra infecgdo e danos mecadnicos de particulas alimentares abrasivas
(TELLAM et al., 1999; COELHO et al., 2009; HEGEDUS et al., 2009; PAIVA et al.,
2011a). Estudos tém demonstrado que lectinas ligadoras de quitina interferem na
integridade da matriz peritrofica (MACEDO et al., 2007). Coelho et al. (2009)
demonstrou que WSMoL (0,197 mg/mL), lectina ligadora de quitina, promoveu a
destruicdo da matriz peritrofica de larvas L, de A. aegypti, visualizado em

fotomicrografias.

2.5 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lam. (Figura 2A), pertencente a familia Moringaceae, ¢ nativa
do nordeste da India e estd amplamente distribuida nos tropicos de todo o mundo
(BEZERRA et al., 2004; KARADI et al., 2006). De acordo com Souza & Lorenzi
(2008), a moringa ¢ uma planta rustica, de rapido crescimento e produtora de frutos
comestiveis. Cresce rapidamente e esta extremamente adaptada as condi¢des de seca,
sendo capaz de sobreviver em solos pobres e com baixo teor de umidade
(MCCONNACHIE et al., 1999). Constitui um vegetal rico em nutrientes que se presta a

uma vasta gama de aplicacdes industriais na producdo de oOleos, alimentos e
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condimentos, dentre outras, ¢ medicinais na producdo de fitoterapicos (MAKKAR &
BECKER, 1997; VIEIRA, et al., 2010). Nas Filipinas, as folhas jovens, flores e vagens
verdes sdo comuns na dieta (MAKKAR & BECKER, 1997). M. oleifera tem sido objeto
de muitas pesquisas devido ao seu uso multiplo (SUAREZ et al.,, 2003, 2005;
GHEBREMICHAEL et al., 2005); em adigdo, devido ao seu uso na medicina popular,

estudos tém sido feitos visando o isolamento de compostos bioativos (SANTOS, 2007).

Figura 2. Aspectos de M. oleifera. A: Arvore; B: Flores; C: Sementes; D: Folhas.

Fonte: Moura, M. C., 2010 (A, B e C) e www.naturezadivina.org (D)

M. oleifera ¢é utilizada para fins medicinais em Guinea, La Reunion,
Madagascar, Guiana ¢ Burma (KARADI et al., 2006). E também consumida no
sudoeste da Asia, onde se acredita que apresente efeitos benéficos sobre a visdo (LIU et
al., 2007). Suas folhas sdo ricas em [-caroteno, proteinas, vitamina C, calcio e potassio,

apresentando atividade antioxidante, além de atividade hipotensiva, hipocolesterolémica
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e contra o virus herpes simplex tipo 1 (FAIZI et al., 1995; DILLARD & GERMAN,
2000; GHASI et al., 2000; LIPIPUN et al., 2003; SIDDHURAJU & BECKER, 2003;
LAKO et al., 2007).

As raizes da moringa sdo dotadas de atividade antiurolitiaca e a casca do tronco
apresenta atividade hipoglicemiante (KAR et al., 2003; KARADI et al., 2006). Suas
flores (Figura 2B) sdo utilizadas para o tratamento de ascite, reumatismo, picadas
venenosas ¢ como estimulantes cardiacos (ANWAR et al., 2003; 2007). Sao ricas em
antioxidantes naturais como a- e y-tocoferol e contém aminoacidos, sacarose, D-glicose,
cera, além de serem ricas em ions potassio e calcio (RUCKMANI et al., 1998;
SANCHEZ-MACHADO et al., 2006); contém ainda inibidor de tripsina, atividade
inseticida sobre cupins N. corniger e larvas de A. aegypti e antibacteriana frente
bactérias patogénicas (FALASCA & BERNABE, 2008; PONTUAL, 2008, 2010;
MOURA etal., 2011; PONTUAL et al., 2012).

As sementes de moringa (Figura 2C) sdo ricas em o6leo e sdo amplamente
utilizadas como coagulantes naturais na purificagdo de agua para consumo humano em
alguns paises em desenvolvimento (KALOGO et al., 2000; OKUDA et al., 2001,
ABDULKARIM et al., 2005; SANTOS et al., 2005; ANWAR et al., 2007, UZAMA et
al., 2011). Resultados obtidos por Ghebermichael et al., (2005) confirmaram que
proteinas sdo os principais componentes coagulantes em extratos de sementes. Estudos
mostram que as sementes apresentam atividade hipotensiva, antioxidante,
antibacteriana, inseticida, antitumoral e antifungica contra dermatéfitos, em condigdes
in vivo (FAIZI et al.,, 1995; GUEVARA et al., 1999; BROIN et al., 2002;
GHEBREMICHAEL et al., 2005; SANTOS et al.,, 2005; CHUANG et al., 2007

FERREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA et al., 2011a).
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2.5.1. Lectinas de sementes de M. oleifera

Nas sementes de M. oleifera ja foram identificadas trés diferentes lectinas,
denominadas: 1- MoL (do inglés M. oleifera lectin) (KATRE et al., 2008); 2- cMoL (do
inglés coagulant M. oleifera lectin) (SANTOS et al., 2009) ¢; 3- WSMoL (do inglés
water-soluble M. oleifera lectin) (SANTOS et al., 2005). MoL ¢é uma lectina cationica
formada por subunidades de 7,1 kDa unidas por ligagdo dissulfeto; foi isolada por
cromatografia em DEAE-Celulose ¢ CM-Sephadex (KATRE et al., 2008). Sua
atividade ndo foi alterada em extremos valores de pH e alta temperatura; a atividade
hemaglutinante de MoL foi inibida pela adicdo de tiroglobulina, fetuina e
holotransferina (KATRE et al., 2008).

O procedimento do isolamento de cMoL foi definido por Santos et al. (2009)
através de cromatografia de gel de guar. Essa lectina foi ativa entre pH 4,0 ¢ 9,0 e
permaneceu com atividade apds aquecimento a 100 °C durante 7 horas (SANTOS et al.,
2009); possui natureza cationica e constitui uma proteina monomérica com peso
aproximado de 26,5 kDa (SANTOS et al., 2009). cMoL apresentou a propriedade
coagulante e habilidade de se ligar a acidos humicos (SANTOS et al., 2009, 2011) ¢
atividade inseticida contra operarios N. corniger ¢ larvas e pupas de E. kuehniella
(OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA et al., 2011a). A atividade hemaglutinante de cMoL ¢
inibida por véarios carboidratos (glicose, rafinose, lactose, arabinose, trealose, ramnose e
galactose), exceto frutose (SANTOS et al., 2009).

Santos et al. (2005) detectaram a presenga da lectina WSMoL em extratos
aquosos de sementes de M. oleifera. Posteriormente, Coelho et al. (2009) estabeleceram
o protocolo do isolamento de WSMoL através da cromatografia de coluna de quitina.

WSMoL foi ativa em uma ampla faixa de pH (4,5 a 9,5) e permaneceu com atividade
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quando aquecida a 100 °C durante 5 horas. Essa lectina reconhece D(+)-frutose e N-
acetilglicosamina, uma vez que a presenga desses carboidratos inibiu a atividade
hemaglutinante (ROLIM et al., 2011). WSMoL néo apresenta genotoxicidade (ROLIM
et al., 2011) e foi ativa contra bactérias patogénicas ¢ microorganismos provenientes da
agua natural eutrofizada (FERREIRA et al., 2011); promoveu a mortalidade de larvas
no quarto estagio larval (L4) do mosquito Aedes aegypti (COELHO et al., 2009) ¢ de

soldados ¢ operarios da espécie N. corniger (PAIVA etal., 2011a).

2.6. Ephestia (Anagasta) kuehniella

Ephestia kuehniella (Zeller, 1879) (Lepidoptera: Pyralidae) (Figura 3A),
popularmente conhecida como traga-da-farinha do Mediterraneo, estd amplamente
distribuida em todo o mundo (SILVA et al., 2009). E uma praga de produtos
alimentares armazenados, como o milho (Zea mays), o trigo (Triticum aestivum), o
arroz (Oryza sativum) e o amendoim (Arachis hypogea) deixando-os, na maioria das
vezes, imprestaveis para o consumo (COELHO, 2002; BOLETI, 2003; COELHO et al.,
2007; BOLETTI et al., 2009).

E. kuehniella multiplica-se rapidamente (BOLETI, 2003); uma tnica fémea pode
colocar cerca de 600 ovos, dependendo da temperatura e umidade ambiente (BOLETI et
al., 2009). De acordo com Gallo et al. (2002) o pico de oviposi¢do ocorre nos trés
primeiros dias apds a emergéncia. Seu ciclo de vida dura de 3 a 4 meses, sendo
composto por ovo, larva, pupa ¢ estagios adultos (PAIVA et al., 2012a). Suas larvas
(lagartas) (Figura 3B) possuem habitos fitofagos e sdo as responsaveis pela infestagcao

dos produtos armazenados (PAIVA et al., 2012a). Em adigdo, as larvas produzem fios
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de seda que podem paralisar moinhos; os fios posteriormente irdo formar o casulo

presente na fase pupal (GALLO et al., 2002; LOECK, 2002; MACEDO et al., 2007).

Figura 3. Ephestia (Anagasta) kuehniella. (A) Adulto; (B) Larva.

Fonte: http://www.infobibos.com/Artigos/2010_2/Ephestia/Index.htm

O controle de popula¢des da E. kuehniella, assim como dos demais insetos-praga
associados aos graos armazenados, é realizado através de medidas de higienizagdo e
medidas preventivas e curativas com a utilizagdo de inseticidas sintéticos, toxicos aos
animais ¢ ao meio ambiente (MACEDO et al., 2007). Sendo assim, varios produtos
naturais, em especial, proteinas inseticidas, tém sido avaliadas frente esse inseto.
ACLEC (COELHO et al., 2007), BmoLL (MACEDO et al., 2007), cMoL (OLIVEIRA
et al., 2011), pouterina (proteina de Pouteria torta) (BOLETI et al., 2009), KpLec
(MACEDO et al., 2003), fragdes em diclorometano e acetato de etila de Croton
urucurana (SILVA et al., 2009) e o6leo essencial de Elettaria cardamomum
(ABBASIPOUR et al., 2011) apresentaram efeito toxico sobre larvas de E. kuehniella
observados através da inibicao do crescimento, reducdo da sobrevivéncia e peso médio

das larvas.
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2.7. Callosobruchus maculatus

O caruncho-do-feijao ou gorgulho, Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775)
(Coleoptera: Bruchidae) (Figura 4A), é considerado a praga mais relevante do caupi,
feijdo macassar ou feijao-de-corda (Vigna unguiculata L. Walp.), em regides tropicais ¢
subtropicais, podendo causar perdas da ordem de 60 % da produg¢ao (PEREIRA et al.,
2008). C. maculatus desenvolve-se bem em condi¢oes de temperatura e umidade
relativamente elevadas e o seu ataque inicia-se na pré-colheita, intensificando-se no
produto armazenado, gerando grandes perdas para os agricultores locais, devido ao
baixo rendimento da cultura (ARRUDA & BATISTA, 1998; BARRETO &

QUINDERE, 2000; AZEVEDO et al., 2007; PEREIRA et al., 2008).

A

Figura 4. Callosobruchus maculatus. A: adulto; B: pupa.

Fonte: http://calphotos.berkeley.edu/cgi/img_query?seq num=93334&one=T;

http://www.zin.ru/animalia/coleoptera/eng/calmacdk.htm

As fémeas desta praga colocam seus ovos na superficie das sementes e, apos
eclosdo, as larvas furam o tegumento das sementes e danificam os cotilédones
subjacentes (Figura 4B) (MESSINA & JONES, 2009; GUSMAO, 2012). Os danos

decorrentes da penetragdao e alimentagdao das larvas no interior dos graos ou sementes
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proporcionam perdas de peso, reducdo do poder germinativo, do valor nutritivo e
desvaloriza¢do comercial (GALLO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2005).

Inseticidas organofosforados e piretroides sao os mais utilizados como métodos
preventivos ¢ curativos (LORINI, 2008; ALMEIDA et al., 2005). Os inseticidas
vegetais sdo considerados promissores para o manejo integrado de C. maculatus nas
unidades de armazenamento, atuando por contato, ingestdo e fumigacdo (ALMEIDA et
al., 2005; SOUSA et al., 2005). Varias espécies vegetais tém apresentado bioatividade
em relacdo a C. maculatus, tais como: 6leo de sementes de nim, Azadirachta indica A.
Juss (LALE & ABDULRAHMAN, 1999); o6leo essencial de Ocimum basilicum L.
(PASCUAL-VILLALOBOS & BALLESTA-ACOSTA, 2003); o6leo essencial de
Melaleuca quinquernervia L. (SERI-KOAUSSI et al., 2004); e extratos vegetais de
Arthemis nobilis L., A. indica, Camelia sinensis L., Croton tigilium L. ¢ Piper nigrum
L. (ALMEIDA et al., 2004). BmoLL (MACEDO et al., 2007), lectina de sementes de
Talisia esculenta (TEL) (MACEDO et al., 2004), ConA (SADEGHI et al., 2006) e
GNA (SADEGHI et al., 2006) (Tabela 2) sdao exemplos de lectinas que foram ativas
contra C. maculatus. De todas as lectinas testadas contra C. maculatus, WGA ¢ UDA
(lectina de Urtica dioica) apresentaram melhor atividade contra esse bruquideo

(COELHO, 2002).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar a atividade inseticida da lectina WSMoL sobre larvas de E. kuehniella

e C. maculatus.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar a lectina WSMoL através de protocolo previamente estabelecido.

e Determinar o efeito de WSMoL na sobrevivéncia e crescimento de larvas de E.
kuehniella e C. maculatus alimentadas com dieta artificial contendo a lectina.

e Avaliar os pardmetros nutricionais (ECI: eficiéncia de conversdao do alimento
ingerido; ECD: eficiéncia de conversdo do alimento digerido; DA:
digestibilidade aproximada; e CM: custo metabdlico) para larvas de E.
kuehniella alimentadas com dieta artificial contendo WSMoL.

e Obter extratos de intestino médio de larvas de E. kuehniella e C. maculatus
contendo atividade proteolitica.

e Avaliar a susceptibilidade de WSMoL a digestdo por proteases intestinais de
larvas de E. kuehniella e C. maculatus através de eletroforese em gel de

poliacrilamida em presenga de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
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Abstract

Ephestia kuehniella and Callosobruchus maculatus are important stored grain pests,
whose control has been based on synthetic insecticides. These compounds are highly
toxic to non-target organisms and insect populations resistant to many of them have
been detected. Plant lectins with insecticidal activity represent alternatives for crop
protection and can be used in insecticide rotation programs avoiding the emergence of
resistant pests. This work describes the effect of the water-soluble Moringa oleifera
lectin (WSMoL) on survival and growth of E. kuehniella and C. maculatus larvae. In
addition, the effect of WSMoL on nutritional parameters of E. kuehniella and its
resistance to proteolysis by enzymes from gut of E. kuehniella and C. maculatus larvae
were determined. The survival and body weight, as well as the nutritional parameters of
E. kuehniellla larvae were not significantly (p>0.05) affected by ingestion of WSMoL.
The lectin killed and reduced the body weight of C. maculatus larvae in a dose
dependent manner. SDS-PAGE revealed that WSMoL was progressively digested by
proteases from E. kuehniella larval gut, while resisted to hydrolysis by C. maculatus
enzymes up to 72 h- incubation. In conclusion, WSMoL is a new tool for crop
protection against C. maculatus and its activity involves the resistance to hydrolysis by

proteases from larval gut.

Keywords: Moringa oleifera; lectin; Ephestia kuehniella; Callosobruchus maculatus;

insecticidal activity.
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1. Introduction

The losses in agricultural productivity due to attack of insect pests correspond to
above 13% of total damages to crops worldwide (Gatehouse et al., 1992; Dutta et al.,
2005; Macedo et al., 2007). The deterioration and degradation of stored grains by
insects can affect food security and have a great ecological impact since energy, land,
water and non-renewable resources were employed in production of grains that will
never be consumed, leading to loss of several billion dollars (FAO, 2009).

The Mediterranean flour moth Ephestia (Anagasta) kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae) attacks stored grains, fruits, and nuts worldwide making it the
major economic important flour and grain feeder. Additionally, E. kuehniella is often a
severe pest in flour mills (Van Damme et al., 1998; Macedo et al., 2003). The bruchid
weevil Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera: Bruchidae) is a major insect pest of
the cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) whose attack begins in the pre-harvesting
and intensifies in the storing, heavily damaging the quality of grains (Hall et al., 1997,
Lima et al., 1999; Pereira et al., 2008).

The conventional control of storage pests involves hygiene measures as well as
preventive or curative applications of synthetic insecticides (Almeida et al., 2005).
However, the intensive use of these chemicals can induce the selection of resistant
insects, the emergence of new pests or the resurgence of others (Xianchun et al., 2007).
Furthermore, this practice is costly and environmentally hazardous since it can lead to
deleterious effects on non-target organisms. (Braga and Valle, 2007; Lima et al., 2009;
Napoledo et al., 2011). In this scenario, natural compounds isolated from plants with
insecticidal activity constitute alternative for crop protection since they can be used in
insecticide rotation programs avoiding the emergence of resistant pests (Almeida et al.,
2004; Tavares and Vendramim, 2005; Braga and Valle, 2007; Pereira et al., 2008; Silva
et al., 2008; Napoledo et al., 2012).

Lectins, carbohydrate binding proteins, are widely found in several plant tissues
(Goldstein et al., 1980; Peumans and Van Damme, 1995; Ratanapo et al. 2001). These
proteins are involved in defense of plants against the attack of insects from several
orders (Macedo et al., 2002, 2007; Coelho et al., 2009; Lam and Ng, 2011; Napoleao et
al., 2012). The Myracrodruon urundeuva bark and leaf lectins killed Nasutitermes

corniger workers (LCso of 0.248 and 0.374 mg/mL, respectively) and soldiers (LCsg of
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0.199 and 0.432 mg/mL, respectively) and the authors showed that the termiticidal
activity can involve resistance to proteolytic degradation by termite gut enzymes, chitin
biding property and antibacterial effect against symbiotic bacteria from N. corniger gut.
(Napoledo et al., 2011). The Talisia esculenta seed lectin (TEL) showed larvicidal
activity against C. maculatus with lethal concentration of 2% (w/w), as well as reduced
in 50% the weight of insect when incorporated in artificial diet at 1% (Macedo et al.,
2004).

Moringa oleifera (Moringaceae family), native to northeastern India, has been
the subject of several researches due to its industrial and medicinal properties (Suarez et
al., 2003; Suarez et al., 2005; Bezerra et al., 2004; Ghebremichael et al., 2005; Karadi et
al., 2006). Its seeds, which have been used to treat water for human consumption and
contain coagulant proteins and an organic polyelectrolyte of 3 kDa able to remove water
turbidity (Okuda et al., 2001; Ghebremichael et al., 2005; Santos et al., 2005). The
water-soluble M. oleifera lectin (WSMoL) is an insecticidal agent active against Aedes
aegypti fourth instar larvae (LCsy of 0.197 mg/mL); analysis of photomicrographs
revealed that the incubation of larvae with WSMoL resulted in morphological changes
including hypertrophy of the segments and absence of epithelial layer that delimits the
larval gut (Coelho et al., 2009). Additionaly, Santos et al. (2012) showed that WSMoL
is effective for A. aegypti control also by stimulating the oviposition by gravid females
and preventing the development of embryos inside the eggs, as well as by killing the
embryos of stored eggs. The coagulant M. oleifera seed lectin (cMoL) also showed
insecticidal activity since induced nutritional disturbances and delay in development of
E. kuehniella larvae as well as reduction in weight and survival of pupae (Oliveira et al.,
2011). WSMoL and cMoL at concentrations of 1.0 and 1.5 mg/mL, respectively, were
termiticidal agents against Nasutitermes corniger workers and soldiers (Paiva et al.,
2011).

This work describes the effects of WSMoL in survival and feeding of E.
kuehniella and C. maculatus larvae when incorporated into artificial diets. In addition,
the effect of WSMoL on nutritional parameters (relative consumption rate, relative
growth rate, efficiency in conversion of ingested food, efficiency in conversion of
digested food, approximate digestibility and metabolic cost) of E. kuehniella and the
resistance of lectin to proteolysis by enzymes from gut of E. kuehniella and C.

maculatus larvae were determined.
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2. Materials and Methods

2.1 Plant material

M. oleifera Lam. (Moringaceae) has the vernacular name “moringa” in
Portuguese, “arbol del ben” in Spanish and horseradish tree in English. The seeds were
collected in Recife City, State of Pernambuco, Northeastern Brazil. A voucher specimen
is deposited under number 73345 at the herbarium “Déardano de Andrade Lima”

(Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria, IPA, Recife, Brazil).

2.2 Insects

The colonies of E. kuehniella used in this study were supplied by the
Departamento de Entomologia, ESALQ/ USP, Piracicaba (SP), Brazil, and maintained
in the Laboratério de Purificagdo de Proteinas e suas Fungdes Bioldgicas (LPPFB),
Departamento de Ciéncias Naturais, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Trés
Lagoas (MS), Brazil. The colonies of C. maculatus were reared in the LPPFB. The
colonies of C. maculatus and E. kuehniella were housed in standard conditions of 28+1
°C, 65-75% relative humidity and a 16:8 (light:dark) photoperiod.

2.3 Lectin isolation

The procedure of isolation of WSMoL was performed according to Coelho et al.,
2009. Mature seeds of M. oleifera were dried at room temperature (28 °C), milled to a
fine powder (10 g) and then homogenized with distilled water (100 ml) in a magnetic
stirrer (200 rpm, 16 h at 4 °C). Following homogenization, the mixture was filtered
through cotton gauze and centrifuged at 3000 g for 15 min. The supernatant was treated
with ammonium sulfate solution at saturation of 60% (Green and Hughes, 1955). The
precipitated proteins were collected after centrifugation (3000 g, 15 min, 4 °C),
dissolved in 0.15 M NaCl and then submitted to dialysis (3.5 kDa cut-off membrane)
against 0.15 M NaCl (6 h at 4 °C). The dialysed fraction (0—60f; 50 mg of proteins) was
applied to a chitin column (7.5-1.5 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl (0.3 ml/min flow
rate). The adsorbed proteins (WSMoL) were eluted with 1.0 M acetic acid and dialysed
(3.5 kDa cut-off membrane) against distilled water by 6 h at 4 °C.
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2.4 Protein evaluation
The protein concentration was estimated according to the method described by

Lowry et al. (1951) using bovine serum albumin (31-500 pg/ml) as standard.

2.5 Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity (HA) was carried out in microtitle plates (Kartell
S.P.A., Italy) according to Paiva and Coelho (1992). The samples (50 uL) were serially
twofold diluted in 0.15 M NaCl before incubation (45 min) with 2.5 % suspension of
rabbit erythrocytes (50 pL). The HA (titer) was defined as the lowest protein
concentration that showed hemagglutination. Specific HA (SHA) was defined as the
ratio between the titer and protein concentration (mg/ml).

HA inhibitory assay was performed by incubation (15 min) of samples (50 puL)
with 200 mM D(+)-fructose solution before addition of 2.5 % (v/v) suspension of rabbit

erythrocytes (50 uL).

2.6. Effects of WSMoL on growth and survival of E. kuehniella and C. maculatus

Neonate first instar larvae of E. kuehniella were selected and routinely
maintained on an artificial diet prepared by mixing whole wheat flour, whole wheat
husks, whole wheat, and yeast (8:2:1.9:0.1, w/w), according to Macedo et al. (2007).
WSMoL (1% or 2% w/w) or distilled water were added to the test and control diets,
respectively. Each treatment was set up in 250 mg clear plastic, airtight containers and
five larvae were transferred to each plastic container (n = 60). After fourth instars of
development, the relationship between lectin content and larval weight and number of
survivors was determined.

C. maculatus larvae were fed with artificial seeds (400 mg each) prepared from
finely ground cowpea seeds (Epace 10 cultivar) using a cylindrical brass mal and hand
press. Distilled water (control diet) or 1% and 2% (w/w) WSMoL (test diet) were added
to artificial seeds by thoroughly mixing the samples with cowpea seed meal and
pressing as described above. Each treatment consisted of 10 artificial seeds for each of
the above concentrations. After 48 h for adjustment in the growth chamber, the seeds
were offered to nine 2-3-day-old fertilized females. After 24 h had been allowed for

oviposition, the number of eggs per seed was reduced to four (n = 40). Following
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incubation for 20 days, the seeds were opened and the weight and survival of larvae

were determined.

2.7 Measurement of nutritional parameters

Several nutritional parameters were used to compare fourth instars of E.
kuehniella fed on the control diet with those fed on a diet containing 1 and 2 %
WSMoL. The larvae, faeces and remaining uneaten food were separated, dried and
weighed. The indices of consumption, digestion and food utilization were calculated as
described by Scriber and Slansky (1982). The efficiency of the conversion of ingested
food (ECI) estimates the percentage of ingested food that is converted to biomass, and
was calculated as: [biomass gained (mg fresh mass)/food ingested (mg dry mass)]x100.
The efficiency of the conversion of digested food (ECD) estimates the efficiency with
which digested food is converted to biomass, and was calculated as: biomass gained
(mg fresh mass)/[food ingested (mg dry mass) — feces (mg dry mass)]x100.
Approximate digestibility (AD) estimates the amount of ingested food that was
digested, and was calculated as: [food ingested (mg dry mass) — feces (mg dry
mass)]/food ingested (mg dry mass)*100. Metabolic cost (MC) estimates the amount of

energy that was allocated to the metabolism and was calculated as: 100 — ECD.

2.8 Midgut preparation

Homogenates of the larval guts were prepared according to Macedo et al.
(2003). Fourth instar larvae were cold-immobilized and dissected in cold 0.15 M NacCl.
The midguts were surgically removed from the larvae using tweezers. The gut portion
taken was posterior to the proventriculus and anterior to the malpighian tubules. After
removing all extraneous tissue and freeing the lumen of its contents by rinsing in 0.15
M NaCl, the midgut tissues were homogenized in cold 0.15 M NaCl using a hand-held
Potter—Elvehjem homogenizer immersed in ice. Midgut homogenates were centrifuged
at 14,000xg for 20 min at 4 'C and the supernatants were collected in a known volume

of phosphate buffer and stored at —20 “C.

2.9 Resistance of WSMoL to digestion by E. kuehniella and C. maculatus midgut
proteases
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The resistance of WSMoL to insect proteases was carried out according to
Macedo et al. (2007). The lectin (2 mg/mL) was incubated with midgut homogenates of
E. kuehniella or C. maculatus larvae in Tris—HC1 0.1 M pH 8.0. WSMoL and midgut
homogenates were mixed (protein ratio of 1:10, w/w) and incubated for 1, 8, 24, 48 and
72 h at 37 °C. Next, the reaction was stopped by immersing the tubes in boiling water
for 2 min and the mixtures were evaluated by SDS-PAGE using a 12.5% gel as
described by Laemmli (1970). Polypeptides and molecular mass markers (ovalbumin,
45 kDa; carbonic anhydrase, 34.7 kDa; trypsinogen, 24 kDa; beta-lactoglobulin, 18.4
kDa and lysozyme, 14.3 kDa from Bio-Rad, Hercule) were stained with 0.02% (v/v)

Coomassie Brilliant Blue in 10% (v/v) acetic acid.

2.10 Statistical Analysis

The results were expressed as the mean between the treatments and the data
were compared using one-way analysis of variance (ANOVA) (general linear models of
the GLM procedure) followed by the Student-Neuman-Keul test to identify the means
that differed if ANOVA indicated significance. A p value of <0.05 indicated

significance.

3. Results and Discussion

WSMoL (7.18 mg) was isolated through affinity chromatography on chitin
column with specific hemagglutinating activity (1427) higher than that obtained for the
extract (42) and the precipitated protein fraction (122.5). HA of WSMoL on rabbit
erythrocytes was inhibited by D(+)-fructose. These data corroborates with that reported
by Coelho et al. (2009) and Rolim et al. (2011).

Because WSMoL is active against the disease vector A. aegypti and the wood
damaging termite N. corniger we investigated its effect on the crop pests E. kuehniella
and C. maculatus. The survival and body weight of E. kuehniellla larvae were not
significantly (p>0.05) affected after ingestion of WSMoL at 1% or 2% in regards to
those of larvae fed with the control diet (Figure 1). The concentration range of WSMoL
in our experiments is in accordance with that reported for similar investigations with

other plant lectins (Down et al., 1996; Machuka et al., 2000; Macedo et al., 2007).
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Similarly to WSMoL, the Pouteria torta seed lectin, the Bauhinia monandra leaf
lectin (BmoLL) and cMoL did not significantly decreased the survival of E. kuehniella
larvae (Macedo et al., 2007; Boleti et al., 2009; Oliveira et al., 2011). On the other hand,
these lectins decreased the body weight of E. kuehniella larvae in 71.4%, 40% and 45%,
respectively, when incorporated at 1% in artificial diet. WSMoL and cMoL differ in the
specificity of carbohydrate-binding site, charge nature, and molecular mass (Table 1)
and this can be some reason for the different sensitivity of E. kuehniella larvae to M.

oleifera seed lectins.
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Figure 1. Effect of WSMoL on survival (A) and body weight (B) of E. kuehniella
larvae. Error bars indicate standard error of the mean. Different letters indicate

significant differences between treatments (p<0.05).

Table 1. Differences between cMoL and WSMoL

Characteristics cMoL WSMoL

Charge nature  Positive™ Negative™*

Molecular mass 26.5 kDa (under denaturing 5 kDa (under denaturing and
conditions)* reducing conditions)***

Inhibitors Glucose, raffinose, lactose, Fructose, glucose, mannose and
arabinose, trehalose, rhamnose N-acetylglucosamine****

and galactose™

* According to Santos et al. (2009); ** According to Paiva et al. (2011); *** According to Coelho et
al. (2009); **** According to Rolim et al. (2011).



MOURA. M .C. Lectina solavel em agua de sementes de... 68

The effect of WSMoL on the relative consumption rate, the relative growth rate,
and the efficiency in conversion of ingested food by E. kuehniella was investigated in
order to identify whether the lectin could be causing some damage to the insect
physiology. However, the ingestion of WSMoL did not significantly (p>0,05) altered
the nutritional parameters of larvae (Table 2). This result shows why WSMoL did not
kill or alter the weight of E. kuehniella larvae. Similarly to WSMoL, the Annona
coriacea seed lectin at 2 % did not impair the assimilation of ingested food by E.

kuehniella and C. cephalonica larvae (Coelho et al., 2007).

Table 2. Nutritional parameters of E. kuehniella fourth-instar larvae fed on artificial diet

containing WSMoL.

Nutritional indices (mean +SE)
Treatment (%) ECI (%) ECD (%) AD (%) MC (%)
Control 11.71+£0,72° 12.69 £+ 0,70° 86.30 + 2,00" 88.73 + 0,14"
1.0 13.25+0,52*  11.34+0,69" 90.41+237" 85.66 £ 0,69
2.0 10.91+ 0,56 ° 11.93+0,2° 91.57 +0,82° 88.07 £ 4,00

ECI: efficiency of the conversion of ingested food; ECD: efficiency of the conversion of digested
food; AD: approximate digestibility; MC: Metabolic cost. Means within a column followed by the

same letter are not significantly different, p>0.05; based on Tukey' test.

WSMoL was toxic to C. maculatus larvae by affect its survival (Figure 2A) and
body weight (Figure 2B) in a dose dependent manner. The survival rate (98 %) and the
average weight (5.8 mg) of larvae fed with the control diet assure that the conditions
used here were proper to perform the bioassay. The ingestion of WSMoL at 1% and 2%
resulted in a reduction of 39% and 43% in larval survival, in regard to the control group,
respectively. The Koelreuteria paniculata seed lectin (KpLec) and BmoLL were more
toxic to C. maculatus larvae than WSMoL since they killed 50% of larvae when
incorporated to artificial died at the concentrations of 0.7% and 0.3%, respectively
(Macedo et al, 2003, 2007).

A decrease of 29% and 57% in larval weight was detected when WSMoL was
incorporated to artificial diet at 1% and 2%, respectively. BmoLL (0.4%) and KpLec
(1%) reduced in 50% the weight of C. maculatus larvae (Macedo et al., 2003, 2007).

The lectin from Olneya tesota seeds also impaired C. maculatus life cycle since reduced
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its oviposition and prevented the emergence of adult beetles (Lagarda-Diaz et al., 2009).
The effect of WSMoL on nutritional parameters of C. maculatus larvae cannot be

determined due to the high fecal content mixed with diet.
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Figure 2. Effect of WSMoL on survival (A) and body weight (B) of C. maculatus
larvae. Error bars indicate standard error of the mean. Different letters indicate

significant differences between treatments (p<0.05).

Insects belonging to different orders may respond differently to the same
insecticidal agent. This work expands the characterization of WSMoL insecticide
spectrum by investigating the effect of this lectin against two insects from distinct
orders, which showed different sensitivity to WSMoL treatment. Another plant lectins
have shown similar behavior. BmoLL was more effective against larvae of C maculatus
and Zabrotes subfasciatus than against E. kuehniella larvae (Macedo et al., 2007). The
Annona coriacea seed lectin was toxic to E. kuehniella larvae but did not affect the
Corcyra cephalonica larvae (Coelho et al., 2007). Differentily from WSMoL, cMoL
caused nutritional disturbances and delay in larval development and killed pupae of E.
kuehniella, however it was not able to kill A. aegypti larvae (Oliveira et al., 2011; Agra-
Neto et al., 2012).

Besides the ability to bind chitin, which allows lectins to interact with
glycosylated molecules present at gut lumen, epithelial cells or peritrophic matrix
disrupting the intestinal tract organization, the insecticidal mechanisms of lectins can
involve the resistance to hydrolysis by proteases from insect gut (Zhu-Salzman and

Salzman, 2005; Coelho et al., 2009; Napoledo et al., 2012; Paiva et al., 2012). In this
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sense, the effects of incubation of WSMoL with midgut extracts of E. kuehniella and C.

maculatus larvae were determined.
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Figure 3. SDS-PAGE patterns of WSMoL hydrolysis by midgut extracts of E.
kuehniella (A) and C. maculatus (B) larvae for 0, 1, 8, 48 and 72 h. The gels were

stained with Coomassie Brilliant Blue.

SDS-PAGE revealed that WSMoL was progressively digested by midgut extract
of E. kuehniella larvae as indicated by the decrease in the intensity of WSMoL
polypeptide bands (Figure 3A). WSMoL has been completely hydrolyzed after 8 h-
incubation and this finding suggests that the lectin was not active against E. kuehniella
larvae probably because it was not able to remain intact during passage through the
digestive tract of the insect. On the other hand, WSMoL was not digested by midgut
extract of C. maculatus larvae up to 72 h- incubation since the SDS-PAGE profile of
WSMoL was not altered during the experiment (Figure 3B).

The synthesis of compounds that resist to proteolysis by enzymes from insect
gut represents a defense strategy of plants (Brunelle et al., 2004). The resistance of
insecticidal plant lectins to digestion by insect proteases has been reported (Powell et
al., 1998; Zhu-Salzman et al., 1998; Macedo et al., 2003, 2007; Lagarda-Diaz et al.,
2009; Oliveira et al., 2011). Agra-Neto et al. (2012) reported that WSMoL resisted to
proteolysis by enzymes from gut of A. aegipyi larvae. The Olneya tesota lectin resisted
to 24 h- incubation with midgut enzymes from Z. subfasciatus larvae (Lagarda-Diaz et
al., 2009). Also, the Myracrodruon urundeuva leaf lectin remained its activity after

incubation with the larval gut extract of A. aegypti (Napoledo et al., 2012).
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4. Conclusions

The results described here demonstrate that WSMoL reduced the survival and
body weight of C. maculatus larvae and indicate the lectin as a new tool for crop
protection. The resistance to hydrolysis by proteases from larval gut can be involved in

insecticidal mechanism of WSMoL.
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6. CONCLUSAO

e WSMoL néo interferiu na sobrevivéncia de larvas de E. kuehniella e nenhuma
alteracdo nos parametros nutricionais do inseto foi detectada.

e A lectina foi progressivamente digerida apds incubacdo com o extrato de
intestino de larvas de E. kuehniella.

e WSMoL foi toxica para larvas de C. maculatus por causar mortalidade e
prejudicar o crescimento dos insetos.

e WSMoL foi resistente a hidrolise pelas proteases do intestino de larvas de C.
maculatus indicando que o mecanismo de acdo inseticida da lectina pode
envolver a resisténcia a degradacdo proteolitica por enzimas do intestino dos
insetos.

e Os resultados deste trabalho indicam WSMoL como uma nova ferramenta para

protecdo contra pragas agricolas.



