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POTENCIAL INSETICIDA DE UM EXTRATO QUITINOLITICO DE Streptomyces
sp. ENT-21 SOBRE Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae)

RESUMO - A exigéncia da sociedade por alimentos produzidos com baixos riscos de
contaminagdo aos consumidores e ao meio ambiente tem aumentado
constantemente. Nesse cenario, a identificacdo de novas formas eficazes e seguras
para o controle de insetos-praga se mostra como uma tarefa continua e as
quitinases aparecem como uma interessante ferramenta. As quitinases sdo enzimas
com acgéao de hidrdlise sobre quitina e podem interferir no desenvolvimento de pragas
visto que esse polimero constitui estruturas como a cuticula e a membrana
peritréfica dos insetos. No presente trabalho, foi realizada a producéo de um extrato
quitinolitico a partir do cultivo da actinobactéria Streptomyces sp. ENT-21 em meio
contendo quitina e avaliaram-se os efeitos desse extrato sobre o desenvolvimento
de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae),
importante praga da cultura do milho. O extrato quitinolitico produzido resultou na
interferéncia do desenvolvimento larval de S. frugiperda, no aumento da mortalidade
e na reducao do ganho de peso das lagartas em relacdo a lagartas mantidas como
controle. Apds fervura, o extrato produzido teve sua atividade quitinolitica inativada e
nao exerceu influéncia sobre a mortalidade larval de S. frugiperda em relacdo ao
controle na concentracdo avaliada. Os resultados indicam que o extrato quitinolitico
produzido pelo cultivo de Streptomyces sp. ENT-21 possui atividade inseticida sobre
lagartas de S. frugiperda e que a atividade quitinolitica é um fator importante para a
atividade inseticida do extrato.

Palavras-chave: Biotecnologia, controle de insetos, quitinase.
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INSECTICIDAL POTENTIAL OF A CHITINOLITIC EXTRACT FROM Streptomyces
sp. ENT-21 AGAINST Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:

Noctuidae)

ABSTRACT - Society's demand for food production at low contamination risks to
consumers and to the environment is in constant increase. In this scenario, the
identification of new effective and safe forms for the control of insect pests come into
sight as a continuous task and chitinases are considered an interesting promisse.
Chitinases are enzymes that hydrolyze chitin and can disrupt the development of
insect pests since this polymer constitutes vital structures such as the cuticle and
peritrophic membrane of insects. In the present work, we produced a chitinolytic
extract using the actinobacterium Streptomyces sp. ENT-21 and evaluated the
effects of this extract on larval development of an important pest of maize,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) larvae. The
chitinolytic extract interfered in the larval development of S. frugiperda affecting
parameters such as larval mortality and larval weight gain. After boiling, no
chitinolytic activity was detected in the extract and no influence of boiled extract was
observed over S. frugiperda larval development at the evaluated concentration. The
results suggest that the evaluated chitinolitic extract has insecticidal activity against
S. frugiperda larvae and indicate the chitinolytic activity as an important component
of the insecticidal activity of the extract.

Keywords: Biotechnology, chitinase, insect control.






1. INTRODUCAO

O controle de pragas nos sistemas de producédo vegetal € fundamental para a
geracao de produtos de forma economicamente sustentavel (GALLO et al., 2002). O
controle quimico tem sido a forma de controle de pragas mais utilizada nos sistemas
de producdo agricola, mas, apesar de em determinados momentos se apresentar de
forma eficiente, esta pratica pode resultar em efeitos colaterais indesejados como a
selecdo de populacbes de insetos resistentes aos agentes de controle e/ou a
contaminacao de ambientes e organismos nao alvo (KOGAN, 1998).

Para que o controle de pragas seja realizado de forma racional, com bons
indices de controle e reduzidos efeitos colaterais negativos, a comunidade cientifica
e as industrias agroquimicas necessitam desenvolver constantemente novas
ferramentas e taticas para o controle de insetos-praga (SPARKS, 2013).

As plantas transgénicas estdo entre as mais recentes ferramentas
desenvolvidas em uso e muito tém auxiliado no controle de insetos-praga (BERNAL
et al., 2004; FERRY et al., 2006). A incorporacdo de genes que codificam proteinas
com atividade inseticida em plantas tem sido realizada com sucesso, destacando-se
as plantas transgénicas que expressam as proteinas Cry derivadas do
microrganismo Bacillus thuringiensis Berliner que garantem protecdo as plantas
contra imaturos da ordem Lepidoptera, por exemplo (SANAHUJA et al., 2011). Em
determinadas situagcbes, a adocao das plantas transgénicas com resisténcia a
insetos-praga em sistemas de cultivo tem resultado na diminuicdo do uso de
inseticidas em sistemas de producéo agricola (EDGE et al., 2001).

Porém, problemas relacionados a eficiéncia de proteinas Cry presentes em
plantas transgénicas para o controle de insetos-praga sao observados, tais como a
selecdo de populagbes resistentes ou a ineficiéncia das proteinas inseridas nas
plantas transgénicas para controlar determinadas espécies de insetos-praga
(FRANKENHUYZEN, 2009; STORER et al., 2010; TABASHNIK et al., 2013; FARIAS
et al., 2014; SANTOS-AMAYA et al., 2015; FARIAS et al., 2016).

De forma a investigar novas fontes de moléculas com atividade inseticida, o
presente trabalho foi realizado para avaliar o potencial inseticida de uma quitinase

produzida pelo microrganismo Streptomyces sp. ENT-21 (ROSSI et al., 2015) sobre



lagartas neonatas (tempo de eclosédo menor que 24 horas) da lagarta do cartucho do
milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), uma
importante praga da cultura do milho no Brasil e em outras regides do mundo
(CAPINERA, 1999; BLANCO et al., 2016).

No manejo de pragas, as quitinases podem auxiliar a acdo de outros agentes
de controle por meio de sua expressdo em plantas transgénicas em conjunto com
outras proteinas (piramidacdo génica) (RANJEKAR et al., 2003; GATEHOUSE,
2011) ou podem ser utilizadas em conjunto com outras formas de controle
tradicional, resultando em efeitos sinérgicos no controle de insetos-praga (REGEV et
al., 1996; DING et al., 1998).

Além do sitio catalitico responsavel pela hidrélise de quitina, as quitinases
podem possuir dominios ligantes em quitina (ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010)
com possivel atividade inseticida similar a observada em proteinas ligantes em
quitina sem acéo quitinolitica (WANG; GRANADOS, 2001; ROSSI et al., 2012).

A hipétese para que a atividade inseticida do extrato quitinolitico de
Streptomyces sp. ENT-21 ocorra sobre lagartas de S. frugiperda foi baseada em
trabalhos em que a adicdo de quitinases no alimento de insetos resultou em
aumento da mortalidade dos mesmos (DING et al., 1998; CORRADO et al., 2008;
ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010; CHANDRASEKARAN et al., 2012; WANG et
al.,, 2013) provavelmente em funcdo de alteracdes das propriedades de suas
membranas peritréficas (KELKENBERG et al., 2015; BERINI et al., 2016).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Danos causados a agricultura por insetos

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de produtos agricolas
como citrus, café, acgucar, etanol e plantas oleaginosas, além de carnes bovinas e
suinas (CONAB, 2017). Porém, devido ao alto indice de ataque de pragas agricolas
ocorridas no Brasil, uma perda econémica de até US$14 milhdes ao ano € estimada
(OLIVEIRA et al., 2014). Entre os principais causadores de perdas no processo de
producdo agricola, observam-se os insetos-praga como grandes competidores para
o crescimento da producédo e exportacdo de produtos derivados da agricultura, visto
gue os mesmos acarretam um alto indice de injuria e perda de producdo agricola
tanto na pré-colheita quanto no armazenamento da produgcédo (OERKE, 2006). Além
das perdas diretas causadas pelos insetos-pragas, a produgdo agricola € onerada
monetariamente pelos custos da utilizacdo de agrotoxicos para reduzir os danos
causados pelos mesmos (OERKE; DEHNE, 2004).

A agricultura brasileira é praticada em clima tropical e é baseada em um
intenso sistema de monoculturas e, com isso, alguns insetos-praga podem
estabelecer varias geracfes ao longo do ano (MARTINELLI et al., 2007; STORER et
al., 2012). Entre estes insetos, pode ser destacada a lagarta do cartucho do milho,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae).

Spodoptera frugiperda é um dos principais insetos-praga da cultura do milho
no Brasil (CAPINERA, 1999; CRUZ, 2009; FARIAS et al., 2014; BLANCO et al.,
2016) e, em funcdo de seu habito alimentar polifago, também pode ocorrer em
outras culturas como soja, algodao, trigo e aveia (SILVA et al., 2017). Na cultura do
milho, as lagartas recém eclodidas alimentam-se inicialmente pela raspagem das
folhas centrais e, com o0 passar de seu desenvolvimento, iniciam a perfuracdo das
folhas e deslocam-se para o interior do cartucho do milho que pode ser
completamente destruido (GALLO et al.,, 2002). Inseticidas como piretroides e
carbamatos, plantas transgénicas que expressam proteinas de Bacillus thuringiensis
Berliner e o controle biologico por bioinseticidas produzidos a partir da bactéria B.

thuringiensis, predadores e parasitoides podem ser utilizados para o controle de S.



frugiperda (GALLO et al., 2002; TABASHNIK et al., 2013). Além de ser considerada
uma importante praga em culturas de grande importancia econdémica, 0 inseto
escolhido apresenta habito alimentar polifago e apresenta suscetibilidade a toxinas
ativas em seus intestinos medios (LEMES et al., 2014), o que torna S. frugiperda um
interessante modelo para testar os efeitos dos extratos quitinoliticos produzidos por

Streptomyces sp. ENT-21 apds ingestao.

2.2. Exploracdo biotecnolégica de actinobactérias para obtencdo de
substancias inseticidas

Actinobactérias s@o bactérias Gram-positivas que desenvolvem seu papel
biolégico em diversos nichos ecoldgicos como, por exemplo, no solo, na agua, em
plantas ou associados a insetos (ZUCCHI et al., 2011; SMAOUI et al., 2012). Entre
as actinobactérias, destacam-se as espécies pertencentes ao género Streptomyces
Waksman & Henrici, 1943 por seu grande potencial na produgéo de substancias
com atividade antibidtica (SWIATEK et al., 2012; LIU et al., 2013). Como exemplos
de substancias com atividade antibidticas produzidas por espécies do género
Streptomyces, pode-se citar a estreptomicina sintetizada por Streptomyces griseus
(Krainsky 1914), a clorotetraciclina sintetizada por Streptomyces aureofaciens
Duggar, 1948 emend. Groth et al., 2003 e a terramicina sintetizada por Streptomyces
rimosus Sobin, Finlay, Kane, 1953 (VINING, 1992; CHATTERJEE et al., 1995;
GEBHARDT et al., 2002; GAO et al., 2012; SEIPKE et al., 2012).

Extratos produzidos a partir do cultivo de espécies de Streptomyces
resultaram em valores de até 70% de mortalidade sobre imaturos de lepidGpteros e
dipteros (KAUR et al., 2014; NAINE; DEVI, 2014; SAMRI et al., 2016). O cultivo de
Streptomyces sp. CAI-155, isolado da folhagem de Thevetia peruviana (Pers.) K.
Schum. (chapéu-de-napoledo), resultou na producdo de extratos com atividade
inseticida sobre Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae),
Spodoptera litura (Fabricius, 1775) (Lepidoptera: Noctuidae) e Chilo partellus
(Swinhoe, 1885) (Lepidoptera: Crambidae) (VIJAYABHARATHI et al., 2014).

Entre os compostos quimicos presentes nos extratos de Streptomyces sp.
CAI-155, uma amida derivada de acido graxo foi identificada como responsavel pela
acao inseticida sobre H. armigera (GOPALAKRISHNAN et al., 2016). Outro exemplo



de molécula com atividade inseticida caracterizada a partir de uma espécie de
Streptomyces € um policetideo produzido por Streptomyces sp. AP-123 que
apresentou atividade inseticida de aproximadamente 70% sobre imaturos de H.
armigera e S. litura e os adultos sobreviventes apresentaram ma formacgéo e
tamanho reduzido (ARASU et al., 2013). Espécies do género Streptomyces também
possuem o0 potencial de produzir substancias utilizadas para o controle de insetos-
praga como alosamidina (SAKUDA et al., 1986) e colesterol oxidase (CHO et al.,
1995).

2.3. Exploracédo biotecnoldgica de quitinases com énfase para o controle de

insetos

Apos a celulose, a quitina € o biopolimero de maior abundéancia na natureza e
€ comumente encontrada exercendo papeis estruturais no exoesqueleto de
artropodes e na parede celular de fungos (SUBASINGHE, 1995; COHEN-KUPIEC,
1998; DAHIYA, 2006).

As quitinases (E.C. 3.2.1.14) sdo enzimas que realizam a hidrolise de quitina
e podem ser classificadas em duas categorias de acordo com o tipo de hidrolise
realizada sobre a quitina: endoquitinases e exoquitinases. As endoquitinases (EC
3.2.1.14) atuam hidrolizando ligagBes internas do polimero de quitina e formam
oligbmeros de N-acetilglicosamina sollveis em agua. As exoquitinases podem ser
divididas em duas categorias: as quitobiosidases (EC 3.2.1.29), que catalisam a
hidrolise de quitina a partir da extremidade ndo redutora formando
diacetilquitobiosideos e as [(-1-4-acetilglucosaminidases (EC 3.2.1.30), que atuam
sobre os produtos oligoméricos das endoquitinases e quitobiosidases e geram
mondmeros de N-acetilglicosamina (HAMID et al., 2013).

As quitinases sao amplamente distribuidas na natureza e sdo encontradas em
plantas, microrganismos ou insetos (KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1998;
ARAKANE; MUTHUKRISHNAN, 2010). Nos sistemas biologicos, as quitinases estédo
envolvidas em diversas funcdes como na ecdise dos insetos, na nutricdo,
parasitismo e defesa de microrganismos, no desenvolvimento de fungos, na

resposta de plantas ao ataque de insetos herbivoros e microrganismos



fitopatogénicos ou no sistema imunologico de mamiferos (SAHAI; MANOCHA, 1993;
GOODAY, 1995; PATIL et al., 2000; MERZENDORFER; ZIMOCH, 2003; ARAKANE;
MUTHUKRISHNAN, 2010).

Com a abundante quantidade de quitina presente na natureza, quitinases sao
utilizadas na industria alimenticia, no processamento de drogas e para a producao
de produtos cosméticos (MUZZARELLI et al., 2012). Quando utilizadas em
momentos distintos dos observados nos sistemas biolégicos, as quitinases podem
causar danos irreversiveis ao desenvolvimento de determinados organismos alvo.
Para o controle de pragas, as quitinases tém sido avaliadas como alternativa para a
degradacdo da quitina presente em insetos e em patdégenos de plantas
(OPPENHEIM; CHET, 1992; SAHAI; MANOCHA, 1993; CHANDRASEKARAN et al.,
2012).

No caso de insetos, as quitinases podem ser uma interessante fonte de
resisténcia a insetos herbivoros (KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1998;
CHANDRASEKARAN et al.,, 2012; WANG et al., 2013). Essa possibilidade é
considerada pois a quitina € um dos componentes da membrana peritréfica do
intestino médio de insetos que recobre e protege as células epiteliais do intestino
dos insetos contra particulas abrasivas e microrganismos que podem invadir a
hemocele (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; LEHANE, 1997).

A membrana peritréfica dos insetos é uma estrutura acelular que se
assemelha a um envelope e é composta por quitina, proteinas, proteoglicanos e
glicoproteinas. A membrana peritréfica dos insetos tem as funcdes de (i) proteger o
epitélio do intestino médio contra abrasdes possivelmente causadas por pedacos de
alimento, (ii) proteger a hemocele dos insetos contra a invasédo de parasitas e
microrganismos e (iii) dividir o ambiente intestinal para melhor eficiéncia do processo
digestivo (LEHANE; BILLINGSLEY, 1996; LEHANE, 1997; TERRA; FERREIRA,
2005). Com a membrana peritréfica desestruturada, as fungcdes desempenhadas por
ela sdo prejudicadas, podendo resultar na interrupcdo do desenvolvimento larval do
inseto (KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1998; WANG; GRANADOS, 2001; KABIR et
al., 2006; CHANDRASEKARAN et al., 2012; WANG et al., 2013, KELKENBERG et
al., 2015).



As quitinases, além de representarem uma promissora forma de controle de
pragas por sua eficiéncia, também se apresentam como interessantes opcdes de
controle do ponto de vista de seguranca alimentar a mamiferos, pois esses
organismos ndo possuem quitina em sua composi¢cdo e as chances de toxidez das
quitinases a esse grupo de seres vivos € muito reduzida (EURICH et al., 2009).

A aplicacdo das quitinases no controle de pragas pode ser feita de diferentes
maneiras. Em funcdo de sua natureza proteica, a informacao genética que codifica
uma quitinase pode ser incorporada ao genoma de organismos de interesse
comercial por meio das tecnologias de engenharia genética, resultando em
organismos geneticamente modificados que expressem as quitinases e,
possivelmente, sejam resistentes ao ataque de insetos-praga.

A expressao de quitinases em plantas transgénicas tem sido reportada como
eficiente método de controle de insetos (DING et al., 1998; CORRADO et al., 2008)
e a transformacdo de microrganismos utilizados em programas de controle
microbiano de insetos-praga também se mostra vidvel pois a expressao de
quitinases nesses organismos podem torna-los mais eficazes para o controle de
pragas (WANG et al., 2013).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Producdo do extrato quitinolitico por Streptomyces sp. ENT-21

A actinobactéria Streptomyces sp. ENT-21 foi isolada a partir do inseto
Acromyrmex subterraneus brunneus Forel, 1893 (Hymenoptera: Formicidae)
(ZUCCHlI et al., 2011).

Para producéo do extrato quitinolitico, Streptomyces sp. ENT-21 foi cultivada
em meio Czapek modificado (QCz) composto por 10,0 g de quitina coloidal; 2,0 g de
NaNOs; 1,0 g de K2HPO4; 0,5 g de MgSO4 x 7H20; 0,5 g de KCI; 0,01 g de FeSO4 x
7H20 e 16 g de agar em 1,0 L de agua para producgéo do extrato quitinolitico (ROSSI
et al., 2015).

A quitina coloidal foi preparada de acordo com método proposto por Ramirez
et al. (2004) com modificacBes. Para isso, uma parte de quitina cristalina (Sigma) foi
incubada com cinco partes de acido cloridrico (37% p/V) por 50 minutos (min) em
temperatura ambiente e agitacdo constante. Apds incubacdo, a solucdo de
quitina+acido cloridrico foi transferida para um bécker contendo 1 L de &gua
deionizada. A solucdo formada foi filtrada em sistema de filtracdo a vacuo para
retirada da agua e coleta da quitina coloidal. A quitina coloidal coletada foi
sedimentada por centrifugacdo (4.000xg, 25°C, 10 min) e, apOs descartar o
sobrenadante, o sedimento foi lavado (3x) com tampédo fosfato de sédio 0,1 M
pH=7,0 até que o pH da solucéo se estabilizasse em pH=7,0. Uma ultima lavagem
com agua foi realizada para retirada do tampao fosfato.

Apos o cultivo do microrganismo em meio QCz soélido, um pré-inéculo foi
preparado por meio da inoculagéo de 2 discos de 0,5 cm da cultura de Streptomyces
sp. ENT-21 em frasco Erlenmeyer contendo 50 mL de meio liquido QCz mantido sob
agitacao constante de 180 rpm a 28°C por 3 dias. Ap0s esse periodo, aliquotas de 1
mL desse pré-inéculo foram adicionadas a 50 mL de meio QCz que foram incubados
a 28°C e 180 rpm. Apdés 8 dias de cultivo, os sobrenadantes obtidos apos
centrifugacgéo (4.000xg, 15 min, 4°C) foram considerados os extratos quitinoliticos de
Streptomyces sp. ENT-21. Uma parte do extrato quitinolitico (80 mL) foi fervida

(100°C; 5 min) em banho maria para inativagdo da atividade quitinolitica.



3.2. Determinacdo do pH otimo do extrato quitinolitico produzido por

Streptomyces sp. ENT-21

A determinacgéo do pH 6timo da atividade quitinolitica do extrato produzido por
Streptomyces sp. ENT-21 foi realizada utilizando quitina coloidal como substrato (15
mg/mL). As reacdes compostas por 100 pL do extrato enzimatico de Streptomyces
sp. ENT-21, 50 pL de quitina coloidal e 50 pL de solucdo tampéao (Tabela 1) foram
incubadas em banho-maria a 30°C. Ap6s 120 min, 200 pL do reagente DNS
(NOELTING; BERNFELD, 1948) foram adicionados as amostras e as mesmas foram
fervidas em bloco seco (100°C; 5 min). Em seguida, as amostras foram arrefecidas
até temperatura ambiente e foram adicionados 1600 pL de &gua. A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotdmetro regulado no comprimento de onda de
550 nm. Foram realizadas trés repeticbes em cada pH e os valores de absorbancia

foram transformados para porcentagem.

Tabela 1. Solu¢Bes tampdao utilizadas nos ensaios de determinacéo de pH étimo e

de atividade com suas respectivas faixas de pH.

Tampao pH
Citrato-Fosfato de sodio (100mM) 4,0-7,0
Fosfato de sédio (100mM) 7,0-8,0
Tris-HCI (100mM) 8,0-8,6
Glicina-NaOH (100mM) 8,6-10,0

Fosfato de sédio-NaOH (100mM) 11,0

Obs.: Preparo dos tamp0des de acordo com Fasman (1970).

3.3. Deteccdo da atividade de quitinase no extrato quitinolitico de

Streptomyces sp. ENT-21

O substrato utilizado para detecgéo de atividade quitinolitica no extrato foi a
quitina coloidal (15 mg/mL). A reacdo para deteccdo da atividade quitinolitica foi
composta por 100 pyL do extrato enzimatico de Streptomyces sp. ENT-21, 50 uL de
quitina coloidal (15 mg/mL) e 50 puL de tampéao glicina-NaOH pH=9,0. Em intervalos
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de 30 min, 200 uL do reagente DNS foram adicionados as amostras para interrupgao
da reacéo e quantificacéo dos grupos redutores formados (NOELTING; BERNFELD,
1948). Apés fervura em bloco seco (100°C; 5 min), as amostras foram arrefecidas
até temperatura ambiente e 1600 uL de &gua foram adicionados as amostras. A
leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro regulado no comprimento de
onda de 550 nm.

Uma curva padrao de glicose (grupo redutor) foi utilizada como referéncia
para os calculos de atividade. Uma unidade (U) foi definida como a quantidade de
enzima responsavel pela formacdo de 1 pmol de grupos redutores por minuto.

Foram realizadas reacoes controle (branco de enzima e branco de substrato).

3.4. Avaliacdo do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em dietas

contendo o extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21

Uma lagarta neonata de S. frugiperda foi colocada em um poco (2 cm de
didmetro por 1,5 cm de altura) de uma placa de cultivo de células de 12 pocos
contendo uma porcao de aproximadamente 5 g de dieta artificial baseada em feijao
cozido e farelo de soja de acordo com recomendacdes descritas por Parra (2001).
Os efeitos do extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 foram observados
apos aplicacao de 200 pL do extrato quitinolitico sobre uma porcéo de dieta artificial
colocada em cada poco da placa com posterior periodo para absorcdo do extrato
pela dieta e secagem da superficie da dieta antes da insercdo de 1 lagarta recém

eclodida por poco (Figura 1).
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Figura 1. Representagcdo de uma repeticdo do bioensaio em placas de cultivo de
células contendo dieta artificial para avaliacdo do efeito do extrato quitinolitico de
Streptomyces sp. ENT-21 sobre o desenvolvimento larval de Spodoptera frugiperda.

O desenvolvimento das lagartas na presenca do extrato foi realizado em
condi¢bes controladas (25+1°C, umidade relativa de 60+10% e fotofase de 14
horas). Parametros biolégicos como mortalidade, periodo larval, ganho de peso das
lagartas entre o 132 e 202 dias ap0s o inicio da alimentacdo e peso de pupas com
24h ap6s a formacéo foram avaliados. Ensaios controle contendo H20 deionizada
autoclavada (120 atm; 20 min) e o extrato quitinolitico fervido (sem atividade
quitinolitica) foram realizados. Os tratamentos foram replicados com 8 repeticdes,
sendo um grupo de 12 lagartas considerado uma repeticdo. As médias obtidas foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo teste de Tukey
(p=0,05) utilizando o programa R versao 3.1.0 (R CORE TEAM, 2014).
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4. RESULTADOS

O extrato quitinolitico produzido apo6s o cultivo de Streptomyces sp. ENT-21
em meio QCz apresentou atividade quitinolitica étima em pH alcalino (Figura 2).

100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Atividade relativa (%)

O I I I I I I I I 1
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 2. pH 6timo da atividade quitinolitica do extrato produzido pelo cultivo de
Streptomyces sp. ENT-21 em meio contendo quitina.

A quantificacdo da atividade quitinolitica do extrato de Streptomyces sp. ENT-
21 em pH alcalino (pH=9,0) foi de 49,33+1,71 U/mL de extrato. Apos fervura por 5
minutos, a atividade quitinolitica do extrato ndo foi detectada.

O fornecimento de dieta artificial contendo aproximadamente 10U (200 uL) do
extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 para lagartas de S. frugiperda
recém eclodidas resultou em valores superiores de mortalidade larval (59,37+8,42%)
e reducédo de aproximadamente 40% no ganho de peso das lagartas sobreviventes
no tratamento contendo atividade quitinolitica em relagdo aos tratamentos contendo
o extrato fervido (aplicacdo do extrato sem atividade quitinolitica) e no tratamento
controle (aplicacéo de agua deionizada e autoclavada) (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliacdo do desenvolvimento de Spodoptera frugiperda em dieta
contendo extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 (médiaterro padrao).

Tratamento Mortalidade Tempo letal Periodo Peso de pupas  Ganho de
(%) (dias) larval (dias) (9) peso (g)

Extrato (10U) 59,37+8,42a 7,54+1,06a  22,64+2,83a  0,555+0,011a  0,22+0,03b

Extrato fervido (OU)  29,17+4,72b 10,05+0,93a 21,78+0,49a 0,569+0,006a  0,33+0,03a

Controle (0U) 14,57+4,38b 10,66+2,30a  22,21+0,44a  0,542+0,007a  0,39+0,04a

Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05).
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5. DISCUSSAO

O uso de extratos brutos obtidos pelo cultivo de Streptomyces spp. em meio
contendo quitina para inducdo da producdo de quitinases visando a supressao do
desenvolvimento de insetos-praga foi observado no presente trabalho e por Quecine
et al. (2011). Na concentracdo avaliada, o extrato quitinolitico produzido por
Streptomyces sp. ENT-21 necessitou da manutencgéo da atividade quitinolitica para a
supressdo do desenvolvimento de S. frugiperda, sugerindo o envolvimento de
quitinase(s) diretamente com a atividade inseticida.

O extrato quitinolitico de Streptomyces sp. ENT-21 possivelmente alterou
propriedades como permeabilidade e capacidade de protecdo ao epitélio do intestino
médio da membrana peritrofica de S. frugiperda (KELKENBERG et al., 2015; BERINI
et al.,, 2016). Com a possivel desestruturacdo da membrana peritréfica, o extrato
quitinolitico resultou na supressédo do desenvolvimento larval de S. frugiperda assim
como observado em outros insetos (KRAMER; MUTHUKRISHNAN, 1998;
CORRADO et al., 2008; CHANDRASEKARAN et al., 2012).

A combinacéo dos fatores associados com a atividade inseticida presentes no
extrato quitinolitico (principalmente a acéo quitinolitica) de Streptomyces sp. ENT-21
com outros agentes de controle de pragas por piramidacdo génica ou por sua
utilizacdo em conjunto com outras formas de controle tradicional poderé ser avaliada
para auxiliar o controle de insetos-praga (REGEV et al., 1996; DING et al., 1998).

A presenca de outras moléculas inseticidas diferentes de quitinases no extrato
quitinolitico produzido deve ser considerada, visto que varias moléculas inseticidas
como um tipo de policetideo (ARASU et al., 2013), alosamidina (SAKUDA et al.,
1986) e colesterol oxidase (CHO et al., 1995) também foram isoladas a partir de
outras espécies de Streptomyces spp. Considerando que a mortalidade larval de S.
frugiperda néo foi alterada em relacdo ao controle quando o extrato quitinolitico foi
fervido, outras moléculas inseticidas possivelmente presentes no extrato produzido
podem ter perdido sua atividade inseticida pelo processo de fervura (termolabeis) ou
as mesmas podem necessitar da atividade quitinolitica para expressar sua

caracteristica inseticida.
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