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ESTUDOS DA INIBICAO DE PROTEASES OBSERVADA EM FOLHAS DE Coffea
racemosa Lour. SOBRE Spodoptera frugiperda (J.E Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) E Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)

RESUMO - Novas moléculas inseticidas tém sido de grande interesse para 0 manejo
de insetos pragas como a lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), e a broca da cana, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Sob a hipétese de que inibidores de
tripsinas digestivas interferem no desenvolvimento de lepidopteros pragas, foram
avaliados o potencial de inibicdo das tripsinas digestivas e o desenvolvimento larval
de S. frugiperda e D. saccharalis na presenca de um extrato de folhas de Coffea
racemosa que apresenta inibicdo de tripsinas. Complementarmente, o extrato de C.
racemosa foi fracionado em grupos proteicos e ndo proteicos para desvendar 0s
principais tipos de efeitos dos diferentes grupos de moléculas sobre a inibicdo de
tripsinas digestivas e o desenvolvimento dos insetos pragas em questdo. Foi
observado que a atividade de tripsinas digestivas em S. frugiperda € superior a
observada em D. saccharalis e que a atividade residual de tripsinas digestivas de S.
frugiperda apos exposicao ao extrato de C. racemosa € superior a atividade residual
de D. saccharalis. Nao foi observada mortalidade de lagartas de S. frugiperda quando
alimentadas com o extrato bruto ou com os grupos de fracionamento do extrato de C.
racemosa. Por outro lado, houve mortalidade pronunciada de lagartas de D.
saccharalis alimentadas com o extrato e com 0s grupos de fragdes obtidos pelo
fracionamento do extrato de C. racemosa. O fracionamento do extrato de C. racemosa
indicou que moléculas ndo proteicas do extrato que apresentam inibicdo de tripsinas
digestivas estdo associadas com as altas mortalidades observadas para lagartas de
D. saccharalis.

Palavras-chave: broca da cana, inibidores de proteases vegetais, lagarta do
cartucho, proteases digestivas dos insetos.



STUDIES ON THE PROTEASE INHIBITION OF A LEAF EXTRACT from Coffea
racemosa Lour. OVER Spodoptera frugiperda (J.E Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) AND Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae)

ABSTRACT - New insecticidal molecules have been of great interest for the
development of pest management strategies of insect pests such as the fall armyworm,
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), and the sugarcane
borer, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae). Under the
hypothesis that digestive trypsin inhibitors interfere with the development of
lepidopteran pests, it was investigated the activity and the inhibition of digestive
trypsins and the larval development of S. frugiperda and D. saccharalis exposed to a
leaf extract of Coffea racemosa that presents trypsin inhibition. Complementarily, the
C. racemosa extract was fractionated into protein and non-protein groups aiming to
reveal the types of effects of the different groups of molecules on the lepidopteran
pests trypsin activity and larval development. It was observed that the activity of
digestive trypsins and the residual activity of digestive trypsins after exposure to C.
racemosa extract were higher in larval S. frugiperda than in larval D. saccharalis.
Mortality of larval S. frugiperda was not observed when fed with the C. racemosa
extract or with the fractionation groups of the extract. On the other hand, there was
pronounced mortality of larval D. saccharalis fed on the C. racemosa extract and on
the fractionation groups of the leaf extract. Fractionation of the C. racemosa extract
indicated that non-protein molecules of the extract presenting trypsin inhibition activity
are associated with the high mortalities observed for larval D. saccharalis.

Keywords: sugarcane borer, plant protease inhibitors, fall armyworm, insect digestive

proteases.



1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores mundiais de alimentos,
sendo o agronegodcio responsavel por 27,6% do PIB brasileiro (CEPEA, 2022).
Todavia, apesar de sua magnitude, o setor enfrenta diversos problemas
fitossanitarios, como o ataque de insetos pragas, que resultam em uma redu¢do média
anual de 7,7% na producado nacional (Oliveira et al., 2014).

Os insetos pragas podem causar danos diretos aos cultivos por meio de injurias
como a desfolha, succdo de seiva e formacdo de galerias, ou danos indiretos por
atuarem como transmissores de viroses e/ou possibilitarem o estabelecimento de
patégenos nas estruturas vegetais. Dessa forma, o ataque de insetos pragas reduz o
rendimento e a qualidade da producado agricola, acarretando em perdas econémicas
e reducdo da seguranca alimentar (Savary et al., 2019).

Entre os insetos pragas que causam prejuizos as culturas de interesse
econdbmico, sdo destacadas a lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), e a broca da cana-de-agucar, Diatraea
saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae).

A lagarta do cartucho do milho € uma espécie originaria das zonas tropicais, de
ocorréncia nas Américas e recentemente relatada nos continentes africano e asiatico
(Sarmento et al., 2002; Georgen et al., 2016; Chormule et al., 2019). E praga-chave
na cultura do milho, tanto nos cultivos de verdo como nos cultivos de segunda safra,
conhecidos como “safrinha”. No entanto, devido ao seu habito polifago, a espécie
pode se alimentar de aproximadamente 353 diferentes tipos de plantas, tais como
algodao, soja, arroz, trigo, sorgo, cana-de-aclUcar e espécies ndo cultivadas (Cruz,
1995; Barros et al., 2010; Hardke et al., 2015; Montezano et al., 2018; Oliveira et al.,
2019).

A broca da cana-de-acucar € um inseto nativo do hemisfério ocidental,
encontra-se amplamente distribuida pelos continentes americanos e é praga-chave
nas regides canavieiras do Brasil. Em funcéo de seu hébito olig6fago, a broca também
causa prejuizos a outras culturas de importancia econémica da familia Poaceae, como
o milho, o sorgo e o arroz (Arrigoni, 2002; Ferreira et al., 2004; Cruz, 2007; Dinardo-
Miranda et al., 2013; Mendes et al., 2014; Francischini et al., 2019).



A realizacdo do controle desses herbivoros nos sistemas de producao agricola
é fundamental para a geracdo de produtos em niveis economicamente sustentaveis.
Entretanto, os métodos disponiveis apresentam certas limitacdes, relacionadas
principalmente aos habitos e a evolucdo da resisténcia dos insetos pragas. Além
disso, a utilizagdo de produtos quimicos, método de controle mais utilizado na maioria
dos sistemas de producdo, apresenta como inconveniente a toxicidade sobre
organismos nao alvo e ao ambiente. A eliminacdo dos organismos ndo alvo como
inimigos naturais e agentes polinizadores, causada pelo uso excessivo de inseticidas
de amplo espectro, impacta negativamente a biodiversidade e a produtividade dos
cultivos agricolas (Thompson, 2003; Desneux et al., 2007; Blanco et al., 2016;
Mahmood et al., 2016; Fatoretto et al., 2017; Sponsler et al., 2019).

Em vista disso, a busca por novas moléculas inseticidas tem sido de grande
interesse para o desenvolvimento de ferramentas de controle para serem utilizadas
no manejo de insetos pragas. As plantas destacam-se entre as fontes de moléculas
aplicadas ao manejo de insetos pragas. Por estarem em constante coevolu¢do com
0S insetos, apresentam mecanismos de resisténcia como a presenca de compostos
quimicos denominados metabdlitos secundarios. Os principais compostos que atuam
na defesa quimica das plantas sdo os terpenos, 0s compostos nitrogenados, 0s
compostos fendlicos e as proteinas de defesa (Felton e Gatehouse, 1996; Harbone,
1999; Rattan, 2010; Boica Junior et al., 2016; Ahmed et al., 2017).

Uma importante classe de proteinas de defesa séo os inibidores de proteases,
moléculas capazes de comprometer a digestdo primaria do alimento consumido pelos
insetos através da reducdo da atividade das proteases responsaveis por esse
processo. Em lepidépteros, as serino proteases, tripsina e quimotripsina, sdo as
enzimas digestivas predominantes no intestino médio e, ao serem inibidas, prejudicam
a nutricdo do inseto, comprometendo seu desenvolvimento (Ryan, 1990; Srinivasan
et al., 2006, Oliveira e Macedo, 2011; Silva et al., 2011; Pinto et al., 2018).

Uma espécie ndo cultivada de cafe, Coffea racemosa Lour., vem sendo
estudada como fonte de moléculas inseticidas devido a resisténcia que possui ao
bicho mineiro do cafeeiro, Leucoptera coffella (Guérin-Meneville & Perrottet, 1842)
(Lepidoptera: Lyonetiidae). Aléem de sua utilizagdo para a geragdo de hibridos

resistentes, C. racemosa aparenta ser uma importante fonte de metabdlitos



secundéarios com atividade inseticida, passiveis de serem utilizadas no manejo de
lepidépteros pragas (Guerreiro Filho et al., 1991; Ramiro et al., 2004; Alves et al.,
2011; Souza, 2019).

Sob a hipotese de que inibidores de proteases de origem vegetal alteram o
desenvolvimento de insetos pragas, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo
de se observar os efeitos de um extrato de folhas de C. racemosa que apresenta a
propriedade de inibicdo de proteases sobre o desenvolvimento de duas lagartas de

importancia econdmica com habitos alimentares distintos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lagarta do cartucho do milho

A lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), também conhecida como lagarta militar, € uma espécie
originéria das zonas tropicais, de ocorréncia nas Americas e recentemente relatada
nos continentes africano e asiatico (Sarmento et al.,, 2002; Georgen et al., 2016;
Montezano et al., 2018; Chormule et al., 2019; Lee et al., 2020; Suby et al., 2020;
Herlinda et al., 2021; Piggott et al., 2021). Apresenta ampla distribuicdo no territorio
nacional, principalmente devido a condi¢cbes favoraveis de clima e a abundante
disponibilidade de alimento dada pela sucesséo de culturas de importancia agricola
realizada no Pais (Cruz, 1995; Sarmento et al., 2002; Barros et al., 2010).

Spodoptera frugiperda é uma praga-chave na cultura do milho, presente nos
cultivos de primeira e de segunda safra (Cruz, 1995; Cruz, 1999; Busato et al., 2002;
Sarmento et al., 2002; Farinelli e Fornasieri Filho, 2006; Valicente, 2015; Wordell Filho
et al., 2016). Devido ao seu habito polifago, esse inseto pode utilizar pelo menos 353
diferentes tipos de plantas como recurso alimentar, compreendendo espécies
cultivadas e néo cultivadas, tais como algodéo, arroz, cana-de-acucar, milheto, soja,
sorgo e trigo (Pitre e Hogg, 1983; Veloso e Nakano, 1983; Busato et al., 2002; Pogue,
2002; Barros et al., 2010; Bueno et al., 2011; Hardke et al., 2015; Montezano et al.,
2018; Oliveira et al., 2019; Suby et al., 2020; Hailu et al., 2021).



A lagarta militar € um inseto holometabolo, apresentando as fases de ovo, larva,
pupa e adulto em seu ciclo, que, no total, dura cerca de 30 dias. Lagartas dessa
espécie apresentam coloracdo que varia do cinza-claro ao marrom escuro e podem
atingir até 50 mm de comprimento. Possuem trés faixas longitudinais de coloracdo
clara no dorso e duas faixas laterais de coloracdo escura. A cabeca € escura com
manchas claras e € caracterizada por possuir suturas na forma de “Y” invertido, o que
facilita o reconhecimento do género (Nakano et al., 1981; Cruz, 1995; Gallo et al.,
2002; Sarmento et al., 2002). A duracdo da fase larval varia de acordo com as
condicdes climéticas, mas, em termos gerais, apresenta seis instares, sendo cada um
deles dividido em um periodo ativo de alimentacao e um de repouso no qual o inseto
prepara-se para a ecdise (Cruz, 1995; Sarmento et al., 2002; Omoto et al., 2013). Os
imaturos apresentam a caracteristica de tecerem fios de seda, utilizados para a
dispersdo e/ou prote¢do contra inimigos naturais (Cruz, 1995). Outra caracteristica
interessante € que geralmente apenas uma lagarta € encontrada por planta, pois
imaturos dessa espécie apresentam habito canibal (Gallo et al., 2002; Sarmento et al.,
2002; Wordell Filho et al., 2016).

As pupas possuem coloragdo marrom-avermelhada, medem cerca de 15 mm e
podem ser encontradas no solo, a poucos centimetros de profundidade (Nakano et
al., 1981; Cruz, 1995; Gallo et al., 2002; Sarmento et al., 2002). Na fase adulta, as
mariposas de S. frugiperda apresentam habito noturno e possuem 35 mm de
envergadura. Apresentam asas anteriores cinza escuro e posteriores cinza claro
(Nakano et al., 1981; Cruz, 1995; Gallo et al., 2002; Sarmento et al., 2002). Nos
machos, é possivel observar a presenca de pequenas manchas claras na asa anterior,
enguanto que nas fémeas a coloracao é uniforme (Cruz, 1995). A oviposicdo ocorre
em massas, na face superior da planta, preferencialmente ao entardecer (Dew, 1913;
Gallo et al., 2002; Sarmento et al., 2002).

As perdas causadas por S. frugiperda variam em relacao a diferentes fatores,
tais como, cultura afetada, fenologia da planta, cultivar, local de plantio, praticas de
manejo adotadas e a intensidade de infestacdo (Cruz, 1995; Sarmento et al., 2002;
Barros et al., 2010).

Na cultura do milho, os danos podem ser observados em todo o ciclo da cultura.

E observada uma preferéncia pelos cartuchos de folhas jovens, mas o inseto pode



causar injarias em toda a planta durante todas as fases de desenvolvimento (Cruz,
1995; Gallo et al.,, 2002; Sarmento et al., 2002; Farinelli e Fornasieri Filho, 2006).
Lagartas de primeiro e segundo instar realizam raspagens nas folhas de milho,
enquanto lagartas a partir do terceiro instar alimentam-se do tecido vegetal e
penetram no cartucho do milho, causando perfuragdes que podem levar a destruicéo
completa da planta e consequentes prejuizos a producdo da cultura (Barros et al.,
2010; Valicente, 2015; Wordell Filho et al., 2016).

Na fase inicial do desenvolvimento do cultivo, esse inseto praga pode danificar
plantulas ao se alimentar da regido do colo, causando murcha, tombamento e reducao
do estande da cultura, podendo gerar a necessidade de replantio. Durante a fase
reprodutiva, S. frugiperda pode danificar o penddo e a espiga, 0 que prejudica a
producdo do pdlen, a fecundacao, o enchimento dos graos e os graos em si (Cruz,
1995; Cruz, 1999; Gallo et al., 2002; Sarmento et al., 2002; Farinelli e Fornasieri Filho,
2006; Valicente, 2015; Wordell Filho et al., 2016).

Dentre as ferramentas de controle utilizadas para o manejo de S. frugiperda, o
controle quimico € amplamente empregado na cultura do milho existindo 259 produtos
registrados com diversos principios ativos, como os carbamatos, organofosforados,
piretroides, neonicotinoides, espinosinas, diamidas e antranilamidas (AGROFIT,
2023).

Entretanto, apesar da variedade de inseticidas disponiveis, o controle quimico
€ muitas vezes dificultado devido a fatores como (i) o habito da lagarta de proteger-se
dentro do cartucho das plantas, (ii) falhas na aplicacdo dos agrotoxicos devido a
utilizacao incorreta da tecnologia e (iii) a evolucéo da resisténcia de S. frugiperda aos
diferentes ingredientes ativos (Yu, 1991; Cruz, 1995; Cruz, 1999; Da Cunha e Silva
Junior, 2010; Gimenes, 2011; Carvalho et al., 2013; Bass et al., 2015; Omoto et al.,
2013; Tavares et al., 2017; Guan et al., 2021).

Além disso, a utilizagdo de inseticidas quimicos, em sua maioria de elevada
toxicidade e amplo espectro de agéo, acarreta em prejuizos ao ecossistema, devido a
contaminacdo do ambiente e eliminagdo de organismos benéficos, bem como
maleficios a saude humana e a seguranca alimentar (Thompson, 2003; Carvalho,
2006; Desneux et al., 2007; Biondi et al., 2012; Abrol e Shankar, 2014; Pisa et al.,
2015; Mahmood et al., 2016; Bonner e Alavanja, 2017; Kim et al., 2017; Sponsler et



al., 2019; Rani et al., 2021). Nesse sentido, atualmente, ha uma preocupacao social
maior quanto ao uso indiscriminado de inseticidas, principalmente em paises mais
tecnificados, o que contribui para o desenvolvimento e utilizacdo de formulacdes
menos nocivas e mais seletivas (Waquil et al., 2002; Carvalho, 2006; Abrol e Shankar,
2014; Mahmood et al., 2016; Bonner e Alavanja, 2017; Rani et al., 2021).

Outra estratégica de controle de S. frugiperda envolve a utilizacdo de plantas
transgénicas que expressam toxinas do microrganismo Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt). Plantas transgénicas sdo organismos geneticamente modificados (OGM) que
contém inser¢cdes génicas em seu genoma, obtidas por meio de ferramentas da
Engenharia Genética (Brasileiro e Carneiro, 1998; Glare e O’Callagham, 2000;
Carneiro et al., 2009; Blanco et al., 2016).

Inicialmente, a tecnologia Bt demonstrou controle satisfatério de lepidopteros
pragas, entretanto, atualmente o cenario ndo € o mesmo. A intensa utilizagdo das
plantas transgénicas, associada a ndo adocdo das estratégias de manejo de
resisténcia, gerou elevada pressao de selecéo sobre os insetos, resultando em um
desenvolvimento acelerado da resisténcia, o que compromete a eficiéncia da
tecnologia (Storer et al., 2010; Bernardi et al., 2011; Tabashink et al., 2013; Farias et
al., 2014; Blanco et al., 2016; Omoto et al., 2016; Fatoretto et al., 2017). Além disso,
caracteristicas genéticas, bioldgicas e ecoldgicas de S. frugiperda como a frequéncia
inicial de alelos de resisténcia, o custo adaptativo, a heranca da resisténcia, o habito
polifago, a elevada capacidade reprodutiva, a capacidade de migracdo a longas
distancias e os mecanismos de detoxificagdo de compostos inseticidas também
contribuem para a evolucdo acelerada da resisténcia a moléculas e proteinas
inseticidas (Wadleight e Yu, 1988; Jongsma et al., 1995; Carriere e Tabashnik, 2001,
Brioschi et al., 2007; Gassmann et al., 2009; Tabashink et al., 2013; Giraudo et al.,
2015).

2.2. Broca da cana

A broca da cana, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera:
Crambidae), também conhecida como broca do colmo, é uma espécie nativa do

hemisfério ocidental e encontra-se amplamente distribuida pelo continente americano,



principalmente devido a multiplas introducdes por agdes humanas de populacées da
espécie realizadas ao longo do tempo (Roe, 1981; Joyce et al., 2014; Francischini et
al., 2019; Echeverri-Rubiano et al., 2022; Fogliata et al., 2022; Pérez et al., 2022).

No Brasil, a espécie é conhecida por ser praga chave em regifes canavieiras.
Entretanto, em funcdo do seu habito oligéfago, a broca também causa prejuizos a
outras culturas de importancia econdmica da familia Poaceae, como o milho, sorgo e
o arroz (Macedo e Botelho, 1988; Long e Hensley, 1972; Arrigoni, 2002; Ferreira et
al., 2004; Cruz, 2007; Sandoval e Send, 2010; Martins et al., 2009; Dinardo-Miranda
et al., 2013; Mendes et al., 2014).

A broca do colmo é um inseto holometabolo, apresentando as fases de ovo,
larva, pupa e adulto em seu ciclo. A duracéo do ciclo varia principalmente em funcao
da alimentacao, fatores genéticos e condi¢des climéticas (Botelho, 1985; Melo e
Parra, 1988; Parra et al., 1999; Parra et al., 2002; Portela et al., 2010; Lopes et al.,
2015; Carbognin, 2016; Borges Filho et al., 2018).

Os imaturos dessa espécie podem atingir até 25 mm de comprimento;
apresentam coloragédo clara, linhas amarronzadas dispostas lateralmente no corpo e
capsula ceféalica marrom (Mendonca et al., 1996; Gallo et al., 2002; Macedo e Macedo,
2004; Rossato Junior, 2012). A duracado da fase larval é influenciada principalmente
pela temperatura, sendo mais curta no verao (temperaturas elevadas) e mais longa
no inverno (temperaturas amenas), o que faz com que haja variagcdo no nimero de
instares em lagartas oriundas do campo enquanto que, para lagartas criadas em dieta
artificial e condi¢cdes controladas, geralmente sdo observados seis instares (Costa-
Lima, 1950; Cruz, 2007; Costa, 2009; Lopes et al., 2015). Caso as condi¢des para o
seu desenvolvimento sejam favoraveis, as geracdes da broca do colmo podem ser
continuas ao longo do ano (Botelho e Macedo, 2002; Gallo et al., 2002; Nakano et al.,
2002; Cruz et al., 2010).

As pupas, também conhecidas como crisalidas, possuem coloracdo marrom,
medem entre 16 e 20 mm e podem ser encontradas nas galerias formadas pelas
lagartas no colmo das plantas. Em condi¢des climéticas favoraveis, a duracdo do
estagio pupal é de aproximadamente 10 dias (Botelho, 1985; Botelho e Macedo, 2002;
Parra et al., 2002; Cruz, 2007; Costa, 2009).



Os adultos dessa espécie sdo mariposas de coloracdo amarelo-palha, que
possuem asas anteriores com manchas escuras e posteriores de coloracdo branca
(Ferreira, 1998; Botelho e Macedo, 2002; Gallo et al., 2002; Parra et al., 2002; Macedo
e Macedo, 2004; Costa, 2009). Apresentam baixa capacidade de dispersao devido a
reduzida capacidade de voo e, sem o auxilio do vento, alcangcam cerca de 200 a 300 m
(Caixeta, 2010; Francischini, 2019). Além disso, os individuos apresentam dimorfismo
sexual, sendo os machos de menor tamanho, maior pigmentacdo das asas e com
cerdas no ultimo par de pernas (Mendonca et al.,, 1996; Macedo e Macedo, 2004;
Cruz, 2007; Dinardo-Miranda, 2008; Costa, 2009; Rossato Junior, 2012).

A oviposicdo ocorre em massas de camada Unica que contém ovos que se
sobrep6em de maneira semelhante a escamas de peixes. Podem ser encontradas
tanto nas folhas como nas bainhas das plantas. A coloracdo dos ovos varia, sendo
esbranquicada imediatamente apds a oviposicdo e enegrecida proximo a eclosao das
lagartas. ApOs o periodo embrionario, as lagartas eclodem dos ovos e inicia-se um
novo ciclo (Costa-Lima, 1950; Botelho e Macedo, 2002; Gallo et al., 2002; Macedo e
Macedo, 2004; Cruz, 2007; Costa, 2009; Rossato Junior, 2012; Mendes et al., 2014).

Durante a fase larval, a broca penetra no interior do colmo das plantas formando
galerias devido a alimentacéo do tecido vegetal. As injarias causadas reduzem o peso
das plantas, tornando-as enfraquecidas e susceptiveis ao tombamento e a quebra
(Mendonca et al., 1996; Botelho e Macedo, 2002; Gallo et al., 2002; Parra et al., 2002;
Macedo e Macedo, 2004; Cruz, 2007; Dinardo-Miranda, 2008; Sandoval e Send, 2010;
Rossato Junior, 2012; Mendes et al., 2014; Gallan, 2019). Lavouras localizadas em
regides com maior frequéncia de ventos estdo mais propensas a serem mais
prejudicadas (Macedo e Macedo, 2004; Cruz, 2007; Mendes et al., 2014).

O ataque a canas jovens pode causar a morte da gema apical, resultando em
secamento do ponteiro, sintoma conhecido por “coragdo morto”. Em canaviais mais
desenvolvidos, 0 ataque resulta no surgimento de brotacdes laterais e enraizamento
aéreo (Mendonga et al., 1996; Botelho e Macedo, 2002; Gallo et al., 2002; Parra et al.,
2002; Macedo e Macedo, 2004; Cruz, 2007; Dinardo-Miranda, 2008; Costa, 2009;
Sandoval e Send, 2010; Rossato Junior, 2012). Na cultura do arroz e do sorgo, ao
danificar o pedunculo, a broca compromete o0 desenvolvimento da panicula, sintoma

conhecido por “panicula branca”, que prejudica a formacdo das espiguetas e,



consequentemente, a granacao (Ferreira, 1998; Barrigossi et al., 2004; Mendes et al.,
2014; Martins et al., 2019).

Além disso, as perfuracdes realizadas pelas lagartas permitem a entrada de
pragas secundarias e patdgenos causadores de podriddes (Gallo et al., 2002; Macedo
e Macedo, 2004, Costa, 2009; Sandoval e Send, 2010; Dinardo-Miranda et al., 2012;
Rossato Junior, 2012; Mendes et al., 2014; Gallan, 2019). Na cultura da cana-de-
acucar, por exemplo, o complexo broca-podriddo compromete a qualidade tecnolégica
do produto e a produtividade da lavoura, pois a presenca dos microrganismos leva a
diminuicdo da pureza do caldo, resultando em menor rendimento do acUcar;
interferéncias na coloracdo do agucar produzido, aumento do teor de fibra com
consequente aumento da dificuldade para a extracao do caldo, inibicdo do processo
fermentativo e inversdo da sacarose armazenada na planta, com consequente
formacao de glucose, frutose, acidos organicos e outras substancias prejudiciais ao
processamento da cana (Blumer, 1992; Stupiello, 2005; Sandoval e Send, 2010;
Dinardo-Miranda et al., 2012; Rossato Junior, 2012; Ferreira, 2013; Mendes et al.,
2014; Ferreira et al., 2018; Gallan, 2019).

Em funcdo das lagartas se dirigirem ao interior do colmo das plantas em
determinado momento de seu ciclo dificulta o contato de inseticidas com 0s insetos,
reduzindo a eficiéncia de controle. Em vista disso, destaca-se a importancia de
monitorar a presenca dos insetos em campo, bem como do conhecimento da biologia
da espécie, para que seja possivel definir o momento correto de utilizacdo do método
de controle (Marconato, 1988; Macedo e Macedo, 2004; Costa, 2009; Figueiredo et
al., 2010; Avellar e Cruz, 2016). Nesse contexto, Figueiredo et al. (2010) afirma que a
broca “passa um periodo razoavel de seu ciclo na parte externa da planta, o que
facilitaria o seu controle com medidas biologicas ou quimicas”. Foi observado que
100% das lagartas avaliadas encontravam-se no cartucho das plantas de milho até os
12 dias apds a eclosao, sugerindo que, nesse periodo, a utilizacdo de inseticidas
guimicos ou bioldgicos seria viavel (Figueiredo et al., 2010).

O controle quimico da broca na cultura da cana-de-agUcar pode ser realizado
utilizando-se inseticidas de diferentes grupos quimicos, como antranilamidas,
benzoilureias, piretroides, neonicotinoides, pirazois, espinosinas e diamidas do acido

flatico (AGROFIT, 2023). Na cultura do milho, os inseticidas indicados para o manejo
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da broca do colmo s&o mais escassos, restringindo-se a seis produtos pertencentes
ao grupo dos piretroides (AGROFIT, 2023).

Em relacdo ao controle bioldgico, sao utilizados os parasitoides Cotesia flavipes
Cameron, 1891 (Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma galloi Zuchi, 1988
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) como agentes de controle de D. saccharalis,
sendo considerado como o maior programa de controle biol6gico do mundo.

Introduzido no Brasil na década de 1970, C. flavipes é um endoparasitoide
larval, de origem asiatica, que contribui significativamente para a diminuicdo do
impacto da broca sobre a cultura da cana-de-acucar (Mendonca Filho et al., 1977;
Botelho, 1992; Mendonca et al., 1996; Botelho e Macedo, 2002; Bortoli et al., 2017;
Nascimento, 2017). De acordo com Sandoval e Send (2010), desde o inicio da
implantacdo do programa de controle biolégico no estado de S&o Paulo em 1977, 943
milhBes de adultos dessa espécie haviam sido liberados até 1991, reduzindo a
porcentagem de intensidade de infestacdo da broca do colmo de 9% em 1980 para
para 3,17%.

Associado a utilizacdo de C. flavipes, o endoparasitoide T. galloi tem se
mostrado eficiente no controle de ovos da broca do colmo, principalmente em regides
onde ocorrem altas infestacdes desse inseto praga e/ou baixa predacéo de ovos por
inimigos naturais (Lopes, 1988; Botelho et al., 1999; Nava et al., 2009; Pinto et al.,
2015; Isas et al., 2016).

Entretanto, apesar da ampla utilizacdo dos parasitoides, a eficiéncia do
parasitismo depende, entre outros fatores, da sobrevivéncia do inseto em campo, da
sua capacidade de dispersdo, bem como da técnica de liberacdo e quantidade de
individuos liberados. Recomenda-se que as liberacbes desses agentes de controle
sejam realizadas em condicfes ideais de temperatura (amenas) e umidade relativa do
ar (elevada), o que nem sempre é possivel nas regides mais quentes e secas do pais
(Pinto et al., 2014; Emana, 2007; Nascimento, 2007; Bortoli et al., 2017). Além disso,
para C. flavipes, devem ser distribuidos 9.000 adultos/ha, através de liberagbes
aéreas ou terrestres, enquanto que para T. galloi a recomendacéo € de 150.000 a
175.000 parasitoides/ha (Botelho e Macedo, 2002; Pinto et al., 2003; Broglio-Micheletti
et al., 2007; Pinto et al., 2015).
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A utilizagdo de plantas transgénicas que expressam toxinas do microrganismo
Bacillus thuringiensis também é uma estratégia de manejo da broca do colmo. Em
2017, foram aprovadas pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo)
duas variedades de cana geneticamente modificadas, resistentes a D. saccharalis,
CTC9001BT e CTC20BT (Estad&do, 2019). Lopes et al. (2022) realizaram uma
avaliacdo tecnolégica de quatro cultivares de cana e observaram uma menor
Intensidade de Infestacdo (II) pela broca em CTC20BT em relacdo as demais

variedades.

2.3. Metabodlitos secundérios de plantas

As plantas e os insetos estdo em coevolugéo a milhares de anos. Devido a essa
complexa interacdo, as plantas desenvolveram ao longo do tempo estratégias de
defesa contra o ataque de insetos herbivoros, envolvendo caracteristicas de natureza
quimica, fisica e morfolégica. Os mecanismos de natureza quimica estéo relacionados
a presenca de compostos denominados metabdlitos secundarios.

Metabolitos secundarios sdo moléculas presentes em células especializadas
que, apesar de ndo possuirem um papel essencial no metabolismo priméario das
plantas, atuam conferindo a estas vantagens adaptativas, como a defesa contra
herbivoros. Os principais compostos com atividade inseticida sdo os terpenoides,
compostos nitrogenados, compostos fendlicos e proteinas de defesa (Felton e
Gatehouse, 1966; Harbone, 1999; Lattanzio et al., 2009; Rattan, 2010; Ahmed et al.,
2017).

2.3.1. Terpenoides

Os terpenoides compdem o maior grupo de compostos secundarios de origem
vegetal, desempenhando papel importante nas interacdes herbivoro-planta-
fitopatdogeno, aléem das funcbes exercidas no metabolismo primario das plantas.
Encontram-se armazenados em dutos de resina, células oleosas e/ou tricomas
glandulares, sendo classificados quanto ao niumero de atomos de carbono (C) em sua
estrutura (Schoonhoven et al., 2005; Ahmed et al., 2017).



12

Os monoterpenos (10C) e os sesquiterpenos (15C) sdo responsaveis pela
emissao de volateis em resposta ao ataque de herbivoros, atuando na atracédo de
inimigos naturais, e/ou repeléncia a fitdfagos. Além disso, alguns terpenos sao
classificados como fitoalexinas, compostos de baixo peso molecular relacionados a
defesa contra microrganismos. No grupo dos monoterpenos, destacam-se as
piretrinas, grupo de toxinas amplamente utilizado no desenvolvimento de inseticidas
piretroides. Os diterpenos (20C) e os triterpenos (30C), por sua vez, podem apresentar
toxicidade, acéo deterrente e/ou antialimentar, com destaque ao grupo das saponinas
como importante classe de diterpenos atuante na defesa contra insetos e
microrganismos (Cheng et al., 2007; Rattan et al., 2010; Vizzotto et al., 2010; Tholl,
2015; Boica Junior et al., 2016).

2.3.2. Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados sé@o caracterizados pela presenca de atomos de
nitrogénio (N) em sua estrutura, podendo ser divididos em: alcaloides, glicosideos e
aminoéacidos ndo proteicos.

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados ciclicos que atuam na defesa das
plantas contra herbivoros e patégenos por promoverem efeito toxico e deterrente.
Destaca-se a nicotina como importante componente deste grupo, precursora de
inseticidas nicotinoides que agem no sistema nervoso dos insetos (Hegnauer, 1988;
Schoonhoven et al., 2005; Rattan et al., 2010). Os glicosideos sdo compostos que,
em resposta ao ataque de herbivoros, liberam substancias de defesa, como o acido
cianidrico, liberado pela decomposicdo dos glicosideos cianogénicos, capazes de
inibir a alimentacéo dos insetos.

Aminoacidos nao proteicos sdo aqueles que ndo sao codificados pelo codigo
genético para serem incorporados as proteinas. Além de potencial interferéncia na
neurotransmisséo, os aminoacidos nao proteicos analogos dos aminoacidos proteicos
podem ser incorporados de maneira errbnea as proteinas dos insetos herbivoros que
0os ingerirem, resultando em enzimas n&o funcionais e comprometendo o

desenvolvimento do herbivoro (Huang et al., 2011).
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2.3.3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo assim classificados devido a presenca de um anel
aromatico contendo uma hidroxila em sua estrutura. Desempenham papel importante
na defesa das plantas contra estresses bidticos e abidticos, através de mecanismos
bioguimicos e estruturais de resisténcia (Stangarlin, 2011; Lattanzio, 2013; Ahmed et
al., 2017). Os principais compostos fendlicos sdo os flavonoides, acidos fendlicos,
cumarinas, acido benzoico e polimeros como os taninos e as ligninas.

Os flavonoides, maior classe de fenodis, atuam na reducdo de estresses as
plantas, e/ou interferindo na alimentacao, oviposicdo e desenvolvimento dos insetos
herbivoros (Harbone, 1991; Treutter, 2006). Os &cidos fendlicos e as cumarinas, em
situacdes de estresse, sao produzidos em elevadas concentracdes pelas plantas. Ja
o acido benzoico, presente em Oleos essenciais, apresenta a caracteristica de
repeléncia a herbivoros (Boica Junior et al., 2016).

Os taninos sao polimeros de elevado peso molecular, conhecidos por afetarem
negativamente os insetos fitbfagos devido a lesdes causadas no intestino médio, além
de diminuirem a eficiéncia de absor¢ao dos nutrientes e reduzirem a taxa de consumo
devido a baixa palatabilidade (Barbehenn e Constabel, 2011; Boica Junior et al.,
2016).

As ligninas, por sua vez, encontram-se amplamente distribuidas no reino
vegetal, sendo essenciais para o desenvolvimento das plantas. Por serem compostos
resistentes, estaveis, que se ligam covalentemente a diversas moléculas, as ligninas
sdo capazes de reduzir significativamente a digestibilidade do tecido vegetal. Além
disso, alguns vegetais sdo capazes de lignificar areas danificadas, impedindo ou

retardando novos ataques (Stangarlin, 2011; Boica Junior et al., 2016).

2.3.4. Proteinas de defesa

Proteinas de defesa que comprometem o desenvolvimento dos insetos por
interferirem em sua nutricdo sdo consideradas antinutritivas. Essa interferéncia pode
ocorrer de diferentes formas: (i) por interacao direta e consequente indisponibilizacéo

de um nutriente essencial; (ii) por interagcbes com receptores gustativos; (iii) por
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inibicdo de enzimas digestivas; (iv) por interacdes com as células do intestino médio
(Felton e Gatehouse, 1966). Dentre as proteinas de defesa, destacam-se os inibidores
de proteases.

Inibidores de proteases sdo compostos que, ao serem ingeridos por insetos
herbivoros, inativam temporariamente uma parcela das proteases digestivas
responsaveis pelo processo de digestdo priméaria do alimento (Oliveira e Macedo,
2011; Pinto et al., 2018).

Proteases sdo as enzimas responsaveis por catalisar a hidrélise das ligacdes
peptidicas presentes em proteinas. De acordo com a natureza do grupo funcional
presente em seu sitio ativo, as proteases podem ser classificadas em: serino
proteases, aspartil proteases, cisteino proteases e metalo proteases. As serino
proteases, como tripsinas e quimotripsinas, sdo as enzimas digestivas predominantes
em lepidépteros imaturos (Terra e Ferreira, 2005; Srinivasan et al., 2006).

A digestao quimica do alimento consumido por lagartas da Ordem Lepidoptera
ocorre no intestino médio, o qual € compartimentalizado pela membrana peritréfica
(Ferreira et al., 1994; Terra et al., 1996; Hegedus, 2009). Apés a ingestao, o alimento
atravessa o intestino anterior e alcancga o interior da membrana peritréfica que contém
as serinoproteases (tripsina e quimotripsina) que realizardo a digestao inicial. As
proteases localizadas no interior da membrana peritréfica reduzem o peso molecular
das proteinas ingeridas permitindo que os produtos dessa digestao inicial atravessem
a membrana peritrofica e sejam posteriormente digeridos (digestdo intermediaria e
final) e absorvidos pelas células do epitélio, nutrindo o inseto (Terra e Ferreira, 2005;
Rossi, 2015).

Portanto, ao inibirem a atividade das proteases, os inibidores reduzem a
digestao priméria do alimento e, consequentemente, a disponibilidade de oligbmeros
de proteinas que atravessarao a membrana peritréfica do herbivoro e ndo havera os
processos de digestao intermediaria e final (quebra dos oligbmeros de proteinas em
aminoacidos), prejudicando a nutricdo do inseto e acarretando em prejuizos ao seu
desenvolvimento (Ryan, 1990; Lehane e Billingsley, 1996; Prasad et al., 2010; Silva
et al., 2011; El-Latif, 2014).
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2.4. Coffearacemosa Lour.

Uma espécie selvagem de café, Coffea racemosa Lour., vem sendo estudada
como fonte de moléculas inseticidas devido a resisténcia que possui a uma praga-
chave da cultura do café, o bicho mineiro do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-
Meéneville & Perrottet, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (Medina Filho et al., 1977;
Guerreiro Filho et al., 1991; Ramiro et al., 2004; Alves et al., 2011; Souza, 2019).

A resisténcia de diferentes variedades de café ao ataque do bicho mineiro foi
avaliada, em condicbes de campo, por Medina Filho et al. (1977). Diante dessa
avaliacao, C. racemosa demonstrou reduzida porcentagem de folhas atacadas pelo
inseto, indicando algum grau de resisténcia a praga, hipétese que foi fundamentada
por Guerreiro Filho et al. (1991) ao classificarem a espécie como moderadamente
resistente a L. coffeella, em um estudo que buscou fontes de resisténcia ao inseto
entre variedades cultivadas e selvagens de café.

Ramiro et al. (2004) observaram que essa resisténcia ndo parece estar
relacionada com a morfologia foliar da planta, uma vez que n&o houve diferenca
quanto a espessura dos tecidos foliares de Coffea arabica, espécie suscetivel ao bicho
mineiro, C. racemosa e hibridos gerados entre as duas espécies. Observou-se, no
entanto, crescimento reduzido do bicho mineiro em C. racemosa, sugerindo a
presenca de compostos quimicos nas células do parénquima palicadico que
influenciam a alimentacéo e o desenvolvimento do inseto.

Buscando analisar os efeitos desses compostos quimicos presentes em C.
racemosa sobre L. coffeella, Alves et al. (2011) realizaram testes de oviposi¢cdo com
chance de escolha e teste de efeito ovicida, em plantas de C. arabica pulverizadas
com extrato metandlico de C. racemosa. Foi observada reducéo na preferéncia por
oviposicdo nas plantas pulverizadas, além de reducao na ecloséo de larvas dos ovos
pulverizados, corroborando com a hipétese de Ramiro et al. (2004) quanto a presenca
de metabdlitos secundarios, com atividade repelente e inseticida.

Visando a transferéncia da caracteristica de resisténcia dessa espécie silvestre
para variedades comerciais de café, C. racemosa continuou sendo utilizada no
melhoramento genético do cafeeiro. Lancada em 2014 pela Fundacdo Procafé, a

cultivar Siriema AS1, hibrido entre C. racemosa e C. arabica, tem demonstrado
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resultados satisfatorios para o manejo do bicho mineiro (Matiello et al., 2016; Matiello
et al., 2019; Costa et al., 2018).

Além de sua utilizacdo para a geracao de hibridos resistentes, C. racemosa é
uma importante fonte de moléculas potencialmente inseticidas, passiveis de serem
utilizadas no manejo de lepiddpteros pragas. A presenca de inibidores de tripsinas
digestivas de lagartas de S. frugiperda em folhas de C. racemosa com potencial de
interferéncia sobre o desenvolvimento de imaturos dessa espécie foi previamente
observada (Souza, 2019).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Extratos enzimaticos dos intestinos das lagartas

Lagartas de S. frugiperda e D. saccharalis, obtidas de criacdo estabelecida em
laboratorio, préximas ao ultimo instar foram colocadas em gelo (10 min) e tiveram suas
cabecas e extremidades posteriores retiradas. As lagartas foram dissecadas em
solucéo salina (NaCl 125 mM) e seus intestinos foram retirados apds um corte
longitudinal feito na regido ventral das lagartas. O intestino médio das lagartas foi
separado do intestino posterior por meio de um corte transversal no ponto de insercéo
dos tubulos de Malpighi no intestino posterior. Os intestinos médios contendo suas
membranas peritrofica e seus respectivos conteados foram macerados em
homogeneizador do tipo Potter-Elvehjem na proporcdo de 3 intestinos médios de S.
frugiperda para 1 mL de 4gua (4°C) e 5 intestinos médios de D. saccharalis para 1 mL
de 4gua (4°C). Os pesos das lagartas (aproximadamente 916 mg para S. frugiperda e
740 mg para D. saccharalis) e dos intestinos médios dissecados (aproximadamente
330 mg para S. frugiperda e 200 mg para D. saccharalis) foram medidos. Apos
homogeneizagéo dos intestinos, 0 homogeneizado foi centrifugado (10.000xg, 10 min,
4°C) e o sobrenadante utilizado como fonte de enzimas sollveis nos ensaios de

atividade enzimatica. Os extratos enzimaticos foram armazenados a -20°C.

3.2. Extrato de folhas de Coffearacemosa
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Folhas jovens de C. racemosa de tamanho e aspectos visuais padronizados
foram coletadas e submetidas a liofilizagcdo por 24h. Em seguida, o tecido foliar foi
macerado em almofariz e pistilo. Ao pd obtido, foi adicionada agua (4°C) em uma
proporgéo de 1:5 (peso de folhas:volume de &gua) e a extragdo do inibidor ocorreu
em um agitador orbital a 4°C sob agitacdo de 150 rpm por 30 min. Decorrido esse
tempo, a amostra foi centrifugada (10.000xg, 10 min, 4°C) e o sobrenadante coletado

como fonte de inibidor. O extrato contendo o inibidor foi armazenado a -20°C.

3.3. Deteccdao da atividade de tripsinas digestivas das lagartas

A atividade de tripsina no intestino das lagartas foi determinada utilizando os
extratos enziméaticos dos intestinos das lagartas em avaliacdo e o substrato BapNA a
1,0875 mM preparado em tampao glicina-NaOH 0,1 mM pH=9,0 (Erlanger et al.,
1961). O ensaio foi realizado a 30°C de maneira cinética com leituras de absorbancia
realizadas a cada 1 min em espectrofotdbmetro regulado no comprimento de onda de
410 nm. O extrato enzimatico foi diluido de forma a obter resultados proporcionais a
diluicdo e foram utilizados 40 pyL de extrato enzimatico diluido 40x e 160 pL do
substrato.

Uma unidade de tripsina (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para a formacao de 1 nmol de p-nitroanilina/min e foi calculada utilizando-
se uma curva padréo de p-nitroanilina (4,785x + 0,0339; R?=0,9997) (Erlanger et al.,
1961). A atividade de tripsinas digestivas foi expressa em unidades de tripsina por

grama de intestino (U/g de intestino).

3.4. Inibicdo da atividade de tripsinas digestivas das lagartas pelo extrato foliar

A inibicdo de tripsinas digestivas de lagartas de S. frugiperda e D. saccharalis
causada pelo extrato de folhas de C. racemosa foi determinada pela comparacéo de
um ensaio cinético da atividade de tripsina dos insetos em avaliacdo com um ensaio
da atividade de tripsina em reacdes contendo o extrato de folhas de C. racemosa
(solucéo inibidora). Os dados de inibicao de tripsinas digestivas foram expressos em

porcentagem (%) relativa as atividades observadas nas reacfes sem o inibidor (100%
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de atividade). Os ensaios de inibicdo continham 40 pL do extrato foliar, 40 pyL do
extrato enzimatico (40x diluido) e 160 uL do substrato BApNA. A reacdo controle

continha 40 pL de agua em vez do extrato foliar de C. racemosa.

3.5. Filtragdo molecular do extrato foliar

O extrato de folhas de C. racemosa foi submetido a filtracdo molecular, técnica
de purificacdo baseada no fracionamento de moléculas por exclusdo de tamanho em
coluna cromatografica. As fracdes obtidas nesse processo foram utilizadas em
avaliacdes bioquimicas e bioldgicas para verificacdo dos efeitos sobre as lagartas em
estudo. Para isso, o extrato foliar (item 3.3) foi liofilizado e concentrado 10x. A amostra
concentrada foi submetida a filtragdo molecular em coluna cromatogréfica (39 cm de
altura, 2,5 cm de diametro) contendo a resina Sephadex™ G-25 (GE HealthCare,
Uppsala, Sweden) ocupando 27 cm de altura da coluna. A vazéao foi ajustada para
1,5 mL/min e as fragfes eluidas foram analisadas em espectrofotbmetro a 280 nm
para deteccdo da presenca de proteinas e grupos aromaticos como moléculas
fendlicas. Para isso, 200 pL de cada fracao foram colocados em placas de 96 pocos
compativeis com leitura UV (Corning, Kennebunk, ME, USA). De acordo com o perfil
de eluicdo observado, as fragcdes foram reunidas em grupos de moléculas de peso

molecular similar.

3.6. Inibicéo de tripsinas digestivas das lagartas pelos grupos de fracdes

formados apds filtracdo molecular

A inibicdo de tripsinas digestivas de lagartas de S. frugiperda e D. saccharalis
associada a cada grupo de fracdes formados apés filtracdo molecular do extrato de
folnas de C. racemosa foi determinada pela comparacdo de um ensaio cinético
contendo os grupos de fracdes nas reacdes, com um ensaio no qual o volume dos
grupos de fracdes foi substituido pelo mesmo volume de agua. Para isso, foram
adicionados 40 pL de cada grupo de fragdes (40 yL de agua no controle), 40 yL do
extrato enzimatico e 160 pL do substrato BapNA (1,0875 mM) (Sigma Aldrich, St.
Louis, CA, USA). Foram realizadas leituras de absorbancia a cada 1 min em
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espectrofotometro regulado no comprimento de onda de 410 nm. Os dados de inibicao
de tripsinas digestivas foram expressos em porcentagem (%) relativa as atividades

observadas nas reacfes sem o inibidor (100% de atividade).

3.7. Efeitos do extrato foliar fracionado sobre o desenvolvimento das lagartas

Os grupos de fracdes obtidos ap0s a etapa de filtracdo molecular do extrato de
folhas de C. racemosa foram quantificados em termos de proteinas totais (Bradford,
1976) utilizando o reagente de Bradford (Sigma Aldrich, St. Louis, CA, USA). A
concentracdo de proteinas totais foi calculada e, em seguida, as amostras foram
liofilizadas e ressuspensas em agua deionizada para obtencdo de concentracdo de
23 pg/mL em cada grupo de fracdes.

Os grupos de fracBes concentrados foram utilizados para observacao de suas
interferéncias sobre o desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda e D. saccharalis
por meio de aplicacdo dos grupos sobre a superficie das dietas dos insetos em
avaliacdo. As dietas utilizadas para avaliacdo do desenvolvimento de lagartas de S.
frugiperda e D. saccharalis foram preparadas, respectivamente, de acordo com
Kasten et al. (1978) e Hensley e Hammond Jr. (1968). Os grupos de fracfes foram
aplicados (23 pg/mL em um volume final de 2000 pL) sobre a superficie
(aproximadamente 3,14 cm?) das dietas utilizadas.

As lagartas foram individualizadas e mantidas em recipientes de plastico (7 cm
de diametro x 4,5 cm de altura), sob condicdes de 25°C e fotofase de 12h durante todo
o ciclo de desenvolvimento. Parametros biol6gicos como peso das lagartas aos 72 e
142 dias apés o inicio da alimentacdo, peso das pupas em 24h apds formacao,
duracédo do periodo larval, duracdo do periodo de desenvolvimento (larval-adulto) e
viabilidade da fase imatura (larval e pupal) foram avaliados em relacdo a um controle
no qual os insetos das espécies em estudo se desenvolveram em dieta padrédo sem
adicao do extrato foliar. O controle foi preparado pela adicdo de volume de agua em
vez de extrato bruto ou grupos de fragdes do extrato bruto.

O experimento foi realizado em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 7 tratamentos no total, 5 referentes aos 5 grupos de fragdes obtidos

apos filtragdo molecular, 1 tratamento referente ao extrato foliar bruto de C. racemosa
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e 1 controle sem adi¢céao do extrato foliar. Cada tratamento possuiu aproximadamente
50 (cinquenta) repeticbes sendo cada repeticdo composta por 1 (uma) lagarta de S.
frugiperda ou D. saccharalis.

Os dados obtidos foram testados para observacao de distribuicdo normal (teste
de Cramer-von Mises, 0=0.05) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett,
a=0.05 e/ou analise de Box-Cox). Os dados que apresentavam 0s requisitos de
distribuicdo normal e homogeneidade de variancias foram analisados por ANOVA
(a=0,05) e, quando indicado efeito significativo, as médias dos tratamentos foram
comparadas pelos testes de Tukey (a=0,05). Os dados que nao apresentaram 0S
requisitos de distribuicdo normal e homogeneidade de variancias foram analisados por
Kruskal Wallis (a=0,05) e, quando indicado efeito significativo, as médias dos
tratamentos foram agrupadas com a correcdo de Bonferroni. As analises foram

realizadas utilizando o programa R (R Core Team, 2020).

4. RESULTADOS

4.1. Atividade e inibicdo de tripsinas digestivas pelo extrato de folhas de

Coffea racemosa

A atividade de tripsinas digestivas de S. frugiperda foi aproximadamente
2057 Ulg de intestino (Fig. 1A) enquanto a atividade de tripsinas digestivas de
D. saccharalis foi aproximadamente 778 U/g de intestino (Fig. 1B). Nas reacodes
contendo o extrato foliar de C. racemosa foi possivel observar inibig&o significativa na
atividade de tripsina tanto para S. frugiperda (F14=986,52; p<0,001) como para D.
saccharalis (F1,4=1560,85; p<0,001) (Fig. 1A e 1B).
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Figura 1. Atividade de tripsinas digestivas de Spodoptera frugiperda (A) ou Diatraea
saccharalis (B) em unidades de tripsina por grama de tecido (U/g de intestino) nos
tratamentos controle e contendo extrato de folhas de Coffea racemosa. Médias
seguidas de letras diferentes diferem entre si por ANOVA (p<0,05).

De maneira comparativa entre as duas espécies de lepidopteros, foi possivel

observar que o extrato de folhas de C. racemosa resultou em uma inibicdo superior

N e e

das tripsinas digestivas de S. frugiperda (~64%) (F1,4=1204,15; p<0,001) (Figura 2).
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Figura 2. Inibicao de tripsinas digestivas (%) de lagartas de Spodoptera frugiperda e
Diatraea saccharalis pelo extrato de folhas de Coffea racemosa. Médias seguidas de
letras diferentes diferem entre si por ANOVA (p<0,05).

4.2. Filtragdo molecular do extrato de folhas de Coffea racemosa

A filtracdo molecular do extrato foliar resultou em um perfil de eluicdo que foi

utilizado para o agrupamento de fragGes de acordo com a absorgéo a 280 nm e pesos
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moleculares similares. Foram observados dois picos de absorbéancia a 280 nm e, a
partir dessa observacéo, definiu-se que as fracbes de 1 a 20 como pertencentes ao
Grupo 1 e foram descartadas em funcéo de representarem o volume morto da coluna.
As fracBes 21 a 31 (primeiro pico) compuseram o Grupo 2, as fracfes 32 a 42 (primeira
regido entre picos) compuseram o Grupo 3, as fracdes 43 a 53 (segunda regido entre
picos) compuseram o Grupo 4, as fragdes 54 a 64 (segundo pico) compuseram o
Grupo 5 e as fracdes 65 a 80 (final da corrida) compuseram o Grupo 6 (Figura 3).
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Figura 3. Perfil de eluicdo gerado pela filtragdo molecular do extrato de folhas de
Coffea racemosa utilizando Sephadex G-25 observado em espectrofotdmetro
regulado no comprimento de onda de 280 nm. Fracdes 1 a 20 compdem o G1 (°);
fracOes 21 a 31 compdem o G2 (o); fracdes 32 a 42 compdem o G3 (¢); fracdes 43 a
53 compdem o G4 (X); fracdes 54 a 64 compdem o G5 (A); fragbes 65 a 80 compdem
0 G6 ().

A maior concentragao de proteinas totais quantificada pelo método de Bradford
foi observada em G2 (0,66 pug/mL), o que corrobora o esperado para esse tipo de
cromatografia. Nao foram detectadas proteinas nas fracdes G3 e G5, e apenas
0,11 pg/mL em G4 e 0,31 pg/mL em G6. Somando-se o perfil de eluicdo (Figura 3)

com a quantificacdo de proteinas totais, sugere-se que todas as proteinas eluiram em
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G2 e apenas moléculas ndo proteicas que interferem no ensaio de Bradford foram
detectadas nos grupos G4 e G6.

4.3. Efeitos do extrato foliar de Coffea racemosa sobre a atividade de tripsinas

e o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

O fracionamento do extrato foliar de C. racemosa resultou em 5 grupos de
fracbes (G2-G6). Ao serem analisados quanto ao poder de inibicdo de tripsinas
digestivas de S. frugiperda, observou-se que a inibicdo de tripsinas digestivas ocorreu
apenas G2, G3 e G4 (Fs,12=20,90; p<0,0001) (Figura 4).

Inibigdo de tripsinas (%)
N
o

C G2 G3 G4 G5 G6

Figura 4. Inibicdo de tripsinas (%) de Spodoptera frugiperda na presenca do conteudo
dos grupos de fracdes do extrato foliar de Coffea racemosa (G2-G6) obtidos apds
filtracdo molecular em Sephadex G-25. C=inibi¢&o de tripsinas na auséncia do extrato
de C. racemosa. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p>0,05).

Em funcao da inibic&do de tripsinas ter sido observada no grupo G2, sugere-se
que tal inibicdo ocorra em funcdo de um inibidor proteico. Ja as inibicdes observadas
para os grupos G3 e G4, sugere-se que sejam devidas a inibidores nao proteicos, pois
as fracbes G3 e G4 ndo apresentaram proteinas (nulo ou baixo valor pela
quantificacdo por Bradford e eluicdo apds o primeiro pico na cromatografia).

Em termos do desenvolvimento biolégico de S. frugiperda, o extrato de folhas
de C. racemosa nao resultou na mortalidade larval tanto na forma de extrato bruto

(EB) como pelos grupos de fra¢des produzidos (Fs,2s=1,60; p=0,1829). Porém, fatores
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de desenvolvimento foram afetados pelo consumo do extrato bruto ou dos grupos de
fracOes.

O peso das lagartas de S. frugiperda foi avaliado aos 7 dias ap0s o inicio da
alimentacéo foi reduzido pelo consumo dos grupos G2 e G4 (contém inibicdo de
tripsinas) e G5 (ndo contém inibicdo de tripsinas) (Fs245=9,45; p<0,05) (Figura 5A).
Com o passar do tempo de alimentacéo, observou-se aos 14 dias que tanto o extrato
bruto como os grupos G2, G3 e G4 (contém inibicdo de tripsina) e os grupos G5 e G6
(ndo contém inibicdo de tripsina) resultam em reducéo do peso larval de S. frugiperda
(Fe,246=11,44; p<0,05) (Figura 5B).
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Figura 5. Peso (g) das lagartas de Spodoptera frugiperda aos 7 (A) e 14 (B) dias ap0s
o0 inicio da alimentagdo com o extrato de folhas de Coffea racemosa. C= dieta sem
extrato de C. racemosa. EB=dieta contendo extrato bruto das folhas de C. racemosa.
G=dietas contendo grupos de fracdes do extrato de C. racemosa obtidos por filtracdo
molecular. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p>0,05).

O ganho de peso entre o 72 e 142 dias ap0s o inicio da alimentacéo das lagartas
de S. frugiperda apresentou resultados iguais ao peso observado no 14° dia
(Fe,246=11,39; p<0,05), resultado que sugere que os efeitos do consumo dos
tratamentos nao é claramente observado em 7 dias (Figura 6A). O peso das pupas de
S. frugiperda foi medido 24h apds a ecdise e observou-se reducéo do peso das pupas
para os tratamentos em que houve consumo do extrato bruto EB, G3, G4, G5 e G6
perda (Fs236=6,38; p<0,05).
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Figura 6. Ganho de peso (g) entre 7 e 14 dias apés o inicio da alimentacédo das
lagartas de Spodoptera frugiperda (A) e peso (g) de pupas de S. frugiperda (B) em 24
horas apds serem formadas a partir de lagartas alimentadas com o extrato de folhas
de Coffea racemosa. C= dieta sem extrato de C. racemosa. EB=dieta contendo extrato
bruto das folhas de C. racemosa. G=dieta contendo grupos de fragdes do extrato de
C. racemosa obtidos por filtracdo molecular. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

Em relacdo a duragéo do periodo larval de S. frugiperda, todos os tratamentos
exceto G6 resultaram em prolongamento da fase larval de aproximadamente 3 dias
ao consumir o extrato bruto de folhas de C. racemosa ou o0s grupos de fracdes obtidos
por filtracdo molecular (He=58,13; p<0,05) (Figura 7A). Em relacdo a duragdo do
periodo de desenvolvimento de lagarta neonata a adulto, houve prolongamento similar
ao observado para o periodo larval, com todos os tratamentos exceto G6 implicando
em prolongamento do periodo de desenvolvimento de S. frugiperda (He=37,17,
p<0,05) (Fig. 7B).
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Figura 7. Duragdo do periodo larval (A) e duragédo do periodo de desenvolvimento de
lagartas neonatas a adultos (B) (dias) de Spodoptera frugiperda alimentadas com o
extrato de folhas de Coffea racemosa. C= dieta sem extrato de C. racemosa. EB=dieta
contendo extrato bruto das folhas de C. racemosa. G=dietas contendo grupos de
fracbes do extrato de C. racemosa obtidos por filtracdo molecular. Médias seguidas

de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Kruskal Wallis (p>0,05).

4.4. Efeitos do extrato foliar de Coffea racemosa sobre a atividade de tripsinas

e o desenvolvimento de Diatraea saccharalis

Assim como observado para inibicdo de tripsinas de S. frugiperda, os grupos
G2, G3 e G4 inibiram a atividade de tripsinas digestivas de D. saccharalis (Fs,12=63,26;
p<0,05) (Fig. 8). Porém, diferente de S. frugiperda, a inibicdo das tripsinas de D.
saccharalis promovida pelo grupo G2 (~35%) foi superior a inibicdo observada no
grupo G3 (~20%) e as inibicbes promovidas pelos grupos G2 e G3 foram superiores

a observada no G4 (~12,5%).
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Figura 8. Inibic&o de tripsinas digestivas (%) de Diatraea saccharalis na presenga do
conteudo dos grupos de fragfes do extrato foliar de Coffea racemosa (G2-G6) obtidos
apos filtracdo molecular em Sephadex G-25. C= inibicdo de tripsinas na auséncia do
extrato de C. racemosa. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05).

Diferente de S. frugiperda, o consumo do extrato bruto de C. racemosa bem
como das fracdes G3, G4 e G5 resultaram em valores de mortalidade larval de D.
saccharalis (Figura 9).
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Figura 9. Mortalidade (%) de Diatraea saccharalis apds o inicio da alimentacdo com
o extrato de folhas de Coffea racemosa. C= dieta sem extrato de C. racemosa.
EB=dieta contendo extrato bruto das folhas de C. racemosa. G=dietas contendo
grupos de fracbes do extrato de C. racemosa obtidos por filtracdo molecular. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).

Entre as lagartas de D. saccharalis que sobreviveram ao consumo do extrato

bruto e das fragcbes, ndo foram observadas diferencas significativas em relagédo ao
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controle em termos de peso larval aos 7 dias apés o inicio da alimentacéo (Fs,107=4,43;
p<0,05), peso larval aos 14 dias ap0s o inicio da alimentacdo (Fs,107=4,43; p<0,05),
ganho de peso entre 7 e 14 dias apds o inicio da alimentacao (Fs,107=4,43; p<0,05),
peso de pupas (Fs104=2,18; p=0,051"%), periodo de desenvolvimento larval (He=7,27;
p=0,30™) e periodo de desenvolvimento de lagartas neonatas a adultos (He=1,02;
p=0,99").

5. DISCUSSAO

Entre os insetos, diferencas de habitos alimentares levam a especializa¢des do
sistema digestivo. Mesmo entre insetos da mesma ordem, a amplitude de hospedeiros
utilizada pelo herbivoro pode ser uma consequéncia da capacidade do sistema
digestivo em digerir ou detoxificar determinados substratos. No caso dos lepidépteros
em avaliagcdo, observou-se que a atividade de tripsinas digestivas detectada (U/g de
intestino) foi superior em lagartas de S. frugiperda em relacdo a atividade observada
em D. saccharalis. A amplitude de hospedeiros vegetais utilizada por S. frugiperda
descrita como superior a 300 espécies vegetais (Barros et al., 2010; Bueno et al.,
2011; Montezano et al., 2018; Oliveira et al., 2019) é superior a observada para D.
saccharalis que utiliza-se preferencialmente de plantas da familia Poaceae como a
cana-de-acucar, o milho, o sorgo e o arroz como hospedeiros, plantas com baixa
concentracdo de inibidores de proteases em suas folhas (Arrigoni, 2002; Ferreira et
al., 2004; Cruz, 2007; Matrtins et al,. 2009; Mendes et al., 2014). Aparentemente, uma
maior atividade de tripsinas digestivas € um dos fatores que permitem S. frugiperda
explorar mais hospedeiros vegetais que D. saccharalis.

Adicionalmente, a atividade residual de tripsinas digestivas de S. frugiperda foi
superior a atividade residual de tripsinas digestivas de D. saccharalis guando expostas
a um extrato bruto de folhas de C. racemosa. Possivelmente, a atividade residual
superior de tripsinas em S. frugiperda também auxiliou esse inseto a sofrer prejuizos
menos intensos ao seu desenvolvimento em relac&o as lagartas de D. saccharalis que
apresentaram altos valores de mortalidade ao ingerirem o extrato de C. racemosa e

os grupos formados apds o fracionamento em filtragcdo molecular.
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Os ensaios de inibi¢cdo foram conduzidos com extratos enziméaticos de lagartas
nao expostas a inibidores de tripsinas e as condi¢des in vitro utilizadas nao permitiram
respostas dos insetos a exposicao ao inibidor. Dessa forma, além da atividade residual
superior, as lagartas de S. frugiperda também podem ter apresentado resultados
superiores de tolerancia a presenca de inibidores de tripsinas em relacdo a lagartas
de D. saccharalis em funcéo de serem capazes de alterar sua expressao génica para
superarem o consumo de inibidores de proteases (Paulillo et al., 2000; Brioschi et al.,
2007; Oliveira et al., 2013; Souza et al., 2016).

Além da maior amplitude de utilizacdo de hospedeiros, é conhecido o elevado
potencial adaptativo de S. frugiperda a moléculas e proteinas inseticidas devido a
presenca de mecanismos de detoxificacdo que permitem com que a espécie consuma
hospedeiros com diferentes aleloguimicos vegetais (Wadleigh e Yu 1987; Jongsma et
al. 1995; Brioschi et al. 2007; Li et al. 2007; Fatoretto et al. 2017; Carvalho et al. 2018).

Em contrapartida, os inibidores de proteases exercem atividade antinutricional
marcante sobre lagartas neonatas de D saccharalis que resultam em mortalidade,
reducdo do peso larval e deformacdes nos individuos adultos formados a partir de
lagartas que ingeriram os inibidores de proteases (Pompermayer et al., 2001,
Pompermayer et al., 2003; Paulillo et al., 2012, Ramos et al., 2012). Dessa forma,
nota-se que as espécies avaliadas apresentam diferentes tolerancias ao consumo de
inibidores de proteases.

A identidade dos compostos com atividade inseticida continua desconhecida.
No presente trabalho, uma purificagédo parcial por filtracdo molecular dos compostos
de folhas de C. racemosa foi realizada e a inibicdo de tripsinas digestivas foi utilizada
como foco das investigacdes. Na filtracdo molecular, moléculas de reduzido peso
molecular penetram nos poros da resina (no caso, Sephadex G-25), movimentam-se
lentamente ao longo da coluna e, consequentemente, sao eluidas apenas ao final do
processo. Por outro lado, moléculas de elevado peso molecular como as proteinas
nao penetram nos poros da resina, movimentam-se mais rapidamente e séo eluidas
nas primeiras fragbes (Gelotte, 1960).

O grupo de fracdes G2 foi formado por uma mistura de moléculas proteicas de
maior peso molecular, entre elas, proteinas associadas com a inibicdo de proteases

dos insetos avaliados. O segundo pico, mais especificamente G4, € composto por
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moléculas ndo proteicas de baixo peso molecular, muito provavelmente, por
moléculas fendlicas pois absorveram luz a 280 nm e sédo conhecidas por serem
metabdlitos secundarios com atividade inseticida.

A mortalidade de D. saccharalis n&o foi correlacionada com a fracao proteica
(G2, maior poder de inibicdo de tripsinas de D. saccharalis). Valores superiores de
mortalidade de D. saccharalis foram observados para as fragcdes nao proteicas (G3,
G4 e G5, sendo G3 e G4 com poder de inibicao de tripsinas de D. saccharalis). Dessa
forma, sugere-se que moléculas ndo proteicas de C. racemosa foram as que mais
contribuiram para a mortalidade de D. saccharalis, podendo essas serem ativas ou
nao na inibicao de tripsina digestiva de D. saccharalis.

Historicamente, as plantas sdo importantes fontes de moléculas inseticidas que
podem ser utilizadas tanto na forma de produtos naturais como no desenvolvimento
de produtos sintéticos. A aplicabilidade dos metabdlitos secundarios no manejo de
insetos pragas é bastante variavel. Moléculas como a nicotina e piretrina de plantas,
por exemplo, serviram como moldes para o desenvolvimento de inseticidas
nicotinoides e piretroides. Por isso, a aplicacdo de processos mais refinados de
purificacdo, com posteriores avaliacdes biol6gicas poderdo permitir uma melhor
identificacdo das moléculas proteicas e ndo proteicas relacionadas a toxicidade do

extrato de folhas de C. racemosa a D. saccharalis.

6. CONCLUSOES

A atividade de tripsinas digestivas no intestino de lagartas de Spodoptera
frugiperda € superior a atividade de tripsinas digestivas observada no intestino de
lagartas de Diatraea saccharalis;

A atividade residual de tripsinas apds exposicao ao extrato de folhas de Coffea
racemosa foi superior em lagartas de Spodoptera frugiperda em relagéo a lagartas de
Diatraea saccharalis;

A mortalidade de lagartas de Diatraea saccharalis alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato bruto de folhas de Coffea racemosa foi superior a
mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com dietas contendo o
mesmo extrato;

O fracionamento do extrato foliar de Coffea racemosa por meio de filtracido
molecular indicou que moléculas néo proteicas do extrato (eluicdo tardia, nao
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quantificadas pelo método de Bradford e com atividade de inibicdo de tripsinas) séo
os fatores responsaveis pelas altas mortalidades observadas para lagartas de D.
saccharalis.
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