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RESUMO

PRADO, Jeanne Scardini Marinho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Marco de
2010. Bioatividade de berenil, um inibidor de proteases do tipo bis-
benzamidina, sobre Thyrinteina arnobia. Orientadora: Maria Goreti de Almeida
Oliveira. Co-orientadores: Raul Narciso Carvalho Guedes, André Luiz Lourencio,
Angelo Pallini e Joel Antdnio de Oliveira.

Os inibidores de protease (IPs) t€m sido reconhecidos como agentes potenciais
de protecdo a plantas na defesa contra insetos-praga, sendo sua utilizacdo estudada
como alternativa para o manejo integrado de pragas. Berenil é um exemplo de um
inibidor sintético de tripsinas do tipo bis-benzamidina e seu potencial para uso como
inseticida foi estudado contra Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782) (Lepidoptera:
Geometridae), um dos mais importantes desfolhadores de eucalipto no Brasil.
Caracteristicas biolégicas do inseto tais como tempo de desenvolvimento,
sobrevivéncia, peso de pupa e viabilidade, e os parametros da tabela de vida de T.
arnobia foram avaliados nas larvas criadas em folhas de eucalipto com 0,00; 0,06; 0,12;
0,25; 0,50 e 0,75% (p/v) do IP berenil. Além disso, a preferéncia alimentar, o consumo
foliar e a atividade proteolitica no intestino de lagartas de 7. arnobia foram também
avaliados em larvas criadas em folhas de eucalipto com 0,00; 0,03; 0,06; 0,09 e 0,12%
(p/v) de berenil. Este IP do tipo bis-benzamidina causou atraso no desenvolvimento
larval. A sobrevivéncia das larvas também foi severamente afetada por concentracdes
crescentes de berenil e concentragdes sub-letais prejudicaram parametros da tabela de
vida de T. arnobia. Todas as concentracdes de berenil foram repelentes e deterrentes a
T. arnobia e a ingestdo deste IP ndo causou alimentacdo compensatdria pelas lagartas.
Berenil também inibiu a atividade das tripsinas no intestino das lagartas e impediu o
aumento da atividade de cisteino-proteases como resposta a inibi¢do triptica. A eficicia
do berenil como inseticida, repelente e deterrente contra 7. arnobia sugere sua

utilizacdo potencial contra essa praga.



ABSTRACT

PRADO, Jeanne Scardini Marinho, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2010.
Bioactivity of berenil, a proteinase inhibitor bis-benzamidine, on Thyrinteina
arnobia. Adviser: Maria Goreti de Almeida Oliveira. Co-advisers: Raul Narciso
Carvalho Guedes, André Luiz Lourengdo, Angelo Pallini and Joel Antdnio de
Oliveira.

Protease inhibitors (PIs) have been recognized as potential plant protection
agents against pest insects and their use is an alternative for integrated pest
management. Berenil is an example of a bis-benzamidine synthetic trypsin inhibitor and
its potential for use as insecticide was studied against Thyrinteina arnobia (Stoll, 1782)
(Lepidoptera: Geometridae), one of the most important eucalypt defoliators in Brazil.
Life history traits such as developmental time, survival, pupal weight and viability, and
life table parameters of 7. arnobia were assessed in larvae reared on eucalyptus leaves
containing 0.00, 0.06, 0.12, 0.25, 0.50 and 0.75% (w/v) of the synthetic trypsin inhibitor
berenil. In addition, food preference, leaf consumption and gut proteolitic activity of T.
arnobia caterpillars were also assessed in larvae reared on eucalyptus leaves containing
0.00, 0.03, 0.06, 0.09 and 0.12% (w/v) of berenil. Berenil delayed larval development.
Larval survival was also severely affected by increasing berenil concentrations and sub-
lethal concentrations compromised life table parameters of T. arnobia. All of the berenil
concentrations were deterrent to 7. arnobia and the ingestion of this PI did not cause
compensatory feeding by larvae. Berenil also inhibited trypsin-like activity and
prevented cysteine activity as a response to the tryptic inhibition. The efficacy of berenil
as insecticide, repellent and deterrent against 7. arnobia suggests its potential use

against eucalyptus defoliating caterpillars such as T. arnobia.



INTRODUCAO GERAL

A cultura de eucalipto é muito importante no Brasil e no mundo devido,
principalmente, ao seu potencial no fornecimento de madeira destinada a produgdo de
papel e celulose (Takahashi er al., 2004). As plantas de eucalipto contém alta
concentracdo de compostos secunddrios como tanino, fendis, Oleos essenciais e
inibidores de proteases que podem desenvolver o papel de defesa contra ataque de
herbivoros (Anjos et al., 1986; Braganga et al., 1998; Marinho et al., 2008). Entretanto,
com os incentivos fiscais em meados do século XX, quando grandes 4reas no Brasil
foram cobertas com monocultivos de eucalipto (Dossa, 2003), muitos herbivoros-praga
que antes ocorriam apenas em mirtdceas nativas passaram a causar sérios danos a essas

plantas (Anjos et al., 1987; Berti Filho et al. 1991; Holtz et al., 2003).

A lagarta desfolhadora Thyrinteina arnobia tornou-se uma das principais pragas
em plantacdes de eucalipto no Brasil (Zanuncio et al., 1993, 1994, 1998; Holtz et al,
2003). Este herbivoro tem sido favorecido pela abundancia de alimento nos vastos
povoamentos de eucalipto, onde passou também a desenvolver-se e atingir altos niveis
populacionais, causando desfolha severa (Zanuncio et al., 1993, 1994, 1998). Os
inibidores de proteases (IPs) estdo envolvidos no sistema de defesa de diversas plantas
(Hilder et al., 1987; Fortunato et al., 2004, 2007), inclusive plantas de eucalipto

(Marinho et al., 2008).

Estudos t€m sido realizados visando esclarecer e demonstrar o efeito dos IPs
sobre herbivoros, mais especificamente os efeitos sobre os pardmetros biolégicos e
fisiologicos que culminam com um desempenho inferior destes herbivoros quando

comparados ao seu desenvolvimento na auséncia destes compostos (Lawrence &



Koundal, 2002; Pilon et al. 2006). Os IPs atuam no intestino dos herbivoros, inibindo a
acdo das proteases sobre as proteinas provindas da alimentagc@o, podendo resultar no
atraso do crescimento e reproducdo desses herbivoros e, consequentemente, a sua morte
(Broadway, 1995; Broadway, 1996; Lawrence & Koundal, 2002; Oliveira et al., 2005,

Vila et al. 2005; Pilon et al., 2006).

Entretanto, tanto as pragas quanto as plantas podem desenvolver novas formas
de proteases e inibidores para neutralizar os mecanismos de defesa de cada um. Em um
complexo estdvel hospedeiro-praga, insetos evoluiram e se adaptaram para superar o
efeito de inibidores de proteases de suas plantas hospedeiras (Broadway et al., 1996;
Harsulkar et al., 1999; Vila et al., 2005). Portanto, € necessario utilizar IPs de plantas
ndo hospedeiras ou sintéticos como fontes potenciais para a defesa das plantas contra os

insetos-praga.

A benzamidina é uma amida aromética e um inibidor sintético competitivo da
tripsina, apresentando Ki de 1,0 mM (Mares-Guia et al., 1981). A benzamidina, quando
presente no meio reacional em baixas concentracdes, posiciona-se no sitio de
especificidade (sitio S1) da tripsina, onde € estabilizada por interagdes hidrofébicas no
bolso hidrofébico e por interacdes eletrostiticas entre seu grupamento amidina e um
residuo carboxilico pertencente a um 4acido aspartico, localizado no fundo do bolso do
sitio S1 (Mares-Guia e Shaw, 1965; Mares-Guia et al., 1981, Oliveira et al., 1993).
Estudos realizados com benzamidina em dieta artificial de Anticarsia gemmatalis e
sobre folhas de eucalipto oferecidas a T. leucoceraea indicaram rapida adaptacdo destas
lagartas ao IP (Pilon et al., 2006; Marinho, 2006). Existem inibidores que sdo capazes
de ocupar outros sub-sitios do centro catalitico da tripsina, ao contrdrio da benzamidina

que ocupa apenas o sub-sitio S1 (Mares-Guia et al., 1981; Oliveira et al., 1993), e



possivelmente esses IPs sejam mais promissores no controle de lagartas. A bis-
benzamidina apresenta uma ligacdo diazo-amino entre dois anéis benzamidinicos e
comporta-se como um inibidor competitivo parabdlico da tripsina (Junqueira et al.,
1992; Oliveira et al., 1993). O inibidor bis-benzamidina, além de se ligar ao centro ativo
da tripsina como inibidor competitivo, liga-se ao sitio ativo secunddrio da enzima
causando um comportamento parcialmente competitivo com o substrato (Oliveira et al.,

1993).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de berenil, um
IP do tipo bis-benzamidina, no ataque de 7. arnobia, em plantas de eucalipto. Para isso
foram determinados pardmetros bioldgicos, bioquimicos e comportamentais de T.
arnobia alimentadas com plantas de eucalipto contendo diferentes concentragdes de

berenil.
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CAPITULO1

Alteracao no desenvolvimento de Thyrinteina arnobia por berenil



Resumo

Os inibidores de proteases (IPs) sdo especialmente conhecidos no processo de
defesa das plantas em resposta ao ataque de insetos por sua acdo sobre as proteases
digestivas dos mesmos. A utiliza¢do dos IPs como alternativa para o manejo integrado
de pragas tem sido amplamente estudada. Berenil é um exemplo de um inibidor
sintético de tripsinas do tipo bis-benzamidina e seu potencial para uso como inseticida
foi estudado contra Thyrinteina arnobia, um dos mais importantes desfolhadores de
eucalipto no Brasil. Caracteristicas da histéoria de vida como o tempo de
desenvolvimento, sobrevivéncia, peso de pupa e viabilidade, e os parametros da tabela
de vida de T. arnobia foram avaliados nas larvas criadas em folhas de eucalipto com
0,00; 0,06; 0,12; 0,25; 0,50 e 0,75% (p/v) do IP berenil. O IP bis-benzamidina causou
alongamento do ciclo larval de T. arnobia. A sobrevivéncia das larvas também foi
severamente afetada por concentragdes crescentes de berenil, enquanto que
concentragdes sub-letais afetaram parametros da tabela de vida de T. arnobia. Este
estudo destaca o IP berenil como uma possivel alternativa no controle de lagartas de 7.

arnobia em plantas de eucalipto.

Palavras-chave: Berenil, Lepidoptera, Geometridae, tripsina, TL50, tabela de vida.



Abstract

Protease inhibitors (PIs) are well known in the defense of plants against insect attack by
their action on the insect digestive proteases. The use of Pls as an alternative to
integrated pest management has been widely studied. Berenil is one example of a bis-
benzamidine synthetic trypsin inhibitor and its potential for use as an insecticide was
studied against Thyrinteina arnobia, one of the most important eucalypt defoliators in
Brazil. Life history traits including developmental time, survival, pupal weight and
viability, and life table parameters of 7. arnobia were assessed in larvae reared on
leaves of eucalyptus with 0.00, 0.06, 0.12, 0.25, 0.50 and 0.75% (w/ v) of IP berenil.
Bis-benzamidine PI caused a delay in larval development. Larval survival was also
severely affected by increasing berenil concentrations and sub-lethal concentrations
affected life table parameters of 7. arnobia. The efficacy of berenil as insecticide
against these insects suggests its potential use against eucalypt defoliating caterpillars

such as 7. arnobia.

Keywords: Berenil, Lepidoptera, Geometridae, trypsin, LTs, life table.
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1. Introducao

Herbivoros da ordem Lepidoptera sdo pragas em uma extensa variedade de
plantas de importancia agrondmica em todo o mundo e o uso extensivo de pesticidas
tem causado a selecdo de insetos resistentes; assim, ha a necessidade de buscar novas
medidas de controle, de forma a integrar o manejo de pragas (Lawrence & Koundal,
2002; Srinivasan et al., 2006).

Os inibidores de proteases (IPs) sdo especialmente conhecidos no processo de
defesa das plantas em resposta ao ataque de insetos por sua acdo sobre as proteases
digestivas dos mesmos (Gatehouse & Gatehouse, 1998; Oliveira et al., 2005). Ao serem
ingeridos, os IPs inibem a atividade das enzimas proteoliticas no intestino médio,
induzindo a hiperproducio das enzimas digestivas, o que resulta em comprometimento
do desenvolvimento do inseto, pois grande parte dos aminoacidos essenciais deixa de
ser utilizado na sintese protéica para ser gasto na producdo de enzimas digestivas
(Broadway & Duffey, 1986; Broadway, 1995; Oliveira et al, 2005). Como
conseqiiéncia, os insetos podem se tornar fracos, com crescimento e desenvolvimento
reduzidos (reducdo de fecundidade, decréscimo de peso, deformagdes) e chegar logo a
morte (Carlini & Grossi-de-S4, 2002; Lawrence & Koundal, 2002; Oliveira et al,
2005).

Os efeitos dos inibidores de proteases nos insetos ja foram comprovados de
diversas maneiras: incorporados na dieta do inseto (Pompermayer et al., 2003; Pilon et
al., 2006), pulverizados diretamente sobre a planta (Marinho, 2006) e expressos em
plantas transgénicas (Ortego, et al., 2001; Vila et al., 2005; Maheswaran et al., 2007;
Steppuhn & Baldwin, 2007). Existem inibidores de proteases especificos para cada uma
das quatro classes de enzimas proteoliticas (Lawrence & Koundal, 2002; Oliveira et al.,

2005) - serino, cisteino, aspartato e metalo-proteases. Inibidores de serino-proteases tém
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sido descritos em diversas espécies de plantas em todo o reino vegetal, sendo os
inibidores de tripsina o tipo mais comum (Lawrence & Koundal, 2002; Oliveira et al.,
2005).

Benzamidina é um inibidor sintético de tripsinas que vem sendo utilizado para
estudar a resposta de insetos a inibidores de protease na dieta, como realizado por Pilon
et al. (2006) com a lagarta-da-soja e de Marinho (2006) com lagartas de Thyrinteina
leucoceraea. Pilon et al. (2006) observaram que lagartas de Anticarsia gemmatalis
tiveram a atividade proteolitica afetada pela ingestdo de diferentes concentragdes do
inibidor, o que também foi observado em lagartas de 7. leucoceraea (Marinho, 2006).

Berenil é uma bis-benzamidina, sendo também inibidor sintético das enzimas do
tipo tripsina. O inibidor bis-benzamidina, além de se ligar ao centro ativo da tripsina
como inibidor competitivo, liga-se ao sitio ativo secundario da enzima (Oliveira et al.,
1993). Moreira (2007) observou que berenil adicionado a dieta artificial de A.
gemmatalis afetou negativamente diversos pardmetros de vida do inseto, sendo ele uma
alternativa promissora para estudos que visam ao controle de herbivoros. Em estudos
realizados utilizando dietas com diferentes composicdes nutricionais, Pompermayer et
al. (2003) concluiram que a composicdo da dieta pode afetar a acdo dos IPs e que,
portanto, o efeito de proteinas anti-nutricionais seria melhor avaliado quando em dieta
natural.

Lagartas de T. arnobia alimentam-se naturalmente de plantas de eucalipto no
Brasil, nas quais sdo consideradas severas pragas desfolhadoras (Holtz et al., 2003). O
eucalipto € nativo da Austrdlia e o género Eucalyptus possui cerca de 600 espécies e
variedades. Como a planta de eucalipto tem um rapido crescimento e é adequada para a
manufatura de papel, florestas de eucalipto t€m sido extensivamente cultivadas em

diversas partes do mundo (Takahashi et al., 2004). As arvores de eucalipto podem
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também ser utilizadas como carvdo vegetal na industria siderdrgica e sdo importantes no
trabalho de reflorestamento de areas aridas e degradadas de diversas partes do mundo
(Mendel et al., 2004). As lagartas de T. arnobia, também conhecidas por “lagarta de cor
parda”, “lagarta parda” e “lagarta mede-palmo”, ocorrem em quase toda a América do
Sul e parte da América Central (Zanuncio et al., 1993). Além de sofrerem perdas na taxa
fotossintética devida a desfolha, as plantas de eucalipto podem ter o crescimento
paralisado no caso de ataques sucessivos dessa lagarta (Pedrosa-Macedo et al., 1998).
Visando estudar o potencial inseticida de berenil, um inibidor de proteases
sintético do tipo bis-benzamidina, quando em dieta natural, sobre T. arnobia, realizou-
se este estudo sobre a influéncia de diferentes concentragcdes deste inibidor sintético
sobre pardmetros biolégicos do ciclo de vida do inseto, a fim de verificar quais fases do

inseto sdo mais afetadas e em qual concentrac@o do inibidor isso ocorre.

2. Material e métodos

2.1.Insetos e materiais

Posturas de T. arnobia foram obtidas a partir da criagdo mantida na
Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil. Para
a realizacdo do experimento, foi selecionada a espécie Eucalyptus grandis devido ao seu
interesse econdmico, principalmente para a produgdo de papel e celulose, carvao vegetal
e 6leos essenciais. Além disso, as lagartas de 7. arnobia tém preferéncia por E. grandis
em comparagdo a outras espécies (Oliveira et al., 1984; Lemos, 1996). As mudas de
eucalipto foram adquiridas em um viveiro da regido, livres de qualquer aplicacdo foliar,
transplantadas para vasos (volume = 1,7 m’) e, quando utilizadas, apresentavam

aproximadamente 60 cm de altura. O IP berenil (aceturato de diminazeno) foi obtido da
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Sigma-Aldrich Quimica Brasil (S3o Paulo, Brasil). O espalhante adesivo Gotafix
(C35HgsN1p) foi obtido do fabricante Milenia Agro Ciéncias S.A.
2.2. Biologia comparada de 7. arnobia em folhas de eucalipto contendo
diferentes concentragdes do inibidor de proteases berenil

As concentracdes de berenil utilizadas nos testes foram selecionadas a partir de
testes preliminares realizados com este IP em lagartas de 7. leucoceraea e considerando
experimentos realizados utilizando o IP benzamidina em Anticarsia gemmatalis (Pilon
et al., 2008) e T. leucoceraea (Marinho et al., 2008).

Para o experimento, foram montados trés blocos, sendo cada bloco composto por
seis tratamentos, caracterizados por diferentes concentracdes de berenil. Para cada
tratamento foram utilizadas 13 repeti¢des, sendo cada uma composta por uma lagarta de
T. arnobia.

Cada bloco foi formado por uma postura de 7. arnobia, havendo uniformidade
dentro dos blocos, entre os tratamentos, quanto a origem e idade dos individuos
estudados. Foram testados seis tratamentos: lagartas alimentadas de folhas contendo
solucdo controle de Gotafix a 0,06% (v/v) e de folhas com a solug¢do de Gotafix a 0,06%
(v/v) acrescentada de berenil nas concentragdes de 0,06; 0,12; 0,25; 0,5 ou 0,75% (p/v),
em dgua destilada. Uma mesma preparacdo de cada solucdo foi utilizada para os trés
blocos. A adi¢do de Gotafix teve por finalidade apenas obter maior aderéncia do IP a
folha.

Lagartas recém-eclodidas de T. arnobia foram individualizadas em placas de
Petri plasticas (didmetro = 9 cm). Cada tratamento foi composto por 39 individuos,
sendo 13 em cada bloco. Quando coletada, cada folha de eucalipto teve o peciolo
envolto por algoddo embebido em dgua e posteriormente coberto por papel aluminio,

para manter a umidade. Cada folha de eucalipto foi, entfo, imersa por trés vezes em um
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frasco de Becker contendo a solucdo correspondente ao tratamento e colocada sobre
papel toalha, a sombra, por aproximadamente cinco segundos, de forma que apenas a
borda da folha tivesse contato com o papel, para retirar o excesso da solucdo. Em
seguida, a folha foi colocada dentro da placa de Petri, sob a lagarta. As placas foram
vistoriadas diariamente e as trocas de folhas realizadas conforme a necessidade,
havendo sempre folha em bom estado e quantidade suficiente na placa. Quando as
lagartas atingiram o quinto instar, devido ao tamanho, foram transferidas para copos
plasticos (500 mL) tampados com organza e elastico. Foram acompanhadas as
condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo (aproximada), sendo elas,
respectivamente: 26 + 3°C, 60 £ 15% e LD 12:12.

As pupas foram acondicionadas em copos plasticos forrados no fundo com papel
toalha e nas laterais com papel filtro, umedecido diariamente (Wilcken, 1996). Os copos
foram mantidos em condicdes controladas de temperatura (25 + 1°C), umidade relativa
(70 £ 10%) e fotoperiodo (LD 12:12).

Os seguintes parametros foram avaliados: nimero de instares, duracdo de cada
instar, tamanho das cdpsulas cefélicas, ciclo larval, mortalidade total e em cada instar,
periodo de pré-pupa, peso pupal, ciclo pupal, viabilidade da fase de pupa e razio sexual
(nimero de fémeas/ numero total de adultos). As cépsulas cefdlicas foram medidas com
um micrometro digital (Wild MMS 235 acoplado a ocular Wild Typ 325400, Wild
Heerbrugg Ltd., Heerbrugg, Suica). Para se obter pupas suficientes para estudos das
fases pupal e adulta (devido a possivel mortalidade), foi mantida, em mesmas condi¢des
ambientais e alimentares, uma criacio paralela como criacdo estoque com 120 insetos
para cada tratamento.

Para a formacgdo dos casais, os adultos tiveram o sexo identificado, sendo as

fémeas com asas de coloracdo branca apresentando pontuacdes negras esparsas €
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antenas filiformes e os machos menores, com asas de coloracdo castanha varidvel e
antenas bipectinadas (Zanuncio et al., 1993). Para andlise da fase adulta, cada casal
obtido de T. arnobia foi tido como uma repeticdo e foi acondicionado em uma gaiola
cilindrica de cartolina (diametro = 8,5 cm, altura = 19 cm), cujas extremidades foram
fechadas por placas de Petri plésticas (didmetro = 9 cm) e as laterais forradas com papel
filtro para facilitar a retirada das posturas (Wilcken, 1996). Diariamente era colocado
dentro da gaiola um chumago de algoddo embebido de uma solugdo de mel 10% (v/v).
Foram observados os periodos de pré-oviposicdo e periodo de oviposi¢do, niimero total
de ovos/fémea, periodo de incubacido dos ovos, nimero de ovos eclodidos, longevidade
dos adultos e o ciclo total (periodo de eclosdo dos ovos até morte do adulto). Os casais
foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (25 £ 1°C), umidade relativa
(70 £ 10%) e fotoperiodo (LD 12:12).

2.3. Andlises estatisticas

Curvas de sobrevivéncia foram usadas para analisar as diferencas entre a
mortalidade das lagartas submetidas a concentracdes crescentes de berenil. Curvas
Kaplan-Meier foram geradas com base na porcentagem de lagartas sobreviventes em
funcdo dos dias a partir do inicio do experimento. O tempo médio de sobrevivéncia
(TLs) foi estimado e analisado através do protocolo PROC LIFETEST. As lagartas que
sobreviveram até a emergéncia foram tratadas como dados censurados.

Os seguintes parametros da tabela de vida e fertilidade foram analisados para os
tratamentos com 0%, 0,06% e 0,12% de berenil (nos demais ndo houve formacgdo de
casais devido a alta mortalidade causada pelo IP): n = nimero de fémeas; Ry = taxa
liquida de reproducdo (fémea/fémea/geracdo); r, = taxa instrinseca de crescimento
(fémea/fémea/dia); T = tempo médio da geracdo (dias); TD = tempo de duplicacdo

(dias). Tais pardmetros foram calculados utilizando as seguintes formulas (Carey, 1982;
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Brodsgaard, 1994): probabilidade de sobrevivéncia x(I, = N,/Ny); nimero de posturas
por intervalo de tempo (m,); expectativa de vida x(e, = T,/l,); valor reprodutivo por
idade x(V, = [, xm,); taxa liquida de reprodugdo (Ry = > V,); taxa intrinseca de
crescimento (7, 1 = Ze("mx") x V,); taxa finita de crescimento (1 = ¢™); tempo médio
de uma geracao (T = (I,Rp)/r,) e tempo para duplicacdo da geracdo (DT = (In 2/r,,). Os
parametros calculados foram submetidos ao teste t de Student (PROC GLM; SAS
Institute, 2001)

Os demais parametros avaliados quando sujeitos a dieta com concentracdes
crescentes de berenil foram submetidos & andlise de regressdo testando modelos desde
os mais simples (linear e quadritico), at¢ os modelos alternativos de maior
complexidade (modelos nio-lineares de pico) (SPSS 2000). Cada escolha do modelo foi
efetuada com base no coeficiente de determinagio ajustado (R” ajust.), no coeficiente de
determinagdo ajustado relativo (R* ajust. rel.), simplicidade e alto valor de F (e
quadrado de média). O R’ ajustado relativo foi calculado dividindo-se o R’ ajustado do
modelo selecionado pelo R? ajustado maximo possivel dentre as alternativas de
modelos, para obter uma indica¢do da qualidade do ajuste do modelo selecionado em
relacdo as demais opgdes.

Foram consideradas apenas as capsulas cefédlicas das lagartas que completaram
todo o ciclo, chegando a fase adulta. As cdpsulas foram medidas a partir do segundo
instar, exceto para as lagartas dos tratamentos com 0% e 0,06% de berenil. As cdpsulas
do primeiro instar sdo muito pequenas e geralmente ingeridas pelas lagartas apds a
ecdise, o que dificultou a coleta.

Para avaliar o nimero de instares larvais da maioria das lagartas de cada
tratamento, a freqii€ncia do ltimo instar larval foi submetida ao teste qui-quadrado (P <

0,05) (SAEG, 2007). Andlises com dados relacionados a pupas e adultos ndo
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envolveram os tratamentos com as concentragdes de 0,75%; 0,5% e, em alguns casos,
também de 0,25% de berenil porque os individuos desses tratamentos ndo alcangaram
essas fases, morrendo antes, durante a fase larval.

Andlise de covaridncia (PROC GLM; SAS Institute 2001) foi realizada para
avaliar a significancia de concentracdo de berenil, sexo dos insetos e da interacdo de
ambos para os seguintes pardmetros: duracdo larval, duracdo da fase de pupa, peso de
pupas, longevidade de adultos e durac@o do ciclo total. Apds andlise de covaridncia, os
parametros que apresentaram significancia para efeito de concentragdo foram

submetidos a regressao.

3. Resultados

A duracdo da fase larval sofreu efeito significativo de concentragdo de berenil
(ANCOVA: F = 13,58; gl = 1, 68; p < 0,0001), sendo que lagartas que originaram
fémeas tiveram duracdo maior comparadas aquelas que originaram machos (ANCOVA:
F = 6,59; gl =1, 68; p = 0,01). Entretanto, ndao houve interacdo significativa entre
concentracdo de berenil e sexo de 7. arnobia (ANCOVA: F =0,81; gl = 1, 68; p =
0,45). A duracdo larval média acompanhada do erro padrdo, em dias, para os
tratamentos com 0,0; 0,06; 0,12 e 0,25% de berenil foram, respectivamente, para
machos: 38,8 (+ 4,19); 40,1 (+ 2,24); 54 (£ 0) e 63,5 (+ 6,63); e para fémeas: 45 (+
1,78); 51 (+ 3,21) e 54 + (2,54) (ndo houve fémeas no tratamento com 0,25% de
berenil). Quanto maior a concentracdo de berenil oferecida as lagartas em folhas de

eucalipto, maior foi a duragdo da fase larval de T. arnobia (Figura 1).

18



80 \ \
y =41,67+89,02x
R? ajust = 0,62; R? ajust rel = 0,99

70 + F(l,ll) = 2271, pP= 0.00076 —
3
5
=
z 60 B
=
8
S
S 50 _
S
On
s
j=)
Q .

40 -

30 \ \ \ \ \ \

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
Berenil (%)

Figura 1. Duracdo da fase larval (dias) de lagartas de 7. arnobia alimentadas com
concentragdes crescentes de Berenil em folhas de eucalipto. Cada ponto representa a

média de um bloco.

Uma mesma curva foi encontrada para as larguras das cédpsulas cefélicas de
lagartas de T. arnobia de todos os tratamentos (Figura 2). Dessa forma, as diferentes
concentragdes de berenil ndo afetaram a razdo de crescimento em lagartas de T.

arnobia.
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Figura 2. Larguras de capsulas cefdlicas em cada instar larval de lagartas de T. arnobia.

Cada ponto representa a capsula cefdlica de um individuo.

A maioria das lagartas submetidas aos tratamentos sem o IP e com 0,06% do IP
empupou nos instares 6 e 7 (Figura 3). Apenas lagartas desses dois tratamentos
empuparam no quinto instar; as dos demais tratamentos empuparam a partir do sexto
instar, tendo a maioria das lagartas do tratamento com 0,12% de IP chegado a pupa
apenas nos sétimo e oitavo instares. Apenas duas lagartas submetidas ao tratamento com

0,25% chegaram a fase de pupa e ndo houve diferenca entre os instares.
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Figura 3. Influéncia de diferentes concentragdes de berenil em folhas de eucalipto sobre
a quantidade de instares apresentada na fase larval de T. arnobia. O teste qui-quadrado,
comparando a distribuicdo dentro de cada concentracdo, foi significativo para os

tratamentos com 0%, 0,06% e 0,12% de berenil (p < 0,05).

A sobrevivéncia de larvas que foram alimentadas com folhas imersas na solucdo
controle e nas solucdes testes, com o IP, pode ser observada na Figura 4. No décimo
oitavo dia foi atingida a mortalidade de 100% das lagartas alimentadas com 0,75% de
berenil, sendo que 60,5% delas morreram ainda no primeiro instar e nenhuma alcangou
o terceiro instar. As lagartas alimentadas com 0,5% de berenil sobreviveram até o
vigésimo primeiro dia, sendo que 25,6% das lagartas morreram ainda no primeiro instar,
apenas 10,2% chegaram ao terceiro instar e nenhuma delas alcangou o quarto instar.

Chegaram a fase de pupa apenas 7,7% das lagartas alimentadas com 0,25% do IP e
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38,5% das alimentadas com 0,12% do IP na solucgéo. Para estes tratamentos, com 0,12%
e 0,25% de berenil, a mortalidade foi maior em lagartas do segundo instar (25,6% e
46,1%, respectivamente). No tratamento controle, 82,0% das lagartas alcancaram a fase

de pupa, seguido por 66,7% de pupas para o tratamento com 0,06% de berenil.
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Figura 4. Sobrevivéncia de lagartas de T. arnobia alimentadas com concentrag¢des
crescentes de berenil em folhas de eucalipto. O teste qui-quadrado foi significativo para

as curvas de sobrevivéncia dos diferentes tratamentos (p < 0,0001).
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O tempo médio de sobrevivéncia (TL50) decresceu a medida que aumentou a

concentragdo de berenil oferecida as lagartas em folhas de eucalipto (Figura 5).
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Figura 5. Tempo necessario para causar a mortalidade de aproximadamente metade da
populacdo (TL50) de T. arnobia alimentadas com concentragdes crescentes de berenil

em folhas de eucalipto. Cada ponto representa a média de um bloco.

A duracdo da fase pupal de T. arnobia sofreu efeito significativo de
concentracdo de berenil (ANCOVA: F =2,96; g.1. = 1, 68; p = 0,03), sendo que pupas
que deram origem a fémeas tiveram duragdo maior em relagdo aquelas que originaram
machos (ANCOVA: F = 60,10; g.1. = 1, 68; p < 0,0001). Entretanto, ndo houve
interac@o entre concentragio de berenil e sexo de pupas (ANCOVA: F=2,17; gl. =1,

68; p = 0,12). A duracdo média da fase pupal, acompanhada do erro padrio, em dias,
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para os tratamentos com 0,0; 0,06; 0,12 e 0,25% de berenil foram, respectivamente, para
machos: 9,0 (x 0,14); 9,0 (£ 0,18); 10,0 (£ 0) e 9,7 (£ 0,28); e para fémeas: 8,0 (+ 0,18);
7,8 (£ 0,13) e 8,11 (+ 0,2) (ndo houve fémeas no tratamento com 0,25% de berenil).

Berenil em maiores concentragdes prolongou a fase de pupa de 7. arnobia (Figura 6).
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Figura 6. Duracdo da fase pupal de lagartas de 7. arnobia alimentadas com
concentragdes crescentes de berenil em folhas de eucalipto. Cada ponto representa a

duracdo de uma pupa.

Nos tratamentos em que houve formacgdo de pupas, a viabilidade observada para
esta fase foi de 100%, ndo havendo influéncia do berenil sobre este pardmetro. Nao

houve também influéncia da concentragdo de berenil sobre o peso das pupas
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(ANCOVA: F=2,05; gl. =1, 63; p =0,11), havendo efeito apenas do sexo sobre este
parametro, sendo pupas de fémeas mais pesadas que pupas de machos (ANCOVA: F =
184,58; g.l. = 1, 63; p < 0,0001), o que ja era esperado para T. arnobia (Holtz et al.,
2003). As médias do peso de pupas de fémeas (g) e machos (g), seguidas do erro padrdo
da média, foram, respectivamente: 0,36 (+ 0,010) e 0,13 (= 0,007).

A longevidade de adultos de 7. arnobia nio foi influenciada pelas diferentes
concentragdes de berenil nas folhas de eucalipto (ANCOVA: F=0,62; gl. =1, 69; p =
0,60), havendo influéncia apenas do sexo, sendo que fémeas apresentaram maior
longevidade que machos (ANCOVA: F = 39,55; g.1. = 1, 69; p < 0,0001). As médias da
longevidade de fémeas (dias) e machos (dias), seguidas do erro padrido da média, foram,
respectivamente: 9,9 (£ 0,51) e 5,8 (£ 0,25).

A duragdo e a viabilidade da fase embriondria ndo sofreram influéncia das
diferentes concentracdes de berenil sobre tais pardmetros. A média da durag¢do dos ovos
(dias), seguida do erro padrao da média, foi de 8,7 (£ 0,10). A viabilidade média dos
ovos, seguida do erro padrao da média, foi de 60,0% (% 5,22).

A duracdo de toda a fase de 7. arnobia sofreu efeito da concentracdo de berenil
administrada as lagartas (ANCOVA: F = 11,81, g.l. = 1, 62; p < 0,0001), sendo que
fémeas apresentaram maior duragdo total do ciclo em relagdo a machos (ANCOVA: F =
11,09; g.l. = 1, 62; p = 0,0015). Entretanto, ndo houve interacao entre concentracao de
berenil e sexo de T. arnobia (ANCOVA: F = 0,76; g.l. = 1, 62; p = 0,47). O ciclo de
vida de T. arnobia se prolongou a medida que aumentou a concentracdo de berenil em

folhas de eucalipto oferecidas as lagartas (Figura 7).
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Figura 7. Duracdo total do ciclo de individuos de T armobia alimentados com
concentragdes crescentes de berenil em folhas de eucalipto. Cada ponto representa a

duracio do ciclo de um individuo.

A viabilidade total de 7. arnobia em fungdo dos tratamentos com diferentes

concentragdes de berenil pode ser observada na Figura 8. A viabilidade decresceu a

medida que aumentou a concentrag@o de berenil administrada aos insetos.
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Figura 8. Viabilidade de individuos de T. arnobia alimentados com concentragdes
crescentes de berenil em folhas de eucalipto. Cada ponto representa a média de um

bloco.

Os parametros da tabela de vida e fertilidade (Tabela 1) indicaram que a taxa
liquida reprodutiva (Rg) foi significativamente menor para os insetos criados com o
berenil na dieta em ambas as concentragdes testadas. Os insetos tratados com 0,12% de
berenil apresentaram também reduzida taxa intrinseca de crescimento (rp,), tempo médio

da geragdo (T) e tempo para duplicacio da populagdo (TD).
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Tabela 1. Tabela de vida e fertilidade para T. arnobia alimentada com diferentes

concentragdes de berenil

Berenil n Ry I'm T TD

0% 12 226,89 a 0,09 a 5790 a 739 a
0,06% 8 154,48 bc 0,08 a 5730 a 788 a

0,12% 7 107,73 c 006 b 6693 b 991 b

n — ndmero de fémeas; Ry — taxa liquida de reproducdo (fémea/fémea/geracdo); ry, —
taxa instrinseca de crescimento (fémea/fémea/dia); T — tempo médio da geracdo (dias);
e TD — tempo de duplicagdo (dias). Valores seguidos por letras iguais na mesma coluna

nao diferem entre si pelo teste t de Student (P < 0,05).

4. Discussao

O potencial inseticida dos inibidores de proteases tem sido demonstrado em
diversos estudos quando esses sdo ingeridos em dieta natural ou artificial, sugerindo que
esses compostos podem ser efetivos no controle de insetos. Entretanto, o custo dos
compostos naturais € elevado, o que motiva a busca por compostos sintéticos,
miméticos, que sejam eficientes e menos onerosos. Além disso, estudos indicam que o
efeito de proteinas anti-nutricionais, tais como os IPs, no controle de insetos nao sao
adequadamente avaliados quando os bioensaios se baseiam na incorporacdo dos
inibidores em dietas artificiais (Pompermayer et al., 2003). Sendo assim, no presente
trabalho foi utilizado o IP sintético de tripsinas-like berenil aplicado diretamente sobre
as folhas de eucalipto, dieta natural de lagartas de 7. arnobia.

A producio de inibidores de enzimas digestivas pode prejudicar o crescimento
do inseto, bem como sua sobrevivéncia e fertilidade, através da inibi¢do da atividade

das proteases no intestino do inseto, a qual reduz a biodisponibilidade de aminoacidos
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essenciais (Broadway, 1995; Koiwa et al., 1997; Oliveira et al, 2005). No presente
estudo, observou-se que lagartas de 7. arnobia foram severamente afetadas pelo IP
berenil em folhas de eucalipto. Tanto efeitos letais quanto efeitos sub-letais foram
observados durante todo o ciclo de individuos de T. arnobia tratados com diferentes
concentragdes do IP.

Berenil reduziu a viabilidade de lagartas de T. arnobia, impossibilitando a fase
adulta para as lagartas que se alimentaram das concentra¢des de 0,50% e 0,75% de
berenil e causando mortalidade principalmente nos primeiros instares larvais do inseto.
Alta mortalidade também foi observada em lagartas de Helicoverpa armigera quando
alimentadas com inibidores de tripsina (Telang et al., 2009) e em individuos de
Leptinotarsa decemlineata quando alimentados com o inibidor de cisteino-proteases E-
64 em dieta artificial (Lalitha et al., 2005).

As concentracdes acima de 0,25% de berenil reduziram severamente ou
impediram a sobrevivéncia de lagartas de 7. arnobia. Nos demais tratamentos houve
formacdo de um expressivo nimero de adultos; entretanto, além dos efeitos letais, é
muito importante verificar os efeitos ndo-letais de determinado produto sobre a
populagdo do inseto.

As lagartas que conseguiram sobreviver a ingestdo do IP apresentaram maior
duracio do ciclo de vida total, devido ao prolongamento dos periodos larval e de pupas.
O aumento no periodo larval pode estar associado a presenca de um instar adicional,
como observado na maioria das lagartas de 7. arnobia tratadas com 0,12% de berenil,
em relacdo as lagartas do tratamento controle. Pompermayer ef al. (2001) observaram
que lagartas de Diatraea saccharalis também apresentaram um instar adicional quando
alimentadas com dieta contendo o IP da soja, o que prolongou o tempo de

desenvolvimento das mesmas em relagéo as lagartas alimentadas com dieta sem o IP.
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Em determinadas espécies, o nimero de instares pode ser constante entre os
individuos ou pode variar, especialmente se houver condi¢des desfavordveis, como no
caso da ingestéo dos IPs (Slansky & Scriber, 1985). O aumento da duragdo larval expde
o inseto por um periodo maior de tempo a intempéries, parasitéides, predadores e
patégenos (Mochizuki et al., 1999), bem como ao risco de consumir niveis deletérios de
toxinas (Raubenheimer, 1992). Todos esses fatores podem contribuir para o aumento da
mortalidade de lagartas em condicdes naturais.

Para todos os tratamentos, os individuos de T. arnobia que sobreviveram a
ingestdo de berenil durante a fase larval ndo tiveram a taxa de crescimento reduzida e
conseguiram concluir seu ciclo, chegando a fase adulta, pois ndo houve redugdo na
viabilidade de pupa. Tais insetos sobreviventes sofreram aumento no tempo de
desenvolvimento de pupas, mas ndo tiveram alteracdo na longevidade de adultos e nem
na duracao e viabilidade dos ovos.

Os parametros da tabela de vida e fertilidade s@o apropriados para medir o efeito
dos IPs sobre a dindmica populacional do inseto. No presente trabalho, verificou-se que
berenil prejudicou o desenvolvimento da populacdo de T. arnobia. As concentracdes de
0,06% e 0,12% de berenil causaram redugdo na taxa liquida reprodutiva da populacdo
de T. arnobia, valor que estima a quantidade de fémeas produzidas por cada fémea em
uma geragdo. Além disso, berenil causou reducio da taxa instrinseca de crescimento da
populacdo de T. arnobia, elevou o tempo médio de cada geracdo e o tempo para a
duplicacdo da geragdo, quando usada a concentragdo de 0,12%. O estudo da tabela de
vida e fertilidade de D. sacharalis também apresentou prejuizo para todos os parimetros
populacionais quando as lagartas foram tratadas com 0,5% de inibidor de protease de
soja (Pompermayer et al., 2001). No presente trabalho, resultados semelhantes foram

observados com menor concentracdo do IP sintético.
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Berenil causou efeitos letais e sub-letais a individuos de 7. arnobia e afetou
parametros populacionais desses insetos. A concentracdo de 0,12% do IP afetou
diversos parametros bioldgicos do inseto, sem liquidar a populacdo, mas reduzindo os
parametros populacionais estimados. Essas caracteristicas podem ser importantes a um
composto com propriedades inseticidas, pois possivelmente afeta a populagdo com
reduzida pressdo de selecdo sobre a mesma. Sendo assim, neste estudo demonstrou-se
que o inibidor sintético de tripsinas-like berenil destaca-se como uma alternativa para o
controle de lagartas de 7. arnobia, além de apresentar seu potencial como inseticida, o

que o torna alvo de estudos com outras pragas.
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CAPITULO 2

Alteracdo comportamental em Thyrinteina arnobia induzida por berenil
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Resumo

Durante sua evolugdo, pragas tém desenvolvido diversas estratégias para superar
os efeitos deletérios dos inibidores de proteases (IPs). Uma delas seria através do
aumento do consumo foliar pelos insetos, o que seria prejudicial a planta. Portanto, é
fundamental que, ao investigar o potencial inseticida de um composto sobre herbivoros,
sejam estudados também os efeitos do mesmo sobre o comportamento do inseto. Sendo
assim, este trabalho foi realizado visando estudar o comportamento de Thyrinteina
arnobia, lagarta desfolhadora de eucalipto, quando exposta com e sem chance de
escolha a folhas contendo o IP sintético berenil, do tipo bis-benzamidina, nas
concentragdes de 0,00; 0,03; 0,06; 0,09 e 0,12% (p/v). Todas as concentracdes de
berenil foram repelentes e deterrentes a 7. arnobia e a ingestdo deste IP ndo causou
alimentacdo compensatéria pelas lagartas; pelo contrdrio, o IP causou redug¢do no
consumo das lagartas nos testes com e sem chance de escolha. A identificacdo de
compostos que, além de serem toxicos, ndo causam o consumo compensatério em
insetos pode ser de grande interesse no desenvolvimento de novos pesticidas. Deste
modo, o berenil se apresenta como uma boa alternativa para estudos que visam o

desenvolvimento de novas tecnologias no combate a insetos.

Palavras-chave: Lepidoptera, Geometridae, tripsina, comportamento, consumo foliar.

38



Abstract

During evolution, insect pests have developed strategies to overcome deleterious effects
of protease inhibitors (PIs). One of these would be increasing leaf consumption, which
would be harmful to the plant. Therefore, it is essential that, when investigating the
insecticide potential of a compound on herbivores, also be studied its effects on insect
behavior. Thus, this work studied the behavior of Thyrinteina arnobia, eucalypt
defoliator caterpillars, exposed to leaves containing synthetic IP berenil at
concentrations of 0.00, 0.03, 0.06, 0.09 and 0.12% (w/v). All concentrations of berenil
were repellents and deterrents to 7. arnobia and this PI didn’t cause compensatory
feeding by caterpillars; just the opposite, PI caused reduction in consumption of larvae
in choice and no-choice tests. The identification of compounds that, besides toxic, do
not cause compensatory consumption in insects, can be interesting in the development
of new pesticides. Thus, berenil is seem as a good alternative for aiming the

development of new technologies for insect control.

Keywords: Lepidoptera, Geometridae, trypsin, behavior, leaf consumption.
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1. Introducao

As plantas podem desenvolver sofisticados mecanismos de defesa. Os tecidos
podem acumular, constitutivamente ou apds indu¢iao, muitos compostos de defesa que
conferem resisténcia contra os fitéfagos e infeccdes por viroses, bactéria, fungos,
nematoéides, etc. (Carlini & Grossi-de-Sd, 2002). As proteinas de plantas supostamente
envolvidas em mecanismos de defesa mais conhecidas sdo as lectinas, as proteinas
inativadoras de ribossomos dos tipos I e 1I, as glicohidrolases e os inibidores de enzimas
proteoliticas (inibidores de proteases e de amilases) (Carlini & Grossi-de-Sa, 2002;
Oliveira et al., 2005). Os inibidores de proteases (IPs) t€m fungdo de proteger plantas
contra danos causados por vdrios tipos de estresses bidticos (Silva et al., 2001; Silva et
al., 2002, 2004; Fortunato et al., 2004, 2007) e abidticos (Oliveira et al., 2002; Batista
et al., 2002 a,b; Ferreira et al, 2005; Lanna et al., 2005). Entretanto esses compostos
sdao especialmente conhecidos no processo de defesa das plantas contra o ataque de
insetos por sua acdo sobre as proteases digestivas dos mesmos (Gatehouse &
Gatehouse, 1998; Oliveira et al., 2005).

Durante sua evolugdo, as pragas tém estado em contato com uma variedade de
inibidores de proteases produzidos naturalmente por seus hospedeiros e,
consequentemente, t€m desenvolvido estratégias para superar esse efeito inibitorio
(Pilon et al., 2006; Bayés et al., 2006). A degradacdo de inibidores por proteases nao-
alvo e o desenvolvimento de um complexo sistema proteolitico, através do qual os
efeitos do inibidor sdo superados devido a liberacdo de proteases resistentes, sdo alguns
exemplos de adaptacdo de pragas a inibidores de proteases de seus hospedeiros (Carlini
& Grossi-de-S4, 2002).

Esses mecanismos de adaptacdo ainda ndo estdo completamente esclarecidos.

Em lagartas de Helicoverpa zea foi verificado o surgimento da atividade de uma tripsina
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induzida pela ingestdo de SKTI (inibidor de tripsina), que foi produzida provavelmente
como forma de suplantar o efeito inibidor desse composto (Volpicella et al., 2006).
Outro meio para conter o efeito dos inibidores de proteases pode ser o aumento do
consumo foliar pelos insetos (Jongsma & Bolter, 1997). Desta forma, para completar
seu desenvolvimento, os herbivoros se alimentariam de mais folhas, o que seria muito
prejudicial a planta (Steppuhn & Baldwin, 2007).

Os efeitos de IPs sobre o desenvolvimento, a sobrevivéncia e a fecundidade dos
insetos tém sido demonstrados em diversos estudos (Lawrence & Koundal, 2002).
Entretanto, um ndmero limitado de trabalhos tem reportado os efeitos dos IPs sobre o
comportamento de insetos, € um nimero ainda menor o faz utilizando dieta natural. Ja
foi demonstrado que respostas induzidas por jasmonatos em plantas, as quais incluem o
acimulo de IPs, sdo associadas a mudancas na preferéncia alimentar de insetos.
Entretanto, essa resposta ndo seria diretamente associada a presenca especifica do IP
(Thaler et al., 2001; van Dam et al., 2000).

O eucalipto possui altas concentragdes de compostos secunddrios em seus
tecidos que poderiam servir de defesa contra o ataque de herbivoros, porém insetos
pertencentes as ordens Lepidoptera, Coleoptera e Isoptera, tornaram-se sérias pragas a
cultura do eucalipto no Brasil (Braganca et al, 1998). S6 da ordem Lepidoptera ja
foram encontradas mais de 280 espécies alimentando-se das folhas de eucalipto (Santos
et al., 1986), algumas das quais se tornaram pragas desta cultura. Dentre os lepiddpteros
pragas, estdo as lagartas de Thyrinteina arnobia, que sdo severas desfolhadoras das
plantas de eucalipto (Anjos et al., 1986; Holtz et al., 2003).

Os danos causados por T. arnobia em plantagdes de eucalipto podem até mesmo
levar a uma paralisagdo do crescimento da planta, no caso de ataques sucessivos

(Pedrosa-Macedo et al., 1998), uma vez que as lagartas sdo 4vidas comedoras das
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folhas. O ataque se inicia da base para o dpice da copa das arvores e das margens para o
interior dos talhdes. Nos quatro primeiros estigios, uma lagarta consome em média
12,09 cm’ de drea foliar, enquanto que nos dois ultimos, este consumo se eleva para
108,49 cm® (Zanuncio er al., 1993). Portanto, é fundamental que, ao investigar o
potencial inseticida de um composto sobre herbivoros, como essas lagartas
desfolhadoras, sejam pesquisados seus efeitos sobre o comportamento do inseto, pois
uma compensag¢ao alimentar poderia causar grandes perdas as plantas.

Sendo assim, este trabalho foi realizado visando estudar o comportamento de
individuos de T. arnobia quando expostos, com e sem chance de escolha, a diferentes
concentragdes do IP sintético de tripsinas-/ike do tipo bis-benzamidina, berenil, em

folhas de eucalipto.

2. Material e métodos
2.1. Insetos e materiais

A partir de posturas de quatro fémeas de 7. arnobia da criacio mantida na
Universidade Estadual Paulista (UNESP, campus de Botucatu, Sao Paulo), foi
estabelecida uma criag¢do no Instituto Agrondomico (IAC), onde as lagartas foram criadas
sobre mudas de eucalipto, acondicionadas em gaiolas (1,0x1,0x1,0m) de estrutura e
fundo em madeira e laterais e topo forrados com tecido organza. Na gaiola havia
abertura frontal com fecho de velcro para possibilitar as trocas das mudas quando
necessarias e para regar as plantas.

Para a realizacdo do experimento foi selecionada a espécie Eucalyptus grandis
devido ao seu interesse economico, principalmente para a producgéo de papel e celulose,
carvao vegetal e 6leos essenciais. Além disso, as lagartas de T. arnobia tém preferéncia

por E. grandis em comparagdo a outras espécies (Oliveira et al., 1984; Lemos, 1996).
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As mudas de eucalipto foram adquiridas em um viveiro da regido, livres de qualquer
aplicacdo foliar, transplantadas para vasos (volume = 1,7 m’) e, quando utilizadas,
apresentavam aproximadamente 50cm de altura. Para os testes de preferéncia com
chance de escolha, as mudas ndo foram transplantadas, sendo utilizadas ainda em
tubetes, com aproximadamente 40cm de altura.

O IP berenil (aceturato de diminazeno) foi comprado da Sigma-Aldrich Quimica
Brasil (Sdo Paulo, Brasil). O espalhante adesivo Gotafix (C;sHg4IN;;) foi obtido do
fabricante Milenia Agro Ciéncias S.A. e sua adi¢do teve por finalidade obter maior
aderéncia do IP a folha.

2.2. Teste de preferéncia de lagartas de 7. arnobia com chance de escolha

Foram utilizadas lagartas de 4°. e 5°. instares da criag¢do estoque de 7. arnobia,
uma vez que nestes instares a lagarta apresenta maior consumo (Zanuncio et al., 1993).
As lagartas foram privadas de alimentacdo por 12 horas antes do inicio do experimento,
que foi realizado em condi¢des controladas de temperatura (25 + 1°C), umidade relativa
(75 £ 10%) e fotoperiodo (LD 12:12).

As lagartas foram liberadas no centro de uma arena contendo cinco mudas de
eucalipto equidistantes entre si, sendo cada uma delas de um tratamento diferente. A
arena constituiu de uma cuba redonda de vidro (didmetro = 26cm e altura = 9,5cm)
coberta com um pedaco de isopor com furos eqiiidistantes, onde foram encaixados os
tubetes com as mudas de eucalipto. Apds encaixadas as mudas de eucalipto, outra base
de isopor coberta por papel filtro foi usada préxima as folhas, para facilitar a escolha
das lagartas e evitar que folhas de mudas de tratamentos diferentes tivessem contato
(Figura 1). As mudas foram pulverizadas, utilizando-se um pulverizador plastico de
pressdo manual, até o ponto de escorrimento (aproximadamente 30 mL de solucdo por

muda), cada uma com a solucdo de seu respectivo tratamento, deixadas secar a sombra
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por aproximadamente 30 minutos e depois encaixadas na arena. Antes do teste de
preferéncia, onde as lagartas ficaram por 24 horas nas plantas, as folhas sem injuria de
cada planta foram contadas para se comparar com a quantidade apds as 24 horas.

Os tratamentos aplicados foram: solucdo controle de Gotafix a 0,06% (v/v) e
solucdo de Gotafix a 0,06% (v/v) acrescentada de berenil nas concentracdes de 0,03%,
0,06%, 0,09% e 0,12% (p/v), todas em agua destilada. As concentracdes de berenil
foram selecionadas a partir dos testes bioldgicos descritos no primeiro capitulo deste
trabalho. Aquelas concentracdes que ndo permitiram a formacio de adultos foram
descartadas dos testes comportamentais e concentragdes intermedidrias as demais foram
acrescentadas. Cada lagarta liberada no centro da arena correspondeu a uma repeticao,
em um total de 36 repeticdes, liberadas em trés grupos para facilitar a conducgdo do
experimento.

As lagartas foram liberadas no centro da arena e observacdes foram realizadas 5,
15, 30 e 60 minutos depois. A cada observacdo, a lagarta que estava sobre alguma
planta tinha sua escolha registrada e era retirada da arena. Apds registradas as escolhas
de todas as lagartas e tendo sido todas retiradas das mudas, as mesmas foram devolvidas
ao centro da arena para observar a escolha apds a primeira prova, deixando-as na arena
por 24 horas. Depois de 24 horas, as lagartas de cada tratamento foram contadas, bem

como as folhas sem injuria.
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Figura 1. Arena utilizada para o teste de livre escolha com lagartas: (A) Vista lateral e

(B) Vista superior.

2.3. Area foliar consumida por lagartas de T. arnobia sem chance de escolha

Foram utilizadas lagartas de 5°. instar da criacdo estoque de T. arnobia, periodo
em que se alimentam mais vorazmente. As lagartas foram privadas de alimentagdo por
cinco horas antes do inicio do experimento, que foi realizado em condi¢des controladas
de temperatura (25 £ 1°C), umidade relativa (75 £ 10%) e fotoperiodo (LD 13:11). Cada
lagarta foi considerada como uma repeti¢do, sendo realizadas dez repeticdes para cada
tratamento.

Para cada lagarta foi oferecida uma folha de eucalipto. Antes, as folhas foram
devidamente identificadas, passaram pelo medidor de drea foliar LI-COR (LI-3100A) e
receberam o respectivo tratamento. Para tal, A folha de eucalipto foi imersa por trés

vezes em um frasco de Becker contendo a solugc@o correspondente ao tratamento e
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colocada sobre papel toalha, a sombra, por aproximadamente cinco segundos, de forma
que apenas a borda da folha tivesse contato com o papel, para retirar o excesso da
solugdo. Os tratamentos foram cinco no total: solugdo controle de Gotafix a 0,06% (v/v)
e solucdo de Gotafix a 0,06% (v/v) acrescentada de berenil nas concentragdes de 0,03%,
0,06%, 0,09% e 0,12% (p/v), todos em &dgua destilada. As concentracdes de berenil
foram as mesmas utilizadas no teste anteriormente descrito, com livre escolha.
As lagartas foram pesadas antes dos testes para verificar a covaridvel peso sobre
o consumo foliar. Apds a pesagem, cada lagarta foi individualmente acondicionada em
uma placa de Petri (didmetro = 14 cm), onde recebeu uma folha de eucalipto, conforme
o seu tratamento. Cada folha de eucalipto teve seu peciolo envolto em algoddo
embebido em 4gua e coberto por papel aluminio para manter a umidade. Vinte e quatro
horas depois, as folhas foram retiradas e passaram novamente pelo medidor de area
foliar. A partir das diferencas entre as medi¢des das folhas anteriores e posteriores ao
experimento, obteve-se o consumo foliar em cm’ de cada lagarta.
2.4. Teste de preferéncia de pouso e oviposi¢do de fémeas de 7. arnobia com chance
de escolha
Para o teste, adultos de 7. arnobia obtidos da criacido controle, recém-emergidos,
foram primeiramente identificados quanto ao sexo. As fémeas com asas de coloragdo
branca apresentando pontuacdes negras esparsas € com antenas filiformes, e os machos
com menor tamanho em relagdo as fémeas, asas de coloragdo castanha varidvel e
antenas bipectinadas (Zanuncio et al., 1993). Cada fémea recém-emergida foi colocada
com um macho em uma pequena gaiola cilindrica de cartolina (didmetro = 8,5 cm,
altura = 19 cm), cujas extremidades foram fechadas por placas de Petri plasticas
(didmetro = 9 cm) e as laterais forradas com papel filtro. O casal foi deixado nessa

pequena gaiola por 24 horas para que houvesse a copula (Batista-Pereira et al., 2004).
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Ap6s a copula, as fémeas foram liberadas em uma arena montada em outra gaiola (1,0 x
1,0 x 1,0m) de estrutura e fundo em madeira, laterais e topo forrados com tecido
organza e abertura frontal com fecho de velcro.

Foram aplicados 0s mesmos cinco tratamentos utilizados nos demais testes
comportamentais: solu¢do controle de Gotafix a 0,06% (v/v) e solucdo de Gotafix a
0,06% (v/v) acrescentada de berenil nas concentragdes de 0,03%, 0,06%, 0,09% e
0,12% (p/v), todas em 4gua destilada. Mudas de eucalipto de aproximadamente 80 cm
de altura foram pulverizadas até o ponto de escorrimento (aproximadamente 100 mL
por muda) de maneira uniforme, utilizando-se um borrifador plastico de pressdo
manual. Cada muda recebeu a solugdo de seu respectivo tratamento até o ponto de
escorrimento (aproximadamente 100 mL), foi deixada secar por aproximadamente uma
hora & sombra e todas foram colocadas dentro da gaiola de forma eqiiidistante,
compondo uma arena.

As fémeas foram liberadas no centro da arena formada pelas mudas tratadas com
as diferentes concentracdes de berenil (uma muda para cada tratamento). As escolhas
das fémeas foram observadas diariamente em relagdo ao pouso e a oviposi¢do. Foram
liberadas cinco fémeas, sendo cada uma correspondente a uma repeticao.

2.5. Andlise estatistica

Os modelos de regressio foram testados desde os mais simples (linear e
quadrdtico) para os modelos alternativos de maior complexidade (modelos ndo-lineares
de pico). Cada escolha do modelo foi efetuada com base no coeficiente de determinagéo
ajustado (R* ajust.), no coeficiente de determinagdo ajustado relativo (R? ajust. rel.),
simplicidade e alto valor de F (e quadrado de média). O R’ ajustado relativo foi
calculado dividindo-se o R* ajustado do modelo selecionado pelo R* ajustado maximo

possivel dentre as alternativas de modelos, para obter uma indicacdo da qualidade do
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ajuste do modelo selecionado em relacdo as demais opcdes. As figuras dos graficos

foram feitas com o auxilio do programa SigmaPlot (2006).

3. Resultados

No teste de livre escolha, as lagartas de 7. arnobia fizeram suas opg¢des na
primeira hora do experimento e preferiram as plantas sem o IP. A preferéncia das
lagartas decresceu conforme aumentou-se a concentracdo de berenil nas solugdes

pulverizadas sobre as plantas de eucalipto (Figura 2).

6
y = 3,86/ (1 +47,38x)

5 . R? ajust. = 0,33; R” ajust. rel. = 0,58
Fi,15=9,72; p =0,008
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Figura 2. Primeira opcdo de lagartas de T. arnobia submetidas ao teste com livre

escolha. Cada ponto representa o nimero de escolhas em um grupo de 12 lagartas.
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Quando deixadas 24 horas na arena, as lagartas apresentaram novamente
preferéncia pela planta sem a adi¢@o do berenil (Figura 3). Quanto maior a concentragio

de berenil na planta, menor foi a preferéncia das lagartas.

y =4,6/ (1 + 85,06x) *°
5 N R? ajust. = 0,67; R? ajust. rel. = 0,84
F(1,14) = 33,71 s Pp= 0,0006

Nuimero de lagartas
W
1

0 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Berenil (%)

Figura 3. Opcao de lagartas de T. arnobia submetidas ao teste com livre escolha, 24
horas apds o primeiro contato. Cada ponto representa o nimero de escolhas em um

grupo de 12 lagartas.

Vinte e quatro horas apds o primeiro contato com plantas dos diferentes
tratamentos, as lagartas de 7. arnobia consumiram mais folhas da planta sem a

aplicag@o do IP berenil (42 folhas no total) em relacdo ao consumo de folhas dos demais
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tratamentos (Figura 4). O consumo de folhas decresceu conforme aumentou a

concentragdo de berenil.
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Figura 4. Folhas consumidas por lagartas de 7. arnobia submetidas ao teste com livre
escolha de plantas com diferentes concentra¢des de berenil e controle (sem o IP), 24
horas apds o primeiro contato. Cada ponto representa o nimero de folhas consumidas

por 12 lagartas.

No teste sem chance de escolha, as lagartas de 7. arnobia apresentaram menor
consumo das folhas dos tratamentos com as maiores concentracdes de berenil (Figura

5).
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Figura 5. Influéncia de diferentes concentra¢des de berenil sobre a adrea foliar de
eucalipto consumida por lagartas de 7. arnobia, quando submetidas ao teste sem livre

escolha. Cada ponto representa o consumo de uma lagarta.

Em relagdo a pouso e oviposi¢do, ndo houve preferéncia por nenhum dos
tratamentos. As mariposas pousaram e ovipositaram apenas na estrutura da gaiola ou

nas laterais de tecido.

4. Discussao
As lagartas desfolhadoras T. arnobia sdo pragas severas de plantas de eucalipto.

O inibidor sintético de tripsinas berenil possui bom potencial inseticida sobre essas
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lagartas; entretanto, muitos estudos tém demonstrado que os IPs podem desencadear um
aumento no consumo dos insetos em resposta a esses compostos, 0 que poderia ser
muito prejudicial a planta de eucalipto, caso acontecesse as lagartas de 7. arnobia. Além
disso, é importante que se estude qual a forma de protecdo que berenil poderia conferir a
planta em relacdo ao comportamento do inseto.

A ndo-preferéncia € um tipo de resisténcia e ocorre quando uma planta é menos
utilizada pelo inseto para alimentagd@o, oviposi¢do ou abrigo em relagdo a outra (Smith
& Mittler, 1965; Gallo et al., 2002). Em relacdo a localizacdo da planta, um ou mais
compostos podem agir como repelentes, orientando o inseto em dire¢do contraria a
mesma; em relacdo a manutencdo da alimentagdo ou oviposi¢do, a acdo pode ser
deterrente, impedindo que o inseto continue a se alimentar ou ovipositar (Smith &
Mittler, 1965; Smith, 1989; Gallo et al., 2002; Schoonhoven & van Loon, 2002).
Nossos estudos revelaram que berenil, quando pulverizado sobre as plantas, pode causar
alteracdes comportamentais em 7. arnobia semelhantes aos observados em insetos em
relacdo a tais de plantas resistentes.

Outchkourov et al. (2004) observaram que, quando oferecida a chance,
individuos de Frankliniella occidentalis escolhiam plantas com baixos niveis de
determinados inibidores de cisteino-proteases, concluindo que os IPs testados sdo
altamente repelentes a esses insetos quando expressos em plantas transgénicas de batata.
De semelhante forma, o IP berenil mostrou agdo repelente a 7. arnobia. Quando
oferecida a chance de escolha, as lagartas preferiram as plantas contendo menores
concentragdes de berenil ou sem o IP. Berenil também se mostrou deterrente a lagartas

de T. arnobia. Em teste com chance de escolha, as lagartas consumiram mais folhas da

planta de eucalipto sem o IP, evitando as plantas que possuiam berenil.
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Adultos de T. arnobia ndo exibiram preferéncia por nenhuma das plantas, a
despeito do habito alimentar das lagartas e da acdo repelente e deterrente do berenil
sobre as mesmas. De forma semelhante, adultos de Helicoverpa armigera nao
conseguiram diferenciar entre plantas toxicas e ndo téxicas a prole ao ovipositarem
(Cotter & Edwards, 2006). Entretanto, a falta de correlagdo entre preferéncia de
oviposicdo e desenvolvimento da prole ndo é comum em outras espécies de Lepidoptera
(Cotter & Edwards, 2006). Em campo, as posturas de 7. arnobia podem ser encontradas
em folhas e galhos de eucalipto (Zanuncio et al., 2003), quando em criagdo massal,
entretanto, as mariposas ovipositam em folhas de papel filtro e na estrutura das gaiolas.
Portanto, o fato de essas mariposas serem originadas de criagdo massal pode ter
influenciado a escolha desses insetos quanto a oviposigao.

Quando sem chance de escolha, os insetos podem apresentar diferentes
comportamentos, segundo a literatura. Lalitha et al. (2005) observaram que inibidores
de cisteino-proteases de soja em plantas de batata reduziram o consumo foliar por
Leptinotarsa decemlineata (besouro-da-batata). Por outro lado, muitos estudos tém
documentado o aumento do consumo por herbivoros em resposta a IPs presentes em
diferentes plantas (Winterer & Bergelson 2001; Abdeen et al., 2005). Por exemplo,
lagartas de Anticarsia gemmatalis apresentaram um pico no consumo quando
alimentadas com o IP sintético benzamidina em dieta artificial (Pilon et al., 2006).

Como sdo antidigestivos e reduzem a atividade de proteases do intestino, os IPs
podem também provocar a alimentacdo compensatdria (Steppuhn & Baldwin, 2007). O
mecanismo que regula o consumo compensatério de insetos ainda € desconhecido, mas
pode estar relacionado a mudancas na expressdo de proteases (Abdeen et al., 2005) e a
composicdo da dieta (Steppuhn & Baldwin, 2007). Lagartas de 7. anobia nio

apresentaram alimentacdo compensatéria quando ingeriram folhas de eucalipto
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contendo berenil, mas tiveram o consumo reduzido conforme se elevou a concentracéo
do IP na planta, confirmando o efeito deterrente de berenil sobre as lagartas.

Steppuhn & Baldwin (2007) demonstraram que nicotina impede que lagartas de
Spodoptera exigua aumentem seu comsumo foliar como compensagdo a ingestdo de
IPs. O eucalipto possui altas concentragcdes de compostos secunddrios em seus tecidos
Braganca et al, 1998). Assim, é possivel que um ou mais desses compostos haja de
forma a impedir a alimentacdo compensatéria de T. arnobia.

Nossos dados mostraram que lagartas de 7. arnobia escolnem se alimentar de
plantas de eucalipto sem o berenil, mas ndo apresentam consumo compensatorio quando
se alimentam de folhas com o IP. A identificacdo de compostos que, além de serem
toxicos e antimetabdlicos, ndo causam o consumo compensatdrio em insetos pode ser de
grande interesse no desenvolvimento de novos pesticidas. Desse modo, o berenil se
apresenta como uma boa alternativa para estudos que visam o desenvolvimento de

novas tecnologias no combate a insetos.
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CAPITULO 3

Parametros bioquimicos da resposta de lagartas de Thyrinteina arnobia expostas a

berenil
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Resumo

A ingestdo de inibidores de proteases (IPs) leva os insetos a utilizarem a sua
reserva de aminodcidos para a sintese de mais proteases. Entretanto, estudos tém
revelado que o efeito dos IPs sobre as enzimas digestivas pode levar a uma resposta
adaptativa do inseto. Este trabalho teve por objetivo estudar a resposta bioquimica das
proteases presentes no intestino de lagartas de Thyrinteina arnobia, desfolhadora de
eucalipto, a concentragdes crescentes do um IP do tipo bis-benzamidina, berenil. Para
tal, foram oferecidas as lagartas folhas de eucalipto contendo 0,00; 0,03; 0,06; 0,09 e
0,12% (p/v) do IP sintético berenil. As lagartas conseguiram suplantar os efeitos de
berenil nas menores concentragdes testadas através da elevacdo da atividade de
tripsinas-like, sem sofrer danos ao desenvolvimento biolégico. Com o aumento da
concentracdo, houve perda crescente de viabilidade da populagdo. A concentracdo mais
alta testada provocou hiperproducio de tripsinas-like e prejuizo no desenvolvimento do
inseto. Berenil também impediu o aumento da atividade de cisteino-proteases como
resposta a inibigdo triptica. Estudos adicionais devem ser realizados para, futuramente,
permitir a sintese de peptideos miméticos para serem aplicados no campo, como

estratégia para aumentar a resisténcia das plantas a insetos-praga.

Palavras-chave: berenil, Lepidoptera, Geometridae, tripsina, inibidor sintético.
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Abstract

Ingestion of proteinase inhibitors (PIs) leads to the use of amino acids reserves by
insects for additional protease synthesis. However, studies have shown that the effect of
PIs on digestive enzymes can lead to an adaptive response by the insect. This work
aimed to study the biochemical response of proteases from the midgut of eucalypt
defoliator caterpillar Thyrinteina arnobia, to different concentrations of a bis-
benzamidine PI, berenil. Larvae were fed on leaves of eucalyptus containing 0.00, 0.03,
0.06, 0.09 and 0.12% (w/v) of berenil. T. arnobia larvae were able to overcome the
effects of the lowest concentrations of berenil by increasing their trypsin-like activity,
without impairing their development. With increasing concentration, there was
increasing loss of population viability. The higher concentration resulted in
overproduction of trypsin-like proteases and impaired the insect development. Berenil
also prevented the increasing activity of cysteine-proteinases in response to trypsin
inhibition. Further studies should be performed allow the synthesis of mimetic peptides

for field use, as a strategy to increase plant resistance to insect pests.

Keywords: berenil, Lepidoptera, Geometridae, trypsin, synthetic inhibitor.
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1. Introducao

As plantas podem produzir inibidores de proteases (IPs) como compostos de
defesa contra danos causados por vdrios tipos de estresses bidticos e abidticos (Silva et
al., 2002; Ferreira et al,, 2005; Fortunato et al., 2004, 2007). Em geral, os IPs sdo
proteinas pequenas, estdveis e abundantes que podem ser encontradas em tecidos de
reserva das plantas, tais como sementes, tubérculos, folhas e frutos (Bayés et al., 2006;
Fortunato et al., 2004, 2007; Marinho et al., 2008).

A ingestdo de inibidores de proteases leva os insetos a utilizarem sua reserva de
aminoacidos para a sintese de mais proteases, visto que estas enzimas se tornam
indisponiveis a catalise por estarem na forma do complexo Enzima-Inibidor (Broadway,
1995; Oliveira et al., 2005). Consequentemente, em vez de o inseto utilizar os
aminodacidos biodisponiveis para a sintese de proteinas necessdrias ao seu crescimento,
desenvolvimento, manutencdio e reproducdo, ele poderd utilizar sua reserva
aminoacidica para a biossintese de novas proteases, para realizar a hidrélise de sua dieta
protéica. Este mecanismo de defesa pode comprometer a fisiologia do inseto, levando-o
a morte (Broadway, 1995; Oliveira et al., 2005). Entretanto, estudos t€m revelado que o
efeito dos inibidores sobre as enzimas digestivas pode levar a uma resposta adaptativa
do inseto (Bayés et al., 2006; Pilon et al., 2006).

Proteases digestivas de diferentes espécies podem se comportar de forma
particular em relagdo aos inibidores de proteases. Por isso hd a necessidade de conhecer
as proteases existentes no intestino do inseto-alvo e a forma como estas interagem com
o IP (Ortego et al., 1998; Oliveira et al., 2005). Atividade de serino-proteases tem sido
encontrada em uma grande variedade de pragas da ordem Lepidoptera (Oliveira et al.,

2005; Pilon et al., 2006), incluindo Thyrinteina leucoceraea (Marinho et al., 2008),
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lagarta do mesmo género que 7. arnobia, um dos principais desfolhadores de eucalipto
do Brasil (Holtz et al., 2003).

Lagartas de 7. arnobia, também conhecidas como lagartas-pardas, sio bem
adaptadas a plantas de eucalipto no Brasil (Holtz et al., 2003). Os danos causados por
essas pragas desfolhadoras em plantacdes de eucalipto podem causar prejuizo na
fotossintese e levar a paralisacdo do crescimento da planta, no caso de ataques
sucessivos (Pedrosa-Macedo et al., 1998).

Para que se tenha entendimento da acio do IP sobre um inseto é necessario
verificar a atividade das enzimas na presencga destas moléculas, bem como a agédo do IP
sobre a biologia do inseto, para elucidar possiveis estratégias de adaptagdo do mesmo.
Berenil é um exemplo de inibidor sintético de serino-proteases (Oliveira et al., 1993) e
seu potencial inseticida foi investigado neste trabalho, bem como a sua interacdo com
enzimas proteoliticas da lagarta-parda do eucalipto 7. arnobia. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a viabilidade de lagartas de T. arnobia submetidas a concentragdes crescentes
de berenil sobre folhas de eucalipto, bem como a resposta enzimatica destas lagartas ao

IP em concentracdes crescentes. Desta forma, buscou-se um maior entendimento dos

mecanismos de adaptacio utilizados pelas lagartas em resposta a ingestio de berenil.

2. Material e métodos
2.1. Insetos e materiais
Posturas de T. arnobia foram obtidas a partir da criagdo mantida na
Universidade Estadual Paulista (UNESP, campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil). A
partir dessas posturas foi estabelecida uma criagdo no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), onde as lagartas foram criadas sobre mudas de eucalipto

acondicionadas em gaiolas (1,0 x 1,0 x 1,0m) de estrutura e fundo em madeira e laterais
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e topo forrados com tecido organza. Na gaiola havia uma abertura frontal com fecho de
velcro para possibilitar as trocas das mudas quando necessdrias e para regar as plantas.

Para a realizacido do experimento foi selecionada a espécie Eucalyptus grandis,
devido ao seu interesse econdmico, principalmente para a producio de papel, celulose,
carvao vegetal e 6leos essenciais. Além disso, as lagartas de T. arnobia t€m preferéncia
por E. grandis em comparagdo a outras espécies (Oliveira et al., 1984; Lemos, 1996).
As mudas de eucalipto foram adquiridas em um viveiro da regido, livres de qualquer
aplicacdo foliar, transplantadas para vasos (volume = 1,7 m’) e, quando utilizadas,
apresentavam aproximadamente 80 cm de altura. O IP berenil (aceturato de diminazeno)
foi obtido da Sigma-Aldrich Quimica Brasil (Sao Paulo, Brasil). O espalhante adesivo
Gotafix (CssHgsN;;) foi obtido do fabricante Milenia Agro Ciéncias S.A. e a sua adicdo
teve por finalidade apenas obter maior aderéncia do IP a folha.

2.2. Viabilidade larval de 7. arnobia alimentada com concentragdes crescentes de
berenil em folhas de eucalipto

As concentragdes do inibidor de proteases berenil utilizadas nos testes foram
selecionadas a partir de testes preliminares realizados com este IP em lagartas de T.
leucoceraea e considerando experimentos realizados utilizando o IP benzamidina em
Anticarsia gemmatalis (Pilon et al., 2006) e T. leucoceraea (Marinho et al., 2008).

Para o experimento, foram montados trés blocos, sendo cada bloco composto
por seis tratamentos, caracterizados por diferentes concentra¢des de berenil. Para cada
tratamento foram utilizadas 13 repeti¢des, sendo cada uma composta por uma lagarta de
T. arnobia.

Cada bloco foi formado por uma postura de 7. arnobia, havendo uniformidade
dentro dos blocos entre os tratamentos quanto a origem e idade dos individuos

estudados. Foram testados seis tratamentos: lagartas alimentadas de folhas imersas em
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uma solucéo controle de Gotafix a 0,06% (v/v) e de folhas com a solugdo de Gotafix a
0,06% (v/v) acrescentada de berenil nas concentracdes de 0,06; 0,12; 0,25; 0,5 ou
0,75% (p/v), conforme o tratamento.

Lagartas recém-eclodidas de T. arnobia foram individualizadas em placas de
Petri plasticas (didmetro = 9 cm). Cada tratamento foi composto por 39 individuos,
sendo 13 em cada bloco. Quando coletada, cada folha de eucalipto teve o peciolo
envolto por algodio embebido em dgua e posteriormente coberto por papel aluminio,
para manter a umidade. Cada folha de eucalipto foi, entdo, brevemente imersa por trés
vezes em um frasco de Becker contendo a solu¢do correspondente ao tratamento e
colocada sobre papel toalha, a sombra, por aproximadamente cinco segundos, de forma
que apenas a borda da folha tivesse contato com o papel, para retirar o excesso da
solugc@o. Em seguida, a folha foi colocada dentro da placa de Petri, sob a lagarta.

As placas foram vistoriadas diariamente e as trocas de folhas realizadas
conforme a necessidade, havendo sempre folha em bom estado e quantidade suficiente
na placa. Quando as lagartas atingiram o quinto instar, devido ao tamanho, foram
transferidas para copos plésticos (500 mL) tampados com organza e eldstico. Foram
acompanhadas as condi¢des de temperatura, umidade e fotoperiodo (aproximada),
sendo elas, respectivamente: 26 + 3°C, 60 £ 15% e LD 12:12. Houve observagdo didria
do experimento para avaliagdo da mortalidade das lagartas.

2.3. Andlise da atividade enzimética no intestino de lagartas de 7. arnobia
alimentadas com concentragdes crescentes de berenil em folhas de eucalipto

Para o teste foram utilizadas mudas de eucalipto pulverizadas com diferentes
concentragdes do inibidor de proteases berenil. Foram testados seis tratamentos: solugdo
controle de Gotafix a 0,06% (v/v) e solucdo de Gotafix a 0,06% (v/v) acrescentada de

berenil nas concentragdes de 0,03%, 0,06%, 0,09% e 0,12% (p/v), todas preparadas com
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dgua destilada. As concentracdes de berenil foram selecionadas a partir do resultado
obtido do teste bioldgico anteriormente descrito. Aquelas concentragcdes que causaram
viabilidade de lagartas de T. arnobia préxima a zero foram descartadas dos testes
bioquimicos e concentragdes intermedidrias as demais foram acrescentadas.

Para cada tratamento foram realizadas trés repeti¢des, sendo cada repeticao
composta por trés lagartas de 7. arnobia em 5° instar. Este € o instar no qual a lagarta se
alimenta mais vorazmente e tem um maior tamanho, facilitando o processo de extracdo
do intestino. O experimento foi conduzido em gaiolas como as anteriormente descritas
para o acondicionamento da criacdo, sendo que cada gaiola abrigou apenas as mudas
referentes a um tratamento por vez.

A solugdo de cada tratamento foi aplicada sobre a muda utilizando-se de um
pulverizador plastico de pressd@o manual. A aplicagdo foi uniforme e até o ponto de
escorrimento (aproximadamente 100 mL de solugdo por muda). Posteriormente as
mudas foram deixadas secando a sombra por uma hora e levadas a seguir para as
gaiolas. Em cada muda foram colocadas trés lagartas de 7. arnobia, alimentadas até
entdo com folhas de eucalipto livres da aplicag@o de inibidores. Foram acompanhadas as
condicdes de temperatura, umidade e fotoperiodo (aproximado), sendo elas,
respectivamente: 26 + 3°C, 60 + 15% e LD 12:12. Apds o periodo de 48 horas, as
lagartas foram retiradas e tiveram seus intestinos extraidos para obten¢do do extrato
enzimético.

2.3.1. Obtengdo dos extratos enzimdticos dos intestinos médios de lagartas de

T. arnobia
Os intestinos médios foram extraidos apds dissecacdo das larvas em presenca de

HCI 10 M a 4°C. O extrato enzimdtico foi obtido através do rompimento celular

resultante de nove ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em
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banho-maria a 37°C, conforme a metodologia de Oliveira et al. (2005). Apéds os ciclos,
fracdes do extrato (na concentracio de 150mg de intestino por 1,0 mL de HCI 10° M)
foram centrifugadas em tubos pléasticos de 2,0 mL com tampas a 100.000 g por 30 min a
4°C.

O sobrenadante contendo o material soltvel foi retirado e mantido a -20°C para
andlises posteriores.

2.3.2. Determinacdo da concentracido de proteina nos extratos enzimdticos de

lagartas de T. arnobia

A concentracgdo de proteina foi obtida pelo método descrito por Bradford (1976),
utilizando como padrdo uma solucdo 0,2 mg/mL de soroalbumina bovina (BSA). A
leitura foi realizada em triplicata.

2.3.3. Determinacdo da atividade protedsica nos extratos enzimaticos de

lagartas de T. arnobia

A atividade proteolitica foi determinada utilizando-se o substrato azocaseina 2%
(p/v) em tampao Tris-HCI 0,1M, pH 8,0 a 37°C. A mistura de reacdo consistiu de 25uL.
de substrato e 30uL de extrato enzimdtico e sofreu incubagdo de 30 minutos a 37°C,
sendo em seguida paralisada com 120uL de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (v/v) e
deixada em repouso por 15 minutos em gelo. Antes de ser monitorada
espectrofotometricamente a 440 nm, a mistura foi centrifugada a 8000 g por cinco
minutos € 120 puL do sobrenadante foram adicionados a 140uL de NaOH 1,0M
(Tomarelli et al., 1949). Para o branco a incubagdo inicial consistiu de 25uL de
substrato e 30uL de tampao; para o controle da enzima a incubag@o inicial consistiu de
25uL do tampao e 30uL da enzima; os demais procedimentos seguiram de igual forma a

reacdo teste. A leitura foi realizada em triplicata.
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2.3.4. Determinacdo da atividade amidédsica de proteases tripsina-like nos

extratos enzimadticos de lagartas de 7. arnobia

A atividade amiddsica foi determinada pelo método descrito por Erlanger et al.
(1961), utilizando-se o substrato cromogénico N-benzoil-L-arginil-p-nitroanilida (L-
BApNA, substrato para enzimas tripsina-like) 1,2mM a 25°C em tampao Tris-HCI 0,1
M, pH 8,2 contendo 20 mM de CaCl,. A mistura de reacdo consistiu de 0,5mL do
substrato, 0,49mL do tampdo e 10uL do extrato enzimdtico. O branco era composto de
0,5mL do substrato e 0,49mL do tampao.

As velocidades enzimaticas foram determinadas pela formagdo do produto p-
nitroanilida, através da medida da absorbancia a 410 nm em funcido do tempo (2,5
minutos), utilizando-se para os célculos o coeficiente de extingdo molar de 8800 M .cm™
! para o produto. O experimento foi realizado em uma série de trés repeticdes.

2.3.5. Determinacdo da atividade esterdsica de proteases tripsina-like nos

extratos enzimaticos de T. arnobia

A atividade esterdsica foi realizada pelo método descrito por Hummel (1959),
utilizando-se o substrato Na-p-tosil-L-arginina metil éster (L-TAME) 0,1 mM a 25°C
em tampao Tris-HCl 0,1 M, pH 8,2 contendo 20 mM CaCl,. A mistura de reacdo
consistiu de 0,5mL do substrato, 0,49mL do tampdo e 10uL do extrato enzimatico. O
branco era composto de 0,5mL do substrato e 0,49mL do tampao.

As velocidades foram determinadas medindo-se a absorbancia a 247 nm em
funcdo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os cdlculos o coeficiente de extin¢do

molar de 540 M .cm™ para o produto. O experimento foi realizado em triplicata.
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2.3.6. Determinacao da atividade de cisteino-proteases nos extratos enzimaticos

de lagartas de T.arnobia

A determinacdo da atividade de cisteino proteases foi realizada adaptando-se o
método de Erlanger et al. (1961). Foram misturados 0,59 mL de tampao Tris-HC1 0,1 M
contendo ditiotreitol (DTT) a 5SmM (agente redutor de ligacdes de enxofre), pH 8,0, 10
puL do extrato enzimético do intestino médio da lagarta e 0,1 mL de benzamidina 10
mM (inibidor de serino proteases). Essa mistura foi incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, foi adicionado 0,5 mL do substrato L-BApNA 1,2mM
(Marinho et al., 2008).

As velocidades foram determinadas através da medida da absorbancia a 410nm
em funcdo do tempo (2,5 minutos), utilizando-se para os cdlculos o coeficiente de
extingdo molar de 8800 M'.cm™ para o produto. O experimento foi realizado em uma
série de trés repeticdes.

2.4. Andlise estatistica

Os parametros avaliados quando sujeitos a dieta com concentragdes crescentes
de berenil foram submetidos a andlise de regressdo testando modelos desde os mais
simples (linear e quadritico), até os modelos alternativos de maior complexidade
(modelos nao-lineares de pico) (SPSS 2000). Cada escolha do modelo foi efetuada com
base no coeficiente de determinagdo ajustado (R* ajust.), no coeficiente de determinagdo
ajustado relativo (R2 ajust. rel.), simplicidade e alto valor de F (e quadrado de média). O
R’ ajustado relativo foi calculado dividindo-se o R’ ajustado do modelo selecionado

pelo R’ ajustado maximo possivel dentre as alternativas de modelos, para obter uma

indicacdo da qualidade do ajuste do modelo selecionado em relag@o as demais opgdes.
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3. Resultados

A porcentagem de lagartas que alcancaram a fase de pupa decresceu a medida
que aumentou a concentracdo do IP oferecido a 7. arnobia (Figura 1). Em lagartas que
se alimentaram de folhas de eucalipto sem berenil, houve viabilidade de 74,6% da
populacdo estudada. Dentre as lagartas que ingeriram as concentragdes de 0,06% e
0,12% as porcentagens das que alcancaram a fase de pupa foram, respectivamente,
62,6% e 26,6%. Para os demais tratamentos, com as maiores concentracdes de berenil, a

viabilidade foi préxima a zero.

100
y=74,59/1+(x/0,10%
o e R ajust. = 0.90; R*ajust. rel. = 1,0
80 7 . Fo.i7) = 85,10; p < 0,0001

[oN)
o
1

Lagartas que empuparam (%)
) N
S S

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
Berenil (%)

Figura 1. Viabilidade da fase larval de T. arnobia alimentada com concentrag¢des
crescentes de Berenil em folhas de eucalipto. Cada ponto corresponde a média de um

bloco (13 lagartas).
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A curva para atividade protedsica total no intestino de lagartas de 7. arnobia que
ingeriram diferentes concentracdes de berenil estd apresentada na Figura 2. A principio,
pode-se observar um pequeno pico, que compreende os valores de atividade
encontrados para lagartas que ingeriram berenil nas concentra¢des de 0,03% e 0,06%.
Este pico € seguido de um declinio da curva, que compreende o resultado de lagartas
que ingeriram a concentracdo de 0,09% de berenil. Em seguida a curva se eleva e valor
maior de atividade protedsica total é apresentado por lagartas que se alimentaram de

folhas com 0,12% de berenil.

0,9

y = 0,49 + 100 x* — 25268 x* +1349020 x°
0.8 R’ ajust. = 0.61; R*ajust. rel. = 1,0
F(1,14) :9,73,]):0,001 *

0,7 1
0,6 1
0,5 -

0,4

Absorbancia/ mg proteina

0,3 -

0,2 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Berenil (%)

Figura 2. Atividade protedsica total no extrato de intestinos de lagartas de 7. arnobia
alimentadas por 48 horas sobre folhas de eucalipto contendo concentracdes crescentes

de berenil. Os pontos representam as médias das triplicatas de cada tratamento.
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Na curva para atividade amidésica das tripsina-/ike (Figura 3) também se pode
observar um pico de elevacdo, que compreendeu lagartas dos tratamentos com 0,03% e
0,06% de berenil. Ao pico segue-se um declinio, correspondente a atividade amiddsica
de lagartas do tratamento com 0,09% de berenil. Em seguida a curva se eleva
novamente a atividades maiores do que as apresentadas pelo primeiro pico de elevaco,

onde se encontra o valor obtido para lagartas que ingeriram 0,12% de berenil.

0,0050
y =0,003 + 5,82 x*- 40,5 x° + 68,94 x’ .

0,0045 - R? ajust. = 0.81; R’ ajust. rel. = 0,98
F(l,l4) = 24,13, pP= 9,00004

0,0040
0,0035
0,0030

0,0025

0,0020

Atividade especifica (uM/s/mg proteina)

0,0015 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Berenil (%)
Figura 3. Efeito de berenil sobre a atividade amiddasica de tripsinas-/ike no extrato de
intestinos de lagartas de 7. arnobia. Os pontos representam as médias das triplicatas de

cada tratamento.

A curva para atividade esterdsica (Figura 4) acompanhou tendéncia semelhante

as apresentadas pelas curvas de atividade amidasica e de concentracdo total de
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proteases. Existe um primeiro pico, que compreende as atividades esterdsicas das
lagartas tratadas com 0,03% e 0,06% de berenil. Em seguida, a curva apresenta um
declinio, onde se pode encontrar a atividade esterdsica das lagartas que ingeriram 0,09%
do IP. Por fim, a atividade se eleva a valores mais altos do que os apresentados no
primeiro pico, onde se encontra a atividade das lagartas do tratamento com 0,12% de

berenil.

0,20

y =-60780,68 - 30456,52 x> +30392,57 e* + 30388,17 ™

0,18 1 R? ajust. = 0.76; R? ajust. rel. = 0,88 .
F(1,14) = 18,52, p= 0,0001

0,16 -
0,14 A
0,12 ~

0,10 4

0,08 4

0,06

Atividade especifica (uM/s/mg proteina)

0,04 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Berenil (%)
Figura 4. Efeito de berenil sobre a atividade esterasica de tripsinas-like no extrato de
intestinos de lagartas de 7. arnobia. Os pontos representam as médias das triplicatas de

cada tratamento.

A atividade especifica de cisteino-proteases foi reduzida na presenca de berenil
(Figura 5). Os valores desta atividade tendem a decrescer quanto maior a concentracdo

de berenil ingerida pelas lagartas de 7. arnobia em folhas de eucalipto.
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0,009

. y = 0,0063 / (106,5x)*°
0,008 - R’ ajust. = 0.63; R* ajust. rel. = 0,88
F(1,14) = 29,09, p= 0,0001

0,007 -

0,006

0,005 A

0,004 -

0,003 A

Atividade especifica (uM/s/mg proteina)

0,002 -

0,001 T T T T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14

Berenil (%)
Figura 5. Efeito de berenil sobre a atividade especifica de cisteino-proteases no extrato
de intestinos de lagartas de T. arnobia. Os pontos representam as médias das triplicatas

de cada tratamento.

4. Discussao

Berenil demonstrou relacdo concentragdo-dependente na inibicdo de proteases
intestinais de lagartas de 7. arnobia. As lagartas que ingeriram berenil nas menores
concentragdes conseguiram suplantar os efeitos do IP através de pequeno aumento da
atividade triptica. A concentracdo de 0,09%, que provavelmente causaria prejuizo ao
desenvolvimento larval de 7. arnobia, de fato reduziu a atividade enzimatica nas
lagartas. Houve tentativa de superar a inibi¢do das proteases através do aumento da
atividade de tripsinas-like quando as lagartas ingeriram berenil a 0,12%, concentracdo

que afetou de forma severa o desenvolvimento larval de T. arnobia.
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Para suplantar a acdo dos IPs no intestino, os insetos podem se adaptar a
presenca dos mesmos através da expressdo de novas proteases que sejam resistentes ao
inibidor, podendo estas pertencerem a mesma classe ou ndo das proteases-alvo
(Jongsma & Bolter, 1997). Os dados indicam que expressdo de cisteino-proteases nao
consiste em estratégia de adaptacdo de T. arnobia a ingestdo de berenil, inibidor de
proteases do tipo benzamidina, pois houve reducdo da atividade dessas enzimas para
todas as concentragdes testadas. Provavelmente houve reducdo na expressao de cisteino-
proteases para que outras enzimas fossem produzidas em resposta a ingestao do IP.

Segundo os dados de viabilidade, as lagartas de 7. arnobia sdo capazes de
suplantar a acdo do IP berenil quando este € oferecido em concentracdes menores a
0,06% em solucdo sobre as folhas de eucalipto. O berenil € um inibidor parcialmente
competitivo da tripsina, podendo formar complexos binarios EI (Enzima-Inibidor) e
terndrios IEI e IES (Inibidor-Enzima-Substrato). O complexo terndrio IES ndo impede a
enzima de produzir produto, mas somente o complexo IEI. O complexo EI, por sua vez,
pode causar o fendmeno de ativacdo enzimdtica, aumentando a eficiéncia da enzima
(Oliveira et al, 1993). As lagartas de T. arnobia que ingeriram berenil nas concentragdes
de 0,03% e 0,06% em folhas apresentaram maior atividade triptica (amiddsica e
esterdsica) e maior concentracdo total de proteases no intestino em relagcdo as que nio se
alimentaram do IP.

A secrecdo de proteases pode ser atribuida a dois mecanismos, envolvendo tanto
um efeito direto de componentes alimentares (proteinas) nas células epiteliais do
intestino médio (Baker er al, 1984), quanto um efeito hormonal provocado pelo
consumo de alimentos (Applebaum, 1985). Dessa forma, possivelmente houve aumento
da expressdo de tripsinas-like em razdo do aumento da concentracio de berenil na dieta.

Provavelmente as quantidades do IP ingerido, apesar de terem causado apenas pequenas
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perdas a viabilidade larval, tenham sido suficientes para estimular a secre¢do de mais
tripsinas no intestino, que possivelmente agiram na forma do complexo ternério IES.
Alternativamente, pode ter ocorrido o fendmeno de ativacdo enzimatica, o qual faz
aumentar a atividade da enzima. Oliveira et al. (1993) mostraram que o sitio S’, da
enzima estava ocupado quando a mesma aumentou sua atividade por volta de trés vezes.

A concentragcdo de 0,09% de berenil em folhas de eucalipto causaria morte de
mais da metade da populacdo das lagartas de T. arnobia, segundo a curva obtida para
viabilidade. As lagartas que ingeriram esta concentracdo do IP tiveram de fato a
atividade triptica reduzida, bem como a concentracdo total de proteases. A quantidade
maior do IP berenil pode ter provocado a formagdo do complexo ternario IEI com as
enzimas de tripsina, impedindo, assim, a ligacdo destas com as proteinas do intestino. E
conhecido que, ao serem ingeridos, os inibidores de proteases inibem a atividade das
enzimas proteoliticas no intestino médio, reduzindo assim a quantidade de proteina
digerida, e induzindo a hiperproducdo das enzimas digestivas, o que resulta em
deficiéncia de aminodcidos no organismo (Shulke & Murdock, 1983, Oliveira et al,
2005). A concentragdo de 0,09% provavelmente foi suficiente para inibir a atividade
proteolitica sem provocar hiperproducdo das enzimas digestivas. Este tltimo evento
possivelmente ocorreu com as lagartas que ingeriram a concentracdo de 0,12% de
berenil.

Com a ingestdo de folhas de eucalipto contendo o berenil na concentragio de
0,12% em solugdo, a atividade de tripsinas-like (amiddsica e esterdsica) no intestino
médio de lagartas de 7. arnobia se elevou, bem como a atividade protedsica total no
intestino. Essa mesma concentragdo do berenil afetou severamente a viabilidade de
lagartas de T. arnobia. De forma semelhante, Pilon et al. (2006) observaram aumento da

atividade triptica em lagartas de A. gemmatalis quando estas ingeriram altas
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concentragdes do IP benzamidina. O aumento de atividade de tripsinas-like em lagartas
de T. arnobia indica uma tentativa de adaptacdo desses insetos a ingestdo do IP através
da superproducdo de enzimas presentes no intestino do inseto.

Dessa forma, os dados indicam que lagartas de 7. arnobia conseguem suplantar
os efeitos de berenil, um IP do tipo bis-benzamidina, nas menores concentra¢des
testadas através da elevacdo da atividade de tripsinas-like, sem sofrer danos ao
desenvolvimento bioldgico. Com o aumento da concentragdo, as lagartas ndo
conseguiram manter a estratégia de defesa, havendo perda crescente de viabilidade da
populacdo. Ao ingerirem a concentragdo mais alta, com 0,12% de berenil, as lagartas
apresentaram aumento da atividade protedsica, entretanto, a mortalidade observada foi
superior a 60%, o que demonstra que o mecanismo de defesa utilizado ndo foi eficiente
para suplantar os efeitos do berenil.

Assim, o inibidor de proteases do tipo bis-benzamidina, berenil, surge como
alternativa promissora para o controle da lagarta-parda do eucalipto, 7. arnobia, e
sugere pesquisas de sua acdo em demais lepidépteros. Este composto, além de inibir
tripsinas-like, inibe a acdo de cisteino-proteases que possam ser produzidas como
estratégia de defesa do inseto, uma vez que serino e cisteino-proteases sdo as enzimas
mais importantes na digestdo de Lepidoptera (Srinivasan et al., 2006). Estudos
adicionais devem ser realizados para, futuramente, permitir a sintese de peptideos
miméticos para serem aplicados no campo, como estratégia para aumentar a defesa das

plantas a insetos-praga.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o objetivo de estudar a interacdo entre o inibidor de proteases (IP) sintético
do tipo bis-benzamidina, berenil, e Thyrinteina arnobia, foram determinados
parametros bioldgicos, bioquimicos e comportamentais de 7. arnobia alimentadas com

plantas de eucalipto contendo diferentes concentracdes do IP.

Berenil causa efeitos letais e sub-letais a 7. arnobia e afeta parametros
populacionais desses insetos. Em doses crescentes, este IP afeta severamente a
sobrevivéncia das larvas, enquanto que concentragdes sub-letais causa alongamento do
ciclo larval e afeta pardmetros da tabela de vida do inseto.

Berenil exibe agdo repelente e deterrente a 7. arnobia. Quando oferecida a
chance de escolha, as lagartas preferem as plantas contendo menores concentracdes de
berenil ou sem o IP e consomem mais folhas da planta de eucalipto sem o IP, evitando
as plantas que possuem berenil. Lagartas de 7. anobia ndo apresentam alimentacdo
compensatéria quando ingerem folhas de eucalipto contendo berenil, pelo contrario, o
consumo diminui conforme se eleva a concentragdo do IP na planta, confirmando o
efeito deterrente de berenil sobre as lagartas.

Os dados bioquimicos indicam que lagartas de 7. arnobia conseguem suplantar
os efeitos de berenil nas menores concentragdes testadas através da elevacdo da
atividade de tripsinas-/ike, sem sofrer danos ao desenvolvimento biolégico. Com o
aumento da concentragdo, as lagartas ndo conseguem manter a estratégia de defesa,
havendo perda crescente de viabilidade da populacdo. Ao ingerirem a concentracio
mais alta testada, as lagartas apresentam aumento da atividade protedsica, entretanto, a

mortalidade observada € superior a 60%, o que demonstra que o mecanismo de defesa
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utilizado ndo € eficiente para suplantar os efeitos do berenil. Berenil também impede o
aumento da atividade de cisteino-proteases como resposta a inibicao triptica.

Assim, o inibidor de proteases do tipo bis-benzamidina, berenil, surge como
alternativa promissora para o controle da lagarta-parda do eucalipto, 7. arnobia, e
sugere pesquisas de sua acdo em demais lepidopteros. Estudos adicionais devem ser
realizados para, futuramente, permitir a sintese de peptideos miméticos para serem

aplicados no campo, como estratégia para aumentar a defesa das plantas a insetos-praga.
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