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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi compreender melhor ainfluénciade diferentes dietas na produgdo de enzimas diges-
tivas e no nimero de bactérias associadas ao intestino da lagarta-da-soja, Anticarsia gemmatalis Hibner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae). Ensaios qualitativos detectaram atividade de protease, amilase e lipase nos intestinos de
lagartas criadas com dieta artificial e folhas de soja. Posteriormente, quantificaram-se as atividades enziméticas para
verificar se as dietas alteram o padréo enzimético do inseto durante o periodo larval até afase de pré-pupa. Os dados
obtidos mostraram que as dietasinfluenciaram o padr&o enzimatico durante o estégio larval. Diferencas significativas
foram observadas nas atividades enziméticas, principal mente nos primeiros instares de desenvolvimento. No estégio
pré-pupal, todas as atividades enziméticas foram significativamente menores quando comparadas ao estégio larval e
ndo diferiram significativamente quanto as dietas administradas. A producdo de amilasefoi aterada peladietaapenas
nos trés primeiros instares, nos quais se verificou uma diferenca significativa entre as atividades, apresentando
producéo superior de amilase em lagartas criadas com dieta artificial. A atividade de protease apresentou 0 mesmo
padréo entre lagartas alimentadas com dietaartificial ou com folhas de soja, com picos de atividade nos4° e 5° instares
de desenvolvimento. A atividade lipasicafoi mais expressiva em lagartas alimentadas com folhas de soja do que nos
alimentoscom dietaartificial, apresentando umadiferencade atividade significativaem todafase de desenvol vimento,
exceto no 6° instar e no estagio pré-pupal. N&o houve diferenca significativa entre o niimero de unidades formadoras
de colbnias (UFC) totais e o numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) produtoras de protease e lipase
oriundas do intestino médio de lagartas alimentadas com folhas de soja e dietaartificial. Houve umadiferencasignifi-
cativa apenas no nimero de UFC produtoras de amilase.

Palavraschave: Perfil enzimético, dietaartificial, soja, bactériasintestinais, protease, lipase, amilase.

ABSTRACT

Deter mination of enzymatic activity and thebacterial number associated with themidgut of
the soybean cater pillar, Anticarsiagemmatalis, reared on different diets

The aim of this work was to better understand the influence of different diets on the production of digestive
enzymes and on the number of gut bacteria associated with the soybean caterpillar, Anticarsia gemmatalis (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae). Qualitative tests detected activity of protease, amylase and lipasein the midgut of caterpillars
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reared with artificial diet and leaves of soybean. Subsequently, enzymatic activitieswere quantified to verify whether
the diets change the insect enzymatic pattern from the larval period to the pre-pupae stage. Data showed that diets
influenced the pattern of enzyme activity during the larval stage. Significant differences were found for enzymatic
activitiesmainly in the first instars of development. In the pre-pupal stage, all enzymatic activities were significantly
lower when compared to the larval stage and did not differ significantly among supplied diets. The production of
amylase was affected by diet only in the first three instars, in which there was a significant difference between the
activities, showing greater production in caterpillars reared on artificial diet. The protease activity showed the same
pattern for both caterpillars fed on artificial diet and soybean leaves, with activity peaks on the 4" and 5" instars of
development. The lipase activity was more expressive in caterpillars fed with soybean leaves than on artificial diet,
showing asignificant differencein activity in every phase of development, except for the 6" instar and pre-pupal stage.
There was no significant difference between the total number of colony-forming units (CFU) and the number of
protease and lipase-producing colony-forming units (CFU) from the midgut of caterpillarstreated with soybean leaves

and artificial diet. Therewassignificant difference only for the number of amylase-producing CFU.

Key words: Enzymatic pattern, artificial diet, soybean, gut bacteria, protease, lipase, amylase

INTRODUCAO

A lagarta-da-soja, Anticarsiagemmatalis Hibner, 1818
(Lepidoptera: Noctuidae), é consideradaa principal praga
desfolhadorade soja(GlycinemaxL.) no Brasil (Hoffmann-
Campo et al., 2000). Mesmo em baixas densidades
populacionais, esse inseto causa danos alavourade soja,
gue véo desde o desfolhamento até a destruicdo comple-
ta da planta. Esse desfolhamento compromete o enchi-
mento das vagens, com consegiiente reducdo na produ-
¢do dos gréos.

O uso de cultivares resistentes a lagarta-da-soja €
considerado um promissor método de controle, que pode
ser integrado a outros métodos no manejo da praga (Fuji
etal., 2005). A utilizacdo degenesdeinibidores deenzimas
digestivas, para a obtencdo de cultivares resistentes ao
ataque de insetos, € uma excelente estratégia para esse
controle. Entretanto, fazem-se necessarios ndo sO estu-
dos€elucidativos sobre afisiol ogiae bioguimicadadiges-
tdo em A. gemmatalis como, também, da caracterizacéo
das principais enzimas, produzidas no trato intestinal des-
seinseto (Oliveiraet al., 2005).

Um dos aspectos importantes no estudo bioquimico e
fisiolégico de pragas € a dieta utilizada na criagdo dos
insetos. Sabe-se que o tipo de alimento oferecido nafase
larval pode influenciar alguns parémetros biol 6gicos do
inseto, bem como alterar o perfil das enzimas digestivas
necessarias para a conversdo do alimento ingerido e a
microbiota comensal presente em seu trato intestinal
(Corréa, 2006). Nos ensaios laboratoriais, as lagartas de
A. gemmatalis s8o alimentadas com dieta artificial, isto
porque, embora seja possivel manté-las durante o ano
todo com folhas de soja, € exigidaexcessivaméo-de-obra
para manipulagdo bioldgica da espécie vegeta utilizada
na alimentacdo dos insetos (Garcia et al., 2006). Ent&o,
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uma alternativa é a utilizag&o dessas dietas, que além de
proporcionarem a manutengdo continua dos insetos em
Iaborat6rio, permitem diminuir amao de obranas criagtes
(Garciaet al., 2006).

Assim, o objetivo dessetrabalho foi determinar o efei-
to dadietaalimentar no perfil enzimético detrésenzimas
importantes (protease, amilase e lipase) para a digestdo
em A. gemmatalis. Foi avaliada, também, ainfluénciadas
dietas sobre 0 nimero de bactérias (UCF) totais e capazes
deproduzir tais enzimas, associadas ao trato intestinal de
lagarta-da-soja.

MATERIAL EMETODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Enzimologia e Bioquimicade Proteinas e Peptideos e no
Laboratério de Criagdo de Insetos do Departamento de
BioguimicaeBiologiaMolecular/BIOAGRO, daUniversi-
dade Federal deVigosa, emVigosa, MG,

Criagéo do inseto

Os ovos de A. gemmatalis usados nesse experimento
foram obtidos dacriag8o regular do L aboratério de Criacao
de Insetos do Departamento de Bioguimica e Biologia
Molecular. Folhas de papel que continham as posturas fo-
ram retiradas das gaiolas de criac8o, cortadas em tiras de
2,5cm delargurax 10 cm de comprimento e colocadasem
coposplésticos (500 mL), com um orificio circular natampa
de, aproximadamente 2 cm, fechado com fil 6. Esses copos
foram transferidos para cdmara climatizada a 25°C, com
umidade relativade 60 + 10% e o fotoperiodo de 14 horas,
em que aguardou-se a eclosdo das lagartas. As lagartas
eclodidas foram individualizadas em copos plésticos (50
mL) emantidasem caBmaraclimatizadaa25°C, comumidade
relativade 60+ 10% eofotoperiodo de 14 horas. Umlotede
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30 lagartas foi alimentado com dieta artificia ad libitum
(Hoffman-Campo et al., 1985). Outro lote, também com 30
lagartas, foi alimentado ad libitumcom folhas de soja, plan-
tadaem casade vegetacao, variedade CAC1, com o peciolo
coberto com um chumago de algoddo embebido em agua,
para evitar o ressecamento das folhas. As lagartas foram
alimentadas até a fase de pupa.

Preparo da dieta artificial

A dieta artificial foi composta de feijdo carioquinha
(Phaseolus vulgarisL.), Iévedo de cerveja, gérmen de tri-
go, proteina de soja, caseina, &gar e &gua has proporcoes
listadas na tabela 1. Esses ingredientes foram pesados e
misturados, com o auxilio deum liquidificador industrial.
A misturafoi autoclavada, por 15 minutos, a pressao de
1,5 kgf/cm? e em seguidafoi transferidanovamente parao
liquidificador, paraaadicéo do &cido ascorbico (6 g), &ci-
do sérbico (3 g), nipagin (metilparabeno) (5 g), formol
40% (6 mL) e 10 mL de solugdo vitaminica, composta por
niacinamida (1 mg), pantoenato de calcio (1 mg), tiamina
(0,25 mg), riboflavina (0,50 mg), piridoxina (0,25 mg), &cido
félico (0,25 mg), biotina (0,02 mg), inositol (20 mg). A essa
novamisturafoi adicionadaagua(1 L), atéformar umapas-
tahomogénea, quefoi entdo transferida, aindaquente, para
um ou dois recipientes plésticos com tampa. A pastaassim
obtidafoi resfriadaem camaragermicidacom luz ultravioleta
edepois conservadaem refrigerador a+ 4 °C.

Tabela 1. Composi¢do dadietaartificial (Pilon, 2004) paracriacdo
deAnticarsiagemmatalis

Ingrediente Concentrag;éo
(9/100 g de mistura)

Feij&o carioquinha (cozido) 4,80
Lévedo decerveja 24
Gérmen detrigo 38
Proteinade soja 38
Caseina 1,9
Agar-égar 1,34
Acido ascorbico 0,23
Acido sdrbico 0,11
Solugdo vitaminica 0,38
Nipagin 0,19
Formol 40% 0,23

Teste qualitativo para deteccdo de protease,
amilase e lipase

Obtencao do extrato enzimético

A produc&o de amilase, lipase e protease por lagartas
de5° instar, criadas com folhas de sojaou em dieta artifi-
cial, foi inicialmente verificada mediante o emprego de
géis com substrato adequado. Paraisso, 150 mg deintes-
tino médio delagartas de 5° instar criadas com dieta arti-
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ficial ou folhas de soja foram extraidos na presenca de
solucéo salina 0,85% para a obtencdo do extrato
enzimatico. Utilizaram-se apenas|agartas de 5° instar, por-
gue é nesse estagio de desenvolvimento que o inseto se
alimenta mais, e consequentemente, a atividade de suas
enzimasdigestivasémaior (Pilon et al., 2006).

Meios de cultura

A composicdo do meio para deteccdo de amilase foi
de 3 g de extrato de carne, 5 g de peptona, 20 mL de
solugdo de amido 10%, 15 g de agar e 1 L de agua desti-
lada. O meio foi autoclavado a121 °C, por 15 minutos. A
placafoi revelada com solucéo de lugol (Seeley & Van
Demark, 1981). O meio indicador dapresencade lipase
foi constituido de &gar nutriente, adicionado de 0,2% de
azeite de olivae 1 mL detriton para250 mL demeio. O
meio foi autoclavado a121 °C, por 15 minutos. A revel a-
¢ao foi feitacom solugdo de fenolftaleina 2% em NaOH
0,1 N. O meio para proteases foi preparado do seguinte
modo: 4,41 g decitrato detrisodio foram dissolvidosem
1 L de &gua para o preparo da solucdo de citrato de
trisddio 0,015 M. Em seguida, 23,5 g de égar para conta-
gem (PCA) Merck foram adicionados a500 mL dasolu-
¢ao de citrato. Dez gramas de caseinato de sodio foram
acrescentados nos outros 500 mL da solucéo de citrato,
utilizando um misturador magnético até suatotal disso-
lugdo. A mistura das duas solucdes foi autoclavada a
121 °C, por 15 minutos. Umasolucéo contendo 218,99 g
de cloridrato de célcio hexahidratado em 1 L de &gua
destiladafoi preparada, autoclavadae 20 mL foram adi-
cionados ao meio liquefeito, antes que ele fosse vertido
nas placas de Petri (Frank et al., 1992).

Em camaradefluxolaminar, 25 mL decadameioforam
vertidos em placas de Petri e, apés geleificacdo, foram
feitos orificios no centro das placas, nos quais foram co-
locados 100 iL do extrato enzimético de lagartas de 5°
instar. A incubacdo das placasfoi a30 °C, por 24 horas. As
atividades de amilases, lipases e proteases foram obser-
vadas por meio da formac&o de halos de clarificacdo ao
redor dos orificios das placas, indicando a degradacéo de
amido, 6leo e caseina, respectivamente. Os experimentos
foram realizadosemtriplicata.

Andlise quantitativa das atividades de amilase,
lipase e protease

Obtencéo dos extratos enzimaticos

Paraaobtencdo dos extratos enziméticos, lagartas cri-
adascom dietaartificial ecomfolhasdesoja, de1°, 2°, 3°,
4°,5°, 6° instar e pré-pupa, foram dissecadas e seusintes-
tinosmédiosforam extraidos em presencade 1 mL de HCI
10*M a4°C. Utilizaram aproximadamente 150 mg deintes-
tino médio das lagartas de todos os instares. Os extratos
enziméati cos foram obtidos mediante rompimento celular,
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resultante de nove ciclos de congelamento em nitrogénio
liquido e descongelamento em banho-mariaa37°C. Ap0Gs
osciclos, os extratos foram centrifugados em microtubos
Eppendorf® de 2 mL, a12.000 rpm por 8 min. em tempera-
turaambiente. O sobrenadante, contendo o material sol U-
vel, foi retirado e mantido a-18°C para as analises poste-
riores(Oliveiraet al., 2005).

Atividade de amilase

A atividade daamilasefoi determinadautilizando-se 0
“kit” enzimético Bioclin®, com base na metodologia de
Caraway (1959) modificada, que consiste na incubacdo
de 10iL do extrato enzimatico em presencade solugéo de
amido a0,4 g/L e monofosfato/fosfato dissddico, pH 7,0,
seguindo-se aleituradaabsorbanciaa 660 nm. A ativida-
de da amilase foi expressa em Unidades de Amilase/dL
(U/dL), sendo uma unidade de enzima definida como a
quantidade de enzima que hidrolisatotalmente 10 mg de
amido, em 30 minutos, a37 °C. O experimento foi realizado
em uma série de trés repeticoes.

Atividade de lipase

A dtividade dalipasetambémfoi determinadacom “kit”
enzimatico Bioclin®, segundo ametodologiade Cherry &
Crandall (1932) modificada. Umvolumede 10iL deextra-
to enzimatico foi incubado em tampao Tris (hidroxi-
metilamino metano) 100 mmol.L 1, pH 8,5, &cido ditionitro-
benzdico (DTNB), inibidor fenilmetil sulfonil fluoreto, a
37 °C, por 30 minutos. Posteriormente, acrescentou-se
tributirato ditiopropanol. Apds amisturaeincubacdo, por
30 minutos, a37 °C, adicionou-se acetonaparaparalisar a
reacdo. Apos a paralisacdo, a mistura de reacéo foi
centrifugada a 3.500 rpm por 5 minutos e o sobrenadante
levado ao espectrofotdmetro para leitura da absorvancia
a410 nm. A atividade foi expressaem Unidades Internaci-
onais (Ul). O experimento foi realizado em uma série de
trés repeticoes.

Atividade de protease

A atividade proteésica foi determinada pelo método
deBeynon & Bond (2001), que consiste naverificacdo da
hidrélise do substrato azocaseina, a 440 nm, pelas
proteases presentes no extrato. Amostras de 150 uL de
azocaseinaa 2% foram incubadasa 37 °C com 125 uL do
extrato enzimaético de lagartas de A. gemmatalis em tam-
pdotris-HCI, pH 8,0, por 30 minutosem temperaturaambi-
ente. Apds esse tempo, 600 uL de TCA a 10% (é&cido
tricloroaceti co) foram adicionados e amisturadei xadaem
repouso, por 15 minutos, em banho de gelo. Depois dis-
so, fez-se uma centrifugacdo, por cinco minutos, a14.000
rpm. Do sobrenadante, transferiram-se 600 uL para um
tubo contendo 700 uL deNaOH 0,1 M efez-sealeiturada
absorbanciaa440 nm. O experimentofoi realizado emuma
série de trés repeticoes.
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Estimativa do nimero de bactérias totais e
produtoras de amilase, lipase e protease

Avaliou-se a influéncia das diferentes dietas no de-
senvolvimento de bactérias totais e produtoras das
enzimas amilase, lipase e protease, associadas ao trato
intestinal de A. gemmatalis. Paraisso, 10 lagartas de 5°
instar, 5 criadas com dietaartificial e5 criadascom folhas
de soja, foram colocadas a -20 °C, por 3 minutos, para
diminuir suasatividades vitaisefacilitar o manuseio. Pos-
teriormente, aslagartasforam levadas paracémaradeflu-
xo0 laminar e submetidas adesinfeccdo superficial com &-
cool 70%, seguida por duas passagens em agua destilada
estéril. Aindaem camaradefluxo laminar, aslagartas fo-
ram dissecadas e os intestinos médios obtidos, mergu-
Ihadosem 1 mL de solugdo salina0,85% estéril, onde fo-
ram macerados (Oliveiraet al., 2000). Apds amaceragéo,
100iL das diluictes seriadas (10t a107) foram inocula-
dosem meio Luria-Bertaini (LB), composto por triptona
(10 ), extrato delevedura(5g), NaCl (5g), &gar (20g) e
agua destilada (1000 mL), para a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC) totais. Paraacontagem de
bactérias produtoras de protease, amilase elipase, 0 mes-
mo volume das dilui¢des foi semeado nos meios indica-
dores de degradacéo de proteina, de amido e azeite, men-
cionados anteriormente. As placas foram incubadas em
BOD a30 °C, por 24 a48 horas, até aobservacdo do cres-
cimento de UFC.

Analises estatisticas

Otestet foi realizado para comparar as médias, obti-
das nas andlises quantitativas das atividades enzimaticas
enaenumeracdo de UFC dos extratosintestinais delagar-
tas alimentadas com dieta artificial e com folhas de soja,
por intermédio do procedimento PROC UNI (SASIndtitute,
1989).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Ensaio qualitativo para deteccdo de amilase,
lipase e protease

A andlise qualitativadaproducdo de amilase, lipase e
protease mostrou que lagartas de 5° instar alimentadas
com dieta artificial e com folhas de soja produzem tais
enzimas. Nafigura 1, observou-se adegradac@o em placa
deamido (E eH), deazeite (F el) edecaseinato decalcio
(D e G), em presenca do extrato intestinal; 0 mesmo ndo
foi verificado no controle (A, B e C). Estes resultados
foram importantes, poisjustificaram arealizacdo dasan&
lises quantitativas das atividades dessas enzimas.

O conhecimento sobre as principai s enzimas produzi-
das no intestino de insetos € um pré-requisito para o en-
tendimento do papel que elas desempenham no processo
digestivo e, conseguentemente, no desenvolvimento dos
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insetos. Para isso, técnicas rapidas e sensiveis para
deteccdo enziméticapodem ser utilizadas como ferramen-
tas preliminares, antes do uso de métodos mais comple-
xos de quantificagdo da atividade enzimatica (Lantz &
Ciborowski, 1994).

Existem varios métodos de avaliagdo de atividade
enzimatica, como andlises colorimétricas, uso de substrato
fluorogénico, técnicas zimogréficas, entre outros, (Ver-
melho et al., 1996). A difusdo radial de um extrato
enzimatico num gel contendo o substrato adequado per-
mite adeterminacdo da presenca de umaenzima especifi-
ca, desde que a distin¢do entre substrato e produto da
hidrélise seja possivel. Como método qualitativo, avan-
tagem do uso da incorporacdo de diferentes substratos
em &gar nutriente consiste na sua simplicidade e baixo
custo.

Os halos de clarificag8o, observados nas placas con-
tendo amido, azeite e caseinato de cél cio, foram formados
por hidrélise enzimética. 1sso sugere que as enzimas
advieram daproéprialagartae, possivelmente, das bactéri-
as encontradas no intestino de A. gemmatalis. Esses re-
sultados foram confirmados pel 0s ensaios quantitativos,
em que as atividades enzimaticas foram detectadas em
todo estagio de desenvolvimento larval.

Figura 1. Teste qualitativo de detecgdo de enzimas no intestino
meédio de lagartas de Anticarsia gemmatalis. Controles negativos
(A, B e C), ndo apresentam halo de clarificagdo. As zonas claras a0
redor dos orificios mostram atividade de protease (D e G), amilase
(E e H) e lipase (F e |) nos extratos intestinais de lagartas criadas
com folhas de soja e com dieta artificial, respectivamente.

Analises quantitativas de amilase, lipase e
protease

As atividades de amilase, lipase e protease foram de-
tectadas em todo ciclo larval e no estagio pré-pupal nos
extratosintestinais de A. gemmatalis alimentadasem die-
taartificial ecomfolhasde soja(Figura2). Asdietasinflu-
enciaram o padréo enzimético durante o estagio larval de
formaque asdiferencas significativas de atividade foram
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observadas principal mente nos primeiros instares de de-
senvolvimento. No estagio de pré-pupa, todas as ativida-
des enziméticas avaliadas foram significativamente me-
nores (Testet, P < 0,05), quando comparadas ao estagio
larval, e ndo diferiram significativamente (Testet, P> 0,05)
quanto as dietas administradas. 1sso pode ser explicado,
pois no estagio pré-pupal o inseto diminui sua producéo
enziméticaaum nivel minimo, jaque cessasuaalimenta-
¢a0. Seus estoques energéticos, advindos do consumo
alimentar durante periodo larval, sdo armazenados nafor-
ma de lipidios e usados para completar a metamorfose,
sendo que a mariposa adulta ainda utiliza esses estoques
na demanda de energia para reproducdo e vbo (Ziegler,
1991).

A producéo de amilase foi alterada pela dieta apenas
nostrés primeiros instares, em que se verificou umadife-
rencasignificativaentre as atividades (Testet, P < 0,05),
apresentando producado superior em lagartas criadas com
dietaartificial (Figura2A). Observou-setambém que, em
lagartas criadas com folhas de soja, aamilasefoi produzi-
dade forma crescente, tendo um pico de atividade no 6°
instar.

A atividade de protease apresentou 0 mesmo padréo
paralagartas alimentadas com dieta artificial e folhas de
soja, tendo picos de atividade nos 4° e 5° instares de
desenvolvimento (Figura2B). Oliveiraet al. (2005) e Xavier
et al. (2005) também verificaram que aatividade maximade
protease, presente na fragdo sollvel e insollvel ligada a
membrana, no intestino médio dalagarta-da-sojaalimen-
tadacom dietaartificial ocorreu entre 0 4° e5° instaresde
desenvolvimento. Apesar desse padréo semel hante, veri-
ficou-sequeemdietaartificial, aatividade proteoliticafoi
significativamentemaior (Testet, P<0,05) nos1°,2°,4° e
5° instares do que em | agartas alimentadas com folhas de
soja. A influéncia das dietas nas atividades enziméticas
de amilase e protease pode ser devido ao fato de a dieta
artificial ser basicamente protéica, conter amido e ndo
possuir fatores que possam diminuir a atividade dessas
enzimas. A presenca, nas folhas de soja, de inibidores
enziméticos e outros fatores antinutricionais, como
lecitinas e acido jasmonico, os quais atuam na defesa da
planta contra herbivoria (Ryan & Jagendorf, 1995), po-
dem explicar esse padréo.

A atividade lipasica foi mais expressiva em lagartas
alimentadas com folhas de soja do que nas alimentadas
com dietaartificial, apresentando umadiferencade ativi-
dade significativa (Testet, P < 0,05) em toda fase de de-
senvolvimento, exceto no 6° instar e no estagio pré-pupal
(Figura2C). Diferenteresultado foi relatado por Esquivel
& Felbeck (2006), quetrabalhando com Haliotisrufescens
Swainson, 1822 alimentados com adietanatural eabalan-
ceada, observaram que a atividade lipasicado trato intes-
tinal ndo foi alterada significativamente pelo tipo de ali-
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mento ingerido. A atividade lipasi ca apresentou um pico
entre 0s 4° e 5° instares e umareducdo no 6° instar tanto
paralagartas criadas com folhas de soja como para aque-
las criadas com dieta artificial. Esse padréo de atividade,
observado também com a protease, pode estar relaciona-
do com adiminuicéo do metabolismo digestivo dalagarta
quando iniciaseu ciclo pupal.

00

250 4
2
x T
= 200 4 ]:
; |
5
E 150 4
&
Qo
©
o
T 100 4
=
=
T
50 ﬁ
oL i [ (1 LI ]
1 2 3 49 5 1 Fré pupa
E stégio de desenvolvimento
1.4
1.2 4 I
L
o 10 I
o
<
L]
2 081
2
g
o 08 A
s
L]
=
S 04
=
I
0.2 4 H I I
0.0 i; T T T T T -ul_Il
1 2 3 4 5 G Fré pupa
Estéaio de desenvolvimento
380
300 4
< 280
2
]
& 2m
3
o
©
£l 150 4
&
]
=
T 100 4
50 | I ’]_‘
. i | Fl O Rl ma
1 2 3 4 5 ] Pré Pupa
Estagio de dessnvolvimento
B Lagartas criadas com folhas de soja
[ Lagartas criadas com dieta adificial

Figura 2. Atividade enzimética de amilase (A), de protease (B) e de
lipase (C) durante o desenvolvimento de lagartas de Anticarsia
gemmatalis criadas com folhas de soja e com dieta artificial. As
linhas verticais nas barras indicam o desvio padréo das médias.
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Chapman (1985) relatou que a producéo de enzimas
estarelacionadacom o consumo e com os habitos alimen-
tares, e também com a quantidade e tipo de alimento que
passa através do trato digestivo do animal. Os dados
obtidos nesse trabalho corroboram essa explicagéo, pois
alagarta-da-soja, provavelmente necessitaconsumir mais
dietado quefolhas de soja e, consequentemente, aumen-
tar aproducéo enziméticaem seu trato digestivo para su-
prir suanecess dade metabdlicaefisiolégica. Assm, pode-
se inferir que a dieta artificial possua um menor teor
nutricional quando comparada com a de folhas de soja,
umavez que um aumento naatividade enzimaticano trato
intestinal € provavelmente devido a necessidade de um
maior consumo e utilizag&o do alimento em quest&o.

Contagem bacteriana

N&o houve diferenca significativa (Test t, P > 0,05)
entre 0 nimero de UFC encontrado nos meios LB e
caseinato provenientes dos tratos intestinais de lagar-
tastratadas com folhas de sojae com dietaartificial (Fi-
gura 3). No &gar nutriente, acrescentado com 0,2% de
amido e agar nutriente com 0,2% de azeite, verificou-se
diferenca significativa (Test t, P < 0,05) no nimero de
UFC quando comparadas as lagartas alimentadas nas
diferentes dietas.

Levando em consideracdo acomposi¢ao eatexturada
dietaartificial e adasfolhas de soja, acreditava-se que a
proliferacéo bacterianaseriamaior nadietaartificial queé
ricaem carbono, nitrogénio e outros compostos necessa-
rios para o crescimento de bactérias. Ja as folhas de soja
contém aleloguimicos, como fendis, terpendides e tani-
Nos, 0S quai s Ao tOxicos paraamaioriados microrganis-
mos (Govenor et al., 1997). Além disso, atexturadasfo-
|has é umacaracteristicainteressante que pode servir como
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MNamero de UFC (Escala Log)

LE Caseinato

Meios de cultura
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Figura 3. Estimag@o do nimero médio de bactérias aerébias totais
e produtoras de protease, amilase e lipase isoladas do intestino de
Anticarsia gemmatalis tratadas com folhas de soja e com dieta
artificial em diferentes meios de cultura. Os nimeros foram expressos
por unidades formadoras de colénia (UFC). As linhas verticais
indicam o desvio padréo das médias.
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um fator antibacteriano, ja que apresenta certa rigidez,
comparadaatexturadadietaartificial.

Conforme argumenta Broderick et al. (2004), o esta-
belecimento e a manutengdo de coldnias bacterianas
no intestino de larvas sdo importantes para o inseto.
V arios exemplos podem ser dados sobre os efeitos be-
néficos de microrganismos colonizando o intestino de
insetos, como a defesa contra outros microrganismos
patogénicos (Dillon et al., 2005), detoxificacéo de
aleloquimicos de plantas (Arimuraet al., 2000), contri-
buic&o nutricional (Douglaset al., 2001; Visotto, 2007)
entre outros.

CONCLUSOES

A dietaaimentar dterao padréo enzimético de protease,
amilaseelipase, principa mente nosprimeiros instares de
desenvolvimento da lagarta-da-soja e exerce influéncia,
mesmo que em poucas popul agdes, no nimero de bacté-
rias associadas ao seu trato intestinal.
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