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Resumo Geral

As espécies vegetais da familia Annonaceae e Meliaceae tém atraido
consideravel atencdo de vérios pesquisadores, devido ao seu potencial biolégico. Os
géneros Annona (Annonaceae) e Trichilia (Meliaceae), dentre as vérias atividades
relatadas, destacam-se pelo seu potencial inseticida. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade inseticida de plantas nativas de Mato Grosso do Sul pertencentes aos
géneros Annona e Trichilia sobre a biologia da lagarta-do-cartucho do milho
(Spodoptera frugiperda J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). O trabalho foi
iniciado com um “screnning” dos extratos brutos das espécies vegetais de Annona
coriacea (folha, epicarpo da infrutescéncia, flor e semente), Annona cacans (folha e
semente), Annona crassiflora (semente), Annona dioica (folha e semente) e Trichilia
silvatica (folha, casca do caule e flor). No bioensaio com S. frugiperda, folhas de milho
foram tratadas com extratos e fornecidas as lagartas de segundo instar. As folhas da
testemunha foram tratadas com &agua destilada. Foram avaliadas as caracteristicas
bioldgicas da fase juvenil e adulta de S. frugiperda. Nas espécies das plantas com maior
atividade inseticida, realizou-se o estudo quimico dos principais constituintes
responsaveis por essa atividade. As espécies e partes vegetais consideradas mais
promissoras para o controle de S. frugiperda foram: A. coriacea (folha e semente), A.
crassiflora (semente), A. cacans (semente), A. dioica (semente) e T. silvatica (folha). O
estudo quimico revelou alto teor de compostos fendlicos e flavonoides nas folhas de A.
coriacea e nas folhas de T. silvatica. Foram isolados das fracdes de T. silvatica os
compostos: a-tocoferol, sitosterol 3-O-glicopiranosideo, mustakone e N-metilprolina. O
isolamento de N-metilprolina é relatado pela primeira vez em T. silvatica. Os resultados
indicam que as espécies vegetais A. coriacea (folha e semente), A. crassiflora
(semente), A. cacans (semente), A. dioica (semente) e T. silvatica (folha) tém potencial

para o desenvolvimento de inseticidas botanicos para o controle de S. frugiperda.
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Abstract

Plant species of Annonaceae and Meliaceae family have attracted considerable
attention of many researchers due to its biological potential. The Annona genus
belonging to the family Annonaceae and Trichilia to the family Meliaceae stand out for
their potential insecticide. The objective was to evaluate the insecticidal activity of
native plants of Mato Grosso do Sul belonging to the genus Annona (Annonaceae) and
Trichilia (Meliaceae) on the biology of Spodoptera frugiperda J.E.Smith, 1797
(Lepidoptera: Noctuidae).The work was initiated with a "screnning" crude extracts of
plant species Annona coriacea (leaf, fruit peel, flower and seed), Annona cacans (leaf
and seed), Annona crassiflora (seed), Annona dioica (leaf and seed) and Trichilia
silvatica (leaf, bark and flower). The bioassay S. frugiperda, maize leaves were treated
with extracts provided to the second instar caterpillars. In the control distilled water was
used. The biological characteristics of juvenile and adult stage of S. frugiperda were
evaluated. In species with higher insecticidal activity, we carried out the study of the
major chemical constituents responsible for insecticidal activity. The most promising
for the control of S. frugiperda plant species were considered: Annona coriacea (leaves
and seeds), Annona crassiflora (seeds), Annona cacans (seeds), Annona dioica (seeds)
and Trichilia silvatica (leaves). Chemical studies revealed high content of phenolic
compounds and flavonoids in the leaves of A. coriacea and leaves of T. silvatica. The
chemical study of the hexane fraction resulted in isolated a-tocopherol, chloroform
fraction in sitosterol 3-O- glucopyranoside and mustakone, hydromethanol fraction in
N-methylproline. The isolation of N- methylproline is reported for the first time in T.
silvatica. Our results indicate that species A. coriacea (leaf and seed), A. crassiflora
(seed), A. cacans (seed), A. dioica (seed) and T. silvatica (leaf) have potential for the

development of botanical insecticides.
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Introducéo Geral

Estudos relacionados aos metodos de controle alternativos de insetos,
especificamente com extratos vegetais, tém sido intensificados (Conceschi et al., 2011).
A busca por espécies vegetais com atividade bioinseticida vem despertando o interesse
da comunidade cientifica, uma vez que o uso inadequado de inseticidas sintéticos na
agricultura gera consequéncias negativas, como residuos nos alimentos, contaminagéo
ambiental, selecdo de populagdes de insetos resistentes e efeitos prejudiciais sobre
inimigos naturais (Carvalho et al., 2008).

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E.Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), comum em gramineas em todo continente americano, € considerada a mais
importante praga da cultura do milho nas condi¢es do Brasil, causando prejuizos aos
agricultores (Gallo et al., 2002). O método de controle mais utilizado atualmente para
esta praga € o quimico, que além de aumentar os custos de producdo, tem efeito
poluidor no meio ambiente, causando desequilibrio bioldgico além de deixar residuos
nos alimentos quando utilizado inadequadamente (Correia et al., 2009).

A eficiéncia e a seletividade observadas nos inseticidas naturais refletem a
contribuicdo que a natureza pode fornecer na busca de alternativas para os produtos
convencionais, porém as informac6es disponiveis sobre a caracterizacdo, modo de acao,
toxicologia, concentragdes e formas de aplicagdo sdo ainda escassas (Menezes, 2005). O
uso de téaticas de controle que causem menor impacto ambiental € de primordial
importancia, o que tem motivado a retomada de estudos com plantas inseticidas, como
uma alternativa aos inseticidas sintéticos (Bogorni & Vendramim, 2003). Assim, é
interessante um estudo com plantas medicinais nativas do Estado do Mato Grosso do
Sul, enfocando neste trabalho especial interesse nas Meliaceae e Annonaceae,
consideradas estas, por conter espécies botanicas promissoras para serem usadas como
plantas inseticidas, além de serem encontradas em matas e no Cerrado do Estado.

Neste trabalho, foi realizada a avaliacdo da atividade inseticida de espécies do
género Annona (Annonaceae) e Trichilia (Meliaceae) e estudo da constituicdo quimica
das espécies mais ativas visando o controle da lagarta-do-cartucho do milho

(Spodoptera frugiperda) (Lepidoptera: Noctuidae).
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Revisdo Bibliogréafica

Caracteristicas morfoldgicas e ciclo de vida de Spodoptera frugiperda

Ovo

Os ovos sdo colocados em massas, com média de 100 ovos, em camadas
sobrepostas (Cruz & Figueiredo, 1994). Logo ap0s a oviposi¢do, 0 ovo € de coloragédo
verde-clara, passando a uma cor mais alaranjada apds 12 a 15 horas (Rubin, 2009). A
fase de ovo tem duracdo de 3 dias a 25°C e viabilidade media de 92% (Murta & Virla,
2004).

Larva

As larvas inicialmente sdo claras, passando para pardo escuro a esverdeada até
quase preta (Carneiro, 2008). A lagarta completamente desenvolvida mede cerca de 40
mm (Santiago, 2005). Inicialmente, as larvas ocasionam o0s sintomas de ‘“folhas
raspadas”, a medida que a larva cresce, ela migra para o cartucho do milho causando
sérios danos (Rubin, 2009). A presenca da lagarta na planta de milho no interior do
cartucho pode ser indicada pela quantidade de excrementos ainda frescos existentes na
planta (Santiago, 2005). O periodo larval pode ser completado em 15 dias, durante o
verdo (Rubin, 2009).

Pupa

Quando a lagarta atinge 0 maximo de seu desenvolvimento, ela se dirige ao
solo, onde constréi uma galeria, dentro da qual passa a fase de pupa. As pupas
apresentam coloragcdo marrom-avermelhada, e tamanho de 13 a 16 mm (Rubin, 2009).
O periodo pupal varia de 10 a 12 dias nas épocas mais quentes do ano (Santiago, 2005).

Adulto

O inseto adulto € uma mariposa com cerca de 35 mm de envergadura e
apresentam coloracéo cinza. As asas anteriores do macho possuem manchas mais claras,
diferenciando-os das fémeas. As asas posteriores de ambos 0s sexos sdo de coloragdo

clara (Rubin, 2009). A longevidade do adulto é de cerca de 12 dias e a oviposicao
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ocorre a partir do terceiro dia ap6s a emergéncia da fémea. O ciclo completo do inseto
(ovo-adulto) se da em aproximadamente 30 dias (Murla & Virla, 2004).

Género Annona (Annonaceae)

Dentre as inumeras espécies, pertencentes a Annonaceae, muitas sdo
denominadas como inseticidas e parasiticidas (Muhammad et al., 2001). Essa familia
compreende cerca de 130 géneros e aproximadamente 2300 espécies, distribuidas em
regides tropicais e subtropicais na Africa, Asia, Australia, América Central e do Sul. No
Brasil esta familia esta representada com aproximadamente 27 géneros e 290 espécies
(Moreira, 2005). Plantas desta familia sdo relatadas como uma rica fonte de alcaloides,
acetogeninas e algumas amidas, classes de compostos com uma ampla variedade de
atividade bioldgica. Esta familia € a Unica que se destaca por apresentar acetogeninas de
anonaceas, as quais demonstraram atividade antitumoral, antimalarial, anthelmintica,
antimicrobiana, antiprotozoaria, pesticida e antiséptica (Alali at al., 1999).

O género Annona (Annonaceae) consiste de mais de 110 espécies distribuidas
na Asia, América e Africa subtropical. Estudos quimicos de espécies deste género
mostram o isolamento de alcaloides, amidas, peptideos e acetogeninas, como principais
metabolitos secundarios. Uma das espécies mais estudadas, Annona chemirola, da qual
foram isolados alcaloides, como cherimolina, annocherina A e B, cherianoina e
romucosina H; acetogeninas, aromina A; amidas e ciclopeptideos (Chen et al., 1997;
1998; 1999; 2001).

Das espécies Annona atemoya, A. glabra, A. muricata, A. cornifolia, A. foetida
e de A. glauca, também foram isolados compostos derivados de acetogeninas, amidas e
alcaloides derivados de triptamina e de B-carbolinas (Santos et al., 2006; Gleye at al.,
1999; Costa et al., 2006).

Nosso interesse na investigacdo da atividade inseticida das espécies
pertencentes ao género Annona é devido ao relato da presenca de acetogeninas,
alcaloides e amidas. Alcaloides e amidas isolados de muitas espécies do género Piper
(Piperaceae) sdo os principais responsaveis pela atividade inseticida, sendo esta classe
de compostos ndo exclusivas deste género (Parmar et al., 1997). Dentre os alcaloides
naturais mais importantes utilizados no controle de pragas estdo a nicotina e a nor-

nicotina, 0s quais tem sua atividade inseticida relacionada com sua semelhanga na
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configuracdo e distribuicdo de cargas com a acetilcolina, os que as tornam
extremamente toxicas a muitas espécies de insetos, relacionada principalmente a

presenca do anel piridinico nas suas estruturas.

Género Trichilia (Meliaceae)

A Meliaceae tem sido bastante investigada por apresentar uma fonte rica de
compostos, particularmente limonoides (derivados triterpenos), com promissora
atividade bioldgica contra insetos e diferentes modos de acdo (Champagne et al.,1992).

Dentre as Meliaceae, destacam-se Azadirachta indica, conhecida no Brasil por
nim ou nime e Melia azederach (cinamomo, péara-raios ou santa-barbara), que sao
consideradas as mais eficientes plantas inseticidas ja estudadas. Seus efeitos foram
comprovados sobre aproximadamente 400 espécies de insetos (Martinez, 2002).

O “screening” de plantas pertencentes a Meliaceae identificou o género
Trichilia como uma fonte de plantas com potencial para o desenvolvimento de uma
planta-base inseticida.

O género Trichilia, constituido de aproximadamente 230 espécies, distribuido
principalmente na América tropical, possui substancias com atividade inseticida
comparavel a da azadiractina, mas possivelmente com estrutura molecular mais simples
e, portanto, com sintese viavel economicamente (Mikolajczak & Reed, 1987; Ramirez
et al., 2000; Wheeler et al., 2001).

Trabalhos da literatura demonstraram a atividade inseticida do género
Trichilia, sobre a lagarta-do-cartucho do milho S. frugiperda, dos extratos etanélicos de
Trichilia connaroides, T. prieureana, T. roka e T. triphyllaria, os quais ocasionaram
mortalidade igual ou superior a 80% das lagartas, sendo que apenas a Ultima espécie ndo
afetou a sobrevivéncia do inseto (Mikolajczak & Reed, 1987).

O extrato etanolico de Trichilia hirta, T. glabrata e T. connaroides,
apresentaram boa inibicdo do crescimetno de Peridroma saucia (Hubner, 1808)
(Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae). O
extrato de T. connaroide e o limonoide, hirtina, isolado de T. hirta, apresentaram 0s
resultados mais significativos, sendo que o constituinte hirtina, inibiu o crescimento da

larva de P. saucia com valor ECsy de 13 ppm (Xie et al., 1994).
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Em outro tabalho, foi reportada a avaliagdo da atividade inseticida do extrato
metandlico das espécies T. quadrijuga, T. maritima, T. hirta, T. pleeana, T. americana e
T. glabra sobre o S. litura. Todas as espécies testadas reduziram o crescimento larval
quando comparado com o controle. A espécie mais ativa foi a T. americana, que na
concentracdo de 1000 ppm reduziu o crescimento de 96% da larva (Wheeler et al.,
2001).

A atividade inseticida dos extratos aquosos e organicos das folhas e ramos da
melidcea Trichilia pallens foi avaliada sobre a traca-do-tomateiro (Tuta absoluta)
(Meyrick, 1917) (Lepidoptera: Gelechiidae). Os ensaios mostraram que 0 extrato
aquoso e a fracdo diclorometano das folhas foram mais eficientes, logo a mais
promissora como fonte de substancias com atividade inseticida sobre T. absoluta
(Cunha et al., 2006).

Estudos fitoquimicos descritos na literatura para o género Trichilia mostram o
isolamento de limonoides como principais constituintes, e de outros compostos como
triterpenos, esteroides, cumarinas e lignanas glicosiladas (Cortez et al., 1998). Os
limonoides sdo, provavelmente, os maiores representantes da classe dos terpenos com
atividade inseticida e sdo conhecidos como meliacinas, devido seu sabor amargo e suas
principais fontes sdo as espécies da familia Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae.

Do extrato das cascas do caule da espécie T. estipulada, foi reportado o
isolamento de limonoides (Cortez, 2000). Da espécie T. catigua foram isolados 0s
limonoides angolensato de metila, mistura epimérica de fotogedunina, cedrelona e 11-
metoxicedrelona (Matos et al., 2006). Além destes, outros derivados limonoides foram
isolados de T. Pallida (Simmonds et al., 2001), T. elegans (Garcez et al., 1996; 2000),
T. hirta (Cortez et al., 1992), T. prieuriana (Olugbade, 1991), T. havanensis (Arenas &
Rodriguez-Hahn, 1990), T. roka (Nakatani et al., 1985), T. dregeana (Mulholland &
Taylor, 1980), T. rubra (Musza et al., 1995) e de T. claussenii (Pupo et al., 1996; 1998).
Além da pronunciada atividade inseticida relatada por espécies do género Trichilia,
alguns extratos também apresentaram uma variedade de propriedades biologicas,
incluindo analgésica (Arenas & Rodriguez-Hahn, 1990) e inibicdo do crescimento de
insetos (Xie et al., 1994).
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Objetivos Gerais

-Avaliar a bioatividade de espécies dos géneros Annona (Annonaceae) e Trichilia

(Meliaceae) sobre a biologia de S. frugiperda.

- Realizar o estudo quimico das espécies que apresentarem maior potencial inseticida.

Hipotese(s)

Ho Os extratos vegetais de espécies dos géneros Annona (Annonaceae) e Trichilia
(Meliaceae) ndo comprometerdo o desenvolvimento e reproducdo da lagarta-do-

cartucho do milho S. frugiperda.

H; Os extratos vegetais comprometerdo o desenvolvimento e reproducdo da lagarta-do-

cartucho do milho S. frugiperda.
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Abstract

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) causes significant losses
in corn crops and necessitates the use of alternative control strategies, such as the
application of bioinsecticides. We report the effect of methanolic leaf extracts of
Annona dioica, Annona cacans, and Annona coriacea on the development and
reproduction of S. frugiperda. A quantitative analysis was carried out to determine the
total concentration of phenolics, flavonoids, and condensed tannin (CT) in leaf extracts.
Corn leaves were immersed in a 1% methanolic leaf extract solution and fed to second
instars of S. frugiperda. Leaf disks dipped in the synthetic insecticide Connect® (Bayer
CropScience Ltda) composed of a neonicotinoid (imidacloprid) and a pyrethroid (-
cyfluthrin), which are harmful to S. frugiperda, was used as positive control. Distilled
water was used as a negative control treatment. The leaf extract of A. coriacea
decreased larval survivorship, arrested pupal development, and affected the weight gain
of S. frugiperda. Annona dioica also affected larval survivorship, but its effects were
more pronounced for the adult stage, as fecundity, fertility, egg hatchability and
embryonic development were severely affected. Leaf extracts from A. cacans had no
effect on S. frugiperda. The leaf extracts of A. dioica and A. coriacea showed a higher
content of flavonoids and phenols, respectively. Our results indicated that both A. dioica

and A. coriacea have the potential for development as botanical insecticides.

Keywords

Annonaceae, antibiosis, araticum, insecticidal effects, sustainable pest management
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Introducéo

A crescente conscientizacdo e demanda por inseticidas menos prejudiciais ao
ambiente tém estimulado estudos de metabdlitos secundarios de plantas para controlar
insetos praga nas Ultimas décadas (Boeke et al 2004). Bioinseticidas apresentam baixa
persisténcia no ambiente, ou seja, eles degradam mais rapidamente, sem deixar residuos
nos alimentos e no ambiente, atendendo as expectativas atuais da sociedade (Klocke
1987, Matos et al 2006).

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) é um inseto polifago, que é distribuido em todas as Américas, atacando e
danificando grande numero de plantas cultivadas, incluindo as de alto valor
agrondmico, como cana-de-acUcar, milho, arroz e algoddo (Andrews, 1988).
Annonaceae ¢ uma grande familia (130 géneros e 2.300 espécies) (Mass et al 2001,
Cronquist 1993) distribuida nas regides tropicais e subtropicais da Africa, Asia,
Australia, América Central e América do Sul (Pontes et al 2007). Cerca de 29 espécies
de Annonaceae exibem propriedades inseticidas e parasiticidas, devido a presenca de
acetogeninas (Hernandez & Angel 1997, Jacobson 1989, Isman 1995, Hernandez 2001,
Muhammad et al 2001).

O género Annona é considerado muito importante economicamente por
apresentar algumas espécies que sdo amplamente cultivadas e comercializadas no
Brasil, como A. squamosa (fruta-do-conde), A. muricata (graviola), A. reticulata
(condessa) e A. cherimola (cherimdia). Estudos quimicos de espécies deste género
mostram 0 isolamento de terpenos, alcaloides, flavonoides, e acetogeninas de
anonaceas, como principais metabolitos secundarios (Lage 2011). Estudos realizados
com extratos vegetais de Annona muricata Vell., A. coriacea Mart., A. crassiflora

Mart., A. montana Macfad, A. squamosa L., A. atemoya Mabb. demonstraram atividade
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bioldgica contra diferentes insetos (Trindade et al 2011, Llanos et al 2008, Silva et al
2007, Coelho et al 2007, Oliveira 2009, Blessing et al 2010, Leatemia & Isman 2004,
Seffrin et al 2010).

O objetivo da busca de novos extratos de origem vegetal contra insetos é
desenvolver alternativas aos inseticidas convencionais, com reducdo de impactos
negativos sobre a saude e ao meio ambiente. O estudo investigou o efeito do extrato
metandlico das folhas de Annona dioica St. Hil., Annona cacans Warm. e Annona
coriacea Mart. sobre o desenvolvimento e reproducdo de S. frugiperda. Fendis totais,

flavonoides e taninos condensados dos extratos também foram investigados.

Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia, da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) e Laboratério de Plantas Medicinais, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados

(UFGD).

Obtencéo dos Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criagdo mantida em
dieta artificial conforme metodologia proposta por Parra (2001), no Laboratério de

Entomologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA).

Material Vegetal. As plantas em estudo foram coletadas em formacgdes vegetais do
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul. A cidade de Dourados esta situada a

22°14°16”S e 54° 48°02”W, em altitude média de 452 m. As plantas em estudo foram
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identificadas pela Dra. Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas de Annona coriacea
(DDMS 186), A. dioica (DDMS 4598) e A. cacans (DDMS 4885) encontram-se
depositadas no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da

Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.

Obtencédo dos extratos. O material vegetal (folhas) de cada espécie foi seco em estufa
de ar circulante a 45°C, até peso constante. Apos secagem, foram triturados em moinho
de facas (MA340/A) e submetidas a extracdo por maceracdo com metanol 100% (P.A)
por 10 dias. Posteriormente foram filtradas e concentradas em evaporador rotativo (MA-

120) sob pressao reduzida, para obtencdo dos extratos metanolicos.

Determinacdo do teor de fenois totais. O conteddo fendlico total nas amostras foi
determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteu (Meda et al 2005).
Especificamente, 100 uL da amostra em metanol (1 g / L) foi misturada com 1,0 mL de
agua destilada e 0,5 mL (v / v 1:10) de reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3 min, foram
adicionados 1,5 mL de uma solugdo saturada de Na,COs; (2%). Apds 30 min, a
absorbancia foi medida a 765 nm utilizando um espectrofotometro. A quantificagéo foi
realizada utilizando-se uma curva padrdo de &cido galico preparado em 80% de
metanol, e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico, por
grama de extrato. A equacdo para a curva de acido galico foi y* = 5,9437x + 0,0351
com coeficiente de correlagdo r = 0,998. A solucdo de metanol foi utilizada como um

branco. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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Determinacdo dos flavonoides. Para determinar o nivel de flavonoides, 500 uL da
amostra foi misturada com 1,5 mL de etanol a 95%, 0,1 mL de cloreto de aluminio a
10% (AICl3.6H,0), 0,1 mL de acetato de sodio (NaC,H30,.3H,0) (1 M), e 2,8 mL de
agua destilada, e mantida a temperatura ambiente durante 40 min. A densidade dptica
foi medida a 415 nm utilizando um espectrofotdbmetro. O mesmo procedimento foi
utilizado para a analise do branco (Lin e Tang 2007). Para calcular a concentracédo de
flavonoides, preparou-se uma curva de calibracdo (2,5, 5,0, 10,0, 20,0, 25,0, 50,0,
100,0, e 125,0 ug/mL), utilizando como padrdo a quercetina. Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de quercetina por grama de extrato. A equacdo da
curva de quercetina foi y* = 12,341x + 0,009, com coeficiente de correlagdo r = 0,998.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacdo de taninos condensados (TC). As concentracbes de taninos
condensados foram determinados utilizando uma versdo modificada do metodo
desenvolvido por Maxson & Rooney (1972). As amostras foram misturadas com 5 mL
de reagente de vanilina de HCI (8% de acido cloridrico concentrado em metanol e 4%
de vanilina, em metanol). A absorbancia a 500 nm foi lida apds 20 min. Catequina foi
usado como o padrdo. Os resultados foram calculados em mg de taninos por grama da
amostra. A equacdo da curva de catequina foi y* = 0,80399x + 0,002, com coeficiente

de correlagéo r = 0,996. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Efeito sobre o desenvolvimento de S. frugiperda. Foram preparadas solucdes aquosas
a 1%, as quais foram utilizadas nos ensaios, segundo método de Roel e Vendramim

(1999). Acrescentaram-se 9,4u1/100 mL de agua destilada de Tween 80% para melhor
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solubilizac&o. Folhas de milho hibrido XB 6012 (28 cm? aproximadamente), com 50 a
60 dias de idade, foram imersas na solucdo do extrato por aproximadamente dois
segundos, sendo a seguir mantidas em condicdo ambiente para evaporacao do excesso
de liquido, da mesma forma como utilizado por Bogorni e Vendramim (2003). As
folhas de milho tratadas com extrato e as das testemunhas (tratadas com agua destilada
— testemunha negativa e tratadas com o inseticida Connect - Neonicotindide
(Imidacloprido) e Piretréide (Beta-ciflutrina) — testemunha positiva) foram colocadas
em placas de Petri (90 x 15 mm), onde foi acondicionada uma lagarta de 2° instar de S.
frugiperda por placa. Optou-se por lagartas de 2° instar devido a maior sensibilidade de
lagartas de 1° instar a outros fatores que poderiam levar a mortalidade do inseto. O
inseticida Connect foi utilizado na dose comercial recomendada como testemunha
positiva, por ser reconhecidamente nocivo a S. frugiperda. As folhas foram substituidas
diariamente por novas folhas tratadas com a solucdo aquosa a 1%. (Roel e Vendramim,
1999). Foi avaliada a viabilidade larval (porcentagem de lagartas que atingiram a fase
de pupa), duracdo larval (duragdo em dias da fase larval), viabilidade pupal
(porcentagem de pupas que atingiram a fase adulta), duracdo pupal (duracdo em dias da
fase de pupa), biomassa das pupas (mg). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos, envolvendo trés espécies vegetais, testemunha, e
inseticida padrdo, com cinco repeticdes, sendo cada uma composta por dez lagartas,

totalizando cinquenta lagartas por tratamento.

Efeito sobre a fase reprodutiva: Adultos virgens e de mesma idade provenientes de
lagartas previamente intoxicadas durante toda a fase larval foram utilizados para

avaliacdo dos seguintes parametros: pre-oviposi¢do (duracdo em dias da emergéncia da
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fémea até o primeiro dia de sua oviposicéo), oviposicao (duracdo em dias do primeiro
dia de oviposicdo até o ultimo dia de oviposicdo da fémea), pds-oviposicdo (duragdo em
dias do ultimo dia de oviposicdo até o dia da morte da fémea), total de ovos/fémea
(quantidade de ovos colocados durante o periodo de oviposicdo da fémea), viabilidade
dos ovos (porcentagem de lagartas eclodidas), periodo de incubacdo dos ovos (periodo
em dias desde a postura dos ovos até a eclosdo das lagartas) e longevidade dos adultos
(duracdo em dias da emergéncia até a morte dos machos e fémeas). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com trés tratamentos, envolvendo duas
espécies vegetais e testemunha, com cinco repeti¢cdes por tratamento, sendo cada casal

considerado uma repeticao.

Analise estatistica. O delineamento experimental adotado nos testes foi inteiramente
casualizado sendo os resultados submetidos a analise de variancia e quando
significativo a 5% de probabilidade, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey,

através do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados

Os extratos metanolicos obtidos das folhas de A. dioica, A. cacans e A.
coriacea apresentaram rendimentos de 30,56; 23,85 e 48,20%, respectivamente. Das
trés espécies analisadas, os extratos metandlicos de A. dioica (EMAD) e A. coriacea
(EMACo) apresentaram os maiores teores de flavonoides, com valores de 650,00 e
480,45 mg de quercetina/g de extrato, respectivamente. O teor de fendis totais foi maior
no EMACo e no extrato metandlico de A. cacans (EMACa), com valores de 756,68 e

560,22 mg de acido galico/g de extrato, respectivamente (Fig. 1). Os taninos
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condensados nos extratos avaliados apresentaram valores maximos de 266,33 mg / g
(Figura 1).

Spodoptera frugiperda alimentada com folhas de milho com extrato de A.
coriacea apresentou menor biomassa de pupas (93,42+6,35 mg) quando comparada a
testemunha (198,80+2,67 mg). Por outro lado as tratadas com extrato de A. dioica ou A.
cacans nao tiveram reducao do peso pupal (Tabela 1).

O extrato de A. dioica e A. coriacea reduziram a viabilidade da fase larval de S.
frugiperda (Tabela 1). Verificou-se que muitas lagartas, quando atingiam os Gltimos
instares larvais, permaneciam na fase intermediaria larva-pupa por varios dias, sem
conseguir empupar normalmente, até a morte devido ao efeito de A. dioica (Fig. 2).

Do numero de insetos restantes, ndo houve diferenca significativa entre os
extratos e a testemunha quanto a viabilidade pupal (Tabelal). As pupas inviaveis devido
a acdo dos extratos geralmente apresentavam deformacdes e coloracdo escura (Fig. 3 e
4).

A duracéo da fase larval foi similar entre os extratos e a testemunha (Tabelal).
A duracgéo da fase pupal foi prolongada pela acdo do extrato de A. coriacea (14,77+1,32
dias).

Na fase adulta, os periodos de pré-oviposicao, oviposicdo e pos-oviposicao de
S. frugiperda ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a testemunha
(Tabela 2).

O extrato de folhas de A. cacans néo interferiu na fecundidade das fémeas de S.
frugiperda, representada pelo nimero total medio de ovos, e ndo afetou a viabilidade e

periodo de incubacdo desses ovos (Tabela 2). Extrato de A. dioica diminuiu a
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quantidade de ovos/fémea, assim como também afetou a viabilidade média dos ovos, e
0 periodo de incubacéo desses ovos, diferindo em relacdo a testemunha (Tabela 2).

Apenas um casal de adultos de S. frugiperda formou-se quando suas lagartas
foram alimentadas com folhas de milhos tratadas com o extrato metandlico de A.
coriacea, ndo sendo possivel avaliar estatisticamente as variaveis bioldgicas desta. Foi
observado que a fecundidade da fémea desse casal foi reduzida, com postura de apenas
9 ovos, sendo todos invidveis. Observaram-se também deformacdes nas asas das fémeas
adultas (Fig.5).

A longevidade de adultos (machos e fémeas) de S. frugiperda foi semelhante

entre os extratos e a testemunha (Tabela 2).

Discussao

Os compostos organicos presentes na espécie vegetal A. coriacea reduziram a
viabilidade da fase larval e biomassa das pupas de S. frugiperda. A menor biomassa das
pupas deve-se a pouca ingestdo de alimento pelas lagartas, por existir nos extratos
compostos inibidores da alimentacdo (Huang et al 1996, Carpinella et al 2002). Outro
fator que pode levar a reducdo da biomassa das pupas € a ativacao do sistema citocromo
P-450, um importante mecanismo de degradacdo de metabdlitos tdxicos (Breuer et al
2003), desviando, dessa maneira, recursos gue normalmente seriam utilizados para
ganho de biomassa na fase larval (Torrecillas and Vendramim 2001). Larvas que
consomem dietas ricas em proteinas produzem pupas mais pesadas e adultos que
produzem mais ovos que 0s insetos alimentados com dietas pobres em proteinas
(Maroneze e Gallegos 2009). Estudos mostram que extratos vegetais, como da mamoma
(Ricinus communis), podem conter um fator anti-nutricional inibidor de tripsina (Soetan

2008, Rossi et al 2012). Inibidores de tripsina atuam na digestdo primaria,
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interrompendo o processo de digestdo das proteinas dentro da membrana peritrofica
(Terra e Ferreira 2005). Se as proteinas presentes no alimento nao sdo digeridas, elas
serdo excretadas resultando em fraca absorcdo de aminoacidos, o que leva a uma
deficiéncia nutricional nos insetos e morte (Jongsma e Bolter 1997).

Annona coriacea é popularmente conhecida como "marolo™ ou "araticum-do-
cerrado” no Brasil, e estudos tém relatado que acetogeninas sdo 0s principais
constituintes desta espécie (Meneses Da Silva 1996). Acetogeninas da Annonaceae
podem ter atividades citotoxicas, antitumorais, antiparasitarias, pesticidas,
antimicrobianas e imunossupressoras (Cavé et al 1997). Compostos de plantas podem
atuar de varias maneiras, especialmente quando ha um complexo de moléculas ativas
capazes de afetar os insetos. Estudos tém mostrado que 0s compostos organicos de
plantas com atividade inseticida podem agir como inibidores de alimentacdo em insetos,
podem afetar o crescimento, desenvolvimento, reproducdo, e comportamento dos
insetos (Menezes 2005). Neste estudo, as substancias ativas parecem ter agido sobre o
sistema neuroendécrino dos insetos, por interferir nos processos normais de
metamorfose. Muitos dos insetos permaneceram em fase de pré-pupa e muitas pupas
foram mal formadas. Apo6s a emergéncia, os adultos apresentaram deformacdes em suas
asas ou outras partes do corpo. Este modo de agdo é similar ao da azadiractina e seus
derivados, que normalmente causam a inibicdo do crescimento e alteracbes na
metamorfose de insetos (Martinez 2011).

Inseticidas que atuam por contato podem agir rapidamente levando a morte dos
insetos, como verificado pelas larvas alimentadas com o extrato de A. coriacea. As
substancias toxicas com uma acdo rapida contra os insetos apresentam atividade

neurotoxica (Bowman 2006). A fase de pupa prolongada induzida por extratos de A.
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coriacea é importante, pois pode aumentar o periodo de exposicdo de uma praga para 0s
inimigos naturais e também aumentar a duracdo media de cada geracdo, reduzindo
assim o crescimento da populacdo em geral (Torres et al 2001).

A atividade observada para EMAD e EMACo é provavelmente devido a
presenca de flavonoides, compostos fendlicos e acetogeninas, como ja relatado para
outras espécies de Annona (Yang et al 2009). Os compostos fendlicos tém sido
regularmente avaliados em muitos estudos sobre as interacdes entre plantas e herbivoros
(Ossipov et al 1995). Em insetos, flavonoides interferem com a muda, reproducéo,
alimentacdo e comportamento (Reyes-Chilpa et al 1995, Musayimana et al 2001,
Simmonds 2001) e agem como anti-alimentar (Morimoto et al 2000).

Além de afetar a viabilidade larval, os metabolitos secundarios em A. dioica
afetaram os adultos de S. frugiperda, aumentando o periodo de incubacdo dos ovos e
reduzindo a fecundidade e a fertilidade das fémeas. A reducéo da viabilidade dos ovos é
conhecida como acdo transovariana, 0 que pode ser observado nos ovos apés trés a
quatro dias (Pratissoli et al 2004). Costa et al (2004) observaram que a qualidade e
quantidade de nutrientes obtidos durante a alimentacdo das larvas podem influenciar o
namero de ovariolos por ovério e, por extensdo, reduzir o potencial de producdo de
ovos. No campo, a reducdo do nimero de ovos e da taxa de eclosdo podem influenciar
diretamente a densidade larval e reduzir os danos que causam (Maroneze & Gallegos
2009). Os efeitos provocados por A. dioica demonstram que a classe de compostos
presentes podem influenciar determinadas fases do ciclo de desenvolvimento do inseto.
A reducéo da fecundidade e da viabilidade de ovos sdo importantes efeitos de extratos

de plantas sobre a reproducéo de insetos (Costa et al 2004).
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Estudos quimicos relatam o isolamento e caracterizacdo de alcaloides (Dos
Santos et al 2003), flavonoides, e mistura de estigmasterol, sitosterol, e sitosterol-3-f3-
O-glicopiranosideo (Vega et al 2007, Formagio et al 2013) em A. dioica. Os
flavonoides representam uma importante classe de polifendis com forte atividade
bioldgica, incluindo potencial alelopatico e inibidores enzimaticos. Alcaloides, em
geral, séo toxicos e sdo evitados através de animais e insetos nas suas dietas.

As quantidades de compostos organicos nas folhas de A. cacans na
concentracdo a 1%, ndo foram suficientes para exercer um efeito negativo sobre S.
frugiperda (Tabelas 1, 2). As espécies de plantas, com resultados menos promissores,
como A. cacans, ndo devem ser desconsideradas, outras concentracdes e outras partes
da planta, tais como as sementes, cascas e flores, devem ser testadas, porque as
concentracdes de metabolitos secundarios podem variar de acordo com a parte da planta
(Gobbo-Neto & Lopes 2007).

Os extratos metanolicos das folhas de A. coriacea e A. dioica, exceto A.
cacans, influenciaram negativamente o desenvolvimento e a reproducdo de S.
frugiperda. A identificacdo das espécies de plantas com potencial como bioinseticidas
podem auxiliar futuros estudos abordando o fracionamento e isolamento das moléculas
ativas, com o objetivo de introdugéo de produtos botanicos, como mais uma alternativa

no controle de S. frugiperda.
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Tabela 1. Médias (£ EP) de biomassa das pupas, duracdo e viabilidade da fase larval e pupal de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) alimentadas com folhas de milho tratadas com extratos metandlicos de plantas medicinais da familia Annonaceae (Temp.: 25 +

1°C, UR: 70 + 10% e fotofase: 14h).

Controle

Annona
dioica

Annona
cacans

Annona

coriacea

Biomassa das Pupas

Duracéo Larval

Viabilidade Larval

Duracéo Pupal

Viabilidade Pupal

(mg) (dias) (%) (dias) (%)
198,8+2,67 a 16,2+0,17 a 93,9+1,63 a 10,2+0,11 b 94,6+2,42 a
n=47 n=50 n=50 n=47 n=47
180,2+6,64 a 14,2+0,82 a 66,0+6,78 b 9,7+0,37 b 78,4+12,35 a
n=33 n=50 n=50 n=33 n=33
192,4+2,78 a 14,4+0,59 a 86,0+5,09 ab 11,9+0,59 ab 97,1+2,86 a
n=43 n=50 n=50 n=43 n=43
93,4+6,35b 13,841,99 a 24,0+11,66 c 147+1,32 a 64,2+18,62 a

n=12 n=50 n=50 n=12 n=12

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padrdo. n= nimero de insetos

"No tratamento Imidacloprid, B-ciflutrina, os dados ndo foram suficientes para conduzir a analise, devido & mortalidade dos insetos no

primeiro dia."
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Tabela 2. Médias (+ EP) de pré-oviposicao, oviposicao, pds-oviposi¢do, quantidade de ovos, periodo de incubacdo e viabilidade dos ovos, e
longevidade das fémeas e dos machos de adultos S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Temp.: 25 £ 1 °C, UR: 70 + 10% e fotofase: 14h.

Pré — Oviposicao Pos — NUmero de ovos  Periodode  Viabilidade Longevidade Longevidade
oviposicdo (dias) oviposicao (unidade) incubacdo  dosovos (%)  das fémeas dos machos
(dias) (dias) dos ovos (dias) (dias)

(dias)

Controle 4,00+0,54a 6,80+0,40a 2,10+0,71a 815,30+184,24a 3,42+0,25b  80,45+3,47a  12,30+1,10a  10,10+0,94a

A. 3,40+0,74a 3,60+1,16a 5,66+1,76a 142,40+50,88b 4.64+0,22a 7,38+7,38b 8,80+2,74a 10,80+0,37a
dioica
A. 3,80+1,15a 5,60+1,20a 3,50+0,86a 1153,60+330,43a 2,92+0,08b 65,88+16,13a 12,20+0,80a 9,60+1,16a
cacans

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padréo.

"Nos tratamentos Imidacloprid, B-ciflutrina e A. coriacea os dados ndo foram suficientes para conduzir a analise, devido a mortalidade dos
insetos".
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Taninos condensados

560.22

320 .38

230.80

Concentracdo (mg/g)

140

756 .68

480,45

266 .33

182.10

EMAD EMACa

EMACo

Fig. 1. Teor de fendis totais, flavonoides e taninos condensados no extrato metandlico de
Annona dioica (EMAD), Annona cacans (EMACa) e Annona coriacea (EMACO).
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Fig. 2. Efeito de extrato metanolico de Annona dioica sobre Spodoptera frugiperda, fase de pré-pupa.
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Fig.3. Efeito de extratos metandlicos de Annona sobre pupas de Spodoptera frugiperda. A

esquerda, pupa com coloragdo escura e pupa normal a direita.

Fig.4. Efeito de extratos metandlicos de Annona em pupas de Spodoptera frugiperda.
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Fig.5. Adulto de Spodoptera frugiperda com deformacGes em suas asas devido a acao do
extrato metandlico de Annona coriacea.
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Abstract

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) is one of the major insect
pests in maize. To control these insects the use of alternative insecticides has been
considered. The objective of this study was to evaluate the effect of the methanol extracts
from the various plant parts of Annona coriacea Mart. such as the flower, fruit peel and
seeds on the development and reproduction of S. frugiperda. The corn leaves were
immersed in various extracts at concentration of 1%. After solvent had evaporated, the
second instar caterpillars of S. frugiperda were placed on Petri dishes (90 x 15 mm) and the
larvae were fed with these leaves. Distilled water was used in the negative control, whereas,
the synthetic insecticide Connect® - neonicotinoid (Imidacloprid) and pyrethroid (B-
cyfluthrin) were utilized, for the positive control. The A. coriacea seeds were observed to
behave in a manner very similar to the insecticide Connect® as it reduced the duration of
the larval stage and caused 100% mortality. The pupal biomass, oviposition period and

female longevity were also reduced by methanol extracts from the flower and fruit peel.
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The polyphenol content of the methanol extracts from the flower, fruit peel and seeds were
low, showing values of 124.65, 133.54 and 144.70 mg gallic acid/g extract, respectively.
Our results indicated that methanol extracts from the seeds was the most potential extract
for insecticide use.

Key words: Annona, antibiosis, bioactivity, botanical insecticide, fall armyworm.

INTRODUCAO

Spodoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € um importante
lepidoptero praga que ataca diversas culturas economicamente importantes em varios
paises. Em sua fase larval, é conhecida como lagarta-do-cartucho e é a principal praga da
cultura do milho no Brasil (Praca et al., 2006).

O alto indice de infestacdo de S. frugiperda e os grandes prejuizos econémicos
ocasionados por este inseto favoreceram a uma dependéncia do uso intensivo de inseticidas
quimicos para o seu controle. O uso indiscriminado desses inseticidas tem contribuido para
0 desenvolvimento de populagdes com resisténcia a diversas classes de inseticidas,
incluindo organofosforados, carbamatos e piretroides (Yu, 1991; Yu, 1992; Diez-Rodrigues
e Omoto, 2001; Yu et al., 2003; Carvalho et al., 2013).

As plantas ttm mecanismos de protecdo que lhes permitem resistir a uma
variedade de condicGes desfavoraveis, incluindo ataques de insetos e microorganismos
fitopatogénicos (Malek e Dietrich, 1999; Stotz et al., 1999; Valueva e Moslov, 2004). A
fim de evitar os efeitos nocivos ao meio ambiente ocasionados pelos inseticidas sintéticos,
tem ocorrido um crescente interesse na utilizacdo de metabdlitos secundarios de plantas
para 0 manejo de insetos pragas (Malik e Mujtaba Naqvi, 1984; Mikolajczak e Read, 1987,
Mikolajczak et al., 1989; Kubo, 1997; Wheeler e Isman, 2000; Bogorni e Vendramim,
2003; Torres et al., 2003; Céspedes et al., 2000, 2001, 2004, 2005; Coelho et al., 2007;
Rozman et al., 2007; Akhtar et al., 2008; Maroneze, 2009; Seffrin et al., 2010; Ukeh e
Umoetok, 2011; Trindade et al., 2011; Knaak et al., 2012; Ukeh et al., 2012; Oz et al.,
2013; Carneiro et al., 2013; Zavala-Sanchez, et al., 2013).
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A familia Annonaceae compreende cerca de 130 géneros e aproximadamente 2300
espécies, distribuidas em regides tropicais e subtropicais na Africa, Asia, Australia,
Ameérica Central e do Sul (Pontes et al., 2007). No Brasil, essa familia esta representada por
aproximadamente 27 géneros e 290 espécies (Moreira, 2005), as quais sdo relatadas como
uma rica fonte de alcaloides, acetogeninas e algumas amidas, classes de compostos com
ampla variedade de atividade biologica. Cerca de 29 espécies de anonéceas possuem
propriedades inseticidas (Hernandez e Angel, 1997; Muhammad et al., 2001).

A familia Annonaceae destaca-se por apresentar acetogeninas de anonaceas, as
quais demonstraram atividade antitumoral, antimalarial, anthelmintica, antimicrobiana,
antiprotozoaria, pesticida e antiséptica (Alali et al., 1999).

O género Annona (Annonaceae) consiste em mais de 110 espécies distribuidas na
Asia, América e Africa subtropical. Estudos quimicos de espécies deste género mostram o
isolamento de alcaloides, amidas, peptideos e acetogeninas, como principais metabolitos
secundarios (Lage, 2011). Neste contexto, a espécie Annona coriacea Mart. (Annonaceae)
(Fig. 1 e 2), popularmente conhecida como "marolo”, "araticum"”, "araticum-liso™ (Coelho
et al., 2003; Souza e Lorenzi, 2008) é uma planta encontrada no Cerrado ainda néo relatada
na literatura para o controle da lagarta do cartucho do milho (S. frugiperda).

Assim, este trabalho teve como finalidade avaliar o efeito de extratos metandlicos
de flores, sementes e epicarpo da infrutescéncia, de Annona coriacea Mart. sobre o

desenvolvimento e reproducao de S. frugiperda.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de Entomologia da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) e de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Material Vegetal. As flores, sementes e casca dos frutos de A. coriacea foram coletadas
em maio de 2009, em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A cidade de Dourados esta
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localizada na parte sul mato-grossense, situada a 22°14°16”S e 54° 48°02”W, em altitude
meédia de 452 m. A planta em estudo foi identificada pela Dra. Zefa Valdevina Pereira e a
exsicata de Annona coriacea (DDMS 186) encontra-se depositada no Herbario da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, MS.

Obtencédo dos extratos. O material vegetal (semente, flor e epicarpo da infrutescéncia) de
A. coriacea foi seco em estufa de ar circulante (Tecnal) a 45° C, até peso constante. Ap0s
secagem, foram triturados em moinho de facas (Micronal) (MA340/A) e submetidos a
extracdo por maceragcdo com metanol 100% (P.A) por 10 dias. Posteriormente, foram
filtrados e concentradas em evaporador rotativo (MA-120) (Marconi) sob pressao reduzida,

para obtencdo dos extratos metanolicos.

Obtencéo dos Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criagdo mantidas em
dieta artificial (Parra 2001), no Laboratério de Entomologia da Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais (FCBA), da UFGD.

Efeito sobre a fase imatura de S. frugiperda. Solugdes aquosas a 1% foram preparadas e
utilizadas nos ensaios, segundo método de Roel e Vendramim (1999). Acrescentaram-se
9,4 /100 mL de agua destilada de Tween 80% para melhor solubilizacdo. Folhas de milho
hibrido XB 6012 (28 cm? aproximadamente), com 50 a 60 dias de idade, foram imersas na
solugdo do extrato por aproximadamente dois segundos, sendo a seguir mantidas em
condicdo ambiente para evaporacao do excesso de liquido, da mesma forma como utilizado
por Bogorni e Vendramim (2003). As folhas de milho tratadas com extrato e as das
testemunhas (tratadas com agua destilada — testemunha negativa e tratadas com o inseticida
Connect - Neonicotinoide (Imidacloprido) e Piretroide (Beta-ciflutrina) — testemunha
positiva) foram colocadas em placas de Petri (90 x 15 mm), onde foi acondicionada uma
lagarta de 2° instar de S. frugiperda por placa. Optou-se por lagartas de 2° instar devido a
maior sensibilidade de lagartas de 1° instar a outros fatores que poderiam levar a

mortalidade do inseto. O inseticida Connect foi utilizado na dose comercial recomendada
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como testemunha positiva, por ser reconhecidamente nocivo a S. frugiperda. As folhas
foram substituidas diariamente por novas folhas tratadas com a solugdo aquosa a 1%, da
forma como realizado por Roel e Vendramim (1999). Foi avaliada a viabilidade larval
(porcentagem de lagartas que atingiram a fase de pupa), duragéo larval (duracdo em dias da
fase larval), viabilidade pupal (porcentagem de pupas que atingiram a fase adulta), duracéo
pupal (duracdo em dias da fase de pupa) e biomassa das pupas (mg). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com cinco tratamentos, envolvendo trés partes
vegetais de A. coriacea (flor, epicarpo da infrutescéncia e semente) testemunha e inseticida
padrdo, com cinco repeticdes, sendo cada uma composta por dez lagartas, totalizando
cinguenta lagartas por tratamento.

Efeito sobre a fase adulta de S. frugiperda. Adultos virgens e de mesma idade
provenientes de lagartas previamente intoxicadas durante a fase larval foram utilizados para
avaliacdo dos seguintes pardmetros: pré-oviposi¢do (duracdo em dias da emergéncia da
fémea até o primeiro dia de sua oviposi¢ao), oviposicao (duracdo em dias do primeiro dia
de oviposicdo até o ultimo dia de oviposicao da fémea), pos-oviposicdo (duracdo em dias
do dltimo dia de oviposic¢do até o dia da morte da fémea), total de ovos/fémea (quantidade
de ovos colocados durante o periodo de oviposicdo da fémea), viabilidade dos ovos
(porcentagem de lagartas eclodidas), periodo de incubagdo dos ovos (periodo em dias desde
a postura dos ovos até a eclosao das lagartas) e longevidade dos adultos (duracdo em dias
da emergéncia até a morte dos machos e fémeas). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos, envolvendo duas partes vegetais de A.
coriacea (flor e epicarpo da infrutescéncia) e testemunha, com cinco repeticbes por

tratamento, sendo cada casal considerado uma repeticao.

Conteddo de polifendis totais. Cada extrato metandlico (semente, epicarpo da
infrutescéncia e flor) foi avaliado para determinar o contetdo total de polifendis usando o
reagente de Folin-Ciocalteu (Djeridane et al., 2006). Em seguida, 100 uL. do extrato de
metanol (1 g / L) foi dissolvido em 1,0 mL de agua destilada e 0,5 mL de reagente de Folin-

Ciocalteu (1:10 v / v) foi adicionado. Em seguida, 1,5 mL de uma solugdo saturada de
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Na,CO3 (2%) foram adicionados apés 3 min. Depois de meia hora, a absorbancia foi
medida a 765 nm usando um espectrofotdmetro (Bioespectro). O conteddo fenolico foi
calculado utilizando a curva padrao de acido galico (5, 10, 15, 30, 40, 50, 60 e 70 ug/mL),
preparado em uma solucdo de metanol a 80% e os resultados foram expressos como
miligramas de acido galico equivalente por grama de extrato. O metanol foi utilizado como
branco. Para calibrar a curva de acido gélico, a seguinte equacdo foi aplicada: y* = 8,297x +
0,0072, com um coeficiente de correlacdo r = 0,977. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

Anélise estatistica. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado sendo 0s
resultados submetidos a analise de variancia e quando significativo a 5% de probabilidade,
as medias foram comparadas pelo Teste de Tukey, através do programa SISVAR (Ferreira,
2011).

RESULTADOS

Os extratos metandlicos obtidos da flor, epicarpo da infrutescéncia e semente de A.
coriacea apresentaram rendimentos de 28,65%, 38,76% e 16,88%, respectivamente. Para
identificar algumas classes dos metabdlitos presentes nos extratos, o conteldo total de
polifendis da flor, epicarpo da infrutescéncia e sementes foram encontrados com valores de
124,65; 133,54 e 144,70 mg de acido galico/g extrato, respectivamente.

Nenhuma lagarta de S. frugiperda alimentada com folhas de milho tratadas com o
extrato metandlico de sementes de A. coriacea completou a fase larval. Registrou-se
mortalidade de 100% nas lagartas (Tabela 1), desempenho semelhante ao do produto
Connect, que ¢ utilizado convencionalmente para o controle do inseto no campo. Dessa
forma, os Unicos parametros registrados para este tratamento foram a viabilidade larval e a
duracdo larval. A duracéo larval foi reduzida para 2,50+0,13 dias em relacdo a testemunha
(16,23+0,17 dias).

A duracdo da fase larval e a viabilidade larval foram similares entre o tratamento
do epicarpo da infrutescéncia de A. coriacea e a testemunha (Tabela 1), enquanto que o

extrato das flores de A. coriacea interferiu na duragéo e viabilidade larval (Tabela 1).
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Na duracdo da fase pupal, ndo houve diferenca estatistica entre o extrato do
epicarpo da infrutescéncia de A. coriacea quando comparados a testemunha (Tabela 1). No
entanto, a duracdo da fase pupal foi reduzida pela acdo do extrato das flores de A. coriacea
(9,34+0,29 dias).

A viabilidade pupal foi igual para os tratamentos (epicarpo da infrutescéncia e
flor) em relacédo a testemunha (Tabela 1).

Lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho imersas na solucdo dos
extratos de epicarpo da infrutescéncia e flor de A. coriacea apresentaram biomassa média
inferior de pupas (173,62+2,69; 178,92+4,66 mg, respectivamente) em relacdo a
testemunha (198,80+2,67).

Na fase adulta, os extratos oriundos do epicarpo da infrutescéncia e das flores de
A. coriacea interferiram na oviposicdo das fémeas de S. frugiperda, reduzindo o periodo de
oviposicdo (4,25+0,85; 2,33+0,33 dias, respectivamente), quando comparados a testemunha
(6,80+0,40 dias).

A longevidade das fémeas também foi reduzida devido a acdo do extrato do
epicarpo da infrutescéncia (8,20+1,62 dias) e do extrato das flores (7,40+£0,87 dias) em
relagdo a testemunha (12,30+1,10 dias). Nos demais caracteres avaliados da fase adulta ndo
houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a testemunha (Tabela 2).

N&o foi possivel avaliar os caracteres biologicos da fase adulta para o extrato de A.

coriacea (sementes) por nao haver dados devido a mortalidade dos insetos na fase larval.

DISCUSSAO

A diferenca no rendimento da extracdo estd provavelmente relacionada com as
diferentes quantidades de componentes quimicos, tais como as substancias polares e ndo
polares presentes nas varias partes da planta.

Compostos fendlicos, dentre outros metabolitos secundarios, séo sintetizados pelas
plantas durante o seu desenvolvimento normal em resposta a condi¢cOes de estresse.
Presente nas plantas como um grupo diverso de derivados fitoquimicos de fenilalanina e
tirosina, esses compostos ajudam na fotoprotecdo, na defesa contra insetos, bem como

sendo responsavel pela pigmentacao (Simdes et al. 2010).
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O método utilizado neste trabalho para se determinar o teor de fenois, fazendo-se
uso do reagente de Folin-Ciocalteu, € um dos mais utilizados. O referido reagente consiste
em uma mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotunguistico, onde o molibdénio e o
tungsténio se encontram em um estado de oxidacdo +6. Na presenca de agentes redutores,
ocorre a formacdo de molibdénio e tungsténio azul, cujo estado de oxidacdo se encontra
entre +5 e +6. Esta mudanca na coloragdo permite que seja determinada a concentracdo de
substancias redutoras, neste caso, 0s compostos de natureza fenolica (Chaves et al., 2010).

Os resultados revelam que os extratos de A. coriacea ndo sdao considerados como
uma fonte de compostos fendlicos, devido a baixa concentragdo, quando comparados as
folhas desta mesma espécie.

O extrato metandlico dos diferentes drgdos vegetais de A. coriacea interferiu na
biologia do lepidoptero S. frugiperda, porém o extrato das sementes mostrou maior
eficiéncia, comprovando que as concentra¢fes dos metabdlitos secundarios podem variar
de acordo com a parte do vegetal. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), os 6rgdos vegetais
podem influenciar ndo sé a quantidade total de metabdlitos produzidos, mas também as
proporcoes relativas dos componentes da mistura.

A atividade inseticida mais eficaz com as sementes da espécie vegetal
provavelmente se refere a uma maior concentragdo de flavonoides, alcaloides e
acetogeninas de Annonaceae e terpenos, compostos provavelmente responsaveis pela
atividade inseticida.

Algumas substancias inseticidas podem agir rapidamente levando a morte dos
insetos, como verificado pelas lagartas alimentadas com o extrato de A. coriacea
(sementes). Substancias muito tdxicas e de rapida acdo contra insetos apresentam acdo
neurotoxica, atuando no sistema nervoso central do inseto, interagindo com os canais ions
sodio e potassio presentes na membrana do ax6nio, e assim, interferindo na transmissao
sinaptica ou axodnica normal dos impulsos nervosos levando a morte do inseto em pouco
tempo (Bowman, 2006).

O efeito tdxico desta espécie vegetal foi mais eficiente sobre a fase larval do que
sobre as pupas, uma vez que é nessa fase larval que o inseto ingere as substancias quimicas

presentes nos alimentos (Rodriguez e Vendramim, 1996; Céspedes et al., 2000; Martinez,
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2001). As lagartas mortas pelos extratos de A. coriacea apresentaram coloracdo escura e
tamanho pequeno, e muitas morreram na fase intermediéria larva-pupa. Tais alteracfes
morfologicas podem resultar do efeito de componentes quimicos no sistema hormonal do
inseto, afetando os hormdnios da ecdise ou provocando alteragdes no nivel ou atividade do
hormonio juvenil (Tanzubil & McCaffery 1990, Roel et al. 2000, Martinez 2002, Menezes
2005). A ocorréncia de individuos mortos em um estagio intermediario entre a fase de pré-
pupa e pupa também foi encontrada por Klocke (1987) e Govindachari (1992) com
azadiractina, por Rodriguez (1995), com extratos aquosos de Meliaceae, e por Roel et al.
(2000), com o extrato de acetato de etila de Trichillia pallida.

A reducdo da duracdo larval ocasionada pelo extrato das flores de A. coriacea é
explicada pelo efeito inibidor da alimentacdo das larvas provocadas pelas substancias
presentes nas plantas, induzindo a mudanca de estagio (Knaak et al., 2012). A duracéo
larval também foi reduzida por extratos de melidceas sobre S. frugiperda (Mikolajczak e
Read, 1987; Mikolajczak et al., 1989; Matos et al., 2006).

O efeito inibidor de alimentacdo provocado por extratos vegetais pode interferir na
biomassa das pupas. A reducdo na biomassa pupal relaciona-se a pouca ingestdo de
alimento durante a fase larval, por existir nos extratos compostos inibidores da alimentacéo
(Huang et al., 1996; Carpinella et al., 2002). Reducdo na biomassa de pupas foi verificada
pelo extrato aquoso da espécie M. azedarach em S. frugiperda (Maroneze, 2009). Em
Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae), essa espécie promove a
destruicdo das células epiteliais do intestino, restringido a digestdo e absorcdo de alimento
(Schmidt et al., 1997). Como consequéncia, pupas de biomassa inferior dardo origem a
adultos pequenos e, possivelmente, haverd problemas na copula desses individuos com
individuos normais e as fémeas serdo menos fecundas (Rodriguez e Vendramim, 1996).

A reducdo no periodo de oviposicdo e na longevidade das fémeas pela agdo dos
derivados de A. coriacea (flor e epicarpo da infrutescéncia), observadas na fase adulta de S.
frugiperda estdo, provavelmente, associadas aos efeitos das substéncias presentes nos
extratos das flores e epicarpo da infrutescéncia de A. coriacea, durante o estagio larval. Os
adultos, geralmente, ndo morrem pela acdo dos derivados de plantas. No entanto, as

substancias vegetais sdo capazes de interferir na reproducdo dos insetos, diminuindo a
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fecundidade ou ocasionando esterilizagdo total (Schmutterer 1990 Maroneze 2009). A
duracdo pupal também foi reduzida pelo tratamento com flores da espécie vegetal. Essa
assincronia do desenvolvimento na populacdo poderia causar problemas de reproducéo
(Rodrigues e Vendramim, 1996; Matos et al., 2006).

Os aleloquimicos presentes em A. coriacea afetaram negativamente a biologia da
populacdo de S. frugiperda, sendo o extrato de sementes desta espécie 0 que causou maior
atividade inseticida, merecendo ser alvo de estudos mais detalhados. Este fato permitira, em
trabalhos futuros, a caracterizacdo quimica da espécie vegetal, ou seja, a identificacdo do
composto ou classe dos compostos, responsaveis pela atividade bioinseticida, contribuindo
para a selecdo de novos inseticidas que preencham os requisitos de eficacia, seguranca e

seletividade.
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Tabela 1. Médias (+ EP) de biomassa das pupas, duracdo e viabilidade das fases larval e pupal de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:

Noctuidae) alimentadas com folhas de milho tratadas com extratos metandlicos de A. coriacea (Annonaceae). Temp.: 25 + 1°C, UR: 70 + 10% e
fotofase: 14h.

Biomassa de pupas Duracéo Viabilidade larval Duracéo Viabilidade
(mg) larval (dias) (%) pupal (dias) pupal (%)

Testemunha 198,80+2,67 a 16,23+0,17 a 93,99£1,63 a 10,25+0,11 a 94,60£2,42 a
n=47 n=50 n=50 n=47 n=47

Annona

coriacea (semente) o 2,50+0,13 ¢ L L .
n=50

Annona
coriacea (epicarpo da 173,62+2,69 b 16,92+0,43 a 92,00+3,74 a 9,79+ 0,20 ab 89,33+4,73 a
infrutescéncia) n=46 n=50 n=50 n=46 n=46
Annona 178,92+4,66 b 15,14+0,19b 74,00£4,00 b 9,34+£0,29 b 88,56+5,34 a
coriacea (flor) n=37 n=50 n=50 n=37 n=37

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padréo.

__Os dados nao foram suficientes para realizar a analise, devido a mortalidade dos insetos.

"No tratamento Imidacloprid, B-ciflutrina, os dados ndo foram suficientes para conduzir a analise, devido a mortalidade dos insetos no primeiro
dia." n= namero de insetos.
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Tabela 2. Médias (+ EP) de pré-oviposicao, oviposicao, pds-oviposi¢do, quantidade de ovos, periodo de incubacdo e viabilidade dos ovos, e
longevidade das fémeas e dos machos de adultos S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Temp.: 25 £ 1 °C, UR: 70 + 10% e fotofase: 14h.

Pré — Oviposicdo Pos— Quantidade de  Periodode  Viabilidade  Longevidade Longevidade
oviposicdo (dias) oviposicdo  ovos (unidade) incubacéo ovos (%) fémeas machos
(dias) (dias) ovos (dias) (dias) (dias)

Testemunha 4.00+054a 6,80+0,40 a 2,10+0,71a

815,30+184,24a 3,42+0,25a 80,45+3,47a 12,30+1,10a 10,10+0,94 a

Annona
coriacea 525+1,49a 4,25+0,85b
(epicarpo da
infrutescéncia)

1,75+ 0,47 a 848,00£322,24a 3,37+0,23a 68,41+23,13a 8,20+1,62ab 6,00+1,44a

Annona

coriacea 5,33+ 0,33a 2,33+0,33b 1,33+0,33a 242,60+130,47a 3,52+0,13a 66,46+24,30a 7,40+0,87b 8,20+0,91a
(flor)

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padréo.

"Nos tratamentos Imidacloprid, B-ciflutrina e A. coriacea os dados ndo foram suficientes para conduzir a analise, devido a mortalidade dos
insetos”.
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Fig. 1. Arvore de Annona coriacea Mart. (Annonaceae).
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Fig. 2. Fruto de Annona coriacea Mart. (Annonaceae).
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EFEITO DE EXTRATOS DE Trichilia silvatica C. DC. NOS PARAMETROS DE
DESENVOLVIMENTO E REPRODUGCAO DE Spodoptera frugiperda (J.E. SMITH)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ALESSANDRA F. FREITAS"; ANELISE S. N. FORMAGIO? FABRICIO F. PEREIRA";
JESSICA T. LUCCHETTA'; MARIA DO CARMO VIEIRA®.
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), ‘Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e

Ambientais (FCBA), ’Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), Dourados-MS, Brazil.

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effects of the methanolic extracts

from the leaves, bark, and flowers of Trichilia silvatica on Spodoptera frugiperda. Also was
evaluating the total phenolic and flavonoid content of methanolic extracts. We also reported
chemical study the most active extract. Corn leaves were immersed in a 1% methanolic extract

solution and fed to second instars of S. frugiperda. The extract of the T. silvatica (LTS) leaves

decreased the viability of the larva, prolonged larval duration, affected the pupal biomass,
decreased the period of oviposition and the number of eggs as well as affected the egg viability.
The methanolic extract of the T. silvatica (BTS) bark decreased the larval viability, oviposition
period, number of eggs and egg viability. The flower extract of T. silvatica (FTS) decreased the
larval viability and period of oviposition. In relation to the constituent contents, the methanolic
extract of the leaves showed highest total phenol (233.37 mg gallic acid/g of extract) and
flavonoid (53.17 mg quercetin/ g of extract) content. The chemical study of the FTS resulted in
a-tocopherol, sitosterol 3-O- glucopyranoside, mustakone and N-methylproline. Our results

indicated that the extracts affected the biology of S. frugiperda, being LTS most promising.

Key Words: Meliaceae, methanolic extracts, insecticides, plant-derived compounds.
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Introducéo

O género Trichilia consiste em cerca de 70 espécies, distribuidas principalmente na
América tropical e Africa, das quais 43 espécies ocorrem no Brasil (Pennington, Styles &
Taylor, 1981). InvestigagBes quimicas revelaram a presenga de limonoides como os principais
agentes bioativos (Champagne et al., 1992). Os compostos pertencentes a este grupo
expressam uma grande variedade de atividades bioldgicas, como inseticida, antialimentar e
capacidade reguladora do crescimento em insetos (Champagne et al, 1989; Kubo e Klocke,
1982; Mikolajczak e Reed, 1987; Mikolajczak et al, 1989; Nakatani et al, 1981; Simmonds et al,
2001; Xie et al, 1994), bem como analgésico e anti-viral e varios outros efeitos farmacolégicos
em seres humanos (Romin et al, 1992; Vaz et al, 1997).

Estudos biologicos realizados com extratos vegetais de Trichilia connaroides, T.
prieureana, T. roka, T. triphyllaria, T. casaretti, T. catigua, T. claussenii, T. elegans e T. pallida
demonstraram atividade inseticida sobre a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
(Mikolajczak & Reed, 1987, Roel & Vendramim, 1999; Roel et al. 2000a, 2000b; Bogorni &
vendramim 2003, 2005).

Alguns estudos tém focado nos nortriterpenoides (limonoides) da familia Meliaceae
devido aos seus efeitos potentes sobre os insetos pragas ligados a sua baixa toxicidade
(Carpinella et al, 2002, 2003, Champagne et al, 1989; Klocke et al, 1989.; Kubo e Klocke,
1982).

Trichilia silvatica C. DC. é uma pequena arvore perene que ocorre no Brasil,
comumente conhecido como "cachud", "cachué-branco” em Santa Catarina e "rosa-branca" na
Bahia, Brasil. Estudos quimicos realizados nos extratos das folhas de T. silvatica descrevem o
isolamento de sesquiterpenos espatulenol, veridiflorol, 6xido humuleno, (2S, 3S, 6R, 7R)-
humuleno-2, 3; 6,7-diepdxido, (2R, 3R, 6R, 7R)-humuleno 2,3; 6,7-diepdxido, mustakone, o
esteroide, e os triterpenos a-amirina, B-amirina, e pseudotaraxasterol e lupeol (Soares et al.,
2013). O extrato n-butanol das folhas demonstraram inibicdo do crescimento de Streptococus
salivarius e S. mutans (Figueiredo, 2010). Recentemente, foi relatada a composicdo quimica,
em relacdo a atividade antiedematogénica e antioxidante do 6éleo essencial a partir das folhas

de T. silvatica, em particular, sendo caracterizada pelo CG-MS, um elevado numero de
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sesquiterpenos, que exibiu efeitos antioxidante e in vivo anti-inflamatério (Formagio et al.,
2012).

Embora a literatura mostre estudos sobre o isolamento de limonoides e efeito
inseticida de diferentes espécies de Trichilia, ndo ha investigacéo do efeito de T. silvatica em S.
frugiperda.

O principal objetivo do estudo foi avaliar o teor de fendis totais e flavonoides e o efeito
do extrato metandlico das folhas, cascas do caule e flores de T. silvatica sobre o
desenvolvimento e sobrevivéncia de S. frugiperda. O extrato ativo também foi investigado e a
composicao quimica foi descrita com a utilizacdo de métodos cromatograficos. Os compostos
assim isolados foram caracterizados pelos dados espectrais de RMN e comparados com 0s

descritos na literatura.

Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia, da Faculdade de Ciéncias
Biologicas e Ambientais (FCBA) e Laboratério de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias

Agrérias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Material vegetal. As folhas (Fig. 3), casca do caule e flores de T. silvatica foram coletadas em
maio de 2009, em Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. A cidade de Dourados situada a
22°14’16”S e 54° 48’02"W, em altitude média de 452 m. A planta em estudo foi identificada pela
Dra. Zefa Valdevina Pereira e a exsicata de T. silvatica (DDMS 4662) encontra-se depositada
no Herbério da Faculdade de Ciéncias Biol6gicas e Ambientais da Universidade Federal da

Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.

Preparacdo de extratos brutos, fracdes e isolamento dos constituintes. Os materiais vegetais
secos (folhas, cascas do caule e flores) foram extraidos sucessivamente, por maceracdo, com
metanol. O extrato foi filtrado e concentrado sob pressdo em um rotaevaporador e liofilizado
para obtencao do extrato metandlico seco das folhas de T. silvatica (FTS), casca do caule de T.
silvatica (CTS) e flores de T. silvatica (FLTS). O extrato mais ativo no desenvolvimento e

sobrevivéncia de S. frugiperda foi dissolvido em MeOH-H,O 1:1 e particionado com n-hexano,
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cloroférmio e acetato de etila. O solvente foi evaporado resultando nas fracdes de hexano (5,5
g), cloroférmio (5,4 g), acetato de etila (6,2 g) e hidrometandlica (7,5 g). A fracdo de hexano
(2,58 g) foi purificada em coluna cromatografica de silica gel, eluida com uma mistura de n-
hexano e acetato de etila, de polaridade crescente, resultando no isolamento do a-tocoferol
(6,2 mg). A fragdo de cloroférmio (3,8 g) foi purificada em coluna cromatografica de silica gel,
eluida com uma mistura de n-hexano, acetato de etila e metanol, em polaridade crescente,
resultando no sitosterol 3-O-glicopiranosideo (145,0 mg) e mustakone (14,5 mg). A fracédo
hidrometandlica (3,4 g) foi purificada com Sephadex LH-20 (25 g), a qual foi eluida com H,0O,

H,O-MeOH (1:3, 1:1) e MeOH, originando N-metilprolina (17,0 mg).

Determinacéo do teor de fendis totais. O contetdo fendlico total nas amostras (FTS), (CTS) e
(FLTS), foi determinado utilizando o método de Folin-Ciocalteu (Meda et al 2005).
Especificamente, 100 yL da amostra em metanol (1 g / L) foram misturadas com 1,0 mL de
agua destilada e 0,5 mL (v / v 1:10) de reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s 3 min, foram
adicionados 1,5 mL de uma solucéo saturada de Na,COj3; (2%). Ap6s 30 min, a absorbancia foi
medida a 765 nm utilizando espectrofotdmetro. A quantificacdo foi realizada utilizando-se
curva padrao de &cido gélico preparado em 80% de metanol, e os resultados foram expressos

em mg de equivalentes de &cido gélico, por grama de extrato. A equacao para a curva de acido

galico foi y* = 0,1073x + 6.2733, com coeficiente de correlagdo r =0.9912. A solugdo de

metanol foi utilizada como branco. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Determinacéo dos flavonoides. Para determinar o nivel de flavonoides, 500 yL das amostras
(FTS, CTS e FLTS) foram misturadas com 1,5 mL de etanol a 95%, 0,1 mL de cloreto de
aluminio a 10% (AICI;.6H,0), 0,1 mL de acetato de sédio (NaC,H30,.3H,0) (1 M), e 2,8 mL de
agua destilada, e mantidas a temperatura ambiente durante 40 min. A densidade O6ptica foi
medida a 415 nm utilizando um espectrofotdmetro. O mesmo procedimento foi utilizado para a
andlise do branco (Lin e Tang 2007). Para calcular a concentracao de flavonoides, preparamos
uma curva de calibracao (2,5, 5,0, 10,0, 20,0, 25,0, 50,0, 100,0, e 125,0 pg), utilizando como

padrdo a quercetina. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de quercetina por
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grama de extrato. A equacdo da curva de quercetina foi y* = 0.04372x + 11.8202, com

coeficiente de correlacéo r = 0,9989. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criagdo mantida em dieta artificial conforme
metodologia proposta por Parra (2001), no Laboratério de Entomologia da Faculdade de

Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA), da UFGD.

Efeito sobre o desenvolvimento de S. frugiperda. Foram preparadas solucdes aquosas a 1%,
as quais foram utilizadas nos ensaios, segundo método de Roel e Vendramim (1999).
Acrescentaram-se 9,4ul/100 mL de &gua destilada de Tween 80% para melhor solubilizacao.
Folhas de milho hibrido XB 6012 (28 cm? aproximadamente), com 50 a 60 dias de idade, foram
imersas na solugcdo do extrato por aproximadamente dois segundos, sendo a seguir mantidas
em condicdo ambiente para evaporacdo do excesso de liquido, da mesma forma como
utilizado por Bogorni e Vendramim (2003). As folhas de milho tratadas com extrato e as da
testemunha (tratadas com agua destilada) foram colocadas em placas de Petri (90 x 15 mm),
onde foi acondicionada uma lagarta de 2° instar de S. frugiperda por placa. Optou-se por
lagartas de 2° instar devido a maior sensibilidade de lagartas de 1° instar a outros fatores que
poderiam levar & mortalidade do inseto. As folhas foram substituidas diariamente por novas
folhas tratadas com a solugéo aquosa a 1%, da forma como realizado por Roel e Vendramim
(1999). Foi avaliada a viabilidade larval (porcentagem de lagartas que atingiram a fase de
pupa), duracdo larval (duracdo em dias da fase larval), viabilidade pupal (porcentagem de
pupas que atingiram a fase adulta), duracdo pupal (duracdo em dias da fase de pupa),
biomassa das pupas (mg). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos, envolvendo trés partes vegetais e testemunha, com cinco repeti¢cdes,

sendo cada uma composta por dez lagartas, totalizando cinquenta lagartas por tratamento.

Efeito sobre a fase reprodutiva: Adultos virgens e de mesma idade provenientes de lagartas
previamente intoxicadas durante a fase larval foram utilizados para avaliacdo dos seguintes
parametros: pré-oviposicdo (duracdo em dias da emergéncia da fémea até o primeiro dia de

sua oviposicao), oviposicao (duracdo em dias do primeiro dia de oviposicdo até o ultimo dia de
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oviposicdo da fémea), pds-oviposicdo (duracdo em dias do Ultimo dia de oviposicdo até o dia
da morte da fémea), total de ovos/fémea (quantidade de ovos ovipositados durante o periodo
de oviposicdo da fémea), viabilidade dos ovos (porcentagem de lagartas eclodidas), periodo de
incubacéo dos ovos (periodo em dias desde a postura dos ovos até a eclosdo das lagartas) e
longevidade dos adultos (duragdo em dias da emergéncia até a morte dos machos e fémeas).
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos,
envolvendo trés partes vegetais e testemunha, com cinco repeticées por tratamento, sendo

cada casal considerado uma repeticéo.

Andlise dos dados. O delineamento experimental adotado nos testes foi inteiramente
casualizado sendo os resultados submetidos & analise de variancia e quando significativo a 5%
de probabilidade, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, através do programa

SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados

Extratos brutos, contetddo de fendis totais e flavonoides

O rendimento dos extratos metandlicos obtidos por maceracédo das folhas, cascas do
caule e flores de T. silvatica foram de 27,60%, 44,34% e 15,33% respectivamente. A Figura 1
mostra fendis totais e flavonoides nos extratos metandlicos de T. silvatica. Os extratos das
folhas e cascas do caule, na analise, apresentaram o maior teor de fendis totais com valores de
233,37 e 177,62 mg &cido galico / g de extrato, respectivamente (Fig. 1). Por comparacéo, os
extratos também apresentaram teores mais elevados de flavonoides (folhas, 53,17 mg de

quercetina / g do extrato; casca do caule, 41,13 mg de quercetina / g do extrato).

Isolamento dos constituintes do extrato ativo
O estudo quimico da fragdo de hexano resultou no isolamento do a-tocoferol, fragcao
de cloroférmio em sitosterol 3-O-glicopiranosideo e mustakone e a fragao hidrometandlica em

N-metilprolina.
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Os compostos foram identificados por comparacéo dos seus dados de RMN com os

relatados na literatura (Alam et al., 1996; Ayres et al., 2009; Daniewski et al., 1996; Nyasse et
al., 1988).
a-Tocoferol: *H NMR (300 MHz, CDCls): & 2.62 (t, J=6.7 Hz, 2H), 2.20 (s, 3H), 2.15 (s, 6H); °C
NMR (75.5 MHz): & 146.5, 143.5, 122.9, 121.6, 118.4, 117.4, 74.8, 39.8, 39.4, 37.5, 32.8, 31.5,
28.0, 24.8, 24.4, 23.9, 22.7, 21.5, 20.6, 19.7, 12.5, 11.8, 11.3.
sitosterol 3-O-glicopiranosideo: 'H NMR (300 MHz, CDCly): & 5.37 (d, J=5.1Hz, 1H); 4.41 (d,
J=7,5Hz, 1H), 2.41 (dd, J=12.3 e 4.1Hz), 1.02 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). *C NMR (75.5 MHz): §
140.1, 122.0, 100.9, 78.9, 77.9, 77.1, 75.6, 69.8, 61.5, 56.5, 55.8, 50.0, 45.6, 42.1, 39.5, 38.4,
37.0, 36.5, 35.9, 33.7, 31.6, 31.4, 29.3, 28.9, 28.0, 25.8, 24.0, 22.9, 20.9, 19.5, 19.0, 18.7, 18.5,
11.6, 11.4.
mustakone: 'H NMR (300 MHz, CDCls): § 2.63 (dd, J=6.5 and 1.5, 1H), 5.76 (m, J=1.5, 1H),
1.94 (d, J=6,5 e 1.5, 1H), 2.60 (s, 1H), 1.64 (m, 1H), 1.50 (m, 1H), 1.73 (m, 2H), 1.85 (m, 1H),
1.73 (m, 1H), 1.54 (dd, J=6.5 and 6.5, 1H), 0.86 (d, J=6.5, 3H), 0.85 (d, J=6.5, 3H), 2.00 (d,
J=1.5, 3H), 0.97 (s, 3H). *C NMR (75.5 MHz): & 56.9, 203.4, 120.8, 171.4, 55.8, 54.7, 45.6,
22.8, 35.9,57.8, 32.4, 19.6, 20.6, 20.5, 24.3.
N-metilprolina: 'H NMR (300 MHz, D,0): 6 2.93, s, CH3N+; 3.91 (dd, J= 11:5 and 7.5 Hz, 1H),
2.55 (m, 1H), 1.94-2.24 (m, 3H), 3.74 (m, 1H), 3.16 (m, 1H). °C NMR (75.5 MHz): & 43.9,
CH3N+; 73.6, 25.9, 31.8, 58.8, 177.5.

No entanto, o isolamento da N-metilprolina é relatado pela primeira vez em T.

silvatica.

Desenvolvimento e fase reprodutiva de S. frugiperda

A viabilidade larval de S. frugiperda foi afetada em todos os tratamentos (FTS
24.00+£6.78, CTS 32.00+4.89 e FLTS 54.00+10.77%) quando comparados a testemunha
(94.50+0.93%). O FTS também prolongou a duracao da fase larval (Tabela 1).

Na duracéo da fase pupal e viabilidade pupal ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos quando comparados a testemunha (Tabela 1).

Lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho imersas na solugcéo do

FTS apresentou biomassa inferior de pupas (104.00+6.95 mg) em relacdo a testemunha
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(198.80+2.67 mg). Nos demais tratamentos ndo houve diferenca estatistica em relacdo a
biomassa de pupas comparada a testemunha (Tabela 1).

Os extratos oriundos das folhas, caules e flores de T. silvatica também afetaram
negativamente caracteres biolégicos da fase adulta de S. frugiperda. O periodo de oviposicédo
foi reduzido (FTS 3.50+1.50; CTS 1.50+0.76; FLTS 1.37+0.55 dias), quando comparados a
testemunha (6.80+0.40 dias).

Os periodos de pré-oviposicdo e pés-oviposicdo ndo foram afetados pelos extratos
(Tabela 2).

As fémeas de S. frugiperda ovipositaram menor nimero de ovos nos tratamentos FTS
e CTS (Tabela 2). Esses ovos tiveram sua viabilidade reduzida em relacdo a testemunha
(Tabela 2).

A longevidade das fémeas e machos e o periodo de incubacdo dos ovos foram
similares em todos os tratamentos (Tabela 2). Na idade adulta, deformacdes foram observadas

nas mariposas, especialmente em suas asas (Fig. 2).

Discussao

Efeito de T. silvatica no desenvolvimento e na fase reprodutiva de S. frugiperda

Os extratos dos diferentes 6rgdos vegetais de T. silvatica reduziram a viabilidade
larval de S. frugiperda. Tais resultados vém a confirmar a atividade inseticida do género
Trichilia ja referida para S. frugiperda e outros insetos (Conceschi et al., 2011; Nebo et al.,
2010; Cunha et al., 2006; 2008; Bogorni & Vendramim, 2005; Bogorni & Vendramim, 2003;
Roel et al., 2000b; Wheeler & Isman, 2000; Thomazini et al., 2000; Mikolajczak & Reed, 1987).
Existem relatos sobre atividades bioldgicas de substancias e/ou extratos obtidos de plantas
desse género, tais como propriedades “antifeedant” e inseticida, comparaveis as da
azadiractina (Mikolajczak & Reed, 1987, Bogorni & Vendramim, 2005, Cunha et al., 2006).

O FTS afetou ndo apenas a sobrevivéncia de S. frugiperda, mas também outros
caracteres biologicos como a duragéo da fase larval que foi prolongada (20,34+0.49 dias) em
relagdo ao valor da testemunha (16,57+0.13 dias). Isso pode estar associada a presenca de
compostos que interferem na metamorfose, ndo apenas causando a mortalidade como

dificultando o desenvolvimento das lagartas sobreviventes (Bogorni & Vendramim, 2005).
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Folhas de T. pallens, T. casaretti e T. pallida e ramos de T. pallida também causaram
significativo alongamento na fase larval de S. frugiperda (Bogorni & Vendramim, 2005). O
prolongamento da fase larval pode estar associada com o efeito anti-alimentar relatado no
género Trichillia (Mikolajczak e Reed, 1987), e em compostos da familia Meliaceae (Mossini e
Kemmelmeier, 2005). “Antifeedants” podem ser descritos como substancias alomoénias que
inibem a alimentacdo e ndo matam os insetos pragas diretamente, mas limitam o seu potencial
de desenvolvimento (Gokulakrishnan et al., 2012).

Torrecillas & Vendramim (2001) também constataram que os ramos de T. pallida a
0,1% afetaram ndo apenas a sobrevivéncia, mas também a duracdo da fase larval. Este fato é
atribuido a presenca de inibidores de crescimento ou substancias téxicas no extrato e
menciona que o alongamento da fase larval é importante em campo, uma vez que isso pode
aumentar o tempo de exposi¢édo do inseto a fatores de mortalidade naturais (Torres et al 2001,
Alves et al 2012). McMillian et al. (1969) ja haviam constatado a inibicdo do crescimento de S.
frugiperda devido a utilizacdo de extratos vegetais relatando o prolongamento da fase larval em
dieta artificial contendo extrato cloroférmico de folhas de Melia azedarach.

A duracéo e viabilidade pupal ndo foram afetadas pelos extratos (FTS, CTS e FLTS).
Outros autores atribuem a menor toxicidade de agentes quimicos para a fase de pupa a menor
atividade do inseto em tal estagio (Jbilou et al., 2006). Provavelmente, o efeito dos extratos
vegetais é mais intenso na fase larval devido ao fato de que é nessa fase que o inseto ingere
as substancias quimicas presentes no alimento (Rodriguez; Vendramim, 1996). Maroneze &
Gallegos (2009) também ndo constataram efeito negativo de Melia azedarach sobre a duracao
e viabilidade da fase pupal de S. frugiperda. Os resultados estdo de acordo também com os
obtidos por Rodriguez & Vendramim (1996, 1997) e Bogorni & Vendramim (2005) que,
trabalhando com espécies de Trichilia, também n&o constataram efeito negativo dos extratos
sobre a duracdo da fase pupal de S. frugiperda.

A biomassa das pupas foi reduzida (104.00+6.95 mg) no tratamento FTS em relacdo
ao controle (198,80+2,67 mg). A biomassa das pupas estd diretamente relacionada ao
desempenho do inseto na fase larval, uma vez que a medida que o consumo foliar pelas
lagartas aumenta, as pupas também aumentam de biomassa (Lima et al., 2006), porém, em

alguns extratos existem compostos inibidores da alimentacdo que limita a ingestdo de alimento
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durante a fase larval e consequentemente reduz a biomassa das pupas (Huang et al., 1996;
Carpinella et al., 2002).

Os extratos vegetais de T. silvatica interferiram também nos caracteres biolégicos da
fase adulta das fémeas de S. frugiperda. Nos casais avaliados, o periodo de oviposicédo foi
reduzido devido a acdo dos extratos (FTS, CTS e FLTS). Provavelmente, a espécie vegetal
tem substéncias que séo capazes de interferir na reproducdo dos insetos. Resultado
semelhante foi descrito para o extrato de M. azedarach, que reduziu o periodo de oviposicao e
a fertilidade de Spodoptera littoralis (Schmidt et al., 1997). Azadirachta indica, considerada a
espécie vegetal mais promissora no controle de pragas, tem substancias que sdo capazes de
interferir na reproducéo dos insetos, seja por reducdo da fecundidade ou esterilizacdo total
(Schmutterer, 1990).

O numero de ovos por fémea também foi reduzido pelo FTS e CTS. Segundo Costa,
Silva e Fiuza (2004), a quantidade e qualidade de nutrientes obtidos durante a alimentagéo
larval podem influenciar o nimero de ovariolos por ovario e, por extensao, reduzir o potencial
de producdo de ovos, ou seja, larvas que consomem dietas ricas em proteinas produzem
pupas mais pesadas e adultos que produzem mais ovos que o0s insetos alimentados com dietas
pobres. O resultado do FTS esta de acordo com esta afirmacéo, pois as lagartas alimentadas
com as folhas de milho tratadas se alimentaram menos em relagdo ao controle, originando
pupas menores e consequentemente adultos que ovipositaram menor nimero de ovos. A
reducdo do nimero de ovos e a inibicdo da oviposicdo sdo importantes efeitos de extratos
vegetais sobre a reproducédo dos insetos (Costa et al., 2004).

A reducdo na viabilidade dos ovos pelo FTS e CTS demonstra que os extratos podem
ter acdo transovariana (Pratissoli et al. 2004). A campo, a reducdo da viabilidade de ovos
significa redu¢&@o nos danos a lavoura de milho (Maroneze & Gallegos, 2009).

Na fase adulta, também foram verificadas deformacgdes nas mariposas,
principalmente em suas asas. Bogorni & Vendramim (2005) constataram que extratos aquosos
de ramos e folhas de Trichilia aplicados as folhas de milho oferecidas as lagartas afetam nao
apenas as fases de larva e pupa, mas também a formacdo dos adultos. O principal defeito

constatado por Bogorni & Vendramim (2005) nos adultos de S. frugiperda foi a méa formacéo de
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asas e antenas, e a maior ocorréncia de adultos defeituosos (24,5%) foi observada no
tratamento com folhas de T. pallida.

Considerando os parametros avaliados nas diversas fases de desenvolvimento do
inseto (Tabelas 1 e 2), todos os extratos (FTS, CTS e FLTS) afetaram tanto os pardmetros da
fase juvenil como adulta de S. frugiperda. Com base nos resultados obtidos conclui-se que o
extrato das folhas de T. silvatica é promissor para uso no controle de S. frugiperda. O efeito
dos extratos varia de acordo com a parte da planta utilizada na sua preparacéo (Alves et al.,
2012). Este resultado esta de acordo com a variagdo metabdlica descrita entre as partes das
plantas (Francois et al., 2009). Gobbo-neto e Lopes (2007) relataram que as partes da planta
ndo sé podem influenciar a quantidade total dos metabolitos produzidos, mas também as

proporcdes relativas dos componentes da mistura.

Constituintes de T. silvatica

A composi¢do quimica do extrato mais ativo de S. frugiperda foi explorada a fim de
elucidar os principais metabdlitos secundarios presentes no extrato de T. silvatica, e
correlacionar com o efeito observado a partir de T. silvatica. Futuros estudos para relatar o
efeito dos compostos isolados, sitosterol 3-O-glicopiranosideo, tocoferol, mustakone e N-
metilprolina, no desenvolvimento e fase reprodutiva da S. frugiperda estdo em processo. Na
literatura ndo ha relatos dos compostos isolados, sitosterol 3-O-glicopiranosideo, tocoferol,
mustakone e N-metilprolina, com atividade inseticida.

Os flavonoides e compostos fendlicos em plantas exercem a prote¢do contra 0s raios
ultravioletas, e protecao contra insetos, virus e bactérias (Zuanazzi e Montanha, 2004).

Nos insetos, os flavonoides interferem na reproducgéo, alimentacdo e estimulam a
oviposi¢do ou agem como inibidores de alimentac&o (Bernays et al., 1991; Harborne e Grayer,
1994; Matsuda, 1978; Morimoto et al., 2000; Musayimana et al., 2001; Reyes-Chilpa et al.,
1995; Simmonds, 2001). O contetdo de flavonoides e compostos fendlicos relatados nas folhas
de T. silvatica podem ter promovido a inibigdo do crescimento de insetos. Varios estudos tém
destacado a natureza de flavonoides como inibidores e estimuladores de alimentagdo em

insetos pragas.
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O estudo demonstra o efeito de T. silvatica na inibicdo do crescimento de S.
frugiperda, e a presenca de metabolitos no extrato de folhas, até o momento responsaveis por
essa atividade. Com base nos resultados a inibicdo de crescimento dos insetos causados pelo
extrato de folhas pode ser atribuida, principalmente, aos flavonoides e compostos fendlicos. No
entanto, os estudos sobre os compostos isolados e de fracdes polares (acetato de etila e

hidrometandlica) estdo em andamento para verificar o desenvolvimento de S. frugiperda.
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TABELA 1. MEDIAS (+ EP) DE BIOMASSA DAS PUPAS, DURAGAO E VIABILIDADE DA FASE LARVAL E PUPAL DE Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ALIMENTADAS COM FOLHAS DE MILHO TRATADAS COM EXTRATOS METANOLICOS DE PLANTAS MEDICINAIS DA
FAMILIA MELIACEAE (25 + 1 °C, UR: 70 + 10% E FOTOFASE: 14H).

Biomassa das Pupas

(mg)

Duracéo Larval (dias)

Viabilidade Larval (%)

Duracéo Pupal (dias)

Viabilidade Pupal (%)

Controle 198,80+2,67 a

n=47

FTS 104,00+6,95 b
n=12

CTS 183,13+11,90 a
n=16

FLTS 201,78+7,31 a
n=27

16,57+0,13 b
n=50

20,34+0,49 a
n=50

17,04+0,72 b
n=50

16,74+1,07 b
n=50

94,50+0,93 a
n=50

24,00+6,78 c
n=50

32,00+4,89 bc
n=50

54,00+10,77 b
n=50

10,11+0,11 ab
n=47

10,90+0,61ab
n=12

9,30+0,91b
n=16

11,90+0,63 a
n=27

93,77+2,46 a

n=47

60,00+18,70 a

n=12

61,99+3,26 a

n=16

86,06+11.08 a

n=27

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padrdo. n= nimero de insetos
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Tabela 2. Médias (+ EP) de pré-oviposicao, oviposicao, pds-oviposicdo, quantidade de ovos, periodo de incubacéo e viabilidade dos ovos, e longevidade das

fémeas e dos machos de adultos S. frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Temp.: 25 £ 1 °C, UR: 70 + 10% e fotofase: 14h.

Controle

n=5

FTS

n=4

CTS

n=3

FLTS

n=5

Pré — Oviposicao Pés — Numero de ovos Periodo de Viabilidade dos  Longevidade Longevidade
oviposicéo (dias) oviposigao (unidade) incubacgéo ovos (%) das fémeas dos machos
(dias) (dias) dos ovos (dias) (dias)

(dias)
4,00+0,54a 6,80+0,40a 2,104+0,71a 939,99+214,75a 3,24+0,18a 87,79+2,57a 10,99+0,59a  9,33+0,69a
4,00+1,00a 3,50+1,50b 1,50+0,50a 87,50+50,51b 3,30+0,30a 6,2546,25b 7,25+1,03a 6,00+0,81a
6,00£0,00a 1,50+0,76b 1,33+£0,33a 124,66+32,63b 3,75+0,38a - 8,33+0,88a 8,00+1,52a
7,00+£1,00a 1,37+0,55b 2,00+0,00a 358,80+110,44ab 4,33+0,46a 46,59+22,09ab 9,20+1,35a 7,00+0,94a

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. EP = erro padréo.

n= numero de casais de S. frugiperda.
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Fig. 1. Conteudo de fendis totais e flavonoides de diferentes partes de T. silvatica*: Fendis
totais foram expressos por mg EAG / g de extrato e conteddo de flavonoides foram expressos
por mg QE / g de extrato. Os dados sédo apresentados como média + DP. As médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Fig 2. Asas deformadas em adultos de Spodoptera frugiperda devido a acdo do extrato
metandlico de Trichilia silvatica.



91

Fig. 3. Folhas de Trichilia silvatica C. DC. (Meliaceae)
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POTENCIAL INSETICIDA DE SEMENTES DE Annona dioica, Annona
cacans E Annona crassiflora SOBRE Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € um inseto que tem
capacidade de causar prejuizos expressivos na cultura do milho. A utilizacdo de plantas
inseticidas € uma alternativa promissora para o controle de insetos-praga. O objetivo do
trabalho foi avaliar a atividade inseticida de extratos metandlicos de sementes de
Annona dioica, Annona cacans e Annona crassiflora (Annonaceae) sobre o
desenvolvimento de Spodoptera frugiperda. No bioensaio com S. frugiperda, folhas de
milho foram tratadas com o extrato metandlico 1%, e em seguida fornecidas as lagartas
de 2° instar diariamente e mantidas em camara climatizada a 25 + 1 °C, 70 + 10% de
umidade relativa do ar e 14 horas de fotofase. Folhas de milho foram tratadas com agua
destilada e oferecidas como testemunha. Foram realizadas cinco repeti¢des, sendo cada
uma composta por dez lagartas individualizadas, totalizando cingiienta lagartas para
cada tratamento. Os extratos de A. dioica e A. crassiflora causaram mortalidade de
100% nas lagartas de S. frugiperda e duracdo larval de 1,80+0,30 e 1,10+0,04 dias,
respectivamente. Para o tratamento com o extrato de A. cacans, tanto a viabilidade
larval como a duracdo larval foram reduzidas em relagdo a testemunha. Os extratos
metanolicos afetaram negativamente as caracteristicas biolégicas avaliadas em

laboratorio.

Palavras-chave: Annona, controle de pragas, inseticida botéanico.
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INTRODUCAO

O controle de pragas é um desafio que persiste e tem-se agravado ano apds ano
(Castro, 2006). A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) é um inseto polifago, que pode causar prejuizos em grande numero de
plantas cultivadas, principalmente gramineas, na América do Norte, América Central e
partes da América do Sul (Andrews, 1988). Seu controle tem sido feito com o uso de
inseticidas quimicos. Esses produtos podem acarretar diversos problemas, tais como
residuos nos alimentos, contaminacdo ambiental, destruicdo de inimigos naturais,
intoxicacdo de aplicadores e aparecimento de populacdes de pragas resistentes aos
inseticidas (Roel et al., 2000).

A busca por métodos alternativos ao controle quimico inclui a utilizacdo de
produtos naturais que S0 menos agressivos ao ambiente, destacando-se dentre eles os
inseticidas boténicos (Roel & Vendramim, 2006). Inseticidas botanicos s&o compostos
resultantes do metabolismo secundério das plantas (Kim et al., 2003), que compdem a
prépria defesa quimica contra os insetos herbivoros. Os principios ativos inseticidas
podem derivar de toda a planta ou partes dela, podem ser o préprio material vegetal,
normalmente, moido até ser reduzido a pd, ou produtos derivados por extragdo aquosa
ou com solventes organicos (Menezes, 2005).

O emprego de substancias extraidas de plantas silvestres, na qualidade de
inseticidas, tem inimeras vantagens quando comparado ao emprego de sintéticos, uma
vez que os inseticidas naturais sdo obtidos de recursos renovaveis e sdo rapidamente
degradaveis, ou seja, ndo persistem no ambiente. O desenvolvimento da resisténcia dos
insetos a essas substancias — compostas da associacao de varios principios ativos — é um
processo lento (Prates et al., 2003).

Desta forma, estudos relacionados aos métodos de controles alternativos de
insetos, especificamente extratos vegetais, tém sido intensificados (Conceschi, et al.,
2011). O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade inseticida de extratos
metandlicos das sementes de Annona dioica, Annona cacans e Annona crassiflora

(Annonaceae) sobre o desenvolvimento de S. frugiperda.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Entomologia, da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) e Laboratorio de Plantas Medicinais, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA), da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD).

Obtencao dos Insetos. Lagartas de S. frugiperda foram obtidas da criagdo mantida em
dieta artificial conforme metodologia proposta por Parra (2001), no Laboratorio de

Entomologia da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA).

Material Vegetal. As plantas em estudo foram coletadas em formagdes vegetais do
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul. A cidade de Dourados esta situada a
22°14°16”S e 54° 48°02”W, em altitude média de 452 m. As plantas em estudo foram
identificadas pela Dra. Zefa Valdevina Pereira e as exsicatas de Annona crassiflora
(DDMS 4599), A. dioica (DDMS 4598) e A. cacans (DDMS 4885) encontram-se
depositadas no Herbario da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais, da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS.

Obtenc¢do dos extratos. O material vegetal (sementes) de cada espécie foi seco em
estufa de ar circulante a 45°C, até peso constante. Ap6s secagem, foram triturados em
moinho de facas (MA340/A) e submetidos a extracdo por maceracdo com metanol
100% (P.A) por 10 dias. Posteriormente, foram filtradas e concentrados em evaporador

rotativo (MA-120) sob pressao reduzida, para obtencéo dos extratos metandlicos.

Efeito sobre o desenvolvimento de S. frugiperda. Foram preparadas solucdes aquosas
a 1%, as quais foram utilizadas nos ensaios, segundo método de Roel e Vendramim
(1999). Acrescentaram-se 9,4u1/100 mL de agua destilada de Tween 80% para melhor
solubilizac&o. Folhas de milho hibrido XB 6012 (28 cm? aproximadamente), com 50 a
60 dias de idade, foram imersas na solucdo do extrato por aproximadamente dois
segundos, sendo a seguir mantidas em condi¢do ambiente para evaporagdo do excesso
de liquido, da mesma forma como utilizado por Bogorni e Vendramim (2003). As
folhas de milho tratadas com extrato e a da testemunha (tratadas com agua destilada)
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foram colocadas em placas de Petri (90 x 15 mm), onde foi acondicionada uma lagarta
de 2° instar de S. frugiperda por placa. Optou-se por lagartas de 2° instar devido a maior
sensibilidade de lagartas de 1° instar a outros fatores que poderiam levar a mortalidade
do inseto. As folhas foram substituidas diariamente por outras folhas tratadas com a
solucdo aquosa a 1% (Roel e Vendramim, 1999). Foi avaliada a viabilidade larval
(porcentagem de lagartas que atingiram a fase de pupa), duracao larval (duracdo em dias
da fase larval), viabilidade pupal (porcentagem de pupas que atingiram a fase adulta),
duracdo pupal (duracdo em dias da fase de pupa), e biomassa das pupas (mg). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos,
envolvendo trés espécies vegetais e testemunha, com cinco repeti¢Ges, sendo cada uma

composta por dez lagartas, totalizando cinquenta lagartas por tratamento.

Anélise estatistica

O delineamento experimental adotado nos testes foi inteiramente casualizado sendo os
resultados submetidos a analise de variancia e quando significativo a 5% de
probabilidade, as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey, através do programa
SISVAR (Ferreira, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos das sementes de A. dioica, A. cacans e A. crassiflora afetaram
100% a viabilidade da fase larval de S. frugiperda (Tabela 1), (Fig. 1). A mortalidade
larval proporcionada pelos extratos provavelmente estd associada ao teor dos
metabolitos secundarios como flavonoides, alcaloides, acetogeninas de anonaceas e
terpenos presentes em espécies deste género. Os alcaloides tém propriedades toxicas,
podendo conferir as plantas protecdo contra herbivoros, pragas e patdgenos (Lage,
2011). Bioensaios anteriores mostram que os extratos das folhas de A. cacans néo
afetaram a viabilidade larval e pupal de S. frugiperda, e os extratos das folhas de A.
dioica afetam com menor intensidade a viabilidade larval comparando com 0s extratos
das sementes desta planta (Freitas, et al., 2014). Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007),
0s oOrgdos vegetais podem influenciar ndo s6 a quantidade total de metabolitos
produzidos, mas também as proporcOes relativas dos componentes da mistura. As
acetogeninas sao substancias naturais presentes nas cascas, raizes e, principalmente, em

sementes de representantes da familia Annonaceae (Guarido, 2009). Possivelmente,
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devido a isso, a atividade inseticida ter tido maior eficiéncia com os extratos de
sementes de Annona sobre lagartas de S. frugiperda. Acetogeninas sdéo compostos que
tém um alto potencial inseticida (Alali et al., 1999).

Estudos com extratos de diversas espécies de Annona demonstraram atividades
larvicida, inseticida, moluscicida, entre outros (Saxena et al., 1993). Substancias muito
toxicas e de rapida acdo contra insetos apresentam acdo neurotdxica, ou seja, atuam no
sistema nervoso central do inseto, interagindo com os canais ions sodio e potassio
presentes na membrana do axo6nio, e assim, interferindo na transmissdo sinéptica ou
axonica normal dos impulsos nervosos levando a morte do inseto em pouco tempo
(Bowman, 2006). Sabe-se que a acdo de acetogeninas, por contato ou ingestdo, altera o
equilibrio de sodio e potassio, que impede a transmissdo nervosa normal, causando a
paralisia do inseto seguida de morte ("knockdown") (Coats, 1990).

A duracéo larval em dias foi reduzida em todos os tratamentos (A. dioica, A.
cacans e A. crassiflora) com relacéo a testemunha devido a mortalidade das lagartas em
pouco tempo (Tabela 1).

Os extratos metanolicos de sementes de A. dioica, A. cacans e A. crassiflora
afetaram negativamente as caracteristicas bioldgicas avaliadas de S. frugiperda e podera
ser um método alternativo promissor para o controle desse inseto. Estudos serdo
conduzidos para isolar e identificar os constituintes quimicos presentes nas sementes

das espécies vegetais responsaveis pela atividade inseticida.
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Tabela 1. Médias (+ EP) de peso das pupas, duracdo e viabilidade da fase larval e pupal
de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com folhas de milho
tratadas com extratos metandlicos de plantas medicinais da familia Annonaceae. Temp.:
25+ 1°C, UR: 70 + 10% e fotofase: 14h.

Peso das Duracéo Viabilidade Duracéo Viabilidade
pupas (mg) larval (dias) larval (%) pupal (dias) pupal (%)

Testemunha 198,80+2,67  16,23+0,17a 93,99+1,63 10,25+0,11 94,60+2,42

n=47 n= 50 n=50 n=47 n=47
A. L 1,80+0,30bc L _ -
dioica n=50
A. L 2,94+0,70b L _ -
cacans n=50
A. L 1,10+0,04c . _ -
crassiflora n=50

Letras distintas na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey. EP = erro padréo.

Dados nédo foram suficientes para a conduc¢éo das analises, devido a mortalidade
dos insetos.

n= ndmero de insetos
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Fig. 1. Lagartas de Spodoptera frugiperda mortas pelo extrato metandlico das sementes
de Annona crassiflora.
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Considerac0es Finais

O estudo foi realizado com o interesse de induzir ainda mais o
desenvolvimento e uso de produtos botanicos para 0 manejo de insetos praga. As
plantas inseticidas apresentam uma série de vantagens que vem ao encontro da
necessidade de buscar por métodos alternativos de menor risco a saude humana e ao
meio ambiente. Uma caracteristica importante das plantas inseticidas ¢ que muitos
principios ativos tem acdo especifica para alguns organismos, sem afetar outros,
também apresentam baixa toxicidade ao homem e animais, reduzida acdo sobre os
inimigos naturais e curta permanéncia no solo.

Outra questdo importante a ser considerada com relagdo a utilizacdo de plantas
inseticidas e que foi verificado neste estudo, é que as mesmas nem sempre provocam a
morte dos insetos. Efeitos como inibicdo alimentar, inibicdo do crescimento,
deformacéo de pupas e adultos, interferéncia nos processos normais de metamorfose e
reducdo da fecundidade, séo frequentemente observados. Sendo assim, a utilizacdo das
plantas inseticidas favorece a interacdo com outros métodos de controle como preconiza
0 manejo integrado de pragas.

Este estudo fornece informagdes que podem contribuir para o desenvolvimento
de novos inseticidas vegetais para o controle de S. frugiperda, os quais podem atuar
como mais um método de controle para equilibrar os exageros da agricultura
convencional, ou seja, a utilizacdo de inseticidas sintéticos. Este estudo possibilita
também que as substancias ativas presentes nas espécies vegetais estudadas possam ser
utilizadas como modelos para sintese de novos principios ativos. Todavia, pesquisas
relacionadas a identificacdo, a avaliacdo dos compostos quimicos vegetais e testes

toxicologicos sdo importantes.



