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RESUMO GERAL

Visando investigar o potencial inseticida da familia Annonaceae como tatica de controle
alternativo para 0 manejo integrado da traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae), a pesquisa teve por objetivo desenvolver formulacGes fitossanitarias a partir de
uma formulagdo emulsionavel estavel do extrato hex&nico de sementes de Annona squamosa
L. e do extrato etandlico de Annona mucosa Jacq (Annonaceae), avaliar as  suas
caracteristicas organolépticas, analisar a estabilidade a curto e longo prazo, estimar as
concentragOes letais (CLso e Cloo) e avaliar a atividade inseticida na capacidade de
oviposicdo, nos estadios larvais, avaliar persisténcia do extrato e do formulado emulsionavel
em semicampo e realizar a prospeccao dos constituintes quimicos. A estimativa da CLso e
ClLgo foi determinada através da formula de Bliss (1934) realizada por analise Probit. Para A.
squamosa das cinco amostras testadas da emulsdo do extrato hexanico de A. squomosa
(EHAS) apenas a emulsdo 5 mostrou estabilidade e apropriada ao longo dos testes de curta e
longa duracdo para ser utilizada como produto inseticida; a CLso e CLgg estimadas da EHAS
foram de 2,76 e 21,52 uL.mL™, respectivamente, apresentando toxicidade a P. xylostella; a
CLgg da EHAS apresenta efeito ovicida e repelente para oviposi¢do; a CLso e CLgg da EHAS
apresentam eficiéncia no estadio larval do 1° instar, porém, diminuem a toxicidade nos demais
instares; a persisténcia da toxicidade do EHAS em condicdo de semicampo com folha
destacada é de até 18 e 16 dias para CLso e Clgg, respectivamente; A persisténcia da
toxicidade do EHAS em condicdo de semicampo na planta inteira é de 16 dias para CLso €
ClLoo; as particdes da FACT e FH foram toxicas a P. xylostella; através das andlises por
CLAE-DAD se evidencia a possibilidade de acetogeninas, dentre-as a esquamocina na EHAS,
constatado por meio da concentracdo da area (%) e do comprimento de onda (A). Para A.
mucosa a CLsg e CLgg do extrato etandlico de A. mucosa (EEAM) estimadas foram de 51,64 e
616,2 pL.mL™, respectivamente; a CLgo do EEAM apresenta efeito ovicida, repelente para
oviposicao e eficiéncia no estadio larval do 1° instar; CLso do EEAM apresenta efeito ovicida
e eficiéncia no estadio larval do 1° instar; a persisténcia da toxicidade do EEAM apresenta
efeito residual de até 8 e 12 dias para CLso e Clgg, respectivamente, em condicdo de
semicampo com folha destacada e com planta inteira € de até 6 e 12 dias para CLso e CLuo,
respectivamente; as particbes das FHAL, FACT e FCLF foram as mais toxicas sobre P.
xylostella; através das andlises por CLAE-DAD se evidencia a presenca de acetogeninas,
dentre-as a esquamocina na EHAM e alcaléides, constatado por meio da concentracdo da area
(%) e do comprimento de onda (A) e presenca de flavonoides orientina e rutina. Conclui-se
que, as espécies de A. squamosa e A. mucosa apresentam acao bioinseticida para o controle de
P. xylostella.

Palavras-chave: Annona squamosa. Annona mucosa. Estudo fitoquimico. Controle
alternativo. Atividade inseticida. Traga-das-cruciferas.



GENERAL ABSTRACT

Aiming to investigate the insecticidal potential of the Annonaceae family as an alternative
control tactic for the integrated management of the diamondback, Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae), the research aimed to develop phytosanitary formulations from a
stable emulsifiable formulation of the hexane extract of Annona squamosa L. and Annona
mucosa (Annonaceae) ethanolic extract, evaluate their organoleptic characteristics, analyze
long and short term stability, estimate lethal concentrations (LCso and LCgg) and evaluate the
insecticidal activity in the capacity of oviposition, in the larval stages, to evaluate the
persistence of the extract and of the emulsifiable formulation in the semi-field and to carry out
the prospection of the chemical constituents. The estimation of LCso and LCog Was determined
using the Bliss formula (1934) performed by Probit analysis. For A. squamosa of the five
samples tested of the emulsion of the hexanic extract of A. squomosa (EHAS) only emulsion
5 showed stability and appropriated along the short and long duration tests to be used as an
insecticidal product; the estimated LCso and LCgy 0of EHAS were 2.76 and 21.52 uL.mL?,
respectively, showing toxicity to P. xylostella; the LCgo of the EHAS presents ovicidal and
repellent effect for oviposition; the LCso and LCgo of the EHAS show efficiency in the 1st
instar larval stage, however, they decrease the toxicity in the other instars; the persistence of
EHAS toxicity in semi-field leaf spot condition is up to 18 and 16 days for CLso and CLugg,
respectively, while semi-field in whole plant condition is 16 days for CLso and CLgg; the
FACT and FH partitions were toxic to P. xylostella; through the analyzes by CLAE-DAD, the
possibility of acetogenins, among them the squamocin in EHAS, is evidenced by the
concentration of the area (%) and the wavelength (X). For A. mucosa the LCsg and LCgg Of the
ethanolic extract of A. mucosa (EEAM) estimated were 51.64 and 616.2 pL.mL7,
respectively; the eeg LCo9 shows ovicidal, oviposition repellent and efficiency effects in the
1st instar larval stage; eeg LCso has ovicidal effect and efficiency in the 1st instar larval stage;
the persistence of EEA toxicity shows residual effect of up to 8 and 12 days for LCg and
LCso, respectively, in semi-field condition with detached leaf and with whole plant is of up to
6 and 12 days for LCg9 and LCso, respectively; the FHAL, FACT and FCLF partitions were
the most toxic on P. xylostella; through the analysis by CLAE-DAD, the possibility of
acetogenins, among them the squamocin in EHAM and alkaloids, is evidenced by the
concentration of the area (%) and the wavelength (1) and the presence of flavonoids orientin
and rutin. It is concluded that the species of A. squamosa and A. mucosa present biopesticide
action for the control of P. xylostella.

Keywords: Annona squamosa. Annona mucosa. Phytochemical study. Alternate control.
Insecticidal activity. Diamondback
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1 INTRODUCAO GERAL

Novos estilos de desenvolvimento da agricultura de base ecoldgica, baseados nos
principios da ciéncia Agroecologia, reconhecem as especificidades e heterogeneidade dos
agroecossistemas, buscando solugdes tecnoldgicas sustentaveis. A conscientizacdo de
produtores e consumidores levando-os a atitudes ecologicamente corretas, produzindo
produtos livres de agrotdxicos impulsiona a busca por produtos alternativos que ndo agridam
o0 ambiente (KRINSK; MASSAROLI; MACHADO, 2014).

Os extratos botanicos sdo uma opcdo alternativa interessante especialmente para
sistemas organicos, um mercado com potencial exponencial, e que vem sendo estudado para
substituir € ou minimizar o impacto do inseticida quimico sintético (MAZZONETTO;
CORBANI; DALRI, 2013). A detecgédo de novas fontes de compostos inseticidas a partir da
flora de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento constitui, ainda, uma das principais
lacunas a serem preenchidas (ANSANTE et al., 2015).

As barreiras técnicas para 0 manejo de pragas tém muitas vezes limitado a viabilidade
e consolidagéo do uso de inseticidas botanicos (RIBEIRO et al., 2012). Especificamente, para
0s extratos aquosos ou a base de solventes polares ou apolares, que podem apresentar uma
menor persisténcia apos a aplicacdo, menor durabilidade a conservacdo. Assim, demandando
a necessidade da elaboracéo de formulagdes que permitam o aumento da sua viabilidade para
uso nos sistemas agricolas para a protecdo das culturas. A emulsdo é um tipo de formulacéo
que consiste na mistura entre dois liquidos imisciveis, tipo 6leo e agua utilizando métodos
como agitacdo e adicdo de homogeneizadores, agentes surfactantes para unir o 6leo e agua
(BAJPAI; GIRI, 2002).

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) é a
principal espécie-praga da familia Brassicaceae, cujos ataques severos podem inviabilizar
areas de cultivos, devido ao elevado dano (MORATO, 2000), associado ao desequilibrio
biolégico causado pelo uso excessivo do controle quimico sintético, onde dependendo da
regido pode totalizar até 20 pulverizagdes, ocorrendo até 4 aplicacbes semanais de acordo
com a época de producdo da cultura (VILLAS BOAS et al., 2004).
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As Annonaceae compreendem um grande nimero de géneros e espécies, com cerca de
140 e 2.500, respectivamente (CHATROU et al., 2004; BRAGA SOBRINHO, 2010). Entre as
espécies, 42, distribuidas em 14 géneros, destacam-se as Annona squamosa e A. mucosa L.,
com potencial inseticida (OLIVEIRA; PEREIRA, 2009, KRINSKI; MASSAROLLI;
MACHADO, 2014).

As acetogeninas (ACGs) sdo compostos extremamente bioativos das anonéceas,
unicos desta familia, tendo descritas mais de 450, todas com estruturas diversificadas, que
atuam como inibidor do transporte de elétrons mitocondriais e afetam a acdo da NADH-
ubiquinona oxidoreductase (ALVAREZ et al., 2008). A esquamocina é uma das principais
ACGs na espécie A. squamosa (BERMEJO et al., 2005; YANG et al., 2009c; CHAMPY,
2011) promissora para o controle de artrépodes (ALVAREZ-COLOM et al., 2010; HOE et
al., 2010; TOLOSA et al., 2012).

Pesquisas de diferentes partes da planta das espécies A. squamosa atestam
controle para P. xylostella e Trichoplusia ni Hub, 1803 (Lepidoptera: Noctuidae)
(LEATEMIA; ISMAN, 2004; ISMAN, 2006; SEFFRIN et al., 2010), Bemisia argentifolii
Bellow & Perr, 1994 (Hemiptera: Aleyrodidae), Aphis gossypiii Glover, 1877 (Hemiptera:
Aphididae) (CHIEN-YIH LIN et al., 2009), Sitophilus zeamais Mots, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) (SAITO et al., 1989) e Aedes aegypti L, 1762 (Diptera: Culicidae) (COSTA et
al., 2013); ao passo que a espécie A. mucosa apresentam bioatividade para A. aegypti
(COSTA et al., 2013; 2016; 2017), S. frugiperda (ANSANTE et al., 2015), S. zeamais
(RIBEIRO et al., 2013; 2016), T. ni, Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae)
(RIBEIRO et al, 2014), Tibraca limbativentris Stal. (Hemiptera: Pentatomidae) (KRINSKI;
MASSAROLLI, 2014), Euschistus heros Fabr. (Hemiptera: Pentatomidae) (TURCHEN et al.,
2016) e Panonychus citri McGregor, 1916 (Acari: Tetranychidae), (RIBEIRO et al., 2014).

Tendo em vista a importancia do cultivo de bréssicas e o uso de extratos boténicos
dentro do MIP (Manejo Integrado de Pragas), esta pesquisa teve por objetivo obter extrato
etandlico de A. mucosa e uma formulagdo emulsiondvel estavel do extrato hexanico de
sementes de A. squamosa, avaliar as suas caracteristicas organoléepticas, analisar a
estabilidade a longo e curto prazo, identificar e determinar os seus efeitos subletais e letais na

fase embrionaria, na capacidade de oviposicdo, nos estadios larvais de P. xylostella, avaliar



persisténcia do extrato e do formulado emulsionavel em semicampo e a prospec¢édo dos

constituintes quimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Familia Brassicaceae

A familia botanica Brassicaceae possui cerca de 400 géneros e aproximadamente 4000
especies (KOCH et al., 2001; JOHNSTON et al., 2005). Destacam-se entre as olericolas como
a familia mais numerosa, cujas espécies podem ser utilizadas para a alimentacdo humana na
forma de folhas, inflorescéncias, hipocdétilos; como sementes - na agroindustria na forma do
processamento do 0leo; na saude - como fonte de minerais e vitaminas, alem do uso na
alimentacdo animal. Destacam-se pela importanicia socioeconémica as espécies: couve
(Brassica oleracea L. var. acephala), repolho (B. oleracea L. var. capitata), couve chinesa
(B. rapa L. var. pikinensis), couve-flor (B. oleracea L. var. botrytis), brocolis (B. oleracea L.
var. italica), mostarda (B. juncea L.), nabo (B. napus), rabanete (Raphanus raphanistrum
subsp. sativus), agrido (Rorippa nasturtium-aquaticum), racula (Euruca sativa), chingensai ou
pak-choi (Brassica rapa var. chinensis) couve-de-bruxelas (Brassica olearaceae var.
gemmifera) e a canola (B. napus L. e B. rapa L.) (FILGUEIRA, 2008; CASTRO-MELO; ).

Os cultivos das bréssicas apresentam grande importancia socioeconémica no Brasil.
As diversas espécies geralmente sdo plantadas em pequenas e médias areas da agricultura
familiar e sdo severamente atacadas por muitos artropodes praga que podem causar danos e
baixo desempenho técnico nos cultivos comerciaveis.

Segundo Gallo et al (2002), Kalyan et al. (2008); Seif; Nyambo (2013), as pragas das
cruciferas sdo: pulgdes, Brevicoryne brassicae (L., 1758) (Hemiptera: Aphididae) e Myzus
persicae (Sulzer, 1776) (Hemiptera: Aphididae); moscas-branca, Bemisia tabaci (Genn.,
1889) (Hemiptera: Aleyrodidae), Aleyrodes proletella (L., 1758) (Hemiptera: Aleyrodidae) e
Trialeurodes vaporariorum (West.) (Hemiptera: Aleyrodidae); curuqueré da couve, Ascia
monuste orseis (Latr., 1819) (Lepidoptera: Pieridae) ; traca das cruciferas, Plutella xylostella
(L., 1758); lagarta rosca, Agrotis ipsilon (Hufnagel, 1767) (Lepidoptera: Noctuidae); lagarta
mede palmo, Trichoplusia ni (Hueb., 1802) (Lepidoptera: Noctuidae); broca da couve,
Hellula phidilealis, H. undalis (Walker, 1859) (Lepidoptera: Pyralidae); vaquinha verde
amarela, Diabrotica speciosa (Germ., 1824) (Coleoptera: Chrysomelidae); percevejo da

couve, Bagrada spp. (Hemiptera); vespa da couve, Athalia spp. (Hymenoptera); lagarta
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gregaria da couve, Crocidolomia binotalis (Zeller, 1852) (Lepidoptera: Pyralidea); lagarta
mineira, Liriomyza spp. (Diptera); tripes, Frankliniella spp. (Thysanoptera); lagartas das
vagens, Spodoptera eridania (Cramer) (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera; Noctuidae).

Dentre os insetos-praga potenciais da familia Brassicaceae, destaque a traca-das-
cruciferas P. xylostella considerada a mais importante, pois € uma espécie que tem sido
registrada e estudada em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil (YANG; CHU;
TALEKAR, 1994; JUSTUS; MICHELL, 1996; MICHEREF et al., 2000; MONNERAT et al.,
2000; CASTELO BRANCO et al., 2003; BOICA JUNIOR et al., 2005; TORRES et al., 2006;
FARIA et al., 2008; SILVA-TORRES et al., 2010; RONDELLI et al., 2011, 2013).

2.2  Traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

A traca-das-cruciferas, P. xylostella, é um microlepidéptero de coloracdo parda,
pertencente a ordem Lepidoptera e familia Plutellidae (DICKSON et al., 1990; GALLO et al.,
2002). E originaria da regido mediterrinea e se encontra em todos os continentes
acompanhando a disseminacdo das culturas (MONNERAT et al., 2000). O primeiro registro
no Brasil foi feito no estado da Bahia em cultivos de repolho (BONDAR, 1928), e ao longo
dos anos, os relatos de ocorréncias da praga foram registrados nos estados de Alagoas, Bahia,
Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (CASTELO
BRANCO; GUIMARAES, 1990; BARROS et al., 1993; MELO; CASTELO BRANCO;
MADEIRA, 1994).

Os adultos apresentam dimorfismo sexual, onde os machos apresentam margem
posterior nas asas anteriores branca e na posi¢do de repouso forma uma mancha caracteristica
sobre a face dorsal, ja a fémea é mais clara (ROSARIO; CRUZ, 1986; IMENES et al., 2002).
A mancha caracteristica nos machos, de coloracdo clara em forma de diamante, caracteriza a
praga também a ser conhecida como “Diamondback moth”. Também podem distinguir
machos e fémeas observando-se a parte ventral do inseto: o macho apresenta uma “fenda” no
final do abdomen e na fémea duas manchas circulares de coloracdo escura (IMENES et al.,
2002; GALLO et al., 2002).
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O método visual proposto por Liu; Tabashnik (1997), os quais observaram que no
estagio larval o macho apresenta uma coloragdo clara no quinto segmento abdominal, que
advém da presenga das gonodas masculinas nesta regido, sendo que as larvas fémeas ndo
apresentavam tal coloracao. Esse método foi testado, com resultado satisfatério com 96 e 86%
de acertos, para machos e fémeas, respectivamente, na obtencdo de adultos de sexo pré-
determinado (CREMA; CASTELO BRANCO, 2004). A longevidade dos adultos chega a ser
de 7 a 47 dias para as fémeas, numa média de 16,2 dias e 0s machos vivem de 3 a 58 dias,
numa média de 12,1 dias (HARCOURT, 1957).

Os ovos da traca-das-cruciferas sd@o microscopicos, de coloracdo esverdeada-
alaranjado, arrendondados-elipticos, aplanados e com presenca de relevos ondulados e medem
menos de 1 mm de comprimento. As fémeas podem depositar em média 160 ovos, podendo
chegar a 350 ovos num ciclo de 15 a 35 dias dispostos preferencialmente na regido abaxial
das folhas e proximo a nervura central, podendo ser encontrados isolados ou em grupos de
dois ou trés (GALLO et al., 2002; MEDEIROS et al., 2004b).

O periodo de incubacdo pode variar de 2 a 4 dias. Ao final do 3° dia, os ovos ficam
escurecidos e no 4° dia as lagartas rompem o cdrion, eclodindo primeiro a cabeca (OOlI,
KELDERMAN, 1979; GALLO et al., 2002). Apresentam no 1° instar o habito minador, cujas
lagartas penetram no interior da folha passando a alimentar-se do parénquima, durante 2 ou 3
dias (MEDEIROS et al., 2004b). Em seguida, abandonam a galeria e passam a alimentar-se da
epiderme da face inferior da folha. O estagio larval divide-se em 4° instares (MONNERAT et.
al., 2000).

No 4° instar, final do estagio larval, a lagarta tece um casulo, constituido de pequenas
malhas, facilmente reconhecido, na face abaxial das folhas. A pupa é do tipo obtecta
(ROSARIO; CRUZ, 1986), e de acordo com Medeiros et al. (2004b) o periodo pupal pode
variar entre 3 a 5 dias a 28°C. A duracdo do ciclo biolégico da traca-das-cruciferas varia
conforme a temperatura (MEDEIROS et al., 2004b; DIAS; SOARES; MONNERAT, 2004),

fotoperiodo e fonte de alimento, podendo ocorrer de 14 até 30 gerac¢des do inseto por ano.

2.3 Taticas de controle usadas no manejo integrado de Plutella xylostella
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As taticas de controle integradas sdo necessarias nos sistemas produtivos das brassicas
no territorio brasileiro, devido ao surgimento de populacdes de insetos resistentes ao controle
quimico, sendo assim, inimeras pesquisas foram realizadas entre as de Micheref et al. (2000);
Monnerat et al. (2000); Castelo Branco et al. (2003); Boiga Junior et al. (2005); Torres et al.
(2006); Faria et al. (2008); Silva-Torres et al. (2010); Rondelli et al. (2011, 2013), os quais
buscaram avaliar e propor medidas de controle mecanico-cultural, biolégico, comportamental,

quimico, resisténcia de plantas e extratos botanicos para P. xylostella.
2.3.1 Controle mecéanico-cultural

As areas produtoras de bréssicas sdo ininterruptamente cultivadas, principalmente nas
pequenas propriedades, com ciclos sucessivos, sem rotacdo de cultura, plantios de diferentes
estagios fenoldgicos, proximidade entre as areas produtoras, auséncia organizacional dos
produtores sobre o uso das taticas de manejo de insetos-praga, inexisténcia de
acompanhamento técnico, entre outros. Diante disso, converge-se 0 surgimento de surtos
populacionais de insetos-praga, que incidem diretamente na cadeia produtiva, donde
produtores pela facilidade e oferta utilizam a tatica do controle quimico sintético, porém, o
uso desregulado pode gerar problemas de contaminacdo ao meio ambiente e a cadeia tréfica,
além de geracOes de populagdes resistentes sao selecionadas.

A catacdo manual do inseto-praga se mostra viavel para a P. xylostella em pequenas
areas de cultivo das brassicas, ao passo, que se torna impraticavel para extensas areas. O
conjunto de préaticas que englobam praticas culturais nos sistemas de produg¢do como:
correcdo da acidez do solo, manejo da fertilidade do solo, densidade de plantio, manejo da
agua no solo, rotagdes de culturas, aracdo do solo, épocas de plantio, destruicdo de restos de
cultura, mostrou-se praticas viaveis para o controle de P. xylostella. No controle fisico utiliza-
se de préaticas para o controle dos insetos-praga através do uso do fogo, drenagem,
inundacdes, armadilhas luminosas e temperatura (WATERHOUSE, 1987; GALLO et al.,
2002).

As lagartas de P. xylostella sdo sensiveis aos periodos de chuvas e alta umidade, mais
da metade das trés primeiras fases larvais morrem por afogamento nas goticulas de agua

(WATERHOUSE, 1987). A precipitacéo influencia no controle da traga-das-cruciferas pela
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remocao das larvas da planta independente da idade da planta ou larva, porém, foi observado
que a remocdo de larvas foi superior quando as plantas de repolho estavam com
aproximadamente 40 dias de idade (folhas abertas) para as larvas de primeiro e segundo instar
(OLIVEIRA; JUNQUEIRA; FRANCA, 2000). McHugh; Foster (1995) verificaram que
larvas de primeiros estadios ao serem removidas pela irrigacdo por aspersdo convencional sdo
incapazes de retornar a sua posi¢do na planta e sdo afogadas nas pocas de agua formadas no
solo ou nas axilas das folhas, podendo reduzir as infestacdes da traga-das-cruciferas em 37,5-
63,9% em comparagdo com um controle irrigado por gotejamento.

De acordo com Oliveira; Junqueira; Franca (2000) a irrigacdo aplicada a cultura via
aspersdo convencional pode vir a ser utilizada como parte de programas de manejo integrado
da traga-das-cruciferas, reduzindo a quantidade de inseticidas empregada no ciclo da cultura e

permitindo aos produtores enviar produtos mais saudaveis ao mercado consumidor.
2.3.2 Controle bioldgico

O controle bioldgico baseia-se no uso de inimigos naturais (parasitoides e predadores)
e agentes patogénicos (virus, fungos, bactérias, nematodides entre outos) no controle de
insetos-praga de diversas ordens taxonémicas.

Dentre os patdgenos que controlam P. xylostella, podem-se citar Zoophthora
radicans (Brefeld, 1964), Beauveria bassiana (Vuillemin, 1912), Metarhizium anisopliae
(Metschnikoff, 1879), Isaria farinosa (Holmsk) Fr.(1832) e Bacillus thuringiensis (Berliner,
1911) (MEDEIROS et al., 2004; FURLONG; WRIGHT; DOSDALL, 2013).

O emprego da bactéria entomopatogénica B. thuringiensis (Bt) tem sido feito had mais
de 50 anos e tém proporcionado vantagens, como a especificidade ao inseto-alvo, efeito ndo
poluente ao meio ambiente, inocuidade a mamiferos e vertebrados, assim como a auséncia de
toxicidade as plantas (MONNERAT; BRAVO, 2000; MEDEIROS et al, 2005).

Dentre 0s microrganismos, Bt é a mais estudada e utilizada para a maioria das pragas
agricolas, inclusive P. xylostella (MEDEIROS et al, 2005). Os produtos a base de Bt
representam 90% dos biopesticidas e sdo usados especialmente em paises como 0s EUA. Na

America Latina, Cuba e México lideram a utilizacdo para controle de pragas nas culturas de
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algodéo, banana, batata, citros, hortalicas, fumo, milho e pastagens (POLANCZYK;
GARCIA; ALVES, 2003).

Diversos laboratérios em todo o mundo buscam novos isolados de Bt que produzam
diferentes toxinas ou que estejam mais adaptados as condigdes locais, para que tenham
melhor eficacia em campo e possam ser usados no manejo da resisténcia de insetos
(MONNERAT; BRAVO, 2000).

De acordo com a plataforma Agrofit (2017), Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), os produtos formulados a base de Bt existentes no mercado
brasileiro sdo 22, pertencentes a 9 empresas titulares do registro, das quais 11 marcas com
registro a familia Brassicaceae, com classificacdo toxicoldgica variando de pouco,
mediamente, altamente e extremamente tdéxico. Estes produtos comerciais tém como
ingrediente ativo o sorotipo de B.thuringiensis subsp. kurstaki e sdo utilizados no controle de
lagartas como P. xylostella, A. monuste orseis e T. ni.

Castelo Branco et al. (2003) obtiveram resultados para controle de P. xylostella com
Bt , chegando a 100% de mortalidade para larvas de 2° instar. Monnerat et al. (2000) indicam
que os produtos bioldgicos a base de Bt, reduziam a populacéo de P. xylostella, sem afetar a
populagdo ou ocasionando menor dano sobre os parasitoides quando comparados aos
inseticidas quimicos.

De acordo com Godonou et al. (2009) o fungo entomopatogénico B. bassiana quando
avaliado em campo controlou P. xylostella, proporcionando menor nimero de lagartas vivas
por planta e maior peso médio das cabecas de repolho. Rondelli et al. (2011; 2013)
constataram compatibilidade do uso associado B. bassiana em mistura com o éleo de mamona
no controle de P. xylostella. A associacdo do 6leo de mamona com B. bassiana ndo aumentou
a mortalidade de P. xylostella, ao passo que o uso isolado do éleo de mamona reduziu a
viabilidade pupal, reduzindo significativamente os niveis da traga-das-cruciferas. Em outro
estudo Rondelli et al. (2012) constataram que os isolados CCA/UFES-4, CCA/UFES-18,
CCAJ/UFES-31 e ESALQ-447, bem como o formulado Boveril® PM, possuem viabilidade
para serem utilizados no controle da traca-das-cruciferas, podendo ser uma alternativa eficaz

ao controle convencional realizado, normalmente, com inseticidas sintéticos, objetivando o
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manejo da resisténcia de P. xylostella e, sobretudo na agricultura organica, na qual ndo é
permitido o uso de inseticidas quimicos sintéticos.

Rondelli et al. (2011; 2013) avaliaram associa¢des sinérgicas do potencial do agente
entomopatogénico aos extratos vegetais com resultados promissores para o controle de P.
xylostella, assim, Razek; Gowen (2002) buscaram avaliar 0 uso de extratos de nim e
nematoides entomopatogénicos (NEPS) pertencentes aos géneros Heterorhabditis (Poinar,
1976) e Steinernema (Travassos, 1927) com resultados favoraveis para o controle da traca-
das cruciferas. Estes nematoOides sdo agentes etiologicos de patologias que muitas vezes
desencadeiam na morte do inseto (VOSS et al., 2009; KOOLIYOTTIL et al., 2013).

De acordo com Owuama (2001) os NEPs possuem relacdo mutualistica com bactérias
do seu tubo digestivo, e estas quando regurgitadas, sdo as responsaveis pela rapida morte do
hospedeiro por septicemia, pois, estas bactérias degradam a hemolinfa e os tecidos do inseto,
que serve de alimento para os NEPs. Os principais géneros de bactérias simbiontes séo
Xenorhabdus (THOMAS; POINAR, 1979) e Photorhabdus. As bactérias simbiontes
produzem toxinas que matam o hospedeiro 24 a 48 horas reiniciando o ciclo (LEITE et al.,
2005).

Monnerat et al. (2000) estudando a evolucéo da populacdo de P. xylostella e dos seus
parasitdides na cultura do repolho no Brasil, coletaram Diadegma sp. (Hymenoptera:
Ichneumonidae), Apanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae) e Cotesia plutellae Kurdjumov
(Hymenoptera: Braconidae), destes, o primeiro parasitoide foi 0 mais abundante, responsavel
por mais de 50% do parasitismo, seguido pelo segundo e o ultimo que foi 0 menos frequente.

Para Furlong; Wright; Dosdall (2013) os parasitoides que possuem potencialidade para
0 controle de P. xylostella destacam-se D. semiclausum (Hellen, 1949) (Hymenoptera:
Ichneumonidae), que é parasitdide larval e pupal, Diadromus collaris (Gravenhorst, 1829)
(Hymenoptera: Ichneumonidae), parasitoide pupal, C. vestalis (Haliday, 1834) (Hymenoptera:
Braconidae), um parasitéide larval e Oomyzus sokolowskii (Kurdjumov) (Hymenoptera:
Eulophidae), parasitoide larval-pupal.

Parasitoides de P. xylostella s&o identificados em diferentes partes do mundo, muitos

dos quais ocorrem constantemente junto ao inseto-praga. Altos niveis de parasitismo tém sido
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reportados para manter baixos os niveis da traca-das-cruciferas em muitas partes do mundo
(WATERHOUSE, 1987).

O género Trichogramma sp. destaca-se pela ampla distribuicdo geogréfica, por serem
especializados, com acdo sobre ovos do inseto-praga, com comprovada eficiéncia,
especialmente aos insetos pertencentes a ordem Lepidoptera (ZUCCHI; MONTEIRO, 1997).
Pratissoli et al. (2008) avaliaram varias espécies de Trichogramma sp. no controle da traca-
das-cruciferas, no qual a espécie T. atopovirilia foi a espécie de melhor desempenho em
laboratério quando criada sobre ovos da traga-das-cruciferas. Por ser um parasitoide de ovos,
mata a praga antes de ocasionar danos ao cultivo (CARDOSO; PAMPLONA; MICHEREFF-
FILHO, 2010). Porém, essa tatica de controle precisa ser testada nas diversas condi¢cdes dos
agroecossistemas.

O endoparasitdide gregéario O. sokolowskii tem sido citado por exercer controle natural
da P. xylostella em varias regides produtoras de brassicas do mundo (WANG et al.,1999),
inclusive no agreste de Pernambuco (FERREIRA; BARROS; TORRES, 2003;
SILVA-TORRES et al., 2010). Torres et al. (2010) avaliando o parasitismo da traca-das-
cruciferas por O. sokolowskii concluiram que o parasitoide tem potencial para localizar e
parasitar o inseto-praga, seja em altas ou baixas densidades populacionais do hospedeiro, ou
seja, a taxa de parasitismo é mantida constante, apesar do parasitdide parasitar mais lagartas
de P. xylostella com o aumento da densidade do hospedeiro. E observado para algumas
espécies de parasitdides o aumento na taxa de parasitismo mediante a densidade do
hospedeiro (FARIA et al., 2000, 2008; SAMPAIO; BUENO; PEREZ-MALUF, 2001;
MAKUNDI; SARIAH, 2005). Resultados semelhantes foram encontrados por Silva Torres et
al. (2010), que avaliaram um nimero constante e excedente de lagartas de P. xylostella versus

um numero varidvel de lagartas diariamente ofertadas a O. sokolowskii.
2.3.3 Controle comportamental

O uso de semioquimicos, principalmente os feroménios, em agdes de controle de
insetos-praga aumenta a eficiéncia do controle comportamental e ainda contribui para a
preservacdo do meio ambiente. Portanto, esta tecnologia estd na vanguarda do modelo
preconizado para a agricultura do futuro (ZARBIN; RODRIGUES; LIMA, 2009).
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Pesquisa na area de monitoramento populacional de P. xylsotella por meio do uso de
armadilhas com feroménio sexual conota 35 anos, correlacionando os adultos capturados com
a subsequente presenca de larvas na cultura do repolho (BAKER; SHELTON; ANDAROLO,
1982). No Brasil, pesquisas sobre o uso de feromonios em armadilhas vém tornar os
resultados aplicaveis na area de producdo comercial das brassicas (CASTELO BRANCO,
1999; MICHEREFF et al., 2000; IMENES et al., 2002).

Mclaughlin; Mitchell; Kirsch (1994) demonstraram interferéncia nos acasalamentos de
P. xylostella com o uso de armadilhas de feromdnio sexual sintético, mostrando ser eficiente
para protecdo da cultura de repolho em areas menores que 8 ha na Flérida. Quando Michereff
et al. (2000) avaliaram o uso de ferbnomio sexual para captura de machos de P. xylostella,
concluiram que formulacdes de feroménio sexual sintético disponiveis no mercado
internacional e com as caracteristicas testadas nas proporg¢des iguais entre Z11-16:Ald e Z11-
16:Ac e com a presenca de Z11-16:0H, mostram-se promissoras para 0 monitoramento em
cultivos de repolho nas condicdes brasileiras. No mesmo trabalho avaliaram modelos e altura
de instalacdo da armadilha, cuja armadilha do estilo alada (wing-trap), com abertura de acesso
para todas as direcdes e com anteparos internos, proporcionou a maior captura de machos de
P. xylostella. A melhor altura de instalacdo da armadilha corresponde ao apice das plantas de
repolho (30 cm).

Resultados semelhantes confirmaram a eficiéncia de atratividade do feroménio sexual
sintético, Bioplutella®, em armadilha adesiva do tipo delta, instalada mais préxima ao nivel do
solo (50 cm), capturando machos da traga-das-cruciferas, evidenciando a possibilidade de seu
uso para monitoramento, para fins de manejo e tomada de decisdo quanto as medidas de
controle a serem utilizadas (IMENES et al., 2002).

2.3.4 Método por resisténcia de plantas

Os insetos possuem atividade alimentar estimulados por nutrientes como acgucares,
aminoéacidos, proteinas e outros metabdlitos secundarios que ocorrem na maioria das plantas,
ao passo que o inseto P. xylostella torna-se especialista por necessitar de estimulos quimicos

mais especificos para a alimentagdo. Esta caracteristica limita a variedade de hospedeiros a



27

um grupo particular de espécies da familia Brassicaceae (SARFRAZ; DOSDALL; KEDDIE,
2006).

A resisténcia das brassicas aos insetos-praga tem sido avaliada com base nas
caracteristicas: cerosidade da superficie foliar, determinada pelo teor de alcano, e quanto ao
teor de sinigrina (2-propenilglucosinolato) presente nas folhas (ULMER et al., 2002).

Torres (2004), avaliando a biologia de P. xylostella sobre cultivares de repolho por
duas geracOes sucessivas, classificaram as cultivares Ruby Ball, Coracdo de Boi e Matsukase
Sakata como moderadamente resistentes; Chato de Quintal, Louco de Verdo, Roxo Mamuth
Gigante e Toshin Takii como suscetiveis e Sessenta Dias como altamente suscetivel. Ja
Thuler; Bortoli; Hoffmann-Campo, (2007) em estudo avaliando resisténcia de cultivares de
repolho e de couve na biologia da traca-das-cruciferas classificaram as cultivares de couve-
manteiga “Georgia” e “Georgia hibrido HS20” e variedade de repolho “Roxo” como
altamente suscetiveis; repolho “Roxo precoce” e “Midori” como suscetiveis e, repolho verde
“Chato de Quintal” como moderadamente resistente a P. xylostella quanto & presenca de
glucosinolatos, porém, ndo apresentam a substancia secundaria sinigrina.

Boicga Junior; Chagas Filho (2009) avaliaram a ndo preferéncia para alimentagdo com
e sem chance de escolha de P. xylostella em genétipos de couve-flor, e ndo verificaram
diferencas significativas da massa consumida tanto por lagartas recém-eclodidas quanto de
quarto instar. No entanto Thuler; Bortoli; Hoffmann-Campo (2007) obtiveram mortalidade de
38,70% de lagartas quando alimentadas com Chato de Quintal, sendo esta cultivar aquele que
proporcionou maior mortalidade das larvas comparativamente a Midori, Roxo Precoce, HS20,
Geodrgia e Hibrido Roxo. Boicga Janior et al. (2013) como também Vendramim; Boica Janior;
Chagas Filho (2010) nédo verificaram diferencas da massa consumida de discos foliares das
cultivares Ruby Ball e Chato de Quintal na atratividade de lagartas de P. xylostella.

Em estudo avaliando o efeito de cultivares para resisténcia, Boica Junior et al. (2013),
avaliaram a mortalidade de pupas de P. xylostella, no qual ndo houve diferenca para as
cultivares Ruby Ball e Chato de Quintal, bem como a mortalidade total (lagartas + pupas), a
qual foi de 50% para a cultivar Ruby Ball e 58,33% para Chato de Quintal. Corroborando
Vendramim; Boiga Junior; Chagas Filho (2010) ndo observaram diferengas na viabilidade

pupal entre essas mesmas cultivares, porém, pupas cujas lagartas foram criadas sobre Toshin
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Takii e Coracdo de Boi apresentaram 0s menores e maiores valores para esse parametro,
50,00 e 82,02%, respectivamente.

Os glicosinolatos sdo compostos que atuam como metabolitos secundéarios de plantas,
consistindo numa barreira quimica em resposta a desafios bidticos, reduzindo o dano causado
por fitopatdgenos e insetos-praga (HALKIER; GERSHENZON, 2006). Mais de 120
glicosinolatos foram identificados, sendo de ocorréncia natural como constituintes de espécies
vegetais, quase exclusivamente das espécies brassicas e algumas poucas familias relacionadas
(REICHELT et al., 2002).

O teor de sinigrina presente nas folhas de repolho B. oleracea var. capitata tem sido
predominantemente relacionado com a obtencdo de cultivares resistentes a traca-das-
cruciferas. Este componente pode estar ligada a estimulo na selecdo do substrato para a
oviposicdo por P. xylostella (THULER, 2003).

A sinigrina presente em cultivares de brassicas, mesmo em baixos niveis, pode
influenciar negativamente insetos polifagos como o pulgdo Myzus persicae (Sulzer, 1776)
(Hemiptera: Aphididae) e a lagarta Mamestra configurata (Walker, 1856) (Lepidoptera:
Noctuidae), mas pode ndo afetar algumas espécies, especificas de brassicas, como o pulgédo B.
brassicae e a lagarta P. xylostella (BODNARYK, 1997; COLE, 1997).

Spencer (1996) utilizou substrato para postura com diferentes quantidades de sinigrina
e alcano, e verificou que a medida que aumentou o teor de sinigrina nos tratamentos, o
namero de ovos de P. xylostella também aumentou, sendo maior, no entanto, no tratamento
com alto teor de sinigrina associada ao alcano. Observou que as ceras isoladas ndo sédo
estimulantes para oviposicao, ao contrério da sinigrina sozinha, que € um excelente incitante a

postura.
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2.3.5 Controle quimico

O controle quimico através do uso de inseticidas quimico sintéticos é o método mais
utilizado no manejo de P. xylostella, e dependendo da regido pode chegar a 20 pulverizac6es
durante o ciclo vegetativo e ocorrem até 4 aplicacbes semanais de acordo com a época de
producdo da cultura (VILLAS BOAS et al., 2004).

No Brasil de acordo com o Sindicato Nacional da Indudstria de Produtos para Defesa
Vegetal (SINDIVEG, 2017) foram aplicados quantitativos nas lavouras (toneladas — t.)
129.835, 130.362 e 161.819 de inseticidas via foliar, movimentando valores econémicos (US$
1000) 1.947.485, 2.412.091 e 2.972.108, nos anos 2010, 2011 e 2012 respectivamente. No
setor horticola foram comercializados agrotdxicos (t.) 5.667, 5.194, 5.171, 6.621 e 10.697, em
valores (US$ 1000) 71.731, 73.195, 74.991, 99.670 e 121.704 nos anos 2010, 2011, 2012,
2013 e 2014 respectivamente. Contudo, 0 mercado dos agrotdxicos é crescente a cada ano, em
quantidade e valores monetérios, porém, prescendentes de passivos ambientais, para
Monnerat et al. (2004) os agrotoxicos trazem riscos de intoxicacdo aos produtores, animais
domésticos e selvagens podendo também deixar residuos nos alimentos que sdo consumidos
em sua maioria in natura ou com pouco preparo, além da contaminacdo do ambiente e,
principalmente, dos inimigos naturais.

Villas Boas et al. (2004) avaliando inseticidas para o controle de P. xylostella e o
impacto sobre populacdo natural de parasitoides concluiram que os produtos Spinosad,
Indoxacarb e B. thuringiensis var. kurstaki foram os mais eficientes para o controle, porém, o
produto Spinosad apresentou impacto na populacdo de parasitdides. Lima; Barros (2000)
obtiveram para o inseticida quimico lufenuron (Match®), mais de 90% de mortalidade de
larvas de P. xylostella, o produto testado demonstrou atuagéo no processo de ecdise do inseto,
agindo como regulador do crescimento e afetando a velocidade de mudanca de instares,
resultado semelhante obtiveram Thuler; Bortoli; Barbosa (2007), com 100% de mortalidade
larval, porém, o periodo pupal ndo foi influenciado no controle quimico Match®.

Thuler; Bortoli; Barbosa (2007) avaliaram toxicidades de diferentes inseticidas
quimicos, lufenuron (Match®) e deltametrina (Decis 25 CE®) e produtos vegetais no controle

de P. xylostella e concluiram para o inseticida deltametrina que as mortalidades ndo
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ultrapassaram 22% para nenhuma das concentracdes testadas em relacdo a testemunha,
inferiram que a populacdo do inseto-praga, apresenta indicios de resisténcia ao inseticida.
Corroborando com Castelo Branco et al. (2003) cuja maior porcentagem de mortalidade
larval foi 41,1% de populacdes da traca-das-cruciferas, oriundas de diferentes regibes do
Brasil, com o tratamento quimico deltametrina.

Hoje existem 862 casos registrados em todo mundo de resisténcia a inseticidas a P.
xylostella, no qual abrange 95 ingredientes ativos, sendo destes 14 casos no Brasil, com
registros nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais, Pernambuco e
Parana (IRAC:APRD, 2017), como também, a quase todos os grupos de inseticidas utilizados
(RIDLAND; ENDERSBY, 2011), incluindo novos compostos, como a classe quimica das
diamidas antranilicas (WANG; WU, 2012). Ataques mais severos podem inviabilizar areas de
cultivos, devido ao elevado dano (MORATO, 2000), e as perdas ocasionadas por P. xylostella
que podem chegar a 1 bilhdo de délares por ano (IRAC, 2016).

A utilizacdo inadequada do controle quimico vem aumentando a selecdo de populacédo
resistente, dentre os quais Georghiou; Lagunes-Tejada (1991) apontaram a traca-das-
cruciferas como uma das espécies com maiores casos de resisténcia. No Brasil essa resisténcia
a inseticidas foi relatada por Castelo Branco; Gatehouse (1997), restrito somente ao Distrito
Federal, em relacdo a diferentes grupos ativos, piretroides, organofosforados e B
thuringiensis. Oliveira et al. (2011) e Silva et al. (2012) observaram a resisténcia de P.
xylostella a oxadiazinas, benzoilureias e piretroides, nos Estados de Pernambuco e do Espirito
Santo.

Santos et al. (2011) avaliaram resisténcia a inseticidas de diferentes populacbes da
traca-das-cruciferas de sete regibes tradicionais produtoras do Estado de Pernambuco, no qual
a populacéo coletada no municipio de Bezerros, apresentou 0s maiores indices de resisténcia a
diafentiuron (1,6 vezes), metomil (4,0 vezes), indoxacarb (25,3 vezes), abamectina (61,7
vezes) e lufenuron (705,2 vezes), quando comparado a populacéo de referéncia, ao passo, que
a populacdo de Bonito apresentou resistentes para lufenuron (33% vezes) e abamectina (12%
vezes). Os resultados indicam que as falhas no controle quimico praticado pelos produtores,

reforgando a necessidade de um programa de gestdo a resisténcia aos inseticidas.
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2.3.6 Controle com extratos vegetais

Produtos naturais extraidos de plantas constituem-se em fonte de substancias bioativas
compativeis com programas de MIP e MEP (Manejo Ecoldgico de Pragas), o que pode inibir
a aplicacdo descontrolada de inseticidas organossintéticos (VENDRAMIN; SCAMPINI,
1997; MEDEIROS; BOICA JUNIOR; TORRES, 2005).

As espécies botanicas pertencentes aos biomas brasileiros e espécies exoticas sao
objetos de estudos na area do controle de insetos-praga e fitoquimica, assim espécies das
familias Meliaceae, Annonaceae e Anacardiaceae sdo amplamente estudadas, porém outras
espécies pertencentes as familias Mimosaceae, Sapindaceae, Solanaceae, Piperaceae,
Chenopodiaceae entre outras, apresentam potencialidades (MEDEIROS; BOICA JUNIOR;
TORRES, 2005; BOICA JUNIOR et al., 2005; ; TORRES, 2006; COVARRUBIAS et al.,
2015). Essa utilizacdo é explicada pela presenca de metabodlitos secundarios, que sdo
compostos cuja funcdo estéd relacionada com a defesa quimica das plantas contra herbivoria,
seja por inibir a alimentagéo, reduzir a oviposicéo, por interferir no crescimento larval.

Para Oliveira et al. (2007) o emprego de substancias extraidas de plantas silvestres
com o poder inseticida apresenta algumas vantagens quando comparada aos sintéticos: sdo
renovaveis, facilmente degradaveis, ou seja, ndo contaminam o meio ambiente. A selecdo de
populaces resistentes de insetos a estas substancias é lenta, pois o produto natural geralmente
apresenta diversos compostos com acao inseticida o que reduz o processo de selecdo, além de
ndo deixarem residuos nos alimentos e no solo, sdo seguros aos operadores, e de baixo custo,
tornando-se acessivel aos pequenos produtores. O fato de serem produtos facilmente
biodegradaveis, apds exposi¢cdo aos raios solares, é também uma desvantagem, pois em
termos praticos, sua acao inseticida é rapidamente reduzida em condi¢fes de campo.

As estruturas quimicas destes produtos sdo muito grandes e complexas, dificeis de
isolar e sintetizar, e quando sintetizadas, ndo possuem a mesma agdo que o produto natural,
provavelmente pela falta de algum efeito sinérgico, estabilizante ou outro componente na sua
formulacdo (RODRIGUEZ; VENDRAMIM, 1995).

Em estudo, Medeiros; Boiga Janior; Torres (2005) avaliaram o efeito dos extratos

aquosos de 18 espécies de plantas, dos quais Enterolobium contortisilliquum (frutos),
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Sapindus saponaria (frutos) e Trichilia pallida (folhas) apresentaram 100% de deterréncia,
seguidos dos extratos de Nicotiana tabacum (folhas), Chenopodium ambrosioides
(ramos+folhas+frutos), Trichila pallida (ramos) e Bougainvillea glabra (folhas), com
deterréncia acima de 95% na oviposicao da traca-das-cruciferas.

De acordo com Chen et al. (1996), extratos organicos de Melia azedarach causaram
93,5% de reducdo na oviposicao de P. xylostella na concentracdo de 4%, sendo essa reducéo
proporcional a concentracdo utilizada. Corroborando-se com Torres et al. (2006) os quais
verificaram que os extratos aquosos de Azadirachta indica, M. azedarach e Aspidosperma
pyrifolium possuem efeito toxico para ovos de P. xylostella, sendo dependente do aumento da
concentracdo. Quando a P. xylostella foram alimentadas com folhas de couve tratadas com o
extrato aquoso de A. indica proporcionou 25,20% de ovos invidveis na avaliacdo da biologia
do inseto.

Torres; Barros; Oliveira (2001) constataram 100% de mortalidade de lagartas de P.
xylostella quando alimentadas com folhas de couve tratadas com extratos aquosos de A.
indica e A. pyrifolium, na concentracdo de 10%, resultado semelhante foi constatado por
Boica Junior et al. (2013) com o extrato de A. indica, nas concentragdes de 5 e 10%,
igualmente eficientes na mortalidade de lagartas de traca-das-cruciferas a 1, 3 e 5 dias apds o
inicio do teste, diferindo significamente da testemunha.

De acordo com Boica Junior et al. (2005), os extratos aquosos na concentracao de 10%
de E. contortisilliquum, N. tabacum, S. saponaria e T. pallida resultaram em 100% de
mortalidade das larvas de P. xylostella. Torrres et al. (2006) determinaram as concentragdes
subletais e letais do extrato aquoso de nim, assim, na CLso para lagartas de primeiro instar de
0,06%, enquanto a dose letal desse mesmo extrato foi de 0,60%, afetando a biologia de P.
xylostella.

Thuler; Bortoli; Barbosa (2007) avaliaram produtos vegetais e concluiram que 0s
inseticidas vegetais Organic Neem® e Biopirol® foram eficientes para o controle larval de P.
xylostella, nas CLso 0,16474 e 3,01224%, respectivamente. Quanto & mortalidade das pupas,
Organic Neem® apresentou atividade, reduzindo significativamente a possibilidade de os
insetos chegarem a fase adulta, demonstrando o efeito da azadiractina sobre a biologia do

inseto, reduzindo suas atividades vitais e até levando-o a morte.
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Tais compostos podem proporcionar ao agricultor de baixa renda, um método féacil,
natural e econdmico de manejo de insetos, utilizando as ferramentas do seu proprio
ecossistema (HERNANDEZ; VENDRAMIM, 1997), porém, € importante que existam
estudos na area fitoquimica, visando elucidar os seus efeitos no meio ambiente, sintese

quimica e toxicologia na cadeia alimentar.
2.4 Annonaceae

A familia Annonaceae compreende um grande numero de géneros e espécies, a
maioria nativa das regides tropicais e subtropicais (DONADIO; DURIGAN, 1992).
Constituida por cerca de 120 géneros e aproximadamente 2.300 espécies (BRAGA
SOBRINHO, 2010). No Brasil, séo registrados 29 géneros de Annonas, dentro dos quais
cerca de 260 espécies, sendo algumas de importancia econémica, distribuidas principalmente
na Amazoénia, mas também, nos biomas da Mata Atlantica e Cerrado (LEMOS, 2011; 2014).

Muitas espécies de interesse para 0 agronegdcio da fruticultura sdo cultivadas em
varios paises como Chile, México, Austrélia e Brasil. As principais espécies cultivadas nas
regides tropicias sdo pertencentes ao género Annonna, destacando a Annona squamosa (L.),
conhecidas popularmente no Brasil como fruta-do-conde, ata ou pinha e A. muricata (L.), a
graviola. Nas regides subtropicais as espécies mais cultivadas sdo A. cherimola (Mill.) e seu
hibrido atemdia (A. cherimola x A. squamosa), esta Ultima sendo cultivada também no Brasil
(KAVATI, 1992).

A pinheira, A. squamosa é possivelmente originaria das terras baixas da América
Central, mais precisamente da Ilha de Trinidad, nas Antilhas, sendo levada inicialmente para
0 Meéxico e depois introduzida no Oriente, nas Filipinas e na Australia. Esta fruteira tem
grande importancia na India, pelas populacBes espontaneas em nimero e abundancia,
acreditou-se a principio que seria nativa daquele pais (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS,
2006). No Brasil a A. squamosa tem sido cultivada em quase todo o pais, mas é na regido
nordeste que o seu cultivo tem se disseminado mais intensamente, apresentando mais de 90%
de toda area cultivada do pais (LEMOS, 2014).

A A. mucosa (Jacg.) Baill. (anteriormente agrupados no género Rollinia (RAINER,
2007) é uma planta nativa da Floresta Amazonica e Mata Atlantica, com ampla dispersao
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geografica, o fruto € conhecido popularmente como biriba, araticum, ariticum, condessa,
fruta-da-condessa, fruta-de-conde ou graviola brava (LORENZI, 2002). De acordo Costa;
Muller (1995) o biribazeiro apresenta porte arbéreo, tipicamente tropical, explorada sem
qualquer ordenacdo cultural, sendo frequentemente encontrada em quintais e bosques
silvestres. Os frutos tém grande aceitacdo popular, sendo na maioria das vezes
comercializados ¢ consumidos na forma “in natura”.

As industrias alimenticias que processam a polpa das anonaceas descartam os residuos
do processamento, principalmente as sementes, que podem se tornar um produto de valor
agregado na cadeia da agroindustrializacdo, podendo ja ser utilizados no processo de preparo
dos extratos botanicos para o controle dos insetos-praga. Matéria prima de facil acesso, a
depender da regido e do centro produtor, pode gerar a oferta e sem custo de aquisicdo até o
momento, aos agentes da pesquisa e dos produtores rurais, 0s quais visam inserir como tatica

de controle com potencial inseticida nos sistemas agricolas.
2.4.1 Annonaceae no controle de artrépodes

A familia Annonaceae apresenta 42 espécies, em 14 géneros com propriedades
inseticidas: uma espécie nos géneros Anaxagorea, Artabotrys, Cananga, Cleistopholis,
Monodora, Oxandra, Pachypodanthium, Polyalthia, Popowia e Xylopia, duas espécies no
género Asimina, Goniothalamus e Rollinia e 13 espécies no género Annona, com énfase as
espécies A. muricata e A. squamosa atualmente as mais utilizadas para estudos de potencial
inseticida (KRINSKI; MASSAROLI, MACHADO, 2014).

Diferentes partes da planta das espécies das anonaceas tém apresentado propriedades
fitogquimicas para o controle de insetos de importancia agricola e médica. Extratos aquosos da
A. squamosa apresentam efeitos larvicida sobre P. xylostella e T. ni, pragas das brassicas
(LEATEMIA; ISMAN, 2004). De acordo com Seffrin et al. (2010) os extratos metandlicos de
A. atemoya e A. squamosa apresentam fagodeterréncia, reducdo do desenvolvimento larval e
toxicidade sobre larvas de 3° instar de T. ni . Isman (2006) relata que os extratos etanolicos e
aquosos de sementes de A. squamosa coletados em varios locais no leste da Indonésia sdo
efetivos contra P. xylostella. Oleo de sementes da A. squamosa, na concentracio de 0,5%

apresentou controle para B. argentifolii e A. gossypii (CHIEN-YIH LIN et al., 2009).
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Estudos avaliaram os efeitos toxicos e deterrentes das ACGs extraidas de folhas e
ramos frescos de A. montana sobre S. frugiperda. As ACGs cis-anonacina-10-one,
densicomacina-1, gigantetronenina apresentaram efeito deterrente a uma concentragdo de
apenas 100 mg L (BLESSING et al., 2010).

Ansante et al. (2015) avaliaram extratos etanolicos de diferentes espécies de anonaceas
por screening a partir das folhas, galhos e sementes (A. cacans War., A. montana Macf., A.
mucosa Jacqg., A. reticulata L., A. sylvatica A. St.-Hil. e Duguetia lanceolata A. St.-Hil.) com
acdo bioinseticida contra S. frugiperda. O extrato etandlico de sementes de A. mucosa foi o
tratamento mais ativo, causando toxicidade aguda significativa (CLso = 842,9 mg kg?) e
inibicdo do crescimento larval (CLso = 580,4 mg kgt) ap6s 7 dias de exposicdo a dieta. Além
disso, extratos etandlicos (1000 mg kg™) a partir de sementes de A. cacans, A. montana, A.
mucosa e A. sylvatica; folhas e galhos de A. reticulata e D. lanceolata causam apenas efeitos
subletais, reduzindo o peso das larvas de S. frugiperda. No entanto, extrato etandlico de A.
mucosa (CLgo) mostrou uma eficicia semelhante & de dois inseticidas comerciais
[Azadirachtin + 3-tigloylazadirachtol (Azamax® 1.2 CE) e clorantraniliprole (Premio® 20
SC)], que foram testados na concentragcdo recomendada para o inseto estudado.

A A. mucosa apresenta potencial inseticida e acdo letal sobre A. aegypti, com alteracéo
comportamental antes da morte larval e alta mortalidade em baixas concentra¢fes (CLso =
0,01 ug mL™* e CLgoo = 0,11 ug mL™) além de ser seletivo para os predadores Culex bigoti e
Toxorhynchites theobaldi e apresentar baixa citotoxicidade para células humanas (COSTA et
al., 2013; 2017). Neste estudo foi identificado a squamocin bis THF (Cz7HesO7).

Outro estudo visando avaliar os modos de agdo da squamocin na morfologia celular e
expressdo de genes para o vetor A. aegypti mostrou acdo citotoxica com alteragdes no epitélio
do intestino médio e células digestivas das larvas de A. aegypti, aumento da expressao para 0
gene de autofagia Atgl e Atg8, diminuicdo na expressdo da V-ATPase, diminuicdo da
expressdo do gene Agp4 na CLyo e inibi¢do dos genes Apg4 no intestino médio deste vetor na
CLso. Estes multiplos modos de acdo para a squamocin sdo descritos pela primeira vez em
insetos e sdo importantes porque diferentes locais de agdo da squamocin de A. mucosa podem

reduzir a possibilidade de resisténcia de A. aegypti a esta molécula (COSTA et al., 2016).
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He et al. (1997) avaliaram propriedades pesticidas de 44 ACGs no ensaio para o
controle da larva do mosquito da febre amarela. Os resultados demonstraram claramente que a
maioria das ACGs tinha propriedades pesticidas. Além disso, indicaram que as ACGs
adjacentes do bis-THF com trés grupos hidroxi, por exemplo, bullatacina e trilobina, foram os
mais potentes. Guadano et al. (2000) também descobriram que annonacin apresenta
deterréncia sobre Leptinotarsa decemlineata Stal., 1858 (Coleoptera: Chrysomelidae). e
squamocin foram toxicos para L. decemlineata e M. persicae.

O extrato acetonico da semente A. squamosa provocou 40% de mortalidade em Musca
domestica, como também extrato hexanico do fruto e etanolico da semente diminuiram em 20
a 30% a populacéo de Z. subfasciatus (SAITO et al., 1989).

Para investigar fontes potenciais de novos compostos protetores de grdos contra S.
zeamais, avaliou a bioatividade de 66 preparados de extratos etanolicos a partir de 29 espécies
pertencentes a 11 géneros de diferentes Annonaceae do Brasil. Um teste de screening
demonstrou que os efeitos bioativos mais pronunciados em S. zeamais foram causados por
extratos etandlicos de sementes de A. montana, A. mucosa, A. muricata e A. sylvatica,
causando a morte de todos 0s insetos expostos, inibicdo quase completa da descendéncia F1 e
uma drastica reducdo nas perdas de grdos. Além disso, os extratos etanodlicos obtidos das
folhas de A. montana, A. mucosa, A. muricata e D. lanceolata, especialmente A. montana e A.
mucosa, demonstraram efeitos bioativos significativos nas variaveis estudadas; No entanto, 0s
niveis de atividade foram menos pronunciados do que nos extratos de semente, e a resposta
dependia da concentracdo utilizada. Este estudo é o primeiro a relatar a atividade de
metabolitos secundarios de D. lanceolata em insetos, bem como a acdo de A. sylvatica em
pragas associadas aos grdos armazenados (RIBEIRO et al., 2016).

Ribeiro et al. (2013) avaliaram a bioatividade de extratos e fracbes obtidos de
diferentes estruturas (folhas, ramos e sementes) de A. mucosa sobre S. zeamais. Os resultados
preliminares mostraram que as fragdes em hexano e diclorometano apresentaram as maiores
médias de mortalidade sobre S. zeamais. Em seguida, os autores selecionaram a fracdo em
hexano para os particionamentos, verificando que as fragfes hidroalcoolicas e em

diclorometano foram mais promissoras. Segundo os autores, 0s compostos majoritarios
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encontrados nessas fracdes e que revelaram maior bioatividade sobre S. zeamais foram as
ACGs e 0 alcaldide isoquinolina.

Em outro estudo Ribeiro et al (2014) avaliaram a toxicidade de extratos etanolicos de
sementes de espécies de Annona brasileira (A. montana, A. mucosa, A. muricata e A.
sylvatica) e um bioinsecticida comercial & base de ACG (Anosom®), sobre T. Ni e M.
persicae, em laboratério, extratos de A. mucosa e A. sylvatica, bem como Anosom® foram
especialmente ativos por acdo oral (dieta artificial) e topica, ao passo que, em semi-campo 0
extrato formulado de A. mucosa e Anosom® foram altamente efetivos (> 98% de mortalidade)
contra o terceiro instar de larvas de T. ni e quando comparado ao inseticida comercial a base
de piretrinas (Insect Spray®) utilizado como controle positivo. Semelhante aos resultados com
T. ni, o extrato de A. mucosa mostrou a maior atividade inseticida sobre M. persicae, seguido
do extrato de A. sylvatica e Anosom®. Em semicampo, a reducdo da populacéo de pulgbes
com o uso do extrato de A. mucosa foi superior ao fornecido por outros tratamentos, incluindo
0 controle positivo.

Carneiro; Pereira; Galbiati (2013) avaliaram o extrato etandlico de sementes de A.
coriacea em ninfas e adultos de Rhodnius neglectus Lent, 1954 (Hemiptera: Reduviidae), cujo
extrato foi capaz de interromper o desenvolvimento ninfal e dos adultos, provocando
concomitamente anormalidades morfoldgicas nas ninfas. Em outra pesquisa foi testada a acédo
inseticida do extrato de A. coriacea sobre ninfas de Dichelops melacanthus Dallas, 1851
(Hemipetra: Pentatomidae), nas concentracfes de 0,5 a 8,0% e concluiram que o extrato
etandlico foi o mais eficiente com mortalidade acima de 80% para todas as concentraces
(SOUZA; CORDEIRO; PEREIRA, 2007).

Turchen et al. (2016) avaliaram a toxicidade do extrato de folhas e de sementes de A.
mucosa sobre o percejo-marrom Euschistus heros (F.) (Hemiptera: Pentatomidae), sendo os
resultados do extrato de sementes quando comparado ao extrato de folhas promissores para o
controle de ninfas e adultos, em concentracdes entre 5,0 e 20 mg mL™*. Em adultos, os
extratos de sementes influenciaram na reducdo da sobrevida, na fecundidade e fertilidade.
Este foi o primeiro estudo sobre toxicidade A. mucosa (folhas e semente) sobre E. heros.

Krinski; Massaroli (2014) verificaram a agdo ninficida dos extratos cloroformio-

metandlico de folhas e sementes de A. mucosa e de sementes de A. crassiflora sobre
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percevejo-do-colmo do arroz, Tibraca limbativentris (Stal) (Hemiptera: Pentatomidae).
Resultados mostraram que os extratos de sementes de A. mucosa e de A. crassiflora
apresentaram atividade inseticida sobre ninfas de 2° instar de T. limbativentris em todas as
concentragdes, quando comparadas com os controles. O extrato de sementes de A. mucosa foi
0 que apresentou maior toxicidade com mortalidade maior que 75% na concentracdo de 1,0 %
do extrato, nas primeiras 24 h apos a aplicacdo. O extrato de folhas de A. mucosa apresentou a
menor toxicidade, ndo ultrapassando 40% de mortalidade. O extrato de sementes de A.
crassiflora apresentou toxicidade intermediaria entre todos os extratos testados, e a
mortalidade das ninfas passou dos 80% na maior concentracdo, apds 120 h da aplicacéo.

Silva; Pereira; Bento (2007) estudaram o efeito do extrato de A. coriacea sobre Tuta
absoluta Meyrick, 1917 (Lepidoptera: Gelechiidae) nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2 ,0; 4,0 e
8,0%, e observaram que a menor concentracdo causou uma mortalidade de 86,4% e que as
demais concentracdes causaram mortalidade de 100%.

Alvarez et al. (2008) mostraram que as ACGs anonacina, anonacina-A, e cis-
annonacin-10-ona, provocaram a morte de mais de 50% das ninfas de Oncopeltus fasciatus
Dallas, 1852 (Hemiptera: Lygaeidae) podendo variar as concentracio entre 0,1 a 15ug dieta™.
Extrato etanolico de A. muricata na concentragdo de 5 mg mL* causou 100% de mortalidade
em lagartas de P. xylostella, quando expostas por até 12 dias. Nas concentrac@es mais baixas,
também se observou que a viabilidade foi reduzida (TRINDADE et al., 2011). Gomes et al.
(2016) constataram bioatividade do extrato microencapsulado (polimero goma arabica a 20%)
de sementes A. muricata, causou significativa toxicidade aguda (CLso = 258 mg L) e efeitos
crbnicos, especialmente reducdo da viabilidade larval e aumento da duracdo do estagio larval
para P. xylostella. Em outro estudo Trindade et al. (2018) estimaram as concentrac@es letais
de A. muricata de trés diferentes solventes extratores (dgua, hexano e etanol) sobre P.
xylostella, os valores estimados foram de 0,013 e 0,084%; 0,025 e 0,196%; 2,33 e 35,22%,
para as CLso e CLgg do extrato etandlico, hexanico e aquoso, respectivamente. Os extratos
organicos afetaram apenas a fase larval e reduziu a viabilidade larval em mais de 60%, mas
ndo afetou a fase pupal das lagartas remanescentes. Além disso, o extrato etanolico

na concentracao letal se mostrou eficiente afetando negativamente a fase embrionaria.
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2.4.2 Fitoguimica das anonaceas

As substancias organicas produzidas pelas plantas sdo renovaveis, facilmente
degradaveis e ndo contaminam o meio ambiente, vantagens quando comparado as substancias
organossintéticas. O desenvolvimento da resisténcia dos insetos a essas substancias € lento,
além de ndo deixarem residuos nos alimentos, sdo seguras aos operadores e de baixo custo,
sendo acessivel aos pequenos produtores (ROEL; VANDRAMIM, 2006; OLIVEIRA et al.,
2007). Estas substancias biossintetizadas, sdo chamadas de aleloquimicos ou metabdlitos
secundarios, sendo originadas do metabolismo secundério das plantas (LACHER, 2000).

Os metabdlitos secundarios diferem dos primarios por apresentarem distribuicdo
restrita no reino vegetal, sendo produzido por uma espécie vegetal ou um grupo de espécies,
enquanto os primarios sdo encontrados em todo o reino vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2009). A
concentracdo dos metabdlitos secundarios varia entre os 6rgdos, tecidos e até mesmo entre
células das plantas. A concentracdo destes metabolitos também pode se alterar ao longo do
desenvolvimento da planta e da idade do individuo, bem como dependendo da estacdo do ano.
Essa alteracdo pode ocorrer em poucos dias ou até mesmo poucas horas (LACHER, 2000).

A familia Annonaceae se destaca pela diversidade de classes estruturais quimicas
como: substancias aromaticas, acidos fendlicos, taninos, substancias benzénicas, catequinas,
proantocianidina, Oleos essenciais, terpenos, esterdides, alcaldides, flavondides, carotenos,
saponinas e ACGs, 0s quais sugere que estes metabolitos secundarios possam proporcionar
uma vantagem evolutiva (REIS, 2011; LIMA, 2007; LUNA, 2006). A persistente biossintese
desses produtos parece indicar um papel para esses compostos em termos fisiologicos,
ecoldgicos e/ou evolutivos, com fungdes importantes para a sobrevivéncia das plantas nesta
familia (MACHADO, 2005; GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014). Diversas funcdes sio
atribuidas aos flavonoides nas plantas, entre elas, atuam no mecanismo de defesa das plantas
contra patdgenos como virus, bactérias, fungos e insetos (MACHADO, 2005), e vem sendo
estudada extensivamente a natureza quimica e sua aplicacdo na agricultura (WOO; JEONG,;
HAVES, 2005).

De acordo com Simdes et al., (2000) polifenois, em especial os flavonoides, séo

metabolitos de plantas biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides e definidos
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qguimicamente como substancias compostas por um nucleo comum de fenilcromanona (Ce-Cs-
Ce) com substituicdo em uma ou mais hidroxilas, incluindo derivados ligados a agucares
(BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).

Ja foram identificados flavondides no género Annona. Santos; Salatino (2000)
identificaram por CG-MS nas folhas A. crassiflora os flavonoides glicosilados: Kaempferol-
3-0-galactosideo, kaempferol-3-O-glicosideo, quercetina-3-O-arabinosideo e quercetina-3-O-
arabinosilgalactosideo; os glicosideos de quercetina, isoramnetina, kaempferol e luteolina
foram detectados nas folhas de Annona monticola, Annona warmingiana e Annona tomentos.
Rinaldi (2007) encontrou flavonas (luteonina) e flavonois (canferol, quercetina, ramnetina,
rutina e isorramnetina) nas espécies de A. crassiflora, A. tomentosa, A. monticola, A.
warmingiana, A. dolichorcharpa. Carollo et al., (2006) isolaram a isoramnetina da espécie de
Duguetia furfuracea (Annonaceae)

Foram isolados em espécies de A. squamosa, A. senegalensis, A. bullata, A. muricata e
A. reticulata os biativos como: monoterpenos e diterpenos; monoterpenos; sesquiterpenos;
terpendides, respectivamente (HIRUMA-LINA, 2003; RINALDI, 2007).

Os estudos fitoquimicos das anonéaceas se concentram principalmente na classe de
compostos extremamente bioativos que sdo as ACGs (RUPPRETCH; HUI; McLAUGHLIN,
1990; FANG et al., 1993). A primeira ACG isolada foi a uvaricina, descrita por Jolad;
Hoffmamm; Cole (1982), isolada das raizes de Uvaria acuminata (Oliv.). As ACGs
caracterizam-se por uma longa cadeia alifatica de 35 a 37 atomos de carbono, conecta-se a um
grupo terminal metil substituido anel a, B-insaturado e y-lactona, que as vezes é rearranjado a
cetolactona com um, a trés anéis de tetrahidrofurano (THF), e vérias por¢cdes oxigenadas ao
longo da cadeia de carbono. Existem seis tipos principais de ACGs: ACGs lineares que nédo
contém anéis THF, epoxi-ACGs, mono-THF ACGs, ACGs de bis-THF, ACGs tri-THF e
atipicos ACGs com um anel de tetrahidropirano (THP). O anel lactona pode ser insaturado,
substituido ou reorganizado por uma cetolactona (CAVE et al., 1997). Esses compostos
naturais sdo de particular interesse devido a sua ac¢do antitumoral, citotoxica, antiparasitaria,
inseticida, antifungicas e imunossupressoras.

Para extrair os metabdlitos secundarios com acdo inseticida, & necessario considerar a

natureza quimica dos compostos e, principalmente, a composicao do solvente utilizado



41

(CHIRINOS et al., 2007). De acordo com Shaalan et al. (2005), a bioatividade desses
fitoquimicos podem variar significativamente dependendo da espécie, bem como do solvente
usado na extragdo. Segundo Alali et al. (1999), embora as ACGs sejam facilmente extraidas
pela maioria dos solventes organicos, a separacao das moléculas depende da sua polaridade.

Segundo Aslan et al. (2006), as fragdes hexano e cloroférmio apresentam compostos
com baixa polaridade e em algumas espécies vegetais a maior concentracdo de compostos
com atividade inseticida encontra-se principalmente nas fragdes de menor polaridade. Dentre
0s solventes organicos, as ACGs sao mais solveis em cloroférmio e diclorometano (ZENG et
al., 1996).

Estudos demonstram os mais diversos solventes na extracio das ACGs: agua (PEREZ-
PACHECO et al., 2004), etanol (BOBADILLA et al. 2002, BOBADILLA et al., 2005),
acetona (KHALEQUZZAMAN; SULTANA 2006), cloroformio (PARVIN et al., 2003), éter
(ALVAREZ et al., 2008), hexano (FONTANA et al., 1998) e metanol (DAS et al., 2007;
COSTA et al., 2013;). Esses solventes sdo utilizados a partir do pressuposto que as ACGs
podem variar de muito polar, tal como aqueles extraidos pela agua, alcool etilico e metanol a
ndo polares como os extraidos pelo hexano (BOBADILLA et al., 2005; COSTA et al., 2013).

As ACGs sdao metabolitos secundarios Unicas para as anonaceas, sendo descritas mais
de 450, todas com estruturas homogéneas (BERMEJO et al., 2005), bastante promissoras para
o controle de artropodes (ALVAREZ-COLOM et al.; 2010; HOE et al., 2010), porém, estudos
atribuiem a acdo bioinseticida aos terpenos (COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2012 ) e aos
alcaloides (KABIR, 2010).

De acordo com Chen et al. (2013) exemplos de ACGs, annosquamosin B, isoladas de
A. squamosa, bis-THF adjacente, bullatacina e a bis-THF ndo adjacente. Esquamocina é uma
das principais ACGs em A. squamosa (BERMEJO et al., 2005) e foi relatado em grandes
quantidades nas sementes destas espécies (YANG et al., 2009c; CHAMPY, 2011).

Compostos isolados como as ACGs laherradurina, rolliniastatina-1, rolliniastatina-2, e
cherimolin-2 de A. diversifolia e A. lutescens (SCHLIE-GUZMAN; GARCIA-CARRANCA,;
GONZALEZ-ESQUINCA, 2009; LUNA-CAZARES; GONZALEZ-ESQUINCA, 2010) sio

encontrados em diferentes Orgdos das plantas, e suas localizagdes distintas desempenham as
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funcGes que esses tipos de moléculas podem apresentar nas plantas que os produzem
(GONZALEZ-ESQUINCA et al., 2014).

A rota metabolita das ACGs difere do caminho da biossintese dos alcaloides (CAVE
et al.,, 1997; ALALI; LIU; McLAUGHLIN, 1999; BERMEJO, 2005), assim, as ACGs sdo
encontradas em muitas partes da planta, enquanto os alcaloides geralmente ndo estdo
presentes nas folhas ou sementes. A ativacdo genética dessas vias (alcaloide vs. biossintese
ACGs) se d& em 6rgdo especifico. Por exemplo, quando A. lutescens frutifica, a maioria do
alcaloide (liriodenina) €é acumulada nas raizes, enquanto as ACGs aherradurina,
rolliniastatina-2, e iso-anno-reticulina sdo acumuladas nas sementes e raizes (ABRAJAN,
2002).

Duas ACGs, esquamostanina-C e esquamostanina-D, do grupo bis-THF ndo
adjacentes, foram isoladas a partir de 95% de extrato etandlico das sementes de A. squamosa.
Suas estruturas foram determinadas por método espectroscopico e suas citotoxicidades foram
avaliadas usando o método MTT, ambos compostos exibiram atividades seletivas
significativas antitumorais para quatro linhas de células tumorais humanas (YANG et al.,
2009, 2009b). Ndob et al. (2009) isolaram das fracbes menos polares do extrato bruto
hexanico de sementes de A. squamosa novas ACGs: dieposabadelin, sguamocenina,
lepirenina e dotistenin.

Recentemente, um bioinsecticida com base no extrato botanico de A. squamosa
(Anosom®) (AgriLife SOM Phytopharma Ltda., Hyderabad, Estado de Andhra Pradesh,
india) foi registrado na india, fornecendo uma alternativa importante para o controle de
pragas em culturas organicas em escalas maiores. Contém a ACG anonina como principal
ingrediente ativo e é formulado como um concentrado emulsionavel a 1% (10 000 ppm)
(RIBEIRO et al., 2014)

Estudos sobre o mecanismo de acdo mostram que as ACGs sdo potentes inibidores
respiratorios, superiores aqueles inibidores classicos, como a rotenona e a piericidina A. Essas
substancias agem como inibidoras do complexo | (NADH - ubiquinona oxidoredutase) na
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial, promovendo apoptose (morte celular
programada) e levando a reducdo das taxas respiratorias e cardiaca (DEGLI ESPOSTI et al.,
1994; ALALI et al.,1999; GALLARDO et al., 2000; GUADANO et al.,2000).
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Ansante et al. (2015) e Souza et al. (2017) utilizaram diferentes técnicas
cromatograficas no isolamento da ACG bis-THF rolliniastatina-1, identificado como o
composto primario mais ativo das fragdes de A. mucosa. Este isolado causou mortalidade e
inibicdo do crescimento para S. frugiperda e H. armigera podendo ser um componente Util
para o MIP de grande importancia.

Linhas de investigacdo para futuras pesquisas em fitoquimica das anonaceas devem
englobar as vias do metabolismo secundario onde as ACGs e alcaldides estdo presentes, se
estas plantas dedicam recursos fotossintéticos para a biossintese dos metabdlitos secundarios,
determinacdo de suas distribui¢bes dentro da planta, periodo especifico do ciclo fenoldgico
para as vias ativas ou induzidas da biossintese, e se sdo influenciadas por fatores bidticos ou
abidticos especificos (CASTRO-MORENO et al., 2013; GONZALEZ-ESQUINCA et al.,
2014).

2.5  Formulagdes de produto fitossanitario

Estéo registrados no mercado brasileiro 490 e 91 ingredientes ativos de uso autorizado
e banidos, respectivamente, resultando em mais 2.400 formulac¢des de agrotdxicos autorizados
nas lavouras brasileiras. Os inseticidas, fungicidas, herbicidas, nematicidas, acaricidas e
formicidas, sdo regulados e controlados pelo conjunto dos Ministérios da Saude (MS), da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e do Meio Ambiente (MMA) (KUGLER,
2012; ANVISA, 2017).

A legislacdo brasileira da producdo organica da tratamento diferenciado aos insumos
destinados a agricultura orgénica. Os agrotoxicos ou afins que tiverem em sua composicao
apenas produtos permitidos na legislacdo de organicos, recebem, ap6s o devido registro, a
denominacdo de “produtos fitossanitarios com uso aprovado para a agricultura organica”. Por
serem considerados produtos de baixo impacto ambiental e também de baixa toxicidade a
mamiferos e humanos, alta toxicidade a insetos, incluindo muitas vezes os inimigos naturais,
a legislacdo foi idealizada no intuito de acelerar o seu registro sem deixar de lado a
preocupacdo com a salde, 0 meio ambiente e a eficiéncia agrondmica (MAPA, 2016).

A formulacdo do agrotoxico permite a unido do ingrediente ativo com elementos

inertes, de modo a obter uma concentracdo apropriada para manipulacéo, aplicacéo e
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dispersdo do produto, além de melhorar a sua eficacia contra a espécie alvo a ser controlada.
Na maioria dos casos, 0s compostos que constituem os ingredientes inertes sdo mantidos em
sigilo por parte dos fabricantes de agrotoxicos (COX, 1999).

Dentre as formulagdes encontradas no mercado para o controle de pragas, tém-se o pé
molhavel, pd soltvel, granulados, solucdes concentradas, aerossois, produtos gasosos,
suspensdes liquidas, pastas, microencapsulados e os concentrados emulsionaveis (também
chamados de emulséo concentrada ou emulsées e dispersdes aquosas) (GALLO et al., 2002).

As formulagdes voltadas para a comercializagdo séo divididas em: formulagdes para
diluicio em agua, para diluicio em outros solventes e as de aplicacdo direta. O
desenvolvimento de uma formulacdo tem como objetivo manter por determinado tempo uma
emulsdo estavel, para garantir uma aplicacdo uniforme do ingrediente ativo, obtendo-se assim,
a méaxima eficiéncia do produto para o fim a que foi designado (FONSECA, 2005).

De acordo Cloyd (2004) os inseticidas naturais geralmente tém baixa persisténcia no
meio ambiente ap0s 0 uso e baixa bioatividade quando armazenados. Portanto, € necessario
desenvolver formulagcdes que possam melhorar sua viabilidade e facilitar a sua aplicacdo
pelos agricultores.

Para Garrido (2003) a tecnologia de aplicacdo de agrotéxicos € o emprego de todos 0s
conhecimentos cientificos que proporcionem a correta colocacdo do produto biologicamente
ativo no alvo, em quantidade necessaria, de forma econdmica, com o minimo de

contaminacgdo de outras areas.
2.5.1 Emulsao

Emulsdo é um sistema termodinamicamente instavel resultante da mistura de duas
fases imisciveis entre si, estabilizadas por um agente emulsificante ou surfactante (BREVER,
1985). Para Bajpai; Giri (2002) a emulsdo consiste da mistura de dois fluidos ndo misciveis,
por agitacdo ou adicdo de homogeneizadores. A instabilidade ¢ a sua grande energia
superficial que é resultante da combinacao de tensdo na interface, da grande area de superficie
da fase dispersa e da diferenca de densidade entre os dois liquidos que constituem as fases

(SENHORINE, 2010). A adicdo de surfactante, em sistemas contendo agua e 6leo pode
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reduzir a tensdo superficial das duas fases, ativar suas superficies, e maximizar suas areas de
contato facilitando a formacao das emulsdes (CASTELLAN, 1972).

De acordo com a hidrofilia ou lipofilia da fase dispersante as emulsdes séo formadas
basicamente por duas fases: a dispersa e a dispersante. As emulsdes, em geral s&o compostas
por trés fases: fase aquosa, fase oleosa e a fase emulsificante (SHARMA; SHAD, 1985;
MORRISON; ROSS, 2002; McCLMENTS, 2005). O liquido que esta disperso em pequenas
gotas é conhecido como fase dispersa, interna ou descontinua, enquanto que o segundo
liquido é chamado de fase dispersante, externa ou continua (ZANIN et al., 2001 e 2002;
PRISTA et al., 2003; GENNARO, 2004). Uma emulsao 6leo em agua (O/A) consiste de gotas
de 6leo dispersas em uma fase aquosa, enquanto uma emulsdo agua em 6leo (A/O) consiste de
gotas de agua dispersa em uma fase oleosa.

A utilizagdo do Span® 80 é recomendada (PEMULEN, 1999) para aumentar a
estabilidade de emuls@es, pois, promove diminui¢do do tamanho do glébulo por reduzir a
tensdo na interface O/A (TADROS, 2004). Lima et al. (2008) desenvolveu emulsdo estavel do
tipo O/A viavel comercialmente com 6leo de babagu, quando adicionou 0,4% (p/p) de Span®
80.

Ha varios mecanismos fisico-quimicos que causam instabilidade, incluindo creaming,
sedimentacdo, floculacdo, coalescéncia, maturacdo de Ostwald e inversdo de fases. Para
melhorar esta estabilidade diversos estudos vém sendo realizados em relacdo a adicdo de
estabilizantes (BENICHOU; ASERIN; GARTI, 2007; SCHIMIDTS et al., 2009; IQBAL et
al., 2013).

Para emulsbes do tipo O/A existem diversos mecanismos de desestabilizagdo. Os
principais séo a cremeacéo, a sedimentacdo, a floculacdo e a coalescéncia, sendo que os dois
primeiros sdo fendmenos de migracdo das gotas, e os ultimos sdo processos de variacdo do
tamanho da gota (McCLEMENTS, 2005). A cremeacdo ocorre quando a fase dispersa €
menos densa que a fase continua, porém ndo existe coalescéncia. Na sedimentacdo as gotas
sdo mais densas que a fase continua. A floculacdo é um processo no qual as gotas
emulsificadas se associam em flocos sem a destruigéo das gotas individuais (HILL, 1996).

Torna-se mais relevante considerar os diversos fatores que podem alterar a reologia de

uma emulsédo: problemas referentes a fase dispersa (interacdo entre as substancias, floculacéo,
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tamanho e distribuicdo das particulas, viscosidade, composicdo e estrutura do polimero);
influéncia da fase continua (composicao, polaridade, pH, concentracéo de eletrélitos); fatores
referentes a membrana interfacial (composicdo quimica, potencial de energia da interacdo das
particulas, concentracdo e solubilidade dos polimeros e estrutura da camada interfacial), além
das condicdes de preparo da formulacdo (TADROS, 1999; 2004; CALLEGOS; FRANCO,
1999; OPREA; DODITA, 2001).

Buscar a uniformidade da emulsdo consiste em dizer que as goticulas do liquido
disperso no outro apresentam didmetros iguais, em sua grande maioria. Quanto menor o
tamanho das gotas dispersas e maiores a densidade e a viscosidade da fase continua, maior e
melhor sera a estabilidade cinética da emulsdo (SAMAVATI et al., 2011).

Na formulacdo concentrado emulsionado o ingrediente ativo é primeiramente
dissolvido em um solvente apropriado e sdo adicionados adjuvantes. O resultado da diluigéo
do concentrado emulsiondvel na agua € uma mistura homogénea onde glébulos liquidos da
formulacdo ficam dispersos na fase aquosa (emulsdo), constituindo uma calda de aspecto
leitoso. A estabilidade da emulsdo € muito melhor que a da suspensdo e, portanto, a
necessidade de agitacdo ndo € tdo critica. Ndo possuindo particulas solidas, a calda néao
provoca desgaste nem obstrucdo das passagens estreitas do pulverizador (SENHORINE,
2010).

Para confeccionar emulsfes estaveis € necessario adicionar excipientes conhecidos
como agentes emulsificadores ou tensoativos. Uma emulsdo estavel € definida como um
sistema que consegue manter, de maneira homogénea, suas goticulas ou glébulos na fase
continua. O tensoativo, neste caso, e responsavel por manter um filme entre as fases (entre as
goticulas e a fase externa), exercendo assim uma barreira fisica que impede a coalescéncia
que pode ser definida como a jungdo, a unido de duas ou mais goticulas. Caso este filme
possua cargas, é considerado que o agente emulsificador exerce, portanto, uma barreira
quimica (SENHORINE, 2010).

O extrato da semente de A. squamosa apresenta potencialidade inseticida, em pragas
agricolas, mas a sua composicao geralmente é muito oleosa, dificultando a sua aplicacdo no

campo, surgindo, desta forma o interesse pelas emulsoes.
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Os agentes emulsificadores podem ser divididos em trés classes: agentes
emulsificadores naturais, solidos finalmente divididos e agentes emulsificadores sintéticos.
Dentre as classes, a mais efetiva a ser utilizada no preparo de emulsdes € a Gltima citada, pois
as suas moléeculas possuem propriedades tanto hidrofilicas quanto hidrofobicas, conhecidas
como moléculas anfifilicas. Estes tensoativos sintéticos possuem propriedade anfifilica
descrita pelo valor do balango hidrofilico-lipofilico (BHL) ou também conhecida como
equilibrio hidréfilo-lipéfilo (EHL) (GENNARO, 2004).
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3 FORMULADO EMUL§IONAVEL, TOXICIDADE E ESTUDO FITOQUIMICO
DO EXTRATO HEXANICO DE Annona Squamosa L. (Annonaceae), NO
CONTROLE DE Plutella Xylostella (L.,1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

Os inseticidas botanicos podem apresentar uma menor persisténcia ap06s a aplicacdo e, menor
tempo de conservagdo, assim, o desenvolvimento tecnoldgico de formulado fitossanitario
pode permitir a unido do ingrediente ativo com elementos inertes, de modo a obter eficacia ao
controle do inseto-praga. Vérias espécies da familia Annonaceae apresenta comprovada acao
bioinseticida, assim, buscou-se investigar o potencial inseticida da Annona squamosa como
tatica de controle alternativo para 0 manejo integrado da traca-das-cruciferas, Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). O objetivo do presente trabalho foi desenvolver
formulagdes fitossanitarias a partir de uma formulacdo emulsiondvel estdvel do extrato
hexanico de sementes de A. squamosa L. (Annonaceae), avaliar as  suas
caracteristicas organolépticas, analisar a estabilidade a longo e curto prazo, estimar as
concentragOes letais (CLso e Clog) e avaliar a atividade inseticida na capacidade de
oviposicdo, nos estadios larvais, avaliar persisténcia do extrato e do formulado emulsionavel
em semicampo e realizar a prospeccao dos constituintes quimicos. A estimativa da CLso e
ClLgo foi determinada através da formula de Bliss (1934) realizada por analise Probit. Para A.
squamosa das cinco amostras testadas da emulsdo do extrato hexanico de A. squomosa
(EHAS) apenas a emulsdo 5 mostrou estabilidade e apropriada ao longo dos testes de curta e
longa duracdo para ser utilizada como produto inseticida; a CLso e CLgg estimadas da EHAS
foram de 2,76 e 21,52 pL.mL™?, respectivamente, apresentando toxicidade a P. xylostella; a
CLgg da EHAS apresenta efeito ovicida e repelente para oviposicédo; a CLso e CLeg da EHAS
apresentam eficiéncia no estadio larval do 1° instar, porém, diminuem a toxicidade nos demais
instares; a persisténcia da toxicidade do EHAS em condicdo de semicampo com folha
destacada é de até 18 e 16 dias para CLso e CLgg, respectivamente, ao passo, em condicao de
semicampo na planta inteira é de 16 dias para CLso e CLog; as particdes da FACT e FH foram
toxicas a P. xylostella; através das analises por CLAE-DAD se evidencia a presenca de
acetogeninas, dentre-as a esquamocina na EHAS, constatado por meio da concentracdo da
area (%) e do comprimento de onda (A). Assim sendo, o concentrado emulsiondvel das
sementes de A. squamosa apresentam acdo bioinseticida para o controle de P. xylostella.

Palavras-chave: Pinha. Traca-das-cruciferas. Formulacéo fitossanitaria. Extrato botanico.
Estudo fitoquimico.
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ABSTRACT

Botanic insecticides may present a lower persistence after application and, therefore, a shorter
shelf life, thus the technological development of phytosanitary formulations may allow the
attachment of the active ingredient with inert elements, in order to obtain efficacy to control
the insect-plague. Several species of the Annonaceae family have proven bioinseticidal action,
thus investigating the insecticidal potential of Annona squamosa as an alternative control
tactic for the integrated management of the diamondback, Plutella xylostella (Lepidoptera:
Plutellidae). The objective of the research was to develop phytosanitary formulations from a
stable emulsifiable formulation of the hexane seed extract of A. squamosa L. (Annonaceae),
to evaluate its organoleptic characteristics, to analyze long and short term stability, to estimate
lethal concentrations LCsp and LCgg) and to evaluate the insecticidal activity in the oviposition
capacity in the larval stages, to evaluate the persistence of the extract and the emulsifiable
formulations in semi-field and to carry out the prospection of the chemical constituents. The
estimation of LCso and LCgo was determined using the Bliss formula (1934) performed by
Probit analysis. For A. squamosa of the five samples tested of the emulsion of the hexanic
extract of A. squomosa (EHAS) only emulsion 5 showed stability and appropriated along the
short and long duration tests to be used as an insecticidal product; the estimated LCso and
LCg9 of EHAS were 2.76 and 21.52 uL.mL™, respectively, showing toxicity to P. xylostella;
the LCgo of the EHAS presents ovicidal and repellent effect for oviposition; the LCso and
LCo9 of the EHAS show efficiency in the 1st instar larval stage, however, they decrease the
toxicity in the other instars; the persistence of EHAS toxicity in semi-field leaf spot condition
is up to 18 and 16 days for CLso and CLgg, respectively, while semi-field in whole plant
condition is 16 days for CLso and CLge, the FACT and FH partitions were toxic to P.
xylostella; through the analyzes by CLAE-DAD, the possibility of acetogenins, among them
the squamocin in EHAS, is evidenced by the concentration of the area (%) and the
wavelength (A). Therefore, the emulsifiable concentrate of the seeds of A. squamosa present
biopesticide action for the control of P. xylostella.

Keywords: Sweet sop. Diamondback. Phytosanitary formulation. Botanical extract.
Phytochemical study.
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3.1 Introducéo

Os inseticidas botanicos podem apresentar uma menor persisténcia ap6s a aplicacéo e
menor tempo de conservagdo. Assim, o desenvolvimento tecnolégico de formulados
fitossanitarios podem permitir a unido do ingrediente ativo com elementos inertes, de modo a
obter eficacia ao controle do inseto-praga, apropriada para manipulacao, aplicacao, dispersao,
solubilidade, estabilidade e persisténcia do produto, além do menor custo econémico,
minimizagdo do impacto social e contaminacdo dos recursos ambientais. A falta de
formulacéo e padronizacdo é grande entrave para 0 uso e comércio desses produtos.

No contexto atual do Manejo Integrado de Pragas (MIP) os extratos vegetais vém
sendo aplicados de diferentes formas. Dentre elas, a formulacdo, a base aquosa, € a mais
utilizada nos sistemas de producdo orgéanica, de féacil preparo, baixo custo, porém podem
apresentar baixa eficiéncia na extracdo dos compostos bioativos. Outrora bases de solventes
polares ou apolares quimicos, sdo testados na pesquisa agropecuaria para area da protecao de
plantas.

A emulsdo é um tipo de formulacdo que consiste na mistura entre dois liquidos
imisciveis, utilizando métodos como agitacao e adi¢cdo de homogeneizadores (BAJPAI; GIRI,
2002).

As Annonaceae compreendem um grande namero de géneros e espécies, com cerca de
140 e 2.500, respectivamente (CHATROU et al., 2004; BRAGA SOBRINHO, 2010), sendo a
maioria nativa das regides tropicais e subtropicais. Entre as espécies, destacam-se as Annona
squamosa e A.mucosa L., com potencial inseticida (OLIVEIRA; PEREIRA, 2009; KRINSKI
etal., 2014).

A pinheira, A. squamosa é possivelmente originaria das terras baixas da América
Central, mais precisamente da llha de Trinidad, nas Antilhas, sendo levada inicialmente para
0 México e depois introduzida no Oriente, nas Filipinas e na Australia. Esta fruteira tem
grande importancia na India, pelas populacBes espontaneas em nimero e abundancia,
acreditou-se a principio que seria nativa daquele pais (MOSCA; CAVALCANTE; DANTAS,

2006). No Brasil, a A. squamosa tem sido cultivada em quase todo o pais, mas é na regido
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nordeste que o seu cultivo tem se disseminado mais intensamente, apresentando mais de 90%
de toda area cultivada do pais (LEMOS, 2014).

Os metabdlicos secundarios apresentam uma distribuicdo restrita, sendo produzidos
por uma espécie vegetal ou um grupo de espécies (TAIZ; ZEIGER, 2009), podendo variar
entre os 6rgdos, tecidos e até mesmo entre as células das plantas (LACHER, 2000). Os
estudos fitoquimicos das anonaceas se concentram mais nas acetogeninas (ACGs) que séo
compostos extremamente bioativos, Unicos desta familia, descritas mais de 450, todas com
estruturas diversificadas, atuam como inibidor do transporte de elétrons mitocéndriais e
afetam a acdio da NADH-ubiquinona oxidoreductase (ALVAREZ et al., 2007). A
esquamocina das principais ACGs na espécie A. squamosa (BERMEJO et al., 2005),
presentes em grandes quantidades nas sementes (YANG et al., 2009; CHAMPY, 2011), sendo
promissora para o controle de artropodes (ALVAREZ-COLOM et al., 2010; HOE et al.,
2010; TOLOSA et al., 2012), porém, outros estudos atribuiem a acdo bioinseticida desta
familia aos terpenos (COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2012 ), alcaldides (KABIR, 2010) e
aos flavonoides.

A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) é
considerado a principal espécie-praga da familia brassicaceae e o seu ataque pode ser fator
limitante das areas de cultivos no mundo (ZALUCKI et al., 2012), associado ao desequilibrio
biolégico causado pelo uso excessivo do controle quimico. Dependendo da regido pode
totalizar até 20 pulverizacGes, com até 4 aplicacbes semanais de acordo com a época de
producéo da cultura (VILLAS BOAS et al., 2004). As perdas econdmicas ocasionadas por P.
xylostella podem chegar a 1 bilhdo de dolares por ano (IRAC, 2016).

Em 2017 foram registrados 862 casos em todo mundo de resisténcia a inseticidas a P.
xylostella, no qual abrange 95 ingredientes ativos, sendo destes 14 casos no Brasil, com
registros nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana e
Pernambuco (IRAC:APRD, 2017), como também, a quase todos 0s grupos de inseticidas
utilizados (RIDLAND; ENDERSBY, 2011), incluindo novos compostos, como a classe
quimica das diamidas antranilicas (WANG; WU, 2012).

O emprego de substancias extraidas de plantas silvestres com agdo bioinseticida

apresenta algumas vantagens quando comparada aos sintéticos: sdo renovaveis, facilmente
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degradaveis, ou seja, ndo contaminam o meio ambiente; possuem compostos de diferentes
grupos quimicos, principalmente as pertencentes as familias Annonaceae, Solanaceaea e
Meliaceae; a selecdo de populacdes resistentes de insetos a estas substancias € lenta, pois o
produto natural geralmente apresenta diversos compostos com acao inseticida o que reduz o
processo de selecdo; aléem de nédo deixarem residuos nos alimentos e no solo, sdo seguros aos
operadores; e de baixo custo, tornando-se acessivel aos pequenos produtores (OLIVEIRA et
al., 2007; CASTILLO-SANCHEZ; JIMENEZ-OSORNIO; DELGADO-HERRERA, 2010).
Assim, para o controle de P. xylostella a formulacdo de produtos com base em extratos
vegetais de Annonaceae pode ser interessante especialmente para sistemas organicos, um
mercado que cresce mundialmente.

Tendo em vista a importancia do cultivo de bréssicas e uso de extratos
botanicos dentro do MIP, esta pesquisa teve por objetivo obter uma formulagéo a base de
emulsdo estavel do extrato hexanico de sementes de A. squamosa, avaliar as
caracteristicas organolépticas e estabilidade a longo e curto prazo. Estimar as concentracdes
letais para avaliacdo do efeito inseticida nas diferentes fases da praga, como efeito ovicida,
preferéncia de oviposic¢do e instares larvais, assim como, analisar a persisténcia da emulséo
em condi¢cdes de semicampo, com folhas destacadas e planta inteira, além do estudo

fitogquimico das classes de composto bioativos.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&amp;bih=667&amp;q=organol%C3%A9pticas&amp;spell=1&amp;sa=X&amp;ved=0CBkQvwUoAGoVChMIzLe-nu-axwIVjrIeCh0OuQvW
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3.2 Material e métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Entomologia: - Controle
Alternativo de Pragas (LECAP), no Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais (LPgRN)
e em casa-de-vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de

Alagoas (UFAL), em Rio Largo e Maceid, AL, Brasil, respectivamente.
3.2.1 Conducgdo da cultura

As mudas de couve manteiga da variedade Georgia (Brassica oleracea var. acephala)
foram adquiridas da estufa SEMEAR®, em Arapiraca-AL. Foram transplantadas em local
definitivo, situado na area externa de campo do LECAP, foram adotados as recomendacdes de
adubacdo, nutricdo vegetal e tratos culturais conforme Filgueira (2008), exceto adubagéo
quimica e o controle quimico para as plantas espontaneas e insetos-praga. Folhas de couve

foram utilizadas para os experimentos a partir de 40 dias ap0s o transplantio.
3.2.2 Criagao de Plutella xylostella

A criagdo e multiplicagdo de P. xylostella foi realizada no LECAP, sob condigdes de
temperatura de 25 * 2°C, umidade relativa do ar de 60 + 10% e fotofase de 12h, de acordo
com metodologia estabelecida por Torres et al. (2006).

Os adultos foram liberados em gaiolas plasticas transparentes circulares (12 cm de
didametro x 15 cm de altura) com abertura lateral fechada com tela antiafideo. Em cada gaiola
foi colocado um pote plastico coberto com espuma umedecida com agua destilada, sobre o
qual, foi colocado um disco de folha de couve medindo 8 cm de diametro para servir de
substrato a postura e uma esponja embebida com solu¢do agucarada a 10%, na parte superior
da gaiola, para alimentacao dos adultos. Os discos de folhas foram substituidos diariamente, e
mantidos em placas de Petri até a eclosdo das lagartas.

Lagartas neonatas, oriundas de posturas realizadas nos discos de couve, foram
transferidas para recipientes plasticos (20 cm de comprimento x 10 cm de largura X 5 cm de
altura) contendo folhas de couve. As folhas foram substituidas diariamente até as lagartas

atingirem a fase de pupa. As pupas foram transferidas para tubos de vidro de fundo chato (8,5
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cm de comprimento x 1,5 cm de didmetro), fechados com filme plastico transparente.
Pequenos furos foram realizados no filme plastico para que houvesse as trocas gasosas. Apds

72 horas, emergiam os adultos, que foram transferidos para as gaiolas, reiniciando o ciclo.
3.2.3 Obtencédo das sementes e preparo de extrato hexanico de Annona squamosa

As sementes de A. squamosa foram obtidas do banco de germoplasma do
CECAJ/UFAL, safra 2015/2016, acondicionadas em sacos de papel Kraft, secas em estufa com
circulacdo de ar a 50°C por 48 horas, moidas em moinho tipo Wiley até obter a granulometria
de po fino (malha 2,5 mm) e acondicionado em recipiente de vidro hermeticamente fechado.

O preparo do extrato bruto foi realizado no LECAP, onde 2,8 kg de p6 da semente de
A. squamosa foi submetido a extracdo a frio com 3,0 L do solvente hexano [CH3(CH2)4sCHz],
sob temperatura ambiente (25 - 27°C), em percolador de ago inoxidavel, sendo que a extracdo
foi rapida com duracdo de 4 horas e em seguida filtrada. O solvente foi removido por
destilacdo sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a 50°C, com rendimento de 255

gramas de peso liquido, acondicionado em recipiente hermeticamente fechado e etiquetado.
3.2.4 Preparo da emulsdo hexanica de Annona squamosa (EHAS)

Para o preparo das emulsdes, a dgua destilada (ADE), EHAS (fase oleosa), Span e
Tween foram pré-aquecidos separadamente em banho Maria a uma temperatura de 60°C por
10 minutos, logo apds a fase oleosa recebeu o tensoativo monoleato de sorbitano (Span® 60) e
a fase aquosa recebeu o componente hidrossoltvel monoleato de polioxietilnossorbitano
(Tween 80) para um novo aquecimento por mais 15 minutos em banho Maria, realizado no
LECAP (SENHORINI, 2010). Foram testadas diferentes concentracGes do Tween e do Span
para verificar o tratamento com melhor estabilidade da emulsdo (Tabela 1). As emulsdes
foram agitadas manualmente por 10 minutos em temperatura ambiente e colocadas em

repouso em tubos de vidro para a observacao da estabilidade por um periodo de 24 horas.
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Tabela 1 - Proporcéo de homogeneizadores utilizados para o preparo das emulsdes do extrato
hexanico de Annona squamosa (EHAS), adaptado SENHORINI, 2010

Emulsdo  Span® 60 (g) Tween 80 (g) Extrato (g) H20 (g)
1 4,0 1,0 10 85
2 3,5 15 10 85
3 3,0 2,0 10 85
4 0,0 5,0 10 85
5 3,5 2,0 10 85

Fonte: Autor, 2018

3.2.5 Avaliacdo organoléptica e testes de estabilidade das emulsdes estaveis

As emulsBes estaveis, sem separacdo de fases, foram avaliadas por meio de suas
caracteristicas organolépticas (estabilidade fisica), levando-se em consideracdo parametros
fisicos como aspecto ou aparéncia das emulsdes. Este estudo teve por objetivo observar o
comportamento do produto final por um determinado periodo, para determinar o prazo de
vida util (shelf-life) (ZANIN et al.,, 2001). As emulsbes estaveis desenvolvidas foram
avaliadas por trés meses. Dentre as caracteristicas avaliadas foram consideradas:
homogeneidade, brilho, textura e opacidade.

Foram realizados testes de estabilidade normais em longo prazo e acelerados de curto
prazo. Todos os testes foram feitos em triplicata e apds 24 horas do preparo de todas,

observado a estabilidade das formulages.
3.2.5.1 Testes de estabilidade normais em longo prazo

Nos testes de estabilidade normais, 3 frascos de vidro contendo 6 mL foram postos em
ambiente sob a direta acdo solar, 3 frascos em ambiente com sol indireto e 3 em ambiente
escuro, para formulacdo que apresentou uma melhor estabilidade em um periodo de 24 horas.
O teste para ambiente com sol indireto foi realizado no interior do laboratério de pesquisa, 0
teste em ambiente escuro foi realizado uma em caixa escura, o0 teste da luz direta foi realizado
em casa-devegetacdo deixada sobre bancada a luz do sol todos os dias. Todo dia, durante trés

meses, os frascos foram observados, com exce¢do dos que permaneceram em ambiente
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escuro, e as caracteristicas desejaveis, citadas anteriormente, foram observadas (SENHORINI,
2010).

3.2.5.1.1 Caracterizacdo das emulsbes por microscopia éptica

A avaliacdo da estabilidade das emulsdes EHAS estaveis, foi realizada por meio de
microscopia oOtica (ZANIN et al., 2002). As emulsdes do 6leo de A. squamosa foram
espalhadas sobre uma Iamina de vidro e, em seguida, uma laminula foi posta sobre o material.
Para visualizacdo das amostras foi utilizado um microscopio 6tico Olympus, com lente
objetiva de 40x. O registro das imagens ocorreu pela utilizacdo de uma camera fotografica
Sony. As emulsbes foram analisadas por microscopia ética logo ap6s 0 seu preparo e ao
terceiro més para as condi¢cdes de estabilidade normais a longo prazo para condigdes em

ambiente sob a direta acdo solar, em ambiente com sol indireto e em ambiente escuro.
3.2.5.2 Testes de estabilidade acelerados em curto prazo

Nos testes de estabilidade acelerados, 3 frascos de vidro contendo 6 mL da formulacéo
do extrato de A. squamosa foram postos em estufa a 50°C por 24 horas, 3 frascos de vidro
foram colocados em geladeira a 10°C durante 24 horas e 3 frascos foram submetidos a
centrifugacdo durante 50 minutos a 3500 rpm. Decorrido o tempo requerido, as mesmas

caracteristicas citadas acima foram observadas (SENHORINI, 2010).

3.2.6 Estimativa das concentracOes letais da emulsdo hexanica de Annona squamosa
(EHAS) sobre Plutella xylostella

Foram realizados pré-testes de atividade inseticida com a EHAS (apresentou melhores
caracteristicas de estabilidade apds 24 horas do preparo) em diferentes concentracBes para
determinar valores proximos do Limite Superior (LS) e Limite Inferior (L1) das emulsdes e
observar qual seria mais viavel.

Determinados os limites da EHAS, foram estimadas seis concentracdes através da
formula de Bliss (1934):
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q-= (an - a1)1+n+1

Onde q é a razdo da progressdo geometrica (PG); n = numero de concentracdes a
extrapolar; an e a1 = limites superior e inferior, respectivamente, da pg (concentragdes que
provocam mortalidade de cerca de 95% e semelhante a testemunha, respectivamente
determinadas atraves de testes preliminares).

A solucdo da EHAS foi solubilizada em &gua destilada, avaliadas as seguintes
concentrages: 0,00061; 0,0018; 0,0051; 0,0146; 0,0420 e 0,1209 puL.mL™, correspondentes &
sequéncia a1, a1.q, a1.9%, a1.g%, a1.q* e a1.q°, de acordo com a formula Bliss (1934).

Foram confeccionados discos foliares de couve 8 cm, pulverizados com a solucéo da
EHAS em diferentes concentracdes, utilizando-se torre de Potter System® (POTTER, 1952).
A aplicacdo foi realizada a uma pressédo de 5 psi/pol? utilizando-se um volume de calda de 1,7
mL, o que corresponde a um depdsito de 1,9 + 0,37 mg cm. Esta quantidade aplicada esta de
acordo com o recomendado pela IOBC/WPRS (International Organization for Biological
Control of Noxious Animals and Plants/ West Paleartic Regional Section) e representa o que
ocorre no campo (GUEDES et al., 1995; REIS et al., 1998).

Os discos tratados com a EHAS foram distribuidos sobre uma superficie coberta com
papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporacdo do excesso de &gua. Lagartas
neonatas foram colocadas em placas de Petri de 8 cm de diametro, contendo um disco tratado
sobre papel de filtro umedecido com &gua destilada, para manutencdo da umidade, mantidos
em laboratério (temperatura de 25 + 2°C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h). A partir do
terceiro dia de montagem do bioensaio, foi feita a avaliagdo da mortalidade larval.

O experimento de toxicidade da EHAS foi conduzido em DIC, composto por 7 tratamentos,
sendo 6 (concentra¢des) mais a testemunha e 5 repeticGes, cada repeticdo com 10 lagartas. Para
estimativa das concentracdes letais, CLso e Clos, respectivamente, foi utilizado Probit Procedure do

software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2000).

3.2.7 Efeito ovicida da emulséo do extrato hexanico de Annona squamosa (EHAS) na fase

embrionaria de Plutella xylostella
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Para o bioensaio de efeito ovicida, dois casais da traca-das-cruciferas com até 12 h de
idade emergida foram selecionados para a oviposic¢do e colocados em gaiolas plasticas. Foram
colocados discos de folha de couve com 8 cm didmetro nas gaiolas e apds 24 horas de
exposicdo aos adultos, foram retirados, de acordo com a metodologia de Torres et al. (2006),
cortou-se os discos para que ficassem com 20 ovos em cada repeticdo, em seguida foram
pulverizados utilizando-se torre de Potter System® (POTTER, 1952), de acordo com 0s
tratamentos: testemunha ADE + Tween (1,5%), CLso e CLgg da EHAS, Azamax 1.2 CE® (200
ml 100 L 4gua) e Decis 25 CE ® (30 ml. 100 L 4gua) (AGROFIT, 2017).

Foram utilizados 5 tratamentos e 10 repeticdes, cada repeticdo com 20 ovos, em DIC.
No 5° dia apds a aplicacdo dos tratamentos, realizou-se a contagem do ndmero de lagartas
eclodidas em cada repeticdo, para a determinagdo da viabilidade de ovos. Utilizou-se nas
avaliacdes uma lupa estereoscépica de 10x.

Para o experimento de fase embrionaria de Plutella xylostella, a analise foi feita por
comparacdo de médias pelo teste de Tukey utilizando o programa SISVAR versdao 5.6
(FERREIRA, 2011).

3.2.8 Efeito da emulsdo do extrato hexanico de Annona squamosa (EHAS) na preferéncia de

oviposigdo em Plutella xylostella

Para os testes com chance de escolha para avaliacdo da preferéncia de oviposicao de
fémeas adultas de P. xylostella, discos de folhas de couve variedade Gedrgia com 8 cm de
diametro foram pulverizados na torre de Potter System® (POTTER,1952), com a solucéo
testemunha ADE + Tween (1,5%), CLso e CLgo do EHAS, Azamax 1.2 CE® (200 ml 100 L
agua), Decis 25 CE ® (30 ml 100 L 4gua (AGROFIT, 2017), e postos sobre papel toalha para
secagem ao ar livre; em seguida, divididos em partes, obtendo-se quatro circulos menores (3
cm de diametro) com dimensdes semelhantes.

Foi formado um conjunto, constituido por 5 discos dispostos equidistantes sobre pote
com esponja umedecida com ADE colocada em gaiola (14 x 11 x 5 cm). Trés casais de P.
xylostella emergidos com até 12 horas de idade, provenientes da criacdo, foram introduzidos

em cada gaiola e mantidos por 24 horas para oviposi¢do sendo alimentados com solucéo



76

acucarada a 10%, embebida em esponja presa na parte superior da gaiola, apés retirados os
discos foram registrados.

A deterréncia a oviposi¢do foi calculada com a seguinte férmula (PASCUAL-
VILLALOBOS; ROBLEDO, 1998), e o efeito da emulsdo hexanica foi dado na porcentagem
da incubacéo de ovos estimado:

Deterréncia a oviposigdo = [1 — E] x100
NEc

Onde NEt é o nimero de ovos no tratamento e NEc € o nimero de ovos no controle.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos, cinco
gaiola-repeticdo. Para o experimento de preferéncia de oviposicdo de Plutella xylostella, a

andlise foi feita por comparagdo de médias pelo teste de Tukey utilizando o programa
SISVAR versédo 5.6 (FERREIRA, 2011).

3.2.9 Efeito da emulséo do extrato hexanico de Annona squamosa (EHAS) em diferentes
estadios larvais de Plutella xylostella

Discos foliares de couve com 8 cm de didmetro, foram pulverizados com 0s
seguintes tratamentos: testemunha ADE + Tween (1,5%), CLso e CLgo do EHAS, Azamax 1.2
CE® (200 ml 100 L"* 4gua), Decis 25 CE ® (30 ml 100 L 4gua (AGROFIT, 2017);
concentracdes letais, CLso e CLgg da EHAS, utilizando a torre de Potter System® (POTTER,
1952) e postos sobre papel toalha para secagem ao ar livre; posteriormente os discos de couve
tratados foram colocadas em placas de Petri de 8cm de diametro, sobre disco de papel de filtro
umedecido com agua destilada, para manutencdo da umidade, mantidos em laboratério
(temperatura de 25 + 2°C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h) e colocados lagartas de P.
xylostella no 1°, 2° 3° e 4° instar. No 3° dia apds a montagem do bioensaio, foi feita a
avaliacdo da mortalidade larval.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em esquena fatorial (4 x 4

+1), 10 repeticdes, cada repeticdo com 10 lagartas. A analise foi feita por comparacdo de
médias pelo teste de Tukey utilizando o programa SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2011).
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3.2.10 Awvaliar a persisténcia da emulsdo hexanica de Annona squamosa (EHAS) sobre

Plutella xylostella em condi¢6es de semicampo com folhas destacadas e planta inteira

Para avaliar a persisténcia da EHAS com as concentracdes leitais, CLsg e CLuoo,
respectivamente, testemunda ADE + Tween (1,5%) e Azamax® grupos de 10 plantas
contendo em média 4 folhas, foram pulverizadas no mesmo dia, na face adaxial e abaxial,
com os diferentes tratamentos e acondicionadas em casa-de-vegetacdo até o final dos
bioensaios.

No primeiro experimento as folhas das plantas foram destacadas levadas ao
laboratdrio, cortadas em discos de 8 cm de didmetro e oferecidas a lagartas neonatas em
placas de Petri.. No segundo experimento, as lagartas foram inoculadas nas folhas da planta
inteira, cobertas com um tecido “voil” branco para evitar a fuga das lagartas, permanecendo
em casa-de-vegetacdo. Os intervalos de avaliacdo do efeito residual da EHAS foram de 0, 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20 e 22 dias, sendo o tempo zero as plantas pulverizadas no mesmo
dia.

Para ambos os bioensaios o delineamento estatistico foi DIC, em esquena fatorial (4 x
22), 10 repeticBes, cada repeticdo com 10 lagartas. A analise foi feita por comparagdo de
médias pelo teste de Tukey utilizando o programa SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

3.2.11 Estudo fitoquimico de extratos de Annona squamosa
3.2.11.1 Particdo liquido-liquido do extrato bruto hexanico de Annona squamosa

O extrato bruto hexanico de A. squamosa (250,0 g) foi submetido ao processo de
particdo com solventes de polaridades crescentes (hexano e acetato de etila). Primeiramente
foi suspenso em metanol e extraido com hexano (4 x 400 mL). Depois com a por¢do
metandlica foi acrescida de agua até obtecdo de uma mistura metanol: agua (1;1; v/v). A
solucgéo foi particionada a temperatura ambiente (25-27°C), sucessivamente, com acetato de
etila (4 x 400 mL), obtendo-se assim, respectivamente, as fracdes em acetato de etila (FACT)
(138,0 g) e hexano (9,75 g) (FH) apds remocgdo dos solventes em evaporador rotatorio da

marca BUCHI®, & pressdo reduzida, até a secura e a massa do residuo foi determinada, no
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laboratdrio do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

3.2.11.2 Bioensaios para testar as fracdes da particdo liquido-liquido de Annona squamosa

As fracdes obtidas foram testadas em lagartas recem-eclodidas de P. xylostella

seguindo mesmo procedimento experimental do item 3.2.6.

O delineamento estatistico utilizado para os testes inseticidas com as fracfes foi o
inteiramente casualizado contendo 8 repeticOes. A analise foi feita por comparacdo de médias
pelo teste de Tukey utilizando o SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

3.2.11.3 Fracionamento da particdo biotiva do extrato bruto hexanico de Annona squamosa

Mediante os resultados obtidos no bioensaio inseticida anterior, as FACT e FH mais
ativa da particdo liquido-liquido de A. squamosa foram solubilizadas em seus respectivos
solventes e submetidas ao CLAE-DAD.

As fracOes foram acondicionado em Beckers, com 250 mg FACT + 25 ml de
CH3CH20OH (P.A.) e 250 mg FH + 25 ml de CH3CH2OH (P.A.), cada e levadas ao ultrassom
para solubilizar. A FACT foi adicionada 10 ml de 4gua Mili-Q e levado a centrifugacao por
10 min (2500 rpm; temp. 1°C), posteriormente foi retirado uma aliquota para CLAE. Na FH
foi adicionada 25 ml de CH3CH2OH (P.A.) e colocado no ultrassom, depois retirado uma

aliquota para CLAE.
3.2.11.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As corridas cromatograficas analiticas foram realizadas com solventes ultrapuros grau
CLAE. Na fase mdvel foi utilizada agua Mili-Q, obtida em equipamento MILLIPORE
Simplicity UV® e alcool (70%). As amostras injetadas no cromatografo liquido foram
previamente filtradas em filtro seringa, com membrana de nylon 0,45 pm x 47 mm com

sistema SUPELCO, proprio para filtracdo de solventes.
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As amostras foram analisadas em cromatografo liquido Shimadzu® (Tokyo, Japio),
constituido de 2 bomas de alta pressdo, modelo LC-20ADXR®, autoinjetor modelo SIL-
20AXR®, detector UV-DAD modelo SPDM-20A®; forno para coluna modelo CTO-20A, que
armazenou uma coluna cromatografica C18, da Phenomenex, modelo Jupiter e um
processador de comunicacdo modelo CBM-20A.

Todas as fracOes, antes de injetadas no cromatografo, foram filtradas em filtro de
seringa MILLIPORE® Millex — HV 0,45 um PVDF (Polifluoreto de vinilideno). As duas
fracdes analisadas foram FACT e FH.

3.2.11.4.1 Identificacdo de acetogeninas (ACG) de Annona squamosa

Visando detectar a presenca de ACG, a FACT e FH obtido das sementes de A.
squamosa foram submetidos a andlises em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Como fase mavel, foi utilizado acetonitrila
(A) e agua Mili-Q (B), sendo que as condicGes da eluicdo estdo descritas na Tabela 2. A
coluna utilizada foi a C18 (5 um, 4,6 x 250 mm), modelo Jipiter® da Phenomenex® deteccdo
no UV em A 205, 215, 231 e 280 nm, com fluxo de 1,0 mL min e temperatura de 35°C.
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Tabela 2 - Sistema de eluicdo empregado nha obtenc¢do dos perfis cromatograficos por CLAE-
DAD das fracGes obtido da Annona squamosa.

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Acetonitrila (A) (%) Agua Mili-Q (B) (%)
0 1,0 85 15
14 1,0 85 15
23 1,0 100 0
30 1,0 85 15
31 1,0 85 15

Fonte: Autor, 2018.
3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Emulséo

Quanto a estabilidade e ao aspecto, a emulsdo 5 foi a Unica estavel, homogénea,
ausente de grumos e aparéncia leitosa e cremosa, considerado um resultado excelente (Tabela
3). O resultado de estabilidade observado para emulsdo hexéanica do éleo de A. squamosa
(EHAS) foi semelhante aos encontrados por Senhorini (2010) quando utilizou mesmo

protocolo de preparo das emulsdes para o 6leo de Carapa guianensis Aubl. (Meliaceae).

Tabela 3 - EmulsGes preparadas com éleo de sementes de Annona squamosa com Span 60 e
Tween 80 em proporcoes diferentes, Rio Largo-AL

Emulsdo  Span® 60 (g) Tween 80 (g) Observagao apds 24 h Aspecto Resultado
1 4,0 1,0 Instavel Separado Ruim
2 3,5 1,5 Instavel Separado Ruim
3 3,0 2,0 Instavel Separado Ruim
4 0,0 5,0 Instavel Separado Ruim
5 3,5 2,0 Estavel Homogéneo Excelente

Fonte: Autor, 2018 - Adaptado de SENHORINI, 2010
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As demais emulsGes apresentaram-se alteracGes fisico-quimicas nas variaveis
analisadas, ou seja, todas instaveis apos 24 horas do preparo, separacao das fases, presenca de
grumos, considerado uma emulsdo ruim (Tabela 3). Estudos foram realizados para melhorar a
estabilidade em relacdo a adicdo de estabilizantes, dentre-os destacam Schmaltz; Santos;
Guterres (2005), Schimidts et al., (2009); Senhorine (2010), IQBAL et al., (2013).

Dentre os estabilizantes utilizados nos preparos de formulados emulsionaveis,
Pemulen (1990) recomenda o uso do Span® 80, para aumentar a estabilidade de emulsdes,
mas, é preciso ajustar a proporcdo do Span no desenvolvimento dos formulados, como
apresentado na tabela 3. Para Tadros (2004), o uso do estabilizante, promovera diminui¢do do
tamanho do glébulo por reduzir a tensdo na interface 6leo em agua (O/A).

Lima et al. (2008) desenvolveu emulsdo estavel do tipo O/A viavel comercialmente
com 6leo de babagu, quando adicionou 0,4% (p/p) de Span® 80, ao passo que, no presente
estudo o Span® 60 (3,5% p/p) foi entre as proporcdes testadas a que apresentou resultado
excelente.

Estes estudos exprimem a importancia do desenvolvimento tecnoldgico de
formulacdes fitossanitarias, visando contornar a baixa solubilidade de alguns extratos vegetais
para protocolos que os tornem sollveis, de acordo com Cox (1999) permitam ao ingrediente
ativo uma concentracdo apropriada para manipulacédo, aplicacdo e dispersdo do produto, além

de melhorar a sua eficacia contra a espécie alvo a ser controlada.

3.3.2 Avaliacdo organoléptica e teste de estabilidade da emulsédo estavel: testes normais em

longo prazo e acelerados em curto prazo
3.3.2.1 Testes de estabilidade normais em longo prazo

A estabilidade fisica da emulsdo, em termos de aparéncia e de aspecto, tanto expostas
em ambiente escuro e com sol indireto apresentaram a mesma estabilidade durante os trés
meses estudados, quanto a ndo separacao de fases oleosa e aquosa (O/A). Quando a emulsdo
foi exposta em ambiente com sol direto a sua qualidade foi alterada, tornando-a heterogénea,

ou seja, com separacdo das fases O/A, com brilho opaco, maciez, aparéncia fina e
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opalescente, apresentando trés defeitos ndo aceitaveis para um tipo de formulacao,

corroborando com Zanin et al., (2001) (Tabela 4).

Tabela 4 - Estudo da estabilidade em ambiente com sol indireto, sol direto e em ambiente escuro,
entre os meses de dezembro de 2016 a margo de 2017, Rio Largo, AL

Caracteristicas avaliadas Ambiente escuro Sol indireto Sol direto

Homogeneidade Homogéneo  Homogéneo Heterogéneo
Brilho Brilhante Brilhante Opaco
Macio Macio Macio Macio

Fino Fino Fino Fino
Opacidade Perolado Perolado Opalescente

Fonte: Autor, 2018.

De acordo com Zanin et al., (2001) quando pretende-se avaliar um tipo de formulacédo
de um produto fitossanitario, deve-se definir um conjunto de caracteristicas que se deseja
avaliar quanto ao aspecto ou aparéncia do produto final. As caracteristicas organolépticas
desejadas para as emulsdes como qualidades aceitaveis sdo: homogeneidade, brilho, macio,
fino e opacidade. Dentro destas qualidades, o produto final que se apresentar heterogéneo,
opaco, fibroso, grosso e opalescente, sdo considerados defeitos sérios encontrados nas
emulsGes formuladas.

Quanto as condicdes de armazenamento avaliadas (Tabela 4), a emulsdo estocada em
ambiente com sol direto, foi a Unica com as caracteristicas fisicas do produto com resultado
ruim, certamente essa exposicdo do produto formulado a acdo direta do sol e a elevadas
temperaturas, provocaram alteraces da estabilidade fisica. Scott; Kaushik (2000) observaram
gue o extrato de azadiractina em exposicao a luz do sol, apresentou reducdo da bioatividade,
demonstrando sensibilidade do fitoquimico, podendo ser reduzido a 60 % apds quatro horas
de exposicédo ao sol.

Sdo crescentes as pesquisas para desenvolvimento de formulagdes oleosas estaveis
para uso na agricultura no controle dos insetos-praga (SILVA; PEREIRA; BENTO, 2007;
ARAUJO JUNIOR; MARQUES; OLIVEIRA, 2009; COSTA et al., 2010), visando proteger
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as moléculas naturais ou sintéticas, mantendo a acao inseticida desses produtos em condicdes
de campo e armazenamento, j& que os processos de degradacdo, de intensidade variavel ao
longo do tempo, estdo expostas aos fatores abidticos como a temperatura, umidade e radiag&o.
Desta forma, sugere-se que a EHAS né&o deve ser armazenada sob essas condicdes,

pois pode comprometer ndo so a estabilidade, mas também, ocorrer a degradacdo do principio

ativo do extrato botanico.
3.3.2.2 Caracterizacdo das emulsdes por meio da microscopia optica

Através da avaliacdo em microscopia optica (Figura 1) revelou-se perfil semelhante
para as figuras dos tratamentos apds o preparo (Fig. 1a), apds 3 meses sob ambiente escuro
(Fig. 1b) e apds 3 meses sob sol indireto (Fig. 1c), com glébulos de 6leo de A. squamosa bem
formados e definidos. A presenca de globulos maiores persistindo ao longo do tempo de
avaliacdo foi observado apos 3 meses sob ambiente escuro (Fig. 1b) e apos 3 meses sob sol
indireto (Fig. 1c), assim, as mesmas ndo apresentaram alteracdo da estabilidade. Ja o
tratamento logo ap6s o preparo apresentou agregados de glébulos maiores e menores
predominantes bem distrubuidos nos espacos, qualidade atribuida a estabilidade para as
caracteristicas avaliadas. Quando comparado a emulsdo apo6s o preparo (Fig. 1a) o tratamento
que foi submetido ao ambiente com sol direto (Fig. 1d) ha permanéncia dos glébulos maiores,
porém, com poucos glébulos menores do 6leo de A. squamosa, apesentando alteracdo da

estabilidade e consequentemente diminuicdo do tempo de armazenamento.
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Figura 1 - Fotografias correspondentes a emulsdo 5 por meio da microscopia Optica. a) apés o
preparo; b) apds trés meses sob ambiente escuro; c) apos trés meses sob sol indireto e
d) apos trés meses sob sol direto

Fonte: Autor, 2018.

De acordo com Senhorini (2010) a presenca de glébulos mais homogéneos em

diametro, agregacdo e distribuicdo sdo sinais visiveis de estabilidade da emulsao.

3.3.2.3 Testes de estabilidade acelerados a curto prazo

Os testes de estabilidade acelerados em curto prazo sob diferentes estresses,
mostraram que a estabilidade fisica das emulses avaliadas, em termos de aparéncia e de
aspecto foi alterada quando expostas a centrifugacdo (3500 rpm) e ao aumento dréstico na
temperatura no sistema em estufa (50°C) (Tabela 5). Estas alteragdes sofridas quanto as suas
caracteristicas avaliadas sdo consideradas como defeitos sérios e ndo aceitaveis, como ja

descrito, nos testes de estabilidade normais em longo prazo.
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Tabela 5 - Avaliacdo das propriedades organolépticas das emulsdes em curto prazo sob
diferentes estresses, Rio Largo-AL

Curto prazo
Caracteristicas avaliadas
Geladeira a 10 °CCentrifuga a 3500 rpmEstufa a 50 °C

Homogeneidade Homogéneo Heterogéneo Heterogéneo
Brilho Brilhante Opaco Brilhante
Macio Macio Macio Fibroso
Fino Fino Fino Fino

Opacidade Perolado Opalescente Opalescente

Fonte: Autor, 2018.

Na condicdo de teste sob estresse imposto na refrigeracdo controlada em geladeira
(10°C) foram conservados as caracteristicas desejaveis da emulsdo, como citado por Bordes;
Pollet; Avérous (2009), os quais enfatizam que as formulacfes devam apresentar propriedades
Uteis, tais como a rigidez, a permeabilidade, a cristalinidade, estabilidade térmica a
solubilidade e biodegradabilidade.

Senhorini (2010) realizou teste de preparo de emulsfes sob as mesmas condi¢cdes com
extrato de C. guianensis e constatou as mesmas alteragdes obtidas no presente estudo com a
emulsdo 5 do extrato hexanico de A. squamosa, para 0 aspecto da aparéncia quando
submetidas as rotacfes sob a centrifugacdo e a altas temperatura.

Buscar a uniformidade da emulsdo consiste em dizer que as goticulas do liquido
disperso no outro apresentam diametros iguais, em sua grande maioria, armazenadas sob
condicBes visando conservar as caracteristicas quimicas do produto formulado. Quanto menor
o tamanho das gotas dispersas e maiores a densidade e a viscosidade da fase continua, maior e
melhor sera a estabilidade cinética da emulsdo (SAMAVATI et al., 2011).

Para o presente estudo a condicdo de estocagem e armazenagem sob condi¢do em

ambiente geladeira (10°C) foi a desejavel para as caracteristicas avaliadas (Tabela 5).

334  Estimativa das concentracdes letais da emulsdo hexanica de Annona squamosa

(EHAS) no controle de Plutella xylostella
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A emulsdo hexanica de A. squamosa apresentou toxicidade a P. xylostella, se
ajustando ao modelo de Probit com o valor de P = 0,38. As CLso e CLgg estimadas foram de
2,76 € 212,52 uL mL, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragoes letais (CLso e CLgg) da emulséo hexanica da semente de Annona
squamosa sobre lagartas neonatas de Plutella xylostella, Rio Largo-AL

Tratamento nt GL2  Inclinacdo CLso(uL.mL™) CLos(uL.mL) X4 pe
+EP (IC 95%)? (IC 95%)?

Emulsédo 350 5 1,23+£0,12 2,76 212,52 4,20 0,38

hexanica (2,00 — 3,80) (100,88 — 625,20)

EP: Erro-padréo; CL: Concentracéo letal.
! Ntmero de lagartas utilizadas no teste..
*Grau de liberdade do qui-quadrado.
*Intervalo de confianca.

*Significancia >0,05

Fonte: Autor, 2018.

Essa promissora acdo tdxica, pode ser atribuida ao fato de espécies da familia
Annonaceae apresentar efeito fitotdxico, fagodeterrentes, inibidores de crescimento ou outros
mecanismos de acdo que inibam o desenvolvimento e/ou provoguem a morte de insetos-praga
(OLIVEIRA; PEREIRA, 2009; BLESSING et al., 2010; KRINSKI; MASSAROLI;
MACHADO, 2014; ANSANTE et al., 2015; GOMES et al., 2016; TRINDADE et al., 2011,
2018).

A atividade bioinseticida dos extratos botanicos para o controle de insetos-praga
podera esta dependente da espécie e da parte ou 6rgdo da planta, como também, do solvente
usado na extragdo (VANICHPAKORN; DING; CEN, 2010), por isso os estudos com as
estimativas das concentracdes letais é de grande importancia.

Laetemia; Isman (2004c) avaliaram a eficicia de extratos de sementes de A. squamosa
sobre larva de P. xylostella, alimentadas com folhas de repolho. Foram realizados trés ensaios

em estufa utilizando extratos aquosos e etandlico. O extrato etandlico na concentracao de
0,5% (p/v) foi 2,5 vezes mais eficaz do que o inseticida botanico comercial de rotenona a 1%.
Extratos aquosos e etanolicos de sementes de A. squamosa foram toxicos para Trichoplusia ni
(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae), inibitdrios para o crescimento larval de Spodoptera
litura (Lepidoptera: Noctuidae) a uma concentracéo dietética de 250 ppm

(0,025% em peso), respectivamente (LAETEMIA; ISMAN, 2004a,b).
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Seffrin et al., (2010) avaliaram efeitos toxicos, antideterrente e inibicdo do
crescimento de extratos de semente de A. squamosa e A. atemoya em larvas do terceiro instar
de T. ni em diferentes bioensaios. O extrato metandlico de A. squamosa foi 10 vezes mais
ativo (167,5 ppm) com acdo deterrente em relacdo ao extrato de A. atemoya (382,4ppm). Em
atemoya (38 ppm versus 117 ppm, respectivamente). Rao; Sharma; Sharma (2005)
concluiram efeito toxico de extratos de acetato de etila e hexano de semente de A. squamosa
para larvas neonatas e de terceiro instar de Trogoderma granarium Everts (Coleoptera:
Dermestidae).

Com resultados de toxicidade do extrato hexanico de A. squamosa sobre P. xylostella,
procedeu-se a continuidade nos bioensaios para variaveis bioldgicas em testes laboratoriais e

de semicampo.

335  Efeito ovicida da emulsdo hexanica de Annona squamosa (EHAS) sobre Plutella

xylostella

Na Tabela 7 sdo apresentados os dados da acéo ovicida onde é analisada a viabilidade
dos ovos de P. xylostella para o efeito do EHAS, tendo os resultados se mostrados diferentes
significativamente a 5% de probabilidade para os testes de Tukey (F=231, 42; p<0,005).

Na variavel viabilidade dos ovos foi observado o menor nimero de lagartas eclodidas
para a emulsdo na CLgg (28%) diferindo dos tratamentos CLso (60%), Azamax 1.2 CE®
(55%), Decis 25 CE® (95%) e testemunha (98%), visto ndo haver diferenca significativa (p >
0,05) entre a emulsdo ClLso (60%) e Azamax 1.2 CE® (55%), podendo ser inserido a
concentracdo subletal a outras taticas de controle integrado no manejo integrado da P.
xylostella, ao passo, que apenas o tratamento Decis 25 CE® (95%) ndo diferiu estatisticamente
(p > 0,05) da testemunha. (Tabela 7).
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Tabela 7 - Viabilidade dos ovos (Média = DP) de Plutella xylostella tratados com extrato

hexanico de sementes de Annona squamosa, Rio Largo-AL

Tratamentos Viabilidade dos ovos (%) + (DP)*
Clgo 28,0+58a

Clso 60,0+7,8b

Azamax 1.2 CE® 55,0+7,4b

Decis 25 CE® 950+4,7¢
Testemunha 98,0x35¢c

CV%** 9,03

Meédias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P <0,05);
"DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagio; ““CLso e CLgo = cOncentragio
subletal e letal.

Fonte: Autor, 2018

Para Machado; Silva; Oliveira (2007) o efeito ovicida pode variar de acordo com a
espécie do inseto e com as caracteristicas das substancias utilizadas, pois algumas plantas que
apresentam atividade inseticida ocasionam baixo ou nenhum efeito ovicida. Em contrapartida,
neste estudo, a eficacia da emulsdo do extrato hexanico de sementes de A. squamosa foi
comprovada, conseguindo interferir na fase embrionaria do inseto P. xylostella, com maior
eficiéncia que os inseticidas sintéticos, Decis 25CE® e Azamax 1.2CE® de marca comercial
registrada (AGROFIT, 2017).

A explicacdo da acéo ovicida da CLgg do extrato hexanico de A. squamosa pode ser
explicada por Torres et al. (2006), que através de observacdes microscopicas, verificaram
microporos com 0,8 um, responsaveis pelas trocas gasosas do embrido, o que permitiu acédo
ovicida dos extratos nas concentragdes A. indica (0,06% m/v), M. azedarach (12,5% m/v) e A.
pryrifolium (7% m/v) sobre P. xylostella, impedindo sua eclosdo. Os orificios foram
encontrados em namero de trés, localizados em uma das extremidades do ovo de P. xylostella.
Pode-se observar ainda que o corion possui uma textura rugosa, podendo ser favoravel a
fixacdo ou retencdo dos extratos vegetais, 0 que mantém os extratos mais aderidos a superficie
do ovo. Apesar dos orificios nos ovos de P. xylostella, Decis 25 CE® (deltametrina) n&o

apresentou efeito ovicida significativo (5%), no qual o modo de agdo desse inseticida sintético
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pertence ao grupo 3A (Moduladores dos canais de sédio — Piretroides), que age por acédo de
contato e ingestdo, com atuacdo no sistema nervoso e muscular do inseto (IRAC-APRD,
2017).

336  Efeito na preferéncia de oviposicdo da emulsdo hexanica de Annona squamosa
(EHAS) sobre Plutella xylostella

Quando analisado a preferéncia de oviposi¢do para a varidvel nimero de ovos (Tabela
8) foi constatado que a CLgg da emulsdo, Decis 25 CE® e Azamax 1.2 CE® interferiram na
escolha de folhas de couve tratadas para oviposicdo P. xylostella, como consequéncia
proporcionaram menor oviposicdo, 67,2 (25,58%); 67,4 (25,36%) e 62,5 (30,79%) ovos,
respectivamente, porém, diferindo estatisticamente (p < 0,05) da CLso da emulsdo e
testemunha, 88,40 (2,11%) e 90,3 ovos, respectivamente. Os resultados evidenciam a agédo de
fitoquimicos da emulsdo ClLgg do extrato hexanico de A. squamosa para repeléncia a
oviposicdo de P. xylostella.

Estudos anteriores de deterréncia a oviposicdo de muitos extratos de plantas em P.
xylostella foram investigados (PIPITHSANGCHAN et al., 2004; SELJASEN; MEADOW,
2006; TORRES et al., 2006; TRINDADE et al.,, 2008; DEQUECH et al., 2009;
ABBASIPOUR et al., 2010; KODJO et al., 2011; JESUS et al., 2011).

Kodjo et al. (2011) detectaram que fémas adultas da traca-das-crucifeas fazem
claramente distin¢do entre plantas pulverizadas com a emulsdo de R. communis e com agua
para preferéncia a oviposicdo. Kusari; Verma; Lamshoeeft. (2012) destacam que os produtos
de origem vegetal com acdo repelente a oviposi¢do produzem estimulacdes especificas nos
quimiorreceptores gustativos dos individuos expostos, desencadeando interferéncia na
percepcao de outros quimiorreceptores também presentes na regicdo periférica do aparelho
bucal.
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Tabela 8 - Preferéncia da oviposi¢ao (Média + DP) de Plutella xylostella tratados com emulséo
do extrato hexanico de sementes de Annona squamosa, Rio Largo-AL

Tratamentos Numero de ovos +(DP)
CLg 67,2+325a
Clsy 88,4+ 27,6 b
Azamax 1.2 CE® 625+329a
Decis 25 CE® 674+16,1a
Testemunha 90,3+9,80 b
CV%** 9,15

Meédias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05); *
DP= Desvio padrédo; **CV%-= Coeficiente de variacdo; “"CLso € CLgg = concentragéo subletal e letal.
Fonte: Autor, 2018

A acgéo repelente para oviposicdo de P. xylostella do EHAS apresenta efeito tanto
quanto os resultados obtidos para as marcas comerciais para controle quimico, Decis 25 CE® e
organico, Azamax 1.2 CE®, demonstrando acdo inseticida. Pode-se inferir que o menor
namero de ovos colocados por P. xylostella nas superficies tratadas com a EHAS tenha sido
decorrente da acdo repelente dos compostos volateis ou ocasionado pela irritabilidade das
fémeas em contato com as superficies tratadas por ocasido da oviposicdo. O efeito repelente
se acentua com a quantidade de substancias bioativas concentradas de acordo com as
concentracdes letais determinadas (TORRES et al., 2006; KODJO et al., 2011; KUSARI et
al., 2012; NANSEN et al., 2016).

337  Efeito da emulsdo do extrato hexanico de Annona squamosa (EHAS) em diferentes

estadios larvais de Plutella xylostella

O experimento que avaliou a atividade bioinseticida da emulsdo do extrato EHAS
sobre diferentes estadios larvais de P. xylostella diferiu estatisticamente para os fatores
tratamentos (F=258,89; p < 0,05), instares (F=49,57; p < 0,05) e intera¢do tratamentos e
instares (F=10,99; p <0,05).

Em relagdo aos instares, a CLog € Azamax 1.2 CE® néo diferiram (p > 0,05) para os

diferentes instares (exceto no 3° instar), ao passo que ambos, diferiram (p < 0,05) da marca
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comercial Decis 25 CE® em todos os instares; CLgg diferiu (p < 0,05) em todos os instares da
CLso, a0 passo que 0 Azamax 1.2 CE® ndo diferiu (p > 0,05) no 3° ¢ 4° instar. Vé-se que a
CLgo Sempre mostrou maior bioatividade, seguidamente do Azamax 1.2 CE®, CLso e Decis 25
CE® (Tabela 9).

O Decis 25 CE em condicdes de laboratério apresentou média de 26,5% de
mortalidade para os diferentes instares quando comparado aos demais tratamentos, ou seja,
baixa eficiéncia na presente pesquisa. Fato também foi constatado por Thuler; Bortoli;
Barbosa (2007) quando avaliaram a toxicidade de diferentes inseticidas quimicos e produtos
vegetais, dentre-os a deltametrina (Decis 25 CE®) néo ultrapsassou 22% de mortalidade para
nenhuma das concentracdes testadas. A deltrametrina estd inserida dentre os principios ativos
registrados em todo o mundo com resisténcia inseticida a P. xylostella (IRAC: APRD, 2017).
No Brasil, Castelo Branco; Gatehouse (1997), registrou resisténcia a diferentes grupos
quimicos, piretroides, organofosforados e B. thuringienses para a traca das cruciferas. Ja
Oliveira et al. (2011) e Silva et al. (2012) observaram resisténcia de P. xylostella para os
grupos quimicos oxadiazinas, benzoilureias e piretrdides, nos Estados de Pernambuco e
Espirito Santo, Brasil. Castelo Branco et al. (2003) adota previamente nas avaliacGes
laboratoriais que o potencial inseticida eficiente serd aquele com a mortalidade > de 90% das

larvas.
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Tabela 9 - Média = DP de diferentes instares de lagartas Plutella xylostella depositados em folhas
de couve tratadas com emulsdo do extrato hexanico de semente de Annona squamosa
(EHAS), Rio Largo-AL

Mortalidade (%)

Tratamentos
1° Instar 2° Instar 3° Instar 4° Instar

CLogg 98,0 +4,2 aA 67,0+11,6 aB 59,0+ 5,6 aB 56,0 £ 15,7 aB
Clsy 50,0 £8,2 bA 41,0 £7,4 bAB 41,0 +57 bAB 33,0 8,2 bcB
Azamax 1.2 CE® 99,0 £3,3 aA 56,0 £17,4 aB 44,0+ 17,9 bB 46,0 £ 11,1 abB
Decis 25 CE® 29,0179 cA 29,0 £18,5 bA 26,0+ 11,7cA 220+£91cA
Testemunha 2,0 +4,2 dA 1,0+£31cA 2,0 4,2 dA 1,0+ 3,1dA
CV % 26,9

“Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, letra maitscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste
Qe Tukey a 0,05 de probabilidade.

DP= Desvio padrdo; **CV%-= Coeficiente de variacdo; ““CLso € CLgg = concentracéo subletal e letal.
Fonte: Autor, 2018

A CLgy teve efeito semelhante a Azamax 1.2 CE® a medida que os instares avancaram
ambos diferindo da CLso (exceto no 4° instar). Tanto a CLgy quanto Azamax 1.2 CE®
apresentaram reducdo significativa no efeito inseticida a medida que o inseto passou do 1°
estadio larval, para os seguintes estadios (2°, 3° e 4° instares). Na CLso a reducdo de efeito
significativa s6 é obervado entre o0 1° e 4° instar, a0 passo que o Decis 25 CE® ndo ha
diferenca significativa para os diferentes estadios larvais.

Estudos realizados por Picango et al. (1997) e por Bacci et al. (2002), quais
verificaram que, quanto maior o volume corporal, maior é a &rea especifica e, uma maior
exposicao aos inseticidas (YU, 1988). Porém, observa-se uma rapida metabolizacdo do
inseticida por enzimas, eficaz contra inseticidas prontamente degradaveis (CHEN; MAYER,
1985). Segundo Fukuto; Mallipudi (1983) o mecanismo de detoxificacdo permite ao inseto
modificar ou detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no sitio-alvo,
essa degradacdo poderd ocorrer por varios processos metabdlitos, nos quais o produto €

convertido em uma forma ndo toxica ou mesmo eliminado rapidamente do corpo do inseto.
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Estudos foram realizados com espécies de anonas para avaliar acdo bioinseticidas,
Leatemia; Isman (2004c) atestaram toxicidade larvicida sobre P. xylostella e T. ni do extrato
aquoso de A. squamosa. Isman (2006) comprovou que o0s extratos etandlicos e aquosos de
sementes de A. squamosa coletados em varios locais no leste da Indonésia apresenta acdo
inseticida para P. xylostella. Seffrin et al. (2010) confirmaram atividade bioinseticida do
extrato metandlico de A. squamosa, quais apresentaram fagodeterréncia, reducdo do
desenvolvimento larval e toxicidade sobre larvas de 3° instar de T. ni .

A acdo larvicida dos bioativos da EHAS sobre P. xylostella, verificada neste estudo,

podera esta associados aos flavonoides, alcaloides e ACGs.

338  Efeito residual da emulsdo hexanica de Annona squamosa (EHAS) sobre Plutella

xylostella em condicdes de semicampo com folha destacada e planta inteira.

O experimento de persisténcia da EHAS diferiu estatisticamente para os fatores
tratamento (F=1452,80; p < 0,05), tempo (F=109,60; p < 0,05) ¢ interagdo tratamento ¢ tempo
(F=17,19; p < 0,05) na condi¢cdo semicampo com folha destacada (Tabela 10). Para o fator
tempo os tratamentos CLso, CLgo € Azamax 1.2 CE® diferiram entre si (p < 0,05) apresentando
maiores porcentagens de mortalidade até o 18°, 16° e 18° dia, respectivamente (Tabela 10).

A mortalidade causada pela CLgg € Azamax 1.2 CE® néo diferiram entre si (p > 0,05)
até 0 14° dia, porém, diferiram da CLso durante todo periodo, exceto ao 22° dia quando CLso
foi igual a testemunha.

Na tabela 11 ¢é analisada a persisténcia da EHAS, qual diferiu estatisticamente para 0s
fatores tratamentos (F=2856,12; p < 0,05), tempo (F=273,64; p < 0,05) e interacao
tratamentos e tempo (F=41,33; p < 0,05) na condi¢do semicampo com planta inteira. Para o
fator tempo os tratamentos diferem da testemunha durante todo o periodo; os tratamentos
CLgg e Azamax 1.2 CE® ndo diferem entre si (p > 0,05), com exceg¢do do 8° dia, apresntando
otimo potencial inseticida, com média 88 e 93% de efeito toxico, respectivamente, mas
diferem da CLso durante todo o periodo exceto no 8° dia; na CLgg € Azamax 1.2 CE® vdo com
0 mesmo efeito até o 18° dia, quando reduz significativamente; enquanto a CLso apresenta

efeito toxico até o 18° dia, com decréscimo da persisténcia significativo.
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A tecnologia de aplicacdo de agrotoxicos deve reunir todos os conhecimentos
cientificos que proporcionem a correta colocacdo do produto biologicamente ativo no alvo,
em quantidade necessaria, de forma econdémica, com minimo de contaminag&o de outras areas
(GARRIDO et. al, 2017).

Sdo escassos estudos com formulados de extratos vegetais que avaliam a persisténcia
da atividade bioinseticida. Parihar; Undirwade; Wadaskar (2017) avaliaram a persisténcia dos
inseticidas Beauveria bassiana (1,15% WP), Metarhizium anisopliae (1,15% WP), Bacillus
thuringiensis (0,5% WP), Azadiractina (300ppm) e Spinosad (45 SC) para 0 2° instar das
larvas de P. xylostella na condi¢do da folha tratada destacada da planta e fornecida ao inseto-
praga e contastaram: o efeito residual toxico médio foi Spinosad (86,8%), B. bassiana
(70,6%), M. anispliae (60,8%), B. thuringiensis (57,4%) e Azadirachtina (48,5%); a acédo da
persisténcia da toxicidade foi de 10 e 14 dias para M. anisopliae e ao grupo: Spinosad,
Azadirachtina, B. thuringiensis e B. bassiana, respectivamente. Em outro estudo concluiram
que o formulado comercial NeemAzal® para larvas do estadio de 3° instar de P. xylostella
apresentou maxima mortalidade larval até o 10° dia e posteriormente o controle continuou
com reducdo da atividade bioinseticida (YADAYV et al., 2009).
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Tabela 10 - Mortalidade + DP larval de 1° instar de Plutella xylostella em condic¢bes de semicampo com folha destacada das plantas tratadas com a
emulsdo hexanica de Annona squamosa (EHAS) ao longo do tempo, Rio Largo-AL

Tratamentos Dias ap6s aplicacéo ( Mortalidade %o)
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Testemunha 24,2 cA 242 CcA 1+£3,1cA 1+£3,1cA 242 CcA 3+48CcA 1+3,2cA 2142 dA 1+43,2dA 1£3,2cA 2 £4,2 bA
CLso 53+8,2bA 53 9,5 bA 49 +9,2 bAB 42 +7,4bABCD 44 +10,1 bABC 42 +10,4 bABCD 39 +7,4 bBCD 34 8,4 cCDE 30£9,4cCD 12 +4,2 bE 5 15,3 abE
ClLoo 75+10,8 aA 76 6,9 aA 75 £7,1aA 85+7,1aA 87 6,4 aA 85 +12,7 aA 82 +7,9 aA 75 £13,5 bA 61 +19,1 bB 38+9,9aC 13+9,8 aD
Azamax® 81 +11,8 aA 83 £9,5aA 81 +11,0 aA 81 +7,4aA 86 9,7 aA 84 +18,4 aA 82 +16,2 aA 91 £12,9 aA 84 +11,7 aA 38 +10,3 aB 15+5,3aC
CV (%) 20,28

"Médias seguidas da mesma letra minGscula, na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagdo; ““CLso e CLgg = concentragio subletal e letal.
Fonte: Autor, 2018
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Tabela 11: Mortalidade + DP larval de 1° instar de Plutella xylostella em condic¢bes de semicampo da planta inteira tratadas com emuls@o hexanica de

Annona squamosa (EHAS) ao longo do tempo, Rio Largo-AL

Dias apés aplicacédo (Mortalidade %)

Tratamentos
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Testemunha 2+4.2 cA 1+3,2cA 1+3,1cA 2+4.2 cA 1+3,2cA 2+4.2 cA 2442 cA 2442 cA 2442 cA 2442 cA 1+3,2 cA
ClLso 52+5,2 bA 52+7,9 bA 50+6,7 bA 47£8,2bA  4419,7bAB  43+6,7 bAB 34+5,2 bBC 25+7,1 bC 13+43bD  7+8,2 bDE 2+4,2 bE
ClLgg 84+7,9aBC 89+8,8 aABC  84+10,7aBC 82+10,3bC 9452 aAB 9616,9 aA 92+7,9 aAB 88+12,3aABC  57+6,7aD  31+7,4aE 14+6,9 aF
Azamax® 9248,7 aA 97+4,8 aA 9348,2 aA 9645,1 aA 96+6,9 aA 95+5,3 aA 8948,7 aA 93+8,2 aA 59+11,0aB 35+7,1aC 11+7,4aD
15,16

CV (%)

Médias seguidas da mesma letra minGscula, na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagio; ““CLso e CLgg = concentragéo subletal e letal.
Fonte: Autor, 2018
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Trindade et al. (2011) concluiram que o extrato etandlico de A. muricata na
concentracdo de 5 mg.mL™ causou 100% de mortalidade em lagartas de P. xylostella, quando
expostas por até 12 dias.

O potencial inseticida da EHAS apresentou efeito residual toxico, tanto em condicbes
da folha destacada (76,09 e 73,27%) e na planta inteira (73,73 e 77,82%), com resultados
semelhantes ao Azamax®, respectivamente.

O formulado inseticida comercial Azamax® possui adjuvante que confere estabilidade
da molécula sintética no concentrado emulsionavel e protecdo aos fatores abiéticos, tais, a
temperatura, umidade, raios ultravioleta, pH entre outros. Fato constatado para o formulado
emulsiondvel O/A do extrato hexanico de A. squamosa, cujos adjuvantes promoveram a
estabilidade e durabilidade do potencial inseticida com persisténcia até o 22° dia e efeito
residual médio para ambas as condi¢des avaliadas de 74,91% para a CLgs.

Para Oliveira et al., (2007) o emprego de substancias extraidas de plantas com poder
inseticida apresenta algumas vantagens quando comparada aos sintéticos: sdo renovaveis,
facilmente degradaveis, ndo contaminam o meio ambiente e de baixo custo, tornando-se
acessivel aos pequenos produtores. Importante, ressaltar que ora a vantagem da degradacao
rapida dos extratos botanicos na protecdo dos sistemas de producdo, incidindo diretamente no
periodo de caréncia, pode ser um entrave, pois, a persisténcia do principio ativo sofrerd com a
variabilidade dos fatores bidticos (principalmente relacionados aos fatores climaticos).

O formulado emulsionavel hexanico de A. squamosa alcangou 0 objetivo da
toxicidade, estabilidade e persisténcia da acdo sobre P. xylostella, podendo ser utilizado como
tatica de controle botanico para o inseto-alvo, inserindo-se ao manejo integrado de insetos nos
sistemas de producdo das brassicas. Cabe destacar que a parte da planta protegida, da familia
Brassicaceae, através da tecnologia de aplicacdo de agrotdxico, sdo as folhagens e flores,
parte entdo colhida e comercializada pelos produtores rurais, necessitar-se-a de tempo de

caréncia de pelo menos 25 dias.

339 Avalidacao da atividade inseticida de fragdes da particédo liquido-liquido de

Annona squamosa sobre Plutella xylostella

As fracOes acetato de etila (FACT) e hexano (FH) de A. squamosa apresentaram
atividade inseticida na CLss (0,27 pL mL™) sobre lagartas neonatas de P. xylostella, com
mortalidade de 62,5 e 67,5%, respectivamente (Tabela 12).



98

Os constituintes quimicos provenientes do metabolismo secundario (alcaloides,
flavonoides, compostos fendlicos e ACGs) conferem a planta acdo inseticidas. Essas
substancias detém diferentes graus de polaridade, sendo soltveis em diferentes solventes, o
que explica a diferenga de concentragdo de compostos ativos e, consequentemente, de
atividade. Provavelmente, os biativos das ACGs estdo presentes em maior concentragcdo na

FH e menor presenca na FACT.

Tabela 12 - Média + DP da mortalidade de lagartas neontas de Plutella xylostella, submetidas a
CLss tratados com as fragdes da particédo liquido-liquido de Annona squamosa, Rio

Largo-AL
Tratamentos Mortalidade (%) £(DP)
Testemunha 250+£4,63b
Fracdo acetato de etila 31,25+991 a
Frac&o hexano 32,50+ 8,86 a
CV%** 36,81

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P <0,05);
“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagio.

Fonte: Autor, 2018

3310 Identificacédo de acetogeninas (ACG) de Annona squamosa

A presenca de ACGs na espécie A. squamosa € relatada por diversos estudos
(RUPPRECHT; HUI; MCLAUGHLIN, 1990; FANG et al., 1993; BERMEJO et al., 2005;
YANG et al., 2009; CHAMPY, 2011; CHEN et al., 2013).

As fragdes FACT e FH obtidas do particionamento do extrato hexanico (EH) obtido
das sementes de A. squamosa foram submetidas a anélises em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE, em inglés: high performance liquid chromatografphy, HPLC). Os
cromatogramas obtidos sugerem a presenca de ACGs. Evidencia-se que na fracdo acetato de

etila (FACT) estdo constituidas possivelmente por varios tipos de ACGs (Tabela 13).
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Tabela 13: Analise cromatografica por CLAE da fracao acetato de etila de sementes de Annona
sguamosa, comprimento de onda (205 nm)

Pico  Tr (min)! Concentracao da A maxima Classe de composto
area (%) 205 nm
1 2 3

1 3,75 17,42 194 225 262 Acetogeninas
2 4,08 2,19 194 227 262 Acetogeninas
3 4,87 1,61 196 236 357 Acetogeninas
4 7,79 3,53 196 257 347 Acetogeninas
5 10,78 3,48 194 249 390 Acetogeninas
6 14,62 2,92 199 223 267 Acetogeninas
7 26,89 25,59 198 224 357 Acetogeninas
8 27,25 7,22 194 238 357 Acetogeninas
9 28,89 9,57 194 219 243 Acetogeninas
Total 73,53

! Tk — (tempo de retenc#o)
Fonte: Autor, 2018

Na figura 2 a identificagdo preliminar de ACG foi realizada analizando absorvancia
maximos UV para cada banda cromatografica presente nos cromatogramas obtidos, na faixa
de comprimento de onda 205 nm, onde a composicdo acetonitrila (ACN) e agua Mili-Q
(85:15, v/v) se trata da fase mdvel eficaz na separacdo de compostos no tempo de retencao
(TR) entre 3 - 5 min. e 25 — 30 min., fato constatado por Lima (2007).

De acordo com a tabela 14, foram identificados 9 bandas cromatograficas com
concentracdo de area (%) variavel, totalizando 73,53% de areas provaveis de ACGs,
indicando que durante a particdo liquido-liquido realizada ndo houve perdas consideraveis,
mantendo-as presente na FACT.

Os compostos que eluiram no CLAE analitico no TR entre 3 e 5 min., para a espéecie
de A. squamosa, apresentaram condices de isolamento para ACGs (Figura 2A), fato
comprovado por Lima (2007) para a mesma espécie botanica. Na figura 2B, no cromatograma
a abosrvancia maxima UV para cada banda cromatografica, se evidencia a presenca de
possiveis ACGs na FACT, com destaque as que eluiram nos tempos de retencdo maxima 3,75
e 26,89 min.,, com comprimento de onda 194, 225, 262 e 198, 224, 357 (A = nm),

concentracdo de area 17,42 e 26,89 (%), respectivamente.
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Figura 2 - Perfis cromatogréaficos e espectros de UV no extrato das sementes de Annona
squamosa, composto isolado ASS2A [Condicdes de analise: Cis THERMOHYypersil® (5
um; 4,6 x 150 mm), fase mével ACN/H,O, fluxo= 1,0 mL.min", A= 205 nm, adptado
Lima, (2007)] (A); fracio acetato de etila, A= 205 nm (B), presenca de esquamocina

Condicéo: Coluna Jupiter Cyg, (5 pm; 4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min*,
temperatura 25°C (A)

Fase movel: t=0, 7 e14 min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ, t=23 min: 100%
acetonitrila, t= 30 e 31min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ (A)

mARS

150 —

A0~

0

T w T T T T 1
=1 = =0 1z 14 s 18 =0
Tearmypr frrain

10,0+

7.5

TR= 3,75 min

TR= 26,89 min B

Fonte: Autor, 2018.

Na tabela 14 evidencia-se que na fracdo hexano (FH) estudada estdo constituidas por

possiveis classes de composto ACGs.

De acordo com a tabela 14, foram identificados 6 bandas cromatogréaficas com

concentracdo de area (%) variavel, totalizando 63,94% de areas provaveis de ACGs presente

na FH. Lima (2007) constatou no TR 3 a 5 min. possiveis ACGs nas condigdes estudadas

(Figura 2A), como no presente estudo, foi observado na abosrvancia maxima UV para cada
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banda possiveis ACGs nos tempos de retencdo maxima (TR) destacado 4,36 e 14,55 min.,
com comprimento de onda 194, 227, 254 e 198, 232, 262 (A = nm), concentracdo de area
24,39 e 10,62 (%), respectivamente (Figura 3).

Tabela 14 - Analise cromatogréafica por CLAE da fracdo hexano de sementes de Annona
squamosa, comprimento de onda (280nm)

Pico Tr (Min)* Concentracdo da A maxima Classe de composto
area (%) 280 nm
1 2 3

1 3,53 5,84 194 227 254 Acetogeninas

2 3,64 7,43 195 236 254 Acetogeninas

3 4,06 4,98 194 225 255 Acetogeninas

4 4,36 24,39 201 231 275 Acetogeninas

5 4,60 10,68 195 246 274 Acetogeninas

6 14,55 10,62 198 232 262 Acetogeninas
Total 63,94

! T — (tempo de retengéo)
Fonte: Autor, 2018.

Lima (2007) identificou a esquamocina A ou anonina I, uma ACG bis-THF, através do
espectro de massa do composto ASS3, marcador da banda para o extrato em etanol das
sementes de A. squamosa, provavelmente essa mesma ACG esté presente nas FACT e FH no
atual estudo, com atividade bioinseticida sobre P. xylostella, como apresentado em ensaios

acima.
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Perfis cromatogréaficos e espectros de UV para presenca de acetogeninas no extrato
das sementes de Annona squamosa, fra¢do hexano, 2= 280 nm

Condicédo: Coluna Jupiter Cis, (5 pm; 4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min™,
temperatura 25°C

Fase movel: t=0, 7 e14 min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ, t=23 min: 100%
acetonitrila, t= 30 e 31min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ
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Fonte: Autor, 2018

A presenca de possivel ACG em sementes da A.squamosa evidenciou atividade

inseticida para P. xylostella, sendo a classe de composto com constituinte bioativo potencial

sobre o inseto-praga, indicando ser considerada promissora no MIP.
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3.4 CONCLUSOES

Das cinco amostras testadas da emulsdo do extrato hexanico de A. squomosa apenas a
emulsdo 5 mostrou estabilidade e apropriada ao longo dos testes de curta e longa duracao para
ser utilizada como produto inseticida;

A CLg da EHAS na concentragio de 212,52 pL.mL™ apresenta efeito ovicida e
repelente para oviposicao;

A Clsp 2,76 pL.mL? e Clgy 212,52 pL.mL? da EHAS apresentam eficiéncia no
estadio larval do 1° instar, porém, diminuem a toxicidade nos demais instares;

A persisténcia da toxicidade do EHAS em condicdo de semicampo com folha
destacada é de até 18 e 16 dias para CLso e CLgg, respectivamente;

A persisténcia da toxicidade do EHAS em condi¢do de semicampo na planta inteira é
de 16 dias para CLsg e CLgg;

As particdes da FACT e FH foram toxicas a P. xylostella;

Através das andlises por CLAE-DAD se evidencia a presenca de acetogeninas na

EHAS por meio da concentracdo da area (%) e do comprimento de onda (A).
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4 ESTUDO FITOQUIMICO E EFEITO DO EXTRATO ETANOLICO DE
Annona mucosa Jack. (Annonaceae) NO CONTROLE DE Plutella xylostella
(L.,1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

O manejo de insetos-praga com a utilizacdo de métodos de controle alternativos,
especificamente os extratos vegetais, vem sendo estudado. Desta maneira, buscou-se
pesquisar 0 potencial inseticida da familia Annonaceae como tatica de controle alternativo
para 0 manejo integrado da traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).
O estudo teve por objetivo avaliar o extrato etandlico de A. mucosa Jacq (Annonaceae),
estimar as concentracOes letais (CLso e CLgo) e avaliar a atividade inseticida na capacidade de
oviposicdo, nos estadios larvais, persisténcia do extrato em condicdo de semicampo e realizar
a prospeccao dos constituintes quimicos. A estimativa da CLso e CLgg foi determinada através
da formula de Bliss (1934) realizada por andlise Probit. Para A. mucosa a CLso e CLgg do
extrato etandlico de A. mucosa (EEAM) estimadas foram de 51,64 e 616,2 pL.mL7,
respectivamente; a CLgo do EEAM apresenta efeito ovicida, repelente para oviposicao e
eficiéncia no estadio larval do 1° instar; CLsg do EEAM apresenta efeito ovicida e eficiéncia
no estadio larval do 1° instar; a persisténcia da toxicidade do EEAM apresenta efeito residual
de até 8 e 12 dias para CLgg e CLso, respectivamente, em condi¢do de semicampo com folha
destacada e com planta inteira é de até 6 e 12 dias para CLgg e CLso, respectivamente; as
particbes das FHAL, FACT e FCLF foram as mais toxicas sobre P. xylostella; através das
analises por CLAE-DAD se evidencia a presenca de acetogeninas e alcaldides, constatado por
meio da concentracdo da area (%) e do comprimento de onda (A) e presenca de flavonoides
orientina e rutina. Concluiu que a espécies de A. mucosa apresentam acao inseticida para o
controle de P. xylostella.

Palavras-chave: Biriba. Traca-das-cruciferas. Formulacéo fitossanitaria. Extrato botanico.
Flavondides. Acetogeninas.
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ABSTRACT

The management of insect pests with the use of alternative control methods, specifically the
vegetal extracts, has been studied. The objective of this research was to investigate the
insecticidal potential of the Annonaceae family as an alternative control tactic for the
integrated management of the diamondback, Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae).
The objective of this study was to evaluate the ethanolic extract of A. mucosa Jacq
(Annonaceae), to estimate the lethal concentrations (LCso and LCg9) and to evaluate the
insecticidal activity in the oviposition capacity, in the larval stages, the persistence of the
extract in semi-field and prospecting of chemical constituents. The estimation of LCsg and
LCoo was determined using the Bliss formula (1934) performed by Probit analysis. For A.
mucosa the LCso and LCgg of the ethanolic extract of A. mucosa (EEAM) estimated were
51.64 and 616.2 nL.mL™, respectively; the eeg LCg shows ovicidal, oviposition repellent and
efficiency effects in the 1st instar larval stage; eeg LCso has ovicidal effect and efficiency in
the 1st instar larval stage; the persistence of EEA toxicity shows residual effect of up to 8 and
12 days for LCg9 and LCsg, respectively, in semi-field condition with detached leaf and with
whole plant is of up to 6 and 12 days for LCg9 and LCso, respectively; the FHAL, FACT and
FCLF partitions were the most toxic on P. xylostella; through the analysis by CLAE-DAD,
the possibility of acetogenins and alkaloids, is evidenced by the concentration of the area (%)
and the wavelength (A) and the presence of flavonoids orientin and rutin. It was concluded
that species of A. mucosa present insecticidal action for the control of P. xylostella.

Keywords: Biriba. Diamondback. Phytosanitary formulation. Botanical extract. Flavonoids.
Acetogenins.
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4.1 Introducéo

Os extratos boténicos podem ser alternativa interessante especialmente para sistemas
organicos e agroecologicos, um mercado com potencial exponencial. O manejo de insetos-
praga com a utilizacdo de métodos de controle alternativos, especificamente os extratos
vegetais, vem sendo estudado para minimizar o impacto do uso do inseticida quimico
sintético (MAZZONETTO; CORBANI; DALRI, 2013). A deteccdo de novas fontes de
compostos inseticidas a partir da flora de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento
constitui, ainda, uma das principais lacunas a serem preenchidas (ANSANTE et al., 2015).

A familia botanica Annonaceae compreende um grande nimero de géneros e especies,
a maioria nativa das regides tropicais e subtropicais, constituida por cerca de 140 géneros e
aproximadamente 2.500 espécies (CHATROU et al., 2004; BRAGA SOBRINHO, 2010),
tendo ja sido registrados no Brasil 29 géneros, o que compreende cerca de 388 espécies
(MAAS; LOBAO; RAINER, 2014).

As acetogeninas (ACGs) sdo compostos extremamente bioativos das anonéceas,
unicos desta familia, descritas mais de 450, todas com estruturas diversificadas, que atuam
como inibidor do transporte de elétrons mitocondriais e afetam a acdo da NADH-ubiquinona
oxidoredutase (ALVAREZ et al., 2008), porém, estudos atribuem a acdo bioinseticida aos
terpenos (COSTA et al., 2011; SILVA et al., 2012 ) e aos alcaldides (KABIR, 2010). Souza et
al. (2017) e Ansante et al. (2015) utilizaram diferentes técnicas cromatogréficas no isolamento
da ACG bis-THF rolliniastatina-1, identificado como o composto primario mais ativo das
fragGes A. mucosa.

Pesquisas de diferentes partes da planta da espécie A. mucosa destacam potencial
fitoquimico para o controle de insetos de importancia agricola e médica, dentre-as Aedes
aegypti L, 1762 (Diptera: Culicidae) (COSTA et al. 2013; 2016; 2017), Spodoptera
frugiperda J.E. Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) (ANSANTE et al., 2015; RIBEIRO;
ANSANTE; VENDRAMIM, 2016), Sitophilus zeamais Mots, 1855 (Coleoptera:
Curculionidae) (RIBEIRO et al., 2013; 2016), Trichoplusia ni Hub, 1803 (Lepidoptera:
Noctuidae) e Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae) (RIBEIRO et al, 2014),
Tibraca limbativentris Stal. (Hemiptera: Pentatomidae) (KRINSKI; MASSAROLI, 2014),
Euschistus heros Fabr. (Hemiptera: Pentatomidae) (TURCHEN et al., 2016) e Panonychus
citri McGregor, 1916 (Acari: Tetranychidae), (RIBEIRO et al., 2014).
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A traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) é
considerado a principal espécie-praga da familia brassicaceae e o seu ataque pode ser fator
limitante das areas de cultivos no mundo (ZALUCKI et al., 2012), associado ao desequilibrio
bioldgico causado pelo uso excessivo do controle quimico. Dependendo da regido pode
totalizar até 20 pulverizagbes, com até 4 aplicacbes semanais de acordo com a época de
producdo da cultura (VILLAS BOAS et al., 2004). As perdas econdmicas ocasionadas por P.
xylostella podem chegar a 1 bilhdo de dolares por ano (IRAC, 2016).

Tendo em vista a importancia do cultivo de brassicas e uso de extratos botanicos
dentro do manejo integrado de pragas (MIP) e manejo ecoldgico de pragas (MEP), esta
pesquisa teve por objetivo estimar as concentracdes letais do extrato etandlico de folhas de A.
mucosa, avaliar o efeito inseticida nas diferentes fases da praga, como efeito ovicida,
preferéncia de oviposigdo e instares larvais, assim como, analisar a persisténcia do extrato em

condicGes de semicampo, com folhas destacadas e planta inteira, além do estudo fitoquimico.
4.2  Material e métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério Entomologia: Controle Alternativo
de Pragas (LECAP), no Laboratério de Pesquisas em Recursos Naturais (LPqRN) e em casa-
de-vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas

(UFAL), em Rio Largo e Maceid, AL, Brasil, respectivamente.
4.2.1 Conducdo da cultura

As mudas de couve manteiga da variedade Georgia (B. oleracea var. acephala) foram
adquiridas da estufa SEMEAR®, em Arapiraca-AL, posteriormente transplantadas para local
definitivo, adotados as recomendacdes de adubacdo, nutricdo vegetal e tratos culturais
conforme Filgueira (2008), exceto adubacdo quimica e o controle quimico para as plantas
espontaneas e insetos-praga. Folhas de couve foram utilizadas para 0s experimentos a partir

de 40 apds o transplantio.
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4.2.2 Criagao de Plutella xylostella

A criagdo e multiplicagéo de P. xylostella foi realizada no LECAP, sob condicdes de
temperatura de 25 £ 2°C, umidade relativa do ar de 60 £ 10% e fotofase de 12h, segundo
Torres et al. (2006).

Os adultos foram liberados em gaiolas plésticas transparentes circulares (12 cm de
didmetro x 15 cm de altura) com abertura lateral fechada com tela antiafideo. Em cada gaiola
foi colocado um pote plastico coberto com espuma umedecida com agua destilada, sobre o
qual, foi colocado um disco de folha de couve medindo 8 cm de diametro para servir de
substrato a postura e uma esponja embebida com solucdo agucarada a 10%, na parte superior
da gaiola, para alimentacao dos adultos. Os discos de folhas foram substituidos diariamente, e
mantidos em placas de Petri até a eclosédo das lagartas.

Lagartas neonatas, oriundas de posturas realizadas nos discos de couve, foram
transferidas para recipientes plasticos (20 cm de comprimento x 10 cm de largura X 5 cm de
altura) contendo folhas de couve. As folhas foram substituidas diariamente até as lagartas
atingirem a fase de pupa. As pupas foram transferidas para tubos de vidro de fundo chato (8,5
cm de comprimento x 1,5 cm de didmetro), fechados com filme plastico transparente.
Pequenos furos foram realizados no filme plastico para que houvesse as trocas gasosas. Apos

72 horas, emergiam os adultos, que foram transferidos para as gaiolas iniciando o ciclo.
4.2.3 Obtencéo das folhas e preparo de extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM)

As folhas de A. mucosa foram coletadas em dezembro de 2015, na estacdo da
primavera, obtidas do banco de germoplasma do CECA/UFAL, acondicionadas em sacos de
papel Kraft, secas em estufa com circulagdo de ar a 50°C por 48 horas, moidas em moinho
tipo Wiley até obter a granulometria de pé fino (malha 2,5 mm) e acondicionado em
recipiente de vidro hermeticamente fechado.

O preparo do extrato bruto foi realizado no LECAP, onde 2,2 kg do p6 das folhas de
A. mucosa foi submetido a extracdo a frio com etanol (CH3CH2OH), a temperatura ambiente
(25-27°C), em percolador de aco inoxidavel. Foram utilizados 6,0 L de etanol em 2,2 kg de
po, trés ciclos por intervalos de 24 horas a cada coleta do solvente. O solvente foi removido
por destilagdo sob pressédo reduzida em evaporador rotativo a 50°C, com rendimento de 167

gramas de peso liquido, acondicionado em recipiente hermeticamente fechado e etiquetado.
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4.2.4 Estimativa das concentragdes letais do extrato etandlico da folha de Annona mucosa
(EEAM) sobre Plutella xylostella

Foram realizados pré-testes de atividade inseticida com o EEAM de A. mucosa em
diferentes concentracOes para determinar valores proximos do Limite Superior (LS) e Limite
Inferior (L1) dos extratos e observar qual seria mais viavel.

Determinados os limites da EEAM, foram estimadas seis concentracfes através da
formula de Bliss (1934), g=(as/a1)'™*, onde q = razdo da progressio geométrica (PG);
n = numero de concentracbes a extrapolar; a, e ai = limites superior e inferior,
respectivamente, da pg (concentragdes que provocam mortalidade de cerca de 95% e
semelhante a testemunha, respectivamente determinadas através de testes preliminares).

As solucbes do EEAM foram solubilizadas em agua destilada (ADE + Tween 1%),
avaliadas as seguintes concentracdes: 0,062; 0,098; 0,155; 0,244; 0,385 e 0,606%,
correspondentes a sequéncia az, a1.q, a1.q% a1.¢°, a.q* e a1.g®, de acordo com a formula Bliss
(1934).

Foram confeccionados discos foliares de couve com 8 cm de didmetro, que foram
pulverizados com a solucdo dos EEAM em diferentes concentragdes, utilizando-se torre de
Potter System® (POTTER, 1952). A aplicacdo foi realizada a uma pressdo de 5 psi/pol?
utilizando-se um volume de calda de 1,7 mL, o que corresponde a um deposito de 1,9 + 0,37
mg.cm?. Esta quantidade aplicada estd de acordo com o recomendado pela IOBC/WPRS
(International Organization for Biological Control of Noxious Animals and Plants/ West
Paleartic Regional Section) e representa o que ocorre no campo (REIS et al., 1998).

Os discos tratados com os extratos foram distribuidos sobre uma superficie coberta
com papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporacdo do excesso de agua.
Lagartas neonatas foram colocadas em placas de Petri, contendo um disco tratado sobre papel
de filtro umedecido com agua destilada, para manutencdo da umidade, mantidos em
laboratorio (temperatura de 25 + 2°C, UR de 60 + 10% e fotofase de 12h). Apos trés dias da
montagem do bioensaio avaliou-se a mortalidade larval.

O experimento de toxicidade do EEAM foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), composto por sete tratamentos, sendo seis (concentragbes) mais a

testemunha e cinco repeticdes, cada repeticdo com dez lagartas neonatas. Para estimativa das
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concentragoes letais, CLso e CLogo, foi utilizado Probit Procedure do software SAS verséo 9.2
(SAS Institute, 2000).

4.2.5 Efeito da CLso do extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM) na fase embrionaria

de Plutella xylostella

Para o bioensaio da fase embrionéria, dois casais da tragca-das-cruciferas com até 12 h
de idade emergida foram selecionados para a oviposicdo e colocados em gaiolas plasticas.
Foram colocados discos de folha de couve com 8 cm didmetro nas gaiolas e ap0s 24 horas de
exposicdo aos adultos, foram retirados e, de acordo com a metodologia de Torres et al. (2006),
cortou-se os discos para que ficassem com 20 ovos em cada repeticdo, seguidamente foram
pulverizados utilizando-se torre de Potter System® (POTTER, 1952), de acordo com 0s
tratamentos, testemunha ADE + Tween (1,0%), CLso e CLgg da EEAM, Azamax 1.2 CE®,
Decis 25 CE ® (concentragio recomendada para cada produto comercial) (AGROFIT, 2017).

Foram 5 tratamentos e 10 repeticdes, cada repeticdo com 20 ovos, em DIC. No 5° dia
apos a aplicacao dos tratamentos, realizou-se a contagem do namero de lagartas eclodidas em
cada repeticdo, para a determinacdo da viabilidade de ovos. Utilizou-se nas avaliagfes uma
lupa estereoscdpica de 10x. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos, cinco repeticoes.

Para os experimentos fase embrionaria de Plutella xylostella a analise foi feita por
comparacdo de médias pelo teste de Tukey utilizando o programa SISVAR versdao 5.6
(FERREIRA, 2011).

4.2.6 Efeito do extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM) na preferéncia de oviposicéao

em Plutella xylostella

Para os testes com chance de escolha para avaliacdo da preferéncia de oviposicao de
fémeas adultas de P. xylostella, discos de folhas de couve variedade Gedrgia com 8 cm de
diametro foram pulverizados na torre de Potter System® (POTTER,1952), com a solugio
testemunha ADE + Tween (1,5%), CLso € CLge do EEAM, Azamax 1.2 CE® (200ml 100L™
agua), Decis 25 CE © (30ml.100L"* 4gua) (AGROFIT, 2017), e postos sobre papel toalha para
secagem ao ar livre; em seguida, divididos em partes, obtendo-se quatro circulos menores (3

cm de diametro) com dimensdes semelhantes.
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Foi formado um conjunto, constituido por cinco discos dispostos equidistantes sobre
pote com esponja umedecida com ADE colocada em gaiola (14 x 11 x 5 cm). Trés casais de
P. xylostella emergidos com até 12 horas de idade, provenientes da criacdo, foram
introduzidos em cada gaiola e mantidos por 24 horas para oviposi¢do sendo alimentados com
solucdo acucarada a 10%, embebida em esponja presa na parte superior da gaiola, apos
retirados os discos foram registrados.

A deterréncia a oviposicdo foi calculada com a seguinte formula (PASCUAL-
VILLALOBOS; ROBLEDO, 1998), e o efeito do extrato etandlico foi dado na porcentagem

da incubacéo de ovos estimado:

Deterréncia a oviposicdo = [1 — E] x100
NEc
Onde NEt é o nimero de ovos no tratamento e NEc é o nUmero de ovos no controle.
O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos, cinco
gaiola-repeticdo. Para o experimento de preferéncia de oviposi¢do de Plutella xylostella, a
andlise foi feita por comparagdo de médias pelo teste de Tukey utilizando o programa

SISVAR verséo 5.6 (FERREIRA, 2011).

4.2.7 Efeito do extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM) em diferentes estadios larvais

de Plutella xylostella

Os discos foliares de couve com 8 cm de didmetro confeccionados, foram
pulverizados de acordo com cada tratamento: testemunha ADE + Tween (1,0%); Azamax 1.2
CE®; Decis 25 CE® (concentracdo recomendada para cada produto comercial) (AGROFIT,
2017); concentragOes subletais e letais CLsp e CLog do EEAM, utilizando a torre de Potter
System® (POTTER, 1952) e oferecidos para alimentagdo das lagartas de P. xylostella no 1°,
2°, 3% e 4° instar. No terceiro dia apds o experimento, avaliou-se a mortalidade larval.
O delineamento estatistico foi DIC, em esquena fatorial (4 x 4 + 1), 10 repeti¢des,
cada repeticdo com 10 lagartas. A andlise foi feita por comparagdo de médias pelo teste de
Tukey utilizando o programa SISVAR versédo 5.6 (FERREIRA, 2011).
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4.2.8 Avaliar a persisténcia do extrato etanolico de Annona mucosa (EEAM) sobre Plutella

xylostella da folha destacada e planta inteira em condicao de semicampo

Para avaliar a persisténcia do EEAM com as concentragGes subletais e leitais, CLso €
CLoo, respectivamente, testemunda ADE + Tween (1,5%) e Azamax® grupos de 10 plantas
contendo em média 4 folhas, foram pulverizadas no mesmo dia, na face adaxial e abaxial,
com os diferentes tratamentos e acondicionadas em casa-de-vegetacdo até o final dos
bioensaios.

No primeiro experimento as folhas das plantas foram destacadas levadas ao
laboratdrio, cortadas em discos de 8cm de diametro e oferecidas as 10 lagartas neonatas em
placas de Petri acondicionadas em laboratdrio/repeticdo. No segundo experimento, as lagartas
foram inoculadas nas folhas da planta inteira, sem serem destacadas, cobertas com um tecido
“voil” branco para evitar a fuga das lagartas, permanecendo em casa-de-vegetagdo. Os
intervalos de avaliacdo do efeito residual da EEAM foram de 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 e 16 dias,
sendo o tempo zero as plantas pulverizadas no mesmo dia.

Para ambos os bioensaios o delineamento estatistico foi DIC, em esquema fatorial (4 x
22), 10 repeticBes, cada repeticdo com 10 lagartas. A analise foi feita por comparagédo de
médias pelo teste de Tukey utilizando o programa SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2011).

4.2.9 Estudo fitoquimico de extratos de Annona mucosa
4.2.9.1 Particdo liquido-liquido do extrato bruto etandlico de Annona mucosa

O extrato bruto etandlico de A. mucosa (270,0 g) foi suspenso em metanol e extraido
com hexano (4 x 400 mL). Depois com a por¢do metandlica foi acrescida de agua até
obtencdo de uma mistura metanol: agua (1:1; v/v). A solucdo foi particionada a temperatura
ambiente (25-27°C), sucessivamente, com acetato de etila (4 x 400 mL), cloroférmio (4 x 400
mL) e etanol (4 x 400 mL), obtendo-se assim, respectivamente, as fragdes em acetato de etila
(FACT) (86,17 g), cloroférmio (FCLF) (53,06 g) hexano (77,75 g) (FH) e hidroalcoolico
(FHALC) (5,66 g), apds remocao dos solventes em rotaevaporador, a pressao reduzida, até a

secura e a massa do residuo foi determinada.
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4.2.9.2 Bioensaios para testar as fracdes da particdo liquido-liquido de Annona mucosa

As fracOes obtidas foram testadas em lagartas recém-eclodidas de P. xylostella

seguindo mesmo procedimento experimental do item 4.2.4.

O delineamento estatistico utilizado para os testes inseticidas com as fracdes foi o
inteiramente casualizado contendo 8 repeticdes. A analise foi feita por comparacdo de médias
pelo teste de Tukey utilizando 0 SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2011).

4.2.9.3 Fracionamento da parti¢do biotiva do extrato bruto etanolico de Annona mucosa

Mediante os resultados obtidos no bioensaio inseticida anterior, as FACT, FCLF, FH e
FHALC ativas da particdo liquido-liquido de A. mucosa foram solubilizadas em seus
respectivos solventes e submetidas ao cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE).

As fragdes foram acondicionado em Beckers, com 250 mg FACT + 25 mL de etanol
(CH3CH20H) (P.A.) sucessivamente, e levadas ao ultrassom para solubilizar. Nas FACT e
FCLF foram adicionadas 10 mL de agua Mili-Q, posteriormente adicionado 40 mL de acetato
de etila (P.A.) em cada fracdo e posto em funil de separacdo; na FACT foi adicionada 10 mL
de &gua Mili-Q e levado a centrifugacdo por 10 min (2500 rpm; temp. 1°C), posteriormente
foi retirado uma aliquota para CLAE; na FCLF foi adicionada 25 mL de CH3CH.OH (P.A.) e
20 mL de agua Mili-Q, posteriormente filtrado e retirado uma aliquota para CLAE; para as
FH e FHALC foram adicionadas 25 mL de CH3CH>OH (P.A.), colocado em ultrassom e

posteriormente foram retirados uma aliquota.
4.2.9.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As corridas cromatograficas analiticas foram realizadas com solventes ultrapuros grau
CLAE. Na fase mdvel foi utilizada agua Mili-Q, obtida em equipamento MILLIPORE
Simplicity UV® e alcool (70%). As amostras injetadas no cromatografo liquido foram
previamente filtradas em filtro seringa, com membrana de nylon 0,45 pm x 47 mm com
sistema SUPELCO, proprio para filtracdo de solventes.

As amostras foram analisadas em cromatografo liquido Shimadzu® (Tokyo, Japdo),
constituido de 2 bomas de alta pressdo, modelo LC-20ADXR®, autoinjetor modelo SIL-
20AXR®, detector UV-DAD modelo SPDM-20A®; forno para coluna modelo CTO-20A, que
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armazenou uma coluna cromatografica C18, da Phenomenex, modelo Japiter e um
processador de comunicacdo modelo CBM-20A.

Todas as fracOes, antes de injetadas no cromatografo, foram filtradas em filtro de
seringa MILLIPORE® Millex — HV 0,45 um PVDF (Polifluoreto de vinilideno). As quatros
fracdes analisadas foram FACT, FCLF, FH e FHALC.

4.2.9.5 Identificacdo de acetogeninas (ACG) de Annona mucosa

Visando detectar a presenca de ACG, a FACT, FCLF, FH e FHALC obtidas das folhas
de A. mucosa foram submetidos a anélises em cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Como fase mdvel, foi utilizado
acetonitrila (A) e agua MiliQ (B), sendo que as condicGes da eluicdo estdo descritas na Tabela
1. A coluna utilizada foi a C18 (5um, 4,6 x 250 mm), marca Phenomenex®, modelo Jlpiter
deteccdo no UV em A 205, 215, 231 e 289 nm , com fluxo de 1,0 mL.min™ e temperatura de
35°C.

Tabela 1 - Sistema de elui¢cdo empregado na obtencao dos perfis cromatogréaficos para
acetogeninas por CLAE-DAD das fracgdes obtido da Annona mucosa

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Acetonitrila (A) (%) Agua MiliQ (B) (%)
0 1,0 85 15
14 1,0 85 15
23 1,0 100 0
30 1,0 85 15
31 1,0 85 15

Fonte: Autor, 2018

4.2.9.6 ldentificacdo de flavonoides de Annona mucosa

Visando detectar a presenca de flavonoides, as FACT, FCLF, FH e FHALC obtidas
das folhas de A. mucosa foram submetidos a analises em cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplado a um detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) (Tabela 2). Como fase

movel, foi utilizado acetonitrila (B) e agua MiliQ (A), sendo que as condicdes da eluicdo
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estdo descritas na Tabela 2. A coluna utilizada foi a C18 (5um, 4,6 x 250 mm), marca
Jupiter®, deteccdo no UV em A 205, 215, 231, 244, 255, 347 e 354 nm, com fluxo de 1,0

mL.min"! e temperatura de 35°C.

Tabela 2 - Sistema de elui¢cdo empregado na obtencao dos perfis cromatogréaficos para
flavonoides por CLAE-DAD das frac6es obtido da Annona mucosa

Tempo (min) Fluxo (mL/min) Acetonitrila (B) (%) Agua MiliQ (A) (%)
0 1,0 3 97
2 1,0 3 97
4 1,0 6 94
6 1,0 9 91
8 1,0 12 88
10 1,0 15 85
12 1,0 18 82
14 1,0 21 79
16 1,0 30 70
20 1,0 30 70
23 1,0 60 40
30 1,0 60 40
33 1,0 75 25
35 1,0 75 25

37,5 1,0 3 97
40 1,0 3 97

Fonte: Autor, 2018.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Estimativa das concentragfes letais do extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM)

no controle de Plutella xylostella

O EEAM apresentou toxicidade a P. xylostella, pois se ajustou ao modelo de Probit
com o valor de P = 0,68. A CLso e CLgg estimada foi de 51,6 e 616,2uL mL™, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3: Concentracdes letais (CLso e CLgg) do extrato etanolico da folha de Annona mucosa
sobre lagartas neonatas de Plutella xylostella, Rio Largo-AL

Tratamento n' GL?2 Inclinagdo CLso(uL.mL™) CLog(uL.mL™) Xt P
+EP (IC 95%)? (1C 95%)?

Extrato 300 5 2,16 £ 0,26 51,64 616,2 2,30 0,68

Etanélico (42,12 — 61,24) (392,64 — 1,261)

EP: Erro-padréo; CL: Concentracéo letal.
! Ntmero de lagartas utilizadas no teste..
*Grau de liberdade do qui-quadrado.
*Intervalo de confianca.

*Significancia >0,05

Fonte: Autor, 2018

As formulacGes inseticidas a partir dos extratos vegetais das espécies das familias
Apocinaceae, Annonaceae, Anacardiaceae, Meliaceae, Mimosaceae, Sapindaceae,
Solanaceae, Piperaceae, Chenopodiaceae apresentam potencial no controle de traca-das-
cruciferas P. xylostella L. (MEDEIROS; BOICA JUNIOR; TORRES, 2005; BOICA JUNIOR
et al., 2005; COVARRUBIAS et al., 2015; GOMES et al., 2016; TRINDADE et al., 2018).
Essa acdo inseticida é explicada pela presenca de metabdlitos secundarios, que sdo compostos
cuja funcéo esté relacionada com a defesa quimica das plantas contra herbivoria.

Ansante et al. (2015) avaliaram extratos etanolicos de diferentes espécies de anonaceas
por screening sobre lagartas de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
e concluiram que o extrato etandlico de sementes de A. mucosa foi 0 mais ativo, causando
toxicidade aguda (CLso = 842,9 mg.kg™ = 8,429%). Além disso, extrato etandlico A. mucosa
(CLgo) mostrou eficacia semelhante aos inseticidas comerciais, Azamax® 1.2 CE e Premio®
20 SC®, que foram testadas na concentracdo registrada para S. frugiperda. O resultado da
presente pesquisa mostra que a CLso foi de 51,6 (0,00516%) para P.xylostella, assim, verifica-
se que a concentracdo estimada apresenta alta toxicidade em baixa concentragdo, mesmo 0s

insetos-praga estudados sendo da mesma ordem Lepidoptera, porém, de espécies diferentes
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(ANSANTE et al., 2015). Ressalta-se a especificidade em determinar a agcdo toxica da espécie
botanica para cada espécie de inseto-praga estudado. Nota-se também que os metabolitos
secundarios dessses dois estudos estdo distribuidos em diferentes partes da A. mucosa,
demonstrando o potencial da espécie da familia Annonaceae para o controle de artropodes,
como destacado por Bermejo et al. (2005).

Pesquisas anteriores, da atividade larvicida de extratos de plantas para o controle da
traca-das-cruciferas e outros insetos-praga de importancia social e econémica foram
investigados, citam-se os de Ferreira (2016) estimou as CLso (40 mg.mL™) e CLgg (50 mg.mL"
1) do extrato etanolico de sementes de A. mucosa sobre lagartas de 1° instar de P. xylostella;
Turchen et al. (2016) avaliaram varias concentracoes de 5, 10, 20, 40 e 80 mg.mL™ do extrato
de folhas e sementes de A. mucosa sobre ninfas de 3° instar de Euschistus heros (F.)
(Heteroptera: Pentatomidae), quais concluiram que o extrato etandlico de sementes possiu
bioatividade com agdo ninficida a depender da concentragdo, ao passo, que o extrato etandlico
de folhas ndo possui atividade contra ninfas de E. heros. Krinski; Massaroli (2014)
determinaram que o extrato de sementes de A. mucosa apresentou toxicida sobre Tibraca
limbativentris (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae).

Diante do resultado de toxicidade do extrato etanolico da folha de A. mucosa sobre P.
xylostella, procedeu-se a continuidade nos bioensaios para variaveis biologicas em testes

laboratoriais, de semicampo e prospecc¢do dos constituintes quimicos.

4.3.1.1 Efeito ovicida do extrato etandlico de Annona mucosa (EEAM) sobre Plutella

xylostella

Na Tabela 4 sdo apresentados os dados da acéo ovicida onde é analisada a viabilidade
dos ovos de P. xylostella para o efeito do EEAM. O resultado mostra diferenca significativa a
5% de probabilidade para os tratamentos no bioensaio (F=147, 96; p<0,005).

Quanto a viabilidade dos ovos, foi observado o nimero de lagartas eclodidas da fase
embrionaria que o extrato etandlico CLgg proporcionou 0 menor nimero de eclosdo (34%)
diferindo dos tratamentos CLso (51%), Azamax® (54%), Decis 25 CE® (96%) e testemunha
(98%), visto ndo haver diferenga significativa (p > 0,05) entre a CLso (51%) e Azamax®
(54%), sendo que apenas o tratamento Decis 25 CE® (96%) ndo diferiu estatisticamente (p >

0,05) da testemunha, que apresentou (98%) de lagartas eclodidas (Tabela 4).
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Tabela 4: Viabilidade dos ovos (Média + DP) de Plutella xylostella tratados com extrato etanélico
da folha de Annona mucosa, Rio Largo-AL

Tratamentos Viabilidade dos ovos (%0)*

CLogg 340+84a

Clsy 51,0+ 11,9b

Azamax 1.2 CE® 54,0+6,4b

Decis 25 CE® 96,0+4,7¢

Testemunha 98,0x24c

CV%** 11,27

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de

;Fukey (P <0,05);

Iqlajt;: Desvio padrdo; **CV%-= Coeficiente de variagdo; "“CLso € CLgg = concentragéo subletal e

Fonte: Autor, 2018

A acdo do extrato etandlico de folhas de A. mucosa conseguiu interferir no ciclo
bioldgico do inseto-alvo, fase embrionaria, mais eficientemente que o inseticida quimico e
organico de marca comercial registrado (AGROFIT, 2017). A explicagédo da acdo ovicida do
estudo corrobora-se com o estudo de Torres et al. (2006) que através de observacdes
microscopicas, verificaram microporos com 0,8 pm, responsaveis pelas trocas gasosas do
embrido, o que pode explicar a acdo ovicida dos extratos nas concentragdes A. indica (0,06%
m/v), M. azedarach (12,5% m/v) e A. pryrifolium (7% m/v) e da morte dos embrides de P.
xylostella impedindo sua eclosdo. Os orificios foram encontrados em numero de trés,
localizados em uma das extremidades do ovo de P. xylostella. Pode-se observar ainda que o
cérion possui uma textura rugosa, podendo ser favoravel a fixacdo ou retencdo dos extratos
vegetais, 0 que mantém os extratos mais aderidos a superficie do ovo.

O efeito ovicida pode variar de acordo com a espécie do inseto e com as caracteristicas
das substancias utilizadas, pois algumas plantas que apresentam atividade inseticida
ocasionam baixo ou nenhum efeito ovicida (MACHADO; SILVA; OLIVEIRA, 2007), como
0s extratos aquosos (10% p/v) de C. ambrosioides, C. citriodora, C. leucanthemum e A.
indica que n&o apresentaram acdo ovicida sobre S. frugiperda (MAZZONETTO; CORBANI,
DALRI, 2013). A inviabilidade da fase embrionaria da acdo ovicidade do EEAM
correlaciona-se com o0 aumento da concentragdo do extrato bruto, reduzindo
significativamente a possibilidade de chegarem a fase adulta, haja vista, o poder bioinseticida

na concentracao letal de 66% nesta fase.
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4.3.1.2 Efeito do extrato etanolico de Annona mucosa (EEAM) sobre a preferéncia a

oviposicdo de Plutella xylostella

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados da preferéncia de oviposicdo de P. xylostella
onde é analisado o efeito do EEAM. O resultado mostra diferenca significativa a 5% de
probabilidade para os tratamentos no bioensaio (F=2,79; p<0,005). Os tratamentos CLgs,
CLso, Decis 25 CE® e Azamax 1.2 CE® interferiram na escolha de folhas de couve tratadas
para oviposicdo de P. xylostella, como consequéncia proporcionaram menor oviposicdo, 54,3
(52,72%), 84,9 (82,43%), 82,8 (80,39%) e 66,3 (64,37%) ovos, respectivamente, diferindo
estatistacmente (p < 0,05) da testemunha. Os resultados evidenciam a acdo de fitoquimicos

para as CLso e CLoo do EEAM para repeléncia a postura de P. xylostella.

Tabela 5 - Namero de ovos (Média + DP) da preferéncia da oviposic¢ao de Plutella xylostella
tratados com extrato etandlico da folha de Annona mucosa, Rio Largo-AL

Tratamentos Numero de ovos

Clgo 543+6,2a

Clsy 84,9+ 6,2 ab

Azamax 1.2 CE® 82,8+7,2ab

Decis 25 CE® 66,3+ 7,9 ab

Testemunha 103,0£5,7b

CV%** 9,16

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de

;Fukey (P <0,05);

IEtaPI: Desvio padrdo; **CV%-= Coeficiente de variagdo; ""CLso € CLgg = concentragéo subletal e

Fonte: Autor, 2018.

Kodjo et al. (2011) detectaram que fémeas adultas da traca-das-crucifeas fazem
claramente distincdo entre plantas pulverizadas com a emulsdo de R. communis e com agua
para preferéncia a oviposicdo. Kusari et al. (2012) destaca que os produtos de origem vegetal
com acdo repelente a oviposicdo produzem estimulagOes especificas nos quimiorreceptores
gustativos dos individuos expostos, desencadeando interferéncia na percepcdo
fagoestimulante de outros quimiorreceptores também presentes na regicdo periférica do

aparelho bucal. Desta forma a CLgg do EEAM na concentragdo (616,2uL.mL™?) apresentou
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efeito para repeléncia de 52,72% menos ovos quando comparado a testemunha, efeito
estratégico no controle do ciclo biolégico de P. xylostella.

Outros estudos destacaram o efeito de diferentes extratos botanicos sobre a preferéncia
a oviposicdo de insetos-praga, quais as pesquisas de Ribeiro et al. (2015) constataram que 0
extrato etandlico da semente de A. mucosa (224,92 mg. L) reduziu significativamente o
numero de ovos de Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Liviidae). Jesus et al. (2011)
avaliaram a ndo-preferéncia para oviposicao de P. xylostella em discos de couve tratados com
os extratos A. indica, S. saponaria, Nim+Piretro+Rotenona, D. mollis e S. adstringens, na
concentracdo de 10%, onde todos os extratos proporcionaram efeito deterrente na oviposicao
guando comparado a testemunha e consequentemente reducdo na oviposicdo. Abbasipour et
al. (2010) estudaram acdo deterrente do extrato etanolico de sementes de Peganum harmala
L. para postura de P. xylostella e constataram 93% de reducéo na concentracdo de 40 mg.mL"
! Dequech et al. (2009) mostraram efeito deterrente de pelo menos 50% para oviposic&o de P.
xylostella quando as folhas foram tratadas com extratos aquosos a 10% com pd-de-fumo,
cinamomo e DalNeem® quando comparado a testemunha. Torres et al. (2006) obtiveram
repeléncia superior para oviposicdo de P. xylostella 62,7 e 76,3% para as CLso (2,17%) e
CLuetal, respectivamente, para o extrato aquoso da casca de A. pyrifolium. Charleston et al.
(2005) avaliaram extrato de cinamomo e nim sobre a escolha de oviposicdo de P. xylostella,
no qual o extrato de cinamomo diferiu da testemunha com 75% de deterréncia.

A evasdo comportamental para oviposicdo de P. xylostella para o extrato EEAM
apresenta-se eficaz, demonstrando potencial inseticida. Corroborando com estudos de Kodjo
etal. (2011), Kusari et al (2012) e Nansen et al (2016), pode-se inferir que 0 menor nimero de
ovos colocados por P. xylostella nas superficies tratada com o0 EEAM tenha sido decorrente
da acdo repelente dos compostos volateis ou ocasionado pela irritabilidade das fémeas em
contato com as superficies tratadas por ocasido da oviposicdo. O efeito repelente se acentua
com a quantidade de substancias bioativas concentradas de acordo com as concentracdes

letais determinadas.

4.3.1.3 Efeito do extrato etanolico de Annona mucosa (EEAM) em diferentes estadios larvais
de Plutella xylostella

O experimento que avaliou a atividade bioinseticida do extrato EEAM sobre diferentes

estadios larvais de P. xylostella diferiu estatisticamente para os fatores tratamentos
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(F=1359,26; p <0,05), instares (F=120,82; p < 0,05) e interagao tratamentos ¢ instares
(F=20,80; p <0,05) (Tabela 6).

No 1° e 4° instar a CLgg € Azamax 1.2 CE® nio diferiu (p > 0,05), ao passo que ambos,
diferem (p < 0,05) no 2° ¢ 3° instar. A CLgg &€ 0 Azamax 1.2 CE® diferem (p < 0,05) da marca
comercial Decis 25 CE® e da CLso, nos estadios larvais avaliados. A CLso diferiu (p < 0,05)
do inseticida quimico Decis 25 CE®, no 1° e 2° instar, ndo diferindo (p > 0,05) no 3° ¢ 4°
instar.

A Clgo apresentou maior bioatividade média, com mortalidade média de 80,0%,
seguidamente do Azamax 1.2 CE® 74,0%, ClLso 35,75% e Decis 25 CE® 28,75% em
condicdes de laboratdrio para os diferentes instares. O inseticida quimico sintético Decis 25
CE® quando comparado aos demais tratamentos, ou seja, apresentou baixa eficiéncia na
presente pesquisa. Thuler; Bortoli; Barbosa (2007) quando avaliaram a toxicidade de
diferentes inseticidas quimicos e produtos vegetais, dentre-os a deltametrina (Decis 25 CE®)
ndo ultrapsassou 22% de mortalidade para nenhuma das concentracdes testadas. Atualmente
sdo 862 casos registrados em todo mundo de resisténcia a inseticida a P. xylostella,
abrangendo 95 ingredientes ativos, sendo 14 casos no Brasil, no qual a deltrametrina esta
inserida dentre os principios ativos (IRAC-APRD, 2017). No Brasil, Castelo Branco;
Gatehouse (1997), registrou resisténcia a diferentes grupos quimicos, piretroides,
organofosforados e B. thuringienses para a traca das cruciferas. Ja Oliveira et al. (2011) e
Silva et al. (2012) observaram resisténcia de P. xylostella para 0s grupos quimicos

oxadiazinas, benzoilureias e piretroides, nos Estados de Pernambuco e Espirito Santo, Brasil.
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Tabela 6 - Média + DP de diferentes instares de lagartas Plutella xylostella depositados em folhas
de couve tratadas com extrato etanolico das folhas de Annona mucosa (EEAM), Rio

Largo-AL
Mortalidade (%)
Tratamentos
1° Instar 2° Instar 3° Instar 4° Instar

Testemunha 2,0+4,0dA 1,0+ 3,4eA 2,0+ 4,0dA 2,0+4,0cA
CLoo 97,0+ 4,6 aA 86,0+ 4,8aB 72,0+£6,0aC 65,0 +5,0aD
Clso 50,0 + 6,3 bA 38,0+ 40cB 250+50cC 30,0+ 6,3 bC
Decis 25 CE® 31,0£7,0cA 28,0+ 75dA 28,0+ 6,3 cA 28,0 £ 4,0 bA
Azamax 1.2 CE® 98,0+ 4,0aA 77,0+ 6,4 bA 60,0 + 6,0bB 61,0+54aB
CV % 12,74%

“Médias seguidas da mesma letra minGscula, na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade.

“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variacdo; ““CLso e CLgs = concentracao subletal e letal.

Fonte: Autor, 2018

A CLgg apresentou reducdo no efeito inseticida & medida que o inseto passou do 1°
estadio larval, para os seguintes estadios (2°, 3° e 4° instares), ao passo que, Azamax 1.2 CE®
e CLso ndo ha reducdo do efeito no 3° e 4° instar. Para Decis 25 CE® ndo ha diferenca
significativa para os diferentes estadios larvais.

Picango et al. (1997) e por Bacci et al. (2002), realizaram estudos, os quais verificaram
que, quanto maior o volume corporal, maior é a area especifica e, uma maior exposi¢ao aos
inseticidas (YU, 1988) e consequentemente uma rapida metabolizacdo do inseticida por
enzimas, e mais eficaz contra inseticidas prontamente degradaveis (CHEN; MAYER, 1985).
Segundo Fukuto; Mallipudi (1983) o mecanismo de detoxificacdo permite ao inseto modificar
ou detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente para prevenir a acdo no sitio-alvo, essa
degradacdo podera ocorrer por varios processos metabdlitos, nos quais o produto é convertido

em uma forma ndo tdxica ou mesmo eliminado rapidamente do corpo do inseto.

4.3.1.4 Efeito residual do extrato etanolico de Annona mucosa (EEAM) sobre Plutella

xylostella em condigdes de semicampo com da folha destacada e planta inteira

O experimento de persisténcia do EEAM diferiu estatisticamente para os fatores

tratamentos (F=369,71; p < 0,05) e interagdo tratamentos e tempo (F=12,89; p <0,05) na
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condicdo semicampo com folha destacada (Tabela 7). Para o fator tempo os tratamentos CLgg
e Azamax 1.2 CE® nao diferiram entre si (p > 0,05), exceto no 6° e 10° dia; CLgg & CLso N0
diferiram entre si (p > 0,05) apds o 10° dia, ao passo que, Azamax 1.2 CE® e CLso ndo
diferiram entre si (p > 0,05) no 12° dia.

Quando analisado a acdo inseticida ao longo do tempo, a CLgg ndo diferiu entre si (p >
0,05) até o 6° dia, porém, diferiu (p < 0,05) a partir do 8° dia com diminui¢ao da bioatividade,
com mortalidade de 24,3% no 16° dia; Azamax 1.2 CE® ndo diferiu entre si (p > 0,05) até 10°
dia, com mortalidade média de 75,68%, ao passo, que atividade inseticida foi sendo reduzida
com o passar dos dias, com mortalidade de 32,9% no 16° dia; CLso nao diferiu entre si (p >
0,05) até o 14° dia, com diminuicdo da acdo, apresentando mortalidade 14,3% no 16° dia.

Na tabela 8 € analisada a persisténcia do EEAM, qual diferiu estatisticamente para 0s
fatores tratamentos (F=662,16; p < 0,05) e interagdo tratamentos e tempo (F=13,67; p < 0,05)
na condicdo semicampo com planta inteira. Para o fator tempo os tratamentos diferem da
testemunha durante todo o periodo; os tratamentos CLgg € Azamax 1.2 CE® n&o diferem entre
si (p > 0,05) até o 8° dia, com 85,5 ¢ 83,25% de efeito toxico, respectivamente, mas diferem
da CLso (p < 0,05) no mesmo periodo, ao passo que, CLso € Azamax 1.2 CE® nio diferem
entre si (p > 0,05) para o 10°, 12°, 14° e 16° dias; ja CLgo € CLso diferem (p < 0,05) ao longo
dos dias.

Quando analisado o efeito do tratamento ao longo dos dias, foi verificado para a CLso
ndo diferiu entre si (p > 0,05) até o 12° dia, porém, diferiu (p < 0,05) para o 14° dia com
diminuicdo da bioatividade, acentuando até o 16° dia, com mortalidade de 14%; a CLgy ndo
diferiu entre si (p > 0,05) até o 6° dia, porém, diferiu (p < 0,05) a partir do 8° dia com
diminuicdo da bioatividade, apresentando mortalidade de 33% no 16° dia; Azamax 1.2 CE®
ndo diferiu entre si (p > 0,05) até 8° dia, ao passo, que atividade inseticida foi sendo reduzida
com o passar dos dias, com mortalidade de 30% no 16° dia. A atividade de persisténcia media
para o periodo avaliado para ClLso, CLgg & Azamax 1.2 CE® foram de 40,5%, 69,63% e
60,88% de mortalidade sobre P. xylostella (Tabela 8).

Estudo de Yadav et al. (2009) concluiram que o formulado comercial NeemAzal®
apresentou maxima mortalidade larval até o 10° dia e posteriormente e o controle continuou
com reducdo da atividade bioinseticida para larvas de 3° instar de P. xylostella. Trindade et
al. (2011) concluiram que o extrato etandlico de A. muricata na concentragio de 5 mg.mL™*

causou 100% de mortalidade em lagartas de P. xylostella, quando expostas por ate 12 dias. O
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potencial inseticida da EEAM apresentou efeito residual toxico, tanto em condic¢des da folha
destacada (58,21 e 61,41%) e na planta inteira (69,63 e 60,88%), com resultados semelhantes
ao Azamax®, respectivamente, todos com durabilidade do potencial inseticida persistindo até
0 16° da avaliagio, apresentando efeito toxico para Clgy e Azamax®, em semicampo com
folha destacada (24,3; 32,9%) e planta inteira (33,0; 30,0%), respectivos. Supondo-se que se 0
EEAM tivesse sido formulado por uma tecnologia de preparo que protegesse dos fatores
abioticos, tais, a temperatura, umidade, raios ultravioleta, pH entre outros, poderia ter o seu
potencial de durabilidade prolongado, podendo apresentar superioridade quando comparados
com os inseticidas formulados acima.

O emprego de substancias extraidas de plantas com poder inseticida apresenta algumas
vantagens quando comparada aos sintéticos: sdo renovaveis, facilmente degradaveis, nédo
contaminam o meio ambiente, de baixo custo, tornando-se acessivel aos pequenos produtores.
Importante, ressaltar que ora a vantagem da degradacdo rapida dos extratos botanicos na
protecdo dos sistemas de producdo, incidindo diretamente no periodo de caréncia, pode ser
um entrave, pois, a persisténcia do principio ativo sofrer4 com a variabilidade dos fatores
bidticos (principalmente relacionados aos fatores climéaticos) (OLIVEIRA et al., 2007).
Entretanto, é significativa a persisténcia do EEAM, com acdo toxica, estabilidade e
persisténcia sobre P. xylostella, podendo ser utilizado como tatica de controle botanico para o
inseto-praga, inserindo-se ao manejo integrado de insetos nos sistemas de producdo das
brassicas.



Tabela 7 - Mortalidade + DP larval de 1° instar de Plutella xylostella em condi¢des de semicampo com folha destacada tratadas com extrato etandlico
de Annona mucosa (EEAM) ao longo do tempo, Rio Largo-AL

Tratamentos Dias apds aplicacdo (Mortalidade %o)
2 4 6 8 10 12 14 16
Testemunha 1,4 £3,8 cA 29+49cA 2,9+49dA 1,4 £3,8 cA 2,9 +49cA 1,4 £3,7 bA 14+3,7CcA 1,4 £3,7cA
ClLso 64,3+ 139bA 514+135bAB 44,3+139cBC 30,0x0bCDE 41,4+17,7bBC 35,7+53aBCD 20,0+57bDE 14,3+53hcE
ClLgs 97,1+ 4,8 aA 98,6+ 3,8 aA 92,843,8 aA 48,7+89aB  40,0+57bBC  37,1+48aBC  27,1+7,4abC 24,353 abC

Azamax1,2CE® 843+79aA 842x198aA 757x198bAB 60,0+10aBC 74,2+32,0aAB  42,9+48aCD 37,1+48aD  329%75aD

CV (%) 26,7

Médias seguidas da mesma letra mintscula, na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
“DP= Desvio padréo; **CV%= Coeficiente de variacio; “CLso e CLgo = concentracao subletal e letal.
Fonte: Autor, 2018

€er



Tabela 8 - Mortalidade + DP larval de 1° instar de Plutella xylostella em condic¢Ges de semicampo da planta inteira tratadas com extrato etanol
Annona mucosa (EEAM) ao longo do tempo, Rio Largo-AL

VeEL

Dias apos aplicagdo (Mortalidade %6)
Tratamentos

2 4 6 8 10 12 14 16

Testemunha 00%0cA 0,0%0cA 0,0%0CcA 0,0%0cA 3,024,8 cA 1,0 £3,7cA 10£38cA  10%38cA

CLso 500+57bA  470+49bA  480+69bA  480+89bA  53077bA  400#82bA  240#53bB  14,0+53bB

CLeo 90,0+81aA 940+79aA  870+125aA 71,0#177aB  710+146aB  60,0+10aBC  51,0+£89aC  33,0+7,6aD

Azamax® 80,0+57aA 910+109aA 840+151aA 780+121aA  50,0+183bB  41,0+10,7bBC  33,0+7,6bC  30,0+58aC
CV (%) 20,69

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagio; ““CLso e CLgg = concentragéo subletal e letal.

Fonte: Autor, 2018
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4.3.2 Avaliacdo da atividade inseticida de fragdes da parti¢do liquido-liquido de

Annona mucosa sobre Plutella xylostella

As fracOes acetato de etila (FACT), hexano (FH), cloroférmio (FCLF) e
hidroalcoolico (FHAL) de A. mucosa apresentaram atividade inseticida na CLss (34,08 pL.
mL?) sobre lagartas neonatas de P. xylostella, com mortalidade de 68,75, 85,0, 66,25 e
66,25%, respectivamente, com destaque da FH com maior biatividade, seguidas das FACT,
FCLF e FHAL (Tabela 9). Nota-se que ao utilizar uma concentracdo letal menor, a
porcentagem de mortalidade de lagartas neonatas correspondeu significativamente.

Tabela 9 - Média £ DP da mortalidade de lagartas neontas de Plutella xylostella, submetidas a
CLss tratados com as fragdes da particao liquido-liquido de Annona mucosa, Rio

Largo-AL

Tratamentos Mortalidade (%) =(DP)
Testemunha 1,25+ 353 ¢

Fracdo acetato de etila 15,00+6,41 b
Frac&o hexano 31,25+ 7,56 a
Frac&o clorofdrmio 33,75+5,17 a
Fracdo hidroalcoolico 33,75+5,17 a
CV%** 28,86

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey (P <0,05);
“DP= Desvio padrdo; **CV%= Coeficiente de variagio,

Fonte: Autor, 2018.

4.3.2.1 ldentificacdo de acetogeninas (ACG) de Annona mucosa

A presenca de ACGs na espécie A. mucosa foi constatado por diversos estudos
(ANSANTE et al., 2015; COSTA et al., 2013; 2016; 2017; RIBEIRO et al., 2013; 2014a,b;
SOUZA etal., 2017).

Segundo Aslan et al. (2006), as fracbes hexano e cloroférmio apresentam compostos
com baixa polaridade e em algumas espécies vegetais a maior concentracdo de compostos
com atividade inseticida encontra-se principalmente nas fracdes de menor polaridade. Dentre
0s solventes organicos, as ACGs sdo mais soltveis em cloroférmio e diclorometano (ZENG et

al., 1996). Esses solventes sdo utilizados a partir do pressuposto que as ACGs podem variar
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de muito polar, tal como aqueles extraidos pela agua, alcool etilico e metanol a nao polares
como os extraidos pelo hexano (BOBADILLA et al., 2005; COSTA et al., 2013; FERREIRA,
2016).

As fracbes FHAL, FACT e FCLF obtidas do particioonamento do extrato etandlico
(EE) obtido das folhas de A. mucosa foram submetidas a analises em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE, em inglés: high performance liquid chromatografphy, HPLC). Os
cromatogramas obtidos sugerem a presenca de ACGs. Evidencia-se que na FHAL estudada

estdo presentes por possiveis classes de composto ACGs (Tabela 10).

Tabela 10 - Andlise cromatogréafica por CLAE da fracéo hidroalcoolico de folhas de A. mucosa,
comprimento de onda (205nm)

Pico Tr (min)? Concentracédo da A maxima Classe de Composto
area (%) 205 nm
1 2 3

1 1,97 0,47 195 271 347 Acetogenina

2 3,13 95,12 202 266 349 Acetogenina

3 3,52 1,21 205 272 312 Acetogenina

4 5,39 2,16 204 264 338 Acetogenina
Total 98,96

1Tk — (tempo de retencéo)
Fonte: Autor, 2018

A identificacdo preliminar de ACG foi realizada analizando absorvancia maximos UV
para cada area de pico presente nos cromatogramas obtidos, na faixa de comprimento de onda
205 nm (Figura 1).

Na tabela 10, foram identificados 4 bandas cromatograficas com concentracdo de area
(%) variavel para cada pico, totalizando 98,96% de areas provaveis de ACGs, qual indica que
durante a particdo liquido-liquido realizada ndo houve perdas consideraveis, mantendo-as
presente na FHAL.

Costa et al., (2016) e Ferreira (2016) identificaram a esquamocina Cs7HesO7 por
espectroscopia LC-RMN e UV-RMN de sementes de A. mucosa, com ac¢do inseticida para
Aedes aegypti (Diptera: Culidcidae) e P. xylostella, respectivamente. No estudo (Figura 1), foi
constatado na abosrvancia maxima UV presenca de possiveis ACGs na FHAL da folha de A.
mucosa, com destaque a possivel ACG no tempo de retengdo méxima (TR) 3,13 min., com
maior intensidade. Apresentou um espectro de UV com comprimento de onda (A) 202, 266 e

349 nm na concentragdo de area de 95,12 %.
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Em CLAE-DAD os compostos polares eluem mais rapidamente que as moléculas com
carater mediamente polar ou pouco polar. Portanto, seria esperado que as possiveis ACGs no
método usado saissem na fase mével no TR de 3 a 14 min (Figura 1).

De acordo com Miyoshi et al. (1998) e Costa et al. (2016) a acdo toxica da
esquamocina pode ser devida a dois anéis de tetrahidrofurano (bis-THF), que tem alto efeito
inibitério do complexo I (NADH — ubiquinona oxidoredutase) (TORMO et al., 1999) na
cadeia transportadorea de elétrons mitocondrial, promovendo apoptose (morte celular
programada) e levando a reducdo das taxas respiratérias e cardiacas (BARRACHINA et al.,
2007).

Figura 1 - Perfis cromatogréficos e espectros de UV para presenca de acetogeninas no extrato
das folhas de Annona mucosa, fra¢io hidroalcoolico, A= 205 nm

Condi¢do: Coluna Juapiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min,
temperatura 35°C

Fase movel: t=0, 7 e14 min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ, t=23 min: 100%
acetonitrila, t= 30 e 32 min: 85% acetonitrila e 15% agua milQ
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Fonte: Autor, 2018.
Na tabela 11 evidencia-se mescla de possiveis classes de composto ACGs na FCLF.

Destacam-se as bandas cromatograficas com concentragdo de area (%) variavel, quais

totalizam 91,13% de areas provaveis de ACGs.
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Tabela 11 - Andlise cromatogréafica por CLAE da fragéo cloroformico de folhas de A. mucosa,
comprimento de onda (205nm)

Pico Tr (Min)! Concentracédo da A maxima Classe de composto
area (%) 205 nm
1 2 3

1 3,14 19,54 204 279 354 Acetogenina

2 3,40 10,46 198 223 275 Acetogenina

3 3,54 49,47 205 224 279 Acetogenina

4 3,66 11,66 199 228 277 Acetogenina
Total 91,13

1 Tr — (tempo de retencéo)
Fonte: Autor, 2018.

A abosrvancia maxima UV para cada banda (Figura 2) se evidencia a presenca de
possiveis ACGs na FCLF, com destaque a possivel ACG no tempo de reten¢do méaxima (TR)
3,54 min., com maior intensidade. Apresenta um espectro UV com comprimento de onda ()
de 205, 224 e 279 nm, com maior concentracao de area de 49,47 %.

Figura 2 - Perfis cromatogréficos e espectros de UV para presenca de acetogeninas no extrato
das folhas de Annona mucosa, fra¢io cloroformico, A= 205 nm

Condic¢io: Coluna Jupiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min,
temperatura 35°C

Fase movel: t=0, 7 e14 min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ, t=23 min: 100%
acetonitrila, t= 30 e 31min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ
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Fonte: Autor, 2018.

Na tabela 12 os resultados da presenga de ACG na FACT, estdo presentes por uma
mescla de possiveis classes de composto.
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Tabela 12 - Andlise cromatogréfica por CLAE da fracéo acetato de etila de folhas de A. mucosa,
comprimento de onda (205nm)

Pico Tr (Min)! Concentracédo da A maxima Classe de composto
area (%) 205 nm
1 2 3

1 3,54 22,69 205 220 279 Acetogenina

2 4,80 3,46 197 273 332 Acetogenina

3 5,18 4,14 207 260 360 Acetogenina

4 5,70 4,08 209 260 335 Acetogenina
Total 34,37

1 Tr — (tempo de retencdo);
Fonte: Autor, 2018

Foram identificadas bandas cromatograficas com concentracdo de area (%) variavel,
totalizando 34,37% de areas provaveis de ACGs presente na FACT. No cromatograma a
abosrvancia maxima UV para cada banda no cromatografo (Figura 3) se evidencia a presenca
de possiveis ACGs, com destaque ao tempo de retencdo méaxima (TR) 3,54 min., com
comprimento de onda 205, 220 e 279 (A=nm), com a concentracdo de &rea de 22,69 %
(Tabela 12).

Figura 3 - Perfis cromatogréficos e espectros de UV para presenca de acetogeninas no extrato
das folhas de Annona mucosa, fragio acetato de etila, A= 205 nm

Condicdo: Coluna Jupiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min?,
temperatura 35°C

Fase movel: t=0, 7 e14 min: 85% acetonitrila e 15% agua miliQ, t=23 min: 100%
acetonitrila, t= 30 e 31min: 85% acetonitrila e 15% &gua miliQ
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Fonte: Autor, 2018.

A acdo inseticida dos bioativos do extrato etandlico das folhas de A. mucosa sobre P,
xylostella, supostamente estara associados as ACGs, no presente estudo. Estudos sobre o

mecanismo de acao das acetogeninas em artropodes-praga mostram que sao potentes
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inibidores respiratorios, essas substancias agem como inibidoras do complexo I (NADH -
ubiquinona oxidoredutase), induzindo a apoptose (morte celular programada) (GALLARDO
et al., 2000). Estudos mais recentes levantaram a hipdtese que a inibicdo mitocondrial do
complexo | ndo € o unico modo de acdo das ACGs (BLESSING et al., 2010;. RIBEIRO et al.,
2013.), considerando a gama de efeitos bioldgicos causados e os muitos &tomos de carbono e
grupos funcionais presentes nas suas estruturas. Costa et al. (2013; 2017) e Ferreira (2016)
identificaram a esquamocina bis THP e esquamocina, em sementes de A. mucosa com
potencial inseticida para Aedes aegypti e P. xylostella, respectivamente.

No pressente estudo a presenca de possivel ACG esquamocina em folhas da A.mucosa
evidenciou atividade inseticida para P. xylostella, como também comprova rota metabdlica
foliar constituinte da classe do composto, no qual diferem da rota comprovada por Costa et al.
(2013; 2017) e Ferreira (2016), além, de pode ser considerada uma estratégias promissora as
taticas do MIP.

4.3.2.2 ldentifcacdo de flavonoides e alcaldides de Annona mucosa

S&o poucos os relatos de flavonodides em espécies de Annonaceae. Contudo, essa
familia se destaca pela biossintese de derivados da via do chiquimato que é responsavel pela
producdo da maioria dos derivados fendlicos produzidos por fontes vegetais (NUMES et al.,
2012).

As fragdes FHAL, FACT, FCLF e FH obtidas do particonamento do extrato etanélico
bruto (EE) obtido das folhas de A. mucosa foram submetidas a analises em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE, em inglés: high performance liquid chromatografphy,
HPLC).

Na tabela 13 apresenta-se a analise cromatografica por CLAE-DAD da FHAL no
comprimento de onda (A) 354 nm, nos quais foram identificados os flavondides orientina e
rutina, como outros possiveis, enquanto, Rinaldi (2007) identificou o flavonoide rutina para a

espécie de Annona warmingiana.
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Tabela 13 - Andlise cromatogréfica por CLAE da fracéo hidroalcoolico de folhas de A. mucosa,
comprimento de onda (354 nm)

Pico Tr (Min)! Concentracédo da A maxima Classe de composto
area (%) 354 nm
1 2 3 -
1 12,80 1,64 239 264 325 -
2 16,35 0,55 235 267 351 Orientina
3 17,32 9,64 204 256 354 -
4 17,45 24,52 204 256 353 Rutina
5 18,14 25,51 196 265 347 -
6 18,46 33,65 196 265 347 -
Total 95,51

1 Tr — (tempo de retencéo)
Fonte: Autor, 2018

De acordo com Harborne (1994) os flavondides possuem intensa absorcdo UV,
aproximadamente em 350 nm devido a presenca de ligac6es duplas conjugadas com os anéis
aromaticos. No presente estudo a identificacdo dos flavonoides foi realizada analizando
absorvancia maximos UV para cada area da banda cromatografica dos cromatogramas
obtidos, na faixa de comprimento de onda 354 nm, comparando com o cromatograma padrao
do flavonoide rutina (Figuras 4A e 4B).

Na tabela 13, foram identificadas bandas cromatograficas com concentracfes de areas
(%) variaveis para cada banda, totalizando 95,51% de areas provaveis de flavondides, o qual
indica que durante a particdo liquido-liquido realizada ndo houve perdas consideraveis,
mantendo-as presente na FHAL.

Nas figuras 4C1 e 4C2, os flavonoides orientina e rutina estdo nas absorvancias
méaximas UV para as bandas nos tempos de retencbes maximas (TR) 16,35 e 17,45 min,
respectivamente. Apresentaram espectros de UV com comprimento de onda (1) 235, 267, 351
e 204, 256 e 353 nm, com concentracdes de areas de 0,55 e 24,52 %, respectivamente, como
também, nos demais picos do espectro UV que evidencia a presenca de outros flavonoides,
porém, nao identificados por falta de padréo.

No estudo, no CLAE-DAD os compostos polares eluem mais rapidamente que as
moléculas com carater mediamente polar ou pouco polar, isto se justifica, que os flavondides
sdo acidos fracos e, como sdo substancias polares ou moderadamente polares, sdo sollveis em
etanol, metanol e butanol e combinacgdes de solventes com agua (HARBORNE, 1994). Os
flavonoides no método usado eluiu na fase movel no TR de 16 a 20 min (Figura 4C).

Ja foram identificados flavonoides no género Annona. Santos; Salatino (2000)

identificaram por CG-MS nas folhas A. crassiflora os flavonoides glicosilados: kaempferol-3-
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O-galactosideo, kaempferol-3-O-glicosideo, quercetina-3-O-arabinosideo e quercetina-3-O-

arabinosilgalactosideo; os glicosideos de quercetina, isoramnetina, kaempferol e luteolina

foram detectados nas folhas de Annona monticola, Annona warmingiana e Annona tomentos.

Rinaldi (2007) encontrou flavonas (luteonina) e flavonois (canferol, quercetina, ramnetina,

rutina e isorramnetina) nas espécies de A. crassiflora, A. tomentosa, A. monticola, A.

warmingiana, A. dolichorcharpa. Carollo et al. (2006) isolaram a isoramnetina da espécie de

Duguetia furfuracea (Annonaceae)

Figura 4 -

mAU

Perfis cromatogréaficos e espectros de UV para padrdes de flavonoides rutina (A),
orientina (B) e no extrato das folhas de Annona mucosa, fragdo hidroalcoolico (C),

presenca de orientina (C1) e rutina (C2), A= 354 nm

Condic¢io: Coluna Jupiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min,
temperatura 35°C

Fase moével: t= 0 e 2 min: 3% acetonitrila e 97% Aagua miliQ, t= 4 min: 6%
acetonitrila e 94% agua miliQ, t=6 min: 9% acetonitrila e 91% agua miliQ, t=8 min:
12% acetonitrila e 88% agua miliQ, t=10 min: 15% acetonitrila e 85% agua miliQ,
t=12 min: 18% acetonitrila e 82% agua miliQ, t=14 min: 21% acetonitrila e 79%
agua miliQ, t=16 e 20 min: 30% acetonitrila e 70% agua miliQ, t= 23 e 30 min: 60%
acetonitrila e 40% agua miliQ, t= 33 e 35 min: 75% acetonitrila e 25% agua miliQ, t=
37,5 e 40 min: 3% acetonitrila e 97% agua miliQ
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Apresenta-se a analise cromatografica por CLAE-DAD da FCLF no comprimento de

onda (1) 354 nm, com classe de composto flavonoide (Tabela 14).

Tabela 14 - Andlise cromatogréafica por CLAE da fracgéo cloroférmico de folhas de Annona
mucosa, comprimento de onda (354 nm)

Pico Tr (min)? Concentracéo da A maxima Classe de composto
area (%) 354 nm
1 2 3
1 17,45 8,30 253 275 353 Rutina
2 17,75 5,14 250 278 330 -
3 18,13 9,93 250 275 282 -
4 18,23 4,82 250 283 306 -
5 18,44 13,68 254 307 330 -
Total 41,87

1 TR — tempo de retencéo
Fonte: Autor, 2018

Na tabela 14, foram identificadas bandas cromatograficas com concentracdes de areas

(%) variaveis para cada banda, totalizando 41,87% de areas provaveis de flavondides. Na

figura 5B, a abosrvancia maxima UV para a banda no tempo de retencdo maxima (TR) 17,45

min. evidencia a presenca do flavondide rutina. Apresentou um espectro de UV com

comprimento de onda (L) 253, 275 e 353 nm, com concentracdo de area de 8,30 %, como

também, nos demais bandas do espectro UV evidencia a presenca de outros flavonoides,

porém, ndo identificados por falta de padrdo. Os flavondides no método usado eluiu na fase

movel no TR de 16 a 20 min (Figura 5B).

Na figura 5B, a abosrvancia maxima UV para a banda no intervalo do tempo de

retencdo maxima (TR) 24,0 a 26,0 min. evidencia-se a presenca de alcaloides. Rabélo (2014)

no periodo de TR 24,0 a 27,0 min. identificou os constituintes majoritarios para atemoia
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(Annona cherimolia x Annona squamosa): sesquiterpenos biciclogermacreno, germacreno e

cariofileno; monoterpeno linalol, além, (E)-cariofileno, B-elemeno e 3-elemeno.

Figura 5 - Perfis cromatograficos e espectros de UV padrao flavonoéide rutina (A) e do extrato
das folhas de Annona mucosa, presenca de rutina (B), fracdo cloroférmico A= 354 e
280 nm, respectivos

Condi¢do: Coluna Jipiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min,
temperatura 35°C

Fase movel: t= 0 e 2 min: 3% acetonitrila e 97% agua miliQ, t= 4 min: 6%
acetonitrila e 94% agua miliQ, t=6 min: 9% acetonitrila e 91% agua miliQ, t=8
min: 12% acetonitrila e 88% agua miliQ, t=10 min: 15% acetonitrila e 85% agua
miliQ, t=12 min: 18% acetonitrila e 82% &agua miliQ, t=14 min: 21% acetonitrila e
79% agua miliQ, t=16 e 20 min: 30% acetonitrila e 70% agua miliQ, t= 23 e 30 min:
60% acetonitrila e 40% agua miliQ, t= 33 e 35 min: 75% acetonitrila e 25% agua
miliQ, t= 37,5 e 40 min: 3% acetonitrila e 97% agua miliQ

mAU
700—“ PDA Multi 2 354nm. 4nm|
©
~
] i ~ A
600 TR= 17,46 min
500
. Iib\
] /\
400 VAR
\
1 \
300—' ) T 'ih T
1 oo —~
200 - — o
] 8 8 2 =
o3 < o ol
<
] o = < o= @ 3
100 &3 2 88 8 =
1 ~ o G — o =
1 = o - =~ o = = 8 gl 8
] & S 8 8 & 5 8 ¥ 8 = = ] = E=1
1= DR I nosr XeuGh b ol o o =
5 10 15 20 25
min
mAL
T FPDA Multi @ Z80nm,4nm)|
40—
i 20 TR=17,45 min
i [ Ty
i [ ™ "
S0 } MWY.\NWM\JW w,.r&n, A ,ﬂw(
i 1
Bl S e A CARRAAEE? RSN
i Jv"‘”t\b
F T PR [ PR P P P L R N
T T T T T T T
5 15 Z0 25 30 35

(4] 10
Fonte: Autor, 2018 min



145

Apresenta-se a analise cromatografica por CLAE-DAD da FH no comprimento de

onda (1) 354 nm, no qual foi identificada classe de composto flavonoides (Tabela 15).

Tabela 15 - Analise cromatogréafica por CLAE da fracdo hexano de folhas de Annona mucosa,

comprimento de onda (354nm)

Pico Tr (min)? Concentracdo da A maxima Classe de composto
area (%) 354 nm
1 2 3
1 17,30 6,46 254 298 354 -
2 17,44 17,26 255 282 354 Rutina
3 18,12 22,52 267 281 347 -
4 18,42 33,11 244 265 347 -
Total 79,35

1Tk — (tempo de retencéo)

Fonte: Autor, 2018

Na tabela 15, foram identificadas bandas cromatograficas com concentragdes de areas

(%) variaveis para cada banda, totalizando 79,35% de &reas provaveis de flavonoides. Na

figura 6B, o flavonoide rutina estd na abosrvancia maxima UV para a banda no tempo de

retencdo maxima (TR) 17,44 min. Apresentou um espectro de UV com comprimento de onda

(A) 255, 282 e 354 nm, com concentracdo de area de 17,26 %, como também, nos demais

picos do espectro UV evidencia a presenca de outros flavonoides, porém, nao identificados

por falta de padréo. Os flavonoides no método usado saiu na fase mével no TR de 16 a 20 min
(Figura 6B).
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Figura 6 - Perfis cromatogréaficos e espectros de UV padréao flavonoide rutina (A) e do extrato
das folhas de Annona mucosa, presenga de rutina (B), fra¢ido hexano A= 354 nm

Condig¢io: Coluna Jupiter C18, (5 pm;4,6 x 150 mm), fluxo= 1,0 mL.min™,

temperatura 35°C

Fase movel: t=0 e 2 min: 3% acetonitrila e 97% agua miliQ, t= 4 min: 6%
acetonitrila e 94% agua miliQ, t=6 min: 9% acetonitrila e 91% agua miliQ, t=8 min:
12% acetonitrila e 88% agua miliQ, t=10 min: 15% acetonitrila e 85% agua miliQ,
t=12 min: 18% acetonitrila e 82% agua miliQ, t=14 min: 21% acetonitrila e 79%
agua miliQ, t=16 e 20 min: 30% acetonitrila e 70% agua miliQ, t= 23 e 30 min: 60%
acetonitrila e 40% agua miliQ, t= 33 e 35 min: 75% acetonitrila e 25% agua miliQ, t=
37,5 e 40 min: 3% acetonitrila e 97% agua miliQ
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Fonte: Autor, 2018

Diversas fungdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas, entre elas, atuam no

mecanismo de defesa das plantas contra patdgenos como virus, bactérias, fungos e insetos

(MACHADO, 2005), e vem sendo estudada extensivamente a natureza quimica e sua
aplicacdo na agricultura (WOO; JEONG; HAVES, 2005).
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A presenca de flavonoides em folhas da A.mucosa evidenciou atividade inseticida para
P. xylostella, sendo o primeiro relato desta espécie botanica com constituinte quimico

bioativo para a area foliar, indicando que pode ser considerada promissora no MIP.
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4.4 Conclusoes

A Clg do EEAM na concentragdo de 616,2 pL. mL™? apresenta efeito ovicida,
repelente para oviposicao e eficiéncia no estadio larval do 1° instar;

A CLso na concentragdo de 51,64 puL. mL* da EEAM apresenta efeito ovicida e
eficiéncia no estadio larval do 1° instar;

A persisténcia da toxicidade do EEAM apresenta efeito residual de até 8 e 12 dias para
CLuog e CLso, respectivamente, em condigdo de semicampo com folha destacada;

A persisténcia da toxicidade do EEAM em condicdo de semicampo com planta inteira
é de até 6 e 12 dias para CLgg e CLso, respectivamente;

As particbes das FHAL, FACT e FCLF foram as mais toxicas sobre P. xylostella;

Através das andlises por CLAE-DAD se evidencia a presenga de acetogeninas na
EHAM por meio da concentracdo da area (%) e do comprimento de onda (A);

Os flavonoides orientina e rutina em folhas da A.mucosa apresenta efeito inseticida
para P. xylostella;
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