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RESUMO GERAL

Propondo encontrar métodos alternativos de manejo para a traga-das-cruciferas, Plutella
xylostella (Lepidoptera: Plutellidae), objetivou-se com o presente trabalho estimar as
concentragOes letais (CLsp € Clgg), realizar o estudo fitoquimico biomonitorado do extrato
metanolico e etanolico das sementes de Annona crassiflora Mart. e Annona mucosa Jacq.
(Annonaceae). E dos extratos aquosos da parte aérea de Dioscorea rotundata Poir.
(Dioscoreaceae) e Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae) efetuar a prospeccdo dos
constituintes quimicos e avaliar a atividade inseticida em P. xylostella. A estimativa da (CLs
e CLgg) foi obtida através da formula de Finney (1971) realizada por analise Probit. Para A.
crassiflora foi de 0,0009 g.mL™ e 0,029 g.mL™, e para A. mucosa foi de 0,00004 g.mL™ e
0,0005 g.mL™, respectivamente, mostrando-se ativas positivamente & lagartas de P. xylostella.
As particOes oriundas das extracGes com solvente cloroformio (CHCL3) foram as mais ativas
nos testes de letalidade, com mortalidade registrada para A. crassiflora de 84% e 89% para A.
mucosa. Depois de avaliada a atividade, as particdes foram submetidas a fracionamento em
coluna de silica e as fracbes de A. crassiflora e A. mucosa obtidas da mistura de solventes
hexano e cloroférmio (HEX:CHCL3) (1:1) foram consideradas mais ativas e causaram 84 e
74% de mortalidade, respectivamente. No bioensaio de mortalidade realizado com as fracdes
oriundas do método de Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC) na concentracdo
0,00184% (CLys), resultou em fragdes com mistura de solventes hexano e acetato, na qual a
fracdo (HEX:ACOET) (3:7) da espécie A. crassiflora registrou mortalidade de 55% e a fracdo
(HEX:CHCL3) (1:1) 39-45 de A. mucosa com 72%. A purificacdo das fracGes de A. mucosa
oriundas de (MPLC), aliado a analise em RMN, resultou na identificacdo da acetogenina
squamocina. A estimativa das (CLsp) dos extratos aquosos de D. rotundata e C. ambrosioides
foram 0,0014 g.mL™ e 0,006 g.mL™" e dos extratos etandlicos foram 0,0352 g.mL™ e 0,4
g.mL™. Quanto a avaliacdo de atividade inseticida, ambas espécies e tipos de extratos foram
considerados ativos positivamente a lagartas de P. xylostella; no entanto, os extratos aquosos
foram mais ativos. Na analise da prospeccdo dos constituintes quimicos de D. rotundata e C.
ambrosioides, constataram-se a presenca de taninos flobafénicos, flavonas, flavonois,
xantonas, catequinas e saponinas, nas duas espécies. Desta forma, derivados das sementes de
A. crassiflora e A. mucosa mostram ser um componente eficaz no controle de P. xylostella,
assim como, o0s extratos aquosos de D. rotundata e C. ambrosioides, podem ser considerados
eficientes bioinseticidas para controlar o inseto-praga estudado.

Palavras-chave: Annonaceae. Controle alternativo. Traga-das-cruciferas.



GENERAL ABSTRACT

Proposing to find alternative management methods for diamondback moth Plutella xylostella
(Lepidoptera: Plutellidae), this study aimed to estimate the lethal concentrations (CLso and
CLygg), perform bioguided phytochemical study of the methanol and ethanol extract of Annona
crassiflora Mart. and Annona mucosa Jacg. (Annonaceae) seeds and aqueous extracts of the
aerial parts of Dioscorea rotundata Poir. (Dioscoreaceae) and Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae) and evaluate the chemical constituents and the insecticidal activity in P.
xylostella. Estimation of (CLsp and CLgg) was obtained from the formula of Finney (1971)
carried out through Probit analysis. For A. crassiflora, concentrations were 0.0009 g.mL*and
0.029 g.mL™?, and for A. mucosa, 0.00004 g.mLand 0.0005 g.mL™ respectively, being
positively active to P. xylostella caterpillars. Partitions originated from extraction with
chloroform (CHCIs) were the most active in lethality tests with mortality recorded for A.
crassiflora of 84% and 89% for A. mucosa. After assessing activity, partitions were submitted
to fractionation on a silica column and A. crassiflora and A. mucosa fractions obtained from
the mixture of hexane and chloroform solvents (HEX: CHCI3) (1:1) were found to be more
active and cause 84 and 74% mortality, respectively. The mortality bioassay conducted with
fractions derived from Medium-Pressure Liquid Chromatography (MPLC) at concentration
0.00184% (CLys) resulted in fractions with a mixture of hexane and acetate, in which the
(HEX:ACOET) (3:7) fraction of A. crassiflora species reported mortality of 55% and the
(HEX:CHCL3) (1:1) 39-45 fraction of A. mucosa of 72%. Purification of A. mucosa fractions
derived from (MPLC), combined with analysis in NMR resulted in the identification of
squamocin acetogenin. The estimate of (LCsg) of D. rotundata and C. ambrosioides aqueous
extracts were 0.0014 g.mL™ and 0.006 g.mL™ and ethanol extracts were 0.0352 g.mL™ and
0.4 g.mL™. Regarding the insecticidal activity evaluation, both species and types of extracts
were considered positively active to P. xylostella caterpillars; however, agqueous extracts were
more active. In the analysis of the chemical constituents of D. rotundata and C. ambrosioides,
the presence of tannins, flavones, flavonols, xanthones, catechins and saponins was observed
in both species. Thus, derivatives of A. crassiflora and A. mucosa seeds have shown to be
effective in controlling P. xylostella, and D. rotundata and C. ambrosioides aqueous extracts
can be considered efficient biopesticides to control the insect-pest under study.

Key Words: Soursop. Alternative Control. Diamondback moth.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ressurgimento das pesquisas com plantas inseticidas ocorreu em razdo da
necessidade de novas estratégias biorracionais mais adequadas ambientalmente. O emprego
de derivados botéanicos (bioinseticidas) tem ganhado importancia, em especial, nos sistemas
organicos, cujo mercado vem se expandindo rapidamente nos ultimos anos em todo o mundo
(MENDES et al., 2011). Entretanto, para 0 emprego de tal tecnologia ainda ha necessidade de
elucidar aspectos relacionados a composicdo quimica, toxicidade a organismos ndo alvos,
estabelecimento de formula¢Ges mais adequadas e um controle de qualidade mais adequado
(MENDES, 2012).

O Brasil abriga uma grande diversidade de plantas de varias familias botanicas, dentre
elas encontram-se as Annonaceae, Dioscoreaceae, Chenopodiaceae, entre outras, que contém
compostos secundarios bioativos com propriedades inseticidas (TAPONDJOU et al., 2002;
ESTRELA et al., 2006; TRINDADE et al., 2015).

Entre as principais familias botanicas com sucesso como fonte de substancias
inseticidas, tem-se a Annonaceae, que se destaca pela grande diversidade apresentando 2.500
espécies e 135 géneros descritos no mundo (CHATROU; RAINER; MAAS, 2004), tendo ja
sido registrados no Brasil, 29 géneros, compreendendo cerca de 388 espécies (LORENZI,
MATOS, 2002).

Estudos fitoquimicos tém identificado uma série de produtos naturais em espécies de
Annonaceae, com destagque para as acetogeninas (ACGSs), até entdo isoladas de um pequeno
namero de géneros (Annona, Asimina, Xilopia, Goniothalamus e Uvaria). As ACGs possuem
estruturas diversificadas e poderosas propriedades citotoxicas, com aplicagcdes potenciais na
geragdo de farmacos (compostos antitumorais) e de inseticidas agricolas (COLOM et al.,
2007; 2008; BLESSING et al., 2010).

Pesquisas apontam que a familia Annonaceae, possue em sua composic¢ao as ACGs,
como sendo potencialmente promissores no controle de varios grupos de insetos
(NASCIMENTO et al., 2003), tais como Annona crassiflora (Mart., 1841) (LIMA, 2005),
Annona coriacea (Mart., 1841) (MORAES, 2009), Annona muricata (Linnaeus, 1753)
(PARRA-HENAO et al., 2007), entre outros. Todavia, para extrair tais metabolitos com agéo
inseticida, € necessario considerar a natureza quimica dos compostos e, principalmente, a
composicao do solvente utilizado (CHIRINOS et al., 2007).

Banaag, Honda e Shono (1997) relataram que fracfes de alcaloides extraidos de

Dioscorea hispida (Dioscoriaceae) possuem atividade anti-alimentar e efeitos toxicos sobre a
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traca-das-cruciferas, Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), além de
afetar o seu desenvolvimento.

Espécies da familia Chenopodiaceae possuem atividade moluscicida (HMAMOUCHI;
LAHLOU; AGOUMI, 2000), fungicida (VARGAS et al., 1997; DELESPAUL et al., 2000),
nematicida (INSUNZA; ABALLAY; MACAYA, 2001), larvicida (MORSY TOSSON et al.,
1998), alelopatica (OSORNIO; KUMAMOTO; WASSER, 1996) e antibacteriana (LALL,
MEYER, 1999). No Brasil, a espécie Chenopodium ambrosiodes L. popularmente conhecida
como erva-de-Santa Maria, mastruz ou mastruco, e seu uso é largamente difundido em todo o
pais (DI STASI et al., 1989).

O mastruz, dependendo da dose, contém toxidez que é causada por um monoterpeno
constituinte de seu 0Oleo essencial denominado ascaridol, cujo teor no 6leo nunca é inferior a
60% (SOUSA et al.,1991). No entanto, o estudo de C. ambrosioides justifica-se: por suas
propriedades moluscicida, fungicida, alelopatica e larvicida e por contribuir para um melhor
conhecimento desta espécie botanica.

O inseto-praga P. xylostella, é considerada, na Asia e nas Américas, uma praga que
causa sérios danos aos cultivos de espécies da familia Brassicaceae, sendo a principal praga
de Brassica oleracea var. capitata (CASTELO BRANCO; MEDEIRQOS, 2001; MACHADO
et al., 2007). Segundo Silva et al. (1993), pode atacar também Brassica oleracea var. botrytis
e Brassica oleracea var. acephala. Pode ocorrer em todo o territério brasileiro e, dependendo
da regido e época de plantio, reduz consideravelmente o valor comercial da cultura (MELO;
CASTELO BRANCO; MADEIRA, 1994).

Furlong; Wright; Dosdall (2013) relataram que os danos causados por P. xylostella
gera um prejuizo mundial de 4 a 5 bilhGes de ddlares anualmente, desses, 1,4 bilhdo é
referente ao seu controle. No Brasil, quanto em outros paises produtores, esta praga pode
ocasionar reducdes de até 60% na producdo (IMENES et al., 2002).

Dessa forma, o objetivo neste estudo, foi de realizar um estudo fitoquimico
biomonitorado do extrato metandlico e etandlico das sementes de Annona crassiflora, Annona
mucosa e prospeccdo fitoquimica dos extratos aquosos e etanolicos da parte aérea de
Dioscorea rotundata e Chenopodium ambrosioides, para isolar e caracterizar 0 composto

ativo majoritario responsavel pela bioatividade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais sobre Plutella xylostella

O fator mais importante na reducdo da producdo de bréssicas em plantios comerciais
nas diferentes regides de cultivo do mundo tem sido a ocorréncia de P. xylostella (DICKSON
et al., 1990). No Brasil, a presenca desta praga tem sido constatada durante todo o ano
(CASTELO BRANCO; GUIMARAES, 1990; BARROS et al., 1993; MELO; CASTELO
BRANCO; MADEIRA, 1994; LOGES, 1996) e, por isso, ela tem se tornado alvo de
pesquisas em todas as regides produtoras, visando a obtencdo de medidas de controle
tecnicamente mais adequadas, economicamente satisfatorias e ecologicamente corretas.

Dependendo da regido geografica e da época do ano (MAHAR et al., 2004), a
infestagdo da P. xylostella em bréssicas pode ser, tanto nas folhas novas quanto nas velhas,
ocasionando uma redugdo no crescimento da planta, na area foliar e, consequentemente,
interferindo no produto final (CZERPAK et al., 2005). A P. xylostella causa danos severos
nas plantas, principalmente em épocas secas do ano, podendo ocasionar perdas totais nos
campos de producdo (CASTELO BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997). O dano é
agravado porque ela ataca principalmente a folhagem, exatamente o que se retira para
consumo e comercializagéo.

Segundo Medeiros (2004), as maiores injurias causadas pelo inseto ocorrem na fase
larval, em que ap6s a eclosdo, a pequena lagarta penetra nas folhas. Nesta fase o controle é
dificultado, porque esta protegida alimentando-se do parénquima foliar. Apds esse periodo a
lagarta passa a consumir toda a superficie foliar, caules e brotos vegetativos de repolhos,
couve e ainda das inflorescéncias, no caso de couve-flor e couve-brécolis.

Considerando-se que o custo de manejo da traca-das-cruciferas foi mais de US$ 1
bilhdo em 1993 (TALEKAR; SHELTON, 1993) e levando em conta a inflagdo, o valor atual
liquido deste montante € de US$2,65 bilhGes dolares assumindo uma inflagdo de 5% ao ano,
sendo US$1,81 bilhdo de dolares a taxa de 3% que ¢é aplicado. Além disso, tem ocorrido um
aumento drastico em Bréassicas (aumento de 39%) das areas de producdo desde 1993 e agora
h& uma éarea de cultivo adicional de 12 milhdes ha/ano disponivel para a praga que requer
protecdo (FAOSTAT, 2012).

Os ovos de P. xylostella medem menos de 1 mm de comprimento e de forma oval. As
fémeas podem pdér em média 160 ovos num ciclo de 15 a 35 dias dispostos preferencialmente
na regido ventral e proximo a nervura central das folhas (MEDEIROS et al., 2003).

Apds trés a quatro dias as lagartas eclodem e penetram nas folhas passando a se
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alimentar da epiderme inferior, medem cerca de 2 mm (MEDEIROS et al., 2003) e constroem
galerias nesta fase (Figura 1A). Em um periodo de 3 a 4 dias, as lagartas abandonam as minas
passando a alimentar de todo o tecido foliar, podendo consumir inicialmente a superficie
inferior caracteristicas do dano da praga (Figura 1B). Podem também alimentar-se de pontos
de crescimento das folhas impedindo sua formacdo (RUEDA; SHELTON, 1995).

Figura 1 - Ciclo bioldgico de Plutella xylostella. (A) fase embrionéaria, (B) fase larval, (C) fase
pupal e (D) fase adulta.

Fonte: (Autor, 20165

Monnerat (1995) relatou que inicialmente as lagartas de P. xylostella s&o
esbranquicadas com a cabeca preta, adquirindo posteriormente uma coloragdo verde-clara
com a cabeca parda. Quando perturbadas, tendem a se contorcerem e recuarem, podendo até
cair das folhas; quando isso ocorre, elas ficam penduradas por um fio de seda, por onde
retornam a folha. Além disso, a traca-das-cruciferas possui quatro instares, sendo que no
ultimo ha a formacao da pupa.

Para transformarem-se em pupas, tecem um casulo, facilmente reconhecido por ser
constituido de pequenas malhas, na face inferior das folhas (Figura 1C). Apds cerca de quatro
dias de pupa, emerge um microlepiddptero (Figura 1D). Nos machos a margem posterior das
asas anteriores é branca e na posic¢ao de repouso forma uma mancha alongada caracteristica
sobre a face dorsal (MONNERAT, 1995; BIOCONTROLE, 2013). Os adultos sdao mais ativos
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no final da tarde e inicio da noite, € nesse momento quando ocorre o acasalamento e a postura,
cuja fémea pode colocar os ovos por até quatro dias (HARCOURT, 1954).

A duracdo do ciclo biolégico da traca-das-cruciferas varia conforme a temperatura
(MEDEIROS et al., 2003), tendo sua duracdo reduzida em temperaturas mais elevadas. Em
15,56 °C, o ciclo de ovo a adulto é de 27 dias, podendo ocorrer até 14 geragdes por ano. Em
26,67 °C, o ciclo de vida é de 11 dias, chegando a ocorrer até 30 gera¢Bes do inseto por ano.
Castelo Branco; Franca; Villas Boas (1997), estimaram o periodo para eclosdo da lagarta
entre 3 a 4 dias. Segundo Ho (1965) a duracdo do periodo larval pode variar de 6 a 30 dias,
dependendo da temperatura. Medeiros et al. (2003), mostraram resultados da duracdo pupal
entre 3 a 5 dias. Além disso, Harcourt (1967) relatou que a longevidade dos adultos chega a
ser de 7 a 47 dias para as fémeas, numa média de 16,2 dias e os machos vivem de 3 a 58 dias,
numa média de 12,1 dias. A postura comeca ao anoitecer do dia seguinte a emergéncia das
mariposas adultas, atingindo o pico de oviposi¢éo cerca de duas horas mais tarde e as fémeas
colocam 160 ovos em média, podendo chegar a mais de 300 ovos. Esse nimero pode ser
influenciado pelo fotoperiodo, temperatura, idade e alimentacdo da lagarta.

Na maioria das vezes, para seu controle, os agricultores utilizam intensivamente
produtos quimicos para minimizar os danos causados por essa praga (SARFRAZ; KEDDIE,
2005). Entretanto, os usos desses produtos, de forma indiscriminada, tém causado danos ao
ecossistema devido a sua toxicidade, facilitando assim o surgimento de geracdes de insetos
mais resistentes e também afetando ndo s6 as pragas alvo como também espécies benéficas
(VILLAS BOAS; CASTELO BRANCO; GUIMARAES, 1990; GONCALVES, 1997;
TORRES, 2000). Esses produtos, também tém possibilitado a contaminacdo das culturas com
residuos toxicos prejudicando a salde humana e animais de pequeno e médio porte
(OLIVEIRA; VENDRAMIM; HADDAD, 1999).

2.2 Taticas de controle de Plutella xylostella

O dificil controle desta praga € devido em grande parte a resisténcia genética aos
inseticidas. O controle apenas bioldgico ou quimico néo € o suficiente, logo uma combinacgéo
dessas e outras taticas sdo necessarias (MAU; KESSING, 2007).

2.2.1 Controle Bioldgico

O manejo da traga-das-cruciferas pode ser feito lancando mao de diversos métodos.
Dentre eles, o controle biolégico oferece uma solucdo para o controle sustentavel
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(GODONOU et al., 2009). Esse método pode ser feito utilizando o predador de ovos e larvas
Ceraeochrysa claveri (Navés, 1911) (Neuroptera: Chrysopidae) (ALMEIDA et al., 2009) ou
com diversos parasitoides (CASTELO BRANCO; MEDEIROS, 2001), como o de ovos, de
espécies do género Trichogramma Westwood (Hymenoptera: Trichogrammatidade)
(PEREIRA et al., 2007, PRATISSOLI et al., 2008) e o parasitoide de larvas e pupas Oomyzus
sokolowskii (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera: Eulophidae), importante agente de controle
natural em varias regides produtoras (FERREIRA; BARROS; TORRES, 2003; TORRES;
BARROS; TORRES, 2009) e agentes entomopatogénicos como o fungo Beauveria bassiana
(Vuillemin, 1912) (GODONOU et al., 2009) e a nematoides entomopatogénicos dos géneros
Steinernema e Heterohabditis (Razek e Gowen, 2002).

Os parasitoides e predadores de P. xylostella ocorrem naturalmente e podem reduzir a
populacdo na geracdo subsequente, desempenhando um papel importante no controle
biologico. Mais de 90 parasitoides de P. xylostella sdo conhecidos em diferentes partes do
mundo, muitos dos quais ocorrem constantemente junto a praga. Altos niveis de parasitismo
tém sido reportados para manter baixos os niveis da traca-das-cruciferas em muitas partes do
mundo (WATERHOUSE, 1987).

No Brasil, muitos parasitoides sdo encontrados em campos de producdo de bréssicas
parasitando traca-das-cruciferas, sendo comuns Diadegma sp., Apanteles sp. e Cotesia
plutellae (Kurdjumov, 1912) (Hymenoptera: Braconidae) (MONNERAT et al., 2000).

As espécies de parasitoides que possuem potencialidade para o controle de P.
xylostella sdo Diadegma semiclausum (Hellen, 1949) (Hymenoptera: Ichneumonidae), que é
parasitoide larval e pupal, Diadromus collaris (Gravenhorst, 1829) (Hymenoptera:
Ichneumonidae), parasitoide pupal, Cotesia vestalis (Haliday, 1834) (Hymenoptera:
Braconidae), um parasitoide larval, O. sokolowskii , parasitoide larval-pupal, dentre muitos
outros (FURLONG; WRIGHT; DOSDALL, 2013).

Segundo Furlong, Wright e Dosdall (2013), ndo existem muitos trabalhos na area dos
artropodes predadores. O motivo dos mesmos serem poucos estudados esta relacionado ao
fato da dificuldade de se avaliar ecologicamente a contribuicdo desses predadores no controle

de P. xylostella.

Brito et al. (2009) estudando o desenvolvimento ninfal de Orius insidiosus (Say, 1832)
(Heteroptera: Anthocoridae), observaram que este ndo foi alterado durante os trés primeiros
instares, independentemente da presa utilizada. No entanto, a duracdo do quarto estadio ninfal
foi maior para ninfas que se alimentaram de ovos de Anagasta kuehniella (Zeller, 1879)
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(Lepidoptera: Pyralidae) (3,21 dias) diferindo das que predaram ovos de P. xylostella (2,33
dias). No quinto estadio ninfal houve uma inversdo nesses resultados e as ninfas que se
alimentaram de ovos de P. xylostella tiveram tempo de desenvolvimento maior que sob

alimentacdo com ovos de A. kuehniella.

Ninfas e adultos do percevejo Podisus nigrispinus (Dallas, 1851) (Hemiptera:
Pentatomidae) alimentaram-se de lagartas de primeiro instar de P. xylostella quando
submetidas a teste de predacdo. No entanto, ovos da presa que também foram ofertados, ndo
foram consumidos pelos percevejos. Taxas de duracdo de instar em P. nigrispinus variaram de
4,6 a 8,0 dias e a de sobrevivéncia diminuiu ao longo do desenvolvimento, com 53,3%
sobrevivendo até o terceiro instar e 16,7% ao quarto instar. Apenas 30% das ninfas de P.
nigrispinus sobreviveram até o quinto instar, mas, ndo atingiram a idade adulta, resultando em
100% de mortalidade das ninfas no quinto instar, quando ovos ou lagartas de primeiro instar
foram a fonte alimentar (VACARI et al., 2013).

Quando analisada a sobrevivéncia de ninfas de P. nigrispinus, esta foi elevada, em
torno de 96% do terceiro ao quinto instar e 100% para ninfas de quarto instar alimentadas
com P. xylostella, independente do estagio presa. O numero de lagartas consumidas foi
sempre maior do que o nimero de pupas consumidas durante todos os estadios do predador
(VACARI et al., 2013).

Estudos em laboratério com fungos entomopatogénicos mostraram que Beauveria
bassiana (Vuillemin, 1912) é virulento a P. xylostella, proporcionando concentracdo letal
(CLso) para o isolado ESALQ-447 de 8,6 x 10° conidios.mL™ (SILVA et al., 2003). Em teste
de campo, B. bassiana controlou a traga-das-cruciferas, proporcionando menor nimero de
lagartas vivas por planta e maior peso médio das cabecas de repolho de aproximadamente trés
vezes (GODONOU et al., 2009).

Em outro estudo, lagartas da traca-das-cruciferas foram expostas a folhas de couve
mergulhadas em suspensdo de conidios (10® conidios.mL™) de oito isolados dos fungos B.
bassiana e Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorok por um minuto. Foi observada
mortalidade variando de 20 a 94%, sendo os isolados Bba5653 de B. bassiana e Mal82 de M.
anisopliae os que causaram maior mortalidade larval, 94 e 90%, respectivamente, sendo a
maior mortalidade confirmada observada para o isolado Bba5653 (31%) (GODONOU et al.,
2009).

Foi constatado sinergismo de B. bassiana com O6leo de mamona nas formas de

pulverizacgdo sobre folha (F4 25 = 11,40; P < 0,0001) e sobre folha com lagartas (F4, 25 = 23,38;
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P < 0,0001). Na pulverizagdo sobre folha e sobre folha com lagartas, a mistura do isolado
ESALQ-447 com o 6leo de mamona foi estatisticamente superior quanto & mortalidade de
lagartas que os dois tratamentos pulverizados isoladamente, sendo o0 mesmo resultado
observado para o Boveril® PM, ficando caracterizado o sinergismo sobre a traca-das-
cruciferas (RONDELLLI, 2010).

Com nematoides entomopatogénicos, Razek e Gowen (2002) observaram que a
combinacdo de nematoides dos géneros Steinernema e Heterohabditis com extrato de plantas

de nim pode ser favoravel para o controle de P. xylostella.

2.2.2 Controle cultural

Uma das grandes dificuldades para o controle das traca-das-cruciferas se deve,
sobretudo ao fato de geralmente as areas de cultivo ser pequenas e cultivadas o ano todo com
plantas de diferentes idades. Isso permite a multiplicacdo da praga nos locais de cultivo.
Assim sendo, plantios sucessivos de brassicas devem ser evitados, a fim de ndo prover
hospedeiros para a praga continuamente (CASTELO BRANCO; FRANCA,; VILLAS BOAS,
1997).

Durante os periodos de chuvas e alta umidade, quando existem goticulas de agua, mais
da metade das trés primeiras fases larvais morrem por afogamento (WATERHOUSE, 1987).
A irrigacdo por aspersdo efetuada durante a noite reduz o acasalamento e pode contribuir para
diminuir a populacdo da praga na area. Irrigacdes efetuadas durante o dia podem contribuir
para a reducdo da populacdo da traca-das-cruciferas atraves da remoc¢do dos ovos na planta
(OLIVEIRA, 2000).

Os restos culturais devem ser removidos imediatamente apds a colheita das culturas
para ajudar a evitar a permanéncia do inseto e posteriores migracfes para plantas jovens em
areas adjacentes (MAU; KESSING, 2007).

2.2.3 Controle por Resisténcia de plantas

A resisténcia de plantas a P. xylostella tem sido avaliada com base em duas
caracteristicas principais: a cerosidade da superficie foliar, determinada pelo teor de alcano e
0 teor de sinigrina presente nas folhas (EIGENBRODE; SHELTON; DICKSON, 1990;
EIGENBRODE et al., 1991; SPENCER, 1996; SPENCER; PILLAI; BERNAYS, 1999;
ULMER et al., 2002; THULLER; BORTOLI; HOFFMAN-CAMPO, 2007).
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Segundo Halkier; Gershenzon (2006) e Hopkins; Van Dam; Van Loon (2009), os
glicosinolatos sdo compostos que atuam como metabdlitos secundéarios de plantas, consistindo
numa barreira quimica em resposta a desafios bioticos, reduzindo o dano causado por
fitopatdgenos, insetos-praga, invertebrados aquaticos, passaros e alguns mamiferos. Os
mecanismos de a¢do dos glicosinolatos ndo sdo totalmente conhecidos, porém acredita-se que
sua toxicidade esteja associada a sua reacdo com grupos amino e sulfidrila das proteinas
(KAWAKISHI; KANEKO, 1987).

As plantas respondem a injdria provocada por insetos pelo acumulo de altos niveis de
glicosinolatos a nivel sisttmico, aumentando sua resisténcia a ataques subsesquentes
(AGRAWAL et al., 2002; MEWIS et al., 2005; VAN DAM; RAAIJMAKERS; VAN DER
PUTTEN, 2005).

Villas Boas et al. (2003) observaram que o controle do nivel de dano de P. xylostella
associado a linhagens de gendtipo resistente de repolho reduziu o nimero de aplicacfes de

inseticidas de quatro para trés semanas.

2.2.4 Controle Quimico

O método mais utilizado para o controle de P. xylostella é o quimico. Muitas vezes é
realizado de forma preventiva, por meio de produtos ndo seletivos em regime de aplicagéo de
uma a duas vezes por semana (MAZLAN; MUMFORD 2005; GRZYWACZ et al., 2010),
resultando no gasto de 1,4 bilhdo de ddlares anualmente para o controle ao se considerar o
regime de aplicacdo semanal (ZALUCKI et al., 2012).

Apesar das alternativas utilizadas para minimizar as injarias causadas por P.
xylostella, o principal método utilizado pelos agricultores, por sua eficicia e facilidade de
execucdo, ainda continua sendo o controle quimico (FRANCA et al., 1985; MEDEIROS;
BOICA JUNIOR; TORRES, 2005), que tem como consequéncia: 0 aumento da poluico
ambiental, alteracdo nas populacgdes de inimigos naturais, problemas na saude do agricultor e
0 desenvolvimento da resisténcia da praga em campo (GEORGHIOU, 1983), ocasionada,
principalmente, pela alta presséo de selecéo dos inseticidas (OLIVEIRA, 2009).

Segundo Georghiou (1983), a resisténcia de insetos a inseticidas pode ser considerada
um dos mais sérios problemas enfrentados na agricultura. Conforme relatou Vasquez (1995),
a P. xylostella € o segundo artropode mais resistente do mundo a inseticidas. Estudos de
resisténcia a inseticidas em P. xylostella, revelam que esta praga ja adquiriu resisténcia a 76
compostos quimicos (WHALON, 2008).
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As classes de inseticidas geralmente utilizadas pelos agricultores no controle de P.
xylostella incluem, organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides (CASTELO
BRANCO; FRANCA; VILLAS BOAS, 1997; CASTELO BRANCO, 1998; LIU; SPARKS;
CHEN, 2003; FURLONG; WRIGHT; DOSDALL, 2013).

Jé& existem no Brasil produtos registrados para o controle dessa praga nas culturas do
agrido (Nasturtium officinale R. Br.), alface (Lactuca sativa L.), alfafa (Medicago Sativa L.),
brécolis (Brassica oleracea var. Italica), beterraba (Beta vulgaris L.), couve (Brassica
oleracea var. Acephala), chicéria (Chicorium intybus L.), couve-flor (Brassica oleracea var.
Botrytis), algoddo (Gossypium hirsitum L.), canola (Brassica napus L.), couve-de-bruxelas
(Brassica oleracea var. Germmifera), couve-chinesa (Brassica rapa var. Pekinensis) e repolho
(Brassica oleracea var. Capitata) (AGROFIT, 2015).

2.3 Aspectos gerais sobre o uso de plantas inseticidas

Os produtos naturais para uso direto no controle de pragas sdo representados
principalmente por extratos aquosos e pds secos, 0s quais sdo produzidos na prépria
propriedade rural, a partir de espécies disponiveis localmente, contribuindo, dessa forma, para
a reducdo da dependéncia tecnolégica dos pequenos agricultores (MENEZES, 2005).

A percepcao da opinido publica em relacdo ao fato dos produtos naturais serem mais
seguros, quando comparados aos sintéticos, tem gerado grandes incentivos para o
desenvolvimento e sintese de novos bioinseticidas. De tal forma, apesar dessa afirmacdo nao
ser amplamente elucidada em estudos cientificos, 0 mercado permite precos especiais para
produtos com certificacdo organica ou naturalmente produzidos (VILELA; DELLA LUCIA,
2001).

As plantas sdo ricas em substancias bioativas, que sdo, frequentemente, ativas contra
um namero limitado de espécies. Algumas ndo especificas, muitas vezes sdo biodegradaveis e
apresenta baixa ou nenhuma toxicidade a mamiferos. Assim, o estudo pode acarretar no
desenvolvimento de novas classes de agentes de controle mais seguras (KIM et al., 2003).

Segundo Roel (2001), a utilizagdo dessas plantas representa inUmeras vantagens
guando comparada ao emprego de produtos sintéticos, pois, 0s compostos naturais sdo obtidos
a partir de recursos renovaveis, sendo rapidamente degradaveis e, ainda, sdo de facil acesso e
obtencgdo para os agricultores, 0 que representa um menor custo de producdo. Além disso, o
desenvolvimento da resisténcia dos insetos a essas substancias, constituidas pela associacao

de vérios principios ativos, € um processo lento. Somado a isso, em contraponto aos dados
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que elevam o consumo brasileiro no ranking dos agroquimicos sintéticos, o Brasil é também o
pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000
espécies catalogadas, de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (SIMOES et al., 2007).
Desse modo, segundo Biermann (2009), é importante que sejam desenvolvidas linhas de acdo
voltadas para o aproveitamento de espécies vegetais pelo homem, aliada a manutencdo do
equilibrio dos ecossistemas naturais.

S&o inumeras as plantas possuidoras de atividade inseticida, e muitas precisam ser
estudadas e introduzidas, quando possivel nas propriedades agricolas, como forma alternativa
de controle de pragas (MENEZES, 2005).

Compostos derivados de espécies vegetais tém mostrado grande potencial para o uso
no manejo de populacdes de insetos-praga, tanto por meio de preparacdes caseiras para uso
direto na propriedade ou como modelo quimico para o desenvolvimento de novos inseticidas
sintéticos (VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000; ISMAN, 2006). Mais de 200 mil
metabolitos sdo atualmente conhecidos, entretanto, acredita-se que esse nimero represente
apenas 10% da possivel riqueza desses compostos existentes da natureza (DIXON; STRACK,
2003).

Apesar das vantagens declaradas, como a acdo e degradacdo rapidas, toxicidade baixa
a moderada para mamiferos, maior seletividade e baixa fitotoxicidade, os inseticidas
botanicos apresentam algumas desvantagens como necessidade de utilizacdo de composto
sinergista, baixa persisténcia, caréncia de pesquisas, escassez do recurso natural, necessidade
de padronizacdo quimica e controle de qualidade, dificuldade de registro e custo (ISMAN,
2000; COSTA,; SILVA; FIUZA, 2004; MENEZES, 2005).

Uma das principais limitacdes ao uso dos produtos de origem vegetal no campo, talvez
seja a disponibilidade de matéria-prima, uma vez que, experimentos em laboratério sdo
realizados com pequenas quantidades de extratos vegetais, diferentemente do que ocorre em
areas cultivadas, quando grandes quantidades de matéria-prima s@o necessarias (COSTA et
al., 2009). Além disso, a falta de dados relacionados a fitotoxicidade, a persisténcia e aos
efeitos sobre organismos benéficos e as dificuldades relacionadas ao isolamento de principios
ativos e a concentragcdo em diferentes partes vegetais, também sdo algumas barreiras a serem
rompidas e mais estudos nesta area sao necessarios (ISMAN, 2000; COSTA; SILVA; FIUZA,
2004; MENEZES, 2005).

Devido as pequenas quantidades disponiveis normalmente para realizacdo de
bioensaios em laboratdrio, os extratos provenientes de diversas espécies vegetais sdo testados

e selecionados em doses Unicas por meio de testes preliminares e triagens sobre os insetos-
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modelo em diferentes estudos (MAIRESSE, 2005). De uma maneira geral, a pesquisa inicia-
se com extratos brutos de plantas preparados com diversos solventes, tais como hexano,
diclorometano, acetato de etila, etanol, metanol e agua. Em seguida, 0s extratos ativos sdo
fracionados por meio de métodos cromatograficos e as fragdes obtidas sdo testadas
novamente, repetindo-se o processo até a obtengdo do(s) composto(s) ativo(s) (SHAALAN et
al., 2005).

Dessa forma, apos a realizacdo de tais testes, 0s extratos mais promissores passam a
ser avaliados separadamente em diversas doses, por meio de experimentos mais “refinados”
ou ainda servindo como preparativo para a elaboracéo de testes com compostos fracionados
(MAIRESSE, 2005), para depois entdo, serem submetidos a uma analise do mecanismo de
acao biologica, sendo essa etapa a mais complexa, pois exige a combinacdo de técnicas
avancadas de biologia molecular, bioquimica e eletrofisioldgica (CALIXTO, 2001).

Nesse contexto, a busca de novos fitoprotetores botanicos constitui-se num campo de
pesquisa aberto, amplo e continuo, pois a grande variedade de substancias presentes na flora
nacional continua sendo um enorme atrativo na area do manejo de insetos, principalmente
levando-se em consideracdo que apenas uma pequena parcela de plantas foi investigada com
tal finalidade (GRAVENA, 1992; SCHMALTZ; SANTOS; GUTERRES, 2005).

2.4 Utilizacdo de plantas com potencial no controle de Plutella xylostella

O controle de pragas com a utilizacdo de métodos de controle alternativos,
especificamente com extratos vegetais, vem sendo estudado para minimizar o uso de
inseticidas quimicos. Tais métodos podem favorecer principalmente o pequeno agricultor, ja
que sdo de facil utilizagdo, ndo exigindo pessoal qualificado, sdo mais baratos, além de
poderem ser produzidos na propria propriedade, facilitando a sua utilizacdo
(MAZZONETTO; VENDRAMIM, 2003).

No Brasil, tem-se avaliado a acdo de extratos vegetais de diversas plantas sobre o
desenvolvimento de P. xylostela (MEDEIROS et al., 2002a), sendo estes estudos direcionados
para a determinacdo da acdo ovicida (TORRES et al., 2002b), repeléncia (MEDEIROS et al.,
2002b) e determinagdo da Concentracdo Letal Média (CLsp) (TORRES et al., 2002a), além da
avaliacdo da acdo sistémica dos ingredientes ativos dos extratos de plantas como o nim
Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae) (ALMEIDA JUNIOR; BOICA JUNIOR; TORRES,
2002).
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Ao avaliar o efeito de extrato aquoso de nim, sobre a biologia de P. xylostella,
TORRES et al. (2006) verificaram que a CLso para lagartas de primeiro instar desse inseto foi
de 0,06%, enquanto a dose letal desse mesmo extrato foi de 0,60% m/v.

Dequech et al. (2009) observaram que extratos aquosos a 10% p/v de folha e de ramo
de Melia azedarach L. (Meliaceae), e do p6 de Nicotiana tabacum L., além do bioinseticida
comercial DalNeem® a 10% v/v, reduziram a oviposicdo de P. xylostella em folhas de couve
e a utilizagdo de extrato de po-de-fumo, DalNeem® e de ramo de cinamomo controlaram
eficientemente lagartas de P. xylostella a partir do segundo, do quinto e do sexto dia apos a
aplicacdo, respectivamente.

Sharma et al. (2012) avaliaram extratos de Spilanthes acmella (Linnaeus, 1767)
(Asteraceae) obtidos de diferentes solventes (hexano, metanol e acetato de etila) na biologia
de P. xylostella e concluiram que em todos 0s casos obtiveram resultados promissores, com a

CLso de 1,5 pg.L™ para o acetato e 5pg.L™ para os demais extratos.

Extratos etandlicos do género Croton foram testados em P. xylostella e os que
apresentaram maior toxicidade as lagartas foram os extratos de folhas de Croton rhamnifolius
(Euphorbiaceae), pois requereu menor quantidade (14,95 pug mL™) para causar 50% de
mortalidade na populacéo, seguido dos extratos de C. rhamnifolius (caule), C. jacobinensis
(Baill., 1864) (caule), C. jacobinensis (folha), C. sellowii (Baill., 1864) (folha), C. sellowii
(caule) com valores de CLsy de 42.4; 116,21; 183,85; 801,36; 1252,00ug mL™?,
respectivamente (SILVA, 2007).

Segundo Bandeira (2009) extratos vegetais de Muntingia calabura L.
(Muntingiaceae), Piper marginatum Jacq. (Piperaceae), Citrus reticulata x Citrus sinensis e
Citrus reticulata Blanco (Rutaceae) e Melaleuca leucadendra L. (Myrtaceae) foram testados
em P. xylostella e se apresentaram tdxicos as lagartas. A toxicidade observada variou de
acordo com a matriz vegetal e o solvente utilizado. As lagartas de P. xylostella foram mais
sensiveis aos extratos etandlicos das flores de M. calabura, que promoveu 99,57% de
mortalidade, seguido por extratos etanoélico dos frutos (89,53%) e extrato hexanico dos frutos
(87,09%).

De acordo com Boica Junior et al. (2005), a mortalidade larval de P. xylostella foi
afetada pelos extratos aquosos das espécies vegetais na concentracdo de 10% p/v sendo o0s
extratos de Enterolobium contortisilliguum (Vell.) (Fabaceae), N. tabacum , Sapindus
saponaria (L.) (Sapindaceae) (frutos) e Trichilia pallida (Swartz.) (Meliaceae) (ramos) o0s

mais eficientes, causando 100% de mortalidade das lagartas.
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Onody (2009) observou alta taxa de mortalidade larval com os extratos obtidos das
folhas de Coriandrum sativum (L.) (Apiaceae), especialmente os etanolicos e hexanicos. Em
concentracdes acima de 25% foi obtida 100% de mortalidade larval de P. xylostella. Com os
extratos de Allamanda cathartica (L.) (Apocynaceae), as maiores mortalidades larvais
também foram obtidas com os extratos etandlicos e hexanicos. Ambos 0s extratos, em
concentragdes maiores que 15%, provocaram mortalidade larval superior a 80%. As
porcentagens de mortalidade observadas apresentaram-se maiores com 0 aumento das
concentracgdes, sendo insuficiente para ser distinguido estatisticamente.

No estudo de avaliacdo dos aspectos bioldgicos de P. xylostella realizado por Jesus et
al. (2011), lagartas alimentadas com os discos foliares de diferentes tratamentos dos extratos
de A.indica, S. saponaria e Stryphnodendron adstringens (Mart.) (Fabaceae) apresentaram
menor peso. Em relacdo ao peso médio de pupas houve diferenca significativa entre os
tratamentos, sendo que as tratadas com extrato de Dimorphandra mollis Benth. (Fabaceae)
apresentaram os maiores valores e as alimentadas com A. indica e S. saponaria tiveram 0s
menores valores.

O uso de extratos vegetais ressurge como uma Opcao para 0 manejo integrado de
pragas e que, associado a outras praticas, pode contribuir para a reducao de doses e aplicagdes
de inseticidas quimicos sintéticos, que apresentam problemas aos organismos benéficos e ao
meio ambiente (MACHADO et al., 2007). Sabendo da necessidade de informacdes sobre a
acdo de extratos de plantas, estudos a respeito, com plantas da familia Annonaceae tém
aumentado significativamente, visando demonstrar a utilidade deste grupo vegetal sobre

diversas espécies de insetos.

2.5 Annonaceae

2.5.1 Consideracdes gerais sobre a familia Annonaceae

A familia Annonaceae € constituida por cerca de 100 géneros e aproximadamente
2.300 espécies (CHATROU et al., 2012). As plantas dessa familia possuem caracteristicas
primitivas, como gineceu apocarpico, estames livres e numerosos, distribuidos em forma de
espiral em torno do receptaculo floral. Apresentam-se amplamente distribuidas,
principalmente em regibes tropicais. As anonaceas englobam um grupo de frutiferas de
importancia econdbmica em diversos paises como Chile, México, Venezuela, Austrélia e

Brasil.
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No Brasil, existem 29 géneros e 386 espécies de Annonaceae, distribuidas
principalmente na Amaz6nia, mas também em outros biomas, como a Mata Atlantica e o
Cerrado. E uma importante familia de plantas constituintes da flora nacional, com espécies
produtoras de frutos para consumo in natura e para uso na medicina popular (CHATROU,
RAINER; MAAS, 2004).

Estas culturas s&o encontradas desde o norte do Pais, até o Estado de S&o Paulo. Foi na
regido semi arida do Nordeste que o cultivo destas fruteiras se espalhou. Nos Estados da
Bahia, Pernambuco, Alagoas, Minas Gerais e Sdo Paulo encontram-se plantios irrigados com
bom nivel tecnolégico. Na regido Nordeste, a Bahia é o principal produtor seguido dos
estados de Pernambuco e Alagoas (BRAGA SOBRINHO, 2010).

E considerado muito importante economicamente, principalmente pela producio de
frutos de grande interesse comercial. As espécies de maior interesse sdo a cherimdia (Annona
cherimola Mill.), a pinha ou fruta-do-conde (Annona squamosa L.), atemoia (hibrido: A.
squamosa x A. cherimola) e a graviola (A. muricata) (LORENZI; MATOS, 2002). Ressalta-se
ainda que, em diversos paises, algumas anonaceas sdo utilizadas, pelas populacbes rurais,
como controladoras da fertilidade, para produzir esterilidade temporaria, sendo muito comum,
inclusive no Brasil, 0 uso do extrato de sementes de A. squamosa como abortivo
(DAMASCENO et al., 2002).

Estima-se que haja em torno de 10.000 hectares de pinha, 2.500 de graviola, 1.000 de
atemoia e 120 de cherimoia no Brasil. Em 2005 foram comercializadas 2.727 toneladas de
pinha e 1.719 toneladas de atemdia a um preco médio de R$ 14,00 a caixa de pinha com 3,7kg
enquanto que a atemoia variou entre 12,50 e 21,00 reais a caixa (BRAGA SOBRINHO,
2010). O volume de anonéaceas na Ceasa do Estado de S&o Paulo cresceu 27% entre 0s anos
de 2007 e 2012, quando alcangou a comercializa¢ao de 6.400 toneladas (CEAGESP, 2013).

A guantidade de anonaceas comercializadas nas principais centrais de abastecimento
esté crescendo e se concentra principalmente no CEAGESP (61%). As informacdes coletadas
pelo SIEM do CEAGESP mostram que entre 2011 e 2012 houve um crescimento da oferta de
atemoia (35%) e de graviola (32%) (CEAGESP, 2012). No Brasil, a cherimoia tem sido
menos cultivada devido a sua exigéncia por temperaturas baixas; as demais apresentam areas
cultivadas em diversas regides do pais, a fim de atender a demanda dos mercados de frutas
frescas (pinha ou atemdia) e processadas (graviola) (BRAGA SOBRINHO, 2014).

Extratos de anonaceas foram avaliados em varios grupos de insetos tanto de
importancia médica quanto agricola. Entre as pragas agricolas, insetos mastigadores, como
largartas de lepiddpteros (LAETAMIA; ISMAN, 2004; ALVAREZ et al., 2007) e sugadores
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de seiva como Myzus persicae (Sulzer, 1776) podem ser controlados com o uso destes
bioinseticidas (GUADANO et al., 2000). Entre os insetos relacionados a satide humana, ja
foram testados em insetos sugadores de sangue, como o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762),
mosquito vetor da dengue e febre amarela em éreas tropicais (DOMINGUEZ- MARTINEZ et
al., 2003; BOBADILLA et al., 2005)

Hemalatha et al. (2001) testaram extratos foliares de A. squamosa e relatou a atividade
antimicrobiana contra infec¢cdes microbianas comuns em legumes, atividade inseticida sobre o
besouro, Callosobruchus chinensis Mehra (1988) e verificou ainda a eficacia da atividade
inseticida contra larvas e pupas do mosquito Culex quinquefasciatus (Say, 1823).

Os extratos bruto metanodlico desengordurado com hexano e bruto hexanico de A.
coriacea e o metandlico de Annona mucosa, na concentracdo de 0,1mg.mL™, apresentaram
100% de mortalidade quando submetidos a atividade inseticida em larvas de A. aegypti, com
CLsp 0,007 mg/mL, 0,007 mg/mL e 0,010 mg/mL, respectivamente (COSTA et al., 2013).

Omena et al. (2007) investigaram extratos etanolicos das sementes de Annona glabra e
da casca da raiz de Annona crassiflora e constatou que as maiores atividades larvicidas em A.
aegypti apresentaram valores de CLsq de 0,06 e 0,71 pg mL™, respectivamente. Estes valores
s30 menores do que a CLso (8,54 ug mL™) do extrato de raiz de Derris sp. que contém 0s

inseticidas naturais potentes, como a rotenona.

2.5.2 Annona mucosa (Jacq.) Baill.

Entre as anonaceas neotropicais, Annona mucosa Jacg. (anteriormente agrupados no
género Rollinia (RAINER, 2007)) é uma fruteira nativa da Amaz6nia e da Mata Atlantica,
que é popularmente conhecido como "biribd". Embora o Brasil seja o seu lugar de origem,
esta espécie cresce bem em diferentes habitats (FERREIRA et al., 2010).

Por ser uma espécie tropical, desenvolve-se bem em areas de clima quente e Umido,
com temperaturas medias de 24 a 26°C e chuvas acima de 1.500 mm anuais (SANTOS;
ROBERTO; MARTINS, 2005). Destaca-se das demais espécies do seu género por apresentar
frutos grandes e comestiveis, contendo polpa mucilaginosa e adocicada, o que justifica seu
amplo cultivo nos neotrépicos.

Dentre as espécies de anonéceas cultivadas, o biribazeiro parece ser a mais tolerante
ao ataque de pragas, como a Hellipus catagraphus (Germar, 1824) (MANICA et al., 2003).
Seus frutos sdo de aceitagcdo popular, sendo em sua maioria utilizados no consumo caseiro e
comercializacdo regional (CALZAVARA, 1980). A polpa é branca ou creme, doce e
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aromatica. Em bons cultivos, consegue-se até cerca de 18 t/ha/ano. O biribazeiro possui
compatibilidade comprovada, quando da enxertia com gravioleira, apresentando resisténcia as
podridGes de raizes (JUNQUEIRA et al., 1996).

O potencial de A. mucosa j& foi anteriormente avaliado sobre outros insetos pragas
como o gorgulho do milho Sitophilus zeamays Mots. (Coleoptera: Curculionidae) por Ribeiro
et al. (2013), que testaram o efeito de diferentes partes da planta (folhas, galhos e sementes)
em diferentes solventes (hexano, diclorometano e etanol) e concluiram que o extrato de
sementes de A. mucosa na concentracdo de 300 mg Kg™ com solvente hexano proporcionou
mortalidade de 98,0% e com solvente diclorometano 85,5%. Na concentracdo de 1500 mg Kg
! para ambos os solventes a mortalidade atingiu 100,0%.

O efeito de sementes de A. mucosa também foi avaliado para larvas de A. aegypti por
Costa et al. (2013), constatando que 0 extrato metanélico na concentracdo de 0,1 mg.mL™

resulta em 100% de mortalidade apds 24 horas da aplicacéo.

2.5.3 Annona crassiflora Mart.

O ecossistema de cerrado — considerada a mais rica biodiversidade de todas as
savanas do mundo — necessita de mais estudos para se compreender a grande fonte de
substancias que esse bioma pode fornecer (COSTA et al., 2009). A espécie A. crassiflora €
nativa do cerrado e apresenta ampla distribuicdo nesse bioma, sendo encontrada na Bahia,
Minas Gerais, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Tocantins. A espécie
ndo ocorre nos cerrados de Rondbnia, Amazonas, Amapa, Roraima e Ceard (RATTER et al.,
2000).

E conhecida popularmente como araticum, marolo, pinha-do-cerrado, cabeca de
negro, entre outros. Os frutos dessa espécie sdo muito apreciados por populagdes locais, sendo
encontrados em muitos pomares domesticos e consumidos in natura e/ou utilizados na
fabricacdo de compotas, doces, geléias, sorvetes, sucos e licores (ALMEIDA et al., 1998;
LORENZI, 1998; LORENZI; MATOS, 2002).

A semente de araticum contém um teor relativamente elevado de 6leo (45% com base
NO Peso Seco), 0 que permite, inclusive, extracdo por prensa continua. O processo de extracdo
com solvente, em escala semipiloto, apresentou um rendimento de 95%. O aroma do 6leo é
caracteristico e agradavel, provavelmente pela presenca de terpenos. Possui coloracao
amarelada atraente. A composicéo e as caracteristicas fisico-quimicas possibilitam produzir

um o6leo de boa qualidade, com grande potencial para o mercado de Oleos finos, mas, a
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presenca de alcaloides precisa ser mais estudada. A eliminagdo destes compostos pode ser
experimentada pelo refino ou extracdo com prensas continuas (AGOSTINI; CECCHI,
BARRERA-ARELLANO, 1995).

Segundo Franco (1999), em 100g de marolo encontram-se 453ug de tiamina, 100ug
de riboflavina, 2,6 mg de niacina, 10,3 g de glicidios, 0,4 g de proteinas, 1,6 g de lipidios, 52
mg de célcio, 24 mg de fdsforo, 2,3 mg de ferro e 52 kcal. Contudo, essa espécie (A.
crassiflora) corre risco de extin¢ao, devido ao desmatamento do cerrado brasileiro (MELO,
2005).

O maroleiro, além de ser consumido como alimento por humanos e pela fauna
silvestre, & matéria prima para retirada de cortica e de madeira e € empregado como planta
medicinal (AQUINO; WALTER; RIBEIRO, 2007). Attuch (2006) relatou que o araticunzeiro
é utilizado empiricamente no tratamento de diarreia, reumatismo, feridas, Ulceras, cancer de
pele, fraqueza no sistema digestivo, célicas e como regulador de menstruacdo. Em estudos
realizados no Estado de Goias, Souza e Felfili (2006) descreveram que o araticunzeiro
também é empregado como inseticida.

Omena et al. (2007), comprovaram efeito inseticida em extratos preparados com a raiz
do araticunzeiro, que possibilita seu emprego no controle do mosquito A. aegypti vetor da
dengue.

Teste de atividade inseticida com extratos de A. crassiflora foi realizado pela
EMBRAPA de Sete Lagoas, sobre pragas do milho e sorgo. Nas sementes dessa planta e em
fracdes do extrato etandlico de suas folhas foi detectada a atividade inseticida para o controle
da lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidoptera:Noctuidae), podendo vir a ser utilizada como potencial inseticida natural no
controle dessa praga (PIMENTA et al., 2000).

Ao avaliar o efeito do extrato de A. crassiflora sobre o percevejo Euchistus heros
(Fabr., 1794) (Heteroptera: Pentatomidae), Oliveira (2009) observou que o extrato apresentou
efeito fagodeterrentes, principalmente na maior concentracdo (4%), com resultados 50%

menores que a testemunha.
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2.5.4 Compostos ativos presentes em anonaceas

Entre as familias botanicas de ocorréncia em regifes tropicais, a familia Annonaceae é
uma das mais promissoras fontes de moléculas bioativas em virtude de sua grande diversidade
de metabdlitos secundarios com atividade bioldgica (PINHEIRO et al., 2009).

Essa rica biodiversidade de substancias quimicas sdo apresentadas como: substancias
aromaticas, acidos fendlicos, taninos, flavonoides, substancias benzénicas, catequinas,
proantocianidina, Oleos essenciais, terpenos, esteroides, alcaloides, ACGs, carboidratos,
lipidios, proteinas, lactonas, vitaminas, carotenos, saponinas, entre outros (LUNA, 2006;
LIMA, 2007; REIS, 2011).

Os estudos sobre fitoquimica e atividade bioldgica das anonaceas estdo sendo
intensificados devido a presenca das ACGs, que sdo uma classe de compostos com ampla
atividade bioldgica (MATSUMOTO et al., 2010), tais como citotdxica, imunossupressora,
inseticida, antiparasitaria e antimicrobiana (LIMA; PIMENTA; BOAVENTURA, 2010).

As ACGs sdo substdncias naturais encontradas exclusivamente na familia
Annonaceae, sendo o género Annona a principal fonte desta classe de compostos, uma vez
que, das 417 ACGs conhecidas até 2004, 289 foram isoladas a partir de 20 espécies deste
género (BERMEJO et al., 2005).

Essas ACGs sdo as mais importantes por apresentarem bioatividade contra diversas
espécies de insetos (ALALI; LIU; MCLAUGHLIN, 1999). Na literatura, sdo relatadas 42
espécies de Annonaceae com potencial inseticida, distribuidas em 14 géneros (Annona,
Artabotrys, Asimina, Cardiopetalum, Dennettia, Duguetia, Guatteria, Monodora, Mkilua;
Oxandra, Polyathia, Rollinia, Unonopsis e Xylopia) com destaque para as espécies A.
muricata (graviola) e A. squamosa (fruta-do-conde, pinha) que atualmente sdo as espécies
mais utilizadas para estudos de potencial inseticida.

Quimicamente, as ACGs sdo compostos C35-C39 derivados dos acidos graxos de
cadeia longa e contém tipicamente duas cadeias longas de hidrocarbonetos, uma das quais
conecta um grupo terminal lactona-2,4-dissubstituido podendo ser saturado ou insaturado, a
um numero variavel de anéis tetraidrofuranicos (THF) e até o momento foram encontradas
unicamente na familia Annonaceae. As cadeias hidrocarb6nicas apresentam-se geralmente
oxigenadas na forma de grupos hidroxilas, acetoxilas e/ou cetonas. Acetogeninas sem anéis
THF, contendo anéis simples com ligacdes duplas contendo ainda ou ndo grupos epoxidos
também ja foram descritas (FANG et al., 1993; CHANG; WU, 2001).
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A uvaricina foi a primeira ACG isolada das raizes de Uvaria acuminata (Oliv.)
(JOLAD; HOFFMAMM; COLE, 1982), sendo que, até o momento, mais de 400 ACGs ja
foram identificadas e, alguma delas testadas em diversas areas das ciéncias, inclusive na
agrondmica (PIMENTA et al., 2003; BERMEJO et al., 2005).

As ACGs annosquamin B, a ACG bis-tetrahidrofuranica (bis-THF) adjacente,
bullatacina e a ACG bis-THF néo adjacente, annosquamin B, isoladas de A. squamosa
(CHEN et al., 2013), séo alguns exemplos de ACGs de anonaceas.

Pesquisas vém sendo direcionadas na busca por bioinseticidas da familia Annonaceae
com atividade no controle de insetos-praga, fornecendo uma alternativa viavel aos inseticidas
sintéticos, e assim, reduzindo a possibilidade do surgimento de insetos resistentes.

Diversos estudos ja foram realizados com espécies do género Annona, comprovando a
atividade inseticida sobre diferentes insetos-praga. Colom et al. (2007) avaliaram os efeitos
inseticidas e antialimentares de ACGs provenientes do extrato metanodlico de sementes de A.
cherimolia sobre S. frugiperda. Os autores concluiram que, das nove ACGs incorporadas na
dieta artificial e fornecidas diariamente a lagartas de S. frugiperda, apenas a esquamocina
proporcionou mortalidade elevada (100%). Para pupas, a mortalidade foi superior a 80% para
todas as ACGs. Com relacdo aos efeitos antialimentares, apenas a esquamocina diferiu do
controle, resultando lagartas com baixo peso, sugerindo acdo redutora na eficiéncia na
converséo de alimento em biomassa.

Gonzalez-Esquinca et al. (2012) avaliaram o efeito de extratos aquosos e etandlicos de
folhas e ramos de trés espécies de Annona sp., incluindo A. muricata, sobre a fase larval de
Anastrepha ludens (Loew). Os autores verificaram que o0s extratos aquosos de folhas de A.
muricata foram mais toxicos do que os extratos em etanol, com mortalidades de lagartas de
84,3% na concentragio de 2000 pg ml™. Além disso, com o aumento no tempo de exposicio
dos extratos (24h - 72h), maiores foram os indices de mortalidade larval.

S&o inimeros os exemplos encontrados em literatura da atividade inseticida de plantas
da familia Annonaceae, sendo possivel mencionar a atividade larvicida de A. mucosa
(OMENA et al., 2007) e A. crassiflora (COSTA et al., 2013) para A. aegypti.

2.6 Dioscorea rotundata Poir.

Os inhames se agrupam na classe das monocotiledoneas, e pertencem a familia
Dioscoreaceae e género Dioscorea, o mais importante economicamente € 0 Unico que ocorre

no Brasil. Este género ¢ o maior da familia e apresenta mais de 600 espécies. Sdo importantes
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alimentos para as regioes tropicais e subtropicais (AYENSU, 1972).

Existem em torno de dez espécies cultivadas de inhame no mundo, pertencentes a
cinco grupos: Enantiophyllum (Dioscorea alata L., Dioscorea cayenensis Lam., Dioscorea
rotundata Poir., Dioscorea nummularia Lam., Dioscorea opposita Thunb. e Dioscorea
transversa R.Br.), Combilium (Dioscorea esculenta Burk.), Opsophyton (Dioscorea bulbifera
L.), Macrogynodium (Dioscorea trifida L.) e Lasiophyton (Dioscorea pentaphylla L.)
(LEBOT, 2009), sendo que as principais sao D. rotundata, D. cayenensis, espécies de origem
africanas, pois nesse continente pode-se encontrar espécies selvagens relacionadas.

Estima-se que no Brasil ocorram entre 150 e 200 espécies de Dioscorea, sendo este o
unico género da familia presente em todas as regides do pais, desde a Amazonia até o Rio
Grande do Sul. Em termos de importincia econdmica merece destaque, as espécies D. alata,
D. cayenensis e D. rotundata (PEDRALLI, 2002).

Trindade et al., (2015) realizaram teste inseticida em lagartas de S. frugiperda e na
concentragédo de 20% do extrato aquoso de D. rotundata, observaram que a viabilidade larval
foi em média de 12 %, e a duracdo do periodo larval, de 7 dias, enquanto para a testemunha a
viabilidade média foi de 84 %, e a duracdo larval, 17 dias. Nas demais concentraces, a 10 e 5
% causaram mortalidade de 48 e 66 % das lagartas, com uma duracdo da fase larval de 12 e
14 dias, respectivamente.

A espécie D. rotundata, conhecida também como inhame amarelo, a qual apresenta
rizoforo branco ou amarelo, € cultivada principalmente no litoral nordestino, produz poucos
rizéforos por planta, mas, de grande tamanho. Sdo plantas herbaceas, trepadeiras quando
encontram um suporte; apresentam raiz tuberosa; caule voluvel, com cerca de 5 mm de
diametro; folhas opostas com cerca de 7 cm de comprimento e 4,5 cm de largura; flores
unissexuais, dispostas em inflorescéncia do tipo espiga. Apresentam rizoforos cilindricos e de
tamanho varidvel, geralmente de 1 a 10 kg. O florescimento dessas plantas no Brasil é raro e
os frutos, quando formados, sdo capsulas deiscentes. Quanto ao sistema reprodutivo, a espécie
se reproduz por alogamia. A propagacdo pode ser feita pelos rizéforos, ou seja, por
propagagao vegetativa ou por sementes (SANTOS, 2002).

O inhame representa atualmente a quarta cultura de raizes e tubérculos mais importante
do mundo, logo atrds da batata (Solanum tuberosum L.), mandioca (Manihot esculenta
Crantz) e batata-doce (Ipomoea batatas L.). E extremamente importante na alimentagdo dos
povos de alguns paises da Africa, Asia e da América Latina, constituindo-se a alimentagao
basica para mais de 100 milhdes de pessoas em todo mundo, sobretudo nos tropicos imidos e

sub-umidos (FAO, 2011). Tem importante papel social, na seguranga nutricional e na
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sustentabilidade da agricultura de diversos paises dos cinco continentes.

Estimativas da FAO (2011) indicam que em 2009 foram colhidos cerca de 4,7 milhdes
de hectares de inhame, que geraram 49,2 milhdes de toneladas de rizéforos. Neste cenario, a
Africa detém a hegemonia, ao responder por cerca de 96% do total produzido de inhame,
sendo que trés paises desse continente se destacam: Gana, Costa do Marfim e Nigéria, os
quais sdo responsaveis por cerca de 85% da produc¢do mundial de inhame. Nesse continente, o
inhame ¢ a segunda mais importante cultura de raizes e tubérculos, depois da mandioca, tendo
se destacado as espécies D. cayenensis e D. rotundata. Essas espécies de inhame sdo as mais
cultivadas no mundo e representam cerca de 90% da producao mundial.

A inser¢do do Brasil no mercado internacional de inhame ainda ¢ pequena (0,5% da
producdo mundial, com cerca de 230 mil toneladas cultivadas em 25.129 ha) (FAO, 2011).
Embora haja registros de cultivo de Dioscorea no pais desde os primordios da colonizacgao,
desperdigando a sua imensa aptiddo edafoclimatica para a exploracao dessa cultura e as
inimeras possibilidades de negoécios que adviriam em cadeias produtivas estruturadas. O
Nordeste do Brasil detém cerca de 90% da producdo nacional de Dioscorea spp., com
destaque para os Estados da Paraiba (56 mil toneladas), Pernambuco (50 mil toneladas),
Alagoas, Bahia e Maranhdo, sendo que nestes municipios se destacam essencialmente as
espécies ou o complexo de espécies D. cayenensis/D. rotundata € logo em seguida a espécie
D. alata (SANTOS, 2002).

As espécies D. cayenensis (inhame amarelo) e D. rotundata (inhame branco), podem
ser referidas também como inhame ou card da Guiné. Sdo plantas perenes, poliploides,
didicas, se caracterizam por possuirem caule herbaceo, escadente (trepador) e com espinhos.
Existem ainda grandes controvérsias sobre a taxonomia e a citogenética dessas espécies.
Alguns autores consideram duas espécies diferentes (SCARCELLI et al., 2006; TOSTAIN et
al., 2007) enquanto outros consideram ambas como parte de um complexo de espécies
(DANSI et al., 2001; MIGNOUNA et al., 2002).

Os cultivos de inhame sdo de suma importancia tanto para a agricultura tradicional
como também para a agricultura familiar. Um exemplo disso ocorre na regido sul do Estado
de Sdo Paulo, mais especificamente no Vale do Ribeira. Estudos realizados por Peroni e
Hanazaki (2002) mostram que a cultura do inhame ocupa o segundo lugar em relacdo o
nimero de variedades cultivadas (29 variedades), juntamente com a batata-doce e logo atras
da mandioca com 62 variedades.

Rizéforos de inhame sdo ricos nutricionalmente, sendo uma das principais fontes de

fibra dietética, carboidratos, vitamina C e minerais essenciais (CHARLES et al., 2005;
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POLYCARP et al., 2012). Alem de seu valor nutritivo, algumas espécies de Dioscorea sdo
conhecidas por seus metabdlitos secundarios (saponinas esteroidais, terpenoides, e
alcaloides), que tém sido explorados para produtos farmacéuticos (MIGNOUNA et al., 2008)
e também como inseticidas (DEGRAS, 1993; TRINDADE et al., 2015).

2.7 Chenopodium ambrosioides L.

O mastruz, C. ambrosioides, apresenta habito herbaceo, com até um metro de altura,
caule piloso e sulcado, folhas inteiras e simples, sendo as superiores sésseis e as inferiores
pecioladas, de dimensdes variadas e providas de pélos (PACIORNIK, 1990). Com
distribuicdo ampla pelo mundo, é utilizada em muitos lugares como antitérmico,
antiespasmadico, tonico, auxiliar da digestdo, anti-reumatico e antipirético, sendo considerada
pela Organizacdo Mundial da Saude como uma das espécies mais utilizadas entre os remédios
tradicionais no mundo inteiro (LORENZI; MATOS, 2002).

Estudos demonstram que a espécie possui atividades moluscicida (HMAMOUCHI et
al., 2000), fungicida (VARGAS et al.,, 1997; DELESPAUL et al., 2000), nematicida
(INSUNZA et al., 2001), larvicida (MORSY TOSSON et al., 1998), alelopatica (OSORNIO
et al., 1996) e antibacteriana (LALL; MEYER, 1999).

A atividade inseticida, dependente da dose, como na maioria das drogas, é causada por
um monoterpeno constituinte de seu 6leo essencial denominado ascaridol, cujo teor no dleo
nunca é inferior a 60% (SOUSA et al., 1991). No entanto, o estudo de C. ambrosioides
justifica-se por suas propriedades moluscicida, fungicida, alelopatica e larvicida e por
contribuir para um melhor conhecimento desta espécie botanica (COSTA; TAVARES, 2006).

A fitoquimica do género Chenopodium foi estudada e os compostos relatados foram:
minerais, hidratos de carbono, aminoacidos, constituintes ndo polares, proteinas, aromaticos
citocininas, saponinas, flavonoides, esterois, terpenos e vitaminas, alcaloides
(NASCIMENTO et al., 2006). Particularmente em C. ambrosioides os metabolitos
secundarios incluem: &cidos organicos, flavonas (glicosil), flavonois e os seus glicosideos
(campferol, quercetina, e isoramnetina), esterois e fitoesterois (e avenasterol) espinasterol,
monoterpenoides (aciclicos tais como mirceno-f, cis f-ocimeno e seu isomero trans, nerol e
geraniol, e o acetato de citronelilo, monociclicos, tais como limoneno, terpineno-a ¢ y seu
isomero, o-terpinoleno, B-felandreno, p-cimeno, carvacrol, timol, trans-pinocarveol e a-

terpineol, carvona, pinocarvone, piperitona e seus acetatos, e ascaridole; e biciclico tal como
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chanopanone), sesquiterpenoides (B-cariofileno andy-curcumeno), e carotenoides (a-caroteno
e B-caroteno) (KOKANOVA-NEDIALKOVA; NEDIALKOV; NIKOLOV, 2009).

C. ambrosioides tem sido estudada como uma potencial alternativa aos tradicionais
métodos de controle de insetos. Vegetal altamente disseminado pelo Brasil, C. ambrosioides é
bastante utilizado pela medicina popular no controle de verminoses intestinais (SANTOS;
CORREA, 2006).

Outra aplicacdo da C. ambrosioides € no uso agrondmico, como nematicida,
antifungico, repelente de insetos e antioxidante. Segundo Mello et al. (2006), a planta
apresenta potencial para controle de Pratylenchus brachyurus (Godfrey, 1929), tanto para
rotacdo de cultura quanto pela aplicacdo de extrato. Seu 6leo essencial é um repelente contra
insetos sendo mais eficaz contra os que habitam no solo do que os que se alimentam da parte
aérea da planta (CLOYD; CHIASSON, 2007).

Ao realizar estudo de atividade inseticida com extratos de plantas medicinais, Barbosa
et al. (2013) observaram que adultos de Diabrotica speciosa (Germar, 1824) ap6s 24 horas de
exposicdo ao extrato etandlico de C. ambrosioides, proporcionou a maior mortalidade
corrigida na concentracao de 5%. Na ultima avaliacdo de mortalidade (48 h), 0 mesmo extrato
de C. ambrosioides mostrou uma mortalidade mais elevada em comparagdo com as outras
plantas, sendo as concentracfes de 10,38 e 20,44% necessarias para causarem 50 e 99% de
mortalidade em adultos de D. speciosa, respectivamente.

O oleo essencial de C. ambrosioides mostrou atividade antialimentar significativa com
uma concentracdo antialimentar mediana (CLsp) em larvas de terceiro instar de 66,81 e 78,24
mg/L ap0s 24 e 48h de exposicdo, respectivamente (WEI, H. et at., 2015). Outros antifeedants
obtidos de produtos naturais tém sido relatados, incluindo principalmente os que s&o
derivados de metabolitos secundarios (ISMAN, 2002).

Segundo WEI et al., 2015, também revelou que a média do peso e a percentagem de
formacdo de pupa foram inibidas pela agdo do 6leo essencial de C. ambrosioides de forma
dependente da dose, sugerindo que a planta pode ser uma fonte importante para o
desenvolvimento de um novo produto regulador do crescimento de insetos.

Os Oleos essenciais muitas vezes consistem de uma mistura de monoterpenos e
sesquiterpenos, é provavel que os terpenoides possam ser o ingrediente ativo antialimentar C.
ambrosioides. Para a maioria dos antialimentares, os modos de acdo envolvem células
gustativas. Especificamente, os antialimentares que estimulam um receptor dissuasivo,
embora alguns possam bloquear ou interferir a percepgéo de estimulantes alimentar como

acucares e aminoacidos (ISMAN, 2002).
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Com base nas propriedades exigidas em produtos quimicos para controle de insetos
que se alimentam de grédos, tais como: 1 - a toxicidade para os adultos; 2 - reducdo de
oviposicdo; 3 - atividade ovicida; 4 - toxicidade para fases imaturas, C. ambrosioides,
mostrou algumas potencialidades apreciaveis sob estes parametros (DENLOYE, A. A. et al.,
2010). Os extratos aquosos e etandlicos de C. ambrosioides utilizados neste estudo mostraram
toxicidades diferenciais contra insetos-praga de grdos armazenados. Os extratos alcodlicos
foram consistentemente mais toxicos do que 0s extratos aquosos. Tais diferencas na
toxicidade de extratos vegetais obtidos usando diferentes solventes como neste estudo foram

relatadas em pesquisas anteriores.
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TOXICIDADE E ESTUDO FITOQUIMICO BIOMONITORADO DE Annona crassiflora
Mart. E Annona mucosa Jacg. (Annonaceae) SOBRE Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi estimar as concentragdes letais (CLsg € CLgg) e realizar o
estudo fitoquimico biomonitorado dos extratos de Annona crassiflora Mart. e Annona mucosa
Jacq. (Annonaceae) sobre a traca-das-cruciferas Plutella xylostella (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae). A estimativa das concentracdes letais foi realizada por analise de
Probit utilizando as concentragdes de 0,03; 0,06; 0,13; 0,27 e 0,57% para A. crassiflora e as
concentracdes de 0,0008; 0,001; 0,003; 0,006; 0,01 e 0,29% para A. mucosa. Para o estudo
fitoquimico biomonitorado foram realizadas parti¢des liquido-liquido, coluna cromatografica
de silica e cromatografia liquida de média pressdo (MPLC). A estimativa da (CLsp € Clgg)
dos extratos brutos de A. crassiflora e A. mucosa foram 0,0009 g.mL™?, 0,029 g.mL™, 0,00004
g.mL? e 0,0005 g.mL™, respectimente, consideradas ativas positivamente a lagartas de P.
xylostella. As parti¢des oriundas das extracBes com solvente cloroférmio (CHCL3) foram as
mais ativas nos testes de letalidade, com mortalidade registrada para A. crassiflora de 84% e
89% para A. mucosa. Depois de avaliada a atividade, as particdes foram submetidas a
fracionamento em coluna de silica. As fracdes de A. crassiflora e A. mucosa obtidas da
mistura de solventes hexano e cloroférmio (HEX:CHCL3) (1:1) foram consideradas mais
ativas e causaram 84 e 74% de mortalidade, respectivamente. Em seguida, foram realizados
testes inseticidas das fracdes de MPLC. O bioensaio de mortalidade realizado das fragoes
oriundas de MPLC com a (CLjs), resultou em fracbes com mistura de solventes hexano e
acetato, na qual a fracdo (HEX:ACOET) (3:7) da espécie A. crassiflora causou mortalidade de
55% e a fracdo (HEX:CHCL3) (1:1) 39-45 de A. mucosa 72%. Apds essa determinacdo de
atividade inseticida por meio de fracionamento biomonitorado das duas espécies de
anonaceas, foi dada continuidade a purificacdo e realizado a identificacdo do constituinte
quimico através de Cromatografia Liquida de Alta Pressdao (CLAE) e Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), respectivamente. Através destas analises, foi possivel o isolamento de uma
acetogenina de A. mucosa como molécula responsavel pela toxicidade aos insetos, que foi
identificada como squamocina. Desta forma, derivados das sementes de A. crassiflora e A.
mucosa mostram ser um componente eficaz no controle de P. xylostella, apresentando efeito
letal em lagartas.

Palavras-chave: Traga-das-cruciferas. Bioinseticida. Acetogeninas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to estimate the lethal concentrations (CL50 and CL99) and
conduct the study phytochemical biomonitored of extracts Annona crassiflora MART. and
Annona mucosa JACQ. (Annonaceae) on the diamondback moth Plutella xylostella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae). The estimate of lethal concentrations was done
per Probit analysis using concentrations of 0.03, 0.06, 0.13, 0.27 and 0.57% for A. crassiflora
and concentrations of 0.0008, 0.001, 0.003, 0.006, 0.01 and 0.29% for A. mucosa. To study
the biomonitored phytochemical were done liquid-liquid partition, column chromatography of
silica and medium pressure liquid chromatography (MPLC). The estimate of (LCso and LCgg)
crude extracts from A. crassiflora and A. mucosa were 0,0009 g.mL™?, 0,029 g.mL™, 0,00004
g.mL™? and 0,0005 g.mL™ respectimente and evaluation of insecticidal activity both species
were active positively to caterpillars P. xylostella. The partitions derived the extraction
solvent chloroform (CHCI3) were the most active in the mortality tests. Mortality was
registered for A. crassiflora 84% and 89% for A. mucosa. After evaluated activity, the
partitions were submitted to fractionation. Fractions A. crassiflora and A. mucosa obtained
from the mixture of hexane and chloroform solvents (HEX: CHCI3) (1:1) were considered
more active and caused 84 and 74% mortality, respectively. Then insecticides tests were
carried out in fractions of MPLC. In the bioassay (MPLC) with (LCjs) resulted in fractions
with a mixture of hexane and ethyl acetate solvents, in which the fraction (HEX:ACOET)
(3:7) of A. crassiflora registered mortality of 55% and (HEX: CHCL3) (1:1) 39-45 A. mucosa
72%. After this determination of insecticidal activity through biomonitored fractionating of
the two species of Annonaceae, purification was continued and accomplished the
identification of the chemical constituent through High Pressure Liquid Chromatography
(HPLC) and nuclear magnetic resonance (NMR), respectively. Through these analyzes, it was
possible to isolate a acetogenin A. mucosa as a molecule responsible for toxicity to insects,
which was identified as squamocina. Thus, derived from the seeds of A. crassiflora and A.
mucosa showed an effective component in the control of P. xylostella, with lethal effect on
caterpillars.

Keywords: Diamondback moth. Bioinsecticide. Acetogenins.
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1 Introducéo

Produtos naturais extraidos de plantas constituem-se em fonte de substancias bioativas
compativeis com programas de manejo integrado de pragas (MIP), o que pode reduzir os
efeitos negativos ocasionados pela aplicacdo indiscriminada de inseticidas organossintéticos
ao meio ambiente (MEDEIROS; BOICA JUNIOR; TORRES, 2005; THULLER et al., 2008;
ZOTTl et al., 2010).

Segundo Vasconcelos, Gondim Junior e Barros (2006), uma alternativa que vem sendo
retomada para o controle de pragas é o uso de metabolitos secundarios presentes em inimeras
plantas, as quais sdo chamadas de plantas inseticidas. Diversas substancias oriundas dos
produtos intermediarios ou finais do metabolismo secundério dessas plantas, que podem ser
encontradas nas raizes, folhas e sementes, podem interferir severamente no metabolismo de
outros organismos, causando impactos varidveis, como repeléncia, deterréncia alimentar e de
oviposicdo, esterilizacdo, bloqueio do metabolismo e interferéncia no desenvolvimento, sem
necessariamente causar a morte (MEDEIROS, 1990; LANCHER, 2000; BOICA JUNIOR et
al., 2005).

O potencial inseticida de diversas plantas ja foi comprovado cientificamente, entre
elas, as mais promissoras sdo as das familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Piperaceae e Canellaceae (JACOBSON, 1989; ISMAN, 2006). Dentre estas familias de
plantas, a bioatividade das Annonaceae ja foi verificada para diversas espécies de insetos, em
especial sobre a traca-das-cruciferas, Plutella xyllostela (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) (LAETAMIA; ISMAN, 2004; DADANG; PRIJONO, 2009; TRINDADE et al.,
2011).

Do ponto de vista fitoquimico, a familia Annonaceae se destaca pelos variados tipos
de metabdlitos secundarios. Dados quimiotaxonémicos caracterizam esta familia pela
presenca de alcaloides, flavonoides e terpenoides, principalmente diterpenos (SILVA et al.,
2009). Os estudos sobre fitoquimica e atividade bioldgica das anonéceas estdo sendo
intensificados devido a presenca das acetogeninas (ACGSs), que sdo uma classe de compostos
com ampla atividade biolégica (MATSUMOTO et al., 2010), tais como citotdxica,
imunossupressora, inseticida, antiparasitaria e antimicrobiana (LIMA; PIMENTA;
BOAVENTURA, 2010).

As ACGs sdo substincias naturais encontradas exclusivamente na familia
Annonaceae, sendo o género Annona a principal fonte desta classe de compostos, uma vez

que, das 417 acetogeninas conhecidas até 2004, ja foram isoladas 289 a partir de 20 espécies
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deste género (BERMEJO et al., 2005). No Brasil, algumas espécies desse género sdo bastante
apreciadas como Annona crassiflora MART. (DUTRA et al., 2012) e Annona mucosa Jacq.
planta nativa da Floresta Amazonica e Mata Atlantica (LORENZI, 2002).

Em estudos realizados no Estado de Goias, Souza e Felfili (2006) descreveram que A.
crassiflora também é empregado como inseticida. Omena et al. (2007) comprovaram efeito
inseticida em extratos preparados com a raiz de A. crassiflora, possibilita seu emprego no
controle do mosquito vetor da dengue Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).
Pesquisas executadas por (ALALI; LIU; MCLAUGHLIN, 1999; RIBEIRO et al., 2013;
COSTA et al.,, 2013) utilizando extratos de A. mucosa, constataram que esta contém
substancias com potencial inseticida.

Considerando que A. crassiflora e A. mucosa apresentam potencial inseticida sobre
insetos-praga, 0 presente estudo teve como objetivo realizar um estudo fitoquimico com a
atividade inseticida biomonitorada de extratos de sementes destas anonaceas no controle de P.
xylostella.

2 Material e Métodos

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Entomologia: controle alternativo
de pragas, no Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais (LPgQRN) e em casa-de-
vegetacdo do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas, em Rio
Largo, AL, Brasil.

2.1 Condugéo da cultura

Sementes de couve da variedade Georgia, (Brassica oleracea var. acephala), foram
semeadas em casa-de-vegetacdo, em bandeja de isopor contendo substrato comercial
Bioplant® indicado para preparo de sementeira. Apds 30 dias, as mudas foram transplantadas
para local definitivo em canteiros de alvenaria preenchidos com mistura de terra preta e torta
de filtro de cana-de-agucar (1:1). Foram adotados tratos culturais segundo Filgueira (2008),
exceto a utilizacdo de inseticidas. Folhas de couve foram utilizadas para os experimentos a

partir de 40 a 55 dias ap0s o transplantio.
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2.2 Obtencdo e criacdo de Plutella xylostella

A criacdo e multiplicacdo foi estabelecida no laboratorio de Controle Alternativo de
Pragas, sob condicGes de temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 67 + 2 % e
fotofase de 12h, a partir de pupas oriundas de criacdo do Laboratério de Entomologia
Agricola da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e de uma area de plantio do
Centro de Ciéncias Agrarias em Rio Largo, AL, Brasil.

Apbs a emergéncia, os adultos foram liberados em gaiolas plésticas transparentes
circulares (12cm de didmetro x 15cm 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
didmetro para servir de substrato a postura, no sentido de simular as folhas em condi¢des de
campo, e uma esponja embebida com solucdo agucarada a 10%, na parte superior da gaiola,
para alimentacdo dos adultos. Os discos de folhas eram substituidos diariamente, e mantidos
em placas de Petri de 8 cm de diametro até a eclosdo das lagartas.

Lagartas recém eclodidas, 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 eram substituidas a cada dois dias 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 diametro) e fechados com filme plastico transparente.
Pequenos furos eram realizados no filme plastico para que houvesse possibilidade de
circulacdo de ar. Apos 72 horas, emergiam os adultos, que eram transferidos para as gaiolas.

2.3 Obtencdo das sementes e preparo de extratos de Annona crassiflora e Annona mucosa

As sementes de A. crassiflora e A. mucosa foram coletadas em abril de 2008 e outubro
de 2009, respectivamente, no municipio de Tangara da Serra, Estado do Mato Grosso, Brasil
(14°39'S; 57°26'W). As espécies estdo depositadas no Herbario Tang., localizado na
Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Tangara da Serra, MT, Brasil. As
exsicatas de A. crassiflora e de A. mucosa estdo depositadas sob os numeros 442 e 964,
respectivamente.

Apos coletar as sementes de A. crassiflora e A. mucosa, as mesmas foram secas e
moidas até obter a granulometria de p6 fino (malha 2,5 mm). Obtiveram-se (2,0kg) de A.

crassiflora e (2,0Kg) de A. mucosa. O solvente metanol (3,0L) foi utilizado para obtencéo do
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extrato bruto de A. crassiflora e etanol (3,0L) para A. mucosa, em temperatura ambiente (25-
27°C) durante trés dias e filtrado. O residuo foi extraido mais duas vezes de modo
semelhante. Os solventes foram removidos por destilacdo sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo e o0s extratos reunidos em recipientes hermeticamente fechados e

etiquetados.

2.4 Toxicidade de extratos brutos de Annona crassiflora e Annona mucosa sobre Plutella
xylostella

Foram realizados pré-testes de atividade inseticida com 0s extratos organicos de A.
crassiflora e A. mucosa em diferentes concentracbes para determinar valores proximos do
Limite Superior (LS) e Limite Inferior (LI) dos extratos e assim observar qual extrato seria
mais viavel. Posteriormente, foram realizados bioensaios com o0s extratos de A. mucosa
(etandlica) e A. crassiflora (metandlica), para determinacdo da CLs,. Para isto, foram
estimadas seis concentracdes através da formula de Finney (1971), g= n+1vVan/al, onde q é a
razdo da progressao geométrica, n € o nimero de concentracdes a serem extrapoladas, an é o

limite superior e al é o limite inferior.

As solucBes dos extratos organicos foram solubilizadas em &gua destilada
acrescentando-se um solvente dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% v/v até as seguintes
concentragdes: 0,03; 0,06; 0,13; 0,27 e 0,57% (A. crassiflora) e 0,0008; 0,001; 0,003; 0,006;
0,01 e 0,29% (A. mucosa).

Foram confeccionados discos foliares de 8 cm de diametro com folhas de couve, que
foram pulverizados com a solucdo dos extratos em diferentes concentragdes, utilizando-se
torre de Potter (POTTER, 1952). A aplicacdo foi realizada a uma pressdo de 5 psi/pol?
utilizando-se um volume de calda de 2,3 mL, o que corresponde a um deposito 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 (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 recém eclodidas eram colocadas em placas de Petri de 8cm de didmetro, contendo
um disco tratado sobre papel de filtro umedecido com &gua destilada, para manutengédo da

umidade, mantidos nas condic¢des climaticas da etapa de criagdo. A partir do terceiro dia de
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montagem do bioensaio (periodo de tempo em que a lagarta sai do hébito alimentar de
minador da folha), iniciaram-se as avaliacGes da mortalidade larval.

2.4.1 Andlise dos dados

O experimento de toxicidade de extratos brutos foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, composto por sete tratamentos, sendo seis (concentragcdes) mais a
testemunha e dez repeticBes. Para estimativa da concentracdo letal (CLsp), foi utilizado um
modelo binomial com fungéo de ligagdo complemento log-log (modelo de gompit), utilizando-
se 0 Probit Procedure do software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2000).

O delineamento estatistico utilizado para os testes inseticidas com particdes e fracbes
foi o inteiramente casualizado contendo 10 repeti¢des. A analise foi feita por comparacdo de
médias pelo teste de Tukey utilizando o programa ASSISTAT versdo 7.5 (Silva; Azevedo,
2009).

As particdes e fracdes obtidas das separacdes foram testadas em lagartas recém-

eclodidas de P. xylostella seguindo mesmo procedimento experimental do (item 2.4).

2.5 Estudo fitoquimico de extratos de Annona crassiflora e Annona mucosa

2.5.1 Particdo liquido-liquido

O extrato bruto metandlico de A. crassiflora (149,0 g) foi suspenso em metanol e
extraido com n-hexano (4 x 400 mL). Depois com a porcdo metanolica foi acrescida de agua
até obtecdo de uma mistura metanol:agua (1:1 v/v). A solucdo foi particionada a temperatura
ambiente (25-27 °C), sucessivamente, com cloroformio (400 ml x 4) e acetato de etila (400 ml
x 4), originando, respectivamente, as fracdes hexanica (56,6 g; 37,9%), cloroférmica (85,4 g;
57,3%), acetandlica (3,9 g; 2,6%) e uma hidrometandlica (0,35 g; 0,23%) apds remoc¢do dos
solventes.

O extrato bruto etanolico de A. mucosa foi submetido ao mesmo processo de particao

com solventes de polaridades crescentes (hexano, cloroférmio, acetato de atila e metanol).
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2.5.2 Fracionamento da particdo bioativa através de cromatografia em coluna de silica dos
extratos de Annona crassiflora e Annona mucosa

Mediante os resultados obtidos no bioensaio inseticida anterior, a fragdo mais ativa da
particdo liquido-liquido, A. crassiflora (MeOH) e A. mucosa (EtOH) foram solubilizadas em
seus respectivos solventes e incorporadas em silica fina e submetida a fracionamento
cromatografico em coluna de silica.

A coluna cromatogréfica foi preenchida com (6,0g) de silica em suspensdo em acetato.
A amostra bioativa incorporada em silica foi introduzida na coluna e eluida com solventes em
gradiente crescente de polaridade.

Para a fracdo cloroférmio de A. crassiflora (MeOH) foram utilizados os solventes:
HEX:CHCL; (1:1); CHCL3; CHCL3:ACOET (9:1); CHCL3:ACOET (1:1); ACOET; ACOET:
MeOH (9:1) e MeOH.

A fracdo de cloroférmio de A. mucosa (80,0g) foi incorporada em gel de silica
(350,09) e extraiu-se sucessivamente com HEX (5,69 -7,0%), HEX:CHCL; (1:1) (25,09 -
31,25%), CHCL; (31.0g - 38,75%), ACOET (12,0g - 15,0%), ACOET:MeOH (9:1) (2,59 -
3,12 %) e MeOH (2,19 - 2,62%) originando as respectivas fracdes.

2.5.3 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As fracdes obtidas nos métodos de cromatografia em coluna de Silica e Sephadex
foram submetidas a analises por CCD sobre cromatoplacas padronizadas 60 (Merck®) com
dimensdes de 10 cm x 10 cm, tendo como fase estacionaria gel de silica de fase normal,
ativadas a 100°C por 3-5 minutos. As fracOes, dissolvidas em seus respectivos solventes,
foram aplicados sobre as placas com auxilio de um capilar e, em seguida, eluidos com
diversas combinacdes de solventes.

Foram utilizados HEX:ACOET (1:1); ACOET:MeOH (9:1) entre outros. De acordo
com os resultados de CCD as amostras eram selecionadas. As fracGes que apresentaram ser
ricas em acetogeninas foram eluidas nos respectivos solventes e suas combinagdes e em

seguida utilizou o revelador de Kedde para ocorrer a reacao.

2.5.4 Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC)

A fracdo CHCL3:ACOET (1:1) (25g) de A. crassiflora foi dividida em duas partes
identificadas por fracdo A e B. A f. A CHCL3:ACOET (1:1) (25g) de A. crassiflora e a f.
HEX-CHCL;3 (1:1) (20g) de A. mucosa foram comparadas atraveés de cromatografia em
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camada delgada (CCD) visando a identificacdo das similaridades das amostras vegetais.
Posteriormente, foram purificadas por meio de (MPLC) em coluna de C-18, eluindo com 0s
solventes HEX:ACOET e ACOET em gradiente crescente de polaridade (7:3; 7:4; 7:5; 3:7).
Para a fragdo A CHCL3:ACOET (1:1) de A. crassiflora utilizou-se uma coluna de
silica de 80 gramas, fluxo continuo de 15mL/min e 4 gramas de amostra. A fase mével usada
no tratamento foi hexano e acetato com variagdes nas proporgoes e no tempo (Tabela 1).
Tabela 1 - Fracionamento da fracdo A CHCL;:ACOET (1:1) de Annona crassiflora (MeOH).

Proporcdes Tempo
HEX: ACOET (6:4) 4 minutos
HEX: ACOET (1:1) 4 minutos
HEX: ACOET (3:7) 4 minutos

ACOET 4 minutos
ACOET: MeOH (8:2) 8 minutos

Fonte: Autor, 2016.

A fracdo B CHCL3:ACOET (1:1) de A. crassiflora (MeOH), foi eluida com hexano,
acetato e metanol e suas misturas em intervalos de uma hora, conforme descritos na (Tabela
2).

Tabela 2 - Fracionamento da fracdo B CHCL3:ACOET (1:1) de Annona crassiflora (MeOH).

Proporcdes Tempo
HEX: ACOET (6:4) 1 hora
HEX: ACOET (1:1) 1 hora
HEX: ACOET (3:7) 1 hora

ACOET 1 hora
ACOET: MeOH (8:2) 1 hora

Fonte: Autor, 2016.

As subfragdes oriundas destes fracionamentos foram submetidas a CCD e reunidas por
similaridade. Apos, foram evaporadas em evaporador rotativo, armazenadas em frascos

hermeticamente fechados e etiquetados.
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2.5.5 Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE)

As corridas cromatograficas analiticas foram realizadas com solventes ultrapuros. Na
fase mdvel foi utilizada agua Milli-Q, obtida em equipamento MILLIPORE Simplicity UV e
metanol grau HPLC J.T. Baker, filtrado em membrana de nylon 0,45 um x 47 mm com
sistema SUPELCO, prdéprio para filtracdo de solventes. As amostras foram analisadas em
cromatégrafo liquido Shimadzu (Japdo), bombas LC-10ADvp, controladora SCL-10Avp,
degaseificador DGU-20A3, detector SPD-M20A e autoinjetor SIL-20A HT. Coluna C18
(Shimadzu, Japdo) (150 x 4,6 mm; 5um), com sistema de eluicdo em gradiente, A: &gua Milli-
Q e B: MeOH 5%B 0 min, 5%-100%B 0-25 min, 100%B 30 min, 5%B 40 min.

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 quatro fraces analisadas foram: A e B HEX:CHCL; (3:7) de A. crassiflora e
HEX:CHCL; (1:1) 7-9 e 39-45 de A. mucosa. Apos a realizacdo das analises de extratos em
CLAE, posteriormente as amostras foram purificadas em coluna de silica e sephadex,

guiando-se por analises de CCD.

2.5.6 Cromatografia em coluna de Silica das amostras de Annona crassiflora

Através da analise dos cromatogramas obtidos no CLAE, as fracdes de A. crassiflora
foram reunidas, solubilizadas em seus respectivos solventes, incorporadas em silica fina e
submetidas a fracionamento cromatografico em coluna de silica.

A coluna cromatografica foi preenchida com 60 gramas de silica em suspensdo em
acetato. A amostra incorporada foi introduzida na coluna e eluida com solventes em gradiente
crescente de polaridade.

As fragdes A e B HEX:ACOET (3:7) de A. crassiflora continham 5,59 e 1,6g,
repectivamente. Para realizar a eluicdo das fracGes foram utilizados os seguintes eluentes:
HEX:ACOET (9:1); HEX:ACOET (2:1); HEX:ACOET (3:2); HEX:ACOET (1:1);
HEX:ACOET (1:2); ACOET; ACOET:MeOH (1:1) e MeOH.
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2.5.7 Cromatografia em coluna de Sephadex das fracdes de Annona crassiflora e Annona
mucosa

Esta método foi realizado nas amostras das fragdes B HEX:ACOET (3:7) (2-4) e (12-
16) de A. crassiflora e HEX:CHCL; (1:1) (7-9) e (39-45) de A. mucosa, oriundos da
cromatografia em coluna de silica, por apresentar os melhores sinais cromatograficos em
CCD (Figuras 2 e 3).

Para a montagem da coluna em Sephadex LH-20, foram pesados 7 gramas do gel, o
qual foi misturado com o eluente metanol. A mistura foi entdo colocada numa coluna e o seu
empacotamento foi feito de forma simples, apenas com a forca da gravidade.

Com as subfracgdes, acima descritas, foram preparadas solucbes pela dissolucdo de
1,6g de A. crassiflora e 0,8 g de A. mucosa em 2 mL de metanol. Em seguida, foram aplicadas
na coluna de gel sephadex LH-20 e apds a penetracdo da amostra no gel, foram eluidas com
metanol. A coleta foi realizada por gotejamento e as fragcdes retiradas a cada 20 mL. As
subfragcbes obtidas foram avaliadas por CCD e aquelas que apresentavam semelhancas
cromatogréaficas foram reunidas.

Com base nos resultados, as fracBes foram reunidas pelas semelhancas apresentadas
nesse método, resultando num total de sete fracGes para A. crassiflora e quatro de A. mucosa.
Em virtude da quantidade limitada obtida de cada fracdo, apenas aquelas ricas em ACGs
foram submetidas a avaliacdo da atividade inseticida em P. xylostella conforme descritos no
(item 2.4).

2.6 Identificacdo de ACG de Annona mucosa

O composto obtido da fragdo HEX:CHCL3 (1:1) 1-32 pelo método de cromatografia
em coluna de sephdex foi solubilizado em (0,01 pg) de cloroférmio deuterado e os
experimentos de ressonancia nuclear magnética (RMN) uni e bidimensionais foram realizados
em equipamento Bruker 400 MHz, a temperatura de 20°C. Os deslocamentos quimicos ()
foram expressos em ppm e as constantes de acoplamentos (J) em Hz. Os espectros foram
analisados e os dados obtidos foram comparados com a base de dados HaveltAll NMR® para

a confirmacao da molécula encontrada.



Figura 2 - Purificacdo do extrato metandlico de Annona crassiflora.
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Figura 3 - Purificacdo do extrato etanolico de Annona mucosa.
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3 Resultados e Discussao

3.1 Determinacéo das concentracOes letais de extratos brutos de Annona crassiflora e Annona
mucosa sobre Plutella xylostella

O extrato metandlico das sementes de A. crassiflora apresentou toxicidade a P.
xylostella, sendo necesséaria uma quantidade de 0,09%, correspondente a 0,0225 g do extrato,
para causar 50% de mortalidade. E o extrato etandlico das sementes de A. mucosa também
apresentou toxicidade a P. xylostella, com valor da (CLsy) estimada em 0,004% e que
corresponde a 0,0020 g do extrato. Os valores das (CLgg) foram de 2,9% para o extrato

metandlico de A. crassiflora e 0,06% do extrato etanélico de A. mucosa (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracgdes letais (CLsy e CLgo) de extratos das sementes de Annona mucosa
(etandlico) e Annona crassiflora (metandlico) sobre lagartas de Plutella xylostella.

Tratamentos nt GL2 Inclinagéo CLso(%) CLgg(%) x23 P
EP (IC 95%) (IC 95%)

Extrato 300 4 1,97 £ 0,22 0,004 0,06 4,6 0,32

etandlico (0,003-0,005) (0,03-0,14)

Extrato 350 5 1,54 +0,20 0,09 29 10,5 0,06

metandlico (0,05-0,14)  (1,17-16,69)

1 Numero de lagartas utilizadas em cada tratamento.
2 Grau de liberdade do qui-quadrado.

3 Qui-quadrado.

EP — Erro padréo.

IC — Intervalo de confianca.

P — Significancia (P>0,05).

Fonte: Autor, 2016.

Os extratos metanolicos A. crassiflora e etanolicos de A. mucosa oriundos das
sementes evidenciaram niveis elevados de toxicidade, isso se deve ao fato de plantas da
familia Annonaceae apresentarem substancias com potencial a serem toxicas, fagodeterrentes,
inibidores de crescimento e outras caracteristicas que desfavorecam o desenvolvimento ou até
mesmo acarretam na morte de insetos-praga.

Os valores de mortalidade das lagartas submetidas a CLsp e ClLgg do extrato
metanolico de A. crassiflora é evidenciado em uma concentracdo um pouco maior, quando
comparada ao extrato de A. mucosa. Esta diferenca pode estar associada a polaridade dos
solventes, uma vez que, extraem diferentes grupos de substancias quimicas, de acordo com a
polaridade dos mesmos, podendo ser mais toxica ou ndo a P. xylostella (POTENZA et al.,
2005).

A acdo inseticida de extratos de plantas no controle de P. xylostella ja € conhecida na

literatura, porém, a estimativa da concentracéo letal, € um pardmetro de extrema importancia
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em estudos toxicologicos porque determina a potencialidade das plantas inseticidas
investigadas.

Em um estudo semelhante avaliando a bioatividade com plantas do género Croton,
cujos extratos etandlicos foram testados sobre lagartas de P. xylostella, verificou-se que o
extrato de folhas de Croton rhamnifolius Kunth apresentou maior toxicidade, pois, requereu
menor quantidade (14,95 pg mL™) para causar 50% de mortalidade na populacdo (SILVA,
2007).

Nos extratos de diferentes espécies vegetais avaliados quanto a sua toxicidade em
lagartas de P. xylostella, Bandeira (2009) relatou que a toxicidade observada de extratos
etandlicos e hexanicos de Muntingia calabura L. (Muntingiaceae) variou de acordo com a
matriz vegetal e o solvente utilizado, assim como constatado no presente estudo das espécies
de A. mucosa e A. crassiflora. De forma que, lagartas de P. xylostella foram mais sensiveis
aos extratos etandlico das flores que promoveu 99,57% de mortalidade, seguido por extratos
etandlico dos frutos (89,53%) e extrato hexanico dos frutos (87,09%). E quanto ao potencial
inseticida observado para os extratos e considerando as CLsy estimadas, observou-se que o
extrato etanélico de flores (CLso=1,63mg.mL™) foi 11,2 vezes mais toxico do que extrato
hexanico de flores (CLso= 18,30 mg.mL™) e 3 vezes mais toxico do que 0s extratos etanélicos
e hexanico dos frutos.

Dos resultados obtidos de mortalidade, revelou-se que os extratos de A. crassiflora e
A. mucosa apresentaram acdo inseticida significativa, quando comparadas a concentracdo
subletal de dois constituintes quimicos isolados de frutos de Ginko biloba (Ginkgoaceae) no
controle de P. xylostella, o bilobol e o acido ginkgdico com CLsp respectivas de 2,06g/L e
4,6g/L (YANG; DENG; HOU, 2008).

Corroborando com a toxicidade de annonas investigadas em lagartas de P. xylostella,
Rodrigues et al. (2006) determinaram a CLsy de A. crassiflora em larvas de A. aegypti,
constatando que os extratos etanolicos da casca do caule e casca da raiz foram testados sobre
larvas de A. aegypti de terceiro instar e apresentaram Clsy de 23,06 ¢ 26,89 pg.ml™,
respectivamente.

A mesma espécie vegetal foi investigada por Ribeiro et al. (2015), analisando a
letalidade do extrato etanolico de A. mucosa em ninfas e adutos de Diaphorina citri
(Kuwayama, 1908) (Hemiptera:Psyllidae), evidenciaram que dependendo do tempo de
exposicao, o extrato causou alta mortalidade em ninfas (CLso = 148,16 mg.L™ ap6s 72 horas
de exposicao) e em adultos (CLs = 2,464 mg.L™ ap6s 72 horas de exposicio).
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Ansante (2014) estudou a toxicidade dos extratos de A. mucosa submetidos a lagartas
de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e foi verificado que ap6s 168 horas de exposicao,
lagartas de S. frugiperda apresentaram uma concentracdo letal (CLso) estimada de 842,97
mg.kg-1, enquanto que a CLg, foi de 1.882,00 mg.kg-*.

Em artropodes, ACGs sdo considerados inibidores potentes do complexo | (NADH:
ubiquinona oxidoredutase) do sistema de transporte mitocondrial de elétrons e do NADH:
oxidase da membrana plasmatica, que induz a apoptose (morte celular programada), talvez
devido a privacdo de ATP (TORMO et al ., 1999). No entanto, estudos mais recentes
levantaram a hipotese que a inibicdo mitocondrial do complexo | ndo € o Unico modo de acéo
das ACGs (BLESSING et al., 2010;. RIBEIRO et al., 2013.), considerando a gama de efeitos
bioldgicos causados e os muitos atomos de carbono e grupos funcionais presentes nas suas
estruturas.

Desta forma, no bioensaio de toxicidade de extratos de semente de A. mucosa e A.
crassiflora sobre P. xylostella, observou-se que os extratos etandlico e metandlico
apresentaram atividade inseticida, portanto, procedeu-se a continuidade de fracionamento dos

extratos e aos seus respectivos testes de atividade.

3.2 Avaliacdo da atividade inseticida das particdes liquido-liquido de Annona crassiflora e
Annona mucosa sobre Plutella xylostella

A particdo cloroférmica (CHCL3) de A. crassiflora apresentou uma porcentagem de
mortalidade em torno de 84%. Este valor relativamente alto foi considerado um parametro
desejavel para prosseguir o biomonitoramento e os testes inseticidas (Figura 4).

Convém ressaltar que, independente da polaridade do solvente nas fracdes, a atividade
inseticida estava presente. Como observado por Souza et al. (2009) no fracionamento do
extrato de folhas de A. muricata, cujos solventes polares ou com polaridades intermediarias

apresentaram maior concentracdo de ACGs.
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Figura 4 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracio
0.09% das fracbes de Annona crassiflora provenientes de particao liquido-liquido.
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F = 61,0417**; P < 0,001; CV = 20,10%

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.

Jaglan et al. (1997) testaram extratos organicos de sementes e de folhas de nim (A.
indica) sobre Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera:Noctuidae). Esses autores
observaram que o0s extratos com cloroférmio/metanol (9:1) obtidos de sementes e de folhas de
nim, tiveram maior atividade inseticida que os extratos destas mesmas partes de planta, porém
usando-se apenas metanol. Ademais, o extrato em cloroférmio/metanol (9:1) de sementes de
nim também ocasionou efeitos morfogenéticos adversos sobre varios parametros bioldgicos
de H. armigera. Os autores atribuiram a menor atividade inseticida do extrato em metanol a
sua alta polaridade.

Assim, uma maior quantidade de substancias inativas, como agUcares e taninos, teria
sido extraida, e, portanto, causado uma diluicdo das substancias ativas no extrato. O extrato
cloroférmio/metanol (9:1), tendo como principal solvente o cloroférmio, de menor polaridade,
teria impedido a extracdo de tais substancias inativas, e, em razdo de sua polaridade, teria
extraido uma maior quantidade de substancias ativas. Esta observacdo também esta de acordo
com o que foi obtido no trabalho, pois a fracdo cloroférmica apresentou maior atividade
inseticida.

Cunha et al. (2006) observaram que extratos em cloroférmio ou diclorometano séo
capazes de apresentar atividade inseticida sobre diversas espécies de insetos, mesmo tendo
sido obtidos de estruturas e de espécies de plantas inseticidas distintas.

Em A. mucosa, a maior porcentagem de mortalidade ocorreu na particao cloroférmica

(CHCL3) com 89%. Assim como a particdo cloroférmica de A. crassiflora, também
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apresentou um bom parametro para seguir 0 biomonitoramento e os testes inseticidas (Figura
5).

Figura 5 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracéo
0.004% das fragdes de Annona mucosa provenientes de particéo liquido-liquido.
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Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.

No trabalho de Silva et al. (2012) as fracdes com solventes de diferentes polaridades
apresentaram atividade inseticida semelhante, indicando que as duas espécies de Meliaceae
estudada, Trichilia pallida (Swartz.) e Toona ciliata M. possuem uma elevada diversidade de
metabdlitos secundarios com atividade inseticida para Bemisia tabaci (Gennadius:1889)
(Hemiptera: Aleyrodidade). Os ramos e folhas destas plantas contém compostos ativos
pertencentes a diferentes grupos quimicos com atividade inseticida semelhante e o
fracionamento dos extratos utilizando solventes com polaridade crescente ndo reduziu a
eficiéncia do material extraido. Estes resultados reforcam que essas plantas para o controle de
B. tabaci é uma relacdo positiva porque a maior diversidade de grupos quimicos com
atividade inseticida para um extrato diminui a probabilidade para o desenvolvimento de
populacbes de insetos resistentes. Este comportamento também foi observado no presente
estudo com as fracbes do extrato de A. mucosa, Vvisto que todas as fragdes evidenciaram
toxicidade as lagartas.

Pesquisas anteriores corroboram que a atividade inseticida das anonas estudadas é
potencializada quando extraida com solventes de polaridades crescentes, como a de Ansante
(2014), que expds por sete dias lagartas de S. frugiperda a dieta artificial contendo partices
hidroalcodlica e hexanica de A. mucosa e constatou mortalidade de 100% na particéo

hidroalcodlica. O autor ainda relata também que foi verificada agdo inseticida da particdo
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hexanica 63,54%, a qual é constituida majoritariamente por triglicerideos sem, contudo,
ocasionar efeito no desenvolvimento larval da espécie-praga.

Do mesmo modo, Ribeiro et al. (2013) concluiu que o extrato hexanico de sementes de
A. mucosa, na concentracdo 300 mg kg-t causou mortalidade significativa de 98% apds dez
dias do tratamento em gorgulho  Sitophilus  zeamais  (Motschulsky:1885)
(Coleoptera:Curculionidae) e quase inibiu completamente a progénie F1, o que reduziu
drasticamente o dano para as amostras de milho. A maior concentracdo deste extrato (1500
mg kg-1) resultou na mortalidade total (100%) dos gorgulhos que foram expostos aos graos
tratados. Além disso, uma inibicdo completa da progénie F1 foi observada com a maior
concentracédo do extrato preparado utilizando hexano.

Os extratos podem ser sollveis em acetona (KHALEQUZZAMAN; SULTANA,
2006) e agua destilada (PEREZ-PACHECO et al., 2004), embora, também possam ser
solubilizados em outros solventes, como diclorometano, dimetilsulféxido (DMSO), etanol e
tween 20®. Os critérios para a escolha do solvente é focada no minimo efeito negativo sobre
0 organismo estudado, obtendo-se assim extratos de plantas ou metabdlitos secundarios
adequados a serem avaliados (CARVALHO, 2008).

Conforme Morales, Gonzalez e Aragon (2004), avaliaram a atividade larvicida de
extratos polares (etanol) e apolares (éter) de A. muricata sobre A. aegypti e Anopheles
albimanus (Wiedemann, 1820) (Diptera:Culicidae), verificando que o extrato apolar na
concentracdo mais elevada (1800 ppm) resultou em 100% de mortalidade de A. aegypti,
enguanto que a menor (37,5 ppm) foi de 3%. Em A. albimanus, a concentracdo que produziu
100% de mortalidade foi de (600 ppm) e em (37,5 ppm) obteve-se 64,7%. As concentracfes
letais dos extratos polares foram menores. Em A. aegypti, enquanto a concentracao de (1800
ppm) foi necessaria para se obter 100% de mortalidade, a de (37,5 ppm) produziu apenas
24%. Estes resultados comprovam que o gradiente de polaridade aumenta a eficicia do
extrato, assim como foi realizado no presente trabalho.

Em outros trabalhos como o de Costa et al. (2013), reforcam que as ACGs presentes
em anondaceas podem ser direcionadas a solventes apolares quando extraidas por estes. Neste
caso, 0 extrato hexanico de A. crassiflora, na concentracdo de 1,0 mg.mL™ obteve
mortalidade em larvas de A. aegypti superior a 90% e as concentragdes 0,6 e 0,4 mg.mL™
apresentaram mortalidade acima de 50%. E para o extrato bruto metandlico de A. mucosa, a
mortalidade de 100% das larvas s foi verificada na concentracio de 0,8 mg.mL™, com CLsg
0,010 mg.mL™, ndo diferindo da concentracdo 0,05mg/mL, com mortalidade de 95% das
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larvas testadas. As concentracdes 0,02 e 0,01 mg.mL™ apresentaram mortalidade de 77,5 e
75,00%, respectivamente.

Verifica-se, portanto, que os insetos utilizados nas diversas pesquisas apresentam
diferenca na suscetibilidade a diferentes extratos organicos utilizados das espécies de
Annonaceae, assim como, no presente estudo. Constatando-se, desta forma, a importancia da
determinacdo de concentraces letais e da relacdo entre a espécie-alvo envolvida.

3.3 Avaliacéo da atividade inseticida frente a Plutella xylostella de fragfes oriundas da coluna
de silica

As fragdes selecionadas para realizar o bioensaio foram as fracbes HEX:CHCL; (1:1).
CHCL3:ACOET(1:1) e ACOET de A. crassiflora. Selecionaram-se estas fracGes porque
continham quantidade suficiente de material para prosseguir o processo de purificagéo e para
realizar testes inseticidas. A maior porcentagem de mortalidade foi 84% da fracéo
CHCL3:ACOET(2:1) (Figura 6).

Selecionaram-se as fragdes HEX:CHCL3 (1:1) e ACOET de A. mucosa, pois, estas
continham uma quantidade de material sufuciente para prosseguir o processo de purificacdo e
para realizar testes inseticidas. A fracdo HEX:CHCL; (1:1) alcangou a maior porcentagem de

mortalidade com 74% (Figura 7).

Figura 6 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracao
0.09% das fragdes de Annona crassiflora obtidas em coluna de Silica.
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Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.
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Figura 7 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracio
0.0049% das fracdes de Annona mucosa obtidas em coluna de Silica.

100

[ee}

o
T
<5

N
o
T

Mortalidade (%)
S 3

o

HEX:CHCL3 (1:1) ACOET
Fracéo
F =1,1970 ns; P < 0,2882; CV = 26,47%

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.

3.4 Avaliacéo da atividade inseticida frente a Plutella xylostella de fragdes oriundas de MPLC

Das fracbes de A. crassiflora obtidas em MPLC selecionaram-se as fracdes
HEX:ACOET (6:4), HEX:ACOET (3:7) e ACOET. Estas continham quantidade suficiente
para prosseguir o processo de purificagdo e posteriormente investigar sua atividade inseticida.
A maior porcentagem de mortalidade foi 55% da fracdo HEX:ACOET (3:7) (Figura 8).

Apesar das porcentagens estarem préximas e pouco menores do que bioensaios
anteriores pode-se considerar que as fracbes mantiveram o mesmo nivel de atividade, pois,
utilizou-se a concentracdo 0,03% que foi menor aos bioensaios anteriores. Nesta
concentracdo, a fracdo que obteve menor atividade apresentou uma porcentagem de
mortalidade acima de 40%, considerando-se que mesmo em pequenas concentragdes, as

fracdes de A. crassiflora tém resultados significativos em P. xylostella.

Figura 8 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracéo
0.03% das fracdes de Annona crassiflora oriundas de MPLC.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.
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A respeito de A. mucosa, realizou-se um bioensaio de atividade inseticida e as
porcentagens de mortalidade das fracbes HEX:CHCL; (1:1) n&o diferiram estatisticamente
entre si. As fracdes 7-9 e 39-45 obtiveram as maiores porcentagens de mortalidade com 64 e
72%, respectivamente, sendo consideradas mais ativas entre as demais (Figura 9).

Esse estudo de fracionamento biomonitorado mostrou que o composto da A. mucosa
responsavel pela bioatividade continua se mantendo ao longo das fracdes, e, portanto, foi
possivel, através de estudos com CLAE, Ressonancia Magnética Nuclear e outras técnicas,
elucidar qual composto é responsavel pela atividade. Como no trabalho de Gu et al. (1997),
que realizaram o biomonitoramento de Rollinia mucosa (Jacg.) Baill. (Annonaceae) através de
HPLC / MS, constatando que este método de isolamento e purificacdo além de eficiente,
identificou duas novas ACGs bioativas rollidecina C e rollidecina D, conjuntamente com a

ACG desacetilluvaricina, a partir da fracdo metanol:agua de folhas R. mucosa.

Figura 9 - Mortalidade de lagartas neonatas de Plutella xylostella, submetidas a concentracao
0.001849% das fragdes de Annona mucosa oriundas de MPLC.
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Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.

Apesar das fracdes de A. mucosa ndo terem sido diferentes estatisticamente entre si,
apresentaram resultados promissores. A fragdo HEX:CHCL;3 (1:1) 39-45 teve mais de 70% de
mortalidade na concentragcdo 0.00184. Mesmo numa concentracdo pequena, a maioria das
fragdes conseguiu alcancar indices de mortalidade superior a 50% dos insetos testados,

resultado este que mostra a boa atividade inseticida desta anonacea.
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Realizou-se um estudo cromatogréfico e analise espectrométrica para identificacdo das
substancias, assim como foi feito no fracionamento cromatografico, feito por Nascimento et
al. (2003), do extrato hexanico das folhas de Rollinia laurifolia Schltdl. e a anélise
espectrométrica das substancias puras obtidas das fragdes, que permitiu a identificacdo das
ACGs uvariamicina-1, solamina e gonionenina (NASCIMENTO et al., 2003).

De modo analogo, Pimenta et al. (2001) realizando fracionamento cromatografico das
folhas de R. laurifolia através de ressonancia magnética nuclear (RMN), identificaram a ACG
laurifolin.

Conforme Santos e Boaventura (1994), ao investigarem 0s compostos presentes em A.
crassiflora submetida a andlises espectroscépicas usuais, indicaram tratar-se de uma ACG
bis-tetra-hidrofuranica a qual foi denominada crassiflorina.

Com base nos resultados da pesquisa, observa-se que derivados de A. crassiflora e A.
mucosa podem ser considerados bioinseticidas promissores no controle de P. xylostella,
causando letalidade, podendo ser empregado em programas de manejo de pragas.

Essa potencialidade bioinseticida de A. mucosa também ja foi atestada por outros
autores como, o potencial de A. mucosa contra o gorgulho do milho S. zeamays por Ribeiro et
al. (2013), que testaram o efeito de diferentes partes da planta (folhas, galhos e sementes) em
diferentes solventes (hexano, diclorometano e etanol) e concluiram que o extrato de sementes
de A. mucosa na concentracdo de 300 mg.Kg' com solvente hexano proporcionou
mortalidade de 98,0% e com solvente diclorometano 85,5%. Na concentracdo de 1500 mg.Kg
! para ambos os solventes a mortalidade atingiu 100%.

E o efeito de sementes de A. mucosa também foi avaliado para larvas de A. aegypti por
Costa et al. (2013), constatando que o extrato metanolico na concentragdo de 0,1 mg mL
resulta em 100% de mortalidade ap6s 24 horas da aplicacéo.

Resultados semelhantes foram obtidos por Oliveira e Pereira (2009), ao estudar o
extrato de sementes de A. crassiflora sobre adultos de Euschistus heros (Fabricius:1798)
(Hemiptera:Pentatomidae), apresentando atividade anti-alimentar baseados no numero de
pontos de alimentacdo em vagens tratadas, quando comparadas com a testemunha, sendo a
concentracdo 4,0% a que apresentou maior efeito fagodeterrente, seguida das concentracdes
2,0e1,0%.

Pesquisa relacionada a atividade inseticida com extratos de A. crassiflora também foi
realizada em pragas de Zea mays L. e Sorghum bicolor L. Moench., indicando que nas
sementes desta planta e em fracBes do extrato etandlico de suas folhas foi detectada atividade
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inseticida em lagartas do cartucho do milho, S. frugiperda, podendo vir a ser utilizada como
um inseticida natural no controle dessa praga (PIMENTA et al., 2000).

Ja existem no mercado internacional formulagbes comerciais a base de ACGs de
anonaceas como ANOSOM® CE (10 g i.a/L de anonina). Um estudo realizado recentemente
avaliou o nimero de novos ingredientes ativos (i.a) registrados pela Agéncia de Protecéo
Ambiental (EPA) nos Estados Unidos desde 1997 e verificou que do nimero total de
pesticidas registrados, 20% sdo produtos naturais ou derivados de produtos naturais
(CANTRELL; DAYAN; DUKE, 2012). Isso ressalta ainda mais a importancia de pesquisas
como esta na descoberta e desenvolvimento de novos produtos a serem disponibilizados para
0s programas de manejo integrado de pragas.

3.5 Analises das corridas cromatograficas (CLAE)

Os espectros das corridas foram realizados com tempos de retencdo e comprimentos
de ondas diferentes. Foi utilizado para identificar fracdes semelhantes visando fazer reunides
e verificar o nivel de pureza das fragdes oriundas das etapas anteriores.

Nas amostras de A. crassiflora foram dadas continuacdo ao método de separacgdo,
purificacdo e isolamento, visto que, ainda continham uma mistura de substancias. Do mesmo
modo as de A. mucosa, sendo estas reunidas, pois, encontravam-se num grau mais avangado

de pureza.

3.6 Cromatografia em coluna de Silica de fragdes de Annona crassiflora

Das fracdes de A HEX:ACOET (70%) e B HEX:ACOET (70%) de A. crassiflora
obtiveram-se as seguintes fracfes (Tabela 4).

Tabela 4 - Reunido das fraces de Annona crassiflora em coluna de silica.

FRAGAO FRACOES FRAGAO FRACOES
(REUNIDAS) (REUNIDAS)
1-15 1
16-23 2-4
A HEX:ACOET (3:7) B HEX:ACOET (3:7) 5-9
24-28 10-11
29-30 12-16
17-21

Fonte: Autor, 2016.
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Em virtude da quantidade limitada obtida de cada reuni&o de fracdes, apenas aquelas
ricas em ACGs (2-4) e (12-16) de 2 HEX:ACOET (70%) conforme observado no revelador

de Kedde, foram dadas continuidade a purificacdo e isolamento.

3.7 Cromatografia em coluna de Sephadex de fracdes de Annona crassiflora e Annona
mucosa

As fracdes B HEX:ACOET (3:7) de A. crassiflora e HEX:CHCL;3 (1:1) 7-9 e 39-45 de

A. mucosa originaram as seguintes fracdes (Tabela 5 e 6).

Tabela 5 - Reuniéo de frages de Annona crassiflora em coluna de Sephadex.

~ . _ FRACOES
FRACAO FRACOES (REUNIDAS) FRACAO
(REUNIDAS)
1-5 1-4
(Fracbes 2-4) 6-15 (Fracdes 12-16) 5-6
16-19 7-23
20-29

Fonte: Autor, 2016.

Tabela 6 - Reunido de fracdes de A. mucosa em coluna de Sephadex.

FRACOES FRACOES
1
HEX:CHCL;(1:1) 7-9 2
HEX:CHCL; (1:1) 39-45 3
32

Fonte: Autor, 2016.

Em virtude da quantidade limitada obtida de cada reunido de fracdes, apenas aquelas
que verificaram ser ricas em ACGs (1-5) e (6-15) conforme observado no revelador de Kedde,
foram investigadas em bioensaio de atividade inseticida. E as fracGes de A. mucosa (7-9) e

(39-45) foram analisadas em RMN para uma possivel identificacdo do composto ativo.

3.8 Avaliacéo da atividade inseticida de fracGes sobre Plutella xylostella

As fracOes oriundas de A. crassiflora apresentaram atividade inseticida em lagartas de
P. xylostella. A fracdo (1-5) evidenciou uma siginificativa porcentagem de mortalidade de

74% quando foi submetida a concentragdo de (0.01362%) (Figura 8). Mesmo ao utilizar uma
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concentracdo letal menor, a porcentagem de mortalidade em lagartas correspondeu
expressivamente.

Figura 10 - Mortalidade de lagartas de Plutella xylostella, submetidas a concentracéo 0.01362%
das fracdes purificadas de Annona crassiflora.
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F1-5 F 6-15
Fracdo

F =48,40 **; P < 0,1101; CV =7,94%
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2016.

3.9 Identificacdo de ACG de Annona mucosa

A Squamocina (Figura 11) foi a ACG isolada e identificada de um grupo de fracdes
oriundos de HEX:CHCL3 (1:1) 1-32 de A. mucosa. A anélise por espectrometria de massas
indicou a formula CsHesO7, € a anélise dos espectros de RMN *H e *C mono e
bidimensionais indicaram sinais caracteristicos de grupos y-lactona o, B-insaturada, a presenca
de anel bis-tetrahidrofurénico com duas hidroxilas em carbonos adjacentes. Os espectros de
massas e de RMN *H e *C mono e bidimensionais indicaram tratar-se predominantemente da
squamocina.

Figura 11 - Estrutura quimica da squamocina isolada de sementes de Annona mucosa.

Fonte: Autor, 2016.
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A ocorréncia de ACGs pode ser identificada pela presenca de alguns grupos funcionais
caracteristicos de suas estruturas, como sinais de RMN de *C de carboxilas de anéis
lactonicos, que caem na regido de 170 ppm, carbonos a e B-carbonilicos, que apresentam
deslocamentos em torno de 130 e 150 ppm, respectivamente, CH de epoxidos, THF
(tetrahidrofurano) e THP (tetrahidropirano) que caem entre 60 e 80 ppm, além da presenga
de CH2 de cadeias alquilicas (NAVARO, 2013).

O grupo metil-y-lactona é caracteristico para a categoria das acetogeninas. Fang et al.
(1993), Rupprecht, Hui e Mclaughlin (1990) e Downum, Romeu e Stafford (1993) afirmam
que este grupo pode ser encontrado em cinco formas diferentes (Estruturas Al, A2, A3, Ade
Ab5) e pode ser evidenciado pelos espectros na regido do infravermelho e de RMN. A
existéncia de um grupo metil-y-lactona o,f-insaturado é indicado na regido do infravermelho
por uma banda forte em 1740-1750 cm™ e para um grupo metil-y-lactona saturado o sinal é
observado a 1770 cm™. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear também é
essencial para a caracterizagdo deste grupo.

As ACGs podem conter um, dois ou nenhum anel tetra-hidrofurano (THF). A presenca
deste anel em uma dada substéncia é evidenciada pela existéncia de sinais entre 679 e 83 ppm
no espectro de carbono-13. Com relacdo aos anéis THF podemos encontrar normalmente trés
tipos de ACGs. Aquelas do tipo A que possuem um anel THF flanqueado por duas hidroxilas
e apresentam dois sinais de carbono entre 81 e 83 ppm; as do tipo B com dois anéis THF em
sequéncia flanqueados por duas hidroxilas e que apresentam quatro sinais de carbono entre
081 e 83 e aquelas ACGs do tipo C que possuem dois anéis THF separados por quatro &tomos
de carbonos sendo um flanqueado por duas hidroxilas e o outro por apenas uma hidroxila que
apresentam trés sinais entre 681 e 83 ppm e um sinal em 679 ppm (LUNA, 2006).

A identificacdo de ACG squamocina evidenciou atividade inseticida para P. xylostella.
Apresenta-se como o primeiro relato desta espécie vegetal e os resultados apontaram que esta
ACG demonstra potencial inseticida sobre lagartas de Plutella xylostella, indicando que pode

ser considerada promissora no controle deste inseto-praga.
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4 CONCLUSAO

O extrato metandlico de A. crassiflora e o extrato etanolico de A. mucosa
apresentaram toxicidade a P. xylostella nos testes preliminares para determinacdo da CLso. AS
partices cloroférmicas tanto de A. crassiflora quanto de A. mucosa foram as mais toxicas a
P. xylostella. As fragdes CHCL3:ACOET (1:1) de A. crassiflora e HEX:CHCL; de A. mucosa
oriundas da coluna de silica, foram as mais toxicas a P. xylostella. As fragdes originadas em
MPLC que obtiveram maior toxicidade em P. xylostella foram A e B HEX:ACOET (3:7) de
A. crassiflora e HEX:CHCL; (1:1) 7-9 e 39-45 de A. mucosa. A purificacdo das fragdes de A.
mucosa oriundas de MPLC, aliado a analise em RMN, resultou na identificacdo da ACG

squamocina.
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TOXICIDADE E ESTUDO FITOQUIMICO POR PROSPECCAO E ACAO
INSETICIDA DE Dioscorea rotundata Poir. E Chenopodium ambrosioides L. SOBRE
Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

RESUMO

As plantas de inhame e mastruz apresentam caracteristicas promissoras para serem utilizadas
como fitoinseticidas, tais como, baixo custo e facil aquisicdo da parte ndo comercializavel,
manejo conhecido das culturas por pequenos agricultores e presenca em todas regides do
Brasil, tornando-as uma alternativa viadvel no manejo de Plutella xylostella. Objetivou-se com
0 presente trabalho, avaliar o potencial inseticida de Dioscorea rotundata Poir.
(Dioscoreaceae) e Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae) sobre Plutella xylostella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), através de diferentes formas de extragdo e
estimar a sua concentracao letal (CLso) conforme metodologia de Finney (1971) realizada por
andlise de Probit. As partes aéreas coletadas foram secas em estufas a 65 °C e em seguida
triturou-se em moinho de facas até obtencdo de um p6 de granulometria fina. Na preparacédo
dos extratos aquosos de D. rotundata foram utilizados 800 g em 4,0 L de &gua destilada e 550
g de C. ambrosioides em 3,0 L, respectivamente. Permanceram imersas por 48 horas, apds
esse periodo os extratos foram filtrados e acondicionados em recipientes de vidro. Fez-se o
congelamento dos extratos em freezer para posteriormente ser realizado o processo de
liofilizacdo. Na preparacdo dos extratos etandlicos foram imersos 1,5 g dos pds em 50 mL de
etanol, durante 24 horas. Posteriomente, os extratos foram filtrados e concentrados em
rotavapor a 50 °C e pressdo reduzida. Além disso, realizou-se uma bioprospec¢do com o
intuito de verificar quais possiveis compostos sdo responsaveis pela acdo biologica. Quanto a
avaliacdo de atividade inseticida, ambas espécies e tipos de extratos foram consideradas
ativas positivamente as lagartas de P. xylostella. A estimativa da CLs, dos extratos aquosos e
etanélicos de D. rotundata e C. ambrosioides foram 0,0014 g.mL™, 0,006 g.mL™, 0,0352
g.mL? e 0,4 g.mL™, respectivamente. Observou-se, que 0s extratos aquosos foram mais ativos
que os etanolicos e apresentaram-se mais toxicos a P. xylostella. Na analise da prospecc¢éo dos
constituintes quimicos de D. rotundata e C. ambrosioides, foi constatado a presenca de
taninos flobafénicos, flavonas, flavonois, xantonas, catequinas e saponinas, em ambas
especies. Desta forma, os extratos aquosos de D. rotundata e C. ambrosioides, podem ser
considerados eficientes bioinseticidas em programas de manejo de pragas, podendo ser
utilizado para controlar lagartas de P. xylostella.

Palavras-chave: Dioscoreaceae. Chenopodiaceae. AquOos0s.
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ABSTRACT

The plants yam and mastruz have promising characteristics for use as fitoinseticidas such as
low cost and easy acquisition of unmarketable part, known crop management for small
farmers and presence in all regions of Brazil, making them a viable alternative in management
of Plutella xylostella.The objective of the present study was to evaluate the insecticide
potential of Dioscorea rotundata Poir. and Chenopodium ambrosioides L. on Plutella
xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) through various forms of extraction and
estimation of lethal concentration (LC50). The aerial parts collected were dried in Kkiln at 65
°C and then triturated in a knife mill to obtain a fine grain powder. In preparing the aqueous
extract of D. rotundata were used 800 g in 4.0 L of distilled water and 550 g and 3.0 L. of C.
ambrosioides, respectively. Remained immersed for 48 hours, after this period the extracts
were filtered and packaged in glass containers. It did the freezing of the extracts to be
subsequently accomplished the lyophilization process. In the preparation of ethanolic extracts
were immersed 1.5 g of the powders in 50 mL of ethanol for 24 hours. Posteriomente, the
extracts were filtered and concentrated on rotavapor at 50 °C and reduced pressure. Moreover,
it carried out a bioprospection with the objective of verify possible compounds which are
responsible for the biological action. As to evaluation of insecticidal activity, both species and
types of extracts were considered active positively to caterpillars P. xylostella. The estimate of
(LCsp) of water and ethanol extracts of D. rotundata and C. ambrosioides were 0,0014 g.mL"
! 0,006 g.mL™, 0,0352 gmL™ e 0,4 g.mL™, respectively. It was observed, however, that
aqueous extracts were more active than the ethanol and presented more toxic to P. xylostella.
In analyzing the prospection of chemical constituents from D. rotundata and C. ambrosioides,
established the presence of phlobaphenes tannins, flavones, flavonols, xanthones, catechins
and saponins, in both species. Thus, the aqueous extracts of D. rotundata and C.
ambrosioides, can be considered effective biopesticides in pest management programs and
can be used to control caterpillars of P. xylostella.

Keywords: Dioscoreaceae. Chenopodeaceae. Aqueous.
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1 Introducéo

Uma das mais importantes limitacGes do cultivo de brassicas tem sido o ataque de
insetos-praga, dentre os quais se podem citar a traca-das-cruciferas, Plutella xylostella
(Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) (FILGUEIRA, 2008), considerada a mais
destrutiva no Brasil e em vérias partes do mundo (MONNERAT et al., 2004, MEDEIROS;
BOICA JUNIOR; TORRES, 2005; KHALIQ; ATTIQUE; SAYYED, 2007), cujos danos
ocasionados pela fase larval podem levar a depreciacdo do produto, retardar o
desenvolvimento e/ou acarretar a morte da planta (CASTELO BRANCO et al., 2001,
MONNERAT et al., 2004).

O método mais utilizado para o seu controle é o quimico, muitas vezes realizado de
forma preventiva, por meio de produtos ndo seletivos em regime de aplicacdo de uma a duas
vezes por semana (MAZLAN; MUMFORD, 2005; GRZYWACZ et al., 2010), resultando em
enorme gasto de 1,4 bilhdo de dolares anualmente para o controle ao se considerar o regime
de aplicacdo semanal (ZALUCKI et al., 2012).

A elevada pressdo de selecdo devido ao uso abusivo de inseticidas para o controle
dessa praga a tornou resistente a algumas classes de agroquimicos (SARFRAZ; KEDDIE,
2005; KHALIQ; ATTIQUE; SAYYED, 2007, ZAGO et al., 2014). Desta forma, produtos
naturais extraidos de plantas constituem-se em fonte de substancias bioativas compativeis
com programas de manejo integrado de pragas (MIP) e que pode reduzir os efeitos negativos
ocasionados pela aplicacdo descontrolada desses produtos (MEDEIROS; BOICA JUNIOR;
TORRES, 2005).

Uma das principais espécies botanicas hoje utilizadas como fonte de produtos
inseticidas é conhecida comumente por nim (Azadirachta indica A. Juss) (Meliaceae), de
origem asiatica e uso difundido mundialmente (DEQUECHET et al., 2008). Os bons
resultados obtidos com esta espécie tém estimulado estudos com outras meliaceas e diversas
outras familias boténicas, no intuito de encontrar novas espécies com atividade inseticida.

A cultura do inhame Dioscorea spp. também € conhecida por cara-da-costa,
pertencente a familia Dioscoreaceae, cujo género possui mais de 600 espécies e facil
adaptac&o as diferentes regides (ZARATE; VIEIRA; MINUZZI, 2000; BRESSAN, 2005). As
espécies de inhame mais cultivadas pertencem a Dioscorea alata L., D. cayennensis Lam. e
D. rotundata Poir., cujos rizéforos sdo direcionados ao consumo in natura (BRESSAN, 2005;
LIPORACCI; MALI; GROSSMANN, 2005).
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O inhame é uma planta herbdcea que apresenta caracteristicas desejaveis de uma
planta inseticida, pois, € um vegetal de manejo simples. As partes da planta utilizadas para a
producdo do extrato sdo as folhas e ramos, sendo estas ndo utilizadas comercialmente e
produzida de forma continua pelo vegetal. Desta forma, apontam-se vantagens de ser
facilmente adquiridas e de ndo apresentar nenhum custo ao produtor (SANTOS, 1996).

O estudo para a utilizacdo e indica¢do do inhame como planta inseticida ainda é muito
limitado (BANAAG et al., 2005; FERREIRA, 2010; SOUSA et al., 2012; BASTOS, 2013;
TRINDADE et al., 2015). No entanto, o efeito deste vegetal sobre a lagarta-do-cartucho foi
evidenciado por Ferreira (2010), que ao estudar o efeito de extratos aquosos de quatro plantas
inseticidas (inhame, nim, mastruz e graviola, na concentracdo de 5% (p/v)) na cultura do
milho, verificou que as folhas das plantas tratadas com os extratos de inhame e de nim foram
menos danificadas pelas lagartas.

Existem na literatura relatos de que a atividade bioldgica de Dioscorea spp. é devida a
acao de alcaloides, como no trabalho de Bannaag et al. (2005), que relataram atividade anti-
alimentar e toxica de dois alcaloides (dioscorina e dioscorina N-6xido), de Dioscorea hispida
Dennst. (Dioscoreaceae), contra lagartas de P. xylostella e Pseudaletia separata (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae).

O mastruz, Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae), € uma planta medicinal
herbécea, originaria da América do Sul, que ocorre em todo o Brasil, sendo considerada uma
planta daninha em algumas regifes do pais. Possui um cheiro forte e desagradavel. As folhas
e frutos acumulam o6leo essencial rico em ascaridol, principio ativo responsavel pelo efeito
vermifugo da planta. A espécie C. ambrosioides é muito utilizada principalmente pelas
civilizagbes indigenas norte americanas, mexicanas, argentinas e bolivianas (LORENZI,
MATQOS, 2002).

Silva et al. (2005), avaliando o potencial inseticida de pds de 23 espécies vegetais, em
relacdo a S. zeamais, verificaram mortalidade e reducdo na emergéncia de adultos, além da
menor perda de peso dos grdos, quando do uso de pos de C. ambrosioides. Tavares;
Vendramim (2005a) tambem observaram alta mortalidade e redugéo na emergéncia de adultos
de S. zeamais quando da adi¢do de pés de frutos de C. ambrosioides em gréos de trigo. Ainda,
conforme Tavares; Vendramim (2005b) observaram, além do efeito inseticida por contato, a
espécie apresenta atividade toxica via fumigacdo de pos de seus frutos em relagdo a fase

imatura e adultos de S. zeamais.
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Considerando que D. rotundata e C. ambrosioides apresentam potencial inseticida
sobre insetos-praga (TRINDADE et al. 2015), o presente trabalho teve como objetivo avaliar
0 potencial inseticida sobre P. xylostella, através de diferentes formas de extracdo e a
estimativa da concentracdo letal (CLsg). Além disso, realizou-se uma bioprospeccdo com 0

intuito de verificar quais possiveis compostos sao responsaveis pela acao inseticida.

2 Material e Métodos

2.1 Obtencao de plantas e preparo dos extratos aquosos e etanélicos

As partes aéreas de inhame e mastruz foram adiquiridas em abril de 2014 nos
municipios de Anadia e Taquarana, Estado de Alagoas, Brasil. O inhame foi coletado apés a
colheita da tubera e 0 mastruz apds o florescimento. A identificacdo das espécies foi realizada
no Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA) em Maceio-AL, cujas exsicatas das plantas
estdo depositadas no herbario sob os numeros MAC 34905 e MAC 34911, respectivamente.

O material coletado foi acondicionado em sacos de papel, sendo em seguida levado
para secar por 72 horas em estufa de ventilacdo forcada, a 65 °C. A seguir, o material foi
triturado em moinho tipo Wiley para a obtencdo do po, que foi acondicionado em recipientes
de vidros hermeticamente fechados e identificados, até seu uso nos bioensaios.

Na preparagdo dos extratos aquosos liofilizados de inhame e mastruz, foram emersos
200 g.L™" em &gua destilada e 183,3 g.L™, respectivamente. Essas misturas foram mantidas
por 48 horas para extracdo dos compostos hidrossollveis e apos esse periodo o material foi
filtrado. Em seguida os extratos aquosos das espécies foram congelados em freezer por 48
horas e submetidos a liofilizacdo até a eliminacao total da agua.

Os extratos etanolicos foram preparados no Laboratorio de Pesquisa em Recursos
Naturais (LPgRN). Imergiram-se 1,5 g de cada pé vegetal em 50 mL de etanol, durante 24
horas. Posteriormente, o material foi filtrado, concentrado em rotavapor a 50°C e sob pressao
reduzida.

Os residuos concentrados obtidos da extracdo etandlica foram colocados em frasco de
vidro devidamanente etiquetados e acondicionados em capela para evaporacdo do solvente.

Em seguida, foram vedados e armazenados em temperatura ambiente.
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2.2 Estimativa da concentragéo letal (CLso) de extratos aquosos e etandlicos de Dioscorea
rotundata e Chenopodium ambrosioides sobre Plutella xylostella

Foram realizados pré-testes com os extratos aquosos e etanolicos de D. rotundata e C.
ambrosioides em diferentes concentracfes para determinar valores préximos do Limite
Superior (LS), que matasse proximo de 100%, e o Limite Inferior (LI), que matasse proximo
da testemunha. Apos a determinagdo dos limites, as seis concentragdes usadas para estimativa
da CLs foram obtidas através da formula de Finney (1971), q= n+1vna/al, onde q ¢ a razdo
da progressdo geométrica, n € o nimero de concentracdes a serem extrapoladas, an é o limite
superior e al é o limite inferior.

Aliquotas dos extratos aquosos e etanolicos foram solubilizadas em agua destilada
acrescentando-se solvente dimetilsulfoxido (DMSO) a 1% v/v até as seguintes concentracdes:
para 0s extratos aquosos de D. rotundata as concentracdes testadas foram: 0,375; 0,75; 1,5;
3,0 e 6,0% (m/v) e para C. ambrosioides 0,21; 0,43; 0,875 e 1,75% (m/v). As concentracGes
testadas para os extratos etandlicos de ambas espécies foram: 0,375; 0,75; 1,5 e 3,0% (m/v),
utilizando agua destilada como testemunha nos dois bioensaios.

Foram confeccionados discos foliares de 8 cm de diametro com folhas de couve
Georgia, Brassica oleraceae var. acephala DC. (Brassicaceae), que foram pulverizadas com a
solucdo dos extratos em diferentes concentracdes, utilizando-se torre de Potter (POTTER,
1952). A aplicacdo foi realizada a uma presséo de 5 psi/pol? utilizando-se um volume de calda
de 2,3 mL, o que corresponde a um depdsito de 1,9 + 0,37 mg/cm2. 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 recém eclodidas foram colocadas em placas de Petri de 8 cm de diametro, contendo
um disco tratado sobre papel de filtro umedecido com &gua destilada, para manutengédo da
umidade, mantidos em laboratério (temperatura de 25 + 2°C, UR de 60 + 10% e fotofase de
12h). A partir do terceiro dia da montagem do bioensaio, iniciaram-se as avaliagcbes da
mortalidade larval.

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado compondo
cinco tratamentos mais a testemunha e cinco repeticdes com 10 lagartas cada uma para a

determinacéo das concentracOes letais de cada extrato. Os dados foram avaliados por analise
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de Probit, usando o programa de andlise esttistica SAS para determinacdo da CLsy (SAS
Institute 2000).

2.3 Prospeccdo dos constituintes quimicos de Dioscorea rotundata e Chenopodium
ambrosioides

Para a realizacdo da etapa de triagem fitoquimica tomou-se como base a metodologia
proposta por Matos (1989), a qual foi trabalhada com algumas adaptacdes, a fim de realizar
prospeccdo dos seguintes aleloquimicos: fendis, taninos pirdgalicos, taninos flobafénicos,
antocianina e antocianidina, flavonas, flavonois, xantonas, chalconas, auronas, flavononois,
leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, flavonois, xantonas, esteroides, triterpenoides e

saponinas.

2.3.1 Operacoes preliminares

De cada extrato obtido e utilizado nos bioensaios separaram-se 35 mL para a
prospec¢do fitoquimica, os quais foram separados em sete porcdes de 3 mL em tubos de

ensaios numerados e identificados de acordo com cada tipo de extrato.

2.3.2 Testes para fenois, taninos pirogalicos e taninos flobafénicos

No tubo "1" de cada extrato foram colocadas trés gotas de solucéo alcodlica de FeCls,
apos agitacdo foi observada a ocorréncia de variacdo de cor ou formacdo de precipitado
abundante escuro. A coloragdo entre o azul e o vermelho era indicativa de fendis, precipitado
escuro de tonalidade azul era indicativa da presenca de taninos pirogalicos (taninos
hidrolisaveis) e verde da presenca de taninos flobafénicos (taninos condensados ou
catéquicos). Para comparacdo foi realizado um teste em branco usando apenas agua e o

cloreto férrico.

2.3.3 Teste para antocianina e antocianidina, flavonas, flavonois e xantonas, chalconas e
auronas

O tubo "2" foi acidulado com &cido cloridrico (HCI) a pH 3, o extrato do tubo "3" foi
alcalinizado a pH 8,5 e o tubo “4’ alcalinizado a pH 11 através da adi¢do de hidroxido de
sodio (NaOH). A variagdo de cor conforme a Tabela 7, indicou a presenca ou auséncia dos

constituintes quimicos.
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2.3.4 Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas

O tubo "5" foi acidulado por adi¢do de HCI até pH 2 e o tubo "6" foi alcalinizado pela
adicdo de NaOH até pH 11. Ambos foram aquecidos com o auxilio de uma lamparina de
alcool durante 3 minutos. A variacdo de cor conforme a Tabela 8, indicou a presenca ou
auséncia dos constituintes quimicos.

Tabela 7 - Teste para antocianina e antocianidina, flavonas, flavonois xantonas, chalconas e
auronas, flavondis em prospecc¢ao de constituintes quimicos de extratos aquosos.

Tubos de ensaio com pHs diferentes

Cor do meio
Constituintes
Acido pH 3 Acido pH 8,5 Acido pH 11
(tubo “2”) (tubo*3”) (tubo*4”)
Antoc!an!ngs € Vermelha Lilas Azul - plrpura
Antocianidinas
Flavonas, flavonois
- - Amarela
e xantonas
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho parpura
Flavonondis - - Vermelho laranja

Fonte: Matos, (1989). Nota: ~ segundo o autor resultados podem mascarar a presenca de outros aleloquimicos.

2.3.5 Testes para flavonois, flavanonas, flavanonois e xantonas

Ao Tubo "7' foi adicionado uma pequena fita de magnésio e 1,0 mL de HCI
concentrado. Apos o término da reacdo, indicada pelo hm da efervescéncia, o tubo “7" foi
comparado com o tubo "5" (ambos acidulados). Esperava-se 0 aparecimento ou a
intensificacdo de cor vermelha indicando a presenca de flavonois, flavononas, flavononois
e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.

Tabela 8 - Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas em prospeccdo de
constituintes quimicos de extratos aquosos.

Cor do meio
Constituintes Acido 5 Alcalino 6
Tubo 5 Tubo 6
Leucoantocianidinas vermelha -
Catequinas pardo - amarelada -
Flavanonas - vermelho - laranja

Fonte: Matos, (1989). Nota: * segundo o autor alguns resultados podem mascarar a presenca de outros
aleloquimicos.
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2.3.6 Teste para esteroides e triterpenoides

O residuo seco do béquer foi extraido 3 vezes com 2 mL de cloroféormio e
homogeneizado. A solucéo foi filtrada gota a gota em um pequeno funil com algodao, coberta
com alguns decigramas de Na,SO, anidro, para um tubo de ensaio. Foi adicionado 1 mL de
anidro acético, agitou-se suavemente, e adicionou-se 3 gotas de H,SO,4 concentrado. Agitou-se
novamente e observou-se a projecdo de cores indicando: coloracdo azul evanescente seguida
de verde permanente é indicativa da presenca de esterdides livres. A coloracdo parda até

vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.

2.3.7 Teste para saponinas

O residuo insoltuvel em cloroférmio, separado na operacdo anterior, foi redissolvido
em 8 mL de agua destilada e a solucéo foi filtrada para um tubo de ensaio. Agitou-se o tubo
com a solugéo, fortemente, por 3 minutos e observou-se a formagdo de espuma, a qual se
fosse persistente e abundante (colarinho) € indicativa da presenca de saponinas (heteroides

saponinicos).

2.3.8 Teste para alcaloides

O pH dos extratos foram corrigidos para 11 utilizando NH40OH. Em seguida, cada
solucdo obtida foi submetida a uma extracdo liquido-liquido utilizando trés porcGes
sucessivas de 30, 20 e 10 mL de uma mistura éter-cloroférmio 3:1. As fases éter-cloroformio
obtidas foram tratadas com Na2SO4 anidro para eliminacdo de &gua e misturadas com 3
pequenas porcgdes sucessivas de HCI diluido para extracdo das bases organicas existentes. As
solugdes aquosas acidas obtidas foram distribuidas em 3 tubos de ensaio, e a cada tubo foram
adicionadas, respectivamente, 3 gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides: Hager,
Mayer e Dragendorff. A presenca de alcaloides foi caracterizada pela formagdo de um

precipitado floculoso e pesado em pelo menos 2 tubos dos 3 utilizados.
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2.4 Parametros bioldgicos de Plutella xylostella

2.4.1Toxicidade de extratos aquosos liofilizados para Plutella xylostella

Para o teste de toxicidade foram confeccionados discos de 8cm de didmetro de folhas
de couve. No tratamento com os extratos, os discos foliares foram submetidos a pulverizagédo
de 2,3 mL em cada lado do disco, nas respectivas suspensdes. Para o tratamento testemunha,
os discos foram pulverizados com agua destilada e DMSO a 1%.

Os discos tratados e ndo tratados com os extratos foram distribuidos sobre uma
superficie coberta com papel toalha, onde permaneceram ao ar livre para evaporacdo do
excesso de agua. Nesse experimento, foram realizados 10 repeticdes por tratamento contendo
dez lagartas recém eclodidas em cada repeti¢do. Transferiram-as para placas de Petri de 15cm
de diametro, contendo um disco tratado, sobre papel de filtro umedecido com agua destilada
para manutencdo da umidade e mantidos em laboratério (temperatura de 25 + 2°C, UR de 60
+ 10% e fotofase de 12h). A partir do terceiro dia da montagem do experimento, iniciaram-se
as avaliacbes da mortalidade larval, a qual foi realizada a cada dois dias onde era realizada a
troca das folhas velhas por novas folhas néo tratadas.

Quando as lagartas se transformavam em pupas, eram coletadas diariamente e
individualizadas em tubos de vidro, observando-se diariamente a emergéncia dos adultos.
Para efeito, foram avaliados 0s seguintes parametros bioldgicos: duracdo e viabilidade das

fases larval, pupal, longevidade de adultos e razdo sexual.

2.4.2 Teste de preferéncia para oviposicdo de Plutella xylostella

Para os testes com chance de escolha, discos foliares de couve com 8 cm de didmetro
foram submetidos a pulverizagdo de 2,3 mL dos extratos em cada lado do disco na
concentracdo letal (CLsp) e um tratamento com inseticida quimico. Apds, foram postos sobre
papel toalha para secagem ao ar livre; em seguida, divididos em partes, obtendo-se quatro
discos foliares (2 cm de didmetro) com dimensdes semelhantes.

Discos retirados das mesmas folhas de couve foram pulverizados com agua destilada e
usados como padrdo nos testes de repeléncia. Assim, foi formado um conjunto, constituido
por quatro triangulos dispostos alternadamente sobre papel de filtro levemente umedecido
com agua destilada, sendo dois tratados com o0s extratos na concentracdo letal (CLsp), um

tratado com agua destilada e o outro com ingrediente ativo (deltametrina) na concentracdo
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recomendada pelo fabricante. Esse conjunto foi colocado em gaiolas idénticas as utilizadas na
criacdo de P. xylostella. Quatro casais de P. xylostella com até 12 horas de idade,
provenientes da criacdo, foram introduzidos nas gaiolas e mantidos por 24 horas para
oviposicdo sendo alimentados com solucédo acucarada a 10%, embebida em esponja presa na
parte superior da gaiola.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos
(CLss, Deltametrina e Testemunha) e 10 repetices. A analise foi feita por comparagédo de
médias pelo teste de Tukey utilizando o programa ASSISTAT versdo 7.5 (Silva; Azevedo,
2009).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estimativa da concentracdo letal (CLsp) de extratos aquosos e etanolicos de Dioscorea
rotundata e Chenopodium ambrosioides sobre Plutella xylostella
Os extratos aquosos de D. rotundata e C. ambrosioides apresentaram toxicidade a P.
xylostella, com valores da (CLsp) estimadas em 0,14 e 0,59%, respectivamente (Tabela 9).
Tanto D. rotundata quanto C. ambrosioides apresentaram niveis elevados de
toxicidade. Isso se deve ao fato destas espécies apresentarem substancias com potencial a
serem toxicas, fagodeterrentes, inibidores de crescimento e outras caracteristicas que

desfavorecem o desenvolvimento ou até mesmo a morte de insetos-praga.

Tabela 9 - Concentracao letal (CLsy) dos extratos aquosos da parte aérea de Diocorea rotundata e
Chenopodium ambrosioides sobre lagartas de Plutella xylostella.

Tratamentos nt GL2  Inclinagdo CL50(%) x23 P
EP (IC 95%)
D. rotundata 250 3 0,61+0,20 0,14 0,33 0,95
(0,002-0,397)
C. ambrosioides 200 2 2,28 £ 0,48 0,59 4,72 0,09
(0,11-2,84)

1 NUmero de lagartas utilizadas em cada tratamento.
2 Grau de liberdade do qui-quadrado.

3 Qui-quadrado.

EP — Erro padréo.

IC — Intervalo de confianga.

P — Significancia (P>0,05).

Fonte: Autor, 2016.

Existem na literatura relatos de que a atividade bioldgica de Dioscorea spp. é devida a
acao de alcaloides, como no trabalho de Bannaag et al. (2005), que relataram atividade anti-

alimentar e toxica de dois alcaloides (dioscorina e dioscorina N-6xido), de Dioscorea hispida
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Dennst. (Dioscoreaceae), contra lagartas de P. xylostella e Pseudaletia separata (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae).

Em um estudo semelhante sobre a toxicidade de D. rotundata, Trindade et al. (2015)
concluiu que extratos aquosos na concentracao de 20% causou letalidade e retardo biologico
em lagartas de S. frugiperda. O nivel de atividade foi considerado satisfatorio quando
comparado aos resultados do presente trabalho, pois, na concentracdo de 0,14% ocasionou
50% de mortalidade em lagartas de P. xylostella.

De modo similar, Ferreira (2010) ao investigar o efeito inseticida de extratos aquosos
desta espécie, além de outras trés plantas inseticidas (Azadirachta indica A. Juss,
Chenopodium ambrosioides L. e Annona muricata L.) na concentracdo de 5% (p/v) sobre S.
frugiperda, contatou que folhas de plantas de milho tratadas com os extratos de inhame e nim
foram menos danificadas pelas lagartas.

Assim como os resultados encontrados por Cunha et al. (2006), quanto a acao
inseticida de extratos aquosos liofilizados ao comparar extratos aquosos liofilizados (EAL) a
3% de folhas e de ramos de Trichilia pallens C. DC., ocasionaram mortalidade larval de 40,6
e 47,6% ao quinto e décimo dia apds infestacdo (DAI) em Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
(Lepidoptera: Gelechiidae) de forma mais eficiente em EAL de folhas, diferindo
significativamente dos valores obtidos em EAL de ramos e do controle negativo ao quinto e
décimo dia.

Resultados de acdo tdxica de C. ambrosioides também foram encontrados por
Mendonca (2009) ao estudar o efeito inseticida de pds de diferentes espécies vegetais no
controle de Sitophilus zeamais, ao relatar que o p6 de C. ambrosioides foi o Unico que
ocasionou mortalidade de 100% dos adultos de S. zeamais no primeiro dia apos a infestagéo.
No mesmo trabalho, a CLsy encontrada no extrato aquoso de C. ambrosioides foi de 0,59,
testando o pé desta espécie sobre adultos de S. zeamais.

Da mesma forma foi evenciado por Procopio et al. (2003), na estimativa do limiar de
atividade inseticida de C. ambrosioides que, entre as seis espécies testadas, foi a Unica que
afetou a sobrevivéncia de S. zeamais, constatando-se mortalidade de 100% dos adultos nas
dosagens de 0,3 e 0,6 g de pd/ 20 g de grédos.

No entanto, Tavares (2006) estudou o efeito inseticida durante cinco dias dos extratos
aquosos das folhas e frutos de trés espécies de Chenopodium na concentracdo 10% sobre S.
zeamais e constatou que o valor maximo de mortalidade encontrado foi de 0,6% nos extratos
das folhas de C. ambrosioides, inferindo que as espécies ndo apresentam potencial inseticida

sobre adultos deste inseto-praga provavelmente devido a forma de obtencdo dos derivados
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botanicos e aplicacdo destes derivados.

Em pesquisa com diferentes espécies vegetais, Boica Junior et al. (2005) observou que
a mortalidade larval de P. xylostella pelo extrato aquoso de C. ambrosioides na concentragdo
de 10%, teve um valor em torno de 70%.

Os valores obtidos por Trindade et al. (2015) foram inferiores ao encontrado neste
estudo para o extrato aquoso de inhame, observando que a concentracdo 6% testada em P.
xylostella ocasionou 86% de mortalidade.

Apbs 24 horas da aplicacdo de extratos aquosos de C. ambrosioides sobre Toxoptera
citricida (Kirkaldy, 1907) (Hemiptera: Aphididae) observou-se mortalidade significativa com
o uso das concentracdes 50 g.mL™, 60 g.mL™?, 70 g.mL™, 80 g.mL™ e 90 g.mL™ na populacéo
de pulgdo-preto dos citros, demonstrando a acdo imediata do produto, o que é um aspecto
bastante importante, ja que ha risco de perda pela acdo dos fatores edafoclimaticos logo apos
a sua aplicacao (SILVA, 2009).

De modo anélogo, ap6s 72 horas de pulverizacdo dos extratos etanélicos de Copaifera
langsdorffii Desf. (Fabaceae) e C. ambrosioides e extrato aquoso de Ruta graveolens L.
(Rutaceae) na concentracdo de 5%, observou-se um menor nimero de adultos de Bemisia
tabaci nas plantas de tomate tratadas com C. langsdorffii e C. ambrosioides do que nas
tratadas com R. graveolens (BARBOSA et al., 2011).

Segundo Guzzo, Tavares e Vendramim (2006) o extrato aquoso a 10% das folhas e
frutos de C. ambrosioides ndo apresentou atividade inseticida in vitro contra adultos de
Rhyzopertha dominica (Fabricius, 1792) (Coleoptera: Bostrichidae) e também ndo afetou a
sobrevivéncia ou desenvolvimento.

A CLso de 0,59% encontrada no extrato aquoso de C. ambrosioides foi relativamente
pequena, uma vez que Corréa (2006) afirmou que o controle de insetos-praga com a utilizacdo
de extrato boténico é satisfatdrio a partir da concentragdo de 80%.

Os extratos etanolicos de D. rotundata e C. ambrosioides apresentaram toxicidade
reduzida a P. xylostella quando comparada aos extratos aquosos, com valores das CLsp
estimadas em 0,0352 e 0,4 g/mL, respectivamente (Tabela 10). Isso pode estar relacionado ao
fato da polaridade do solvente utilizado, concordando com os resultados obtidos por
Gongcalves-Gervasio (2003), identificou que o extrato em cloroférmio de folhas de T. pallida,
foi o mais eficiente sobre larvas de T. absoluta, em comparagdo a outros trés extratos
organicos (metanol, etanol e hexano).

Segundo Cunha et al. (2006), a mortalidade de lagartas de T. absoluta, alimentadas

em foliolos tratados com o extrato em diclorometano (1%), foi a Unica que diferiu,
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significativamente, das registradas nos controles com agua e acetona ao terceiro dia apds
infestacdo (DAI). Ao sexto dia, todos os extratos ocasionaram mortalidade nas lagartas

significativamente superior aos controles, embora ndo tenham diferido entre si.

Tabela 10 - Concentracao letal (CLsy) dos extratos etandlicos da parte aérea de Diosocorea
rotundata e Chenopodium ambrosioides sobre lagartas de Plutella xylostella.

Tratamentos nt GL2  Inclinacdo £ CL50(%) x23 P
EP (IC 95%)
D. rotundata 200 2 1,14 £ 0,29 3,52 0,29 0,86
(2,16-11,95)
C. ambrosioides 200 2 0,58+0,31 5,19 0,0085 0,99
(2,84-30,78)

L Numero de lagartas utilizadas em cada tratamento.
2 Grau de liberdade do qui-quadrado.

3 Qui-quadrado.

EP — Erro padréo.

IC — Intervalo de confianga.

P — Significancia (P>0,05).

Fonte: Autor, 2016.

Testando extratos organicos de sementes e de folhas de (A. indica) sobre Helicoverpa
armigera (Hubner: 1805) (Lepidoptera:Noctuidae), Jaglan et al. (1997) constataram que 0s
extratos com cloroférmio/metanol (9:1), obtidos de sementes e de folhas de nim, tiveram
maior atividade inseticida que os extratos destas mesmas partes de planta, porém usando-se
apenas metanol. Quando comparados aos resultados desta pesquisa, percebe-se que o solvente
utilizado extraiu uma menor quantidade de compostos ativos, por isso, apresentaram baixa
mortalidade, indicando que os compostos que causam letalidade sejam extraidos por solventes
bem mais polares como a &gua.

Resultados semelhantes foram encontrados por Souza (2004), que testou extratos
hexanico, cloroférmico, etanolico e metandlico de ramos de T. pallida sobre ninfas da mosca-
branca B. tabaci (Genn.) bidtipo B e o extrato cloroférmico (polaridade semelhante ao
diclorometano) a 5% (p/v) foi considerado o mais ativo sobre o inseto. A mortalidade das
ninfas de B. tabaci foi maior no extrato com cloroférmio, sendo que os demais ndo diferiram
entre si, sugerindo que, nesta planta, 0s compostos que causam a mortalidade em mosca-
branca sejam apolares (CUBILLO; SANABRIA; HIJE, 1999).

Assim como Almeida et al. (2011), avaliando a porcentagem média de Zabrotes
subfasciatus (Bohemann, 1833) (Coleoptera: Bruchidae) mortos pela acdo de diferentes doses
dos extratos hidroalcodlicos de C. ambrosioides, revelou que a partir da dose de 6 mL, o
extrato do mastruz atuou matando em 100%.

Soares et al. (2010) reportam que o extrato etandlico de C. ambrosioides
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apresentou repeléncia contra o carrapato estrela Amblyomma cajennense (Acari:
Ixodidae) cujos resultados foram semelhantes aos obtidos com DEET (N,N-dietil-3-
metilbenzamida), no entanto houve perda da atividade repelente devido a rapida
evaporacdo de compostos ativos.

A bioatividade do extrato metandlico das folhas de C. ambrosioides, sob condi¢des de
laboratério, para a atividade larvicida, ovicida e de postura contra Culex quinquefasciatus
sugere que o extrato é promissor como inseticida natural (RAJKUMAR; JEBANESAN,
2008).

Condizente aos resultados apresentados, Trindade et al. (2015) estudou o efeito da
viabilidade larval em diferentes concentragdes de C. ambrosioides sobre S. frugiperda e
verificaram que apenas na concentracdo mais elevada de 20% ocorreu um decréscimo na
viabilidade larval, com valor em torno de 10%.

O 6leo essencial de C. ambrosioides a 90% em etanol repeliu 0 mosquito Aedes
aegypti, por cerca de uma hora (GILLIJ; GLEISER; ZYGADLO, 2008).

Assim como, o 6leo essencial de (C. ambrosioides) na concentracdo de 500 pL.mL™
causou mortalidade corrigida a larvas de Frankliniella schultzei (Trybom, 1910)
(Thysanoptera: Thripidae) de apenas 3,5% (RONDELLI et al., 2012), resultados similares
foram obtidos no presente estudo com extratos etandlicos, evidenciando porcentagem de

mortalidade reduzida.

3.2 Prospeccdo dos constituintes quimicos de Dioscorea rotundata e Chenopodium
ambrosioides

Os resultados da triagem foram considerados positivos pela presenga da formacdo de
precipitados e surgimento de coloragdo e espuma em taninos flobafénicos, flavononas,
flavondis, xantonas, catequinas e saponinas de ambos extratos (Tabela 11).

Tabela 11 - Resultado da prospeccéo fitoquimica realizada dos extratos aquosos e etandlicos das
espécies Dioscorea rotundata e Chenopodium ambrosioides.

Constituintes quimicos D. r*otundata * C. ambrosioides
E.AD.R E.ED.R E.A.C.A* E.E.C.A*

Fenois - - - -
Taninos pirogalicos

Taninos flobafénicos + + + +
Antocianina e Antocianidina - - - -
Flavonas, Flavonois e Xantonas + + + +
Chalconas e Auronas - - - -
Flavonois - - - -

Leucoantocianidinas
Catequinas + + + +
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Flavononas - - - -
Flavonois, Flavononas e Xantonas - - - -
Esteroides - - - -
Triterpenoides

Saponinas + + + +
Alcaloides - - - -

Positivo (+) e Negativo (-);

*EADR: extrato aquoso da parte aérea da espécie Dioscorea rotundata.
*EACA: extrato aquoso da parte aérea da espécie Chenopodium ambrosiodes.
*EEDR: extrato etandlico da parte aérea da espécie Dioscorea rotundata.
*EECA: extrato etandlico da parte aérea da espécie Chenopodium ambrosiodes.
Fonte: Autor, 2016.

Por meio de comparacdo dos resultados da prospecgdo fitoquimica, os extratos da
parte aérea de C. ambrosioides e D. rotundata de ambos extratos, observam-se similaridades
entre as classes estudadas.

Por ocasido do isolamento de compostos hidrossolUveis de plantas, é conveniente a
remocdo dos lipideos, com extracdo prévia em alcool etilico seguida de sucessivas extracdes
com éter de petr6leo antes da sua concentracdo em evaporador rotativo. Na extracdo de
compostos polares de plantas ricas em taninos, recomenda-se uma extracdo prévia com
hexano (para desengordurar o material), seguindo-se de extracdo com éter etilico, para
extracdo dos compostos polares desejados, mas livres de taninos. Uma extragdo final com
alcool etilico retiraria os compostos polares nao extraidos pelo éter etilico, juntamente com 0s
taninos (MATOS, 1988).

A acdo inseticida de C. ambrosioides, que ocorreu neste trabalho, pode estar
relacionada provavelmente a presenca de flavonoides e terpenos presentes na sua estrutura,
assim como descrito por Cruz et al. (2007).

De mesmo modo Jorge, Ferro e Koschtschak (1986) em sua abordagem fitoquimica
verificou a presenca de flavonoides e 6leo essencial em C. ambrosioides.

Marins et al. (2011) encontrou resultados semelhantes na prospecc¢éo fitoquimica das
partes aéreas da planta de C. ambrosioides, como triterpenoides, esteroides, catequinas,
flavononas, compostos fendlicos, taninos e saponinas.

Um alto teor de terpenos esteroidais e galotaninos foi encontrado no extrato aquoso de
C. ambrosioides. Alem disso, flavonoides e alcaloides tambem foram encontrados. Porém, o
extrato pesquisado foi negativo para antocianos, saponinas e quinonas (HALLAL et al.,
2010).

Os taninos, compostos formados pela polimerizacdo de unidades de flavonoides sdo

dissuasivos (deterrentes) de alimentacdo por herbivoros e atuam também como



112

antimicrobianos (TAIZ;, ZEIGER, 1998). As propriedades defensivas dos taninos sao
geralmente atribuidas a sua habilidade em se ligar as proteinas, como outros fendlicos,
dificultando a digestéo nos insetos.

Assim como De bona et al. (2012), resultados semelhantes sobre a classe dos
flavonoides foi observou-se que nas folhas de Erythrina mulungu Mart. ex Benth. estdo
presentes catequinas, flavonas, flavonois e xantonas, enquanto que nas inflorescéncias
detectou-se a presenca de antocianinas e antocianidinas, chalconas e auronas, flavanondis,
leucoantocianidinas e flavanonas

Os flavonoides estdo entre os compostos naturais mais disseminados em plantas,
registrando-se mais de dois mil deles, tanto em estado livre quanto como em glicosideos. As
principais categorias estruturais gerais sdo as flavonas, as flavanonas, os flavondis, as
antocianidinas e as isoflavonas. Foram atribuidas diferentes funcGes na natureza a varios
flavonoides: compostos antimicrobianos, produtos do estresse de metabdlitos ou moléculas
sinalizadoras (ROBBERS et al., 1997). Sua presenca nos vegetais parece estar relacionada
com funcdes de defesa (protecdo contra raios ultravioleta, acdes antifingicas e antibacteriana)
e de atracéo de polinizadores (SIMOES et al., 2002).

Segundo Almeida et al. (2011), as analises fitoquimicas de extratos hidroalcodlicos de
C. ambrosioides, indicaram a presenca de antocianina, flavanoide e esteroide.

Resultados de prospeccdo fitoquimica realizados em extratos hidroalcdolicos das
folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu (Fabaceae), indicaram a presenca de agucares
redutores, fendis e taninos, proteinas e aminoacidos, flavonoides, alcaloides, depsideos e
depsidonas, derivados de cumarina e esterdides e triterpendides. A saponina espumidica e
esteroides e triterpenoides sdo compostos presentes exclusivamente nos extratos das folhas de
E. mulungu. J& os alcaloides (acido picrico), glicosideos cardiotbnicos e glicosideos
antraquindnicos somente foram detectados no extrato hidroalcoolico das inflorescéncias.
Entretanto os polissacarideos e alcaldides, de acordo com o método Mayer, ndo foram
detectados em nenhum dos extratos (DE BONA et al. 2012).

Jennings, Brown e Whright (1986) verificaram nos seus experimentos com extratos de
Delphinium geyeri Greene (Ranunculaceae) a presenca de flavonoides, substancia isolada
dessa planta, que apresentou maior atividade inibindo os receptores de acetilcolinesterase de
insetos de forma mais potente que a nicotina.

A confirmacéo da presenga destes constituintes quimicos pode direcionar os estudos
visando o isolamento e elucidagdo estrutural dos mesmos, como constatado por Rabélo
(2014).
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3.3 Efeito de extratos aquosos liofilizados no desenvolvimento de Plutella xylostella

O extrato aquoso de C. ambrosioides e o tratamento quimico apresentaram
viabilidades larvais semelhantes e ndo evidenciaram diferenca estatistica. O extrato de C.
ambrosioides quando comparado ao de D. rotundata o qual obteve 44% de viabilidade pelo
teste de Tukey (F= 37,16; p<0,00072), demonstraram diferenca estatistica, revelando que o
extrato de C. ambrosioides apresenta caracteristicas em ocasionar consequéncias prejudiciais
a biologia do inseto, no entanto, a propriedade de D. rotundata esta ligada ao efeito toxico,
causando mais de 55% de mortalidade as lagartas (Tabela 12).

Tabela 12 - Médias + DP da viabilidade e duracdo das fases larval e pupal, peso de pupas e
longevidade de adulto de Plutella xylostella submetidas a extratos aquosos liofilizados.

Viabilidade Duragé}o Viabilidade Peso de pupas Durucéo Longevidade

Tratamentos larval (%0) larval (dias) pupal (%) (mg) + DP pu_pal de_ adultos

+ DP + DP + DP (dias) + DP  (dias) + DP
Testemunha 98,00 + 6,32a 8,17 +0,49 98,00 +6,32a 4,01+0,35b 3,05+0,05b 3,96 +0,35a
Deltametrina 61,00+11,97b  7,62+041b 36,00 +1349p >12+083a 3,80+0,30a 3,640,652
C. ambrosioides 66,00+ 16,46b  892+093a  3200+1619p ©05%085 3,34 +0,46b 3,60+0,53
D. rotundata 44,00 + 9,66¢ 770+044b  4300+1251p  233%0,74a 3,09+ 0,22b 3,91 +0,8%
CV% 17,40 7,52 24,23 14,88 8,96 17,00

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

**CV% = Coeficiente de variaco

Fonte: Autor, 2016

As substdncias que regulam a relacdo entre organismos sdo os aleloquimicos,
definidos como substancias ndo nutritivas produzidas por uma espécie e que afetam o
crescimento, sanidade, comportamento e biologia da populacdo de outra espécie
(VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000). Uma vez ingerido os aleloguimicos podem reduzir o
consumo da alimentacéo e inibir a oviposi¢do como foi verificado em alguns bioensaios com
0s extratos no presente trabalho.

A duracdo larval do extrato de D. rotundata e do tratamento quimico Decis
evidenciaram os menores periodos larvais e ndo apresentaram diferenga estatistica (Tabela
12), conferindo aos tratamentos caraceristicas de acdo toxica imediata dos compostos
extraidos. O extrato de C. ambrosioides prolongou o tempo de duracédo larval diferindo dos
demais (F= 7,52; P<0,00116), sendo maior até mesmo que a testemunha, configurando que a
acdo do extrato incidiu diretamente nos parametros bioldgicos do inseto.

O prolongamento na fase larval pode estar associado a reducdo na eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido (TANZUBIL; McCAFFERY, 1990). A reducéo desse periodo
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é explicada pelo efeito inibidor da alimentacdo das larvas provocadas pelas substancias
presentes nas plantas, induzindo a mudanca de estagio. Resultados similares foram obtidos em
experimentos com Spodoptera litura (Fabricius:1775) (Lepidoptera:Noctuidae) utilizando
extratos de plantas das meliaceas: Trichilia americana (WHEELER; ISMAN, 2001) e
Trichilia connaroides (XIE et al., 1994). A reducgdo do periodo larval também foi constatada
com a aplicacdo de extratos de melidceas sobre S. frugiperda (MIKOLAJACZAK; DREED,
1987; MIKOLAJACZAK; ZILKOWSKI; BARTELT, 1989; MATOS et al., 2006).

Resultados similares foram encontrados por Knaak et al. (2012), sendo constatado que
0s extratos de C. ambrosioides obtidos por maceragéo e infusdo submetidos em S. frugiperda
na dosagem de 100 pl, ocasionou o prolongamento do periodo larval.

Estudos realizados por Broadway e Duffey (1986) demonstraram que inibidores de
proteases podem reduzir significativamente o desenvolvimento das larvas dos lepidopteros,
Heliothis zea (Boddie, 1850) e Spodoptera exigua (Hibner, 1808). Segundo Ferreira-da-Silva
et al. (2000) lecitinas presentes em Canavalia ensiformis inteferem no desenvolvimento larval
de Lacanobia olereacea.

Nos bioensaios para avaliacdo do efeito de extratos sobre a duracdo do periodo pupal,
observou-se que ndo houve alteragcdes neste periodo com a utilizacdo dos extratos aquosos
liofilizados de C. ambrosioides e D. rotundata. Apenas o tratamento quimico diferiu
significativamente dos demais (F= 16,71; P<0,0001) (Tabela 12).

As alteracbes observadas no periodo de pupa e de adulto estdo, provavelmente,
associadas aos efeitos das substancias presentes nos extratos vegetais durante o estagio larval.
O efeito toxico das plantas inseticidas € mais eficiente sobre as larvas do que sobre as pupas,
pois sdo as larvas que ingerem as substancias quimicas presentes nas plantas (RODRIGUEZ;
VENDRAMIM, 1996; CESPEDES et al., 2000; MARTINEZ, 2001). Esse efeito se reflete nas
alteracbes morfoldgicas, reducdo de peso e tamanho observados nas pupas no presente
trabalho.

Também foram observados que os parametros bioldgicos de viabilidade e peso de
pupas ndo apresentaram diferenca estatistica (F= 59,32; P<0,00018) para viabilidade e (F=
6,66; p<0,03376) com a utilizacdo dos extratos aquosos obtidos por liofilizacdo de C.
ambrosioides e D. rotundata (Tabela 12). Do mesmo modo, ndo foi verificado efeito
significativo dos tratamentos sobre a longevidade de adultos (F= 0,84; p<0,2932).

A razdo sexual observada das fémeas no estdgio adulto ndo apresentaram desvios

significativos, constatando-se que 0s extratos aquosos liofilizados ndo promoveram alteragoes
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na proporgdo sexual dos insetos e também ndo indicou diferenga estatistica pelo teste de
Tukey (F=19,67; p<0,01169) para fémeas (Tabela 13).

Tabela 13 - Médias + DP da razao sexual de adultos de Plutella xylostella submetidas a extratos
aquosos liofilizados.

Tratamentos Razéo Sexual (%) + DP
Testemunha 55.1+ 9,66a
Deltametrina 45.9 + 14,94a

C. ambrosioides 59.3+13,70a

D. rotundata 44,2 + 11,54a
CV% 45,92

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

**CV% = Coeficiente de variagdo

Fonte: Autor, 2016.

A inibicdo da alimentacdo provocada por extratos vegetais pode interferir no peso
pupal. Se o peso é menor que o do controle, sugere-se que a planta provoca diminui¢cdo no
consumo e utilizacdo do alimento. Como consequéncia, pupas de menor peso dardo origem a
adultos pequenos e possivelmente haverd problemas na cépula destes individuos com
individuos normais e as fémeas serdo menos fecundas (RODRIGUEZ; VENDRAMIM,
1996).

Nesse bioensaio, observou-se que a inviabilidade da fase larval pelo extrato aquoso
liofilizado de D. rotundata teve acdo tdxica imediata sobre as lagartas, causando a
mortalidade de um ndmero maior de individuos nesta fase e promovendo reducéo
populacional. No entanto, os extratos aquosos liofilizados de C. ambrosioides atuaram de
forma prolongada devido ao efeito inibidor de alimentacdo e repeléncia, proporcionando
alteracOes prejudiciais aos pardmetros bioldgicos avaliados. Desta maneira, percebe-se que a
acdo dos extratos aquosos liofilizados investigados estd ligada diretamente as substancias
presentes, que podem ocasionar atividade inseticida rapida ou entdo prolongada, afetando

outros estagios da biologia do inseto.

3.4 Teste de preferéncia para oviposi¢do de Plutella xylostella

Os extratos aquosos liofilizados e o tratamento quimico ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa (F= 16,36; P<0,00087) (Tabela 14). Apenas o tratamento testemunha
diferiu dos demais. Apesar dos resultados de preferéncia de oviposicdo com o0s extratos

aquosos ndo demonstrarem diferenca, observa-se que o extrato de C. ambrosioides revelou
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uma média de ovos considerada pequena de aproximadamente 50, que pode estar associada ao
potencial de repeléncia da planta.

Tabela 14 - Médias + DP da preferéncia de oviposicdo de Plutella xylostella submetidas a
extratos aquosos liofilizados.

Tratamentos Preferéncia de Oviposicéo (N°) £ DP
Testemunha 130,70 + 36,63a
Deltametrina 72,10 £ 30,23b

C. ambrosioides 49,90 + 15,16b

D. rotundata 70,40 + 21,67b

CV% 33,65

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)
*DP = Desvio padréo

**CV% = Coeficiente de variagdo

Fonte: Autor, 2016.

Resultados similares foram encontrados por Medeiros, Boic¢a Junior e Torres (2005)
avaliando extratos de frutos de Sapindus saponaria (L.) (Sapindaceae) e de Enterolobium
contortisilliqguum e folhas de Tradescantia pallida (Commelinaceae) na concentracdo de 10%
para repeléncia de oviposicao de P. xylostella e obtiveram repeléncia de até 100%.

Assim como no presente estudo, a avaliagdo da repeléncia em oviposicao realizado por
Jesus et al. (2011), observaram o efeito de quatro plantas inseticidas (Azadirachta indica A.
Juss. (Meliaceae), S. saponaria, Dimorphandra mollis (Fabaceae) e Stryphnodendron
adstringens (Mart.) (Fabaceae) a 10% na oviposicdo de P. xylostella e a média total de ovos
apos 4 dias foram respectivamente de 280,00; 313,33; 231,16 e 252,50, todas diferiram da
testemunha, que teve uma média de 556,83, porém, sem diferirem entre si.

Os resultados de numeros de ovos dos extratos aquosos liofilizados quando
comparados ao da testemunha, observou-se que essa taxa de oviposicdo quase dobrou,
concluindo que os extratos revelaram o efeito de repeléncia. No trabalho de Dequech et al.
(2009), ao avaliar a oviposicdo de P. xylostella, com extratos de po-de-fumo e Melia
azedarach L. a 10% obtiveram uma deterréncia de pelo menos 50% na oviposic¢do das folhas
tratadas em relacdo a testemunha. No entanto, Charleston et al. (2005) avaliaram extrato de
cinamomo e Azadirachta indica A. Juss. sobre a escolha de oviposi¢do de P. xylostella e
verificaram que o extrato de cinamomo diferiu da testemunha com 75% de deterréncia
de oviposicdo enquanto que o nim néo diferiu da testemunha.

Martins et al. (2007), avaliaram o efeito de extratos aquosos de nim, pimenta,

cinamomo e Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) sobre a preferencia de oviposicdo de P.



117

xylostella observando que a média de ovos da testemunha foi pelo menos cinco vezes maior
que a média dos demais tratamentos.

Pesquisas anteriores sobre avaliacGes de repeléncia como a de Neri et al. (2006),
evidenciaram que A. indica possui efeito de repeléncia para oviposi¢cdo sobre B. tabaci e que 0
aumento da concentragdo acarretou num menor numero de ovos, com uma média de 300 ovos
para a testemunha e 60 para a maior concentracdo testada, 10%. Estas pequisas esclarecem
que além do potencial inseticida, os extratos vegetais também podem ser (teis como repelente

para oviposicdo, como observado no presente estudo.
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4 Concluséo

Os extratos aquosos foram mais ativos e toxicos a P. xylostella, que os extratos
etanolicos. A CLsp de extratos aquosos foram menores do que etandlicos, provavelmente
devido a polaridade dos solventes, que extrairam 0s compostos ativos responsaveis pela acdo
inseticida. As analises fitoquimicas forneceram informacGes relevantes acerca da presenca de
metabdlitos secundarios das espécies D. rotundata e C. ambrosioides, tais como, taninos
flobafénicos, flavonas, flavondis, xantonas, catequinas e saponinas, para que assim possa

chegar ao isolamento de principios ativos importantes na producéo de novos fitoinseticidas.
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