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RESUMO

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é uma praga polifaga que causa prejuizos
econdmico para importantes culturas agricolas. N&o diferente da maioria dos insetos-praga, seu
controle é feito quase que exclusivamente com inseticidas organossintéticos, o que torna essa
situacdo questionavel em relacdo a sua eficiéncia agrondmica e, também, em relacdo a
seguranga aos seres humanos ao meio ambiente como um todo. Remonta a muitos anos atras o
uso de plantas para controle de insetos-praga, entretanto, no Brasil, particularmente para a
regido do cerrado, pouco se conhece sobre a flora com potencial de uso para controle de insetos-
praga. Portanto, este trabalho teve como objetivo, investigar a toxicidade de extratos da folha e
da casca do caule, bem como metabdlitos secundarios isolados da casca de Strychnos
pseudoquina, sobre uma populacéo de S. frugiperda, em condicGes de laborat6rio. Extratos de
cascas e folhas dessa planta foram fracionados por meio de diferentes solventes (acetato de
etila, etanol, metanol e hexano) e, do extrato acetato de etila da casca foram refracionados e
isolados os flavonoides 3-O-metilquercetina e estricnobiflavona. Os extratos fracionados com
os diferentes solventes e, também os dois flavonoides, em diferentes concentragdes, foram
oferecidos juntamente com alimentacdo para as lagartas do inseto. Os flavonoides isolados
foram, também, aplicados de forma tOpica nas lagartas. Avaliou-se efeitos antixenose e
antibiose dos extratos de casca e folhas da planta e dos metabolitos secundarios isolados,
oferecido as lagartas neonatas. Nossos resultados destacaram efeito larvicida promovido por
todas as fracdes do extrato de cascas investigados. Em relacdo ao extrato de folhas, somente o
extrato obtido a partir do solvente acetato de etila apresentou efeito larvicida. Os dois
flavonoides testado ndo apresentaram efeito larvicida significativo, entretanto, ndo pode ser
ignorada a possibilidade de promoverem algum efeito deletério ao inseto quando em sinergismo
com outros metabolitos secundarios da planta. Outras variaveis bioldgicas verificadas na
populacdo de S. frugiperda tratadas com os extratos da planta foram: repeléncia de lagartas
neonatas, consumo alimentar de folhas tratadas, peso larval e pupal, alteracGes na duracéo do
ciclo de vida, razdo sexual e algumas anormalidades visiveis em insetos ao longo do estudo séo
apresentados no trabalho. Destacado efeito larvicida de todos os extratos da casca e, 0 extrato
de folhas obtido a partir do solvente acetato de etila indicam o potencial dessa planta ser
utilizada em programas de manejo dessa praga.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho-do-milho; Manejo de pragas; Metabolitos secundarios;
Planta inseticida.
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ABSTRACT

The fall armyworm (Spodoptera frugiperda) is a polyphagous pest that causes economic
damage to important agricultural crops. Not unlike most insect pests, their control is carried out
almost exclusively with organosynthetic insecticides, which makes this situation questionable
in terms of their agronomic efficiency and also in terms of safety for humans and the
environment as a whole. The use of plants to control insect pests goes back many years,
however, in Brazil, particularly in the Cerrado region, little is known about the flora with
potential use for controlling insect pests. Therefore, this work aimed to investigate the toxicity
of leaf and stem bark extracts, as well as secondary metabolites isolated from the bark of
Strychnos pseudoquina, on a population of S. frugiperda, under laboratory conditions. Extracts
of bark and leaves of this plant were fractionated using different solvents (ethyl acetate, ethanol,
methanol and hexane) and the flavonoids 3-O-methylquercetin and strychnobiflavone were
refracted from the ethyl acetate extract of the bark. The fractionated extracts with the different
solvents, and also the two flavonoids, in different concentrations, were offered together with
food for the neonate larvaes. The isolated flavonoids were also topically applied to the neonate
larvaes. Antixenosis and antibiosis effects of extracts from the bark and leaves of the plant and
isolated secondary metabolites, offered to neonate larvaes were evaluated. Our results
highlighted the larvicidal effect promoted by all fractions of the investigated bark extract.
Regarding the leaf extract, only the extract obtained from the ethyl acetate solvent showed
larvicidal effect. The two flavonoids tested did not show a significant larvicidal effect, however,
the possibility of promoting some deleterious effect on the insect when in synergism with other
secondary metabolites of the plant cannot be ignored. Other biological variables verified in the
population of S. frugiperda treated with plant extracts were: repellency of newborn larvaes,
food consumption of treated leaves, larval and pupal weight, changes in the duration of the life
cycle, reason sex and some abnormalities visible in insects throughout the study are presented
in the work. Outstanding larvicidal effect of all extracts of the bark and the extract of leaves
obtained from the solvent ethyl acetate indicate the potential of this plant to be used in
management programs for this pest.

Keywords: Fall armyworm; Insecticide plant; Pest management; Secondary metabolites.



1. INTRODUCAO

A Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga polifaga que no estadio
larval, € capaz de atacar mais de 353 espécies de plantas hospedeiras pertencentes a 76 familias,
incluindo culturas economicamente importantes, como milho, soja, algod&o, sorgo e trigo
(CHEN et al., 2022). E apesar de ser predominantemente encontrada no Brasil e em paises das
Américas, estudos indicam ocorréncias em paises situados na Africa, Asia e mais recentemente
na Australia (REN et al., 2020; CHEN et al., 2022).

O milho (Zea mays) ¢ a planta hospedeira de preferéncia da lagarta-do-cartucho, assim
comumente chamada. Incidente em todo seu ciclo fenoldgico, a lagarta-do-cartucho ataca
principalmente a fase vegetativa da planta, porém, também é comum atacar partes da espiga
durante a fase reprodutiva, como os estilo-estigmas ou até mesmo os graos em formacéo
(VASSALLO et al., 2019; EMBRAPA, 2002). Estes ataques durante o desenvolvimento,
podem provocar reducdes de 21 a 73% na produtividade, que variam conforme o estadio afetado
(HORIKOSHI et al., 2021). Segundo Ayil-Gutiérrez et al. (2018), isto, representa em media
um prejuizo anual de 400 milhdes de dolares para o produtor.

Além do potencial polifago, essa praga apresenta como caracteristicas, um ciclo de vida
curto, alta taxa reprodutiva e capacidade migratoria, que possibilita sua ocorréncia durante todo
0 ano e em diferentes localidades, tornando-a dificil de controlar (KUZHUPPILLYMYAL-
PRABHAKARANKUTTY et al., 2021).

Dentre as medidas de controle adotadas atualmente, destaca-se o uso de inseticidas
organossintéticos, que apesar de eficientes, podem acarretar danos ao meio ambiente e a satde
humana quando aplicados em excesso ou incorretamente devido a sua alta toxicidade e, aléem
disso, seleciona insetos resistentes & diversos produtos inseticidas (LEAO et al., 2020;
TRINDADE et al., 2015).

Outra estratégia € o uso de culturas geneticamente modificadas, como o milho
transgénico Bt, que contém proteinas extraidas da bactéria Bacillus thuringiensis, que
expressam acdo inseticida (NOGUEIRA et al., 2018). Embora essas proteinas sejam capazes
de aumentar a resisténcia da planta contra S. frugiperda, Michelotto et al. (2017) ressaltam que
essa estratégia é mais eficaz na reducdo de danos, quando associada a aplicacdo de inseticidas.
Isto porque, a pressdo seletiva imposta pelo plantio continuo de milho Bt, pode ter sido uma
das causas da evolucdo em S. frugiperda para a resisténcia a essas proteinas (NOGUEIRA et
al., 2018).
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Os extratos de plantas tém demostrado ser uma alternativa promissora aos compostos

sintéticos, por conterem substancias com potencial inseticida, derivadas do metabolismo
secundério (LEAO et al., 2020). Além disso, de acordo com Oliveira et al. (2018) essas
substancias sdo menos prejudiciais a organismos ndo-alvos, como 0s inimigos naturais,
polinizadores e os consumidores, tornando-as propicias para o controle de insetos-pragas. Por
esta razédo, pesquisas vém sendo desenvolvidas com produtos naturais, na busca de compostos
que sejam mais seguros e eficazes (SILVA et al., 2013).

De acordo com Ahmed et al. (2022), muitas espécies de plantas medicinais também
podem expressar acdo inseticida. Plantas do Bioma do Cerrado, séo fontes de descobertas
importantes, por apresentar em sua composi¢do quimica, uma diversidade de compostos ativos
com potencial biopesticida, que variam de acordo com a espécie e parte da planta utilizada
(TAVARES et al., 2013). Esses compostos organicos sdo classificados, de acordo com a via
biossintética, em trés grupos principais: alcaloides, fendlicos e terpenoides. Sendo também
utilizados, eficientemente, para diversos fins terapéuticos, como antibacteriano, antifingico,
antidlcera, antioxidantes (RUTTANAPHAN et al., 2020).

Espécies do género Strychnos L. vem se destacando na medicina popular ao longo dos
anos, devido a presenca de importantes metabolitos secundarios em sua composi¢cdo quimica
(ADEBOWALE et al., 2016). Pertencente a familia Loganiaceae, este género compreende
cerca de 200 espécies distribuidas pelas Américas, Africa, Austrélia e Asia, sendo, portanto, o
maior dentre 0s 16 géneros representantes desta familia (SETUBAL et al., 2021;
ADEBOWALE et al., 2016).

A Strychnos pseudoquina, popularmente conhecida como “Quina do Cerrado”, é uma
espécie nativa da América do Sul, encontrada no cerrado brasileiro (CORTES et al., 2013). E
uma arvore de galhos grossos e troncos volumosos, cuja altura varia entre 3 a 6 metros,
caracteristicas estas, que favorecem sua propagacao e tolerancia as adversidades, como as
queimadas, presentes neste bioma (LEITE et al., 2021; MIGUEIS et al., 2019).

Vaérios estudos tém sido realizados para identificar as propriedades farmacologicas e
fitogquimicas de S. pseudoquina. Segundo Lage et al. (2015), a grande quantidade de
flavonoides presentes na casca do caule, exibem atividade antileishmania, além do efeito anti-
inflamatério e anti-herpes (BOFF et al., 2016). Nela também é possivel identificar alcaloides
capazes de expressar efeito antioxidante (GONTIJO et al., 2020). E a presenca de taninos e
fendis simples contribui para o processo de cicatrizacdo (SARANDY et al., 2018). Ja as folhas
de S. pseudoquina apresentam efeitos cicatrizante, antioxidante e antibacteriano (BONAMIN
et al., 2011).
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Outras espécies desse género demonstram potencial fitoterdpico, como as folhas de

Strychnos spinosa que possuem efeito antimicrobiano (ISA et al., 2014) e acdo anti-inflamatoria
(ISA et al., 2016). Extratos de folhas e casca do caule de S. lucida apresentam atividade
antibacteriana, antioxidante e anticancerigena (SARMENTO et al., 2015). Extratos de caules e
raizes de S. icaja tem eficiente acdo antioxidante e anti-inflamatéria (SAMSENY et al., 2021).
J& o extrato das folhas a Strychnos nux-vomica, exibem atividade citotdxica contra carcinomas,
propriedades antipiréticas, anti-inflamatérias, antinociceptiva (ELDAHSHAN e ABDEL-
DAIM, 2015) e antimicrobiano (STEFFY et al., 2017). Suas sementes possuem atividade
analgésica e anti-inflamatéria (CHEN et al., 2012). E, segundo Jonville et al. (2013), a casca
do caule mostrou atividade antiplasmodial.

Embora a utilizacdo destas plantas, seja ainda, em grande parte, feita com base na
medicina popular, ndo existem, até entdo, estudos em periddicos que indicam algum potencial

inseticida de espécies do género Strychnos.



2. OBJETIVOS

Investigar toxicidade de extratos da folha e da casca do caule, bem como, metabolitos
secundarios isolados da casca de Strychnos pseudoquina sobre uma populacdo de Spodoptera
frugiperda, em condicGes de laboratorio.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de realizacdo dos experimentos:
Os procedimentos para obtencdo dos extratos da planta de S. pseudoquina foram

realizados na Universidade Estadual de Goias, em Andpolis, no Laboratério de Quimica do
Campus Henrique Santillo. Os ensaios para avaliacdo da atividade biolégica dos extratos, e
compostos isolados da mesma, sobre a populacdo de S. frugiperda foram realizados no
Laboratério de Entomologia da Universidade Estadual de Goias, UnU Ipameri.

3.2. Coleta do material vegetal:
As folhas e cascas do caule de Strychnos pseudoquina foram coletadas em 06 de marco

de 2021, em 5 plantas adultas, localizadas em ambiente de cerrado, no povoado de Garimpinho,
no municipio de Niquelandia-Goias, Brasil: latitude: 14° 23” 33.5” S, longitude: 47° 55* 37.8”
W. Exsicata da planta coletada foi cadastrada no SisGen (nimero A36DDE3). A identificacao
do material foi realizada pelo professora Dra. Mirley Luciene dos Santos e depositadas no
herbario da UEG (registro HUEG 14494). Visdo geral de uma planta adulta de S. pseudoquina
de onde foram coletadas partes das folhas e de cascas para nosso experimento € apresentada na
Figura 1.

Figura 1. Visdo geral de uma planta adulta de Strychnos pseudoquina localizada no municipio
de Niquelandia, GO.



3.3. Preparo dos extratos:
As folhas de S. pseudoquina foram secas em temperatura ambiente e depois trituradas.

Esse material triturado (1340,0 g) foi transferido para Erlenmeyers e deixado em contato com
trés séries dos solventes (hexano, acetato de etila e em seguida etanol), ficando em repouso por
sete dias cada. Em cada etapa, o material foi filtrado em funil de separacdo utilizando algodao
e os solventes evaporados a vacuo em evaporador rotativo, sendo extraidos até obter o extrato
seco (96,35 g). Ao fim do processo, foram obtidos 0s seguintes pesos secos: 12,39 gramas de
extratos via hexano, 47,52 gramas via acetato de etila e, 36,44 gramas via etanol. Todo o
material retido em filtros foi descartado.

As cascas do caule de S. pseudoquina foram secas em estufa de
circulagéo de ar a 45°C por 48 h e trituradas em moinho de facas. Em Elermmeyers, o material
triturado (1157,0 g) foi mergulhado em etanol 96% a temperatura ambiente por periodo de sete
dias. Na sequéncia, era filtrado em funil de separacgéo utilizado algodéo e, o solvente utilizado
foi removido em evaporador rotativo, obtendo ao final do processo, 122 gramas de extrato,
denominado de extrato bruto. Do extrato etanolico (bruto), foi feito o fracionamento com o0s
solventes acetato de etila e metanol. Esse extrato bruto “torta”, era colocado para ser dissolvido
nos referidos solventes por igual periodo (sete dias), e apds esse periodo era filtrado a vacuo,
com incorporacéo de adjuvante celulose microcristalina D. Ao fim do processo, foram obtidos
0S seguintes pesos secos: 66,60 gramas de extrato via acetato de etila e, 52,20 gramas de extrato
via metanol.

Os metabolitos secundarios (flavonoides) isolados a partir do extrato acetato de etila de
cascas de S. pseudoquina que foram investigados em nosso estudo foram o 3-O-metilquercetina
e a estricnobiflavona. A metodologia para isolamento desses compostos bem como sua
identificacdo podem ser consultadas em Santos (2022).

Todas as fracbes dos extratos de folhas e cascas obtidos, bem como os metabdlitos
secundarios isolados, foram colocados em frascos de vidro com tampa rosqueavel, cobertos

com papel aluminio e, mantidos em geladeira até a utilizacdo nos ensaios biologicos.

3.4. Criacdo de Spodoptera frugiperda:
As lagartas de S. frugiperda utilizadas no experimento foram obtidas de criacdo de

laboratdrio e mantidas em dieta artificial, conforme metodologia de Kasten Junior et al. (1978).
A sala do Laboratério de Entomologia onde realizou-se 0s ensaios biol6gicos foi mantida com
temperatura de 25+2 °C, umidade relativa de 67+2% e fotofase de 12 horas, conforme condicGes

adotadas por Bezerra et al. (2019).



3.5. Cultivo de milho para alimentagéo das lagartas:
O milho foi cultivado em casa de vegetagdo na Universidade Estadual de Goiés,

municipio de Ipameri, GO. Utilizou-se vasos com capacidade de oito litros, compostos por
mistura de terra, areia e esterco bovino na proporcao de 2:1:1, conforme metodologia adotada
por Pires Junior (2021). Em cada vaso foram distribuidas seis sementes do cultivar
convencional AG 1051. Desde o plantio, nos vasos era feito irrigacdo diaria e, ndo foram feitas
nenhuma aplicacdo de inseticidas e/ou outros defensivos. Folhas das plantas jovens (com idade
em torno de 35 dias) eram colhidas e levadas ao laboratério para alimentacdo diaria das lagartas
de S. frugiperda.

3.6. Preparo e oferecimento dos diferentes extratos para as lagartas:
Para a diluicdo de todos os extratos testados (provenientes de cascas ou folhas) foi

utilizado cetona + agua, na proporcao 1:1. Tal mistura de solvente proporcionou satisfatoria
diluicdo de todos os extratos e dos metabolitos secundarios (flavonoides) isolados (3-O-
metilquercetina e a estricnobiflavona). Além disso, esse solvente, aplicado de forma isolada na
planta de milho, ndo promovia perceptiveis efeitos de repeléncia as lagartas de S. frugiperda.
Igualmente relatado por Bezerra et al. (2019), que em experimento semelhante, utilizou esse
mesmo solvente para diluir extratos de plantas aplicados para lagartas.

Testes preliminares foram realizados para definicdo da maior dosagem (com
mortalidade relativamente expressiva e repeléncia irrelevante). Uma vez que, a concentracao
de 10% peso/volume (p/v) promoveu consideravel repeléncia para lagartas, ou seja, elas ndo se
alimentavam das folhas de milho tratadas, optou-se pela dose de 5%. Sendo assim, as doses
crescentes utilizadas foram 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2,5 e 5% p/v. Essa metodologia foi uma
adaptacdo das adotadas por Bezerra et al. (2019) e Pires Junior (2021), que também estudaram
efeito adverso de extratos de plantas em S. frugiperda.

Os extratos diluidos nas diferentes concentracGes eram aplicados em partes de folhas
recém-colhidas de plantas jovens de milho. Essa aplicacdo era feita em toda a superficie dos
fragmentos da folha com auxilio de um pincel e, em seguida, colocados em folhas de papel
filtro para secagem natural em bancadas do laboratério. Apds esse procedimento (que durava

em torno de 20 minutos), eram oferecidas como alimento para as lagartas de S. frugiperda.

3.7. Efeito antixenose dos extratos de S. pseudoquina em S. frugiperda:
No teste com chance de escolha, para avaliar eventual atracdo ou repeléncia das frages

de extratos nas diferentes concentragdes, foram retirados lotes de lagartas de S. frugiperda de
2° instar da dieta artificial, que eram colocadas em copos de plastico com tampa com capacidade

de 1,0 L. Essas lagartas permaneciam nesse ambiente, sem nenhum tipo de alimentacdo, por



8
um periodo de 1,5 horas. Em sequéncia, com auxilio de um pequeno pincel, eram transferidas

para bandejas contendo as folhas de milho tratadas com os extratos de S. pseudoquina.

Neste bioensaio, a unidade experimental consistiu em uma bandeja de plastico de 30 cm
de didmetro, onde ao seu fundo, forrado com papel filtro, na sua regido de borda, foi colocado
pedacos de folhas do milho convencional tratados com os extratos de folha de S. pseudoquina
nas concentracdes 0,5 e 5% p/v. No centro da bandeja eram liberadas, de uma s6 vez, 14 lagartas
gue se movimentavam por livre escolha aos diferentes fragmentos de folhas de milho tratados
com o0s extratos. Essas bandejas eram fechadas com tampas transparentes para facilitar a
visualizacdo da movimentacgéo e localizagdo das lagartas (Figura 2). Liberadas as lagartas no
centro da bandeja, os tempos estabelecidos para contagens de lagartas nos fragmentos de folhas
de milho tratadas, distribuidas de forma equidistantes, foram de 15, 30, 60, 120, 240, 720 e
1440 minutos. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis tratamentos e
o tratamento controle (somente dgua deionizada), com seis repeticoes.

Procedimento similar foi realizado para os diferentes extratos de casca de S.

pseudoquina preparados nas mesmas concentragoes.

Figura 2. Detalhe de uma bandeja de pléastico transparente usada para realizacdo dos testes de
escolha de folhas de milho tratadas com extratos de folha e de cascas de S. pseudoquina por
lagartas de segundo instar de S. frugiperda

No teste sem chance de escolha, o consumo de folhas tratadas pelas lagartas, foi avaliado

seguindo a metodologia do teste de antibiose apresentado em sequéncia (Item 3.8).



3.8. Efeito antibiose dos extratos de S. pseudoquina em S. frugiperda:
Neste experimento, a unidade amostral foi constituida por um copo de plastico com

tampa, de 250 mL, forrado com papel filtro levemente umedecido com &gua deionizada, um
fragmento da folha tratada com extrato e, uma lagarta de S. frugiperda recém entrada em seu
segundo instar (retirada da dieta artificial e colocada para alimentar-se dessa folha). Os
tratamentos avaliados foram: extratos de casca (fragdo etanol “bruto”, acetato de etila e
metandlica) e, extratos de folha (etanol “bruto”, acetato de etila e hexano), nas concentraces
0,01; 0,05;0,1; 0,5; 1; 2,5; 5% p/v. O delineamento adotado foi o inteiramente casualizado com
30 repeticdes.

Os fragmentos de folha de milho tratados com os extratos foram pesados antes de serem
oferecidos as lagartas e, depois de 24 horas, foram recolhidos e pesados novamente. A partir
desse momento, era oferecido para as lagartas, diariamente, de forma ad libitum as folhas
frescas do mesmo milho néo transgénico, até a sua pré-pupacdo. Diariamente, era feita a troca
de folhas do milho e, também a retirada de fezes e exuvias. Nessa condi¢do, acompanhou-se 0
desenvolvimento de todo o ciclo de vida do inseto. As variaveis analisadas foram: peso larval
apos sete dias de consumo de folhas tratadas com os extratos, peso de pupas 24 horas apds a
sua formacdo, duracdo do periodo larval e pupal, mortalidade larval e pupal, duracdo da fase
adulta, razdo sexual e, registros de anomalias em insetos, a olho nu.

O procedimento para aplicacdo dos extratos de folhas e de cascas de S. pseudoquina nos
fragmentos de folhas de milho foram os mesmos adotados para o teste de antixenose, e esta

descrito no item 3.6.

3.9. Efeito de flavonoides isolados de S. pseudoquina em S. frugiperda:
Os metabolitos secundarios isolados e testados neste bioensaio, foram extraidos da casca

de S. pseudoquina, a partir do fracionamento do extrato obtido por acetato de etila. Essa escolha
deveu-se ao fato dessa fracdo de extrato ter apresentado, em testes preliminares, destacado
efeito larvicida para S. frugiperda, quando comparado aos demais em estudo. Portanto, a partir
deste, foi realizado a prospeccéo fitoquimica para o refracionamento, isolamento e identificacéo
de metabdlitos secundarios observados em quantidades majoritarias, os flavonoides.

Em nosso estudo, é apresentado o efeito larvicida de dois flavonoides isolados de cascas
de S. pseudoquina sobre uma populacédo de S. frugiperda. Detalhes de toda a metodologia para
refracionamento do extrato acetato etilico da casca de S. pseudoquina até a obtencdo dos
metabolitos secundarios (flavonoides) isolados e identificados, que foram investigados em

nosso trabalho, podem ser consultados em Santos (2022).
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Os flavonoides isolados e identificados foram: 3-O-metilquercetina — formula molecular

C16H1207 — e a estricnobiflavona — formula molecular C32H22014. A estrutura quimica

dessas duas moléculas é apresentada na Figura 3.

Mo o

3-O-metilquercetina Estricnobiflavona

Figura 3. Estruturas quimicas dos flavonoides isolados da casca do caule de Strychnos
pseudoquina. Fonte: (SANTOS, 2022).

O refracionamento e demais procedimentos para isolamento e identificacdo dos
flavonoides destacados anteriormente foram feitos com a quantidade 30 g de extratos de cascas
de S. pseudoquina, obtidos por solvente acetato de etila. Esse extrato foi submetido a
cromatografias por adsor¢do em coluna de vidro e, em sequéncia compostos separados eram
identificados por andlise de ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa
de alta resolucdo, metodologia essa, detalhada por Santos (2022). Ao final do processo era
produzido uma substancia de aspecto solido amarelada, composta majoritariamente pelo
flavonoide 3-O-metilquercetina e, em quantidade minoritarias, pelo biflavonoide
estricnobiflavona. Nesse processo, foram produzidos somente 23 mg.

A diluicdo dos dois flavonoides para o0 nosso ensaio biolégico foi realizada de forma
satisfatoria com solvente agua + cetona (1:1). As concentracdes usadas foram 10.000 ppm,
5.000 ppm e 2.500 ppm (partes por milhdo). Como os compostos testados foram produzidos em
quantidades muito reduzidas, usou-se como referéncia, doses aplicadas, de metabdlitos
secundarios isolados de planta, equivalentes aos testes de toxicidade realizado em pulgbes por
Sotelo-Leyva et al. 2020.

O procedimento para aplicacdo dos metabdlitos secundarios isolados de S. pseudoquina
nos fragmentos de folhas de milho foram os mesmos adotados para o teste de antibiose, descrito
em item anterior. Entretanto, somente a dose de 10.000 ppm foi utilizada para ser oferecida as

lagartas, sendo adotado 12 repeti¢Oes por tratamento.
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O potencial efeito larvicida desses metabolitos secundarios isolados da planta também

foi testado de forma topica. Para isso, aplicava-se a quantidade de 1,0 uL de cada um desses
metabdlitos diretamente na regido notal do corpo da lagarta (n=30), com auxilio de uma
microseringa de 10 uL. Depois de tratada com esse metabdlito, a lagarta era depositada em copo
de 250 mL contendo folha do mesmo milho convencional (AG 1051). A lagarta era monitorada
diariamente, até empupacao, registrando eventual mortalidade promovida pela aplicacao topica
do extrato. O tratamento controle era feito da mesma forma, mas somente o solvente (cetona +

agua, na propor¢éo 1:1).

3.10. Analises estatisticas:
Os dados referentes a preferéncia/repeléncia (antixenose) dos extratos de casca e folhas

de S. pseudoquina, com chance de escolha para S. frugiperda, foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA). Para antixenose sem chance de escolha, avaliou-se o consumo
de folhas tratadas com os extratos pelas lagartas, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, a
p<0,05 e em sequéncia comparados ao tratamento controle pelo teste Mann-Whitney, a p<0,05.
O efeito antibiose, peso larval e pupal, duracdo de diferentes estadios e razdo sexual do inseto
sob os diferentes tratamentos, tambem foram submetidos ao teste Mann-Whitney a 5 % de
significancia. E a mortalidade larval e pupal verificada nos diferentes tratamentos foram
analisadas pelo teste Kruskal-Wallis, a p<0,05.

A verificacdo da relacdo doses de extrato e mortalidade larval e pupal foi realizada por
meio de um modelo linear generalizado (GLM) com distribui¢do binomial “logit” ¢ comparados
a partir de intervalos de confianca com 95% de significancia. Particularmente, para verificacao
de efeito larvicida dos extratos de S. pseudoquina ao longo do tempo, utilizou-se o método nédo
paramétrico de Kaplan-Meier, que estima a probabilidade de sobrevivéncia a partir dos tempos
observados (KAPLAN; MEIER, 1958).

Todas as analises foram realizadas com o auxilio do software R versédo 4.2.2 (R CORE
TEAM, 2022).



12
4. RESULTADOS

4.1. Efeito antixenose dos extratos de S. pseudoquina em S. frugiperda:
No teste com chance de escolha, em nenhum dos tempos avaliados, as lagartas de

segundo instar de S. frugiperda manifestaram preferéncia significativa pelos extratos de folha
e de casca de S. pseudoquina quando comparados ao controle (Tabelas 1 e 2).

Quanto ao teste sem chance de escolha (Tabela 3), para o consumo de folhas de milho
tratadas com os extratos de casca de S. pseudoquina, o extrato bruto proporcionou um baixo
consumo alimentar em todas as suas concentracfes, destacando-se significativamente do
tratamento controle. Ao contrario do metanol e do acetato de etila (deste ultimo, com exce¢do
da concentragdo 0,05 e 0,1%) que se assemelharam ao tratamento controle por apresentarem
um consumo elevado. J& os extratos foliares de S. pseudoquina, ndo apresentaram diferenca
significativa do tratamento controle, exceto a concentracdo de 2,5 e 5% do acetato de etila, que

apresentaram menor consumo (0,048 e 0,045 g, respectivamente).

4.2. Efeito antibiose dos extratos de S. pseudoquina em S. frugiperda:
A ingestdo de extratos de folhas de S. pseudoquina pelas lagartas de segundo instar de

S. frugiperda implicou em reducéo significativa de peso das mesmas em todos os tratamentos.
Em relacdo a ingestdo de extratos de cascas da mesma planta pelas lagartas, todas as
concentracdes do extrato bruto e extrato metanolico promoveram reducbes no peso larval
diferindo significativamente do tratamento controle. Maiores concentracdes do extrato acetato
de etila (1 e 5%) promoveram ganho de peso semelhante ao verificado no tratamento controle
(Tabela 3).

Quanto ao peso da pupa (24 h apds sua formacdo), o extrato metanolico, acetato de etila
e 0 extrato bruto de cascas de S. pseudoquina (com exce¢do da concentracdo 0,05 e 2,5%)
promoveram ganhos de peso semelhantes ao tratamento controle. Em relacdo aos tratamentos
com extratos de folhas da planta, todas as concentracdes com extrato bruto, a menor
concentracdo de hexano e as maiores concentracfes de extrato acetato de etila também nao

diferiram do tratamento controle (Tabela 3).



Tabela 1. Atratividade de folhas de milho tratadas com extratos da CASCA de Strychnos pseudoquina para lagartas de Spodoptera frugiperda.

Numero de lagartas atraidas (média e desvio-padrao)

Tratamento Concentragéo (%) Tempo (minutos)

15 30 60 120 240 720 1140
Acetato de etila 0,5 1,17 £ 0,98 1,50 + 0,84 1,67 +1,03 1,67 £ 0,82 1,33+1,03 1,00 £ 0,89 1,50 +£1,22
Acetato de etila 5 1,33+£0,52 1,50 + 0,55 1,50 + 0,55 1,67 £ 0,82 2,50+£1,22 167+082 0,83%0,75
Bruto 0,5 1,67 £1,03 1,83+1,17 1,67 £1,37 1,67 £0,52 1,83 +0,75 1,33+0,52 0,67 £0,52
Bruto 5 0,83+0,75 1,00 + 1,10 1,50 +1,38 1,17 £ 0,98 1,00 + 0,63 1,50 + 0,55 1,67 £ 0,52
Metanol 0,5 1,67 £1,37 1,83 £1,47 1,67+1,21 1,50 £1,05 2,00 £0,89 1,67 £ 0,52 1,00+ 0,63
Metanol 5 1,33+£1,37 1,67 +1,51 1,33+1,37 1,83+1,33 1,83 +0,75 2,33+1,63 1,17 £ 0,75
Controle 0 1,83+1,72 1,83+1,83 2,33+1,97 1,67 +1,75 1,67+1,21 2,17 +0,75 1,00 £ 0,63
p-value 0,79 0,91 0,97 0,89 0,20 0,17 0,26

Nao foi verificado diferenca significativa de atratividade entre os tratamentos nos diferentes tempos de avaliacdo (ANOVA, a p<0,05).

Tabela 2. Atratividade de folhas de milho tratadas com extratos da FOLHA de Strychnos pseudoquina para lagartas de Spodoptera frugiperda.

Numero de lagartas atraidas (média e desvio-padrao)

Tratamento Concentracéo (%) Tempo (minutos)

15 30 60 120 240 720 1140
Acetato de etila 0,5 1,00 £0,89 1,33+£1,51 1,67 £1,37 1,33+£1,21 2,67 +1,03 1,67 +£0,82 1,00+ 0,63
Acetato de etila 5 0,83+0,75 1,67 £1,03 1,67 £0,82 1,50 £ 0,55 1,17 £0,75 1,67 £0,82 1,00 + 0,00
Bruto 0,5 1,83+1,33 2,33+0,52 2,50 £ 0,55 2,33+1,51 2,50 £ 0,55 183+1,47 0,67 +0,82
Bruto 5 1,00 £1,67 1,33+£1,75 2,00£1,79 2,33+1,63 2,00 £0,89 1,67 +1,21 1,17 + 1,47
Hexano 0,5 1,17 £1,60 1,33+£1,51 1,33+£1,51 1,33+£1,03 1,33+1,03 133+0,52 0,67 +0,82
Hexano 5 1,17+1,33 1,33+£1,63 1,67 £1,37 1,33+£1,21 1,67+1,21 2,33+£1,03 1,83+0,75
Controle 0 1,83 +1,83 1,33+£1,03 1,67 £1,37 1,50 £ 0,84 1,67 £0,52 1,67 £ 0,52 1,83+ 1,47
p-value 0,78 0,59 0,61 0,70 0,05 0,74 0,16

Néo foi verificado diferenca significativa de atratividade entre os tratamentos nos diferentes tempos de avaliagdo (ANOVA, a p<0,05).
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Tabela 3. Consumo alimentar (folhas de milho tratadas com diferentes concentracgdes e extratos de CASCA e FOLHA de Strychnos pseudoquina
oferecidas as lagartas de segundo instar de Spodoptera frugiperda por um periodo de 24 horas), peso individual médio de lagarta (mensurado sete
dias ap6s oferecimento de folhas tratadas), peso de pupas (mensurado 24 horas ap6s sua formacao).

Extrato de casca

Extrato de folha

Peso Peso
Tratamento Conceontra(;ao ) (9)
(%) Consumo de folhas Lacarta Pupa Consumo de folhas Lagarta Pupa
de milho tratadas (7 dias a %s tratadas) (24 hapoéssua  de milho tratadas (7 dias ap6s (24 h apds sua
(9) P formacao) (9) tratadas) formacao)

Bruto 0,01 0,036 + 0,011° 0,103 + 0,069° 0,159 + 0,012% 0,074 + 0,031% 0,226 +0,034° 0,175 +0,019°
Bruto 0,05 0,038 + 0,016° 0,141 + 0,092° 0,151 + 0,028° 0,071 + 0,026% 0,245+ 0,053 0,174 +0,020°
Bruto 0,1 0,037 £ 0,010° 0,135 + 0,058° 0,164 + 0,058% 0,062 + 0,026% 0,230+ 0,084° 0,174 +0,018°
Bruto 0,5 0,048 + 0,027° 0,179 + 0,054° 0,154 + 0,054% 0,063 + 0,0272 0,189 +0,059° 0,172 + 0,015°
Bruto 1 0,038 + 0,010° 0,137 + 0,080° 0,159 + 0,002% 0,063 + 0,028% 0,190 + 0,091° 0,184 + 0,022°
Bruto 2,5 0,039 +0,011° 0,161 + 0,057° 0,152 + 0,009° 0,066 + 0,024% 0,183 +0,054° 0,179 + 0,024°
Bruto 5 0,034 +0,013° 0,274 +0,121° 0,159 + 0,033% 0,069 + 0,024% 0,245 +0,102° 0,183 +0,021°
Acetato de etila 0,01 0,062 + 0,032? 0,211 + 0,065° 0,166 + 0,017% 0,063 + 0,024% 0,153 +0,060° 0,162 + 0,028°
Acetato de etila 0,05 0,043 +0,022° 0,237 +0,063" 0,166 + 0,017% 0,079 + 0,0272 0,147 £0,059° 0,154 + 0,028?
Acetato de etila 0,1 0,051 + 0,025° 0,234 + 0,046° 0,166 + 0,022% 0,060 + 0,0212 0,229 +0,073° 0,144 + 0,034
Acetato de etila 0,5 0,056 + 0,026 0,207 + 0,068° 0,168 + 0,0272 0,067 +0,014% 0,113+ 0,076 0,166 + 0,027°
Acetato de etila 1 0,076 + 0,0372 0,375 + 0,120? 0,177 £ 0,015% 0,058 + 0,0172 0,139 +0,071° 0,146 + 0,042?
Acetato de etila 2,5 0,055 + 0,0212 0,204 + 0,060° 0,168 + 0,026% 0,048 + 0,018° 0,204 +0,082° 0,164 + 0,022°
Acetato de etila 5 0,073 + 0,0372 0,309 + 0,1412 0,164 + 0,024% 0,045 + 0,022° 0,240 +0,103° 0,166 + 0,021°
Metanol 0,01 0,066 + 0,030? 0,209 + 0,038" 0,171 + 0,0212 - - -
Metanol 0,05 0,067 + 0,026 0,209 + 0,047° 0,164 + 0,020 - - -
Metanol 0,1 0,063 + 0,028? 0,244 +0,076° 0,172 +0,0272 - - -
Metanol 0,5 0,066 + 0,030° 0,251 + 0,087° 0,167 + 0,028? - - -
Metanol 1 0,055 + 0,024 0,214 + 0,090° 0,166 + 0,0212 - - -
Metanol 2,5 0,059 + 0,026 0,247 +0,074° 0,164 + 0,023? - - -
Metanol 5 0,071 +0,028? 0,228 + 0,082° 0,169 + 0,023? - - -

...continua...
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Hexano 0,01 - - - 0,054 + 0,023% 0,126 +0,031° 0,188 +0,026"
Hexano 0,05 - - - 0,061 + 0,024% 0,128 +0,033° 0,192 +0,023?
Hexano 0,1 - - - 0,069 + 0,030% 0,140 £ 0,140° 0,196 + 0,023?
Hexano 0,5 - - - 0,066 + 0,025° 0,123 +0,039° 0,190 +0,016?
Hexano 1 - - - 0,064 + 0,025° 0,112 +0,038° 0,194 +0,021°
Hexano 2,5 - - - 0,065 + 0,030% 0,128 +0,039° 0,205 + 0,020°
Hexano 5 - - - 0,068 + 0,026° 0,119 +0,034° 0,203 + 0,032
Controle 0 0,086 + 0,056° 0,313 + 0,055 0,179 + 0,026° 0,086 + 0,056° 0,313 +0,055* 0,179 + 0,026"

Meédias e respectivos desvios-padrdo seguidos da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente do tratamento Controle pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05).
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A mortalidade larval (Figura 4), nos extratos da casca de S. pseudoquina (acetato de

etila, bruto e metandlico) apresentaram efeito larvicida para S. frugiperda em todas as
concentragdes, quando comparado ao tratamento controle (p<0,0001). Entretanto, para 0s
extratos foliares de S. pseudoquina avaliados, apenas o acetato de etila (todas as concentragdes)
e 0 bruto (nas concentracdes de 0,1; 0,5 e 1 %) manifestaram esse mesmo potencial. J& o extrato
hexanico ndo diferiu estatisticamente do tratamento controle (p<0,0001).
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Figura 4. Mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho
tratadas com diferentes concentracGes de extratos de cascas e folhas de Strychnos pseudoquina.
Proporcbes de mortalidade dos tratamentos com extratos da planta foram comparadas com
tratamento controle. Barras representado a proporcdo de mortalidade de lagartas com mesma
letra ndo diferem do tratamento controle (Kruskal-Wallis, p < 0,0001).



17

O extrato bruto e o acetato de etila (concentragdo 1 e 5%) da casca promoveram taxas
de mortalidades larval superiores a 50%. O que ndo foi verificado no extrato metandlico, em
que a maior taxa de mortalidade foi de 48% na concentragdo de 2,5%. Quanto aos extratos
foliares que foram significativos, apenas as concentragdes de 0,5; 1 e 2,5% do acetato de etila,
alcancaram taxas de mortalidades superiores a 50%, com 63, 73 e 59% respectivamente.

Somente foi verificado uma relacdo linear significativa entre concentragdo vs
mortalidade de lagartas de S. frugiperda para extrato acetato etilico de cascas de S. pseudoguina
(verificado por meio do modelo de regressdo binomial: Y = exp(a+bx) / 1+exp(a+bx); p =
0,01). Os demais extratos ndo indicaram relacéo linear significativa para essa relacéo.

Na Tabela 4 séo apresentados os dados de mortalidade larval de S. frugiperda para
plantas de milho tratadas com os extratos de folhas e cascas de S. pseudoquina que apresentaram
as mortalidades mais expressivas, ou seja, 0 extrato bruto e o extrato feito a partir de acetato de

etila.

Tabela 4. Comparacéo do efeito das diferentes concentractes de extratos da CASCA e FOLHA
de Strychnos pseudoquina (Bruto e Acetato de etila), na mortalidade larval de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas.

Concentragio Extrato de casca Extrato de folha
Tratamento B
(%) Mortalidade larval (%)

Bruto 0,01 80° 3P
Bruto 0,05 60° 3P
Bruto 0,1 81° 13°
Bruto 0,5 90° 17°
Bruto 1 83? 20°
Bruto 2,5 68° 10°
Bruto 5 81° o°
Acetato de etila 0,01 27° 27°
Acetato de etila 0,05 23° 50?
Acetato de etila 0,1 30° 372
Acetato de etila 0,5 502 63?
Acetato de etila 1 76° 732
Acetato de etila 2,5 33° 59?
Acetato de etila 5 60? 452

Taxa de mortalidade (%) seguida da mesma letra nas linhas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Mann-Whitney (p<0,05).

O extrato bruto da casca em todas as concentracdes, apresentou efeito larvicida maior
do que o extrato bruto da folha. Ja o extrato acetato de etila, obteve efeito semelhante entre
casca e folhas, exceto nas concentracGes de 0,05 e 2,5%, em que o extrato da casca foi inferior
ao da folha. Os dados mostram mortalidade larval maior com extratos da casca e, também, com

seu extrato etandlico.
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Quando ingeridos pelas lagartas de S. frugiperda, o extrato acetato etilico de cascas de

S. pseudoquina em maiores concentragdes (1 e 5%) promoveu mortalidade de forma mais
rapida do que os demais tratamentos avaliados, conforme verificado nas Figuras 5, 6, 7 e 8,
feitas por estimativa de sobrevivéncia de Kaplan-Meier, a p<0,05. A mortalidade registrada 24
horas apds o oferecimento dos extratos para as lagartas foi de 23% na concentracdo 5% e 52%
na concentracdo de 1% (Figura 5). O extrato de folha a base de acetato de etila promoveu

mortalidade superior a 50%, somente a partir do 9° dia do oferecimento dos mesmos as lagartas.

Acetato de etila
CASCA

|

p < 0.0001

Proporgdo de lagartas sobreviventes

Proporgdo de lagartas sobreviventes

Tempo (dias)

= s 0 005 == 05 25
Concentraches (%)

Bt 001 =01 541 =S

Figura 5. Estimativa de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo,
apos ingestdo de folhas de milho tratadas com diferentes concentracdes do extrato acetato de
etila das cascas e das folhas de Strychnos pseudoquina. (Estimativa realizada conforme
metodologia de Kaplan-Meier).

Aumentos significativos de mortalidade de lagartas de S. frugiperda por agdo dos
extratos brutos de cascas de S. pseudoquina foram destacadamente verificados a partir do 7° e
8° dias da aplicacdo dos tratamentos (Figura 6). Comportamento diferente verificado para

extratos brutos de folhas, que promoveram taxas de mortalidade de lagartas muito baixas



19

(Tabela 5 e Figura 7), sendo a maxima de 20% verificada somente a partir do 13° dia da

aplicagdo dos tratamentos.
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Figura 6. Estimativa de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo,
apos ingestdo de folhas de milho tratadas com diferentes concentracdes do extrato bruto das
cascas e das folhas de Strychnos pseudoquina. (Estimativa realizada conforme metodologia de

Kaplan-Meier).

Extratos metandlicos de cascas de S. pseudoquina (Figura 7) promoveram, taxas de

mortalidade larval de S. frugiperda similares ao tratamento extrato acetato de etila (Figura 5),

entretanto, os tratamentos acetato de etila, nas maiores concentragdes (1 e 5%) a mortalidade

da lagarta se dava em menor intervalo de tempo. Para os extratos metandlicos, ndo foi verificado

mortalidade abrupta de lagartas em nenhum dos tratamentos, sendo que, a mortalidade mais

expressiva (concentracdo 0,05 e 2,5%) se deu apenas no 10° dia de aplicagdo dos extratos da

planta para alimentacéo da lagarta (Figura 7).
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Figura 7. Estimativa de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo,
apos ingestdo de folhas de milho tratadas com diferentes concentracdes do extrato metandlico
das cascas de Strychnos pseudoquina. (Estimativa realizada conforme metodologia de Kaplan-
Meier).

O tratamento extrato hexanico de folhas de S. pseudoquina (Figura 8) promoveu
reduzida mortalidade larval quando comparado ao extrato acetato etila e, grande parte do
tratamento extrato bruto de folhas. Quando essa baixa mortalidade ocorreu, foi somente
verificada depois do 8° dia da aplicagdo dos experimentos, ndo apresentando diferenca

significativa entre as demais concentragdes (p=0,36).
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Figura 8. Estimativa de sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo,
apos ingestdo de folhas de milho tratadas com diferentes concentrages do extrato hexano das
folhas de Strychnos pseudoquina. (Estimativa realizada conforme metodologia de Kaplan-
Meier).
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Nenhum extrato de folha ou de cascas de S. pseudoquina, nas suas diferentes

concentragdes, promoveram mortalidade pupal de S. frugiperda diferente do tratamento
controle (teste Kruskal-Wallis, a p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. Mortalidade pupal de Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho
tratadas com diferentes concentracfes de extratos de cascas e folhas de Strychnos pseudoquina.
Proporcbes de mortalidade dos tratamentos com extratos da planta foram comparadas com
tratamento controle. Barras representado a proporcao de mortalidade de pupas com mesma letra
ndo diferem do tratamento controle (Kruskal-Wallis, p>0,05).
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Os dados referentes ao efeito da ingestéo dos diferentes extratos de casca e folhas de S.
pseudoquina na duracdo dos diferentes estadios de vida da populacdo de S. frugiperda sdo
apresentados na Tabela 5. Reducdo significativa do periodo larval foi verificado para o extrato
de acetato de etila da casca, nas concentracOes de 1 e 5%, aquelas mesmas concentragdes onde
foram verificadas as maiores taxas de mortalidade larval e, também efeito larvicida mais rapido
entre os tratamentos, conforme j& apresentado na Figura 4 e 5. Demais extratos de casca, de
modo geral, ndo afetaram de forma significativa a duracdo do ciclo larval de S. frugiperda. Em
relagdo ao extrato metandlico, foi verificado um aumento significativo do periodo pupal em
todas as concentragdes, mas com excec¢do da maior concentracdo (5%), ndo promoveu alteracao
na duracao do ciclo total do inseto.

Em relacdo ao extrato de folhas de S. pseudoquina, praticamente todos o0s tratamentos
promoveram aumento nos periodos larval, pupal ou adulto do inseto. Particularmente, para o
extrato hexanico, foi verificado aumento significativo na duracdo de todos os estadios de vida
do inseto, 0 que, consequentemente promoveu 0 aumento do seu ciclo total.

Ao longo do estudo foram registrados anormalidade visiveis a olho nu, na populacéo de
S. frugiperda tratada com os diferentes extratos da planta, quase que exclusivamente nos
extratos bruto e hexanico das folhas, entretanto, em nimeros inexpressivos. Em tratamento
controle ndo foi registrado nenhuma anormalidade. Alguns registros feitos dessas anomalias

sdo apresentados na Figura 10.
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Tabela 5. Duracéo de periodos, longevidade e razdo sexual de Spodoptera frugiperda tratadas com diferentes concentragdes de extratos da CASCA
e FOLHA de Strychnos pseudoquina.

Extrato de casca

Extrato de folha

Razao Razdo
Tratamento Concentragéo (%) Duracéo de periodo (dias) Sexual Duracéo de periodo (dias) Sexual
(FIM+F) (F/M+F)
Larval Pupal Adulto Total Larval Pupal Adulto Total

Bruto 0,01 16 +3,28% 9+0,63° 3+0,82° 186,94 - 16 +1,77%° 9+063° 4+101*° 28+4,18  04°
Bruto 0,05 15+378 9+0,71° 4+137° 19 +8,74° 058 16+152° 9+0,58° 4+0,73% 27+466°  0,4°
Bruto 0,1 14 +325% 9+055° 4+0,63° 17+7,29° 05 17+170° 9+134°> 3+060" 26+569° 0,3
Bruto 0,5 13+157° 8+0,58° 4+058° 15500° 1,00 17+178 8+051*° 4+081* 27+539°  04°
Bruto 1 15+3,05% 9+050° 3+050° 17 +6,16" - 17 +1,21*° 8+140° 4+102° 27+485°  0,4°
Bruto 2,5 15+317° 9+0,67° 4+0,87° 188,08 04 17+140° 8+043° 4+098 27+386" 0,4°
Bruto 5 15+289% 8+055° 4+0,84> 17 46,34 0,66 16+131° 8+135 4+101*° 28+277° 0,5
Acetato de etila 0,01 15+3,16*° 9+0,73° 5+157° 24+840° 0,6 17+116* 8+0,69° 40,89 26+6,83" 0,5
Acetato de etila 0,05 15+1,81% 9+065° 4+114° 244681 04° 17+246° 8+0,78% 4+085 22+738 0,3
Acetato de etila 0,1 15+203% 9+0,69° 5+142° 234793 0,62 16+126° 8+066° 4+124* 23+6,72° 0,6
Acetato de etila 0,5 15+237% 9+065° 5+111% 214774 0,88 14+422° 8+054° 5+104° 19+964° 0,6°
Acetato de etila 1 9+324° 11+0,55% 4+141° 12+8,90° 0,48  14+400° 9+052° 3+155° 17+7721* 0,3
Acetato de etila 2,5 15+2,38° 9+0,75° 5+142° 23+7,97° 0,7¢ 16 £2,34* 9+052° 5+116% 21+7,85° 0,42
Acetato de etila 5 11+3,53° 10+0,50° 4+125° 17 +965° 0,2° 16 +1,83* 9+0,49° 4+099° 23+7,05  0,2°
Metanol 0,01 15+2,17° 11+0,57% 3+0,92° 24 +8,20° 0,2° - - - - -
Metanol 0,05 14 +298 11+0,52% 4+145° 20 +9,04% 0,2° - - - - -
Metanol 0,1 15+255% 11+0,89*° 3+0,78" 238,78 0,3 - - - - -
Metanol 0,5 15+3,57*° 11+0,50° 3+0,87° 19 +8,18" - - - - - -
Metanol 1 14 +286% 11+0,84% 4+0,67° 23+9,30° 0,2° - - - - -
Metanol 2,5 14 +4,45% 11+0,85 3+1,09° 20+10,27°  0,3° - - - - -
Metanol 5 16 +3,51* 11+1,04% 4+0,85° 28+7,95° 0,3 - - - - -

...continua...
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Hexano 0,01 - - - - - 20+1,05° 12+1,23* 4+069° 35+282% 0,5
Hexano 0,05 - - - - - 20+0,96% 12+1,23* 4+0,73* 35+425°  04°
Hexano 0,1 - - - - - 20+1,31° 12+1,18° 4+055* 33+6,90° 0,3
Hexano 0,5 - - - - - 20+1,00°0 12+1,17* 4+0,76* 36+163*  0,6°
Hexano 1 - - - - - 20+151* 12+1,31* 4+0,78 35+574* 0/5°
Hexano 2,5 - - - - - 20+ 150 12+1,42* 4+106* 36+434* 0,3°
Hexano 5 - - - - - 21+0,95° 12+141*° 5+0,82*° 35+513* 0,5
Controle 0 15+0,76° 9+1,04> 3+1,08° 27+3,49 0,66 15+0,76° 9+104> 3+1,08° 27+349° 0,6°

Meédias e respectivos desvios-padréo seguidos da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente do tratamento Controle pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05). (F/F+M):

NuUmero de fémeas / nimero de fémeas + niimero de machos.
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Macho

Figura 10. Anomalias verificadas a olho nu, na populacdo de Spodoptera frugiperda tratadas
com o extrato bruto de folhas de S. pseudoquina, e obtidos por fracionamento com solvente
hexano. A: Larva com crescimento corporal comprometido; B: larva com seguimento do corpo
enegrecidos; C: ma formacdo de pré-pupa; D: pupa de aspecto externo normal; E: pupa mal-
formada e morta; F: escurecimento anormal da pupa; G: Adultos aparentemente normais; H e
I: adultos com visiveis deformagdes nas asas.

4.3. Efeito larvicida de metabolitos secundarios isolados de S. pseudoquina em S.
frugiperda:

Nas concentragdes investigadas em nosso estudo, 0s metabdlitos secundarios testados
na forma de ingestdo ou contato ndo promoveram mortalidade larval significativamente

diferente do tratamento controle (Tabela 6 e 7) (Kruskal-Wallis, p<0,05).



26

Tabela 6. Mortalidade larval de Spodoptera frugiperda provocada pela aplicacdo topica dos
metabdlitos secundarios de cascas de Strychnos pseudoquina, obtidos da fracdo acetato de etila.

Tratamento Concentragdo (ppm) Mortalidade larval (%)
Estricnobiflavona 2.500 0?
Estricnobiflavona 5.000 7
Estricnobiflavona 10.000 10%
3-O-metilquercetina 2.500 17
3-O-metilquercetina 5.000 132
3-O-metilquercetina 10.000 7
Controle 0 0*

Taxa de mortalidade larval (%) seguida da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente do tratamento
controle. (Kruskal-Wallis, p<0,05).

Tabela 7. Mortalidade larval de Spodoptera frugiperda provocada pela ingestdo dos
metabolitos secundarios de cascas de Strychnos pseudoquina, obtidos da fragao acetato de etila.

Tratamento Concentragdo (ppm) Mortalidade larval (%)
Estricnobiflavona 10.000 8
3-O-metilquercetina 10.000 0*
Controle 0 0

Taxa de mortalidade larval (%) seguida da mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente do tratamento
controle. (Kruskal-Wallis, p<0,05).
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5. DISCUSSAO

O teste de antixenose com chance de escolha, demonstra que as lagartas de S.
frugiperda, ndo apresentaram preferéncia alimentar entre as folhas de milho tratadas com os
extratos de casca e folha de S. pseudoquina nas diferentes concentragdes. Isto é, a curto prazo,
elas foram igualmente atraidas aos tratamentos avaliados. Isso, segundo Lara (1991), a
preferéncia pode ser devido a auséncia ou quantidades inexpressivas de repelentes presentes
nos extratos, ou quando em maiores tempos de exposicdo dos fragmentos tratados, a néao
preferéncia pode ser em fungé@o de auséncia ou quantidades inexpressivas de estimulantes de
alimentacéo, ou presenca de supressantes ou deterrentes.

Segundo Bezerra et al. (2019) e Ferreira et al. (2020), essa auséncia ou a ndo percepcao
de substancias antialimentares nos extratos brutos ou fracionados de plantas, usadas para
eventual controle de pragas, pode ser uma relevante caracteristica a ser observada,
principalmente quando extratos devem ser ingeridos pela eventual praga.

Em nosso estudo, em teste de preferéncia alimentar (sem chance de escolha), o extrato
bruto de cascas de S. pseudoquina foi, 0 menos consumido pelas lagartas, entretanto, isso ndo
implicou na mortalidade das mesmas, uma vez que, nesse extrato foi verificado as maiores taxas
de mortalidade, 60 a 90%.

Esse reduzido consumo pode estar relacionado com a presenca de fagodeterrentes, como
taninos (predominantes), flavonoides e alcaloides, comumente encontrados na casca de S.
pseudoquina (SARANDY et al., 2017). De acordo com Taiz & Zeiger (2009) e El-Asward et
al. (2022), os taninos sdo compostos fendlicos com propriedades de defesa, produzido pelas
plantas, potencialmente toxico e, com acdo antialimentar para muitos herbivoros.

De modo geral, extratos das cascas de S. pseudoquina apresentaram efeito larvicida
maior do que os de folha. Todos os tratamentos de extrato de cascas promoveram mortalidades
significativamente diferentes do controle, 0 que ndo se observa nos tratamentos com folhas da
planta, principalmente o tratamento com os extratos bruto e hexanico.

A polaridade do solvente usado para arraste de eventuais metabolitos secundarios de
plantas é importante fator a ser considerado (SARMENTO et al., 2015; BEZERRA et al., 2019;
IBRAHIM et al., 2021). Em nosso estudo, particularmente para as folhas da planta isso é
destacado, uma vez que os extratos acetato de etila das folhas promoveram mortalidade larval
significativamente diferente do extrato obtidos pelo solvente hexano. Importante destacar que,
0 uso do solvente hexano em nosso estudo se deu por sugestdes de Souza Neto et al. (2018) e

Bezerra et al. (2019), que em comparacdo com acetato de etila e metanol, promoviam maior
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efeito larvicida em Spodoptera sp. Entretanto, em nosso estudo isso ndo foi confirmado, ou

seja, promoveu insignificante mortalidade larval.

Somente no tratamento acetato etilico de cascas de S. pseudoquina foi verificado uma
relagéo linear significativa entre dose de extrato vs mortalidade larval de S. frugiperda. Essa
relacdo de ndo dependéncia dose/resposta é frequentemente mencionada para insetos em
literatura (SOUZA NETO et al., 2018).

Doses maiores do extrato acetato etilico das cascas de S. pseudoquina, conforme
destacado em nosso trabalho, foram aquelas que promoveram mortalidade larval de S.
frugiperda de forma mais rapida. De maneira geral, promovendo taxas de mortalidade
similares, o extrato acetato etila de folhas e extrato bruto de cascas dessa planta provocaram
essa mortalidade de forma mais lenta e gradual. Conforme destacado por Lazarevi'c et al.
(2020), essa expressiva mortalidade inicial esté relacionada com a capacidade de resposta do
inseto a estresses oxidativos, que em alta concentracdes, podem levar a danos em nivel
macromolecular.

Os extratos de cascas e folhas que expressaram significativas taxas de mortalidade
(bruto e acetato de etila) ndo apresentaram anormalidade significativa nas pupas formadas e,
nem comprometimento significativo em seu peso por acdo dos tratamentos. A sexagem dos
insetos foi realizada na fase adulta, com nimero de insetos remanescentes dos tratamentos
muito variavel, o que ndo permitiu fazer generalizacdes seguras sobre essa variavel. Portanto,
sugerindo efeito predominantemente larvicida.

Alteracdes significativas de duracdo de periodo larval verificada em tratamento com
maiores concentracfes do extrato acetato de etila, implicaram, na reducdo do ciclo total do
inseto. Embora o nimero reduzido de lagartas sobreviventes que se alimentaram do milho
tratado com esses extratos, possa ter influenciado nessa variavel analisada. Ainda assim, €
importante destacar que a reducéo do ciclo total do inseto pode resultar em aumento de geracoes
durante o ciclo da cultura, conforme Boica Junior et al. (2013), 0 que ndo € interessante sob o
ponto de vista de manejo da mesma.

Da fracdo casca acetato de etila, que apresentou destacado efeito larvicida, foi feito o
refracionamento e posterior isolamento e identificacdo dos flavonoides 3-O-metilquercetina e
estricnobiflavona, que tiveram sua toxicidade (efeito larvicida) investigada para a populacédo de
S. frugiperda. De forma isolada, por contato ou ingestdo, esses metabolitos secundarios nao
apresentaram efeito larvicida significativo. Portanto, na fracdo acetato de etila, outros
compostos isolados ou em sinergia, foram os responsaveis pelo efeito antibiose. Segundo
Ferreira et al. (2020), flavonoides e alcaloides presentes em extratos vegetais, podem ser 0s

provaveis responsaveis por prejudicar a alimentacdo e a digestdo desses insetos, liberando
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radicais livres que sdo deletérios para os insetos. Outros efeitos deletérios provocados por

extratos de plantas incluem alteracdes morfoldgicas que resultam em extrusdo do intestino,
alteracOes fisioldgicas diversas que impedem a ecdise, perda de hemolinfa, escurecimento
anormal de pupas entre outros (MARTINEZ et al., 2017).
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6. CONCLUSAO

Por S. frugiperda se tratar de uma lagarta desfolhadora, o expressivo efeito deletério
promovido pelos extratos de S. pseudoquina na fase larval, indica que essa planta apresenta
potencial inseticida a ser explorado em programas de manejo integrado da mesma. Esse efeito
deletério as lagartas, foram verificados com os extratos da casca e, o extrato de folhas obtido a
partir do solvente acetato de etila. Os flavonoides 3-O-metilquercetina e estricnobiflavona, de
forma isoladas, ndo manifestaram significativo efeito larvicida, indicando que, se promoverem

algum efeito deletério, seria de forma sinérgica com outros metab6litos secundéarios da planta.
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