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RESUMO

A principal praga da cultura do milho € a lagarta Spodoptera frugiperda, e atualmente, os
principais métodos utilizados no controle dessa praga tem sido 0s inseticidas quimicos e as
plantas transgénicas. A busca por métodos alternativos de controle tem despertado o interesse
pelas plantas inseticidas. Inimeros extratos vegetais tém sido estudados, uma vez que
geralmente apresentam amplo espectro de controle de insetos-praga, séo relativamente
especificos no seu modo de acdo e causam baixo impacto ambiental. Dentre as familias de
plantas que vem sendo estudadas com esse intuito, a familia Fabacea tem demonstrado alto
potencial inseticida. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de extratos de
Machaerium opacum em lagartas de S. frugiperda. Foram avaliadas as fracdes etandlicas,
metanolicas e hexanicas de extratos das folhas de M. opacum. Em prospeccdo fitoquimica
realizada nas folhas de M. opacum, identificaram-se metabolitos secundarios: flavonoides,
triterpenos, antraquinonas, cumarinas, taninos e esteroides. As diferentes fragdes nas diferentes
concentracOes avaliadas ndo apresentaram diferencas quanto a atratividade por lagarta de S.
frugiperda em relacdo ao tratamento controle. As fragbes hexanicas promoveram antibiose pela
reducdo do peso de larva e pupa, mortalidade larval e pupal, prolongamento da fase adulta e
anormalidades em adultos de S. frugiperda em teste. Estes resultados mostram o potencial
inseticida de extratos dessa planta no controle de S. frugiperda.

Palavras-chave: planta inseticida, metabdlitos secundérios, lagarta-do-cartucho-do-milho,

antibiose, antixenose.



ABSTRACT

The main pest of the corn crop is the caterpillar Spodoptera frugiperda, and currently
the main methods used to control this pest have been chemical insecticides and transgenic
plants. The search for alternative methods of control has aroused interest in insecticidal plants.
Numerous plant extracts have been studied, since they generally have a broad spectrum of
insect-pest control, are relatively specific in their mode of action and cause low environmental
impact. Among the families of plants that have been studied for this purpose, the Fabacea family
has demonstrated high insecticidal potential. The objective of this work was to evaluate the
toxicity of extracts of Machaerium opacum in S. frugiperda caterpillars. The ethanolic,
methanolic and hexane fractions of extracts from the leaves of M. opacum were evaluated. In
phytochemical prospecting on the leaves of M. opacum, secondary metabolites were identified:
flavonoids, triterpenes, anthraquinones, coumarins, tannins and steroids. The different fractions
at the different concentrations evaluated did not present differences regarding the attractiveness
of S. frugiperda caterpillar in relation to the control treatment. The hexanic fractions promoted
antibiosis by reducing the weight of larva and pupa, larval and pupal mortality, prolongation of
the adult phase and abnormalities in adults of S. frugiperda in test. These results show the

insecticidal potential of extracts of this plant in the control of S. frugiperda.

Key words: insecticidal plant, secondary metabolites, corn-caterpillar, antibiosis, antixenosis.



1 INTRODUCAO
O Brasil tem ocupado posi¢do de destaque na producdo mundial de milho, com éarea

plantada na safra 2016/2017 de 17,60 milhdes de hectares, com estimativa de produtividade de
graos em torno de 5,7 mil kg.ha* (CONAB, 2017).

Nessa cultura, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), € uma
praga de interesse econdmico em varios paises (AGUIRRE et al., 2016). Particularmente, na
cultura do milho, é a principal praga e tem causado danos significativos a esta cultura(CRUZ
1999). Conforme o estagio de desenvolvimento da cultura, as injurias provocadas por esta
lagarta podem promover perdas de até 34% no rendimento de grdos (VALICENTE e CRUZ
1991, CRUZ 1995). Trata-se de uma praga polifaga, com alta capacidade de dispersédo dos seus
adultos e elevado numero de geraces produzidas ao longo do ano (WAQUIL e VILELA,
2003).

Os principais métodos adotados no controle desta praga tem sido o uso de inseticidas
quimicos e plantas transgénicas. Entretanto, a rotina de pulverizacao de inseticidas com mesmo
grupo de acdo associado a um cenario de sobreposicdo e ou sucessdo de cultivos de plantas
hospedeiras, expde as populacdes de S. frugiperda a elevada pressao de selecao por inseticidas
e proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt), o que implica em comprometimento das taticas de
controle disponiveis (OMOTO et al, 2013). Portanto, métodos alternativos em conformidade
com programas de manejo integrado de praga, como o0 uso de inseticidas botanicos, devem ser
estudados, (SILVA et al., 2014).

No presente estudo, foi investigada a toxicidade de extratos foliares da espécie florestal
Machaerium opacum Vogel sobre uma populacdo de S. frugiperda. Diversas espécies de
Machaerum tem uso farmacéutico, sendo, portanto, conhecidas por sua atividade bioldgica e
medicinal (AMEN et al., 2015). Em relagcdo as propriedades citotdxicas, antimicrobiana e
inseticida de M. opacum, investigagdes cientificas se limitam ao recente ao trabalho de Santos
(2017).

Os inseticidas botanicos, de modo geral, apresentam amplo espectro no controle de
insetos-praga, sdo relativamente especificos no seu modo de acdo, sdo de baixo impacto
ambiental e relativamente seguros para organismos nao alvos (AGUIAR-MENEZES, 2005;
UPADHYAY, 2012), o que segundo Dequech et al. (2008) e Bettiol e Morandi (2009), tornam
extratos de plantas potenciais agentes controladores de pragas. Além dos listados aspectos
favoraveis para uso de plantas inseticidas em relagdo aos inseticidas sintéticos, Ferraz (2008)
menciona a capacidade da planta produzir gama de compostos que pragas e patdgenos nao

conseguem inativar.



2 OBJETIVO
Investigar a toxicidade de fracOes etanolicas, metandlicas e hexanicas de extratos de folhas

de M. opacum, sobre o desenvolvimento de de S. frugiperda na cultura de milho.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A cultura do milho
O milho é uma graminea anual pertencente a familia Poacea, tribo Maydeae, género Zea

e espécie mays (Zea mays L). Trata-se de uma planta diploide, aldgama, mondica na qual
encontram-se 0s dois sexos na mesma planta, porém em inflorescéncias distintas
(PATERNIANI et al., 2000). Esta amplamente adaptada a diversas regides do mundo, a
diferentes climas e altitudes e latitudes variadas, isso ocorre devido a sua grande variabilidade
genética, sendo que existem mais de 300 racas de milho e para cada uma delas inimeras
variedades (PATERNIANI et al., 2000).

Estima-se que a espécie Zea mays tenha origem na regido mesoamericana e gque sua
difusdo ao redor do mundo tenha ocorrido apds a descoberta do continente americano pelos
europeus (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2008) e que a sua domesticacdo tenha ocorrido a
mais de 6000 anos (SILOTO, 2002).

A sua utilizacdo esta diretamente relacionada a dietas energéticas tanto para animais
guanto para humanos, onde se estima que, entre 70 e 85% da producdo mundial de milho seja
destinada a alimentagdo animal (PAES, 2006).

Os maiores produtores mundiais de milho sdo os Estados Unidos e a China. O Brasil
ocupa a terceira posicdo neste ranking (CONAB, 2014). Embora a cultura do milho esteja
presente praticamente em todos os estados brasileiros, as regides Centro-Oeste e Sul responde
por cerca de 95% da producédo nacional (ALMEIDA et al., 2005).

Em relacdo ao mercado de sementes, este tem sido amplamente dominado por cultivares
precoces, adaptados para o cultivo de safra e safrinha e presentes em 72,5% dos plantios
comerciais, enquanto que, as cultivares superprecoces participam de 24% deste mercado, sendo
preferidos em regides cujo plantio é realizado em épocas tardias, com chuvas concentradas ou
mesmo em areas de irrigacdo, onde ha necessidade de rapida desocupacdo para as culturas
subsequentes (FRITSHE-NETO e MORO, 2015).

Diversos fatores tém influenciado positivamente a cadeia produtiva do milho, tornando
os cultivos mais produtivos e eficientes. Praticas agricolas vém sendo implantadas com sucesso
no objetivo de elevar a capacidade produtiva e o desempenho geral da cultura. Em Agosto de
2007 a Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBI0) aprovou a producéo de milho
transgénico no Brasil, sendo que na safra 2009 a presenga do milho geneticamente modificado
foi 400% maior que na safra anterior (CARRER et al., 2010). O primeiro evento de milho

transgénico aprovado no Brasil foi o MON-810 (Monsanto), que trazia a expressao da proteina
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Bt para o controle de lagartas, especialmente a lagarta-do-cartucho (MORAES e BOREM,
2015).

Seguramente, 0 custo para aquisicdo de sementes de milho transgénico é maior que o
custo de sementes de milho convencional, entretanto esses custos sdo em partes compensados
pela reducdo das perdas por pragas e reducdo do custo com o uso de defensivos (DUARTE et
al., 2009).

Grande parte das propriedades produtoras de milho no Brasil possuem alto nivel de
tecnificacdo e tecnologia de producdo, obtendo assim altos padrdes produtivos. Entretanto, em
diversas regides do pais ha uma grande caréncia de capital para investimentos, tecnologia e
assisténcia técnica ocasionando colheitas e rendimentos muito abaixo do potencial da cultura,
0 que afeta diretamente a subsisténcia dos produtores (CAMPOS e BOICA JUNIOR, 2012).

3.2 Manejo integrado de pragas na cultura do milho
Existe uma grande quantidade de insetos que atacam as plantas de milho. E esta relacéo

entre planta-praga se da desde as fases iniciais da cultura até a pés-colheita e armazenamento.
Este complexo de pragas envolve insetos de solo como alguns coledpteros e hemipteros
subterraneos, lagartas de folhas e espigas, além de sugadores de parte aérea como percevejos e
pulgdes (AVILA, 2015).

O objetivo do manejo integrado de pragas, ndo s6 no milho, mas em qualquer cultura, é
minimizar, ou mesmo eliminar qualquer dependéncia de insumos externos que possam
promover a resisténcia ou a selecdo de pragas, a ressurgéncia bem como todo e qualquer
desequilibrio ambiental, integrando medidas culturais, bioldgicas, e de melhoramento vegetal
(KOGAN, 1998).

A adocdo de taticas de monitoramento das pragas que ocorrem na cultura do milho é de
extrema importancia para a tomada de decisao sobre quando e qual medida de controle deve ser
utilizada (VALICENTE et al., 2015).

Deve-se considerar que o controle eficiente de uma praga ndo representa
necessariamente a erradicacdo total desta, mas sim a reducdo da populagdo para niveis
toleraveis, contribuindo assim com a manutencdo dos fatores de qualidade ambiental (CRUZ,
1995).

3.3 A lagarta do cartucho - Spodoptera frugiperda
S. frugiperda, mais popularmente conhecida como Lagarta-do-cartucho do milho, possui

ampla distribuicdo geografica e ocorréncia em todos os periodos do ano, constituindo-se,
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portanto, em uma das pragas mais importantes e nocivas as culturas anuais em todas as regides
tropicais da América (BOREGAS et al., 2013). Nas ultimas décadas vem se destacando como
a mais importante e prejudicial praga da cultura do milho no Brasil, sendo responsavel por
perdas de produtividade superiores a 50% (FIGUEIREDO et al. 2006).

O advento desta praga nas regifes produtoras do pais se deve, entre outros fatores, pelo
crescimento de outras culturas hospedeiras como soja, cana-de-agUcar, sorgo, pastagens e
algoddo (BARROS et al., 2010); alta umidade do ar e do solo nos meses de dezembro e janeiro
(SA et al., 2009), além do desequilibrio populacional de inimigos naturais provocado pelo uso
excessivo e muitas vezes indiscriminado de inseticidas quimicos (CRUZ et al. 2009).
Estratégias de controle baseadas na utilizacdo de defensivos quimicos, muitas vezes néao
apresentam resultados satisfatorios, aumentando assim, os custos de producdo e riscos de
contaminacdo ambiental. Esse insucesso ocorre principalmente pela dificuldade em atingir a
lagarta no interior do cartucho da planta de milho (MENDES et al., 2011).

Os ovos de S. frugiperda possuem coloracdo variavel, sendo mais comum tons
acinzentados. Estes sdo colocados nas partes superiores das folhas ondem permanecem
protegidos por escamadas depositadas pela fémea. O periodo de incubacdo varia entre trés e
quatro dias apo6s a postura (CRUZ et al., 2008).

De acordo com Pinto et al. (2004), ap6s a eclosdo, a lagarta migra para a regido do
cartucho da planta. Nas fases iniciais, o dano da lagarta a folha se restringe a pequenos pontos
de raspagem. No entanto, os danos aumentam a medida do crescimento da lagarta, que passa a
perfurar totalmente a folha podendo danificar completamente o cartucho. Ainda segundo este
autor, a lagarta, ap6s a primeira ecdise passa a ser esbranquicada com sombreamento dorsal
marrom e tamanho médio de 4 mm. J& nos Gltimos instares pode atingir 50 mm, sendo que o
periodo larval é variavel entre 12 e 30 dias (ROSA et al., 2012).

A formacéo de pupa ocorre normalmente no solo, em pequenas profundidades. O periodo
de duracéo da fase de pupa pode se estender em média entre sete e 37 dias, variando em funcgéo
de alguns fatores como temperatura, umidade e tipo do solo (CRUZ, 1995).

As mariposas possuem em média 15 mm. Suas asas possuem envergadura variando entre
35 e 40 mm com coloracao pardo escura as anteriores e branco acinzentado as posteriores. A
postura dos ovos € feita em massas, normalmente nas partes superiores das folhas e séo
protegidos por escamas deixadas pela fémea (CRUZ, 1995). Durante a noite os insetos adultos
sdo mais ativos, quando realizam atividades de disperséo, migracdo e acasalamento, enquanto

que durante o dia permanecem normalmente escondidos (WAQUIL et al., 2003).
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O manejo adequado de S. frugiperda estd diretamente ligado aos conceitos do manejo
integrado de pragas, todavia, compreender os aspectos bioldgicos da praga, bem como a
dindmica da sua populacdo, sdo aspectos imprescindiveis para o sucesso da cultura (ROSA,
2012).

3.4 Extrato vegetais como inseticidas
Nos ultimos anos, tem havido, em escala global, uma intensa busca por mecanismo de

producdo mais sustentaveis e menos agressivos tanto a salde humana quanto ao meio ambiente.
Dessa forma, a utilizacdo de extratos vegetais surge como uma alternativa frente a utilizacao de
produtos sintéticos, o que se configura como forma de reduzir os custos de producéo e também
0s riscos ambientais (VIANA, 2008).

Existem relatos histéricos da utilizacdo de produtos naturais para o controle de pragas a
mais de 3000 anos (NAS, 1969); e durante muito tempo, estes produtos foram a Unica
alternativa existente para o controle de insetos, seja nos cultivos ou até mesmo nas moradias.
Até a década de 1940, o alcaloide nicotina, obtido a partir das folhas de Nicotiana tabacum e
Nicotiana rustica (Solanaceae) foi um dos inseticidas naturais mais utilizado, porém apds
alguns anos, este, bem como outros produtos naturais foram caindo em desuso, sendo este
declinio fomentado pela pesquisa e langamento de produtos sintéticos (VIEIRA et al., 2007).

Maranhdo (1954) publicou uma lista contendo 2000 plantas com propriedades inseticidas
distribuidas em mais de 170 familias, demonstrando, ja naquela época, o enorme potencial do
uso de extratos vegetais para o controle de pragas. Segundo Leatemia e Isman (2004) as familias
botanicas com maior potencial inseticida sdo a Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Labiatae e Canellaceae. Alem dessas familias, Amen et al. (2015) e Santos (2017) mencionam
Fabaceas com propriedades medicinais e, também, inseticidas.

O potencial inseticida de determinadas plantas ocorre devido aos metabdlitos
secundarios que sdo produzidos com o intuito de protecdo natural contra herbivoria (ISMAN,
2006). Estes metabolitos podem agir como inibidores de alimentag&o, crescimento e reproducao
ou até mesmo como repelentes (MENEZES, 2005). InUmeras substancias obtidas de produtos
intermediarios ou finais do metabdlito secundario, tais como rotendides, piretrdides, alcaloides
e terpendides podem interagir negativamente com o inseto, provocando esterilizagdo,
deterréncia alimentar, bloqueio do desenvolvimento, paralisia e morte (MEDEIROS, 1990). A
descoberta de novos metabolitos vem acontecendo constantemente a cada novo ano, estima-se
que 4.000 deles sé@o novos e que cerca de 100.000 ja séo conhecidos pela comunidade cientifica

(VIZZOTTO et al., 2010). Diversos extratos vegetais ja vem sendo estudados e utilizados no
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controle de pragas e estes sdo obtidos a um custo muito baixo e de forma sustentavel, sendo a
sua utilizacdo amplamente compativel com os programas de manejo integrado de pragas
(NAVARRO-SILVA et al., 2009).

Devido a importancia da praga S. frugiperda, extratos de folhas de inimeras plantas
inseticidas ja foram investigados visando o seu controle. Oliveira et al. (2007) estudaram a
viabilidade da utilizacdo do 6leo de Nimno controle desta praga, além de extratos aquosos de
Melia azedarach L., Quassia amara L. e Trichilia. Pallida. Haas et al. (2014) observaram que
0 peso de lagartas de S. frugiperda foi sensivelmente reduzido pelos extratos aquosos de
Capsicum baccatum € Eucaplyptus robusta. Santiago et al. (2008) relataram o0 menor peso de pupas
de S. frugiperda quando submetidas a alimentacdo com extrato das folhas e ramos de R.
graveolens e, Matos et al. (2006) e Bogorni e Vendramim (2005) quando alimentaram lagartas
com Trichilia spp., verificaram significativa mortalidade larval.

De modo geral, inseticidas botanicos sdo vantajosos, pois normalmente apresentam uma
rapida acao contra os insetos, rapida degradacdo e toxicidade baixa (MENEZES, 2005). A
morte do inseto nem sempre € a Gnica consequéncia do uso dessas substancias botanicas. Elas
também podem ser capazes apenas de inibir ou reduzir a ingestdo de alimentos, e ainda causar
esterilidade ou deformacéo do inseto (DEQUECH et al., 2008). Contudo, ainda séo escassos 0s
estudos a respeito do potencial inseticida de inimeras espécies vegetais (MACHADO et. al.,
2007).

3.5 Machaerium opacum
Anteriormente conhecida como Leguminosae a familia Fabaceae engloba cerca de 727

géneros e mais de 19 mil espécies vegetais (LEWIS et al., 2005). Trata-se de uma familia
boténica de altissima importancia social e econémica, pois suas diversas espécies apresentam
uso na alimentacéo, producéo de 6leos, fibras, combustiveis, madeira, medicamentos e produtos
quimicos, destacando-se 0 uso de fitoquimicos nas industrias agroquimicas, farmacéuticas e
alimenticias (ZARUCHI, 1994). A ampla utilizacdo dessa familia em estudos fitoquimicos e
farmacolodgicos se deve a presenca de inimeros metabdlitos secundarios em sua constituicdo
(WINK, 2013).

O género Machaerium pertence a familia Fabaceae e engloba as espécies mais
popularmente conhecidas como Jacarandas e € um dos maiores géneros de arvores tropicais do
mundo, tendo aproximadamente 130 espécies (LEWIS et al. 2005). Diversas espécies desse
género tém uso farmacéutico recorrente, sendo, portanto, conhecidas por sua atividade
bioldgica e medicinal (AMEN et al., 2015).



8

M. opacum, popularmente conhecida como “Jacaranda-do-Cerrado” é uma espécie
arborea nativa do Brasil e ocorre em toda a regido dos cerrados brasileiros incluindo alguns
estados das Regides Norte, Nordeste, Sudeste e principalmente Centro-Oeste (FLORA DO
BRASIL, 2018).

Estudos sobre propriedade bioativas de extratos M. opacum ainda sdo insipientes,
entretanto, merece destaque o estudo de Santos (2017) que avaliou a atividade citotoxica,

antimicrobiana e inseticida das folhas dessa planta.



4 MATERIAL E METODOS
Os procedimentos para obtencdo dos extratos das plantas foram realizados no Laboratorio

de Quimica do Campus Anapolis de Ciéncias Exatas e Tecnologicas, Universidade Estadual de
Goiés. Os ensaios biologicos foram conduzidos no Laboratorio de Entomologia Agricola da
Universidade Estadual de Goias — Campus Ipameri, em sala climatizada com temperatura de
25 + 2°C, umidade relativa de 70 + 10% e, fotoperiodo, de 12 horas.

4.1 Obtencéo das plantas de milho
O substrato utilizado para o cultivo em vasos foi composto pela mistura de terra, areia e

esterco bovino na proporcao de 2:1:1, tendo sido acondicionado em vasos plasticos de 8 litros.
O hibrido convencional utilizado foi 0 RK 9014, tendo sido semeadas trés sementes por vaso,
eliminando-se, posteriormente, as duas menos vigorosas. Os vasos com as plantas foram
mantidos em casa de vegetacao e receberam irrigacdo diéria. A adubacéo de base foi feita com
NPK 08-20-20 e a adubacdo de cobertura com ureia granulada, de acordo com a recomendacao
paraa cultura (MAR et al., 2003), durante todo o ciclo de desenvolvimento da cultura ndo foram

feitas aplicacOes de inseticidas ou fungicidas.

4.2 Obtencao dos extratos
Os extratos vegetais foram obtidos a partir de plantas adultas de M. opacum localizadas

em éarea de cerrado na cidade de Anapolis, GO. Depois de secas em estufa a 45°C por periodo
de 48 horas, as folhas foram trituradas em moinho de faca e imersas em etanol 95%. O extrato
bruto foi obtido através da maceracao desse material a frio e, em seguida, esse extrato bruto foi
filtrado e concentrado em evaporador rotativo, que originou um liquido viscoso, de cor escura.
O fracionamento do extrato foi feito com os solventes etano, metano e hexano. Esse processo
foi realizado por meio de filtracdo a vacuo, apés a incorporacdo do adjuvante celulose
microcristalina D ao extrato etanolico. Todas as fragdes obtidas foram colocados em frascos de
vidro com tampa rosqueavel, cobertos com papel aluminio e, mantidos em geladeira até a
utilizacdo nos testes bioldgicos.

Foi realizada a prospeccéo fitoquimica preliminar das folhas para detec¢do dos seguintes
compostos: fenolicos (fendis simples, flavonoides, antraquinonas, cumarinas e taninos),
compostos nitrogenados (alcaloides) e terpenos (heterosideos cardiotativos e saponinas). Essa
prospeccdo foi realizada conforme metodologia adaptada de Matos e Matos (1989), Matos
(2009), Simdes et al. (2010) e Costa (2001). As reacOes de caracterizacdo dos metabolitos
secundarios foram as seguintes: FLAVONOIDES: colorimétricas (Shinoda, Hidroxido de sodio
e Cloreto férrico) e de fluorescéncia sob luz ultravioleta (Oxalo-bérica, Acido sulfurico, Cloreto
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de aluminio e Hidréxido de potéassio); ANTRAQUINONAS: Borntrager Indireta;
CUMARINAS: Fluorescéncia sob luz ultravioleta potencializada com hidroxido de sédio;
ESTEROIDES e TRITERPENOIDES: Liebermann-Burchard, Pesez, Keller-Kiliam e Kedde;
TANINOS: precipitagdo (Gelatina, Sulfato de quinino, Sulfato de brucina, Acetato de cobre e
Cloreto férrico) e colorimétrico (Hidréxido de sodio); ALCALOIDES: Mayer, Dragendorff,
Bouchardat, Bertrand e Hager, Acido tanico; SAPONINAS: Agitacdo-espuma.

Paralelamente, com mesmos extratos usados em nosso estudo, Santos (2017) fez
isolamento de constituintes quimicos da planta M. opacum. Por meio de cromatografia de
coluna, eram realizados fracionamento e sucessivos refracionamentos de extratos que se
destacava como citotoxico. Dessa forma, selecionaram, isolaram-se e identificaram os seguintes
compostos na fracdo hexanica: triterpenos em mistura (o-amirina e f-amirina), lupeol e o alcool
diterpeno aciclico, o fitol. Por técnica e testes citotoxicos semelhantes foram isoladas e
identificadas na fracdo metanolica, a substancia rutina e, na fracdo diclorometénica, que nao foi
alvo de nosso estudo (quantidade de extrato insuficiente para realizacdo de testes toxicologicos
com S. frugiperda), esse autor selecionou, isolou e identificou as substancias mucronulatol e o
isbmero do mucronulatol, o isomucronulatol.

As concentragdes dos extratos testadas nos bioensaios foram: 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e
10,0%. Em testes preliminares, o solvente que melhor dissolveu os d extratos foi acetona e agua,
na proporcao 1:1. Além disso, em teste preliminar, o solvente (agua + acetona), ap6s evaporar
da superficie das folhas de milho e oferecidos para as lagartas, ndo provocavam efeitos adversos

como repeléncia de lagartas.

4.3 Antixenose em S. frugiperda alimentadas com extratos de M. opacum
O ensaio foi realizado utilizando-se lagartas de S. frugiperda de 3° instar. Foram

separados 19 individuos desse instar, que foram mantidas sem alimenta¢cdo durante um periodo
de trés horas, até o inicio dos testes bioldgicos. Foram utilizadas caixas de papeldo octogonais
de 34,5 cm de diametro forradas com papel filtro, que foi levemente umedecido com agua
destilada. Dentro da caixa, de maneira equidistante, na regido de sua borda, foram colocados os
18 tratamentos (secOes foliares tratadas com as respectivas concentracdesde cada extrato) e a
testemunha (secGes foliares tratadas com acetona e agua). Os fragmentos de folha (4,0 cm?)
foram obtidos com auxilio de um vazador metalico circular. As lagartas foram liberadas no
centro de cada arena, que em seguida foi coberta com uma placa de vidro transparente, que
possibilitava a visualizagdo do comportamento de forrageamento das lagartas. A atratividade

foi avaliada por meio da contagem das lagartas em cada tratamento aos 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60,
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120, 360, 720 e 1440 minutos apos sua liberagcdo. O delineamento experimental adotado neste

teste em blocos casualizados com 19 tratamentos e 10 repeticGes.

4.4 Antibiose em S. frugiperda alimentadas com extratos de M. opacum
Lagartas S. frugiperda utilizada no experimento foram obtidas partir de ovos oriundo de

criagdo massal, conforme metodologia de Kasten Junior et al. (1978). Apds eclosdo, as lagartas
eram individualizadas em copos plasticos de 250 mL contendo parte de planta de milho RK
9014, tratadas com os extratos vegetais. O fundo do recipiente de plastico era forrado com papel
filtro e levemente umedecido com agua destilada. Para cada lagarta foi oferecida uma fracéo de
folha de milho tratada com a solucdo referente a cada tratamento. Apos a colocacdo da folha
para alimentacdo da lagarta, os potes foram fechados com tampas plasticas e distribuidos em
prateleiras no laboratério.

Diariamente realizava-se a limpeza dos potes, eliminando-se os excrementos e trocando-
se o0 papel filtro. As folhas de milho referentes a cada tratamento também foram substituidas
diariamente. Na ocasido da manutencdo dos recipientes, era registrado o numero de lagartas
mortas. Procedimento este, que foi adotado até a formacgdo das pupas. Todas as lagartas
sobreviventes foram pesadas aos 10 dias ap6s o inicio do experimento.

Cada pupa foi pesada 24 horas ap6s a formacao e devolvida ao seu respectivo pote para
emergéncia do adulto. Apds a emergéncia dos insetos adultos, estes foram mantidos nos
mesmos potes em que estavam enguanto lagartas, porém sem nenhum tipo de alimentacao.

As variaveis bioldgicas avaliadas foram: periodo e viabilidade de lagartas, peso de
lagartas aos 10 dias, periodo e viabilidade de pupas, peso de pupas em 24 horas, longevidade
de adultos e ciclo total. O delineamento adotado para esta avaliacdo foi inteiramente casualizado

com 19 tratamentos e 30 repetigdes.

4.5 Analise estatistica
Os dados de mortalidade larval e pupal, propor¢do de machos e de adultos defeituosos

e os dados do teste de atratividade com chance de escolha foram submetidos a analise de
Deviance a partir de um modelo linear generalizado binomial. Os tratamentos foram
comparados a partir de intervalos de 95% de confianga para as proporcOes avaliadas. As
andlises foram realizadas usando a fungéo glm do software R versdo 3.2.1 (R Core Team, 2015).

Os dados de peso de lagartas aos 10 dias, peso pupal em 24 horas, periodo pupal,
longevidade adulta, periodo larval e ciclo total foram submetidos as pressuposi¢cdes da

ANOVA, ndo havendo homogeneidade dos dados, aplicou-se o teste ndo paramétrico de
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Kruskal-Wallis, realizando comparagdes multiplas de medianas com o teste de LSD em sua
forma ndo paramétrica. As analises foram realizadas usando o pacote agricolae do software R
versdo 3.2.1 (R Core Team, 2015).
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5 RESULTADOS

5.1 Prospeccdo fitoquimica dos extratos de folha de M. opacum
Em prospecgdo fitoquimica realizada em folhas de M. opacum, identificaram-se os

seguintes metabolitos secundarios: flavonoides, triterpenos, antraquinonas, cumarinas, taninos

e esteroides.

5.2 Antixenos em S. frugiperda alimentadas com extratos de M. opacum
Né&o foi verificada diferenca significativa entre os tratamentos, quando se avaliou a

atratividade e preferéncia alimentar de lagartas de S. frugiperda nas folhas de milho tratadas
com extratos de M. opacum, em teste com chance de escolha (Deviance, a p>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1. Resumo da analise de Deviance para o nimero de lagartas de Spodoptera frugiperda
atraidas em diferentes extratos e concentragdes (%) de Machaerium opacum nos tempos
avaliados em teste com chance de escolha. Ipameri, Goids, Brasil, 2017.

Tempo (minutos) Valor-p
1 1
3 0,9997
5 0,9975
10 0,8543
15 0,7019
30 0,8958
60 0,8401
120 0,9002
360 0,9809
720 0,3213
1440 0,1933

5.3 Antibiose em S. frugiperda alimentadas com extratos de M. opacum
Os tratamentos diferiram significativamente (p<0,001) nas analises de peso de lagartas

aos 10 dias de idade e peso de pupas em 24 horas apds a formagéo. Para a varidvel peso de
lagartas aos 10 dias, todos os extratos, em todas as concentracOes testadas diferiram da
testemunha (Tabela 2), observando-se que o tratamento com extrato hexanico a 10% foi o que
se distanciou mais do tratamento controle no que se refere a reducao do peso larval. Da mesma
maneira, todos os tratamentos implicaram em reducdo do peso de pupas (Tabela 1). Neste caso,
0s tratamentos mais expressivos foram os extratos etandlico e hexanicos ambos a 3% de

concentracao.
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Tabela 2. Comparac¢Ges multiplas de medianas de peso de lagartas (aos 10 dias) e peso pupal
(em 24 horas) de Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com
diferentes concentracdes (%) de Machaerium opacum. Ipameri, Goids, Brasil, 2017.

Concentracdo % Peso de lagartas 10 dias (Q) Peso pupal 24 horas (g)
Etandlico
0,1 0,175 cd 0,145 efg
1,0 0,19 cd 0,16 cde
1,5 0,17 de 0,13 fgh
3,0 0,11 hi 0,095 k
5,0 0,155 f 0,13 gh
10 0,15 fg 0,1jk
Hexanico
0,1 0,18 cde 0,16 b
1,0 0,14 fg 0,15 bcde
1,5 0,1515 fg 0,13 hi
3,0 0,08 i 0,09 k
5,0 0,12 h 0,11 j
10 0,09 i 0,105 jk
Metandlico
0,1 0,19 bc 0,15 cde
1,0 0,195b 0,145 def
1,5 0,19 bcd 0,16 bc
3,0 0,159 0,11 jk
5,0 0,155 ef 0,16 bcd
10 0,16 ef 0,11j
Controle 0,275 a 0,29 a
Valor p <0,001 <0,001

Medianas seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de LSD a 5% de significancia.

Foram observadas diferencas significativas (p<0,05) para mortalidade larval e pupal

(Tabela 3 e 4). Os dados da mortalidade larval e pupal foram submetidos a analise de regressao,
visando-se observar a existéncia de proporcionalidade entre aumento de doses e aumento de
mortalidade. Entretanto o grau de ajuste R? foi inferior a 0,003, demonstrando n&o haver relacéo
regular entre aumento de mortalidade em funcdo do aumento de doses dos extratos utilizados.
N&o foram verificadas diferengas significativas (p>0,05) para propor¢do de machos adultos
deformados (Tabela 5 e 6).

Tabela 3. Resumo da analise de Deviance para dados de proporcdo de mortalidade larval de
Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com diferentes fracOes e
concentracdes de Machaerium opacum. Ipameri, Goias, Brasil, 2017.

Modelo GL Deviance GL residual  Deviance Res. Valor-p

Nulo 569 661,10
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Tratamento 18 33,782 551 627,32 0,0134
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Figura 1. Médias e respectivos intervalos com 95% de confianca para a proporg¢do de lagartas
de Spodoptera frugiperda mortas para cada tratamento. M0,1; M1; M1,5; M3; M5 e M10
correspondem, respectivamente, aos tratamentos com extrato metan6lico em concentragdes de
0,1;1,0;1,5; 3,0; 5,0 e 10%. EO,1; E1; E1,5; E3; E5 e E10 correspondem, respectivamente, aos
tratamentos com extrato etanélico em concentracées de 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10%. HO,1; H1;
H1,5; H3; H5 e H10 correspondem respectivamente aos tratamentos com extrato hexanico em
concentragdes de 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10%. T corresponde a testemunha.

A proporcdo de lagartas mortas (Figura 1) foi menor nos tratamentos com extrato
metandlico nas concentracBes de 1 e 1,5 %, assim como na testemunha, tendo sido estes,
semelhantes estatisticamente entre si com relacdo a esta variavel. J& o maior percentual de
mortalidade larval foi observado nos tratamentos com extratos hexanico a 5 e 10% de
concentracdo e no tratamento com extrato metandlico a 3% de concentracdo. Na avaliacdo de
mortalidade pupal (Figura 2) a testemunha apresentou 0 menor percentual de pupas mortas,
enquanto que os tratamentos com extratos hexanicos a 1,5; 0,1 e 1,0 % apresentaram, nesta
ordem, 0s mais acentuados resultados em relagéo a esta variavel. Os tratamentos hexanicos a 1;
1,5 e 0,1% apresentaram os menores indices de proporcao de machos (Figura 3), todavia, ndo

foram observadas diferencas significativas para este parametro.

Tabela 4. Resumo da analise de Deviance para dados de proporcédo de pupas mortas de Spodoptera
frugiperda alimentadas na fase larval com folhas de milho tratadas com diferentes
concentracdes (%) de Machaerium opacum. Ipameri, Goias, Brasil, 2017.

Modelo GL Deviance GL residual  Deviance Res. Valor-p

Nulo 414 431,44
Trat. 18 51,16 396 380,27 <0,01
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Figura 2. Intervalos de 95% de confianca para a proporcao de pupas de Spodoptera frugiperda
mortas para cada tratamento. M0,1; M1; M1,5; M3; M5 e M10 correspondem respectivamente
aos tratamentos com extrato metandlico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de concentracdo. EO,1;
El; E1,5; E3; E5 e E10 correspondem respectivamente aos tratamentos com extrato etanolico
a0,1;1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de concentracdo. HO,1; H1; H1,5; H3; H5 e H10 correspondem
respectivamente aos tratamentos com extrato hexanico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de
concentracdo. T corresponde a testemunha.

Tabela 5. Resumo da analise de Deviance para dados de proporcdo de machos de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com diferentes concentracbes (%) de
Machaerium opacum. Ipameri, Goias, Brasil, 2017.

Modelo GL Deviance GL residual Deviance Res. Valor-p
Nulo 325 451,63
Trat. 18 24,783 307 426,84 0,131

Proporgdo de machos
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Figura 3. Intervalos de 95% de confianca para a propor¢do de machos de Spodoptera
frugiperda para cada tratamento. MO0,1; M1, M15 M3; M5 e MI10 correspondem
respectivamente aos tratamentos com extrato metanolico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de
concentracdo. EO,1; E1; E1,5; E3; E5 e E10 correspondem respectivamente aos tratamentos
com extrato etandlico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de concentragdo. HO,1; H1; H1,5; H3; H5
e H10 correspondem respectivamente aos tratamentos com extrato hexanicoa 0,1; 1,0; 1,5; 3,0;
5,0 e 10% de concentracdo. T corresponde a testemunha.

Embora ndo tenham sido constatadas diferencas significativas para a proporcdo de
insetos deformados, os tratamentos com extratos metandlicos, etandlicos e hexanicosa 1,5; 5 e

10%, provocaram deformacgdes em insetos adultos avaliados (Figura 4).

Tabela 6. Resumo da anélise de Deviance para dados de proporcdo de adultos defeituosos de
Spodoptera frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com diferentes concentracdes
(%) de Machaerium opacum. Ipameri, Goiéas, Brasil, 2017.

Modelo GL Deviance GL residual  Deviance Res. Valor-p
Nulo 325 109,245
Trat. 18 26,729 307 82,516 0,0842
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Figura 4. Médias e respectivos Intervalos de 95% de confianca para a propor¢do de adultos
deformados de Spodoptera frugiperda para cada tratamento. M0,1; M1; M1,5; M3; M5 e M10
correspondem respectivamente aos tratamentos com extrato metanélico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0
e 10% de concentragdo. EO,1; E1; E1,5; E3; E5 e E10 correspondem respectivamente aos
tratamentos com extrato etandlico a 0,1; 1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de concentragdo. HO,1; H1;
H1,5; H3; H5 e H10 correspondem respectivamente aos tratamentos com extrato hexanico a
0,1;1,0; 1,5; 3,0; 5,0 e 10% de concentracdo. T corresponde a testemunha.
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Foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos para os parametros
bioldgicos: periodo larval, periodo pupal, longevidade adulta e ciclo total (Tabela 7). O
tratamento com extrato hexanico a 10% e metandlico a 3% foram os que apresentaram o maior
prolongamento do periodo larval em relagdo a testemunha enquanto que os tratamentos com
extrato metanodlico a 1 e 10% apresentaram pouca reducdo deste periodo em relagdo ao
tratamento controle.

O periodo pupal de S. frugiperda (Tabela 7) apresentou expressiva reducdo quando as
lagartas foram submetidas ao tratamento etandlico a 5% de concentragdo. Resultado similar,
porém, menos intenso, foi observado nos tratamentos etandlico com 0,1; 1; e 1,5%; hexanico
0,1; 1,5; 5 e 10% e metandlico 3 e 5% de concentracdo. Semelhantes a testemunha foram os
tratamentos etandlico a 3%, hexanicos a 1% e metandlico a 1 e 10% de concentracéo.

Todos os tratamentos resultaram em significativa reducdo na longevidade de adultos e
ciclo total de S. frugiperda (Tabela 7), tendo-se destacado o tratamento com extrato hexanico a
3%.

Tabela 7. Duracdo dos periodos larval e pupal, longevidade adulta e ciclo total de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho tratadas com diferentes fragdes e concentragdes
(%) de Machaerium opacum. Ipameri, Goias, Brasil, 2017.

Tratamento Periodo Periodo Pupal Longevidade Adulta Ciclo Total
Larval (Dias) (Dias) (Dias) (Dias)
Etandlico
0,1 16,5 de 8,0 bed 14,0 bed 39,0c
1,0 18,0 bcde 8,0 bcde 14,0 cde 38,0 cd
15 17,0 de 8,0 cde 13,5 def 37,0 fg
3,0 16,0 de 9,0a 13,0 ef 38,0 def
5,0 17,5 abcd 75e 125f 370f
10 18,0 abcd 8,0 de 11,0 gh 36,0 gh
Hexanico
0,1 16,0 bcde 8,0 abcd 14,0 cde 38,0 def
1,0 17,0 de 90a 14,0 def 37,0 fg
15 17,0 abcd 8,0 abc 13,0 def 38,0 ef
3,0 18,0 abc 9,0 ab 6,01 325i
5,0 16,0 cde 8,0 bed 14,0 cde 38,0 cde
10 18,0a 8,0 bed 11,0 gh 37,0 ef
Metanolico
0,1 15,0 ef 9,0 ab 15,0bc 39,0b
1,0 15,0 f 9,0a 150b 39,0b
1,5 18,0 bcde 8,0 de 13,0 ef 38,0 ef
3,0 18,0 ab 8,0 bcde 9,0 hi 35,0h

5,0 18,0 abcd 8,0 cde 12,0 fg 38,0 def
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10 15,0 f 9,0a 135f 36,5 fg
Controle 16,0 ef 90a 185a 440 a
P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Medianas seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de LSD a 5% de significancia.

6 DISCUSSAO

A n&o verificagdo de antixenose para as lagartas de S. frugiperda nas fragdes e diferentes
concentracdes das folhas de milho tratadas com extratos de M. opacum, que foram igualmente
atrativas para alimentacdo em testes com chance de escolha e, que ndo diferiram
significativamente do controle, sugerem nao repeléncia dos extratos, e possivelmente, até
mesmo ter ocorrido efeito fagoestimulante em alguns dos tratamentos. Se considerarmos a
necessidade da ingestdo do extrato, essa condicdo se torna relevante em possivel acdo de
controle da praga, uma vez que extratos podem ser pulverizados na cultura.

Independentemente da polaridade do solvente usado no fracionamento do extrato de
folhas de M. opacum ingerido pela lagarta, ocorreram significativas reducdes de peso larval e
pupal em S. frugiperda quando comparadas a testemunha, indicando que compostos isolados
por solvente especifico, ou em sinergismo, atuaram com efeito antialimentar na fase jovem
deste inseto.

De maneira geral, os extratos hexanicos foram aqueles que promoveram menor
desenvolvimento (peso) larval e pupal e, também, maiores propor¢des de deformidades em
adultos (Figura 4). Apesar de nosso estudo ndo verificar efeito inseticida de isolados compostos
na fracao hexanica (triterpenos em mistura, a-amirina e -amirina), lupeol e fitol, supde-se que
esses compostos foram os responsaveis pelos efeitos deletérios em S. frugiperda. Algumas
concentragcfes da fracdo metandlica também promoveram comprometimento no
desenvolvimento pupal. Na fracdo metandlica foi identificada e isolada a substancia rutina, que
conhecidamente tem efeito inseticida. Sabe-se que alguns flavonodides podem atuar como
fagodeterrentes, por exemplo, o ermanin e a rutina (ECHEVERRI et al., 1991; SILVA et al.,
2016) e inibidores de crescimento de inseto (SIMMONDS, 2003), provavelmente por
interferirem em mecanismos neurais, cuja atividade toxica é influenciada pela estrutura quimica
do especifico composto.

A cumarina, também detectada na prospeccao fitoquimica de M. opacum é conhecida
por inibir a cadeia de transporte de elétrons (NEAL e WU, 1994) e, também compromete a
capacidade dextoxificadora dos insetos, o que reduz, por exemplo, sua tolerancia a xenobioticos
(MOREIRA et al., 2007). Ainda, segundo Martinez e Emden (2001), a reducdo no peso e

desenvolvimento das fases larval e pupal se devem a reduzida ingestdo de alimentos e da pouca
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habilidade da conversdo de nutrientes para o crescimento e desenvolvimento do inseto,
promovido pela ingestdo do extrato toxico.

Em nosso estudo ndo foi verificado relacdo significativa entre dose das fracdes do
extrato da planta e mortalidade larval e pupal. Essa relagdo de independente de dose de extratos
de plantas e mortalidade ¢ comum, conforme mencionado por Sousa Neto (2016). Esse autor
relatou ainda que concentracBes de fracdes de extratos de planta que mesmo com elevado
potencial para matar larvas e pupas de Helicoverpa armigera, podem apresentar efeito
fagoestimulante. Nessa condi¢do, substancia dessa natureza seriam interessantes como
ferramenta no manejo da praga, uma vez que estimulariam a lagarta a ingerir o extrato tdxico
aplicado na cultura de interesse.

As fracdes e diferentes concentracdes dos extratos de M. opacum ndo afetaram a razédo
sexual da populacdo de S. frugiperda, nem tampouco se diferiram significativamente da
testemunha. Embora a anélise Deviance ndo apresente diferencas significativas na deformidade
de adultos de S. frugiperda alimentadas com os diferentes extratos em diferentes concentracdes,
O extrato hexanico na maior concentracdo (10%), visivelmente se destaca dos demais, o que
reforca a necessidade de estudos complementares para investigar esses importante efeito
deletério, que é comumente relatado quando lagartas sdo alimentadas com potenciais plantas
inseticidas (NATHALA e DINHGRA, 2006; KNAAK et al., 2012; SOUSA NETO, 2016).

Com relacdo ao periodo larval, os tratamentos hexanico a 10% e metanolico a 3% de
provocaram visivel prolongamento nesta fase em relacdo a testemunha. Torrecillas e
Vendramim (2001) relataram prolongamento do periodo de desenvolvimento de lagartas de S.
frugiperda tratadas com extrato aquoso de Trichilia pallida a 0,1%. Trindade et al. (2000)
sugerem que o atraso no desenvolvimento ocorra em funcdo de componentes especificos do
extrato da planta que compromete o sistema hormonal que regula o processo de ecdise do inseto.

O periodo pupal de S. frugiperda teve significativa reducdo em relagéo a fracéo etanolica
na concentracdo 5%, reduzindo o tempo medio de 9 dias (testemunha) para 7,5 dias. Para essa
mesma praga, com planta distinta (extrato aquoso de Ricinus communis a 10%), Santiago et al.
(2008) encontraram resultado contrario, observando prolongamento na fase pupal , porém, sem
interferéncia na viabilidade. Campos e Boic¢a Junior (2012) sugerem ainda que o inseto, ao
passar para a fase de pupa, continua sofrendo influéncia do produto natural em suas funcées

vitais.
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7 CONCLUSOES
Constatou-se a presenca de flavonoides, triterpenos, antraquinonas, cumarinas, taninos
e esteroides nas folhas de M. opacum.

Foi observada a auséncia de efeito antixenose para as lagartas de S. frugiperda nas
diferentes fracOes e diferentes concentracGes de folhas de milho tratadas com extratos de M.
opacum.

Todas as fragdes avaliadas tiveram efeito sobre a biologia de S. frugiperda.

Os extratos das fracGes hexanolicas foram mais frequentes quanto a efeitos de
antibiose em S. frugiperda.
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