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RESUMO

Potencial bioativo e investigacGes quimicas de Solanaceae em relacdo a Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Visando explorar o potencial bioativo de plantas da familia Solanaceae
como fonte alternativa para o manejo de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae), a lagarta-do-cartucho-do-milho, realizou-se, primeiramente, uma
triagem de extratos etandlicos preparados de diferentes partes de 25 espécies
vegetais. Apos sete dias de exposicao das lagartas em dietas tratadas, constatou-se
que os extratos etanolicos de folhas de Acnistus arborscens e de Datura
stramonium, na concentracdo de 4.000 mg kg *, foram os mais promissores
causando inibicdo do ganho de peso de 97,85 e 95,72%, respectivamente. A
seguir, foi realizado um fracionamento biomonitorado, a partir do qual, a fracdo
diclorometanica foi selecionada como a mais ativa para essas duas espécies,
causando efeito subletal (inibicdo do ganho do peso) e letal (mortalidade), porém
este inferior ao causado pela formulacdo comercial Azamax® 1,2 EC (controle
positivo). Em sequencia, foi possivel estimar as concentracdes letais para as
fracGes diclorometanicas durante o periodo de 168 horas. Em relagdo ao efeito
sobre o desenvolvimento do inseto, os extratos etandlicos foram testados na
concentracdo de 4.000 mg kg * e as fracdes diclorometanicas na concentracdo
letal mediana (4.088 e 3.694 mg kg ™ para D. stramonium e A. arborescens,
respectivamente). Na fase larval, os extratos etandlicos de D. stramonium e A.
arborescens ocasionaram 77,50 e 62,50% de mortalidade, respectivamente, e,
além disso, ambos os tratamentos causaram alongamento dessa fase, e
mortalidade, deformidade e reducdo do peso pupal. A fracdo diclorometanica de
A. arborescens proporcionou 100% de mortalidade das lagartas expostas,
enquanto a mortalidade em D. stramonium foi 83,19% e, as lagartas necessitaram
de 41,75 dias para atingir a fase pupa, que apresentou baixo peso (158,60 mg) e
altas deformidades (40%) em comparacdo ao controle (255,90 mg e 8,26%,
respectivamente). Além disso, as fragcdes diclorometénicas ocasionaram atividade
fagodeterrente nas CL,s, CLsp e ClLgo. Novamente, utilizando-se a fracdo
diclorometanica, foi realizado novo fracionamento, e apos sete dias de exposi¢cdo
das lagartas neonatas, todas as subfracdes ocasionaram efeitos subletais. Com
isso, tornaram-se necessarias novas investigacdes quimicas a fim de se
compreender o (s) composto (0s) responsavel (is) pela bioatividade, porém a
complexidade de algumas subfracbes ndo permitiu uma caracterizacdo quimica.
Ainda assim, foi constatada nas subfracdes acetato de etila e metanolica de D.
stramonium a presenca de compostos pertencentes a classe dos vitanolidos. Dessa
forma, os derivados de Solanaceae apresentam potencial bioativo passiveis de
serem estudados mais profundamente visando ao emprego dos mesmos no manejo
de S. frugiperda.

Palavras-chave: Biopesticida; Extratos; Fagodeterréncia; Lagarta-do-cartucho;
Vitanolidos



ABSTRACT

Bioactive potential and chemical investigations of Solanaceae in relation to Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Aiming to explore the bioactive potential of Solanaceae plants as
alternative resources for the management of Spodoptera frugiperda (Lepitoptera:
Noctuidae), the fall armyworm, it was performed, firstly, a screening of ethanolic
extracts prepared from different parts of 25 plant species. After seven days of
exposure of caterpillars to treated diets, it was verified that ethanolic extracts of
Acnistus arborscens and Datura stramonium leaves in the concentration of 4,000
mg kg™ were the most promising, causing an inhibition of 97.85% and 95.72%,
respectively, in weight gain. After this, a bioguided fractionation was performed,
from which the dichloromethane fraction was selected as the most active in both
species, causing sublethal (inhibition of weight gain) and lethal (mortality) effects,
although both were less effective than the Azamax® 1,2 EC commercial
formulation (positive control). Following the previous step, it was possible to
estimate the lethal concentrations for dichloromethane fraction during the period
of 168 hours. In relation to the effect on the insect development, the ethanolic
extracts were tested in the concentration of 4,000 mg kg* and the
dichloromethane fractions in their median lethal concentrations (4,088 and 3,694
mg kg™ for D. stramonium and A. arborescens, respectively). In the larval phase,
ethanolic extracts of D. stramonium and A. arborescens lead to 77.50% and
62.50% of mortality, respectively, and both treatments lead to the elongation of
this phase, mortality, deformity and pupal weight reduction. The dichloromethane
fraction of A. arborescens lead to 100% of mortality of the exposed caterpillars,
while mortality of D. stramonium was 83.19%, and the caterpillars needed 41.75
days to reach the pupal stage, which presented low weight (158.60 mg) and were
highly deformed (40%) in comparison with the negative control (255.90 mg and
8.26%, respectively). Furthermore, the dichloromethane lead to antifeedant
activity in CL,s, CLsg and CLgg. Once again, using the dichloromethane fraction,
another fractionation was performed, and after seven days of exposure of neonates
caterpillars, all subfractions lead to sublethal effects. Therefore, new chemical
evaluations are necessary to understand the compounds responsible for
bioactivity, however, the complexity of some subfractions did not permit chemical
characterization. Nevertheless, it was verified in the ethyl acetate and methanolic
subfractions of D. stramonium the presence of withanolides compounds.
Therefore, derivatives of Solanaceae present bioactive potential that may be liable
for further evaluation aiming their employment in the management of S.
frugiperda.

Keywords: Biopesticide; Extracts; Antifeedant; Fall armyworm; Withanolides
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1. INTRODUCAO

As regides tropicais, destacando-se o Brasil, apresentam uma enorme variedade de
compostos organicos produzidos pelo metabolismo secundario de espécies vegetais, sendo,
denominados de metabdlitos secundarios. A sua principal funcdo esta relacionada a defesa
vegetal, desempenhando, na maioria dos casos, inibi¢do da alimentagdo em varios insetos-
praga e herbivoros (Raven et al., 1996), aléem de atuarem na defesa contra estresses bidticos e
abioticos (Taiz & Zeiger, 2009). Em adicdo, os derivados vegetais tém ganhado destaque para
0 controle de insetos, 0s quais sdo conhecidos como inseticidas botanicos e estdo presentes
em quase todas as classes de metabolitos secundarios (Miresmailli & Isman, 2014).

A utilizacdo dos inseticidas botanicos, de maneira geral, € uma estratégia mais segura
gue os inseticidas sintéticos convencionais para 0 homem, ambiente e inimigos naturais
(Rattan et al., 2010). Entretanto, para a sua utilizacdo em larga escala é necessario elucidar
diversos fatores, principalmente os relacionados com a composi¢do quimica, fator este, ainda
relativamente pouco abordado em estudos (Isman & Grieneisen, 2014).

A familia Solanaceae produz uma enorme diversidade de metabolitos secundarios
passiveis de serem estudados, inclusive para a protecdo de culturas. Suas espécies sdo ricas
em compostos biologicamente ativos, destacando-se o grupo dos alcaloides, os quais podem
causar efeitos estimulantes e tdxicos para mamifero, mesmo em pequenas doses (Hassine et
al., 2013; Indhumathi et al., 2014; Diaz, 2015), e os vitanolidos, formando o grupo mais
abundante de compostos presentes nas solanaceas, cujos efeitos podem acarretar, como
exemplo, inibicdo da alimentacdo em insetos (Asher et al., 1987) e atividades citotoxicas
(Minguzzi et al., 2011).

Chowanski et al. (2016) descrevem efeitos letais e subletais de derivados de
solandceas em diferentes ordens de insetos-praga, ambos com vantagens, uma vez que a
letalidade aguda proporciona uma rapida protecdo as culturas, e os efeitos subletais, tendem a
causar um desequilibrio no ciclo do inseto, como deformidades, diminui¢do da oviposicao e
alongamento de estagios.

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma praga com ampla distribuicdo no Brasil devido ao seu habito polifago,
podendo ocorrer no algoddo, amendoim, arroz, trigo, soja, hortalicas, e cana-de-agucar (Gallo
et al., 2002), embora seja marcante a preferéncia do inseto por plantas de milho (Lara, 1979),

na qual, o ataque pode reduzir a produtividade entre 34 e 52%, fazendo-se necessarias, em
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algumas regides do pais, até 15 aplicacdes de inseticidas quimicos durante o ciclo da cultura
(Valicente, 2015). Porém, a utilizagdo excessiva de inseticidas sintéticos como uma unica
tatica de controle pode ocasionar a selecdo de populaces resistentes de insetos a inseticidas,
ressurgéncia de pragas e implicagcdes negativas ao homem e meio ambiente (Moreira et al.,
2006), além de aumentar o custo agregado de cultivo. Assim, o emprego de inseticidas
boténicos torna-se uma alternativa viavel, uma vez que quando utilizados em rotacdo com o0s
inseticidas sintéticos ou em misturas, ha reducéo do uso de inseticidas sintéticos e do custo de
protecdo da cultura (Isman, 2015).

Considerando o potencial bioativo das solanaceas, bem como a necessidade de novas
taticas de controle para S. frugiperda, este estudo foi desenvolvido no Laboratério de
Resisténcia de Plantas a Insetos e Plantas Inseticidas e no Laboratdrio de Quimica Organica e
Produtos Naturais, ambos da ESALQ/USP, com 0s seguintes objetivos:

e Investigar a bioatividade dos extratos brutos etandlicos de 25 plantas da familia

Solanaceae em S. frugiperda;

e Fazer o biomonitoramento das espécies ativas utilizando-se de técnicas
cromatograficas para obtencédo das fracdes;

e Caracterizar quimicamente as fracbes semipuras bioativas, por técnicas
espectroscopicas;

e Avaliar os efeitos dos extratos brutos e fracbes promissoras sobre 0s parametros

bioldgicos e alimentar de S. frugiperda.

1.1. TEXTO DE SISTEMATIZACAO DOS PRINCIPAIS RESULTADOS E
DISCUSSAO GERAL

Para determinar o potencial bioativo de solanaceas foram testados 38 extratos brutos
etandlicos em funcgdo das partes vegetais disponiveis de 25 espécies coletadas. Os extratos
foliares de Acnistus arborescens e de Datura stramonium foram selecionados para as
etapas posteriores de investigacBes quimicas. Os extratos brutos, inicialmente, foram
submetidos a um processo de separagéo liquido-liquido, e apds ensaio biomonitorado das
fracbes obtidas, constatou-se elevado efeito letal e subletal de A. arborescens e D.
stramonium na fragdo diclorometanica. Em sequéncia, as fragdes selecionadas foram
submetidas a mais um processo de separacdo, dessa vez em coluna pré-empacotada tipo
Sep-Pak. Como apds o bioensaio todas as subfragbes proporcionaram inibicdo da

alimentacdo, a proxima etapa consistiu em fazer identificagdo quimica das mesmas. Foi
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constatada a presenca de compostos compativeis com a classe dos vitanolidos, grupo este,
mais abundante entre as solanaceas, inclusive do género Datura e Acnistus.

Visando uma maior compreensao dos possiveis efeitos dos extratos brutos etanolicos
selecionados e das fracbes diclorometanicas sobre o inseto-praga em estudo, foram
avaliados os parametros bioldgicos da mesma, e foram observados efeitos antibioticos e
antixendticos, sendo o ultimo constatado pela alta inibicdo da alimentacdo das fracOes

diclorometanicas em teste de consumo.

REFERENCIAS

Ascher, K.R.S., Eliyahu, M., Goldman, A., Kirson, I., Abraham, A., Jacobson, M.,
Schmutterer, H., 1987. The antifeedant effect of some new withanolides on three
insect species, Spodoptera littoralis, Epilachna varivestis and Tribolium castaneum.
Phytoparasitica. 15, 15-29.

Chowanski, S., Adamski, Z., Marciniak, P., Rosinski, G., Biiyiikgiizel, E., Biiylikgiizel
K., Falabella, P., Scrano, L., Ventrella, E., Lelario F., Bufo, S.A., 2016. A review of
bioinsecticidal activity of Solanaceae alkaloids. Toxins. 8, 1-28.

Diaz, G.J., 2015. Toxicosis by plant alkaloids in humans and animals in Colombia. Toxins. 7,
5408-5416.

Gallo, D., Nakano, O., Silveira Neto, S., Carvalho, R.P.L., Baptista, G.C., Berti Filho, E.,
Parra, J.R.P., Zucchi, R.A., Alves, S.B., Vendramim, J.D., Marchini, L.C., Lopes,
J.R.S., Omoto, C., 2002. Entomologia Agricola. FEALQ. 920p.

Hassine,T., Mansour, A., Hammami, S., 2013. Case report of fatal poisoning by Nicotina
tabacum in cattle in Tunisia. Rev. Med. Vet. 164, 141-144.

Indhumathi, T., Mohandass, S., Shibi, A., 2014. Acute toxicity study of ethanolic extract of
Solanum incanum L. fruit. Asian J. Pharm. Clin. Res. 7, 98-100.

Isman, M.B., Grieneisen, M.L., 2014. Botanical insecticide research: many publications,
limited useful data. Trends Plant Sci.19, 140-145.

Isman, M.B., 2015. A renaissance for botanical insecticides? Pest Manage. Sci. 71, 1587-
1590.

Lara, F.M., 1979. Principios de resisténcia de plantas a insetos. Livroceres. 201p.

Minguzzi, S., Barata, L.E.S., Cordell, G.A., 2011. Derivados citotdxicos de vitanolidos
isolados das folhas de Acnistus arborescens. Quim. Nova. 34, 237-241.

Miresmailli, S., Isman, M.B., 2014. Botanical insecticides inspired by plant-herbivore
chemical interactions. Trends Plant Sci. 19, 29-35.

Moreira, M.D., Picanco, M.C., Silva, E.M., Moreno, S.C., Martins, J.C., 2006. Capitulo
cinco: Uso de inseticidas botanicos no controle de pragas. Controle alternativo
de pragas e doencas. 89-116.

Rattan, R.S., 2010. Mechanism of action of insecticidal secondary metabolites of plant origin.
Crop Prot. 29, 913-920.

Raven, P.H., Evert, R.F., Eechhorn, S.E., 1996. Substancias obtidas de plantas e a procura
por praguicidas eficientes e seguros ao meio ambiente. Biologia Vegetal -EMBRAPA-
CNPMA Seérie Documentos 12, 46p.

Taiz, L.; Zeiger, E., 2009. Fisiologia Vegetal. 4 ed., 819p.

Valicente, F.H., 2015. Manejo integrado de pragas na cultura do milho - Circular
Técnica n° 208, Sete Lagoas, p. 1-13.



14



2. BIOATIVIDADE DE METABOLITOS SECUNDARIOS DE SOLANACEAE
SOBRE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

O milho é um dos principais pilares da agricultura brasileira, o que torna
necessaria a busca por novas tecnologias a serem incorporadas na cultura,
principalmente para 0 manejo de pragas, ressaltando que Spodoptera frugiperda é
0 inseto-praga com maior destaque. Com isso, buscando novas alternativas de
manejo para a espécie foram triados 38 extratos brutos etandlicos de Solanaceae
preparados a partir de diferentes partes vegetais. Apos bioensaio de ingestao, 0s
extratos das espécies Acnistus arborescens (L.) Schitdl. e Datura stramonium (L.)
foram os que mostraram maior bioatividade a espécie-alvo. A seguir, foi realizada
uma separacao liquido-liquido dos mesmos, e para ambas as espécies, a fracdo
diclorometanica foi a mais ativa, proporcionando 62,96 e 33,33% de mortalidade
para A. arborescens e D. stramonium, respectivamente, além de reduzir em 99%
0s pesos das lagartas sobreviventes. Com isso, essa fracdo foi selecionada para
estimar as concentracdes letais (CLs, CLso, CLgo), 0 tempo letal mediano (TLso) €
para realizacdo do fracionamento biomonitorado. Apds separacdo cromatogréafica
em coluna pré-empacotada, todas as subfragdes obtidas (diclorometanica, acetato
de etila e metanolica) mostraram bioatividade quanto a inibicdo do ganho de peso,
porém com valores pouco significativos para mortalidade. Nas investigagdes
quanto ao perfil quimico das espécies, pode se observar que grande parte dos
compostos de A. arborescens estava presentes nas trés subfragcdes, enquanto que
para D. stramonium, as subfracbes metandlica e acetato de etila apresentaram dois
compostos majoritérios e distintos, pertencentes a classe dos vitanolidos.

Palavras-chave: Fragdes; Lagarta-do-cartucho; Milho; Subletal; Triagem

Abstract

Corn is one of the main commodities of Brazilian agriculture, which
makes it necessary to search for new technologies, especially for pest
management, emphasizing that Spodoptera frugiperda is the most important
insect-pest of the crop. Thus, searching for new management alternatives for the
species, 38 crude ethanol extracts of Solanaceae prepared from different plant
parts were screened. The crude ethanol extracts of Acnistus arborescens (L.)
Schitdl. and Datura stramonium (L.) promoted the highest bioactivity on the
target species. Next, a liquid-liquid separation was carried out and, for both
species, the dichloromethane fraction was the most active, leading to 62.96 and
33.33% mortality for A. arborescens and D. stramonium, respectively, in addition
to reduce the weights of surviving caterpillars by 99%. Thus, this fraction was
selected to estimate the lethal concentrations (CL2s, CLsg, CLgo), the median lethal
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time (TLsp) and for the biomonitored fractionation. After chromatographic
separation on a prepackaged column, all subfractions obtained (dichloromethane,
ethyl acetate and methanolic) showed bioactivity in inhibiting weight gain, but
with no significant values for mortality. In the investigation of the chemical
profile of the species, it can be observed that most of the A. arborescens
compounds were present in the three subfractions, whereas for D. stramonium, the
methanolic and ethyl acetate subfractions presented two major and distinct
compounds belonging to the class of the withanolides.

Keywords: Fractions; Fall armyworm; Corn; Sublethal; Screening

2.1. Introducéo

O milho (Zea mays L.) é um importante insumo no agronegdcio brasileiro com
15.279,3 ha total de area plantada na safra 15/16, representando 39,03% da produc¢éo de gréos
(Conab, 2015). Sua producdo ocorre em pequenas propriedades, para fins de subsisténcia e
em grandes extensdes para abastecer o mercado, sendo amplamente utilizado na alimentacao
devido a sua qualidade nutricional (Pavdo & Filho, 2011). A crescente demanda pelo produto
requer a busca de novas tecnologias para serem incorporadas no manejo da cultura visando ao
aumento de produtividade, entre as quais se inclui a utilizagio de cultivares transgénicas (Bt).
Entretanto, espécies-praga do milho tém demonstrado resisténcia a esses genotipos, como € o
caso de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Waquil et al., 2002).

Conhecida popularmente como lagarta-do-cartucho-do-milho, S. frugiperda é uma
espécie de habito polifago, o que dificulta seu manejo, uma vez que a oferta de hospedeiros ao
longo do ano é grande, tornando, assim, frequente a ocorréncia da praga, bem como a
utilizacdo de inseticidas sintéticos para reduzir sua densidade populacional (Barros et al.,
2010). Ressalte-se gque a utilizacdo isolada de uma tatica de controle aumenta a probabilidade
de selecdo de populacdes de insetos resistentes, diminuindo, consequentemente, a
rentabilidade da cultura, além de causar problemas ao homem e ao meio ambiente (Hardstone
& Scott, 2010). Nesse contexto, tem aumentado o interesse por técnicas mais seguras a serem
integradas ao manejo de pragas, destacando-se entre elas 0 uso de inseticidas botanicos
(Moreira et al., 2006).

Muitos trabalhos tém sido realizados com derivados de plantas como modelos
potenciais para obtencdo de substancias defensivas contra pragas (Crombie, 1999), uma vez
que substancias oriundas do metabolismo secundario vegetal podem afetar a biologia,
desenvolvimento e reproducdo dos insetos e, algumas delas ja séo utilizadas inclusive como

inseticidas (Isman et al., 2011; Kakeru et al., 2013). Do mesmo modo, 0 aumento da demanda
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por pesquisas relacionadas a plantas com atividade inseticida vem crescendo
consideravelmente, devido ao fato de que os metabdlitos secundarios de plantas apresentam
algumas vantagens quando comparados aos produtos sintéticos: sao renovaveis e facilmente
degradaveis, ndo contaminando o meio ambiente; dificilmente propiciam a selecdo de insetos
resistentes; ndo deixam residuos nos alimentos; sdo seguros aos operadores e apresentam
baixo custo, tornando-se acessivel aos pequenos produtores (Oliveira et al., 2007).

As plantas pertencentes a flora tropical e subtropical constituem uma fonte rica de
aleloquimicos utilizados como defensivos contra o ataque de organismos fitéfagos (Isman,
2005). Como exemplo, destacam-se diversas espécies pertencentes as familias Meliaceae,
Annonaceae e Solanaceae (Sanchez et al., 2010). Solanaceae € constituida por 34 géneros e
470 espeécies de plantas distribuidas entre os varios biomas brasileiros (Stehmann et al., 2015),
incluindo plantas de grande importancia, por se constituirem em fonte de alimentos (batata,
tomate, berinjela, pimenta e outras), por apresentarem propriedades medicinais (tabaco,
beladona, mandragora etc.) e por serem utilizadas como plantas ornamentais (petlnias e
jasmins, entre outras) (Filgueira, 2003; Silva et al., 2003; Knapp et al., 2004; Pinto et al.,
2011).

Os alcaloides sdo os compostos biologicamente mais ativos presentes nas solanéaceas e
possuem um enorme potencial para protecédo de culturas especialmente contra insetos, fungos
e acaros (Chowanski et al., 2016). O efeito pode ser letal como relatado por Elango et al.
(2011) que testaram extratos de folhas de Datura metel sobre larvas de Anopheles subpictus e
subletal como ocasionado por Datura stramonium sobre diferentes espécies de coledpteros
(Mehrabadi et al., 2011), sendo que ambos os efeitos tendem a permitir reducdo do uso de
inseticidas quimicos.

Para maior compreensdo da bioatividade das espécies pertencentes a familia
Solanaceae, 38 extratos etanolicos, provenientes de 25 espécies, foram testados sobre lagartas
recém-eclodidas de S. frugiperda e comparados a um inseticida comercial de origem natural
[Azamax® 1,2 EC (UPL Brasil, Ltd., Campinas, Sdo Paulo, Brasil)]. Posteriormente, 0s

extratos mais promissores foram selecionados e submetidos a investigacfes quimicas.

2.2. Material e métodos

2.2.1. Extratos etandlicos brutos: fonte e preparo
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Os dados de coleta das 25 espécies de plantas da familia Solanaceae utilizadas no
presente estudo encontram-se detalhados na Tabela 1. Apds a coleta, uma exsicata de cada
espécime foi enviada a Danilo Soares Gissi, mestrando do Departamento de Ciéncias
Biolégicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ/USP, em Piracicaba,
SP, Brasil para confirmacdo taxonémica. Feito isso, um voucher de cada uma das espécies foi
depositado no herbério da mesma instituicdo (ESA).

Para obtencdo dos extratos brutos, as partes vegetais coletadas foram inicialmente
secas em estufa com circulacdo forcada de ar a 40 °C por um periodo de 48-72 h. Apés a
completa secagem, o material vegetal foi triturado usando um moinho de facas (Thomas
Scientific, Filadélfia, PA, EUA) para obtencdo de um pé fino. O método de extracdo adotado
foi o de maceracéo a frio em solvente etanol (polaridade: 5,2) na proporc¢édo de 5:1 (p/v). Para
isso, 0 pd obtido das respectivas partes de cada espécie foi submetido a agitacao constante por
3 min com o solvente e, logo ap6s, mantido em repouso por trés dias e filtrado, sendo tal
procedimento repetido por trés vezes. Os solventes das amostras filtradas foram eliminados
utilizando-se um rotaevaporador a 50 °C e a pressdo de -600 mmHg, obtendo-se, assim, 0
extrato etanolico das partes vegetais de cada uma das espécies de Solanaceae em estudo. O
rendimento de extracdo foi calculado em funcdo da quantidade de p6 (g) submetida ao

processo inicial de extragéo.
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Tabela 1. Dados de coleta das espécies de plantas da familia Solanaceae estudadas.

Data de NUmero
Espécies Local de coleta de
coleta
voucher
Acnistus arborescens (L.)  Campus CENA/USP, Piracicaba, SP 16/11/15 D. S. Gissi
Schltdl. (22°42'30.2"S 47°38'38.2"'W) 46
Brugmansia suaveolens o G.L.P.
. Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP
(Willd.) Bercht. & J.Presl (22°4227.4"S 47°37'46.0"W) 31/10/15 Gongilves
Brunfelsia uniflora Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 04/08/15 F. Rocha
(Pohl) D. Don 22°42'34.0"S 47°37'53.4"W 02
: Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP D. S. Gissi
Capsicum sp. (22°42'54.4"S 47°37'50.5"W) 07/03/16 277
Cestrum intermedium Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 99/08/15 D. S. Gissi
Sndtn. (22°42'27.4"S 47°37'46.0"W) 274
Cestrum nocturnum L Louveira, SP 10/08/15 F. Rocha
' (23°04'48.0"S 46°57'00""W) 03
: Sitio Retiro, Lavras, MG A. F. Lima
Datura stramonium L. (21°12'03.5"S 45°09'54.5" W) 31/12/15 01
Lycianthes asarifolia Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 16/11/15 D. S. Gissi
(Kunth & Bouche) Bitter (22°42'54.4"S 47°37'50.5"W) 47
Lycianthes rantonnei Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 17/08/15 A.F. Lima
(Carriére) Bitter (22°42'27.4"S 47°37'46.0"W) 03
Nicandra physaloides Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 02/09/15 D. S. Gissi
(L.) Gaertn (22°42'28.9"S 47°37'48.9"W) 36
- : Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP D. S. Gissi
Nicotiana longiflora Cav. (22°42'27.4"S 47°37'46.0"W) 05/01/15 274
Solanum americanum Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 16/11/15 A.F.Lima
Mill. (22°42'27.4"S 47°37'46.0"W) 04
Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP D. S. Gissi
Solanum cernuum Vell. (22°42'28.9"S 47°37'50.4" W) 17/11/15 38
Solanum guaraniticum Sitio Trés Irmdos, Buri, SP 29/02/16 D. S. Gissi
A. St.-Hil (23°45'30.22"S 48°38'57.16"W) 269
Solanum o .
Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP D. S. Gissi
granuiosoleprosum (22°41'50.4"S 47°37'59.8"W) 0501716 = 5oy
Solanum lycocarpum A. Sitio Retiro, Lavras, MG 31/12/15 A. F.Lima
St.-Hil (21°12'08.3"S 45°09'52.2"W) 02
Solanum mauritianum Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 07/03/16 D. S. Gissi
Scop. 22°42'34.6"S 47°37'56.6"W 272
Solanum palinacanthum Sitio Retiro, Lavras, MG A. F. Lima
(21°12'48.0"S 45°08'16.9"W) 31/12/16 I
Dunal. 05
Solanum paniculatum L Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP  10/09/201 D. S. Gissi
P ' (22°42'28.9"S 47°37'48.9"W) 5 35
Solanum Sitio Trés Irmdos, Buri, SP 29/02/16 D. S. Gissi
pseudocapsicum L. (23°45'30.22"'S 48°38'57.16"W) 267

continua
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L Data de Ntmero
Espécies Local de coleta de
coleta
voucher
Solanum robustum Séao Paulo, SP 24/02/16  D. S. Gissi
H.L.Wendl. (23°38'18.4"S 46°37'38.6"W) 268
Solanum scuticum M. Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 05/01/16 D. S. Gissi
Nee. (22°41'59.5"S 47°37'59.8"W) 270
Solanum seaforthianum  Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 16/11/15 F. Rocha
Andrews. 22°42'36.1"S 47°37'58.5"W 01
Solanum sisymbriifolium  Campus ESALQ/USP, Piracicaba, SP 07/03/16 D. S. Gissi
Lam. (22°42'28.5"S 47°38'01.2"W) 273
Solanum viarum Dunal. Cam(pz)gi 4EZS§3L9Q/SU4‘C’7E>,3|;'£§CQC%3? SP 16/11/15 D. 53;3 1531

2.2.2. Manutencdo da populacédo de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) em laboratorio

A populagdo de S. frugiperda foi mantida sob condigfes laboratoriais controladas
(temperatura de 25+1 °C, U.R. de 60+10% e fotofase de 14 h). As lagartas foram alimentadas
com dieta artificial proposta por Greene et al. (1976), mantida em copos plasticos descartaveis
com capacidade de 50 mL e vedados com tampas de acrilico. As pupas foram retiradas e
acondicionadas em gaiolas de tubo de PVC (20 cm de didmetro e 20 cm de altura) e, apos a
emergeéncia, os adultos foram alimentados com solugdo de mel a 10% (p/v).

2.2.3. Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados nas condigcdes laboratoriais citadas no item

2.2.2. e sob delineamento experimental inteiramente aleatorizado.

2.2.3.1. Triagem para sele¢do dos extratos etanolicos brutos mais promissores

A bioatividade dos 38 extratos brutos etanolicos obtidos foi avaliada por meio de
incorporacgdo em dieta artificial (bioensaio de ingestdo), seguindo o procedimento descrito por
Ansante et al. (2015), na concentracdo diagnéstica de 4.000 mg kg™. Para isso, os extratos
foram solubilizados em 6 mL de uma solucdo de solventes [acetona:metanol (1:1,v/V)] e
incorporados na dieta artificial (150 g), quando esta se encontrava a 50 °C, visando evitar a
degradacédo dos compostos termolabeis presentes no extrato.

Para cada tratamento utilizaram-se seis repeticdes, sendo cada repeticdo constituida

por uma placa de Elisa com 24 células, na qual foi depositado um volume de 1,5 mL de dieta
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artificial, com o auxilio de um pipetador (Boeco Co., Hamburgo, Alemanha), em 14 células
de cada placa, totalizando 84 lagartas por tratamento. Além do controle negativo (solucdo de
solventes utilizada na solubilizacdo dos extratos), também foi utilizado um controle positivo
constituido por um inseticida comercial de origem botanica [Azamax® 1,2 EC (UPL Brasil,
Ltd., Campinas, S&o Paulo, Brasil)] incorporado na concentragéo recomendada (4.000 mg kg
1) para controle de S. frugiperda na cultura do milho no Brasil (Agrofit, 2016).

As plantas avaliadas foram divididas em grupos, de acordo com a obtencdo dos
extratos, para facilitar a conducdo dos experimentos. Decorridas 24 horas da deposi¢cdo da
dieta artificial nas placas, cada célula foi infestada com uma lagarta neonata (< 24 h de idade)
de S. frugiperda.

Diariamente, por um periodo de sete dias, foi contabilizado o nimero de lagartas

mortas e, ao sétimo dia de exposicao, foi avaliado o peso das lagartas sobreviventes.

2.2.3.2. Particédo liquido-liquido dos extratos mais promissores

Visando separar 0s compostos interferentes dos ativos, 0s extratos mais promissores
foram submetidos a particdo liquido-liquido dos mesmos. Para isso, 15 g dos extratos
etandlicos foram solubilizados em agua e metanol (1,5:1,v/v) e particionados em um funil de
separacdo (volume de 2.000 mL). O procedimento foi iniciado com 500 mL do solvente
apolar, hexano, sendo separado por trés vezes. Logo apo6s, a fragdo de agua/ metanol foi
submetida ao rotoevaporador até a obtencdo da fracdo aquosa, a qual, posteriormente, foi
reparticionada com solvente diclorometano por trés vezes. As fracBes obtidas (aquosa,
hexanica e diclorometéanica) foram concentradas em rotaevaporador sob as mesmas condigdes
de temperatura e pressdo adotadas para a obtencdo dos extratos brutos, e, posteriormente
foram testadas frente a S. frugiperda utilizando a mesma metodologia, concentracdo e

parametros bioldgicos descritos no bioensaio anterior (item 2.2.3.1.).

2.2.3.3. Curvas de concentracdo-resposta das fracdes selecionadas e tempo letal médio

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo da bioatividade, as fracGes mais
promissoras foram selecionadas e testadas novamente visando estimar as CL,s, CLsp € CLgg
(concentracbes necessarias para matar 25, 50 e 90% da populacdo de lagartas,
respectivamente), apos sete dias de exposicdo. Para isso, foram utilizadas cinco concentragdes

(intervalo: 500-8.000 mg kg™) definidas com base em testes preliminares (Finney, 1971),
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sendo a mortalidade avaliada diariamente. Os mesmos procedimentos do item 2.2.3.1. foram
adotados para este bioensaio. Além das concentracdes letais, também foi estimado o TLsg
(tempo necessario para matar 50 % da populacéo de lagartas) nas concentracdes 4.000 e 8.000

mg kg,

2.2.3.4. Refracionamento das fracgdes ativas

As fracbes ativas selecionadas anteriormente foram submetidas a separacédo
cromatografica utilizando-se coluna pre-empacotada tipo Sep-Pak de 10 g (60 mL), marca
Phenomenex®, com fase estacionaria de silica e fase movel em modo isocratico com 0s
solventes organicos diclorometano, acetato de etila e metanol (todos de grau PA, marca
Synth). Para as analises por cromatografia de camada delgada (CCD), foram utilizadas
cromatofolhas de silica-gel 60 (20 x 20 cm) sobre poliéster com indicador ultravioleta
(Macherey-Nagel®) e eluicdo de diclorometano/metanol 9:1. Apos as eluigBes, as placas
foram inspecionadas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm.
Finalmente, para analise da bioatividade das subfracdes obtidas, foram utilizados os mesmos
procedimentos e parametros descritos anteriormente (item 2.2.3.1.). No entanto, a
concentracdo utilizada foi a equivalente a CLsy estimada para a respectiva fracdo. Foram
utilizadas seis repeticdes para cada tratamento, sendo cada repeticdo representada por uma
placa de Elisa com 10 células (n = 60 lagartas).

2.2.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de UV acoplado ao espectro
de massas

As subfracGes metanolicas, diclorometanicas e acetato de etila de A. arborescens e de
D. stramonium foram submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de ultravioleta e espectrometro de massas.

O cromatografo utilizado foi da marca Waters ACQUITY, com detectores UV com
arranjo de diodos e espectrometro de massas. Foi utilizada uma coluna Ascentis express Cig,
com gradiente de agua (acidificada a 0,1% com acido formico) em acetonitrila. A vazdo foi de
0,45 mL min™ e a corrida foi de 33 min. O detector de massas foi 0 XEVO-TQS com
varredura de 96 a 1963 Da, resolucéo 2,8/14,6, ion de energia 0,4, capilar (kV) 3,20, voltagem
do cone 30.00, temperatura da fonte 150 °C e fluxo do gas 150 L h™.
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2.2.5. Analise dos dados

Para andlise dos dados de mortalidade larval de S. frugiperda apds o sétimo dia de
infestacdo foi utilizado o modelo linear generalizado (GLM) (Nelder & Wedderburn, 1972)
com distribuicdo do tipo binomial. Havendo diferenca significativa entre os tratamentos,
foram realizadas comparag@es multiplas (teste de pos hoc de Tukey, p < 0,05) por meio da
funcdo glht do pacote multicomp com ajuste dos valores de p.

A andlise da variavel inibicdo do ganho de peso (IGP) foi avaliada no software SAS
versdo 9.2 (SAS Institute, 2011), e foi adotada a sobreposicéo do intervalo de confianca para
determinar diferencas entre os tratamentos.

Os dados referentes aos pesos larvais foram testados, primeiramente, quanto aos
pressupostos da ANOVA. Atendendo aos mesmos, foram adotadas comparacGes multiplas,
teste de Tukey (p<0,05). Para a mesma variavel, quando necessario, os dados originais foram
transformados mediante o método da poténcia 6tima de BOX-COX, ou 0 modelo Gamma foi
ajustado aos dados utilizando-se a funcdo de ligacdo do tipo Log, caso em que as médias
foram comparadas mediante o pacote multicomp. As andlises foram realizadas utilizando-se o
software estatistico “R”, versdo 2.15.1 (R Development Core Team, 2012).

Andlises multivariadas foram utilizadas para verificar o agrupamento dos extratos
brutos a partir das varidveis analisadas na triagem, utilizando-se, para isso, a distancia
euclidiana média e o método UPMGA (Unweighted Pair-group Method with Arithmatic
Mean) no software Statistica 13.

Para estimativa das concentraces letais foi utilizado um modelo binomial com funcéo
de ligacdo complemento log-log (modelo de gompit), utilizando-se o Probit Procedure do
software SAS versdo 9.2 (SAS Institute, 2011).

Finalmente, para estimativa do tempo letal médio foi utilizado o método proposto por

Throne et al. (1995) para analise de Probit de correlacdo dos dados.

2.3. Resultados e discussdo

2.3.1. Rendimento de extragéo

Houve diferenca no rendimento de extracdo (1,86 a 18,15%) quando comparadas as
diferentes espécies e partes vegetais (Tabela 2). O maior rendimento foi obtido com frutos de

S. granulosoleprosum (18,15%) e folhas de S. viarum (17,57%), seguidos por flores de A.
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arborescens (17,31%), folhas de L. asarifolia (16,96%) e folhas de D. stramonium (16,83%).
J& os menores valores foram encontrados nos ramos de quatro espécies: S. viarum (1,86%), A.
arborescens (2,82%), S. scuticum (4,09%) e S. guaraniticum (4,29%).

O rendimento de extracdo pode ser influenciado por diversos fatores ambientais que
afetam o acimulo de compostos secundarios. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), a época
de coleta das espécies € um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade, e, as
vezes, a natureza dos constituintes quimicos ndo € constante ao longo do ano. Os mesmos
autores também ressaltam a importancia da idade, desenvolvimento da planta, estrutura,
temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta e disponibilidade de nutrientes.

Além disso, durante o processo de extracdo dos compostos vegetais, diversos fatores
sdo determinantes na obtencdo dos extratos brutos, como a escolha do solvente, a temperatura
de extracdo e o tamanho das particulas (Wongkittipong et al., 2004). Destaca-se também, a

importancia da presséo e do tempo para a otimizacéo do processo (Bimakr et al., 2011).



Tabela 2. Rendimentos de extratos brutos de solanaceas, por meio do processo de
maceracao a frio em solvente etanol, na proporcao de 1:5 (p/v), das diferentes partes e/ou

espeécies vegetais estudadas.
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Espécie Estrutura Material Rendimento®

@) 9) (%0)
Folhas 250,00 24,60 9,84

Acnistus arborescens
Ramos 250,00 7,05 2,82
Flores 75,00 12,98 17,30
Brugmansia suaveolens Folhas 70,00 11,27 16,10
Ramos 100,00 6,53 6,53
Brunfelsia uniflora Folhas 90,00 10,24 11,38
Capsicum sp. Folhas 13,00 1,34 10,31
Cestrum intermedium Folhas 90,00 5,62 6,24
Cestrum nocturnum Folhas 50,00 6,35 12,70
Folhas 100,00 16,83 16,83
Datura stramonium Frutos 100,00 13,05 13,05
Ramos 85,00 6,75 7,94
Lycianthes asarifolia Folhas 130,00 22,05 16,96
Lycianthes rantonnei Folhas 90,00 7,35 8,17
Nicandra physaloides Folhas 90,00 8,39 9,32
Nicotiana longiflora Folhas + ramos 24,00 3,41 14,21
Folhas 70,00 7,75 11,07

Solanum americanum
Ramos 190,00 9,73 512
Solanum cernuum Folhas 170,00 9,54 5,61
Folhas 120,00 13,42 11,18

Solanum guaraniticum
Ramos 35,00 1,50 4,29

continua
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Espécie Estrutura Material Rendimento’
9 (9) (%)
Folhas 93,00 11,17 12,01
Solanum granulosoleprosum Frutos 55,00 9,98 18,15
Ramos 100,00 5,74 5,74
Solanum lycocarpum Folhas 100,00 8,64 8,64
Solanum mauritianum Folhas 122,00 13,07 10,71
Solanum palinacanthum Folhas + ramos 100,00 14,66 14,66
Frutos 62,00 6,63 10,69
Solanum paniculatum Folhas 90,00 7,65 8,50
Solanum pseudocapsicum Folhas + ramos 30,00 2,49 8,30
Solanum robustum Folhas 50,00 4,53 9,06
Folhas 250,00 21,76 8,70
Solanum scuticum Frutos 30,00 4,47 14,90
Ramos 250,00 10,22 4,09
Folhas 210,00 20,70 9,86
Solanum seaforthianum
Frutos 80,00 7,97 9,96
Solanum sisymbriifolium Folhas + ramos 27,00 1,91 7,07
Folhas 60,00 10,54 17,57
Solanum viarum
Ramos 120,00 2,23 1,86

! Obtido a partir da quantidade (g) do material vegetal moido em um moinho de facas.

2.3.2. Triagem para a selecdo dos extratos etanolicos brutos mais promissores

Todos os extratos etanolicos testados ocasionaram mortalidades larvais inferiores ao
controle positivo, tratamento em que a mortalidade atingiu, ao setimo dia da infestacdo, 100%
das lagartas (Tabela 3). Por outro lado, apenas os extratos obtidos de ramos de S.
granulosoleprosum e de folhas de D. stramonium ocasionaram mortalidade superior (30,95 e

20,24%, respectivamente) a observada no respectivo controle negativo.
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Com excecdo dos extratos etandlicos de frutos de S. palinacanthum e de ramos de S.
granulosoleprosum, todos os extratos testados reduziram significativamente o peso das
lagartas criadas por sete dias em dieta artificial tratada. Entre estes, os extratos de folhas de A.
arborescens e de D. stramonium proporcionaram 0s menores pesos larvais (0,94 e 1,86 mg,
respectivamente) e, consequentemente, os maiores valores de inibicdo do ganho de peso
(97,85 e 95,72%, respectivamente), com baixa variabilidade dentro dos tratamentos, conforme
se observa pelo intervalo de confianca.

Em bioensaios com extrato metanodlico de folhas de Datura metel, Panneerselvam et
al. (2013) observaram altos indices de mortalidade nos instares iniciais de lagartas de
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) expostas por 24 h ao tratamento, de
forma que a taxa de mortalidade foi inversamente proporcional ao aumento do instar, sendo
tal resultado atribuido ao pouco desenvolvimento do aparato bucal.

Os extratos brutos de folhas + ramos de S. pseudocapsicum, de folhas + ramos de S.
palinacanthum e de folhas de S. seaforthianum ocasionaram respectivamente 84,07%, 81,19%
e 80,14% de inibicdo da alimentacdo das lagartas sobreviventes ao sétimo dia. Altas taxas de
inibicdo da alimentacdo ocasionada por extratos brutos de S. pseudocapsicum também ja
tinham sido observadas, por outros autores, em aplicacdo sobre discos foliares de tomate.
Jeyasankar et al. (2012b), utilizando extrato bruto foliar a base de acetato de etila na
concentracdo de 5%, observaram, em lagartas de quarto instar de Agrotis ipsilon (Hufnagel)
(Lepidoptera: Noctuidae), inibicdo da alimentacdo superior a 68% durante um periodo de 24
h, enquanto que, nas mesmas condi¢bes, 0 extrato bruto das sementes causou inibi¢do
superior a 80%. O extrato bruto com acetato de etila das sementes de S. pseudocapsicum,
testado sobre lagartas de quarto instar de Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) e de H. armigera, também acarretou altas taxas de inibicdo da alimentacédo
(80,30% e 82,10%, respectivamente), bem como altas mortalidades (75,3% e 66,5%,
respectivamente), nas condicdes relatadas anteriormente (Jeyasankar et al., 2012a).

A atividade inibidora de crescimento para lagartas de terceiro instar de S. litura e de
Achaea janata (L.) (Lepidoptera: Noctuidae) também foi constatada (valores de 80,4% e
84,2%, respectivamente) quando o extrato bruto de frutos da solanacea S. melongena foi
aplicado, na concentracdo de 40 mg 10 cm™, sobre discos de mamona consumidos pelos
insetos por um periodo de sete dias de exposicao (Devanand & Rani, 2011).

A andlise de agrupamento realizada com base nas variaveis analisadas na triagem
inicial mostrou a formagéo de trés grupos ao considerar o Dlink/Dmax*100 de 56 (Figura 1),

0s quais englobam todos os tratamentos testados, excetuando-se apenas o extrato etanolico de
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ramos de S. granulosoleprosum. No primeiro grupo estdo contidos apenas os extratos foliares
de A. arborescens e de D. stramonium; o segundo grupo inclui os extratos de folhas + ramos
de S. sisymbriifoilum, folhas de S. viarum, folhas + ramos de N. longiflora e frutos de S.
granulosoleprosum e, finalmente, um terceiro grupo que englobou os demais extratos como,
por exemplo, o de frutos de S. palinacanthum, folhas de S. lycocarpam e L. asarifolia e de
outros 28 tratamentos.

Assim, em funcéo dos efeitos subletais (peso e inibicdo do ganho de peso) encontrados
de maneira pronunciada em A. arborescens e em D. stramonium, bem como pelo resultado da
analise de agrupamento, a qual ressaltou a similaridade entre os efeitos dos tratamentos, essas
duas espécies foram selecionadas para as etapas subsequentes de investigacGes quimicas
como sendo as espécies mais promissoras, o que nao implica descartar os demais extratos para

estudos futuros.
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Tabela 3. Médias (+ erro padrdo) da mortalidade (%), do peso (mg) e da inibicdo do ganho de
peso (%) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial contendo extratos etanélicos (4.000 mg
kg™) de diferentes espécies de Solanaceae. Temp.: 25+2 °C; U.R.: 60+10%; fotofase 14 h.

Espécie Estrutura  Mortalidade Peso Inibicdo do Ganho
Vegetal (%)* (mg) de Peso (IGP)
(%)°
*Solanum Folhas+ 17,67 +3,98 ab 11,78+ 1,11 f 81,19 +1,76
palinacanthum ramos (76,65 -85,72) a
Brugmansia Folhas 7,14+319D 19,94 £ 2,54 ef 68,09 + 4,23
suaveolens (57,21 - 78,97) ab
Solanum Frutos 19,05+353ab 21,89+275¢ 65,22 + 4,11
granulosoleprosum (54,66 - 75,77) b
Nicotiana Folhas+ 19,05+4,39ab 23,81+1,73de 61,90 + 2,99
longiflora ramos (54,21 -69,59) b
Solanum Folhas 16,67 £3,98ab 35,68 + 3,77 bcd 43,17 £ 5,74
granulosoleprosum (28,41 - 57,92) bc
Solanum Folhas 8,33+£2,20b 37,82 £ 2,46 bc 39,34+ 4,71
lycocarpam (27,22 - 51,46) c
Solanum Frutos 8,33+341b 46,67 + 3,73 ab 27,21 +5,62
palinacanthum (12,76 - 41,67) c
Solanum Ramos 30,95+9,18a 46,89+295ab 25,13 + 4,66
granulosoleprosum (13,15-37,12) c
Controle negativo - 7,14+369Db 62,67 £1,00a -
(acet.:met., 1:1)
Controle positivo - 100,00 = 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 27,70
p-valor <0,0001 <0,0001
*Solanum scuticum Folhas 595+341a 13,12+0,95¢ 72,42 + 1,80
(67,78 - 77,05) a
Solanum cernuum Folhas 4,76 £ 3,53 a 22,66 +0,99 d 52,23 + 2,09
(46,86 - 57,59) b
Solanum scuticum Ramos 2,38+2,38a 24,40+ 1,52d 48,60 + 2,99
(40,90 - 56,29) b
Solanum Folhas 7,14+261a 2447 +1,24d 48,38 + 2,63
americanum (41,61 -55,15)b
Solanum scuticum Frutos 3,57+2,44 a 33,21+1,08¢c 29,91 + 2,66
(23,07 - 36,74) c
Solanum Ramos 10,71 +2,44a 36,49+ 1,79 bc 22,91 +4,28
americanum (11,91 -33,90) c
Lycianthes Folhas 1191+160a 40,34+149b 14,82 + 3,67
asarifolia (5,38-24,25) ¢
Controle negativo 3,57+244a 47,43 + 0,58 a
(acet..met., 1:1) -- --
Controle positivo -- 100,00 £ 0,00* -- --
(Azamax® 1,2 EC)
F 78,17
p-valor <0,1104 <0,0001

continua
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Espécie Estrutura  Mortalidade Peso Inibicdo do Ganho
Vegetal (%)* (mg) de Peso (IGP)
(%)°
>Acnistus Folhas 8,33+ 3,41 ab 0,94+£0,06¢e 97,85 +0,17
arborescens (97,00 - 98,29) a
Datura stramonium Folhas 20,24 £ 5,66 a 1,86 +0,17d 95,72 £ 0,45
(94,58 - 97,10) a
Acnistus Ramos 1,19+1,19b 14,18 £ 0,48 ¢ 67,60 = 1,30
arborescens (64,37 -70,84) b
Datura stramonium Ramos 3,57+1,60b 23,86 +1,14b 45,49 +£ 2,75
(38,40 - 52,57) ¢
Brugmansia Flores 8,33+ 3,41 ab 27,70+ 2,02 b 37,10 + 3,83
suaveolens (27,25 - 46,94) cd
Datura stramonium Frutos 4,76 £2,38 b 30,35+1,17b 30,84 + 2,00
(25,68 - 35,99) d
Brugmansia Ramos 2,38+2,38b 32,93+29b 24,87 + 6,45
suaveolens (8,27 - 41,48) cd
Controle negativo - 3,57+244D 43,88 + 0,06 a -
(acet.:met., 1:1)
Controle positivo - 100,00 + 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 315,76
p-valor <0,0001 <0,0001
’Solanum Folhas+  11,91+439b  6,40+0,78d 84,07 + 2,20
pseudocapsicum ramos (78,41 - 89,74) a
Solanum Folhas 13,10 £ 5,95 ab 8,04+1,16d 80,14 + 3,08
seaforthianum (72,22 - 88,06) a
Solanum viarum Folhas 2262+6,50ab 17,71+£180¢c 55,03 £ 6,37
(38,66 - 71,39) b
Solanum Folhas + 29,76 £7,70a 20,65+ 1,18 bc 48,23 +4,95
sisymbriifolium ramos (35,51-60,95) b
Solanum Frutos 20,24 +287ab 25,04 £2,52 bc 38,26 + 6,14
seaforthianum (22,48 - 54,05) b
Capsicum sp. Folhas 25+ 6,59 ab 25,59 + 2,24 be 36,57 + 6,62
(19,56 - 53,58) b
Solanum Ramos 1548 £3,88ab  26,68+0,74b 33,33+4,90
guaraniticum (20,66 - 46,00) b
Controle negativo - 1429+369ab 40,94+267a -
(acet..met., 1:1)
Controle positivo - 100,00 + 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 44,93
p-valor 0,0313 <0,0001
*Nicandra Folhas 476 +2,38 a 1054+0,89 ¢ 77,66 2,31
physaloides (71,73 - 83,60) a
Solanum Folhas 595+ 3,88a 17,83 +1,79d 62,55 * 3,67
mauritianum (53,12 - 71,98) ab

continua



31

Espécie Estrutura  Mortalidade Peso Inibicdo do Ganho
Vegetal (%)* (mg) de Peso (IGP)
(%)°
Brunfelsia uniflora Folhas 8,33+£2,19a 18,71 +1,33d 60,29 + 3,81
(50,49 - 70,08) b
Solanum Folhas 8,33+£2,19a 20,02+1,05d 57,90 £ 2,33
paniculatum (51,90 -63,90) b
Solanum Folhas 595+287a 23,49 +£3,34 cd 50,36 = 7,47
guaraniticum (31,15 - 69,57) bc
Cestrum Folhas 952+573a 24,64 £1,50 bcd 47,62 £ 5,10
intermedium (34,52 - 60,72) bc
Cestrum Folhas 595+3,19a 25,62 £ 2,22 bcd 46,21 + 4,68
nocturnum (34,19 - 58,23) bc
Lycianthes Folhas 2,38+x151a 30,28 £ 2,33 bc 35,95+5,74
rantonnei (21,20 - 50,71) bc
Solanum robustum Folhas 2,38+151a 33,52+2,00b 29,99 £ 2,53
(23,48 -36,51) ¢
Controle negativo - 2,38+151a 47,83+2,00a -
(acet.:met., 1:1)
Controle positivo - 100,00 + 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 26,15
p-valor 0,3091 < 0,0001

* Intervalos de confianca ndo foram estimados pela falta de variabilidade;

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, para cada grupo de espécies vegetais (bioensaio), indicam diferenca significativa entre os
tratamentos (GLM com distribui¢do binomial seguido por teste post hoc de Tukey p<0,05);

2 |GP: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pela sobreposicao dos intervalos de confianca (IC 95%);

% Médias de peso seguidas de letras distintas, nas colunas de cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05) (os dados originais foram transformados mediante 0 método da poténcia 6tima de BOX-COX);

* Médias de peso seguidas de letras distintas, nas colunas de cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05);

° Médias de peso seguidas de letras distintas, nas colunas de cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p<0,05); 0 modelo Gamma foi ajustado aos dados utilizando-se a funcéo de ligagéo do tipo Log.
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Figura 1. Dendograma obtido por meio de andlise de Cluster baseado na similaridade da

bioatividade ocasionada por extratos etandlicos de Solanaceae sobre Spodoptera frugiperda

(distancia euclidiana média como medida de dissimilaridade) e o método UPGMA
(Unweighted Pair-group Method with Arithmatic Mean) como estratégia de agrupamento.

(=]

2.3.3. Particdo liquido-liquido dos extratos selecionados e bioatividade das fracGes
obtidas

O rendimento das diferentes fracdes obtidas a partir da particdo liquido-liquido de
folhas de A. arborescens e de D. stramonium foi variavel em funcéo da espécie e do solvente
utilizado (Tabela 4). O maior rendimento para D. stramonium ocorreu na fracdo
diclorometénica (42,53%), enquanto para A. arborescens foi proporcionado pela fragédo
hexéanica (40,47%). Por outro lado, 0 menor rendimento ocorreu na fragdo diclorometanica de
A.arborescens (18,20%), seguido das fragdes aquosas de ambas as espécies, com rendimento

médio préximo a 21%.
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Tabela 4. Rendimento das diferentes fracGes, obtidas por particdo liquido-liquido, do extrato

etandlico de folhas de Acnistus arborescens e Datura stramonium.

Espécie vegetal Peso extrato Fracdes Rendimento!
(9) ()] (%)

Hexéanica 6,07 40,47

Acnistus arborescens 15,00 Diclorometanica 2,13 18,20
Aquosa 3,10 20,67

Hexanica 4,66 31,07

Datura stramonium 15,00 Diclorometénica 6,38 42,53
Aguosa 3,21 21,40

1 Obtido a partir da quantidade (g) do respectivo extrato etandlico especificado que foi submetido ao particionamento.

A bioatividade dos derivados foi incrementada com a ado¢do de um processo de semi-

purificacdo. Apos a exposicdo das lagartas de S. frugiperda por sete dias em dieta artificial

contendo as fracdes obtidas, na concentracio de 4.000 mg kg™, a fragdo diclorometénica foi a

mais promissora para ambas as espécies, sendo a de A. arborescens mais efetiva, ocasionando

mortalidade de 62,96% contra 33,33% em D. stramonium, valores estes superiores ao

registrado no controle negativo, no qual ndo foi observada nenhuma lagarta morta, porém
inferiores ao controle positivo que provocou 100% de mortalidade (Tabela 5). Ja para o peso

das lagartas sobreviventes, o maior efeito também foi causado por essas duas fracOes

diclorometanicas, com valores médios de 0,34 e 0,75 mg, respectivamente, para A.

arborescens e D. stramonium (Tabela 5, Figura 2).
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Tabela 5. Médias ( erro padrdo) da mortalidade (%), do peso (mg) e da inibicdo do ganho de
peso (%) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial contendo diferentes fragfes dos extratos
etanolicos de folhas de Acnistus arborescens e Datura stramonium na concentracdo de 4.000
mg kg™. Temp.: 252 °C; U.R.: 60+10%; fotofase 14 h.

Inibicdo do
Espécie Fracgdo Mortalidade Peso ganho de peso
(%) (mg)* (%)’

Diclorometano 62,96 £ 9,72 a 0,34 +0,23 ¢ 99,40 + 0,06
(99,26 - 99,55) a

Acnistus Agua 714+216c  1994+430c  63,13+9,82
arborescens (37,99 -88,39) c
Hexano 1,19+119c  25,34+4,09 bc 53,54 £ 9,04

(30,30 - 76,77) ¢

Diclorometano 33,33+ 10,52 b 0,75+0,16 d 98,75 +0,20
(98,24 - 99,25) b

Datura Agua 595+219¢c 1595+254 ¢ 71,61 £5,12
stramonium (58,44 - 84,78) ¢
Hexano 0,00 £ 0,00* 40,71 + 2,86 ab 28,43 £ 4,43
(17,04 - 39,83) d
Controle negativo - 0,00 £ 0,00* 5751+4,06a -
(acet.:met., 1:1)
Controle positivo - 100,00 + 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 95,57
p-valor < 0,0001 < 0,0001

* Intervalos de confianga nao foram estimados pela falta de variabilidade;

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, para cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferenca significativa entre os tratamentos
(GLM com distribuic&o binomial seguido por teste post hoc de Tukey p<0,05);

2 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas de cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferencas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (p<0,05), 0 modelo Gamma foi ajustado aos dados utilizando-se a funcéo de ligagao do tipo Log;

* IGP: médias seguidas pela mesma letra n&o diferem entre si pela sobreposigao dos intervalos de confianga (IC 95%).

Figura 2. Lagartas de Spodoptera frugiperda representativas de cada tratamento apds sete
dias de inoculagdo em dieta artificial contendo 4.000 mg kg™ das fracdes diclorometanicas
testadas. A- Acnistus arborescens, B- Datura stramonium e C- Controle negativo (acet.:met.,
1:1).
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A potencialidade dos compostos bioativos do extrato hexanico de Trichilia pallida
(Meliaceae), antes e ap6s o fracionamento, foi estudada por Pitta (2010), em relagdo a ninfas
de Rhopalosiphum maidis (Fitch) (Hemiptera: Aphididae). Assim, enquanto o extrato bruto,
na concentracdo de 2%, provocou mortalidade de 24% no quinto dia de exposicao, apos o0
fracionamento por Cromatografia Liquida a VVacuo (CLV) a fracdo em solvente hexano, a 4%,
proporcionou mortalidade de 89%, para 0 mesmo periodo de avaliacdo, inferindo-se assim, o
aumento da potencialidade dos compostos ativos ap6s um processo de isolamento.

No presente trabalho foi observado que as fracGes que ocasionaram maior inibicdo do
ganho de peso também proporcionaram maiores taxas de mortalidade. Ambos os parametros
podem estar relacionados com uma fagodeterréncia priméria, uma vez que a alimentagdo dos
insetos € resultante da interacdo dos quimiorreceptores presentes no aparato bucal e da
resposta do sistema nervoso central ao estimulo emitido (Mordue (Luntz) & Nisbet 2000), e
periodos sem alimentacdo impedem o ganho de peso, levando os insetos a morte. Inferéncia
similar também foi feita por Hass et al. (2014), em bioensaio com extrato bruto aquoso a 10%
de folhas de Capsicum baccatum (Solanaceae) sobre S. frugiperda, a qual, durante o periodo
de 10 dias, apresentou peso médio de 19,6 mg e mortalidade de 83%, enquanto no controle o
peso médio foi de 40,8 mg com mortalidade de 25%.

Assim, com base nos resultados obtidos dos efeitos letais (mortalidade) e subletais
(peso e inibicdo do ganho de peso), selecionaram-se as fracdes diclorometanicas de A.

arborescens e de D. stramonium para 0s testes seguintes de fracionamento biomonitorado.

2.3.4. Curvas de concentracao-resposta e tempo letal médio para as fracoes selecionadas

As concentracBes letais estimadas das fragcdes diclorometénicas, apds 168 h de
exposicdo, para as lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda, foram distintas para A.
arborescens e D. stramonium (Tabela 6). A fracdo de A. arborescens resultou em menores
concentracdes, para as CLjs, Clso, CLgg, com valores de 1.966; 3.694 e 8.739 mg kg™,
respectivamente, enquanto que, para a fracdo diclorometanica de D. stramonium os valores
foram 2.025 mg kg™ (CLas), 4.088 mg kg™ (CLsg) e 10.670 mg kg™ (CLgo). Os valores de
inclinacdo da curva + o erro padrdo (Slop £ EP) indicam que ocorreu um bom ajuste dos
dados obtidos, devendo-se ressaltar que a estimativa desse parametro € de grande importancia
para o estabelecimento de novos bioensaios.

Elango et al. (2011), avaliando a bioatividade de extratos brutos hexanicos da

solanacea Datura metel sobre larvas de quarto instar de Anopheles subpictus Grassi (Diptera:
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Culicidae), expostas durante 48 h, constataram valores de 2,11 ppm para a concentracdo letal
média (CLso) e 6,22 ppm para a CLgo. J& Kumar et al. (2012) aferiram as concentraces letais
dos extratos de frutos de Solanum xanthocarpum para Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae),
obtendo valores de 170,91; 195,07; 221,45 e 253,18 ppm para larvas de primeiro, segundo,
terceiro e quarto instar, respectivamente.

Panneerselvam et al. (2013), estimando a concentracdo média efetiva em fungdo do
instar larval para H. armigera, utilizando extrato bruto em acetato de etila de D. metel e
periodo de 24 h de exposicdo, encontraram os valores de 5,99; 19,32; 31,09; 38,45; 108,78 e
152,64 pg cm?, para o primeiro, segundo, terceiro, quarto, quinto e sexto instar,
respectivamente, demonstrando a tolerancia das lagartas com o aumento do instar.

As concentraces letais 50 e 90 também foram estimadas para o extrato bruto de D.
stramonium sobre adultos de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) por
um periodo de 24 h, tendo sido encontrados os valores de 3.936 e 15.373 mg L™,
respectivamente (Abbasipour et al., 2011). Verifica-se que tais valores se sobrepdem ao
intervalo estimado para lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda do presente estudo.

Observa-se, portanto, diferenca na suscetibilidade em funcéo do inseto-modelo, assim
como do estagio de desenvolvimento e periodo de exposi¢cdo do mesmo, podendo variar
também em funcdo da espécie e da estrutura vegetal em estudo.

Na estimativa do tempo letal médio (TLsy) para a fracdo diclorometanica nas
concentracdes 4.000 e 8.000 mg kg™, observou-se pequena variacéo entre os TLso obtidos a
4.000 mg kg* para S. frugiperda (Tabela 7), com valores de 7,47 e 7,49 dias para A.
arborescens e D. stramonium, respectivamente. Entretanto, com 0 aumento da concentragéo e
a diminuicdo do TLso, houve aparentemente, maior diferenca entre as espécies (3,12 dias para

A. arborescens e 4,68 dias para D. stramonium).
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Tabela 6. Estimativa da CL,s, CLso e CLgo (em mg kg™) e intervalo de confianca da fragdo diclorometénica de folhas de Acnistus arborescens e
Datura stramonium (Solanaceae) para lagartas recém-eclodidas de Spodoptera frugiperda, durante sete dias de exposic¢éo. Temp.: 25+2°C; U.R.:
60+10%; Fotofase: 14 h.

SlOp +EP CLys ClLsg ClLgg
Espécie nt  (valordep)  (IC 95%)2 (1C 95%)2 (1C 95%)2 x2@ g4 h.S

Acnistus arborescens 504 3,21+054 1.966 3.694 8.739
(p<0,0001) (1.128-2.662) (2.749-4577) (6.876-12.927) 00124 5 1,69

Datura stramonium 2,88 + 0,66 2.025 4,088 10.670
504 (p<0,0001)  (793-2.976) (2.682-5.341) (7.761-21.627) 0,0005 5 2,11

n: nimero de insetos testados; 2 IC: intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro; ®y* valor de qui-quadrado de Pearson; “g.l.: graus de liberdade; ° h.: fator de heterogeneidade.

Tabela 7. Estimativa do tempo letal médio em dias nas concentraces 4.000 e 8.000 mg kg™ para lagartas recém-eclodidas de Spodoptera
frugiperda. Temp.: 25+2°C; U.R.: 60+10%; Fotofase: 14 h.

.~ Concentracéo 1 Slope + EP TLso 2(3) 4 5
Espécie (mg kg n (p valor) (IC)? X g.l. h.
261+ 0056 747
| 4.000 84 500000 5,30 1083) 27.06 7 3,86
Acnistus arborescens
8.000 84 2,61 0,32 3,12 12,49 7 1,78
: (p < 0.0001) (2,11 — 3,99) : :
4.42 £ 047 7,49
| 4.000 84 o <5.0000 696 - 8.0 3,76 7 0,54
Datura stramonium
8.000 84 382+044 4,68 2.76 7 0,39
: (p < 0.0001) (3,96 — 5,24) : :

In: nmero de insetos testados; 2 IC: intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro; ®%? valor de qui-quadrado de Pearson; “g.l.: graus de liberdade; ° h.: fator de heterogeneidade.
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2.3.5. Refracionamento das fracdes mais ativas

Houve diferenca no rendimento de extragdo das fracGes diclorometénicas do extrato
etanolico de folhas de A. arborescens e de D. stramonium submetidas ao processo de
refracionamento, quando comparadas as espécies e o0s solventes empregados (Tabela 8).
Assim, para A. arborescens constatou-se alto rendimento com o uso do solvente acetato de
etila (52,00%), com valores bem menores nas subfracbes metandlica (13,33%) e
diclorometanica (17,67%). Ja para D. stramonium, observaram-se altos rendimentos nas
subfracdes metandlica (43,33%) e acetato de etila (40,00%) e menor valor na subfracdo
diclorometénica (16,67%).

Tabela 8. Rendimento das diferentes subfracdes, obtidas através de separacdo cromatogréfica
da fracdo diclorometanica do extrato etanolico de folhas de Acnistus arborescens e de Datura
stramonium.

Espécie vegetal Peso inicial Subfracdes Rendimento
©) © (%)
Diclorometanica 0,53 17,67
Acnistus arborescens 3,00 Acetato de etila 1,56 52,00
Metanolica 0,40 13,33
Diclorometanica 0,50 16,67
Datura stramonium 3,00 Acetato de etila 1,20 40,00
Metandlica 1,30 43,33

1 Obtido a partir da quantidade (g) da respectiva fracdo diclorometénica especificada que foi submetida ao refracionamento.

Apbs o processo de separacdo cromatografica, houve reducdo na bioatividade dos
derivados vegetais, constatando-se mortalidade larval variando entre 3,77 e 21,28% para as
diferentes subfraces, sem que tenha havido diferenca entre os tratamentos e tampouco
diferenca entre estes e o controle negativo, enquanto no controle positivo a mortalidade foi de
100% das lagartas expostas (Tabela 9).

No que se refere ao peso larval, entretanto, todos os tratamentos suplementados com
as subfracOes provocaram pesos inferiores em comparacdo ao controle negativo. O menor
peso larval (0,55 mg) foi causado pela subfracdo metanolica de D. stramonium, seguindo-se
o0s tratamentos com a subfracdo acetato de etila de A. arborescens (0,86 mg), acetato de etila
de D. stramonium (1,10 mg), diclorometanica de A. arborescens (1,13) e metandlica de A.
arborescens (3,30 mg). Ainda que também tenha diferido do controle negativo, o efeito
causado pela subfracdo diclorometanica de A. arborescens foi menos acentuado, ja que nesse

tratamento o peso atingido pelas lagartas (21,87 mg) foi de cerca de 30% do valor atingido no
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controle negativo (69,75 mg), enquanto nos demais tratamentos os pesos foram inferiores a
5% do obtido no referido controle (Tabela 9).

Como era de se esperar em razdo dos baixos valores de pesos obtidos nas trés
subfracdes de A. arborescens e nas subfracbes acetato de etila e metanodlica de D. stramonium,
ocorreram, nesses tratamentos, valores de inibicdo do ganho de peso (94,42 a 99,09%) bem
maiores que na subfracdo diclorometanica de D. stramonium (64,84%) (Figura 3).

Tabela 9. Médias (+ erro padrdo) da mortalidade (%), do peso (mg) e da inibicdo do ganho de
peso (%) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial contendo diferentes subfracdes das
fragdes diclorometanica do extrato etandlico de folhas de Acnistus arborescens e de Datura
stramonium, na respectiva concentracdo letal média (CLsp) previamente estimada. Temp.:
252 °C; U.R.: 60+10%; fotofase 14 h.

Espécie Subfragéo Mortalidade Peso + EP  Inibi¢&o do ganho
(%)* (mg)? de peso (IGP)
(%)°
Acetato de etila  18,52+3,21a 0,86+0,42d 98,60 + 0,25
(97,96 - 99,25) ab
Acnistus Metanolica 509+342a 3,30x0,37c 94,42 +1,48
arborescens (90,62 - 98,22) b
Diclorometdnica 3,77+222a 1,13+0,09d 98,25 + 0,25
(97,60 - 98,90) ab
Acetato de etila  14,82+559a 1,10+0,16d 98,30 £ 0,28
(97,60 - 99,01) ab
Datura Metandlica 21,28+12,27 055+£0,05e 99,09 +0,19
stramonium a (98,59 - 99,59) a
Diclorometénica 6,67+211a 21,87+25hb 64,84 + 6,78
(47,39-82,27) c
Controle negativo -- 500+342a 69,75+9,09 --

(acet.:met., 1:1) a

Controle positivo - 100,00 = 0,00* -- -
(Azamax® 1,2 EC)
F 307,51
p-valor 0,0073 <0,0001

* Intervalos de confianca ndo foram estimados pela falta de variabilidade;

! Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, para cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferenca significativa entre os tratamentos
(GLM com distribuicdo binomial seguido por teste post hoc de Tukey p<0,05);

2 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas de cada espécie vegetal (bioensaio), indicam diferengas significativas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey (p<0,05), 0 modelo Gamma foi ajustado aos dados utilizando-se a fungéo de ligacdo do tipo Log;

*1GP: médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pela sobreposigéo dos intervalos de confianga (IC 95%).
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Figura 3. Lagartas de Spodoptera frugiperda representativa de cada tratamento apos sete dias
de inoculacdo em dieta artificial com diferentes subfracdes das fracdes diclorometanica do
extrato etandlico de folhas de Acnistus arborescens e de Datura stramonium, na respectiva
concentracdo letal média (CLsp). A- Subfracdo diclorometanica de A. arborescens, B-
Subfracdo acetato de etila de A. arborescens, C- Subfracdo metanol de A. arborescens, D-
Subfracdo diclorometanica de D. stramonium, E- Subfracdo acetato de etila de D.
stramonium, F- Subfragdo metanol de D. stramonium, G- Controle negativo (acet.:met., 1:1).

Na Tabela 5 as fragdes diclorometanicas de A. arborescens e D. stramonium
ocasionaram mortalidades de 62,96 e 33,33%, respectivamente. Entretanto, como observado
na Tabela 9, a mortalidade ocasionada pelas subfracbes passou a ser similar ao controle
negativo apés a adocdo de um processo de refracionamento. Tal resultado pode estar
relacionado a um efeito sinérgico, uma vez que, devido a alta complexidade dos extratos
provenientes de plantas, a bioatividade dos compostos pode ser dependente da a¢do conjunta
dos mesmos. Entéo, & medida que se avanga nos processos de semipurificacdo, ou até mesmo
de purificacéo, pode ocorrer uma redugéo da bioatividade observada anteriormente.

Smith et al. (2001) relataram a¢do sinérgica de extratos brutos provenientes da casca
de batata, cultivares Majestic e Sharpe’s, em caramujos Helix aspersa Muller, os quais
inibiram a alimentacdo de forma mais eficiente que os glicoalcaloides puros isolados.

Tak et al. (2015) observaram diferentes interacGes sinérgicas entre 0s principais
constituintes do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis (Lamiaceae) na avaliacdo do efeito
inseticida e na inibi¢do da alimentacdo de lagartas de Trichoplusia ni (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae). Além disso, com o mesmo inseto-modelo, tais efeitos ja tinham sido observados

por Akhtar et al. (2012), que avaliaram sete 6leos essenciais extraidos de diferentes espécies
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[Syzygium aromaticum (Myrtaceae), Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae), Lavendula
latifolia, Lavendula angustifolia, Mentha crispa, Mentha arvensis e Mentha piperita
(Lamiaceae)].

Com os resultados obtidos no presente bioensaio, é possivel, a principio, inferir a
ocorréncia de sinergismo, porém a comprovacdo sO poderd ser feita por meio de novas
investigacBes quimicas, razdo pela qual as subfragdes metandlicas, diclorometéanicas e acetato
de etila de A. arborescens e de D. stramonium foram submetidas a cromatografia liquida de

alta eficiéncia acoplada aos detectores de ultravioleta e espectrdmetro de massas.

2.3.6. Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de UV acoplado ao espectro
de massas

Os perfis quimicos observados por placas de CCD para A. arborescens foram distintos
entre as trés subfracdes (metandlica, acetato de etila e diclorometénica), porém apresentaram
um perfil quimico muito semelhante quando observados no cromatograma, verificado pela
presenca de sete bandas cromatograficas nos mesmos tempos de retencdo: 15,4; 17,8; 19,3;
20,9; 26,2; 28,4; 29,3 min (Figura 4), indicando presenca dos mesmos compostos nas trés
subfracgdes, logo, a cromatografia empregada anteriormente para a separacdo néo foi eficiente.
A ocorréncia dos mesmos compostos nas trés subfracfes explica os resultados obtidos no item
2.3.5., no qual, os tratamentos de A. arborescens ndo diferiram entre si para 0s parametros
mortalidade e inibicdo do ganho de peso, uma vez que, provavelmente, o(s) composto(s)
responsavel (is) pela bioatividade estava (m) presente (s) nas trés amostras. Ressalta-se ainda,
que a fracdo precursora (no caso, a diclorometanica), havia causado maior efeito letal
(mortalidade de 62,96%) em lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda em comparagdo com
as suas subfracdes (18,52, 5,09 e 3,77% para acetato de etila, metandlica e diclorometanica,
respectivamente) em igualdade de condicdes, visto que 0s compostos ativos estavam em
maior concentragdo na fracdo diclorometénica, descartando-se dessa forma a ocorréncia de

acdo sinérgica entre os compostos de A. arborescens.
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Figura 4. Cromatograma das subfracOes obtidas da fracdo diclorometénica de
Acnistus arborescens. A- Subfracdo metandlica, B- Subfracdo diclorometéanica, C-

Subfracdo acetato de etila.

T —— Time

Os resultados obtidos para as subfracbes de D. stramonium foram contrastantes aos
citados anteriormente para A. arborescens. Para D. stramonium, houve presenca de muitos
compostos minoritarios na subfracdo diclorometanica. Diferente desta, as subfracdes de
acetato de etila e metandlica apresentaram compostos majoritéarios e diferentes entre si, sendo
que ambas apresentaram duas bandas cromatograficas intensas e majoritarias (Figura 5).
Além do mais, pela comparacdo dos tempos de retencdo, 0os compostos encontrados em D.
stramonium foram distintos de A. arborescens.

A analise do cromatograma elucida os resultados obtidos em bioensaio com as
subfragdes (item 2.3.5.), uma vez que, a fracdo diclometanica demonstrou menor bioatividade
a espécie-praga em estudo, enquanto que, a subfracdo metandlica e acetato de etila se
mostraram mais ativas para 0s parametros peso e inibicdo do ganho de peso. Portanto, as

discussoes serdo focadas nas duas subfracGes mais promissoras: metanolica e acetato de etila.
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Figura 5. Cromatograma das subfragdes obtidas da fracdo diclorometanica de Datura
stramonium. A- Subfracdo metandlica, B- Subfracdo diclorometanica, C- Subfracdo
acetato de etila.

Na subfracdo metandlica as bandas cromatograficas majoritarias foram as de tempo de
retencdo (tg) 21,5 e 22,3 min. Observando o cromatograma de arranjo de diodos (Figura 6),
observa-se que ambos compostos (tg= 21, 5 min e em tg= 22,3 min) apresentam baixa
absorcdo no UV, com valores de Uv max em 224.4. Isso indica que 0S compostos nesses
tempos de retencdo ndo apresentam cromoforos, ou seja, possuem pouca ou, até mesmo,

nenhuma insaturacao na sua estrutura molecular.
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Figura 6. Cromatograma da subfracdo metanolica obtida da fracdo diclorometanica de

Datura stramonium. A- Cromatograma, B- Espectro de UV do composto tg= 21 min,
C- Espectro de UV do composto tg= 22 min.

Foi realizada ainda analise por espectrometria de massas para 0s dois compostos
majoritarios presentes na fracdo metanolica (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma de Datura stramonium para a subfracdo metanodlica. A-
Cromatograma, B- Espectro em modo positivo de massas para 0 composto tg= 21,5
min, C- Espectro em modo negativo de massas para 0 composto tg= 21,5 min, D-
Espectro em modo positivo de massas para 0 composto tg= 22,3 min, E- Espectro em
modo negativo de massas para 0 composto tg= 22,3 min.

Observa-se que ambos 0s espectros de massas apresentam 0s mesmos valores de
massa/carga (m/z), ou seja, muito provavelmente trata-se de isbmeros. No espectro de massas
observaram-se os ions moleculares de valores 437,4; 639,4 e 1255,8.

Com base nesses valores, foi realizada uma busca no banco de dados eletronico
Dictionary of Natural Products (DNP). Primeiramente, utilizando-se a palavra chave “datura”
como fonte bioldgica e o valor de massa molar de 639 Da, ndo foi encontrado nenhum
composto existente no banco de dados. Ja, repetindo a busca com o valor 616 Da, 0 mesmo
foi compativel com quatro compostos citados no banco de dados (Tabela 10), todos de
formula molecular Cs4 Hyg O1o, indicando que o valor m/z 639 corresponde [M+Na]* e 0 m/z

1255 corresponderia ao seu dimero sodiado [2M+Na]*, de modo que a massa molar do
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composto corresponderia a 616 Da. Adicionalmente o ion molecular m/z 437 corresponderia a
[M-glc- H,0 + H]™.

Entre as possibilidades de compostos, 0 composto daturametelina | € o Unico descrito
na literatura por apresentar um sinal mais intenso m/z 639 [M+Na]* no modo positivo e um
sinal mais intenso no modo negativo m/z 661 correspondente a [M+ COOH] (Ma et al.,
2006). Esses dados séo similares aos observados na fragdo metandlica de D. stramonium.

Tabela 10. InformagBes quimicas dos compostos compativeis encontrados no banco de
dados.

Nome do composto  Ndmero CAS' Formula Formula estrutural
e referéncia na molecular
literatura

daturataturina A
(Shingu et al., 1990) 133360-51-7 Ca4H45010

daturametelina B
(Shingu et al., 1987) 113683-16-2 Ca4H15010

daturametelina G
(Shingu et al., 1989) 124853-97-0 Ca4H15010

daturametelina |
(Ma et al., 2006) 904667-65-8 Ca4H45019

*Nao foi localizada a férmula estrutural do composto.
* Namero de registro no banco de dados do Chemical Abstracts Service.

No que se refere a anélise da subfracdo acetato de etila de D. stramonium, as bandas
cromatograficas majoritarias foram as de tempo de retencéo (tr) 22,8 e 23,5 min. Observando
0 cromatograma de arranjo de diodos (Figura 8), observa-se que ambos 0s compostos
apresentam baixa absorc¢éo no UV, com valores de Uv max em torno de 224. Esse resultado é
similar ao da fragdo metandlica, sugerindo que 0s compostos nesses tempos de retengdo ndo
apresentam cromoforos, ou seja, possuem pouca ou, até mesmo, nenhuma insaturagdo na sua

estrutura molecular.
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Figura 8. Cromatograma da subfracdo acetato de etila obtida da fracdo
diclorometéanica de Datura stramonium. A- Cromatograma, B- Espectro de UV do
composto tg= 22,8 min, C- Espectro de UV do composto tg= 23,5 min.

Finalmente, foi realizada analise por espectrometria de massas para os dois compostos

majoritarios presentes na subfracdo acetato de etila (Figura 9).
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Figura 9. Cromatograma de Datura stramonium para subfracdo acetato de etila. A-
Cromatograma, B- Espectro em modo positivo de massas para 0 composto tg= 22,8
min, C- Espectro em modo negativo de massas para 0 composto tg= 22,8 min, D-
Espectro em modo positivo de massas para 0 composto tg= 23, 5 min, E- Espectro em
modo negativo de massas para 0 composto tg= 23,5 min.

Observa-se que ambos 0s espectros de massas apresentam 0s mesmos valores de
massa/carga (m/z), ou seja, provavelmente trata-se de isdbmeros. No espectro de massas em
modo positivo observaram-se os ions moleculares de valores 437; 477 e 931.

A partir desses resultados foi realizada uma busca, novamente, no banco de dados
DNP, utilizando-se a palavra chave “datura” como fonte biologica e o valor de m/z de 931, e
nédo foi encontrado nenhum composto compativel com este valor. Porém, com o valor de 454
Da, foram encontrados trés compostos compativeis (Tabela 11), todos de férmula molecular
C2sH3g0s , indicando que o valor m/z 477 corresponde [M+Na]* e 0 m/z 931 corresponderia
ao seu dimero sodiado [2M+Na]”, caso em que a massa molar do composto corresponderia a
454 Da. Adicionalmente o ion molecular m/z 437 corresponderia a algum fragmento comum a

classe dos vitanolidos, como ja observado nos compostos presentes na subfracdo metanolica.
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Tabela 11. Informacgbes quimicas dos compostos compativeis encontrados no banco de
dados.

Nome do composto NGmero CAS* Formula Formula estrutural
e referéncia na molecular
literatura

daturilinol 113706-20-0 CogH3505
(Mahmood et al., 1988)

vitatatulina E 185683-93-6 CagH3g05
(Manickam & Ray, 1996)

vitawrightolide 1416158-08-1 CygH3505
(Zhang et al., 2013)

*Nao foi localizada a férmula estrutural do composto.
! Namero de registro no banco de dados do Chemical Abstracts Service.

Todos os compostos compativeis presentes nas subfraces metandlicas e acetato de
etila de D. stramonium pertencem a classe quimica dos vitanolidos, sendo este, um grupo
amplamente encontrado na familia Solanaceae, principalmente nos géneros Acnistus, Datura,
Deprea, Dunalis, Discopodium, Exodeconus, Hyoscyamus, lochroma, Jaborosa, Larnax,
Lycium, Nicandra, Physalis, Salpichroa, Trechonaetes, Tubocapsicum, Vassobia, Withania e
Witheringia, sendo todos distribuidos nas regides temperadas e tropicais (Chen et al., 2011).

Os vitanolidos sdo compostos pertencentes ao grupo dos vitaesterdides que apresentam
um esqueleto ergostano C28 em que 0s C-26 e C-22 ou C-26 e C-23 sdo oxidados a fim de
formar um 6 ou Y-lactona e sdo conhecidos pela diversidade de estruturas envolvendo o
ndcleo e a cadeia lateral, incluindo a formacéo de anéis adicionais (Chen et al., 2011)

O primeiro vitanolido isolado, vitaferina A (Figura 10), foi obtido de Withania
somnifera, e é bastante conhecido por apresentar atividade citotdxica a células cancerigenas
(Zhang et al., 2012). Além desse, diversos vitanolidos ja foram relatados com atividades
citotoxicas (Bellila et al., 2011, Zhang et al., 2013), anti-inflamatoria e imunomoduladora
(Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2013).
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Figura 10. A- Estrutura geral da classe dos vitanolidos; B- Estrutura
do composto vitaferina A. Fonte: Corréa, 2015 (Adaptado de Zhang
etal., 2012).

Os resultados obtidos nesse trabalho retratam a bioatividade de derivados de A.
arborescens e D. stramonium contra lagartas de S. frugiperda, os quais ocasionaram efeitos
pronunciado na sobrevivéncia e ganho de peso no periodo de sete dias. Com base nos
resultados obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de UV acoplado
ao espectro de massas, constatou-se que 0s compostos responsaveis por esses efeitos
pertencem a classe dos vitanolidos. Ainda ndo havia sido relatada na literatura a bioatividade
de derivados de A. arborescens e D. stramonium em relacdo a S. frugiperda

A partir dessa constatacdo seria importante a realizacdo de novos estudos com o
objetivo de se fazer uma melhor caracterizacdo dos compostos ativos, bem como determinar

seu mecanismo de acdo sobre o inseto-praga.
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3. EFEITO DE DERIVADQOS DE Acnistus arborescens E Datura stramonium
(SOLANACEAE) NO DESENVOLVIMENTO E CONSUMO ALIMENTAR DE
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH)

Resumo

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma praga de grande importancia, principalmente na cultura do
milho, em raz&o dos elevados danos causados e por estar adquirindo resisténcia as
principais taticas de controle. Os inseticidas botanicos sdo considerados uma
alternativa promissora para 0 manejo dessa espécie-praga. Por isso, por meio de
bioensaios de ingestdo, foi avaliada a influéncia dos extratos brutos etanolicos e
das fragBes diclorometénicas das solanaceas Acnistus arborescens (L.) Schltdl. e
Datura stramonium (L.) sobre parametros bioldgicos de S. frugiperda, além dos
efeitos das fragdes no consumo alimentar. Os extratos brutos de D. stramonium e
A. arborescens, na concentracao de 4.000 mg kg ™, aumentaram a mortalidade das
fases larval e pupal e a duracdo da fase larval além reduzirem o peso de pupas e
causarem deformacdo destas em comparacdo aos controles negativos. No ensaio
bioldgico com as fragcdes diclorometanicas, na concentracdo letal mediana,
ocorreu 100% de mortalidade no tratamento suplementado com A. arborescens e
83,19% no tratamento com D. stramonium, sendo que, este Gltimo diferiu do
controle negativo, com valores superiores, para duracdo da fase larval,
deformacéo de pupas e adultos e com valores inferiores para peso de pupas. Além
disso, no teste de consumo alimentar com lagartas de quarto instar de S.
frugiperda, nas concentragbes das CLjs, CLsp e CLgg, constatou-se inibicdo da
alimentagdo em todos os tratamentos testados, com valores de consumo inferiores
aos verificados nos controles negativos, € no caso das CLsy e ClLgy de A.
arborescens, também inferiores ao registrado com Azamax® 1,2 EC (controle
positivo).

Palavras-chave: Antibiose; Antixenose; Dieta; Ingestdo; Lagarta

Abstract

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), is a
pest of great importance, mainly for the corn cultivation, due to the high damage
caused and to the resistance to the main control tactics. Botanic insecticides are
considered a promising alternative for the management of this pest species.
Therefore, by means of ingestion bioassays, the influence of the crude ethanolic
extracts and the dichloromethane fractions of the Solanaceae Acnistus
arborescens (L.) Schltdl and Datura stramonium (L.) were evaluated on
biological parameters of S. frugiperda, in addition to the effects of fractions on
food consumption. The crude extracts of D. stramonium and A. arborescens, at a
concentration of 4,000 mg kg™, increased larval and pupal phase mortality and
larval stage duration, as well as reducing pupal weight and causing pupal
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deformation in comparison to negative controls. In the biological assay with the
dichloromethane fractions, applying their CLsp, 100% mortality occurred in the
treatment supplemented with A. arborescens and 83.19% in the treatment with D.
stramonium. The latter differed from the negative control with higher values for
the duration of the larval phase, deformation of pupae and adults, and with lower
values for pupal weight. In addition, in the test of food consumption of S.
frugiperda fourth-instar caterpillars, in the CL,s, CLsp and CLgy concentrations,
feeding inhibition was observed in all tested treatments, with consumption values
lower than those observed in the negative controls, and in the case of CLso and
CLgo of A. arborescens, the values were also lower than those observed with
Azamax® 1,2 EC (positive control).

Keywords: Antibiosis; Antixenosis; Diet; Ingestion; Caterpillars

3.1. Introducéo

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma das mais importantes pragas da cultura no milho, no Brasil (Cruz, 1995),
causando prejuizos em relacdo a produtividade e a qualidade do produto final. A principal
tatica para seu controle ¢ por meio do uso de inseticidas sintéticos, os quais sdao mais
eficientes quando empregados antecipadamente, ou seja, com baixa infestacdo da praga
(Silva, 1998). Com a aprovacdo da comercializagdo do milho Bt, que expressa as toxinas da
bactéria Bacilus thuringiensis, houve, nos primeiros anos, diminuicdo do uso de inseticidas
quimicos, porém, atualmente em varias regides do pais podem ocorrer até 15 aplicacbes de
inseticidas sintéticos durante todo o ciclo da cultura (Valicente, 2015), resultando em
populacBes resistentes ndo s6 aos inseticidas sintéticos como também as proteinas Bt
expressas nos genotipos, como foram reportados em campo para S. frugiperda (Farias et al.,
2014; Omoto et al., 2016).

Diante disso, tem se buscado o emprego de taticas alternativas para o controle de S.
frugiperda e a utilizacdo de produtos de origem vegetal tem demonstrado ser uma alternativa
viavel e bastante promissora, principalmente por se enquadrarem em programas de manejo
integrado de pragas (Samia et al., 2009).

Os produtos de origem vegetal sdo provenientes do metabolismo secundario de
plantas, o qual é responsavel, principalmente, pela defesa vegetal. Segundo Castro et al.
(2006), as pesquisas sobre utilizagdo dos metabolitos secundarios de plantas no controle de
pragas, 0os denominados inseticidas botanicos, vém crescendo consideravelmente, uma vez
que é desejavel a utilizacdo de produtos menos persistentes no meio ambiente e nos alimentos,

com menor toxicidade a mamiferos e maior seletividade aos organismos benéficos.
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No controle de insetos-praga, os produtos botanicos podem ser utilizados diretamente
como inseticidas, na forma de extratos, pés ou dleos essenciais, ou ainda para obtencéo de
compostos ativos. Esses extratos apresentam rapida degradacdo pela acdo da luz e da
temperatura, tendo, portanto, baixa permanéncia no ambiente, e mesmo que exijam um maior
namero de aplicacbes é vantajoso ja que ndo deixam residuos (Vendramim & Castiglioni,
2000).

Diversos estudos ja demonstraram que algumas espécies da regido tropical produzem
uma ampla gama de metabdlitos secundarios com bioatividade contra insetos-praga (Isman,
2005). Entre as principais familias boténicas ja estudadas, inclui-se Solanaceae, que apresenta
extensa distribuicdo na regido tropical e contém espécies ricas em metabdlitos secundarios
(Lee, 2006), alguns dos quais ja relatados com bioatividade contra insetos (Kanteh &
Norman, 2015). A nicotina, proveniente das solanaceas Nicotiana tabacum L. e Nicotiana
rustica L., foi o primeiro e mais importante alcaloide com atividade inseticida a ser utilizado
extensivamente. Outros alcaloides relacionados sdo encontrados nessas espécies como a
nornicotina e a anabasina, 0s quais atuam como agonistas do neurotransmissor acetilcolina
(Isman, 2006).

Diversas espécies de solanaceas tém se demonstrado passiveis de serem incorporadas
ao manejo de pragas. Experimentos preliminares deste trabalho permitiram destacar duas
espécies: Acnistus arborescens (L.) Schitdl e Datura stramonium L. Conhecida popularmente
como fruto-do-sabia, A. arborescens é um arbusto nativo e com distribuicdo nas regifes
Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil (Stehmann et al., 2015), sendo abundante em vitanolidos
com atividades citotdxicas (Minguzzi et al., 2002; Cordero et al., 2009). Ja D. stramonium é
nativa da América Central e possui uma grande quantidade de alcaloides do tipo tropano
distribuidos por toda a planta e, embora a maior concentracdo esteja nas sementes (Fowler,
2015), héa relatos de atividade em insetos tanto com extratos provenientes de sementes, quanto
de folhas (Abbasipour et al., 2011; Mehrabadi, 2011).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos de extratos brutos etanolicos e
de fracBes diclorometanicas de A. arborecens e de D. stramonium em parametros biologicos,
bem como o comportamento alimentar de S. frugiperda em dieta artificial suplementada com
as fracOes, em testes laboratoriais, em comparacdo a um inseticida comercial de origem
natural [Azamax®1,2 EC (UPL Brasil, Ltd., Campinas, Sdo Paulo, Brasil)].
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3.2. Material e métodos

3.2.1. Manutencéo da populacéo de insetos em laboratério

A populagdo de S. frugiperda foi mantida em laboratorio sob condi¢bes controladas
(temperatura de 25+1 °C, U.R. de 60+10% e fotofase de 14 h). As lagartas foram
acondicionadas em copos plasticos e alimentadas com dieta artificial proposta por Greene et
al. (1976), enquanto os adultos foram mantidos com solucdo de mel a 10% (p/v) em tubos de
PVC.

3.2.2. Obtencéo e preparo dos extratos e fracoes

As folhas de A. arborescens foram coletadas no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP) (22°42'30.2"S 47°38'38.2"W), em
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil, enquanto as folhas de D. stramonium foram obtidas no Sitio
Retiro (21°12'03.5"S 45°09'54.5"W), em Lavras, Minas Gerais, Brasil. Uma exsicata de cada
uma das espécies foi depositada no herbario ESA, do Departamento de Ciéncias Biol6gicas da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP).

Inicialmente, as folhas foram lavadas em agua corrente e secas em estufa com
circulagdo forcada de ar a 40 °C por um periodo de 48-72 h, sendo posteriormente trituradas
em um moinho de facas e armazenadas em frascos de vidro hermeticamente fechados.

O processo de extracdo adotado para a obtencdo dos extratos brutos foi o de
maceracdo a frio com solvente etanol. O p6 proveniente das folhas secas foi misturado ao
solvente e submetido a agitacdo constante por 3 min, sendo mantido em repouso por trés dias
e, apds esse periodo, filtrado em papel filtro. Tal procedimento foi repetido por trés vezes,
totalizando trés extracbes. A cada extracdo, os solventes das amostras filtradas eram
eliminados utilizando-se um rotaevaporador a 50 °C e a pressao de -600 mmHg, obtendo-se,
assim, o extrato bruto etandlico das duas espécies.

Visando obter fragdes bioativas dos extratos brutos foi adotado o processo de
separacado liquido-liquido dos mesmos. Para isso, 0s extratos foram ressuspendidos em agua e
metanol (1,5:1,v/v) e particionados em um funil de separagdo. O processo de separacdo
iniciou-se com 500 mL do solvente apolar hexano, e ap06s trés filtragens, a amostra
solubilizada do extrato bruto foi submetida ao rotoevaporador até a obtengdo da fracdo
aquosa, a qual, posteriormente, foi particionada com solvente diclorometano. Dessa forma,

foram obtidas trés fracGes: hexanica, diclorometanica e aquosa. Em testes preliminares a
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fragcéo diclorometanica se mostrou mais bioativa a S. frugiperda, sendo, por isso, selecionada

para estudos posteriores.

3.2.3. Bioensaios

Todos os bioensaios foram realizados com as condic¢Oes laboratoriais controladas

citadas no item 3.2.1. e sob delineamento experimental inteiramente aleatorizado.

3.2.3.1. Efeito dos extratos brutos sobre parametros bioldgicos de S. frugiperda

O efeito dos extratos brutos de A. arborescens e D. stramonium foram avaliados na
concentracdo de 4.000 mg kg™. Para isso, os extratos foram solubilizados em 6 mL de uma
solucdo de solventes [acetona: metanol (1:1,v/v)] e incorporados em 600 g da dieta artificial
(proposta por Greene et al., 1976), seguindo o procedimento descrito por Ansante et al.
(2015). Para evitar a degradacdo dos compostos termolabeis, os extratos foram incorporados
na dieta quando esta se encontrava a 50 °C. Foi utilizado como controle positivo um inseticida
comercial de origem botanica [Azamax® 1,2 EC (UPL Brasil, Ltd., Campinas, S&o Paulo,
Brasil)], incorporado na concentragdo recomendada (4.000 mg kg™) para controle de S.
frugiperda na cultura do milho no Brasil (Agrofit, 2016). Além disso, foram estabelecidos
dois controles negativos: agua destilada e acetona mais metanol (1:1,v/v), ambos no mesmo
volume (6 mL) utilizado para a solubilizagdo do controle positivo e dos extratos,
respectivamente, totalizando, assim, cinco tratamentos.

Apbs a incorporacdo dos tratamentos ao meio artificial, depositaram-se 6 mL da dieta
em tubos de ensaio de vidro com fundo chato (8,5 cm de altura x 2,5 cm de didmetro), no qual
foi infestada uma lagarta recém eclodida (< 24h de idade) de S. frugiperda. Foram utilizadas
10 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por 8 tubos (n=80 lagartas).

As avaliacbes foram realizadas diariamente até a emergéncia dos adultos. Os
parametros avaliados foram: mortalidade e duracdo das fases larval e pupal, peso de pupas
com 24 h e porcentagem de pupas e de adultos defeituosos.

3.2.3.2. Efeito das frac6es diclorometanicas sobre parametros biologicos de S. frugiperda

Neste bioensaio, as fragcdes diclorometanicas, em suas respectivas concentracdes letais

medianas (CLso), estimadas anteriormente para A. arborescens (3.694 mg kg™*) e para D.
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stramonium (4.088 mg kg™), foram incorporadas em 600 g de dieta artificial. Para isso, foram
adotados os mesmos procedimentos citados no item 3.2.3.1., utilizando-se, entretanto, apenas
um controle negativo (acetona: metanol), totalizando trés tratamentos, os quais foram

constituidos de 12 repeticBes contendo 10 tubos (n=120 lagartas).

3.2.3.3. Efeito das fragdes diclorometéanicas sobre o consumo alimentar de S. frugiperda

O efeito das fracbes diclorometénicas no consumo alimentar de lagartas de quarto
instar de S. frugiperda foi avaliado em um bioensaio sem chance de escolha. Para isso, a dieta
artificial foi suplementada com as concentrages letais 25, 50 e 90 (concentracGes necessarias
para matar 25, 50 e 90% da populacdo, respectivamente). Foram utilizados os valores
equivalentes a 1.966, 3.694 e 8.739 mg kg'l, respectivamente, para CL,s, CLsy € CLgg de A.
arborescens. J4 para D. stramonium foram 2.025 mg kg™ (CLss), 4.088 mg kg™ (CLso) e
10.670 mg kg™ (CLgo). Neste bioensaio foi adotada a mesma metodologia do item 3.2.3.1.,
com excec¢do da quantidade de dieta artificial para a incorporagéo das frac6es, que, nesse caso,
foi de 150 g.

Todos os tratamentos foram acondicionados em caixas plasticas (11 x 11 x 3,5 cm) do
tipo Gerbox (J Prolab® Ind. e Com. de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais,
Parang, Brasil) e, apds 24 h da deposicdo, as dietas referentes aos mesmos foram cortadas em
pedacos de 1,5 cm x 1,5 cm a fim de serem oferecidos as lagartas. Posteriormente, 0s pedacos
foram pesados e colocados no centro de placas de Petri (5,5 cm de diametro). Lagartas de
quarto instar de S. frugiperda foram mantidas em placas de Petri (15 cm) por 6 a 7 horas sem
alimento. Foram selecionadas para o bioensaio as lagartas mais ativas, as quais foram
individualizadas no centro de cada placa. O bioensaio foi constituido de nove tratamentos,
cada um com 25 repeticdes.

Apdbs 24 h, o meio artificial remanescente nas amostras foi pesado para se calcular o
consumo alimentar das lagartas a partir da diferenca entre o peso inicial e o final. Para
determinar a perda de agua sofrida pela dieta artificial, foi mantida uma aliquota
correspondente a 10 pedagos inteiros que foram pesados no inicio e no final do experimento.
A média dos pesos dos 10 pedagos foi considerada como o peso inicial de cada pedaco de

dieta artificial oferecida as lagartas.

3.2.4. Analise dos dados
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Os dados de mortalidade larval e pupal e de pupas e adultos defeituosos referentes aos
bioensaios sobre pardmetros biologicos foram analisados através de um modelo linear
generalizado (GLM) (Nelder & Wedderburn, 1972) com distribuicdo do tipo binomial. Por
sua vez, para analise dos dados referentes ao peso pupal e a duracdo das fases larval e pupal,
utilizou-se um GLM com distribui¢do do tipo gaussiana para o bioensaio com extratos brutos.
A verificacdo da qualidade do ajuste dos dados aos modelos foi feita por meio do uso do
gréfico meio-normal de probabilidades com envelope de simulacdo (Hinde & Demétrio,
1998). Havendo diferenca significativa entre os tratamentos, foram realizadas comparacgdes
multiplas (teste pos hoc de Tukey, p < 0,05) por meio da fungdo “glht” do pacote Multicomp
com ajuste dos valores de p.

Ja para comparacdo das médias do bioensaio suplementado com as fracdes
diclorometanicas foi utilizado o teste t de student para avaliacdo do peso pupal e da duracédo
das fases larval e pupal.

Finalmente, os dados referentes ao consumo alimentar das lagartas foram comparados
pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas essas analises foram realizadas utilizando-se o software

estatistico R, versdo 2.15.1 (R Development Core Team 2012).
3.3. Resultados e discusséo

3.3.1. Efeito dos extratos brutos sobre parametros biologicos de S.frugiperda

N&o houve diferenca significativa entre os tratamentos contendo extratos brutos de D.
stramonium e de A. arborescens para mortalidade e duracdo da fase larval, porém ambos os
parametros foram superiores aos controles negativos testados, os quais ndo diferiram entre si
(Tabela 1). Assim, a mortalidade de S. frugiperda tratada com extrato bruto de D. stramonium
foi de 77,50% e de 62,50% com A. arborescens, valores 12,4 e 10 vezes, respectivamente,
maiores que 0s encontrados nos controles negativos (6,25%), ressaltando-se que no controle
positivo (Azamax) a mortalidade atingiu 100%. Além disso, a duracdo da fase foi
aproximadamente duplicada nas dietas suplementadas com A. arborescens (33,89 dias) e D.
stramonium (32,49 dias) em comparacdo aos controles negativos (17,93 e 18,02 dias, para
acetona mais metanol e agua destilada, respectivamente). Os valores obtidos nos referidos
controles estdo bem préximos dos relatados em literatura (17-20 dias), para a espécie-praga
em condigdes climaticas e substrato alimentar semelhantes (Giongo et al., 2015; Ribeiro et al.,

2016), o que indica que o experimento foi realizado em condi¢des adequadas para 0 normal



62

desenvolvimento do inseto. Em principio, o alongamento da fase larval pode ser atribuido a
presenca de inibidores de crescimento, deterrentes de alimentacdo e ou substancias toxicas
existentes nos extratos (Aldaci et al., 2001).

Pascual-Villalobos & Robledo (1998) ja haviam relatado toxicidade de extratos brutos
da parte &rea de D. stramonium, os quais causaram 70 a 100% de mortalidade em aplicacdo
topica sobre larvas de Tribolium castaneum Herbst (Coleoptera: Tenebrionidae) na

concentracdo de 2 mg mL™.

Tabela 1. Médias (£ erro padrdo) da mortalidade e da duracdo da fase larval de Spodoptera
frugiperda mantida em dieta artificial contendo os extratos brutos de Acnistus arborescens e
Datura stramonium na concentracdo 4.000 mg kg™.Temp.: 25+2 °C; U.R.: 60+10%; fotofase
14 h.

Tratamento Mortalidade (%) Duracéo (dias)”
Datura stramonium 77,50+ 4,70 a 32,49+0,75a
Acnistus arborescens 62,50 + 5,45 a 33,89+0,54 a
Controle negativo (acet.:met., 1:1) 6,25+2,72 b 17,93+£0,28 b
Controle negativo (dgua destilada) 6,25+2,72 b 18,02 £ 0,27 b
Controle positivo (Azamax® 1,2 EC)” 100 + 0,00 * -
p-valor <0,0001 < 0,0001

" Tratamento excluido da anélise pela falta de variabilidade;
! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuicéo binomial);
2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuic&o gaussiana, p<0,05).

Na fase pupal, também se observou efeito dos extratos, ocorrendo 44,44% de
mortalidade para pupas provenientes de lagartas alimentadas em dieta com D. stramonium e
36,66% em dietas com A. arborescens, valores bastante superiores aos registrados nos
controles negativos (2,67 e 4,00%, para acetona mais metanol e A&gua destilada,
respectivamente). Por outro lado, a duracdo da fase pupal foi maior na dieta com A.
arborescens (13,95 dias) em comparagdo a D. stramonium (12,79 dias) e aos controles
negativos (12,27 e 12,07 dias, para acetona mais metanol e dgua destilada, respectivamente),
ressaltando-se que ndo houve diferenca entre D. stramonium e o controle acetona mais
metanol (Tabela 2).

O efeito dos extratos brutos de solandceas em pupas ja foi relatado anteriormente,
como os de Withania somnifera L. que causaram mortalidades de 40, 45 e 65% quando
aplicados topicamente nas doses 50, 75 e 100 ug, respectivamente, em pupas de até 10 h de
Spodoptera litura Fabr. (Lepidoptera: Noctuidae) (Gaur & Kumar, 2010). J& Kumar et al.
(2012) relataram mortalidades em pupas de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae)
submetidas ao extrato metandlico dos frutos de Solanum xanthocarpum Schrad. & Wendl. de
10, 17, 31, 43 e 54% para as concentragfes 100, 150, 250, 300 e 350 ppm, respectivamente.
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Diversos extratos vegetais tem sido registrados provocando efeito sobre pardmetros
bioldgicos de S. frugiperda, podendo-se citar, como exemplo, a adicdo de acetogeninas em
meio artificial (Colom et al., 2007; Blessing et al., 2010; Ribeiro et al., 2016), assim como 0
extrato bruto dos frutos de Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) (Santiago et al., 2008) e
fracOes de meliaceas (Giongo et al., 2015) e por efeito residual em folhas de milho com as
meli&ceas Trichilia pallida e T. pallens (Roel et al., 2000; Borgoni & Vendramim, 2003).

Tabela 2. Médias (£ erro padrdo) da mortalidade e da duragédo da fase pupal de Spodoptera
frugiperda mantida em dieta artificial contendo os extratos brutos de Acnistus arborescens e
Datura stramonium na concentracdo 4.000 mg kg™.Temp.: 2542 °C; U.R.: 60+10%; fotofase
14 h.

Tratamento Mortalidade (%) Duracao (dias)’
Datura stramonium 44,44 + 12,05 a 12,79+0,26 b
Acnistus arborescens 36,66 + 8,95 a 13,95+0,34 a
Controle negativo (acet.:met., 1:1) 2,67+187b 12,27 £ 0,13 bc
Controle negativo (dgua destilada) 4,00+£2,28b 12,07+£0,11¢c
p-valor <0,0001 <0,0001

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribui¢ao binomial);
2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuico gaussiana, p<0,05).

Além dos resultados citados anteriormente, os tratamentos suplementados com 0s
extratos provocaram reducdo no peso de pupas de forma mais pronunciada para D.
stramonium (123,99 mg) que para A. arborescens (173,92 mg), valores que corresponderam a
uma reducdo de peso de cerca de 40 e 20%, respectivamente, em relacdo ao peso pupal nos
controles negativos (210,82 mg em acetona mais metanol e 211,35 mg em agua destilada). A
deformacédo de pupas nos tratamentos com D. stramonium e A. arborescens foi de 16,67 e
13,33% (Figura 1), respectivamente, contra 0% nos controles. J& no que se refere aos adultos,
embora os valores de deformacdo tenham atingido 20,00 e 17,79% nas dietas com D.
stramonium e A. arborescens, respectivamente, a diferenca ndo foi significativa em
comparacio aos valores constatados nos controles (cerca de 5%) (Tabela 3). E possivel que
tais resultados estejam relacionados com uma inibicdo da alimentacgéo, ja que, foram obtidos
pesos de pupas inferiores ao controle e alongamento do estagio larval, caracteristicas de um
decréscimo de alimentacdo no estagio inicial.

Matos et al. (2006) obtiveram conclusdes similares em trabalhos com extratos brutos
hexanicos e metanélicos de T. catigua, na concentracéo de 1.000 mg Kg ™, incorporados em
dieta artificial, em que os extratos foram responsaveis pelo alongamento da fase larval, bem

como pela reducgéo do peso de pupas de S. frugiperda.
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Tabela 3. Médias (+ erro padrdo) de peso pupal e da porcentagem de pupas e de adultos
deformados de Spodoptera frugiperda mantida em dieta artificial contendo os extratos brutos
de Acnistus arborescens e Datura stramonium na concentracdo 4.000 mg kg™.Temp.: 25+2
°C; U.R.: 60£10%; fotofase 14 h.

Pupas Adultos
Tratamento Peso (mg)* deformadas deformados
(%)’ (%)’
Datura stramonium 123,99 £9,89 ¢ 16,67 £9,04 a 20,00 £ 13,33 a
Acnistus arborescens 173,92 +6,57b 13,33+6,31a 17,79 +8,59 a

Controle negativo (acet..met., 1:1) 210,82 £ 2,66 a 0,00 + 0,00 548 £2,68a

Controle negativo (dgua destilada) 211,35+ 2,50 a 0,00 + 0,00 556 2,72 a

p-valor < 0,0001 0,7531 0,2656

" Tratamento excluido da anélise pela falta de variabilidade;
! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuicio gaussiana, p<0,05);
2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuico binomial).

N&o hé relatos na literatura para a influéncia dos extratos etandlicos de A. arborescens
sobre parametros biol6gicos, bem como sdo escassos 0s estudos de D. stramonium sobre S.
frugiperda. Por isso, visando uma melhor compreensao dos efeitos das espécies de solanaceas
em estudo, foi realizado um bioensaio utilizando a fracdo diclorometanica proveniente da

particdo liquido-liquido sobre os parametros bioldgicos de S. frugiperda.

3.3.2. Efeito das fracdes diclorometanicas sobre parametros bioldgicos de S.frugiperda

Os parametros bioldgicos de S. frugiperda foram afetados também pela incorporacéo
das fragdes diclorometanicas na dieta, constatando-se que nenhuma lagarta atingiu a fase de
pupa na dieta contendo A. arborescens, enquanto na dieta com D. stramonium a mortalidade
foi de 83,19%, valores bastante superiores aos encontrados no controle negativo (8,33%)
(Tabela 4).

As lagartas sobreviventes na dieta com D. stramonium gastaram praticamente o dobro
do tempo (41,75 dias) para atingir a fase pupa quando comparadas aquelas criadas no controle
(21,00 dias).

Os resultados encontrados sédo importantes quando se considera a possibilidade da
incorporagdo do uso de plantas inseticidas no manejo integrado de pragas, pois a maior
duracéo da fase larval em campo pode deixar 0 inseto por mais tempo exposto ao ataque de
parasitoides, predadores e entomopatogenos. Além disso, os adultos emergidos poderiam
estar em assincronia com a populagdo normal e, logo, a copula tenderia a ser dificultada
(Rodriguez & Vendramim, 1996), podendo, assim, causar diminui¢cdo do nimero de geragdes

e minimizar os riscos de surto da ocorréncia da praga (Tanzubil & Mccaffery, 1990).
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Colom et al. (2007) avaliaram a acdo de um grupo de acetogeninas isoladas a partir de
sementes de Annona cherimolia (Annonaceae) sobre o desenvolvimento de S. frugiperda por
meio da incorporacdo de 50 pg g™ em dieta artificial, e observaram 100% de mortalidade
larval na dieta suplementada com esquamocina; além disso, a fase larval foi prolongada nos
tratamentos com asimicina (17,3 dias), cherimolina-2 (17,7 dias), motrilina ( 18 dias), itrabina
(18,8 dias) e almunequina (19,7 dias) em relacdo ao controle (12 dias). Os menores valores
obtidos por esse autor para a duracdo da fase larval no tratamento controle, em relacdo ao
registrado no presente trabalho se deve, a0 menos em parte, ao fato de as lagartas terem sido
infestadas no segundo instar e a maior temperatura (27 °C) do local onde os tubos com dieta
foram mantidos.

Kumral et al. (2010), por outro lado, relataram mortalidades de 28,82 e 98,34% das
fémeas de Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae), ap6s 48 h em contato com
folhas pulverizadas com extratos etandlicos de folhas de D. stramonium nas concentragdes de
27.285 e 167.250 mg L™.

Tabela 4. Médias (x erro padrdo) da mortalidade e da duracdo da fase larval de Spodoptera
frugiperda mantida em dieta artificial contendo as fracbes diclorometanicas de Acnistus
arborescens e de Datura stramonium, testadas nas respectivas CLso. Temp.: 25+2 °C; U.R.:
60+10%; fotofase 14h.

Tratamento Mortalidade (%) Duracao (dias)
Acnistus arborescens 100 £ 0,00 * --
Datura stramonium 83,19+3,44b 41,75+1,37a
Controle (acet.:met., 1:1) 8,33+253¢C 21,00£0,21 b
p-valor <0,0001 <0,0001

“Tratamento excluido da anélise pela falta de variabilidade;
! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuigao binomial);
2 Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de T-student (p<0,05%).

Apesar da ocorréncia de efeitos pronunciados de D. stramonium na fase larval, o
mesmo ndo foi observado na fase pupal, ja que os valores de mortalidade (10,53%) e duracédo
dessa fase, 12,88 dias, ndo diferiram dos constatados no controle (9,09% e 11,92 dias,
respectivamente) (Tabela 5). Os extratos aquosos de Anona dioica testados em folhas de
milho sobre S. frugiperda proporcionaram efeitos semelhantes na concentragcdo de 1%, pois,
ocasionaram viabilidade larval inferior ao controle e ndo influenciaram na viabilidade e

duracdo do estagio pupal (Freitas et al., 2014).
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Tabela 5. Médias (£ erro padrdo) da mortalidade e da duracdo da fase pupal de Spodoptera
frugiperda mantida em dieta artificial contendo a fracdo diclorometanica de Datura
stramonium, testada na respectiva CLsg. Temp.: 25+2 °C; U.R.: 60+10%; fotofase 14h.

Tratamento Mortalidade (%) Duracao (dias)
Datura stramonium 10,53+ 7,23 a 12,88 £ 0,61 a
Controle (acet.:met., 1:1) 9,09+275a 11,92+0,19a
p-valor 0,8447 0,1700

! Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si (GLM com distribuic&o binomial);
2 Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de T-student (p<0,05%).

Finalmente, para os demais parametros avaliados, peso de pupas e deformidades de
pupas e adultos, a incorporacgdo da fracdo diclorometanica na dieta também afetou a biologia
de S. frugiperda, tendo sido registrados valores de 158,6 mg, 40,00% e 27,27%,
respectivamente, os quais diferiram daqueles encontrados no controle (255,9 mg, 8,26% e
1,83%, respectivamente) (Tabela 6). Ressalte-se que grande parte da deformidade de pupas
foi resultante da ma formacdo das asas (Figura 1).

Limonoides isolados de Cedrela salvadorensis e C. dugessi (Meliaceae) incorporados
em meio artificial na concentracdo de 25 ppm e oferecidos a lagartas recém-eclodidas de S.
frugiperda, causaram efeitos similares aos relatados, uma vez que o limonoide fotogedunina
ndo diferiu do controle para a variavel duracdo da fase pupal (23 e 22 dias, respectivamente),
embora o peso de pupas tenha sido bastante inferior (63,5 e 281,5 mg, respectivamente)
(Céspedes et al., 2000).

Tabela 6. Médias (z erro padrdo) do peso pupal e da porcentagem de pupas e de adultos
deformados de Spodoptera frugiperda mantida em dieta artificial contendo a fracdo
diclorometanica de Datura stramonium, testada na respectiva CLsg. Temp.: 252 °C; U.R.:
60+10%; fotofase 14h.

Tratamento Peso Pupas Adultos deformados
(mg)* deformadas (%)? (%)?
Datura stramonium 158,60+ 1,63b  40,00+11,24a 27,27 +14,08 a
Controle (acet.:met., 1:1) 255,90+ 0,38 a 8,26 £265b 1,83+1,29b
p-valor <0,0001 0,0007 0,0304

! Diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de T-student (p<0,05%);
2 Diferengas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuic&o binomial).
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Figura 1. Comparacdo entre pupas com deformacGes morfoldgicas provenientes
de lagartas alimentadas com: A- Extrato bruto de Acnistus arborescens; B-
Extrato bruto de Datura stramonium; C; D; E- Fracdo diclorometanica de Datura
stramonium na CLs, e pupa sem deformidade (F).

Em sintese, os resultados obtidos nos dois estudos dos parametros bioldgicos podem
estar relacionados a um efeito secundario advindo da baixa alimentacdo na fase larval ou a
efeitos fisioldgicos, uma vez que houve mortalidade em todas as lagartas submetidas a fracao
diclorometanica de A. arborescens e altas deformidades de pupas e adultos de D. stramonium.
Sao necessarios estudos mais aprofundados para compreender 0 mecanismo de acdo dos

compostos ativos a S. frugiperda.

3.3.3. Efeito das fracdes diclorometanicas sobre o consumo alimentar de S. frugiperda

De acordo com os resultados obtidos as trés concentracfes letais testadas das duas
espécies de plantas provocaram diminuicdo no consumo da dieta pelas lagartas de S.
frugiperda, em comparacdo aos dois controles negativos (acetona mais metanol e agua

destilada), tratamentos em que o0s consumos médios foram 184,00 mg e 171,80 mg,
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respectivamente (Tabela 7). Os menores consumos foram 53,12 mg (CLgo) € 64,32 mg (CLso)
ambos para A. arborescens, os quais foram inferiores, inclusive em relacdo ao controle
positivo com a formulacdo comercial Azamax (103,00 mg). Nas dietas com as concentracfes
testadas para D. stramonium (valores variaveis de 105,90 a 130,50 mg) ndo houve diferenca

nos consumos nas trés concentragdes e nem destas em comparagéo ao controle positivo.

Tabela 7. Médias (+ erro padrdo) do peso da dieta consumida (mg) por lagartas de quarto
instar de Spodoptera frugiperda, apds 24 h de exposi¢cdo, em teste sem chance de escolha com
as concentragcdes letais das fracOes diclorometanicas de Acnistus arborescens e Datura
stramonium incorporadas em meio artificial. Temp.: 252 °C; U.R.: 60£10%; fotofase 14h.

Tratamento Concentracdo (mg kg™) Consumo (mg)*

8.739 (CLgp) 53,12+ 1,02 ¢

Acnistus arborescens 3.694 (CLso) 64,32 + 0.97 de
1.966 (CLys) 85,14 + 15,46 cd
10.670 (CLgp) 119,10+ 17,81 b
Datura stramonium 4.088 (CLso) 105,90 + 5,02 be
2.025 (CLys) 130,50 £ 2,03 b

Controle negativo: acet.:met., 1:1 184,00 £ 9,03 a
Controle negativo: agua destilada 171,80 + 3,48 a
Controle positivo: (Azamax® 1,2 EC) 4.000 103,00 + 7,93 bc

Valor de p 0,00

* Médias seguidas de letras distinta nas colunas indicam diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Kruskal-Wallis.

Abbasipour et al. (2011), avaliando o efeito do extrato bruto das folhas de D.
stramonoium nas concentracdes de 947, 1.609, 2.254 e 3.007 mg L™ (incorporados em discos
de farinha) sobre insetos de 1-3 dias de Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae), durante 72 h, observaram na concentracio 3.007 mg L™, indice de deterréncia
alimentar de 97,27%, o que resultou em baixa taxa relativa de consumo (0,081 mg mg™) e de
crescimento (0,022 mg mg™), quando comparadas ao controle (0,255 e 0,143 mg mg™,
respectivamente).

Devanand & Rani (2011), no entanto, avaliando a taxa antialimentar das fragcbes em
cloroférmio, acetato de etila e metanol, provenientes dos extratos brutos de Solanum
melongena L., Lycopersicum esculentum Mill. (=Solanum lycopersicum L.) e Capsicum
annuum L., por cromatrografia de coluna em silica de gel, pulverizados em discos foliares de
mamona e oferecidos as lagartas de terceiro instar de Spodoptera litura (Fabricius) e Achaea
janata (L.) (Lepidoptera: Noctuidae), na concentracdo de 10 mg 10 cm?, obtiveram os

maiores valores na fragdo metanodlica dos frutos de S. melongena (81,6% para S. litura e
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90,2% para A. janata), seguido da fracdo acetato de etila (67,6 e 71,4%, respectivamente, para
S. litura e A. janata), por um periodo de 24 h de exposicao.

Com os resultados obtidos neste trabalho é possivel inferir a acdo de antixenose (nao
preferéncia alimentar), causando deterréncia alimentar, uma vez que as dietas suplementadas
com as fragOes, independentemente da concentracdo, foram menos utilizadas para
alimentacdo em comparagdo com o0s controles negativos em igualdade de condigdes. Esses
efeitos ja tinham sido observados na familia Solanaceae em espécies do género Lycopersicon
(= Solanum), devido aos mecanismos de defesa, como tricomas glandulares e lamelas foliares,
os quais influenciam, até mesmo, insetos predadores e fit6fagos (Kennedy, 2003), como
relatados em bioensaios com e sem chance de escolha para diversos acessos de tomate em
lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Selvanarayanan & Narayanasamy, 2004) e para o alcaloide tomatina incorporados em dieta
artificial e oferecidos a lagartas de S. frugiperda (Stamp & Osier, 1998).

A deterréncia alimentar ou fagodeterréncia foi classificada por Mordue (Luntz) e
Blackwell (1993) em primaria e secundaria. A primaria ocorre quando o composto afeta a
alimentacdo agindo nos quimiorreceptores, e a secundaria quando o inseto ingere 0 composto,
causando assim efeitos tdxicos secundarios. Dessa forma, a fagodeterréncia primaria causa
uma rapida interrupcdo na alimentacéo, como foi observada para as fragdes diclorometanicas
de A. arborescens e D. stramonium. Tal resultado é vantajoso, pois a diminuicdo da
alimentacdo da espécie-praga tende a reduzir os danos ocasionados as culturas a serem
protegidas (Ribeiro et al., 2016) e, é geralmente aferida em testes de laboratorio com ou sem
chance de escolha com periodos de avaliacdo variando de 24 a 72 h.

Considerando-se, por outro lado, que nos ensaios de biologia ocorreram efeitos em
diversos parametros (mortalidade, periodo de desenvolvimento, peso de pupa, deformacéo de
pupas e adultos), pode-se inferir que, além de efeitos antixenoticos, as particdes
diclorometénicas de A. arborescens e D. stramonium também causaram forte efeito
antibiotico sobre S. frugiperda.

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que os extratos brutos etanélicos
de A. arborescens e D. stramonium, bem como suas fragdes diclorometanicas ocasionam
efeitos letais e subletais promissores para 0 manejo de sobre S. frugiperda. Além disso, as
fragdes diclorometanicas ocasionam efeitos pronunciados no consumo alimentar da mesma.
Diante dessa perspectiva, novos estudos devem ser realizados para testar a influéncia dos

extratos em campo visando a protecao de culturas.
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