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RESUMO

Atividade do extrato etandlico de Asclepias curassavica L. no
controle de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:Noctuidae) (J.E.Smith,1917)
em plantas de milho Zea mays L.

Spodoptera frugiperda destaca-se como principal inseto-praga da cultura do milho. A
fim de minimizar os impactos do controle quimico de praga, retoma-se estudos de
plantas com agao inseticida. O presente trabalho objetivou verificar a acado de A.
curassavica sobre S. frugiperda sobre plantas de Zea mays L. As plantas foram
coletadas, secas e moidas, e a partir do p6 foi confeccionado o extrato etandlico
bruto. Foi conduzido ensaio em casa de vegetagdo com milho e S. frugiperda de
segundo instar, aplicado extrato nas concentragdes de 0,5%, 0,25 % e 0,1% e
flubendiamida, foi avaliado dano, mortalidade e fitoxidade. Teste de acgao
translaminar foi ensaiado em casa de vegetagdo com lagartas de segundo instar de
S. frugiperda foi alocado em bolsa de tecido na folha do milho aplicado na parte
abaxial da folha nas concentracdes de 0,5%, 0,25 %, 0,1% e flubendiamida, foi
avaliado dano e mortalidade. Teste de acao sistémica foi com mesmos parametros,
aplicando no solo extrato nas concentragcbes de 0,5%, 0,25 % e 0,1% e
flubendiamida. Ensaio de preferéncia de oviposicdo sem chance de escolha foi
conduzido, onde casais de pupas foram acondicionadas em gaiolas previamentes
pulverizadas com concentragdes de 0,5%, 1%, 2% e 4% em seu interior, avaliado
viabilidade dos ovos. Trés ensaios foram conduzidos a campo, primeiro foi aplicado
extrato nas concentragées de 1%, 2 % e 4% e flubendiamida, os demais extratos
nas concentragdes de 0,5%, 0,25 % e 0,1% e flubendiamida, avaliando fitotoxidade,
dano, numero de planta, numero de folhas e altura de plantas. Extrato etandlico foi
fracionado por particdo liquido-liquido com hexano, diclorometano e acetato de etila.
No ensaio de aplicagao topica foi avaliado acédo de contato do extrato bruto e fragdes
a 0,5% e 4%. Foi caracterizado fitoquimicamente o extrato vegetal a fim de
determinar a presenga de compostos fendlicos, flavonoides e alcaldides. Teste de
condugado a campo com as concentragcdes 1%, 2% e 4% atingiram 100% na escala
percentual de fitotoxidade ndo sendo possivel prosseguir as avaliagbes. Dois anos
ensaidos com menores concetragdes, 0,1%, 0,25% e 0,5%, nao causaram

fitotoxidade. Em ambos anos, os danos por S. frugiperda, apés 21 dias o tratamento



0,25% diferenciam-se da testemunha. Sobre a altura, 0,25% e 0,5% se destacam no
primeiro ano, sendo no segundo ano 0,5% demonstra ser igual ao tratamento
quimico do primeiro até o ultimo dia de avaliacdo. Apesar dos danos diferentes,
ambos anos o numero de plantas e folhas nao diferem entre os tratamentos. Em
ambos anos, ensaio pdés 0 horas de aplicagdo, o tratamento contento extrato
diferenciam da testemunha, sendo 0,1% portador das maiores mortalidades (75% e
100%). No ensaio pds 48 horas de aplicagao, os tratamentos contento extrato nao
diferem da testemunha. Em ambos anos o consumo alimentar 0 horas, observa-se
diferengca em relagcédo a testemunha no tratamento extrato 0,25%. Apos 48 horas no
primeiro ano, os tratamentos contento extrato foram maiores ou iguais a testemunha,
diferentemente do segundo ano. Na conversdo dos alimentos em peso em ambos
anos se observa em 0 horas, todos os tratamentos nao diferiram. Porém, no ensaio
de 48 horas, tratamentos contento extrato n&o diferem entre si, porém o tratamento
0,1% difere da testemunha. Em condi¢cdes de casa de vegetagédo extrato etandlico
na concentragcdo de 0,25% e 0,5% causaram mortalidade de 50% e 65%,
respectivamente. Estas mesmas concentracbes sdo detentoras dos menores danos
nos tratamentos contendo extrato. Nao foi encontrada fitotoxidade nos tratamentos
contento extrato. Tratamentos contendo extrato n&o apresentaram acao sistémica e
translaminar. Analise fitoquimica quantitativa, o maior teor de polifendis encontra-se
no acetato de etila (97,16 pg/ml), flavonoides no extrato bruto (1890,27 ug/ml) e
alcaldides no hexano (35,80 upg/ml). Na analise fitoquimica qualitativa, o extrato bruto
foi o unico a apresentar todos metabdlitos (Flavonoides, alcaloides, polifenois totais,
triterpenos, glicosidios cardiotonicos, saponinas e cumarinas). Nenhum dos
tratamentos afetaram significantemente o numero de posturas, de ovos ou
porcentagem de eclosdo das lagartas. Aplicacéo topica das fragcdes de 0,5 %, a
mortalidade nado foi verificada em nenhum tratamento ministrado nesta
concentragao, ja com 4%, todos os tratamentos contendo as fragdes e o extrato
bruto apresentaram dados de mortalidade superior comparados aos tratamentos

testemunha sendo o extrato bruto o melhor atingindo 75% de mortalidade.

Palavras-chave: Inseticida natural; plantas inseticidas; lagarta militar; falsa-erva-de-

rato; extrato vegetal.



ABSTRACT

Activity of ethanolic extract from Asclepias curassavica L. in
control of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) (J.E.SMITH,1917) on

corn plants Zea mays L.

Spodoptera frugiperda stands out as the main insect pest in corn. In order to
minimize the impacts of chemical pest control, studies of plants with insecticide
action are resumed. The present work aimed to verify the action of A. curassavica on
S. frugiperda on Zea mays L plants. The plants were collected, dried and ground,
and the crude ethanol extract was made from the powder. Tests were carried out in a
greenhouse with corn and S. frugiperda of second instar, applied extract at
concentrations of 0.5%, 0.25% and 0.1% and flubendiamide, damage, mortality and
phytotoxicity were evaluated. Translaminar action test was tested in a greenhouse
with second instar caterpillars of S. frugiperda placed in a tissue bag on the corn leaf
applied to the abaxial part of the leaf at concentrations of 0.5%, 0.25%, 0, 1% and
flubendiamide, damage and mortality were evaluated. Systemic action test was
performed with the same parameters, applying extract in the soil at concentrations of
0.5%, 0.25% and 0.1% and flubendiamide. No-choice oviposition preference test was
conducted, where couples of pupae were placed in previously sprayed cages with
concentrations of 0.5%, 1%, 2% and 4% inside, evaluating egg viability. Three trials
were conducted in the field, first extract was applied at concentrations of 1%, 2% and
4% and flubendiamide, the other extracts at concentrations of 0.5%, 0.25% and 0.1%
and flubendiamide, evaluating phytotoxicity, damage, plant number, number of
leaves and plant height. Ethanol extract was fractionated by liquid-liquid partition with
hexane, dichloromethane and ethyl acetate. In the topical application test, the contact
action of the crude extract and fractions at 0.5% and 4% was evaluated. The plant
extract was phytochemically characterized in order to determine the presence of
phenolic compounds, flavonoids and alkaloids. Field conduction test with
concentrations of 1%, 2% and 4% reached 100% in the percentage scale of
phytotoxicity and it was not possible to proceed with the evaluations. Two years
tested with lower concentrations, 0.1%, 0.25% and 0.5%, did not cause phytotoxicity.
In both years, the damage caused by S. frugiperda, after 21 days the 0.25%
treatment differed from the control. Regarding height, 0.25% and 0.5% stand out in



the first year, while in the second year 0.5% shows to be equal to the chemical
treatment from the first to the last day of assessment. Despite the different damage,
both years the number of plants and leaves did not differ between treatments. In both
years, test after 0 hours of application, the treatment containing extract differed from
the control, with 0.1% having the highest mortality (75% and 100%). In the test after
48 hours of application, the treatments containing extract did not differ from the
control. In both years the food consumption 0 hours, there is a difference in relation
to the control in the extract 0.25% treatment. After 48 hours in the first year,
treatments containing extract were greater than or equal to the control, unlike the
second year. Conversion of feed to weight in both years is observed at 0 hours, all
treatments did not differ. However, in the 48-hour trial, treatments containing extract
do not differ from each other, but the 0.1% treatment differs from the control. Under
greenhouse conditions, ethanol extract at concentrations of 0.25% and 0.5% caused
mortality of 50% and 65%, respectively. These same concentrations hold the least
damage in treatments containing extract. Phytotoxicity was not found in treatments
containing extract. Treatments containing extract did not show systemic and
translaminar action. Quantitative phytochemical analysis, the highest polyphenol
content is found in ethyl acetate (97.16 pg/ml), flavonoids in the crude extract
(1890.27 pg/ml) and alkaloids in hexane (35.80 pg/ml). In the qualitative
phytochemical analysis, the crude extract was the only one to present all metabolites
(Flavonoids, alkaloids, total polyphenols, triterpenes, cardiotonic glycosides,
saponins and coumarins). None of the treatments significantly affected the number of
lays, eggs or hatching percentage of caterpillars. Topical application of 0.5%
fractions, mortality was not verified in any treatment administered at this
concentration, as with 4%, all treatments containing the fractions and the crude
extract presented higher mortality data compared to the control treatments being the
crude extract the best reaching 75% mortality.

Keywords: Nature insecticide; insecticide plants; military caterpillar; false ratweed;

plant extract.
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1 INTRODUGAO

Insetos do género Spodoptera (Lepidoptera: Noctuidae) tem grande
importancia econd6mica, pelo fato de englobar varias espécies pragas agricolas
(Santos, 2007). Espécie Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) (J.E.
SMITH) é um exemplo desse género, trata-se de um inseto cosmopolita capaz de se
alimentar de mais de 40 familias de plantas. Seu principal hospedeiro € o milho (Zea
mays L.), porém em fungcdo da sua alta polifagia causa danos em varias outras
culturas como algodado (Gossypium spp.) (Miranda; Moreira; Siqueira, 2010,
amendoim (Arachis hypogea L.) (Isidro et al, 1997), arroz (Oryza sativa L.) (Busato et
al., 2004), mandioca (Manihot esculenta (Crantz)) (Lopes et al., 2008), sorgo
(Sorghum bicolor (L.) Moench), soja (Glycine max (L.) Merrill) (Veloso, 2010) e
feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.) principalmente em areas onda ha o
consércio ou plantio sucessivo de milho e feijdo (Sa et al., 2009). E amplamente
distribuida na América do Sul e Norte (Murua et al., 2009), sua origem conhecida
das zonas tropicais e subtropicais das Américas, entretanto pode ser encontrada em
zonas temperadas do continente norte americano em algumas épocas do ano
(Santos et al., 2004).

Com habito alimentar polifago aliado a uma grande variedade de
hospedeiros (Busato et al, 2004), apresenta rapida disseminacdo nas plantas
hospedeiras e grande capacidade de dispersdo, o que determina a complexidade
dos seus padroes genéticos e migratorios (Nagoshi; Meagher, 2008). O fato de
utilizar o monocultivo em areas proximas intensificou ainda mais a disseminacao da
praga, o que faz com que culturas onde a s. frugiperda era considerada praga
secundaria ganhe a importancia de praga primaria aumentando o uso indiscriminado
de agrotoxicos sem estudo prévio de flutuagdo populacional, ou sem conhecimento
do nivel de controle (Barros, 2009). No brasil, estima-se que a lagarta-do-cartucho é
responsavel pela maioria dos gastos com pesticidas e perdas que ultrapassam 50%
dos danos causados por pragas (Figueiredo et al., 2006) sendo o controle tradicional
feito com produtos quimicos (Morillo; Notz, 2007).

Dentre os principais inseticidas podemos citar os carbamatos, inibidores da
sintese de quitina, espinosinas, organofosforados e piretroides (Valicente, 2015).

Porém, existe uma grande dificuldade em conseguir atingir a lagarta, visto que ela se
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aloja dentro de cartucho, além de problemas com a utilizagdo de agrotdxicos como a
contaminagdo do meio ambiente, custo elevado, risco de toxicidade (Moraes, 2014),
além de que seu uso indiscriminado ainda tem contribuido para a selegcao de
individuos resistentes, agravando ainda mais a preocupagdo dos produtores
(Petzold-Maxwell et al., 2014).

Devido aos inumeros problemas supracitados, a busca por outros métodos
de controle que atendam as necessidades do produtor em manter a praga abaixo do
nivel de dano econdémico tem se tornado frequente (Cruz; Viana; Waquil, 2011).
Substéncias com atividade inseticida oriundas do metabolismo secundario das
plantas sado promissoras e vém sendo estudadas como novas moléculas para o
controle de pragas (Menezes et al., 2014). Elas atuam como forma de defesa ao
ataque de patégenos e artréopodes herbivoros, sendo os Oleos essenciais
importantes substancias de defesa para algumas familias botanicas (Regnault-
Roger; Vincent; Arnason, 2012).

Em estudos realizados com a raiz e outras partes da A. curassavica, da
familia Apocynaceae, foi possivel a identificagdo de glicosideos cardiotonicos
(Warashina et al., 2008). Trata se uma planta herbacea que ocorre em todo territorio
brasileiro. Habitando as partes mais umidas e baixas de pastos (Tokarnia; Brito;
Cunha, 2001). Macagnan et al. (2016) em trabalho utilizando extrato aquoso de A.
curassavica, nao verificou atividade inseticida, tanto para lagartas de segundo e
quarto instar de S. frugiperda, na concentragdo de 0,1%. Porém, Ledo (2018)
verificou que o extrato etandlico de A. curassavica demonstrou-se potencialmente
efetivo no controle de S. frugiperda, em teste de ingestdo, agao de contato e agéo
fagodeterrente inibindo quase ou completamente a alimentagéo das lagartas.

De posse dessas informacdes, a partir dos efeitos nocivos ao
desenvolvimento dos insetos, considera-se que A. curassavica apresenta potencial

promissor no controle de pragas agricolas.
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2 OBJETIVO

Verificar a acdo inseticida do extrato A. curassavica sobre o
desenvolvimento e reproducédo de S. frugiperda, avaliando sua mortalidade até a
fase de pupas; peso das lagartas; consumo alimentar a partir da area foliar
consumida; viabilidades dos ovos a partir do numero de ovos e porcentagem de
eclosdo; danos sobre as plantas de milho utilizando escala visual; avaliacdo de
fitotoxidade utilizando escala percentual de fitotoxidade; agao translaminar e acao
sistémica; determinar interferéncia na oviposicdo em ambientes contento o extrato
de A. curassavica; agao de contato das fragdes sobre a biologia de S. frugiperda;
caracterizacao fitoquimica do extrato bruto e as fragdes a fim de determinar a

presenca de compostos fendlicos, flavondides e alcaloides na planta.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos bioecolégicos e importancia de Spodoptera frugiperda

A S. frugiperda, é um lepiddptero nativo das zonas tropical e subtropical das
américas, o qual sua distribuicdo abrange a argentina até o sul do canada
(Leiderman; Sauer, 1953). Considerada uma das pragas mais importantes da cultura
do milho no brasil e no mundo (Gallo, 2002; Valicente, 2008), trata-se de uma praga
polifaga, (Busato et al., 2005), que resulta em uma ampla capacidade de se
alimentar de mais de 80 espécies de plantas economicamente importantes, entre
elas podemos citar como exemplo o algodoeiro, o milho e a soja (Monnerat et al.,
2006).

Este inseto apresenta desenvolvimento holometabdlico por passar pelas
fases de ovo, larva, pupa e adulto (Valicente, 2008). Suas posturas s&o depositadas
em massas irregulares que podem conter entre 30 e 300 ovos (King; Saunders,
1984), as fémeas colocam seus ovos na face superior das folhas das plantas (Silva,
1998), os quais ficam unidos entre si e fixados ao substrato por uma substancia
produzida pelas glandulas coletéricas, e recobertas por pelos e escamas do abdome
da fémea (Patel, 1981).

Apds a eclosdo, as lagartas inicialmente alimentam-se do cério do ovo e
completam seu desenvolvimento em aproximadamente 15 dias (Luccini, 1977),
passando por 6 instares (Cruz; Filho, 1995). Ao final do periodo larval, as lagartas
penetram no solo, onde se transformam em pupas (Gallo et al., 2002), a principio a
lagarta passa por um periodo de pré-pupa no solo, podendo durar de um a cinco
diase e por fim, o periodo pupal pode variar de 8 a 25 dias (Pinto et al., 2004).

A fase adulta de S. frugiperda é uma mariposa, apresentam 35 a 45 mm de
envergadura e comprimento que varia de 15 a 25 mm, possuem a coloragdo das
asas anteriores parda-escuras e posteriores branco-acinzentadas, com pontos
claros na regido central de cada asa (Cruz; Filho, 1995; King; Saunders, 1984).
Possuem asas anteriores mosqueadas e, no macho, existem duas manchas mais
claras ovaladas, bem definidas e unidas em forma de V. As asas posteriores sao
esbranquigadas, com bordas acinzentadas, em ambos os sexos (Santos; Meneguim;
Neves, 2005). Sado insetos de habito noturno, e, durante o dia, encontram-se

abrigados sob a folhagem préxima ao solo (Ferreira, 2003), isso fica evidenciado em
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seu habito de acasalamento, tendo inicio 3 dias apds a emergéncia dos adultos, é
mais intenso no periodo da noite e logo apds comega o processo de oviposi¢cao
(Dantas, 2010).

Em funcéo do seu habito alimentar, o controle por métodos convencionais se
torna limitado e o inseto, estando protegido pela propria planta, completa seu
desenvolvimento larval no interior da espiga do milho, ocasionando maiores danos.
As altas temperaturas na regido central do Brasil durante todas as estagdes do ano
e o plantio sequencial das culturas de milho, soja e algodao tem favorecido a
ocorréncia da praga e, em consequéncia, reducao significativa da produgéo
(Moraes; Lourencao; Paterniani, 2015).

A importéncia de S. frugiperda € dada principalmente pela dificuldade de
controle (Santos et al., 2004), intensificando-se ainda mais quando o ataque ocorre
na fase inicial da cultura, o que torna o controle via pulverizagao das plantas pouco
efetivo em razdo das plantas possuirem reduzida area foliar, dificultam a retencédo do
produto nas folhas, diminuindo o poder residual (Ceccon et al., 2004).

Ao se alimentarem, reduzem a area foliar, afetando a capacidade
fotossintética da planta, além de danificarem estruturas frutiferas. Esses danos
diferenciam-se de acordo com a espécie de planta atacada, época do ataque,
estadio fenoldgico e intensidade de infestagao (Sarmento et al., 2002), podendo abrir
caminho para microorganismos (Siloto, 2002).

No manejo para o controle de S. frugiperda, a principal tatica recomendada
ainda é a utilizagdo de produtos quimicos (Cruz; Viana; Waquil, 1999), estes
inseticidas quimicos visdo principalmente o controle das larvas de S. frugiperda (Yu;
Nguyen; Abo-Elghar, 2003). Analisando o histérico desse manejo, observamos que
até a década de 1980, os principais ativos usados no controle de S. frugiperda na
maioria dos paises da Ameérica eram: os inseticidas, de organofosforados (paration
metilico, etc.), carbamatos (carbaril, etc.) a piretréides (cipermetrina, etc).
Atualmente, o controle quimico é amplamente empregado em diversas culturas que
sofre por seu dano, na cultura do milho existe 259 produtos registrados com diversos
principios ativos, como os carbamatos, organofosforados, piretroides,
neonicotinoides, espinosinas, diamidas e antranilamidas (AGROFIT, 2023). Em
razao do seu uso indiscriminado de produto no campo nas Ameéricas, S. frugiperda
desenvolveu resisténcia a mais de 29 inseticidas e seis modos de acéo (Gutierrez-
Moreno et al., 2019).
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Contamos com outra estratégia de controle de S. frugiperda, o qual diz
respeito a utilizagdo de plantas transgénicas que expressam toxinas do
microrganismo Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). Plantas transgénicas sao
organismos geneticamente modificados (OGM) que contém inser¢cbes génicas em
seu genoma, obtidas por meio de ferramentas da Engenharia Genética (Manual,
2015; Blanco et al., 2016). Apesar de inicialmente a tecnologia Bt demonstrar
controle satisfatorio de lepidopteros pragas, atualmente o cenario ndo € o mesmo. A
intensa utilizagdo das plantas transgénicas, associada a ndo adocao das estratégias
de manejo de resisténcia, gerou elevada pressdo de selegdo sobre os insetos,
resultando em um desenvolvimento acelerado da resisténcia, o que compromete a
eficiéncia da tecnologia (Storer et al., 2010; Omoto et al., 2013, Fatoretto et al.,
2017).

Além disso, caracteristicas genéticas, bioldgicas e ecolégicas de S.
frugiperda como a frequéncia inicial de alelos de resisténcia, o custo adaptativo, a
herangca da resisténcia, o habito polifago, a elevada capacidade reprodutiva, a
capacidade de migracado a longas distancias e os mecanismos de detoxificagao de
compostos inseticidas também contribuem para a evolugao acelerada da resisténcia
a moléculas e proteinas inseticidas (Tabashink et al., 2013; Giraudo et al., 2015).

Outra estratégia para o manejo de S. frugiperda é o uso do controle biolégico
contribuindo com a reducido da contaminagao do meio ambiente e vem sendo uma
solugdo econOmica e ambientalmente mais segura aos inseticidas quimicos
atualmente sendo usado. No grupo dos inimigos naturais estdo inclusos
parasitéides, predadores e entomopatdgenos. Entre eles, os parasitoides de ovos,
Trichogramma pretiosum (Riley) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), Trichogramma
atopovirilia (Hymenoptera: Trichogrammatidae) e Telenomus remus (Hymenoptera:
Platygastridae) (Beserra; Dias; Parra, 2005; Pomari et al., 2013), parasitoides larvais,
Campoletis sonorensis (Cameron) (Hymenoptera: Ichneumonidae) e Chelonus
insularis (Hymenoptera: Braconidae) (Jourdie et al., 2009), e parasitoides de pupas,
Diapetimorpha introit e Ichneumon promissorius (Hymenoptera: Ichneumonidae)
(Molina-Ochoa et al., 2003).

A ocorréncia de insetos predadores tanto de ovos quanto de larvas é
importante para manter as populagdes de S. frugiperda sob controle. As tesourinhas
Doru lineare (Eschs) e Doru luteipes (Scudder) (Dermaptera: Forficulidae) tém

grande contribuicdo no controle populacional de S. frugiperda no Brasil, por se
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alimentam das massas de ovos e larvas (Pasini; Parra; Lopes, 2007; Sueldo;
Bruzzone; Virla, 2010). Picromerus lewisi (Scott) (Hemyptera: Pentatomidae) e Arma
chinensis (Fallou) (Hemyptera: Pentatomidae) se demonstraram como importantes
predadores da fase imatura da S. frugiperda, apos seu aparecimento na China,
principalmente larvas de 6° instar. Duas espécies de insetos predadores,
Eocanthecona furcellata (Wolff) e Andrallus spinidens (Fabricius) (Hemiptera:
Pentatomidae) tem se destacado para o uso como agentes de controle (Shylesha;
Sravika, 2018).

Ainda, estudos demonstraram o potencial do uso de entomopatdégenos como
agentes biopesticidas para o manejo da lagarta-do-cartucho (Bateman et al., 2018;
Chen et al, 2019). Os fungos Beauveria bassiana, Beauveria rongniartil,
Metarhizium anisopliae, M. rileyi e Paecilomyces fumosoroseus tém sido estudados
como potenciais entomopatdgenos para o controle de S. frugiperda (Altre;
Vandenberg, 2001; Carneiro et al., 2008; Grijalba et al., 2018).

Devido aos constantes desequilibrios em campos agricolas oriundos de
praticas de manejo incorretas, uma alternativa é a adogao de estratégias propostas
pelo MIP. Quando este conjunto de praticas s&do utilizadas de forma integrada
garantem o retardamento de resisténcia da lagarta-do-cartucho, pois, ocorre uma
reducdo de pressdo de selegcdo sobre o inseto alvo (Jakka; Knight; Jurat-Fuentes,
2014). Deste modo, manifesta-se a necessidade de novas substancias para
controlar esta praga, de modo a nao provocar problemas ao homem e ao meio
ambiente. Ressurge entdo as pesquisas com plantas inseticidas, que vem obtendo
carater relevante pelo fato do crescente cultivo e consumo de alimentos organicos
nos ultimos anos, por todo o mundo, onde esses alimentos oriundos destes sistemas
sustentaveis de agricultura ndo permite o uso de produtos quimicos sintéticos tais
como certos fertilizantes e agrotoxicos sintéticos, assim o inseticida boténico pode

ser utilizado como inseticida (Vendramim, 2000).

3.2 Extratos de plantas inseticidas

Os extratos de plantas inseticidas tém efeito comprovado, diversidade de
compostos ativos, os quais agem sinergicamente, apresentando caracteristicas

atraentes ou repelentes, entre outras, que podem ser empregados em sistemas de
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manejo integrado de pragas, como alternativas dirigidas para controle e
monitoramento das populagbes de insetos (Navarro; Marques; Duque, 2009). A
utilizacdo de substancias extraidas de plantas com propriedades inseticidas
apresenta vantagens em relacdo aos produtos sintéticos, por serem renovaveis
(Wiesbrook, 2004).

Em relacdo aos seus principios ativos, sdo compostos resultantes do
metabolismo secundario das plantas, sendo acumulado em pequenas proporgdes
nos tecidos vegetais. Além de degradarem-se com maior velocidade sem
contaminagdo do meio ambiente e com reduzido impacto sobre organismos nao-
alvo, raramente levam ao desenvolvimento de resisténcia dos insetos, tem agao
rapida, nao deixam residuos nos alimentos, apresentam baixa toxicidade a
mamiferos e as plantas nas quais sdo aplicadas, sdo seguros aos operadores e
apresentam baixo custo, sendo economicamente viaveis para pequenos produtores
(Oliveira et al., 2007; Hare; Morse, 1997; Pascual-Villalobos,1996).

Apesar das vantagens do uso de inseticidas botanicos, temos que nos
precaver de um ponto negativo de alguns deste, o qual esta relacionado a
fitotoxicidade presente em alguns bioinseticidas, a qual resulta em uma injuria na
planta (Costa; Silva; Fiuza, 2004). A fitotoxidade também pode ser causada por
agroquimicos e/ou suplementacao nutricional (Griffith, 2018).

Inseticidas botanicos possuem diferentes efeitos sobre os insetos, como a
inibicdo da alimentacdo ou deterréncia, reducdo do consumo alimentar, atraso no
desenvolvimento, deformacdes, esterilidade e mortalidade (Dequech et al., 2008).
Alguns metabolitos secundarios responsaveis por efeitos aos insetos, ja sao
conhecidos, como a piretrinas, azadiractina, nicotina, cevadina, quassinoides,
veratridina, rianodina, rotenona e biopesticidas volateis (Isman, 2006).

Os dleos essenciais botanicos toxicos a insetos herbivoros sdo comuns em
plantas das familias Asteraceae, Mirtaceae, Apiaceae e Lamiaceae (Regnault-
Roger; Vincent; Arnason, 2012) o que podem desencadar agdo neurotdxica,
antialimentar ou repelente a insetos pragas de interesse agricola (Lopez; Contreras;
Pascual-Villalobos, 2010).

Em trabalho com Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) (Hubner),
alimentada com dieta artificial contendo diferentes dosagens de extrato de sementes
de A. indica e do o6leo comercial de nim, Azamax®, observou peso larval

drasticamente reduzido em ambos tratamentos (Almeida, 2009). Souza e
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Vendramim (2000) também encontraram resultados promissores com o uso de efeito
de extratos aquosos de Melia azedarach e ramos de Trichilia pallida Swartz sobre a
mosca-branca Bemisia tabaci.

Foi observado o prolongamento da fase larval de S. frugiperda por Almeida
et al. (2017) ao oferecerem extrato etandlico de Euphorbia pulcherrima na fase
vegetativa na concentracdo de 1% e na fase reprodutiva nas concentragdes de 0,5%
e 1%, resultando em um prolongamento de 5.2, 5.8 e 4.7 dias respectivamente.

Em trabalho realizado a partir de extratos de sementes de A. indica no
controle de Tuta absoluta, os autores concluiram que os compostos inseticidas sao
capazes de penetrar o mesofilo foliar e, mesmo quando aplicados no solo, provocam
niveis de mortalidade equiparados aos produtos aplicados diretamente sobre as
lagartas, onde descrevem a agao sistémica de extrato aquoso de nim aplicado no
solo, obtendo mortalidade superior a 80% para concentracdo de 1% e 100% para
concentragao de 10% (Gongalves-Gervasio; Vendramim, 2007).

Gongalves-Gervasio e Vendramim (2007) relataram mortalidade superior a
90% para a acao translaminar de extratos aquosos de sementes de A. indica,
comparados a 6% no controle sobre as lagartas de Tuta absoluta. Souza e
Vendramim (2005) observaram a acédo translaminar do 6leo de nim em plantas de
tomate sobre Bemisia tabaci, onde causou a mortalidade em dois ensaios
conduzidos foi superior a 90% para o 6leo de nim a 5%.

Ahmed et al. (2020) em trabalho realizado com extratos das folhas de
Citrullus colocynthis (L.), Cannabis indica (L.) e Artemisia argyi (L.) no controle do
pulgéo do repolho, Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae). Os resultados
de toxicidade mostraram que A. argyi foi toxico para B. brassicae com um LC50 de
3,91mgmL — 1, seguido por C. colocynthis e C. indica, exibindo valores de LC50 de
6,26 e 10,04mgmL — 1, respectivamente, obtidos através de um ensaio residual. No
ensaio de contato, os valores de LC50 de C. colocynthis, C. Indica e A. argyi foram

0,22mgmL - 1, 1,96 e 2,87mgmL - 1, respectivamente.

3.3 Asclepias currassavica

O género Asclepias possue cerca de 490 espécies, e apresenta-se
distribuido pelas regides Paleotropical, Holartica e Neotropical (Pereira et al., 2004)

e quase metade deles sdo endémicas. Sua polinizacdo € realizada por abelhas,
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vespas e borboletas (Berchtold, 1981). A. curassavica (Apocynaceae) ¢é
popularmente conhecida como: algodaozinho-do-mato, camara-bravo, capitdo-de-
sala, cavalheiro-da-sala, cega-olho, chibanca, donajoana, erva-de-paina, erva-de-
rato, erva-de-sata, erva-leiteira, falsa-erva-de-rato, flor-de-sapo, oficial-de-sala,
mané-mole, margaridinha, mata-olho, Paina-de-sapo, paina-de-seda, paininha,
leiteira (Matos et al., 2011).

Trata-se de uma planta anual neotropical que se caracteriza por ser um
arbusto pouco ramificado (Woodson, 1954), atingindo uma altura entre 1,40m e
1,80m e sua ocorréncia € principalmente na beira de rios, em clareiras, pastagens e
areas com disturbio antropico (Lorenzi, 2000). Esta planta produz inflorescéncias ao
longo de todo o ano, possuem flores com uma coloragao vermelha e amarela vistosa
e néctar copioso, atraindo diversos visitantes florais (Wyatt; Broyles, 1997).

Esta planta nativa € conhecida por ser toéxica para o gado e infestante de
pastagens (Lorenzi, 1991), sua reproducéo ocorre por semente e estaca, sendo de
facil brotamento (Scavone; Panizza, 1980) e folhas compridas e flores vermelho-
alaranjadas (Fuhro, 2006).

Estudos prévios mostraram que, quando ingerida a planta inteira, atua no
sistema nervoso central e apresenta caracteristicas medicinais para o tratamento de
reumatismo (Bernal; Correa, 1989). Outro estudo destaca a planta no tratamento de
tumores, hemostasia e inflamagdes (Li et al., 2009).

O género Asclepias demonstra diferentes tipos de compostos esteréides tais
como cardenolidas, pregnanos e androstanos, geralmente como glicosidos, que s&o
os principais metabolitos destas plantas (Roy et al., 2005). No entanto, glicosideos
flavondides, glicosideos megastigmane, triterpenos e glicosideos conduritol foram
também isolados a partir destas plantas (Haribal; Renwick, 1996; Abe, 2000; Araya,
2012), além de hidrocarbonetos poliisoprénicos, triterpenos, acidos graxos,
fitoesterdis e alcaloides (Santos et al., 2013). A. curassavica conta com 19,3% de
proteina, 6,5% de polifendis, 3,9% de dleo, 2,0% de hidrocarbonetos; 61% de acidos
livres; estudos demostraram que a espécie tem um potencial promissor como fonte
renovavel de hidrocarbonetos e outros fitoquimicos (Marimuthu et al., 1989).

Foram encontrados nas partes aéreas de A. curassavica cardenolidas,
glicosideos, lignano cardenolideo e lignano cardenolideo acilado (Warashina et al.,
2008); no caule wuscaridina, voruscarina, calotropina, uscarina, triterpendis

esterificados, esterdis esterificados, acido miristico, acido palmitico, acido
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palmitoléico, acido estearico, acido oléico, acido linoléico, acido linolénico
(Groeneveld et al., 1994) e alcaldides nas raizes e partes aéreas dessa planta
(Warashina et al., 2008).

Dhiman (2018) realizou cromatografia gasosa-espectroscopia de massa
(CG-MS) do extrato etandlico de A. Curassavica. Foi constatado a presenga de 49
compostos fitoquimicos diversos, sendo muitos fitoquimicos importantes,
especialmente glicosideos, alcaldides, esterdides e compostos terpenoidais. Os
dados demonstram nao existir residuos de pesticidas no extrato vegetal testado.

Estudo concluido por Shelke e Bhot (2019) determina os compostos
bioativos no extrato etandlico de folha e caule de A. curassavica, através da Analise
de espectrometria de massa por cromatografia gasosa (GC-MS) do extrato etandlico
da folha e caule. Nos testes fitoquimicos mostraram a auséncia de alcaloides e
flavonoides; e a presenca de glicosideos cardiacos, fendis, saponinas, esterodides,
taninos e proteina / aminoacidos. Um total de 18 e 7 compostos foram identificados
no extrato etandlico de folha e caule, respectivamente.

Segundo Ledo (2018), em trabalho com extrato alcodlico de A. curassavica,
colhida em fase reprodutiva, mostrou-se potencialmente efetivo no controle de S.
frugiperda, pois provocou mortalidade de 100% das lagartas nas concentragbes de
1%, 2% e 4%, e 98% na concentragcao de 0,5%, via ingestdo; Além da acgéo de
contato sobre lagartas de 2° instar, nas concentracdes de 1%, 2%, 4% e 6%,
provocando no minimo 85% de mortalidade, 72 horas apds aplicagéo; e agao
fagodeterrente nas concentragcdes de 1%, 2% e 4%, e, na concentragcdo de 4%,
inibindo quase ou completamente a alimentagdo das lagartas, mostrando-se viavel

para ser experimentado a campo.

3.4 Metabdlitos secundarios de plantas

O conjunto de reagdes quimicas que ocorre em cada célula representa o
metabolismo. Os compostos quimicos que sdo formados, degradados ou
transformados ser divididos em metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios
(Waksmundzka-Hajnos; Sherma; Kowalska, 2008) e recebem o nome de metabdlitos
(Simbes et al., 2010).

Metabdlitos primarios dos organismos vivos sdo compostos essenciais a sua

sobrevivéncia como agucares, aminoacidos, acidos graxos, proteinas e lipidios. As
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plantas sdo capazes de produzir outras substancias que lhes garantem vantagens na
sobrevivéncia e perpetuagcdo da espécie no ecossistema, estes denominados
metabdlitos secundarios, as quais ndo necessariamente sdo essenciais ao organismo
(Fonseca, 2001).

Os metabdlitos secundarios tém origem no processo de conversdo da
energia luminosa em energia quimica (Castro; Kluge; Peres, 2005; Maraschin;
Vepoorte, 1999). Segundo Santos (2001) sua produgdo € o resultado de complexas
interagdes entre biossintese, transporte, estocagem e degradacédo. Cada um desses
processos € governado por genes e, portanto, influenciado por trés fatores principais,
sendo eles hereditariedade, estagio de desenvolvimento e ambiente. Diferentes
compostos quimicos podem ser produzidos durante toda a vida do vegetal, em
determinadas épocas e em determinado instante.

Sao0 substancias produzidas em pequenas quantidades, conhecidos por
serem sintetizados em tipos celulares especializados e em distintos estagios de
desenvolvimento. Isso torna seu isolamento e purificagdo mais trabalhosos, além do
fato de seus constituintes quimicos serem extremamente diversos. Uma categoria
quimica caracteristica ou uma mistura delas sdo produzidas em cada familia, género,
e espécie, e elas, desta forma, podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na
classificagao das plantas (Bell et al. 1980; Waksmundzka-Hajnos; Sherma; Kowalska,
2008).

Desempenham diferentes fungdes nos vegetais (Garcia; Carril, 2009), sendo
através deles que a planta responde aos diferentes fatores ambientais, sejam eles
fisicos ou biolégicos, permitindo sua comunicagdo e interacdo com diferentes
organismos, atraindo ou repelindo, sustentando ou destruindo (Martins et al., 1995;
Maraschin; Vepoorte, 1999).

Isso gera uma fungado de protegdo aos ataques de predadores, conferindo a
planta sabores amargos tornando-a indigesta ou venenosa ou atuam como pesticidas
naturais (Gallo et al., 2002). Outras fun¢des vinculadas dizem respeito a conferir cor
em flores e frutos e por possuir importancia na reproducdo ao atrair insetos
polinizadores, ou atraindo animais que utilizam os frutos como fonte de alimento e
contribuem para a disseminagao das sementes (Garcia; Carril, 2009).

Desta forma, evidenciasse dois tipos de resposta: especifica e nao
especifica. A especifica e de curta duracdo ocorre em resposta a um determinado

evento, como por exemplo, na relagdo simbidtica com micro-organismos, quando se
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produzem substancias fendlicas. Ja ndo especifica, fpo ser vista como na produgao
de flavondides, onde possui agao protetora a raios UV, antifungica, antibacteriana e
atrativa a polinizadores, tornando-se necessario durante toda a vida da planta
(Stoessl, 1985; Santos, 2001; Moyna; Menéndez, 2001).

Quando um vegetal é coletado para o estudo desses metabolitos, é visto
variacbes na produgdo desses compostos dentre uma mesma espécie (Falkenberg;
Santos; Simdes, 2010). Isso ocorre em razdo da sintese de metabdlitos secundarios
ser influenciada por diversos fatores. Dentre esses fatores podemos citar a
sazonalidade, ritmo circadiano e desenvolvimento; temperatura; disponibilidade
hidrica; radiagao ultravioleta; nutrientes; altitude; poluicdo atmosférica; indugao por
estimulos mecanicos ou ataque de patégenos alteram a sua quantidade e, muitas
vezes, até a natureza dos constituintes ativos presentes no tecido (Gobbo-Neto;
Lopes, 2007).

Compostos fendlicos, terpenos e alcaloides s&o os trés grandes grupos de
metabdlitos secundarios utilizados na defesa contra estresses bidticos e abidticos
(Taiz; Zeiger, 2009), sendo compostos fendlicos derivados do acido chiquimico e
acido mevaldnico; Terpenos produzidos a partir do acido mevalbnico (no citoplasma)
ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto); Alcaloides provenientes de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido
chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Exemplos de compostos
fendlicos: flavonoides, taninos e ligninas; Exemplos de Terpenos: 6leos essenciais,
saponinas, carotenoides e a maioria dos fitoreguladorres; Exemplos de alcaloides:
nicotina, cafeina e vincristina (Alves, 2001; Peres, 2004).

3.4.1 Compostos fendlicos

O termo polifendis é utilizado para designar compostos que vao desde
taninos condensados altamente polimerizados até simples acidos fendlicos (White et
al., 2010), ou seja, desde moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizagdo (Bravo, 1998). Constitui uma classe de fitoquimicos, comumente
denominada decompostos fendlicos, amplamente difundida no reino vegetal e
distribuida por toda a planta de forma heterogénea (Lin et al., 2016). Os polifenois

conttm numerosas variedades de compostos incluindo os acidos fendlicos,
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flavonoides simples, flavonoides complexos e antocianinas coloridas (Babbar et al.,
2014).

Os compostos fendlicos sao substdncias, em termos quimicos, que
apresentam pelo menos um anel aromatico no qual, ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila (OH-) (Carvalho; Gosmann; Schenkel, 2002),
a qual resulta em uma grande variedade de compostos fendlicos na natureza, os
quais sao categorizados em classes (Balasundram; Sundram; Samman, 2006), € o
fato de ocorrem complexado a carboidratos (mono e polissacarideos), proteinas e
outros componentes vegetais.

Sua classificacdo € dada através de classes, as quais sao divididas de
acordo com o tipo e numero de anéis fendlicos, e em subclasses de acordo com as
substituicdes especificas na estrutura basica, associacbes com carboidratos e formas
polimerizadas, assim sendo dividido em dois grupos desses compostos: 0s
flavonoides e os nao flavonoides, presentes em frutas e vegetais (Farah et al., 2006).
Sao biossintetizados nas plantas por meio de diferentes rotas, sendo as rotas
metabdlicas basicas sédo a rota do acido malbnico e a do acido chiquimico, a qual, o
ultimo citado também participa na biossintese da maioria dos fenois vegetais (Taiz;
Zeiger, 2009).

A importancia destes compostos esta intimamente relacionada com o
mecanismo de as respostas de defesa da planta. Contudo, estes metabolitos
secundarios também desempenham um papel importante noutros processos, como
por exemplo, na ajuda da polinizagdo, como agentes de coloragao para camuflagem e
de defesa contra herbivoros e no exercicio de atividades antibacterianas e
antifungicas contra predadores naturais (Acamovic; Brooker, 2005; Alasalvar et al.,
2001; Velderrain-Rodriguez et al., 2014). O seu espectro de agao abrange bactérias
e fungos, inibindo o seu crescimento, a animais herbivoros, diminuindo a
digestibilidade das forragens e ainda a protecédo das plantas das radiagbes solares
(Lin et al., 2010; Moussa-Ayoub et al., 2011).

3.4.2 Flavoinoides

Flavondides é um grupo de metabdlitos secundarios, de baixo peso
molecular o qual presentes em todas as plantas vasculares, muitas vezes em

concentragbes relativamente elevadas (Sala et al, 2003; Sharma et al, 2008).
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Constituem um grupo amplamente distribuido na natureza e sua presenca nos
vegetais pode estar relacionada com funcgdes de defesa e de atragcdo de polinizadores
(Simdes et al.,, 2010). Com uma classificagdo estrutural baseada em um nucleo
comum de trés anéis, quimicamente, sdo compostos polifendlicos biossintetizados a
partir da via dos fenilpropandides e do acetato, sao fenil-benzopironas (fenilcromonas)
(Nomura et al., 2008).

Ao analisar sua estrutura basica, deparamos com difenilpropano, 15 atomos
de carbono (C6-C3-C6), arranjados em trés anéis registrados como A, B e C, sendo
dois anéis fenolicos substituidos (A e B) ligados através de um anel heterociclico
pirano (anel C) no meio (Sala et al., 2003). Esses metabdlitos sdo subdivididos de
acordo com trés grandes fatores, sendo a natureza quimica da molécula, a variagao
do numero e distribuicdo dos grupos hidroxilas fendlicas ao redor da molécula e os
seus substituintes. Podendo ainda ser baseado em um grupo oxi na posi¢gdo 4, uma
ligacdo dupla entre os atomos de carbono 2 e 3 (C2-C3 ligagao dupla), bem como a
presenga de um grupo OH na posi¢éo 3 (3-OH) do anel C (Sala et al., 2003; Bonfili et
al., 2008).

A origem desses metabdlitos se faz basicamente por duas rotas bioquimicas
diferentes, a do acido chiquimico e a do acetato, via acido malbnico (Quideau et al.,
2011). A exemplo, através da via acido malonico é realizada a partir de uma unidade
de cinamoil-CoA, a qual reage através de reacdes de eliminagdo, catalisada pela
enzima PKS tipo Ill, com trés moléculas de malonil-CoA, formando um policetideo.
Este, através de reagdes de Claisen e enolizagcbes leva a formacdo de anéis
aromaticos, formando os flavondides (Dewick, 2009).

Diversas funcbes sdo desempenhadas pelos flavonodides na planta, entre
elas, protegcdo contra radiagdo ultravioleta B (os pigmentos formados pelos
flavonoides atuam como absorventes da radiagdo UV-B agindo como filtro e evitando
que a radiagao incida sobre outras moléculas celulares como o DNA) e produgéo de
fitoalexinas contra ataques microbianos. E importante destacar os isoflavonodides,
flavonas e flavanonas que inibem o crescimento das micelas, esporos e particulas
virais (Déres, 2007). Sendo assim, sdo caracterizados como importantes agentes de
defesa contra insetos e microrganismos fitopatogénicos, como virus, bactérias e
fungos, atuando como defensores naturais das plantas na forma de resposta quimica

a invasao de patogenos (Zuanazzi, 2000; Yao-Lan et al., 2002).
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3.4.3 Terpenos

Pertencentes ao maior grupo de metabdlitos secundarios, os terpenos ou
terpendides sdo derivados do isopreno (C5). Sdo classificados em monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos
(C40) (Dewick, 2009). Constituem uma classe de produtos naturais obtidos das
plantas que apresentam uma grande variedade estrutural e funcional (Raven et al.,
2001; Phillips et al., 2008). Estes sado formados pela fusdo de unidades isoprénicas de
cinco carbonos, os quais quando submetidos a altas temperaturas podem se
decompor em isoprenos, desta forma pode-se referi-los todos os terpenos como
isoprenoides (Taiz; Zeiger, 2009).

Em organelas diferentes da célula vegetal ocorrem as duas rotas principais
na biossintese de terpenos. Na rota do acido mevalbnico trés moléculas de acetil-CoA
reagem para formar o acido mevaldnico no citoplasma, apos sofrer reagdes de piro-
fosforilacdo, descarboxilagdo e desidratagdo, resulta no isopentenil-difosfato (IPP)
(Taiz; Zeiger, 2009). Na rota do MEP, ocorre a reagdo de condensagdo entre uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato e piruvato que origina o DMAPP o qual converte
em seu isdmero IPP (Dewick, 2009).

O IPP e seu isbmero DMAPP sao os precursores na biossintese dos
terpenos. Existem combinagdes, também, por meio de reacdes de condensacgao para
formar moléculas maiores (Taiz; Zeiger, 2009; Garcia; Carril, 2009; Dewick, 2009). De
acordo com o numero de unidades de isopreno, onde através dela é feita a
classificagdo dos terpenos, vao se ligando entre si, orientadas em sentido inverso
(cabega-cauda) podendo ser: hemiterpenoides (C5), monoterpenoides (C10),
sesquiterpenoides (C15), diterpenoides (C20), triterpenoides (C30) e carotenoides
(C40) (Peres, 2004; Oliveira; Godoy; Costa, 2003).

Principais constituintes dos Oleos essenciais, 0os monoterpenos sé&o
importantes na industria de perfumes e fragrancias. Dentre seus compostos, muitos
atuam como herbicidas, pesticidas, agentes antimicrobianos e agentes
anticarcinogénicos em alimentos. Em razdo de serem biodegradaveis sao utilizados
também no controle de pragas (Silva, 2005). Compostos por duas unidades de
isopreno, baixo peso molecular, costumam ser volateis, sendo, portanto, os
constituintes dos Oleos essenciais e das esséncias volateis, tem funcgdes

principalmente na atracido de polinizadores. Esses compostos podem ser isolados
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através de destilacdo ou extracdo e atualmente sdo conhecidos mais de 1.000
monoterpenoides naturais (Oliveira; Godoy; Costa, 2003).

Cerca de 5000 compostos, os sesquiterpenos sao a classe de terpenos com
maior numero de representantes. Estdo presentes em O6leos essenciais de varias
plantas, varios sdo conhecidos por suas atividades biologicas, dentre eles destacam-
se 0 beta-bisaboleno e o bergamoteno (que tém agado alelopatica, inibindo o
crescimento de raizes), o capsidiol e o hemigossipol (fitoalexinas, substancias que
atuam no sistema de defesa das plantas) e o debneiol, que apresenta atividade
fungitotoxica (Seigler, 1998; Guedes, 2004). Sendo assim, em geral, podem atuar
como compostos antimicrobianos contra fungos e bactérias (fitoalexinas) e anti-
herbivoria (Niero; Malheiros, 2007).

Os diterpenoides compreendem um grande grupo de compostos nao
volateis, possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os
horménios, acidos resinicos e agentes anticancerigenos (Robbers; Speedie; Tyler,
1997; Croteau; Kutchan; Lewis, 2000; Oliveira; Godoy; Costa, 2003). Peres (2004)
descreve que talvez o principal papel desempenhado por um diterpeno a importante
classe de horménio vegetal, responsavel pela germinagdo de sementes, alongamento
caulinar e expansdo dos frutos de muitas espécies vegetais. Também possui de
importantes farmacos como o taxol (agente anticancerigeno) e forskolin (composto
utilizado no tratamento de glaucoma) (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010). Euforbiaceas
possuem o latex rico em diterpenos do tipo éster de forbol, que possuem atividade
citotdxica, como por exemplo o casbeno éster de forbol, encontrado em Ricinus
communis, composto com certificada atividade antifungica (Dewick, 2009).

Componentes das resinas, latex, ceras e cuticula das plantas, os triterpenos
possui uma importante classe de substancias, tanto para vegetais quanto para
animais. Os esteroides sdo componentes dos lipidios de membrana e precursores de
hormonios esteroides em mamiferos, plantas e insetos. Outra classe importante de
triterpenos sdo as saponinas que desempenham um importante papel na defesa
contra insetos e microorganismos (Peres, 2004). Os limondides sao triterpenos que
possuem caracteristicas amargas e atuam contra herbivoros. A azadiractina € um
potente repelente de insetos usado na industria alimenticia e na agricultura para o
controle de pragas. Os esterdides sdo formados a partir dos triterpenos. Eles
participam da formacdo das membranas celulares na planta. A ecdisona € um

esterdide que possui fungéo protetora contra insetos (Garcia; Carril, 2009).
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Carotenoides e xantofilas, sdo exemplos de tetraterpenos, as quais séo os
pigmentos intimamente ligados aos processos fotossintéticos e especialmente, na
pigmentacao de flores e frutos. Existe ainda um grupo complexo de terpenos cujas
moléculas sao resultantes da sintese de mais de oito unidades de isoprenoides, ou
seja, com mais de 40 carbonos na sua estrutura, estes s&do chamados de
politerpenoides, que contém compostos como coenzima Q10 ubiquinona,
poliprenoides e polimeros longos encontrados, por exemplo, no latex Robbers;
Speedie; Tyler, 1997; Croteau; Kutchan; Lewis, 2000; Oliveira; Godoy; Costa, 2003).

3.4.4 Compostos Nitrogenados

Os alcaloides sao compostos organicos ciclicos que possuem ao menos um
atomo de nitrogénio (N) em um estado de oxidagdo negativo e cuja distribuicdo é
limitada entre os organismos vivos. Compostos ativos encontrados
predominantemente em angiospermas (Henriques; Kerber; Moreno, 2002), séo
derivados de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sao derivados do
acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos como a ornitina e a lisina
(Peres, 2004), podendo ser classificados de acordo com o0 aminoacido precursor e
sua forma estrutural (Dewick, 2002).

De baixa massa molecular e caracteristicas alcalinas, sdo compostos
nitrogenados ativos, com facilidade no isolamento e a purificagdo destes compostos.
Contudo, o grau de basicidade depende da estrutura molecular do alcaloide e da
presenga e localidade de outros grupos funcionais. (Dewick, 2009). De acordo com
alguns trabalhos, esses metabdlitos sdo de grande interesse para os pesquisadores,
devido a heretogeneidade quimica do grupo, a distribuigao restrita na natureza e ao
grande potencial bioativo (Robbers; Speedie; Tyler, 1997).

Aproximadamente 14,2% dos géneros de plantas superiores (Cordell; Quinn-
Beattie; Farnsworth, 2001), principalmente em diversas partes de um vegetal como
em tecidos com crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas
vasculares e vasos lactiferos Sdo encontrados alcaldides (Simbes et al., 2010).
Conhecidos por serem compostos soluveis em agua e apresentam varias atividades
biolégicas, como exemplo a atividade inseticida na protegdo da planta contra insetos

predadores (Taiz; Zeiger, 2009).
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Na biossintese dos alcaloides os principais aminoacidos envolvidos sao
ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina, triptofano, acido antranilico e histidina
(Dewick, 2009). As enzimas triptofano na sua rota biossintética descarboxilase e
tirosina descarboxilase modificam estes aminoacidos transformando-os em
precursores de alcalbides e desviando-os do processo de sintese de proteinas (Porto,
2009). Na planta no periodo de floragdo sado encontrados quantidades maiores de
alcaloides, porém as partes mais ricas em alcaloides sao as sementes, o que indica

que a planta madura € mais téxica (Sandini; Udo; Spinosa, 2013).

3.5 Maceracao e extracgao liquido-liquido

A fim da obtencdo de compostos quimicos a partir das plantas ou das suas
partes vegetais, a extracdo € uma etapa fundamental, onde através do uso de uma
técnica adequada € fundamental para separacao e/ou purificacdo, identificacdo e
caracterizagdo de compostos bioativos, além de evitar a sua perda ou degradagao
(Sasidharan et al., 2011; Jin Dai; Mumper, 2010; Gurib-Fakim, 2006). Estudos
comprovam que na seleg¢ao do solvente, a escolha do mais apropriado tem por base a
sua seletividade em relacdo as substancias a serem extraidas (Seidel, 2006).
Extracbes podem ser seletivas ou totais, quando seletivas um solvente de polaridade
adequada é utilizado para extrair seletivamente os constituintes do material vegetal.
Ja quando totais, um solvente organico polar (como metanol, etanol, ou mistura de
alcool e agua) é usado para faciltar e maximizar a extracdo de possiveis
componentes a partir da amostra vegetal (Seidel, 2006).

Maceracdo € descrita com a fungdo da operagdo na qual a extracdo da
matéria-prima vegetal realiza-se em recipiente fechado, em diversas temperaturas,
durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitagdo ocasional e sem
renovacgao do liquido extrator (Dar, 1981; Simdes et al., 2010). Nesta operacao, pela
sua natureza ndo reduz ao esgotamento a matéria-prima vegetal, seja devido a
saturacao do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre o
meio extrator e o interior da célula. Deste modo, € imprescindivel evitar o emprego de
agua ou de misturas hidroalcoolicas com concentragdes etandlicas inferiores a 20%,
dadas as circunstancias favoraveis a proliferacédo microbiana. Simdes et al., 2010).

Sendo assim, o principio do processo compreende-se em manter o vegetal

em contato com o solvente. Rendimento extrativo apresenta sensivel tendéncia a
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diminuir com o tempo, pois a capacidade extrativa € dependente de um gradiente de
concentragdo (Dar, 1981; Voigt; Bornschein, 1982; Prista; Alves; Morgado, 1996;
Ansel et al., 2000; Simdes et al., 2010). Alguns fatores que influenciam a eficiéncia da
maceragao, sendo os principais vinculados ao material vegetal, ao liquido ou misturas
de liquidos extratores e as condigbes do sistema, em conjunto (Dar, 1981; Voigt;
Bornschein, 1982; Prista; Alves; Morgado, 1996; Ansel et al., 2000; Simdes et al.,
2010).

Na Técnica de extracao liquido-liquido, também descrito como método de
particao de solvente, € um processo de separagao e/ ou purificacdo de componentes
(solutos) de uma mistura liquida (solu¢cdo), que se transferem para um liquido
imiscivel ou parcialmente miscivel, o solvente, quando este entra em contacto direto
com a mesma (solugao) (Ignat; Volt; Popa, 2011; Dutta, 2007). Através da afinidade
ou seletividade a um ou mais componentes da mistura ou solugédo e uma densidade
diferente é escolhido o solvente a ser utilizado (Otsuka, 2006).

Ocorre a particdo da amostra entre duas fases imisciveis (organica e
aquosa). A eficiéncia da extragao esta atrelada a afinidade do soluto pelo solvente de
extragdo, da razdo das fases e do numero de extragdes (Queiroz; Collins; Jardim
2001). Apos a obtencao do extrato, os métodos de particdo entre solventes eliminam
uma grande parte do material indesejado. Testes biologicos combinados a esta
técnica resulta em fragdes enriquecidas com a substancia desejada (Hostettmann;
Queiroz; Vieira, 2003). Este extrato pode ser submetido a um processo de partigao
liquido-liquido, com solventes de polaridade crescente, visando uma separagao
(semipurificacdo) das substancias através de suas polaridades (Yunes; Calixto, 2001).

A extracao liquido-liquido é eficaz no uso como uma das primeiras etapas de
separacao de extratos de produtos naturais, permite obter informacdes preliminares
sobre a polaridade e classes existentes dos componentes biologicamente ativos num
extrato. Contudo, apresenta como desvantagens, como a utilizagdo de grandes
volumes de solventes; impurezas concentradas sendo necessaria a utilizagao de
solventes com elevado grau de pureza; etapas adicionais de evaporagao para
remover o excesso de solvente; determinagcdo de um solvente adequado para cada
amostra; alta probabilidade de contaminacdo durante o processo; tempos de
extracdo, principalmente quando se forma emulsdes sendo dificil a separacdo das

duas fases e possibilidade de degradacao dos compostos mais sensiveis; finalizando,
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nao € um método adequado para utilizar como etapa final de separagao (Ajila et al.,
2011; Otsuka, 2006; Garcia-Salas, et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE),
em Presidente Prudente — SP, no Laboratério de Entomologia Agricola (L.E.A.), em
sala climatizada, a temperatura de 26,0°C £ 1,0°C, umidade 60% * 10% e fotofase
de 12 horas; casa de vegetagdo climatizada a temperatura de 25,0°C £ 1,0°C,
umidade 70% * 5%; campo, constando para seu desenvolvimento os procedimentos

a segquir descritos.

4.1 Criagao de Spodoptera frugiperda

Os insetos usados no estudo foram provenientes da criacao estabelecida no
LEA-UNOESTE. Na criagcdo, as mariposas emergentes foram acondicionadas em
caixa de plastico (gaiolas) com 32,5 x 37,5 x 55,5 (AxLxC), revestidos internamente
com papel filtro, mantidas em temperatura de 26,0°Ct 1,0°C, umidade relativa (UR)
60+£10% e fotofase de 12 horas.

As mariposas foram alimentadas diariamente com mel a 10%, acondicionado
em placas de Petri com algodao para a alimentagédo por capilaridade. As posturas
foram transferidas para potes plasticos de 75 ml com tampa contendo dieta artificial
(Parra, 2001). A partir da criagdo massal, foi obtido ovos e posteriormente as

lagartas que foram utilizadas no experimento.

4.2 Confeccao dos extratos

Para a obtencdo do extrato, plantas no estadio reprodutivo de A.
curassavica foram coletas no campus 2 da Universidade do Oeste Paulista
(UNOESTE) na cidade de Presidente Prudente SP, e na area rural de Faxinal PR.
Apesar de tecidos mais novos geralmente possuem maior taxa biossintética de
metabdlitos (Hartmann, 1996), nota-se uma correlagcéo inversa entre alta atividade
metabdlica e producao de aleloquimicos, isto significa que existe um decréscimo na
producdo de metabdlitos secundarios em periodos de crescimento tecidual rapido
(Waterman; Mole, 1989), por isso plantas no estadio reprodutivo apresentam uma

maior quantidade de metabdlicos secundarios.
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ApoOs coleta, as plantas foram armazenadas em sacos de papel Kraft e
secas em estufa de ar circulante a 60°C por 48h, ao final obtendo matéria verde e
matéria seca de 12,724 kg e 3,888 kg respectivamente. Posteriormente, trituradas
(moidas) por um moinho de facas do Tipo Willye, até a granulometria de 0,45 mm,
para a obtencdo um pd fino, que foi armazenado em recipientes de vidro
hermeticamente fechados, mantidos em temperatura de 24°C sem a presencga de luz
até a manipulagao dos extratos.

O po obtido da planta passou por processo de maceragdo durante uma
semana com solugéo de etanol 96° para posterior filtragem. A filtragem foi realizada
em funil de vidro convencional, utilizando-se como filtro, o papel de germinagéo.
Apods a filtragem, o etanol 96° foi reposto no frasco até cobrir 4 cm do volume
preenchido pelo pd. Esse procedimento foi repetido até atingir a exaustdo na 7
vezes, onde ocorreu a maxima perda de coloragdo do extrato no momento da
filtragem, visando a obtengao do extrato etandlico (Santana et al., 2013).

Apods o processo completo de filtragem, todo o solvente foi evaporado sob
pressao reduzida no rotaevaporador, para a obtengao do extrato etandlico bruto da
falsa-erva-de-rato, obtendo 237 gramas do mesmo, concluindo um rendimento de
1,86% entre a matéria verde e o extrato. A eliminagao de todo alcool era confirmada
levando o extrato bruto na capela de exaustdo por 3 dias, sendo diariamente
pesado. A constancia do peso confirmava a ndo presenca do solvente.

O extrato etandlico bruto foi armazenado em recipientes de vidro
hermeticamente fechados, envoltos em papel aluminio, mantidos em temperatura de
24°C sem a presenca de luz, onde permaneceram até a utilizagdo do mesmo nos

diferentes ensaios.

4.3 Acao do extrato etandlico de A. curasssavica sobre os insetos e plantas em
casa de vegetacao climatizada

A metodologia foi realizada a partir da descrita por Souza, Favero E Conte
(2010), adaptada. Para verificar a agdo do extrato etandlico de A. curasssavica
sobre os insetos e plantas, sem interferéncia de fatores externos, foi conduzido um
ensaio em casa de vegetagao climatizada. Os testes foram executados em plantas
de milho cultivadas em vasos mantidos a 25 + 1 °C de temperatura e 70 + 5 % de

umidade relativa do ar. Foram semeadas em tubetes (280ml) sementes milho 30F53
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(Pionner®), onde ficaram por 7 dias. Apos, os milhos vigorosos foram transferidos
em vasos com capacidade para 8 L, preenchidos com latossolo vermelho, utilizando
adubagao quimica de acordo com as recomendagdes agrondmicas para cultura,
umidade do solo foi mantida por meio de irrigagdes manuais diarias.

Os tratamentos foram: extrato etandlico de A. curassavica com
concentragdes 0,5%, 0,25% e 0,1% diluidos em agua destilada e tensoativo (Haiten,
ARYSTA®, 0,02mL/L, além dos controles agua destilada + Haiten ARYSTA® e
controle quimico com flubendiamida BELT® (BAYER) i.a. 480g/L na dose de 150 ml
p.c./ha. Antes da pulverizagédo, foram realizadas as infesta¢des artificiais com uma
lagarta de 2° instar no interior do cartucho de cada planta, a qual ocorrera apés 15
dias da emergéncia das plantas (1 lagarta/planta).

A aplicacado por pulverizacao foi realizada as 8 horas da manha, uma vez
para cada tratamento com volume de calda estimado em 150 L/ha. O equipamento
utilizado foram trés pulverizadores manuais de compressao preévia, a fim de evitar
contaminagao dos tratamentos, modelo PCP-1P 1,2L (GUARANY®), com ponta de
pulverizagao do tipo leque 80.02 a 43,5 psi (libras por polegada quadrada). Cada
vaso foi mantido sob protecdo de tecido tipo voil (1m?) e uma elastico na base do
vaso a fim de evitar a fuga do inseto e entrada de outros insetos.

O volume de calda estimado em 200 ml por tratamento ou 10 ml por planta,
0 que corresponde ao volume de calda de 600 L/ha, considerando uma populagao
média de 60000 plantas/ha no espacamento de 0,5m x 0,30 m.

Foram utilizados 5 tratamentos num total de 100 vasos, sendo 20 repeticoes
para cada tratamento em delineamento experimental inteiramente causalizado. Apos
a pulverizagao foram realizadas avaliacbes de dano - utilizando uma escala visual
adaptada da proposta por Smith, Khan e Pathak (1994) (Tabela 2).

Para fitotoxicidade foi utilizado a “escala percentual de fitotoxicidade”
adaptada de Frans e Crowley (1986) (Tabela 3), sendo as notas de ambos
parametros atribuidas apds o 3°, 6°, 9° 12° dias da infestacdo. A mortalidade das
lagartas foi avaliada durante os primeiros dias (24, 48 e 72 horas) apds a
pulverizacdo, e apos esse periodo a avalicao foi semanal, até a formacdo das

pupas.
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TABELA 1 — Escala de notas de danos por S. frugiperda, adaptada por Smith; Khan;
Pathak (1994)

Nota Danos causados nas folhas
0 Sem danos visiveis.
1 Com pontuacdes em folhas novas.
2 Com pontuacdes e pequenos orificioes circulares no cartucho.
3 Com pontuagdes, pequenos orificios e lesbes alongadas com até 1,3 cm no

cartucho e folhas enroladas.
Lesdes entre 1,3-2,5 cm no cartucho.
Lesbes maiores que 2,5 cm e/ou poucos orificios irregulares nas folhas.
Lesdes nas folhas e muitos orificios irregulares.
Muitas lesdes de diversos tamanhos.

Muitas lesdes de médio e grande tamanho.

© 0 N O O H

Folhas totalmente destruidas.

TABELA 2 — Escala percentual de fitotoxidade, adaptada de Frans e Crowley (1986).

(%) Descrigao das Descrigao detalhada da fitotoxidade na cultura
categorias
principais
0 Sem efeito Sem injuria ou reducéo
10 Leve descoloracio ou atrofia
20 Efeito leve Alguma descoloragao ou atrofia, ou perda por atrofia
30 Injuria mais pronunciadas, mas ndo duradoura
40 Injuria moderada, mas normalmente recupera-se
50 Efeito moderado Injuria mais duradoura, recuperagao duvidosa
60 Injuria duradoura, sem recuperagao
70 Injuria pesada, redugéo de estande
80 Efeito severo Cultura proxima da desnutricado-poucas plantas vivas
90 Raramente resta algumas plantas
100 Efeito total Desnutricdo completa da cultura

4.4 Avaliagcao da agao translaminar de A. curassavica

Foi avaliado a agao translaminar do extrato etandlico de A. curasssavica
sobre as plantas, sem interferéncia de fatores externos, onde foi conduzido em casa
de vegetacao climatizada. Foi utilizado plantas de milho cultivadas em vasos, e

mantidos a 25 + 1 °C de temperatura e 70 + 5 % de umidade relativa do ar.
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Foram semeadas em tubetes (280ml) sementes milho 30F53 (Pionner®),
onde ficaram por 7 dias. Apds, os milhos vigorosos foram transferidos em vasos com
capacidade para 8 L, preenchidos com latossolo vermelho, com uso de adubacio
quimica de acordo com as recomendagdes agrondmicas para cultura e a umidade
do solo foi mantida por meio de irrigagées manuais diarias.

Nesse ensaio os tratamentos foram: extrato etandlico de A. curassavica com
concentragdes 0,5%, 0,25% e 0,1% diluidos em agua destilada e tensoativo (Haiten,
ARYSTA®, 0,02mL/L, além dos controles agua destilada + Haiten ARYSTA® e
controle quimico com flubendiamida BELT® (BAYER) i.a. 480g/L na dose de 150 ml
p.c./ha, cada tratamento continha 20 vasos (repeticdes) em delineamento
experimental inteiramente casualizado.

Apods 20 dias da emergéncia do milho, a primeira folha abaixo da folha com
colar visivel foi seleciona de cada planta. Essa folha foi feita infestagdes artificiais
com uma lagarta de 2° instar na folha selecionada de cada planta de milho. Para
impedir a fuga do inseto, foi confeccionado uma bolsa de tecido (voil)(10 cm de
didmetro e 12 cm de comprimento), presa entre a bainha e o limbo foliar.

Apo6s 24 horas da infestagcdo, com o auxilio de um pincel, o extrato foi
aplicado na superficie adaxial das que possuir os insetos, considerando que a
penetracdo das lagartas se realiza, preferencialmente, pela face abaxial das folhas
(Imenes et al., 1990).

Foram realizadas avaliagbes 24horas, 48 horas e 72 horas apds a
inoculacdo das lagartas nas folhas. O efeito antialimentar foi avaliado com base na
area consumida apos 3 apds a inoculagao das larvas, utilizando uma escala visual
adaptada da proposta por Smith; Khan; Pathak (1994) (Tabela 1). Considerava-se a
lagarta morta quando tocadas com pincel de cerdas finas e ndo se observava

movimento.

4.5 Avaliacao da agao sistémica via foliar

Esse ensaio foi realizado a fim de verificar a acdo sistémica do extrato
etandlico de A. curasssavica sobre as plantas, eliminando a interferéncia de fatores
externos, pois foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada (Gomes, 2017).
Plantas de milho cultivadas em vasos seréo utilizadas no ensaio, foram mantidos a

25 + 1 °C de temperatura e 70 + 5 % de umidade relativa do ar.
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Sementes milho 30F53 (Pionner®) foram semeadas em tubetes (280ml) e
permaneceram por 7 dias. Apds, os milhos vigorosos foram transferidos em vasos
com capacidade para 8 L, preenchidos com latossolo vermelho e adubacio quimica
recomendada para cultura e a umidade do solo foi mantida por meio de irrigagcbes
manuais diarias.

Nesse ensaio os tratamentos foram: extrato etandlico de A. curassavica com
concentragdes 0,5%, 0,25% e 0,1% diluidos em agua destilada e tensoativo (Haiten,
ARYSTA®, 0,02mL/L, além dos controles agua destilada + Haiten ARYSTA® e
controle quimico com tiametoxam Engeo pleno (SYNGENTA®) i.a. 141 g/L na dose
de 200 ml p.c./ha.

Em todos tratamentos foram aplicados com 20 repeticdes, representado por
cada vaso em delineamento experimental inteiramente casualizado. No vigésimo dia
apos emergéncia, em cada planta foi infestada com 1 lagartas de segundo instar.
Apoés 24 horas, quando comegaram a aparecer as raspagens nas folhas, sinal de
que a praga se estabeleceu, foi aplicado no solo, proximo ao colo da planta, 10 ml
de cada tratamento com auxilio de uma seringa cirurgica.

A analise dos resultados foi realizada apdés uma semana da aplicacdo dos
tratamentos, avaliando o dano, utilizando uma escala visual adaptada da proposta
por Smith; Khan; Pathak (1994) (TABELA 1) e avaliando a taxa de mortalidade das

lagartas.

4.6 Bioensaio de interferéncia de oviposi¢ao da S. frugiperda sobre ambiente

contendo extrato etandlico de A. curassavica

Neste ensaio, foi realizado sem chance de escolha, apenas entre ambientes
tratados com o extrato. Esses testes tiveram como objetivo determinar se o extrato
tem acao de atratividade a oviposicdo em ambientes contento o extrato de A.
curassavica.

Este bioensaio foi conduzido no LEA-UNOESTE em sala climatizada sobre a
temperatura de 26,0°C+ 1,0°C, umidade relativa (UR) 60+10% e fotofase de 12
horas. Foram utilizadas pupas da criagao laboratorial sobre sala climatizada, onde
as mesmas foram observadas em lupa binocular para a determinagcado do sexo. As

pupas que apresentaram duas protuberancias arredondadas no 9° segmento foram
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determinadas como macho e as pupas que apresentaram uma linha entre o 8° e 9°
segmento foram determinadas como fémeas (Butt; Cantu, 1962). Apos 24 horas as
pupas foram acondicionadas em placas de Petri.

Casais de mariposas emergentes de mesma idade foram acondicionados
em gaiolas de PVC (10 cm de didmetro x 15 cm de altura) em numero de 7 para
cada tratamento, sendo as gaiolas revestidas com papel-filtro para oviposi¢cdo das
fémeas. As solugdes contendo extrato foram preparadas com agua destilada e
extrato bruto nas concentragbes de 0,5%, 1%, 2% e 4%, entdo posteriormente
aplicado sobre o papel filtro de cada gaiola nos testes com e sem chance de
escolha.

Cada casal foi alimentado com solugdo aquosa de mel a 10%. As gaiolas
contaram com tampas em sua extremidade superior e com tecido tipo voil, tendo sua

base fechada com filme plastico com auxilio de fita adesiva.

4.7 Avaliacao da bioatividade de A. curasssavica sobre oviposigao

Para este ensaio, foram utilizadas gaiolas de PVC (10 cm de diametro x 15
cm de altura) em numero de 7 para cada tratamento, sendo as gaiolas revestidas
com papel-filtro para oviposicdo das fémeas.

Cada gaiola de PVC de cada tratamento 100% revestido de papel-filtro, onde
foi aplicado solugédo contendo o extrato de A. curasssavica. Sendo agua destilada a
testemunha, foram aplicada solu¢cdo contendo o extrato (0,5%, 1%, 2% ou 4%) e
flubendiamida i.a. 480g/I.

As posturas foram recolhidas diariamente, transferidas para recipientes
plasticos e armazenadas em sala climatizada. Os ovos referentes ao segundo dia da
postura de cada ambiente dentro de cada tratamento foram contados, a fim de
avaliar a preferéncia de oviposicédo, acondicionados em potes plasticos de 75 ml até
a eclosdo das lagartas, a fim de se calcular a sua viabilidade a partir da

porcentagem de ecloséo.
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4.8 Acao do extrato etandlico de A. curasssavica sobre os insetos e plantas ao

campo

A fim de verificar a agdo do extrato etandlico de A. curasssavica sobre o0s
insetos e plantas ao campo, foi conduzido esse ensaio em campo na Area
Experimental da Faculdade de Agronomia da UNOESTE, Campus Il em Presidente
Prudente/SP, altitude de 475 m, em Latossolo Vermelho eutrdfico, tipica textura
argilosa.

A semeadura da cultura de milho foi realizada em dois anos distintos, com 3
ensaios. Primeiro no dia 22 de Outubro de 2019, segundo no dia 19 de novembro de
2019, e terceiro no dia 5 fevereiro de 2020 de forma mecanizada utilizando a cultivar
30F53 (Pionner®) utilizando o espagamento 0,50 m x 0,3m, profundidade de 5 cm
realizada sobre a palhada com uso plantadeira John Deere® 1107. A unidade
experimental do milho de cada ensaio foi constituida de blocos casualizados com 5
tratamentos e 4 repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida por 4
linhas e tamanho 4x5 metros (20 m?), onde considerou-se as 2 linhas centrais como
area util.

Os tratos culturais foram os recomendados para a cultura, sendo as capinas
realizadas até o final do experimento. Devido aos baixos indices pluviométricos que
ocorreu na regido nos anos experimentados, foi utilizado a irrigagao até 15 dias apos
semeadura, através do uso de aspersores, suplementando a demanda hidrica
exigida pela cultura na fase inicial de seu estabelecimento.

O monitoramento foi realizado de 3 em 3 dias pds emergéncia das plantas,
até atingir nivel de controle, onde foi pulverizado nas parcelas com os respectivos
tratamentos. Apds pulverizacao foi monitorado 1 vez por semana até ao termino de
21 dias poés aplicagdo. Foi monitorado através a avaliagdo visual do dano e de
lagartas em plantas. Plantas com menos de 30 dias deve-se controlar o inseto
quando houver 20% de plantas atacadas. Para plantas de 40 e 60 dias deve-se
controlar com 10% de plantas atacadas conforme Rosa (2010).

Para avaliacao foi selecionado 20 plantas ao acaso por parcela. Foi avaliado
0 numero de plantas, numero de folhas e altura. Os danos nas plantas de milho
foram avaliados utilizando uma escala visual adaptada da proposta por Smith; Khan;
Pathak (1994), avaliacdo de fitotoxicidade utilizando a “escala percentual de

fitotoxicidade”, adaptada de Frans e Crowley (1986).
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Nas aplicagdes do bioenseticida foram utilizadas a dose de 0,90 L para o
volume de 150 L ha-1 para manter a mesma concentragédo das caldas utilizadas. Os
tratamentos do primeiro ensaio foram: extrato etandlico de A. curassavica com
concentragdes 1%, 2% e 4% diluidos em agua destilada e tensoativo (Haiten
ARYSTA®, 0,02mL/L, além dos controles agua destilada+ Haiten ARYSTA®,
controle quimico com flubendiamida BELT® (BAYER) i.a. 480g/L na dose de 150 ml
p.c./ha. No segundo e terceiro bioensaio seguiram os mesmos métodos
supracitados, diferenciando apenas em relacdo as concentragdes do extrato
etandlico de A. curassavica, onde foi ensaiado com 0,5%, 0,25% e 0,1%.

A aplicacdo foi realizada uma unica vez em todos ensaios assim que 0s
mesmos atingiram o nivel de controle da populagdo de S. frugiperda. As condigbes
climaticas preferiveis e horario da aplicacdo foram de temperatura 30 °C, umidade
relativa 60% e ventos de até 3 km h-1. O equipamento utilizado foram trés
pulverizadores manuais de compressao prévia, a fim de evitar contaminacdo dos
tratamentos, modelo PCP-1P 1,2L (GUARANY®), com ponta de pulverizagéo do tipo
leque 80.02 a 43,5 psi (libras por polegada quadrada).

4.8.1 Avaliagcao de mortalidade A. curasssavica sobre os insetos e sua persisténcia

em plantas

Esse ensaio foi realizado para todos experimentos ensaiados a campo,
supracitados no topico “Acdo do extrato etandlico de A. curasssavica sobre o0s
insetos e plantas ao campo”. Para avaliagdes de mortalidade e persisténcia foram
coletas duas folhas de quatro plantas por parcela de cada tratamento no intervalo de
0 e 48 horas apos a aplicagao, assim formando dois ensaios: primeiro logo apés a
aplicacédo a campo (0 horas) e o segundo 2 dias apos aplicagao (48 horas).

As plantas de milhos foram levadas ao laboratério em sala climatizada, a
temperatura de 26,0°C £ 1,0°C, umidade 60% * 10% e fotofase de 12 horas, onde
foi retirada 2 folhas/planta. Posteriormente, as folhas foram cortadas em formato
quadrado com 9 cm? As folhas cortadas de milho foram colocadas em potes
plasticos e oferecidos para lagartas de segundo instar de S. frugiperda, sendo 1
disco por lagarta. Apds o terceiro dia, foi oferecido dieta artificial (Parra, 2001) para

todas as lagartas.
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Foi avaliado o consumo alimentar, peso larval (3°6°9° e 12° dia), peso de
fezes e mortalidade. A avaliacdo de mortalidade procedeu até a fase de pupa.
Considerava-se a lagarta morta quando tocadas com pincel de cerdas finas e ndo se

observava movimento.
4.9 Obtencao das fragoes

Foi utilizado método descrito por Costa et al (2017). Foi pesado 40 gramas
do extrato etandlico bruto de Asclepias curassavica e solubilizado em 300,00 ml de
agua deslitalada e 100,00 ml de metanol (3:1). Através do processo de extragcéo
liquido-liquido com solventes de polaridade crescente, hexano (6x 200,00ml),
diclorometano (6x 200,00ml) e acetato de etila (6x 200,00ml) em funil de seperacao
visando a semipurificacao das substancias através da sua polaridade.

Sendo assim, foi adicionado primeiramente a solugdo do extrato etandlico
bruto solubilizada (agua:metanol) no funil de separagdo, posteriormente cada
solvente de acordo com a ordem de polaridade, apés, funil foi fechado, agitado por
trés vezes e aberto para a liberagdo da pressdo e formacdo das duas fases
imisciveis.

Cabe esclarecer que cada solvente foi parcionado em 6 vezes, como ja
supracitado acima, onde uma parcela de solvente era adicionada junto a solugao do
extrato etandlico bruto solubilizada (agua:metanol) por vez. Ao final de cada
separagao através do funil, a solugcdo solubilizada voltava ao baldo para ser
adicionado a uma nova parcela de solvente e a fase com solvente era armazenada.
Ao termino da sexta parcela de cada solvente, passave-se para o proximo
respeitando a ordem de polaridade.

A fase que continha o solvente armazenado foi coletada e acondicionada em
recipientes de 3 litros fechados hermeticamente, sendo esse procedimento realizado
em todas repeticbes para cada solvente. Posteriormente, as fragbes foram
evaporadas sob pressao reduzida no rotaevaporador (600 mm hg) e temperatura de
banho de 45° C para eliminagdo dos residuos dos solvemtes e concetragdo das
fragdes (Cechinel Filho; Yunes, 1998). Ao final, foram obtidas as fragdes: hexano,

diclorometano, acetato de etila e extrato residual.
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4.9.1 Bioensaio de contato do extrato etandlico de A. curassavica

Para verificar a acao de contato do extrato etandlico de A. curassavica
sobre os insetos, foi conduzido um ensaio contendo S frugiperda no segundo instar.
Sera avaliado tratamentos contendo extrato bruto e fracionado previamente diluidos
em agua destilada. Utllizando uma seringa Hamilton, foram colocadas
individualmente lagartas em recipientes plasticos de 75 ml, e em seguida aplicada
uma gota de aproximadamente 0,1 pl de extrato no dorso de cada lagarta uma unica
vez. Apos, as lagartas foram inoculadas em dieta artificial, conforme Parra (2001), e

entdo observadas (Tabela 3).

TABELA 3 Tratamentos contendo extrato etandlico e fragcbes de A. curassavica
aplicados sobre o dorso de lagartas de S. frugiperda de segundo e quinto instar, na
dose de 0,1 pl.

Tratamentos Concentragao do extrato Polaridade
Testemunha - -
Hexano 0,5% 0
Diclorometano 0,5% 3,4
Acetato de etila 0,5% 4,3
Extrato residual 0,5% -
Extrato bruto 0,5% 5,2

Apods a aplicagao do extrato, foi feita a contagem das lagartas mortas, para a
determinacdo da mortalidade larval ocasionada pelos tratamentos. As observacgdes
deram-se apoOs os seguintes intervalos: 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8
horas, 10 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas. Para cada tratamento,
foram utilizadas 20 lagartas do respectivo instar avaliado e cada uma representando

uma repeticao.

4.10 Caracterizagao e determinagao dos teores dos compostos quimicos

A fim de determinar e caracterizar os compostos quimicos, extrato bruto
etandlico de A. curassavica foi submetido a analise que identificam compostos

fendlicos, flavonodides e alcaloides, através dos seguintes métodos.
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4.10.1 Flavonoides

A metodologia para determinar a quantidade de flavonoides presentes em
extrato bruto e fragcdes de A. curassavica foi realizada conforme Yao et al. (2013).
Nela, as amostras continham 0,100 mL de extrato + 0,400 mL de etanol 70% + 0,050
mL NaNO; (5%), sendo que o branco contendo tudo, menos o extrato. Apos 6
minutos foi acrescentado 0,050 mL de AICI; (10%) + 0,300 mL de NaOH (1 M) +
0,100 mL agua. Posteriormente as amostradas descansardo por 15 minutos no
escuro. A absorbancia utilizada foi de 510 nm.

Para a curva padrao, foi preparada uma solugdo de rutina 1000 pg/mL e
diluida para 25, 50, 75, 100, 250 e 500 pg/MI. Assim, determinamos a curva e
equacao da reta, e os resultados foram expressos em ug/mL.

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata e as médias foram

calculadas.

4.10.2 Polifendis totais

Para determinar a quantidade de polifendis totais presentes em extrato bruto
e fracbes de A. curassavica foi adotada a metodologia de Stagos et al. (2012). Na
curva padrao, foi preparada uma solugéo de acido galico (1000 pg/mL) e diluida para
25, 50, 75, 100, 250 e 500 pg/mL.

As amostras continham 25 L de extrato + 1275 uL de agua destilada + 125
ML de folin. Apés 3 minutos, adicionou-se 350 pyL NaCO3 + 750 uL de agua. O
branca tinha tudo, menos o extrato. Descansou por 1 hora e entdo se procedeu a
leitura analisadas na absorbancia de 765 nm.

4.10.3 Alcaldides

Foi utilizado o método baseado na reagao com verde de bromacresol (BCG)
com modificacdes. O preparo da solucdo de verde de bromocresol (1x10'4) foi
preparada aquecendo 69,8 mg de verde de bromocresol com 3ml de 2N NaOH e
5ml agua destilada até a completa diluigdo e posteriormente a solugao foi diluida em
1000 ml de agua destilada. A solugao de tampéao de fosfato (pH 4,7) foi preparada
ajustando o pH de fosfato de sodio 2 M (71,6 g de Na2HPO4 em 1 L de agua
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destilada) a 4,7 com 0,2 M &acido citrico (42,02 g de acido citrico em 1 L de agua
destilada).

Para curva padréao foi utilizado uma solugéo de atropina (1mg diluida em 10
ml de agua deslitada). A solugcdo padrao de atropina foi transferida para funis de
separagdo em diferentes quantidades (0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2 ml), em seguida, foi
adicionado 5 ml de fosfato tamp&o (ph 4,7) e 5 ml de solugdo BCG, a mistura foi
agitada e em cada baldo foi adicionado 1, 2, 3 e 4 ml de cloroférmio, para cada
acréscimo foi coletado a solucdo de cada funil separadamente. A absorbancia do
complexo em cloroférmio foi medida a 470 nm contra o branco prepado conforme os
demais, porém sem atropina.

A determinagdo do teor de alcaldides nos extratos e fracbes de A.
curassavica, foram pesados 0,02mg de cada amostra e diluidos em 10 ml de alcool
etilico 99°. Com auxilio de funis de separagdo, foram acrescentados 3ml de cada
solugao, na sequéncia 5 ml de solugdo BCG e 5ml de tampéo fosfato (ph 4,7). Essas
misturas foram agitadas e as solugdes extraidas com 1,2,3 e 4ml de cloroférmio, as
solucdes foram coletadas em tubos de ensaio e medidas em espectrofotdmetro a

470 nm e as analises realizadas em ftriplicata.

4.11 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. No
experimento no ensaio com as mariposas serao 6 tratamentos e 7 repeticoes
(casais); nos demais ensaios serdo 5 tratamentos e 20 repeticdes. O ensaio a
campo o delineamento experimental utilizado foi blocos ao acaso com quatro
repeticbes nos ensaios envolvendo a mortalidade das larvas, este indice sera
sempre corrigido em fungdo da mortalidade no tratamento testemunha, de acordo
com Abbott (1925). Ao final, todos os parametros avaliados serdo submetidos ao
teste de normalidade Shapiro-Wilk; em seguida, os dados normais serdo submetidos
ao teste ANOVA comparando-se as médias pelo teste de Tukey, e os dados que néo
seguirem distribuicdo normal serdo submetidos ao teste ndo paramétrico de
comparagcdo de meédias de Kruskall-Wallis, através do programa Action 2.9

(Estatcamp).
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5 RESULTADOS
5.1 Pulverizagao do extrato em plantas de milho

Avaliando a mortalidade no 12° dia ap6s a pulverizagdo, através deste
bioensaio foi possivel analisar que o extrato etandlico na concentracao de 0,25% e
0,5% causaram uma mortalidade das lagartas de 50% e 65% respectivamente
(Tabela 4). Na menor concentracdo ministrada (0,1%), é possivel notar que neste
tratamento a mortalidade foi inferior desde a primeira avaliagdo (3° dia), mantendo-
se inferior aos demais tratamentos com extrato até o ultimo dia de avaliagcdo (12°
dia) (Tabela 4). Vale ressaltar que houve apenas uma unica pulverizagao, e talvez
em uma segunda pulverizagdo a taxa de controle pudesse ser maior nos

tratamentos com o extrato.

TABELA 4 — Mortalidade (%) de lagartas de S. frugiperda de 2° instar apds aplicacao
do extrato etandlico de A. curassavica via pulverizagado, ao decorrer de 12 DAT
(Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico =
flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Mortalidade Mortalidade Mortalidade Mortalidade
3° dia 6° dia 9° dia 12° dia

Testemunha 0c Oc 0d 0c
Extrato 0,1% 10+0,06 bc 15+0,06bc 15+0,06cd 20+0,06c
Extrato 0,25% 25+0,08b 25+0,08b 40+0,08b 50+0,08b
Extrato 0,5% 15+0,08bc 20+0,08bc 35+0,08bc 65+0,08b
Quimico 100 a 100 a 100 a 100 a

P-valor 0 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade.

E possivel notar que a taxa de dano sofrido pelas plantas de milho nos
tratamentos com extrato, no o ultimo dia de avaliagdo (12° dia), diferenciam da
testemunha. As maiores concentragdes (0,25% e 0,5%) sdo as detentoras dos
menores danos nos tratamentos contendo extrato, sendo a menor média de dano de

todos o tratamento quimico (Tabela 5).
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TABELA 5 - Média de dano* de lagartas de S. frugiperda em plantas de milho apos
pulverizacao do extrato etandlico de Asclepias curassavica ao decorrer de 12 dias
(Testemunha = agua, Extrato = extrato etanodlico de A. curassavica e Quimico =
flubendiamida i.a 480g/L) (* segundo escala de Smith, Khan e Pathak (1993).

Tratamento 3° dia 6° dia 9° dia 12° dia

Testemunha 45+0,2a 46+0,2b 75+0,3a 8,3+0,2a
Extrato 0,1% 3,4+0,2ab 52+0,4 ab 6,4+0,5ab 6,8+05b
Extrato 0,25% 3,3+0,2b 44+04a 54+05b 5,8 +£0,6 bc
Extrato 0,5% 3,1+0,3b 46+05b 57+06Db 55+0,6c

Quimico 04+0,1c 04+0,1c 04+0,1c 04+0,1d

P-valor 0 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais n&do diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade.

Paramentando a escala percentual de fitotoxidade Frans e Crowley (1986),
nenhum tratamento ensaiado causou injuria ou sofreram algum dano as plantas de
milho. De modo que nem a concentragdo mais alta do extrato (0,5%) apresentou

sintomas de fitoxicidez.

5.2 Acgao sistémica do extrato de A. curassavica aplicado no solo

Através deste ensaio (Tabela 6) € demostrado no parametro de mortalidade
de lagartas que apenas o tratamento quimico diferiu significativamente dos demais,
causando 60% de mortalidade, essa taxa parcialmente baixa deve-se ao fato de o
inseticida utilizado apesar de ser recomendado para S. frugiperda, ter maior efeito
sobre inseto sugadores, e visto que lagartas sdo mastigadoras o controle nao foi tdo
efetivo.

Os tratamentos com extrato que causaram maior mortalidade foi o de 0,1% e
0,5%, que ocasionaram 15% de mortalidade nas lagartas, fato que demonstra um
efeito sistémico nao significativo do extrato nas plantas de milho via solo, isto &,
demonstra-se inviavel sua recomendagdo no controle de lagartas sob esta

metodologia de aplicagéo (Tabela 6).
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TABELA 6 — Mortalidade (%) e dano* de lagartas de S. frugiperda de 2° instar com
aplicacao do extrato etandlico de Asclepias curassavica via solo (Testemunha =
agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico = Tiametoxami.a 141
g/L) (* segundo escala de Smith; Khan; Pathak (1994).

Tratamentos Mortalidade Dano
Testemunha 5% +0,05b 70,4 a
Extrato 0,1% 15% £ 0,08 b 6+ 0,7 a
Extrato 0,25% 10% £+ 0,06 b 6+ 0,6 a
Extrato 0,5% 15% £ 0,08 b 6+ 0,6 a
Quimico 60% + 0,10 a 2+ 0,7b
P-valor 0 0

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade.

Em relagdo ao dano, o tratamento quimico obteve o menor dano, sendo o
unico a apresentar diferenca (Tabela 6). Sobre avaliagado de fitotoxicidade, nenhuma
das plantas de milho pulverizadas com extrato etandlico de A. curassavica

apresentaram injuria ou sofreram algum dano ocasionado pelo extrato.

5.3 Acgao translaminar do extrato de A. curassavica

Os resultados deste ensaio (Tabela 7) mostram que nos 3 dias de avaliagao,
o parametro de mortalidade de lagartas nao foi significativo, embora o valor de
mortalidade na concentracdo de 0,25% tenha contabilizado 10 %. Em relagdo aos
danos, apesar dos menores danos dos tratamentos 0,25% e 0,5%, nao

diferenciaram.
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TABELA 7- Mortalidade (%) e dano de lagartas de S. frugiperda de 2° instar com
aplicagdo do extrato etandlico de Asclepias curassavica via translaminar
(Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica) (* segundo
escala de Smith; Khan; Pathak (1994).

Tratamentos Mortalidade Dano Mortalidade Dano Mortalidade Dano

1° 2° 3°
Testemunha 0 a 2+01a 0 a 7%+0,3a 0 a 9+0,08a
Extrato 0,1% 0 a 2+01a 5+x005a 7x04a 5x0,05a 8+x04a
Extrato 0,25% 5+0,05a 2+0,1a 5%+0,05a 7+x04a 10+0,06a 7+0,5a
Extrato 0,5% 0 a 2+0,1a 0 a 7+04a 5%£0,05a 7+0,4a
P-Valor 0 0 0 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade.

5.4 Bioensaio: aplicacao topica do extrato bruto de A. curassavica e suas

fracoes

No primeiro teste do bioensaio de agcdo de contato, os tratamentos foram
conduzidos na concentracédo de 0,5 %. A mortalidade nao foi verificada em nenhum
tratamento ministrado nesta concentragao.

Em segundo teste (Tabela 8 e 9), foram utilizadas as fragbes e o extrato
bruto na concentragéo de 4%. Todos os tratamentos contendo as fragdes e o extrato
bruto apresentaram dados de mortalidade superior comparados aos tratamentos
testemunha (Tabela 8 e 9).

Nas primeiras horas avaliadas os tratamentos hexano e extrato bruto
apresentaram maiores mortalidade significativa em relagdo ao demais tratamentos,
sendo o extrato bruto o melhor atingindo 50% de mortalidade apds 4 horas de

aplicacao (Tabela 8).
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TABELA 8- Mortalidade (%) diaria acumulada de lagartas de Spodoptera frugiperda

de 30 minutos a 8 horas apds aplicagao tépica de 0,1 pl/lagarta do extrato etandlico

bruto e fragcdes de Asclepias na concentracao de 4%.

Tratamentos 30m 1h 2h 4h 8h
H20 0Ob 0b 0c Oc 0c
Alcool Ob 0b 0c Oc Oc
Bruto 20£0,09a 25+0,09a 35%0,1a 50+0,1a 50+£0,1a
Hexano 10+0,06ab 10+0,06ab 20+0,09ab 30x0,1ab 30+0,1ab
Dicloro 5+0,05b 5+0,06b 10+£0,05bc 10+0,06 bc 100,08 bc
A. Etila Ob 5+0,05b 10+0,06 bc 10+0,06 bc 100,06 bc
Residuo 5+0,05b 5+0,05b 10x0,06bc 15+0,08bc 150,08 bc
P-Valor= 0,06 0,03 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais nao diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de

probabilidade.

No decorrer das avaliagdes, 72 horas apos a aplicacao, o tratamento extrato

bruto nao diferencia dos tratamentos fracionados hexano, diclorometano e acetado

de etila. Tratamento residuo apresentou 30% de mortalidade, diferenciando-se das

demais fragdes, porém apresentando-se maior que as testemunhas (Tabela 9).

TABELA 9- Mortalidade (%) diaria acumulada de lagartas de Spodoptera frugiperda

de 10 a 72 horas ap0s aplicagao topica de 0,1 ul/lagarta do extrato etandlico bruto e

fracdes de Asclepias curassavica concentracao de 4%.

Tratamentos 10 H 12H 24H 48 h 72 H
H20 0c 0b 0c 0d 0d
Alcool Oc 0Ob 0c 0d 0d
Bruto 60+0,1a 60+0,1a 65+0,1a 70+0,1a 75+0,1a
Hexano 35+0,1b 40+0,1ab 40+0,1ab 60+0,17ab 60+0,1ab
Dicloro 20 £ 0,09 bc 30£0,1b 35+0,1bc 40 £ 0,1bc 45+0,1ab
A. Etila 15+0,08bc 25%0,09b 30+0,1bc 35+0,1bc 40x0,1ab
Residuo 15+0,08 bc 200,09 bc 25+0,09bc 25+0,09 cd 30£0,1c
P-Valor= 0 0 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de

probabilidade.
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5.5 Fertilidade e fecundidade

Nesse ensaio utilizando diferentes concentracdes do extrato bruto observou-
se que nenhum dos tratamentos afetaram significantemente o nimero de posturas,
de ovos ou porcentagem de eclosdo das lagartas. Porém, pode-se observar que nos
tratamentos ministrados na concentracdo de 4% obteve um percentual de 62,5% de
aumento em relacdao a Testemunha H20 no que diz respeito ao numero médio de
posturas em relacdo aos demais tratamentos. Pode-se observar também que,
mesmo nao significativo, uma redugdo de aproximadamente 58% em relagdo a

testemunha H20, em relag&o ao numero de ovos (Tabela 10).

TABELA 10- Fecundidade e fertilidade de adultos de S. frugiperda sob ambiente
sem chance de escolha contendo diferentes concentragcdes de extrato etandlico de
A. curassavica (Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e

Quimico = flubendiamida).

Tratamentos N° de Qo_sturas N° dg ovos Viabilidade
(média) (média) (%)
H20 25+0,6a 364,3+31a 100%
Alcool 3x0,2a 288,6 + 20 a 100%
Quimico 3204 a 2496 +9a 100%
Extrato 1 % 22+0,3a 212+ 13 a 100%
Extrato 2% 22+04a 251,3+13a 100%
Extrato 4% 4+03a 2236+7a 100%
Extrato 0,5% 321204 a 231,8+11a 100%
P-Valor= 0,76 0,71 0

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5% de
probabilidade.

5.6 Caracterizagao e identificagao quimica do extrato de A. curassavica

Em todos os tratamentos avaliados foi identificada a presenga dos
compostos quimicos analisados (Tabela 11). Na analise de polifendis, foi possivel

observar que acetato de etila foi portador da maior quantidade em pg/ml, seguidos
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pelos tratamentos extrato bruto, diclorometano e residual. Hexano possui a menor
quantidade desse metabdlito, sendo aproximadamente 9 vezes menor do que a
presente em acetato de etila.

Na analise de flavonoides, foi detectada a presenca deste metabdlito no
extrato bruto e suas fragdes, onde o bruto apresentou o maior valor, diferindo
estatisticamente, dos demais tratamentos. Acetato de etila contém a segunda maior
quantidade (715,27 ug/ml), porém isso corresponde a aproximadamente 38% do
total encontrado no extrato bruto 1890,27 pg/ml) (Tabela 11).

Quando avaliado os teores de alcaloides, o tratamento bruto, hexano e
acetato de etila n&do diferem e apresentaram os maiores valores, seguidos de dicloro

metano e residuo (Tabela 11).

TABELA 11 - Caracterizagdo quimica e teores (ug/ml) de polifendis totais,
flavondides totais e alcaloides do extrato etandlico bruto e fracbes de Asclepias

curassavica coletadas na fase reprodutiva.

Tratamentos Polifendis Flavonoides Alcaloides
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Bruto 66,61 a 1890,27 a 32,86 a
Hexano 10,31 b 526,38 b 35,80 a
Dicloro 62,16 a 312,50 c 18,86 b
A. Etila 97,16 a 715,27 b 24,02 a
Residuo 55,31 a 45,83 c 15,91 b

P-Valor= 0 0 0

Médias seguidas de letras iguais nédo diferem estatisticamente pelo teste de Kruskal Wallis & 5%

de probabilidade.

5.7 Anadlise fitoquimica qualitativa do extrato etandlico de A. curassavica e
suas fragoes

Nesse ensaio pode constatar a presenca de polifenois totais, triterpenos,
glicosidios cardiotdnicos (Keller-Kiliani e Raymond) e cumarinas no extrato bruto e
em todas as fragbes analisadas. O extrato bruto € o Unico a apresentar todos os

metabdlitos analisados (Tabela 12).
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No acetato de atila e hexano (Tabela 12) estdo ausentes apenas de purinas

e taninos, respectivamente. Também nao foram encontrados taninos nas fragdes

diclorometano, assim como saponinas e purinas.

No residuo apresenta a menor quantidade das classes analisadas.

encontrado varios compostos, a exemplo a auséncia de alcaldides. Porém, foram

encontrados alguns importantes, como flavonoides, polifendis totais, triterpenos,

taninos, cumarinas, saponinas (Tabela 12).

TABELA 12 - Caracterizagado quimica qualitativa dos compostos quimicos presentes

no extrato etandlico bruto e fragcdes de Asclepias curassavica.

Cardiotonicos
Kedde

Extrato Hexano | Diclorometano | Acetato | Residuo
bruto de etila

Flavonoides Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Polifendis Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
totais
Alcaloides Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Dragendorff
Alcaloides Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Mayer
Alcaloides Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Bouchardat
Taninos Positivo Auséncia | Auséncia Positivo Positivo
Triterpenos Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Burcharo
Triterpenos Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Salkowski
Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Cardiotonicos
Salkowski
Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
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Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Cardiotonicos

keller-Kiliani

Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Cardiotonicos
Liebermann-
Burchard

Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Auséncia
Cardiotonicos
Baljet

Glicosidios Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Cardiotonicos

Raymond

Saponinas Positivo Positivo Auséncia Positivo Positivo
Cumarinas Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Purinas Positivo Positivo Auséncia Auséncia | Positivo

5.8 Teste de conducao a campo do extrato etandlico de A. curassavica no

controle de S. frugiperda no milho

No primeiro ensaio a campo, ministrados com maiores concentragdes, foi
realizada a pulverizagdo ao atingir 20% de plantas atacadas. Apds 6 dias de
aplicacao, todos os tratamentos contendo extrato atinge 100% na escala percentual
de fitotoxidade, adaptada de Frans; Crowley, 1986, chegando a desnutrigdo total da
cultura, inviabilizando a sequéncia das analises na presente condicdo apresentada
(Tabela 13).
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TABELA 13 - Fitotoxicidade plantas de Z. mays tratadas com diferentes
concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica adaptada de Frans e Crowley
(1986) (Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico
= flubendiamida i.a 480 g/L).

Tratamentos 26/11 29/11 02/12 3 DAA 6 DAA
Testemunha 0Oa Oa Oa 0Ob Ob
BELT 0a Oa 0a 0b 0b
T1% 0a Oa 0a 90+£0,9a 100a
T 2% 0a Oa 0a 87+1,0a 100a
T 4% 0a Oa 0a 89+1,0a 100a
P- valor - - - 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

Sendo assim, novos testes a campo foram conduzidos com menores
concetracdes do extrato de A. curassavica. Dentre as parcelas que foram tratadas,
nenhuma apresentou média de dano diferente antes da aplicagao (Tabela 14 e 20),
garantindo que no ato da pulverizagdo, quando atingiu 20% das plantas atacadas,
apresentando nota igual ou superior a 3 (Escala de Davis), todas parcelas
escolhidas no bloco para o ensaio estavam nas mesmas condi¢des.

Nestes ensaios todos os tratamentos n&o apresentaram fitotoxidez na
cultura ensaiada, de acordo com Frans e Crowley (1986). No ensaio do primeiro
ano, 3° dia apds aplicagao, os tratamentos contendo o extrato foram similares ao
tratamento quimico (Tabela 14), diferenciando-se apds 1 semana de aplicagdo. Na
ultima avaliagdo, 21 DAA, tratamento quimico atingiu 0 menor dano, seguido dos

tratamentos contendo extrato, os quais foram diferentes da testemunha.
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TABELA 14 - Danos causados por S. frugiperda em plantas de Z. mays em
condigdes de campo tratadas com diferentes concentragbes do extrato etandlico de
A. curassavica de acordo com a escala de notas adaptada por Smith; Khan; Pathak
(1994) (Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico
= flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos 2312 26/12 3DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA

Testemunha 1+0,1a 3+0,1a 5%+0,2a 5+0,1a 7+0,1a 9+0,1a

Quimico O0a 3x01a 3+x01b 3%x01c¢c 4x+01c 5%0,1c
Extrato 0,1% Oa 3+01a 3+01b 5+01a 6+01a 7x01b
Extrato 0,25% O0a 3x01a 3+01b 5+0,1a 6+01a 7+02b
Extrato 0,5% 0,6+0,07ab 3+01a 3x01b 4x01b 5+01b 701D

P- valor 0 0 0 0 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

Neste ensaio, observou-se que o numero de plantas, assim como 0 numero
de folhas ndo diferem em nenhum momento da avaliagdo diante dos tratamentos
ensaiados, permanecendo iguais até 21 dias apo6s aplicacdo (Tabela 15). Em
relagdo a altura, nos 3° dias ap0s aplicagao, todos tratamentos contento extrato e o
tratamento quimico foram similares entre si, e diferentes da testemunha (Tabela 16),
prosseguindo a diferenga de altura dos tratamentos contento extrato da testemunha

até 14° dias ap0ds aplicacao.
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TABELA 15- Numero de plantas e folhas de Z mays 21 dias apés aplicagéo
diferentes concentracdes do extrato etandlico de A. curassavica em condi¢cdes de
campo (Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico
= flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Plantas (%) N ° folhas
Testemunha 100% a 7t0a
Extrato 0,1% 100% a 7x0a
Extrato 0,25% 100% a 7x0a
Extrato 0,5% 100% a 7+0a
Quimico 100% a 7t0a
P-valor 0,4 0,4

Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

TABELA 16 — Altura (cm) de plantas de Z. mays tratadas com diferentes
concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica (Testemunha = agua, Extrato

= extrato etanolico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos 2312 26/12 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA

Testemunha 7+t01a 8%+01b 9x01b 11+0,1d 20%+0,3d 30x0,5b
Quimico 7+0,09a 9%x0,1a 10+x0,1a 14+01a 29+03a 42%05a
Extrato 0,1% 6+0,09b 8+0,1b 10+01a 12+01c 25%204b 33x0,8b
Extrato 0,25% 6+£01b 91201a 10x01a 12+01c 23x04c 31x06Db
Extrato 0,5% 6+0,09b 9+0,1a 10x0,1a 13+x0,1b 26x04b 31x0,7b

P- valor 0 0 0 0 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

O ensaio de S. frugiperda em condi¢cdes de laboratério alimentadas com
folhas de milho coletas nas parcelas experimentais apés 0 horas, demostra que os
tratamentos extrato a 0,1% e o tratamento quimico nao se diferem, atingindo 100%
de mortalidade. Outro ensaio com lagartas alimentadas com folhas de milho apés 48
horas, apesar da baixa mortalidade para o padrao agronémico, os tratamentos 0,1%

e 0,25% diferem do tratamento quimico (Tabela 17).
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TABELA 17- Mortalidade de S. frugiperda em condi¢des de laboratério alimentadas
com folhas de milho coletadas a campo nas parcelas experimentais, O e 48 horas
apo6s aplicagdo dos tratamentos (Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico

de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Mortalidade Mortalidade
Oh 48h
Testemunha 15+0,08 c 0b
Belt 100 a 85+0,08 a
TO0, 100 a 5+£0,05b
T 0,25 50+£0,1b 10+0,06 b
TO0,5 60+0,1b 0b
P-Valor= 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

As curvas obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier (Figura 1 e 2) para os
tratamentos contendo extrato etandlico bruto de A. curassavica e testemunha nos
mostra o tempo em que o evento mortalidade aconteceu e a probabilidade de
sobrevivéncia. Em 0 horas apds a aplicagdo, na concentracdo 0,1% causou
mortalidade efetiva nos trés primeiros dias apds a inoculagdo das lagartas. Os
tratamentos que também apresentaram mortalidade superior ao tratamento

testemunha obtiveram resultados em média 5 dias apds o inicio do bioensaio (Figura

1),
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Figura 1 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho pulverizadas com extrato etandlico bruto

A. curassavica apos 0 horas.

Estimador Kaplan-Meier (Nao-Paramétrico)
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Fonte: O Autor (2021).

Apos 48 horas de aplicagdo, apenas o tratamento quimico (flubendiamida)
causou mortalidade efetiva nos trés primeiros dias apds a inoculagdo das lagartas.
Os demais tratamentos tiveram a probabilidade de sobrevivéncia superior a 80%
(Figura 2).




65

Figura 2 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas de Spodoptera

frugiperda alimentadas com folhas de milho pulverizadas com extrato etandlico bruto

A. curassavica ap0s 48 horas.
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Fonte: O Autor (2021)

Em relagcdo aos dados do consumo alimentar (Tabela 18), as lagartas

submetidas a alimentacdo de folhas de milho coletada 0 horas apds aplicagao,

observa-se diferenca na ingestdo desse alimento em relagdo a testemunha no

tratamento extrato 0,25%. No consumo alimentar apds 48 horas, € possivel observar

diferenga do tratamento 0,5% sendo maior que a testemunha.
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TABELA 18- Consumo alimentar de S. frugiperda em condi¢des de laboratorio
alimentadas com folhas de milho coletadas a campo nas parcelas experimentais, 0
e 48 horas apoés aplicagao dos tratamentos (Testemunha = agua, Extrato = extrato

etandlico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Consumo alimentar Consumo alimentar
Oh 48h
Testemunha 0,019+0,0a 0,008 £ 0,0 bc
Belt 0,015+0,0 ab Oc
T0,1 0,015+ 0,0 ab 0,009 £ 0,0 bc
T0,25 0,010+0,0b 0,014 £ 0,0 ab
T0,5 0,014 £ 0,0 ab 0,015+0,0a
P-Valor= 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

Sobre a conversdo dos alimentos em peso, os dados mostram que ao final
do 12 ° dia, ambos ensaios de 0 e 48 horas, todos os tratamentos foram iguais
(Tabela 19). Tratamento quimico e 1% n&o contem dados de O horas em razdo da
mortalidade de 100%.
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TABELA 19- Peso de S. frugiperda tratadas com diferentes concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica.

Tratamentos 3 dia 6 dia 9 dia 12 dia
Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
Testemunha 0,00+ 0,00 a 0,02+0,0ab 0,043+0,00a 0,12+0,01ab 0,1796+0,01a 0,43+0,03a 0,459+0,04a 0,44 +0,03a
Belt - 0,00+0,0b - 0,04 +0,00Db - 0,30+ 0,02 a - 0,39+0,10 a
T0,1 - 0,02+0,0a - 0,10 £ 0,01 ab - 0,39+0,02 a - 0,49 +0,04 a

70,25 0,00 £ 0,00 a 0,01+0,0ab 0,033+0,00a 0,11+0,00ab 0,478+0,02a 0,41+0,02a 0,486 +0,03a 0,40+0,04 a
1705 0,00+ 0,00 a 0,02+0,0ab 0,023+0,00a 0,14+£0,01a 0,146 +0,02a 0,46 +0,03a 0,460+ 0,05a 0,41+0,02a

P-Valor = 0,2 0 0,1 0 0,2 0 0,8 0,5

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.
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No ensaio a campo do segundo ano de avaliagdo, no 3° dia apods
aplicagdo podemos observar, os danos causados pés S. frugiperda, os tratamentos
extrato 0,25%, extrato 0,5% e tratamento quimico sdo detentores das menores notas
na escala adaptada por Smith; Khan; Pathak (1994), seguidos de 0,1% e
testemenunha. Apds 21° dias de aplicagéo (Tabela 20), verifica-se melhor resultado
sendo o tratamento quimico, seguido do tratamento 0,25%, o qual diferenciam-se da

testemunha.
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TABELA 20 - Danos causados por S. frugiperda em plantas de Z. mays em condicbes de campo tratadas com diferentes
concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica de acordo com a escala de notas adaptada por Smith; Khan; Pathak (1994)

(Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos  29/01 01/02 04/02 06/02 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA

Testemunha 1+0,09a 1x+0,10a 2+0,13a 4+0,10a 5*0,15a 5%0,14a 6+0,17 a 7+0,14 a

BELT 1+0,09a 1+0,09a 2+0,14ab 2+0,15¢ 2+0,12d 2+0,10¢c 4+0,15b 5+0,10c

T0,1% 0+0,08a 1+0,09a 1+014b 3+0,11b 4+0,15b 5%0,15b 6+0,17 a 7+0,13 a

T 0,25% 0+008a 1+0,10a 2+0,14ab 3+0,13b 4+0,12bc 4+0,15b 6+0,16 a 6+0,11b

T0,5% 1+0,09a 1+0,09a 1+0,17b 2+0,14c 3x017c 4+0,13b 6+0,17 a 7+0,15a
P- valor 0,4 0,5 0 0 0 0 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.
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Apesar dos danos diferentes, o numero de plantas e folhas nao diferem
entre os tratamentos, seguindo mesmo padr&do do ano anterior (Tabela 21).

TABELA 21 — Numero de plantas e folhas de Z. mays tratadas com diferentes
concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica (Testemunha = agua, Extrato

= extrato etanolico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Plantas (%) N ° folhas
Testemunha 100% a 8 a
Extrato 0,1% 100% a 8a
Extrato 0,25% 100% a 8a
Extrato 0,5% 100% a 8a
Quimico 100% a 8 a
P-valor 0,4 0,4

Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%

Ao analisar a alturas das plantas de milho, nota-se que o tratamento
contento 0,5% do extrato etandlico de A. curassavica foi igual ao tratamento quimico
do primeiro até o ultimo dia de avaliagdo pds aplicagdo nos ensaios (Tabela 22).
Apo6s 14 dias de aplicagao todos os ensaios contento os extratos de A. curassavica

iveram suas alturas simillates ao tratamento quimico (Tabela 22).



TABELA 22 — Altura (cm) de plantas de Z. mays tratadas com diferentes concentragdes do extrato etandlico de A. curassavica

(Testemunha = agua, Extrato = extrato etandlico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos 29/01 01/02 04/02 06/02p 3 DAA 7 DAA 14 DAA 21 DAA

Testemunha 7+0a 10+x01b 16+0,2a 20%+02b 21+x03c 23+x03b 37+*08a 46x04D
Quimico 7+0a 10+x01b 16+01a 22+02a 24+*02a 30+x0,2a 42*06a 53*006a

Extrato 0,1% 7+0a 11+01a 16+01a 20+x02b 23+04b 31+03a 40+x08a 45+060D

Extrato 0,25% 7+0a 10+01b 16+0,1a 20+0,1b 22+x03b 26+03a 44+0,7a 48%0,7D

Extrato 0,5% 7+ 0a 10+01b 15+02b 21+x02b 24+04a 30+x04a 42+0,7a 52+08a
P- valor 0,4 0 0 0 0 0 0,2 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%
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No ensaio laboratorial (Tabela 23) sobre mortalidade de S. frugiperda
alimentadas com folhas de milho coletadas a campo apds 0 horas de aplicagcdo dos
tratamentos, observa-se o tratamento quimico sendo o mais eficiente. Porém, todos
dados de mortalidade dos tratamentos contento extrato diferenciam da testemunha,
atingindo valores de 75% de mortalidade (extrato 0,1 %), sendo a menor mortalidade
(extrato 0,25%) mais de 50% dos individuos. Apos 48 horas, tratamento quimico se

demostra eficiente, os demais tratamentos nao diferem da testemunha.

TABELA 23 - Mortalidade de S. frugiperda em condigbes de laboratdrio
alimentadas com folhas de milho coletadas a campo nas parcelas experimentais, 0
e 48 horas apoés aplicagao dos tratamentos (Testemunha = agua, Extrato = extrato

etandlico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Mortalidade Oh Mortalidade 48h
Testemunha 5+ 0,05¢c 5+0,05b
Belt 100 a 85+0,08 a
T0,1 75+0,09b 20+£0,09b
T0,25 55+0,11b 20+ 0,09b
T0,5 65+0,10b 15+0,08 b
P-Valor= 0 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%

De acordo com as curvas obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier (Figura 3
e 4) demonstra que 0 horas apds a aplicagdo no segundo ano, apos o quinto dia a
probabilidade de sobrevivéncia de todos tratamentos contendo o extrato etandlico de
A. curassavica foram menores que 50%, sendo a concentracdo 0,1% causou maior

mortalidade efetiva, tendo apenas 25% probabilidades de sobrevivéncia (Figura 3).



76

Figura 3 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho pulverizadas com extrato etandlico bruto

A. curassavica ap0s 0 horas.
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Fonte: O Autor (2021).

De forma similar ano, ano anterior, os dados de 48 horas apoés aplicagao
demostram através do estimador de Kaplan-Meier (Figura 2 e 4) que todos
tratamentos contendo extrato etandlico de A. curassavica apresentarao
probabilidade de sobrevivéncia superior a 80%. Apdés o terceiro dia as

concentragdes 0,1% e 0,25% causaram as maiores mortalidade efetiva (Figura 4).



76

Figura 4 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas com folhas de milho pulverizadas com extrato etandlico bruto

A. curassavica ap0s 48 horas.
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Fonte: O Autor (2021).

Lagartas submetidas a alimentac&o de folhas de milho coletada O e 48 horas
apoés aplicagdo, menor consumo foi no tratamento quimico. Em 0 horas, o menor
consumo dentre os tratamentos contendo extrato foi o extrato 0,25%, sendo
aproximadamente 50% menor que da testemunha. Ja no ensaio de 48 horas, e a

menor concentragéo 0,1% teve o menor consumo, seguido de 0,25% (Tabela 24).
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TABELA 24 - Consumo alimentar de S. frugiperda em condigbes de laboratério
alimentadas com folhas de milho coletadas a campo nas parcelas experimentais, 0
e 48 horas apds aplicagao dos tratamentos (Testemunha = agua, Extrato = extrato

etanolico de A. curassavica e Quimico = flubendiamida i.a 480g/L).

Tratamentos Consumo alimentar 0Oh Consumo alimentar 48h

Testemunha 0,022 +0,0a 0,033+0,0a
Quimico 0,000+0,0c 0,000+0,0d

Extrato 0,1% 0,021 +0,0a 0,009+0,0c

Extrato 0,25% 0,011+0,0b 0,014 £ 0,0 bc

Extrato 0,5% 0,018+0,0a 0,015+0,0b
P-Valor= 0,08 0

Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5%.

Na conversao dos alimentos em peso, observa-se que ao 12 ° dia, em 0
horas, todos os tratamentos ndo diferiram (Tabela 25). Porém, no ensaio de 48
horas, tratamento quimico diferiu dos demais tratamentos, seguido do tratamento
extrato 0,1%. Os tratamentos contento extrato nao diferem entre si, porém o
tratamento 0,1% difere da testemunha.



TABELA 25- Peso de S. frugiperda tratadas com diferentes concentragcdes do extrato etandlico de A. curassavica.
Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%
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Tratamentos 3 dia 6 dia 9 dia 12 dia
Oh 48h Oh 48h Oh 48h Oh 48h
Testemunha 0,00+0,0 a 0,00+0,0a 0,04 +0,0a 0,13+0,0a 0,21+0,0a 0,23+0,0b 0,47+0,0a 051+0,0a
Belt - 0,04+0,0b - 0,04+0,0b - 0,07+0,0c - 0,12+0,0c
T0 0,00+0,0a 0,00+0,0b 0,02+0,0b 0,12+0,0b 0,22+0,0ab 0,22+0,0b 0,41+0,0a 0,45+0,0b
T0,25 0,00+0,0a 0,00+0,0ab 0,03+0,0ab 0,13+0,0ab 0,23+0,0ab 0,27+0,0b 0,51+0,0a 0,51+0,0ab
T0,5 0,00+0,0a 0,00+0,0ab 0,03+0,0ab 0,14+0,0ab 0,22+0,0b 0,28+0,0b 0,51+0,0a 0,48+0,0ab
P-Valor= 0,83 0,10 0,07 0,13 0,89 0 0,42 0
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6 DISCUSSAO

6.1 Pulverizagao do extrato em plantas de milho

Os resultados de mortalidade obtidos no presente trabalho permitiram
demonstar a promissora acgao inseticida do extrato etandlico A. curassavica sobre S.
frugiperda, com bioatividade comparada a inseticidas comerciais registrados para o
controle este insetos-praga no Brasil. Importante destacar que houve apenas uma
unica pulverizagdo, e talvez em uma segunda pulverizagdo a taxa de controle
pudesse ser maior nos tratamentos com o extrato.

Ledo et al. (2020), ofertou o extrato etandlico de A. curassavica para lagartas
de S. frugiperda por meio de dieta artificial, em condigdes de laboratério, nas
concentragdes de 0,05%, 0,1% e 0,5% e notou mortalidade crescente de 10%, 16%
e 98% respectivamente. A menor taxa de mortalidade de 0,5% desse estudo
comparado ao de Leéo et al. (2020) esta atrelada ao fato de que em condigdes de
laboratério o controle ambiental é alto, e os metabdlitos secundarios sao facilmente
degradados pela luz solar, umidade e calor (Morais; Marinho-Prado, 2016), fato
decorrente em casa de vegetagédo e campo.

Ja em mesmas condicdbes do presente trabalho, porém maiores
concentracdes, a taxa de mortalidade também foi aumentando de acordo com o
aumento das concentracbes do extrato. Esses dados sdo corroborados por Cruz
(2020), o qual ao utilizando extrato etandlico de A. curassavica em condigbes
similares ao presente trabalho, o autor verificou mortalidade crescente ao aplicar nas
concetragbes de 1%, 2% e 4%, obtendo mortalidades de 10%, 35% e 65%,
respectivamente.

Segundo Silva et al. (2005), plantas com potencial bioinseticidas devem
causar uma mortalidade superior a 40%, desta forma o extrato de A. curassavica
pode ser inserido em um programa de manejo integrado de pragas, pode trazer
resultados positivos, visto que o valor de 65% de mortalidade alcangado nesse
estudo pode ser suficiente para reduzir a densidade populacional, resultando na
diminuicdo da quantidade de inseticidas quimicos empregados no controle,

totalmente desejavel em um programa de manejo integrado de pragas.
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No que diz respeito ao dano, é de suma importancia realgcar que nas
técnicas de manejo a desejavel a interrupcédo imediata do dano as plantas, mesmo
que ainda ndo ocorra a morte imediata das pragas. Portando-se desse raciocinio, o
dado de dano desse trabalho é possivel perceber que as lagartas, apesar da
mortalidade reduzida, cessam e/ou diminuem sua alimentagcdo, demonstrando entéo
efeito fagodeterrente. Isso evidencia aos efeitos toxicos dos extratos, onde o residual
dos mesmos pode desempenhar uma promissora agdo de controle de pragas,
afetando a populagdo da praga sem necessariamente ocasionar sua morte. Esses
efeitos sdo chamados de subletais, e atuam principalmente no desenvolvimento,
ciclo de vida e desempenho dos insetos. Assim, esses efeitos tornam-se desejaveis
tdo quanto a mortalidade direta e muitas vezes pode ser conseguido por doses,
concentracdes ou volumes reduzidos.

Segundo Kathrina e Antonio (2004), a utilizagdo de produtos vegetais com
acao inseticida apresenta exacerbados efeitos sobre os insetos. Dentre eles, pode-
se destacar repeléncia, inibicdo da oviposicao, inibicdo do crescimento, alteracbes
morfogenéticas, alteragdes do sistema hormonal, alteragdes no comportamento
sexual, esterilizacdo de adultos, mortalidade na fase imatura ou adulta. Vale
destacar que a extensio dos efeitos e o tempo de acao destes inseticidas botanicos
sdo dependentes da dosagem utilizada, de maneira que a mortalidade ocorre nas
dosagens maiores e os efeitos menos intensos e mais duradouros nas dosagens
menores (Roel, 2001), isso explica o fato ocorrido no presente trabalho onde o
tratamento com maior concentragao do extrato contendo o menor danos as plantas.

Os dados obtidos neste ensaio corroboram com os apresentados por Cruz,
(2020), onde tratamentos com extrato etandlico de A. curassavica sob ambiente
similar ao presente trabalho, encontrou dano gradual, decaindo de acordo com o
aumento da concentragdo do extrato trabalhada (1%, 2% e 4%), onde na maior
concentragao (4,0%) apresentou o menor consumo das lagartas de S. frugiperda, no
3° dia até 12° dia. Ledo et al. (2020), e teste de consumo alimentar sem chance de
escolha, ofertando discos de milho tratados com extrato etandlico de Asclepias
curassavica nas concentracdes de 1,0%, 2,0% e 4,0% para lagartas de S. frugiperda
em condi¢des de laboratério, encontrou efeito fagodeterrente, contudo o tratamento
ministrado a concentracdo de 4,0% inibiu a alimentacdo das lagartas quase por

completo.
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Sobre o efeito fagodeterrente, dados de presenga compostos bioativos no
extrato bruto no presente trabalho (Tabela 9), caracteriza, dentre outras substancias,
taninos e saponinas, sendo corroborados por Shelke e Bhot (2019), onde ao
determinaram os compostos bioativos presentes em folhas e caules de A.
curassavica através de cromatografia e encontraram estas substancias. Os taninos,
compostos formados pela polimerizagdo de unidades de flavonodides sao dissuasivos
(fagodeterrentes) de alimentacédo por herbivoros, onde as propriedades defensivas
dos taninos sao geralmente atribuidas a sua habilidade em se ligar as proteinas,
como outros compostos fendlicos, dificultando a digestdo nos insetos. A limitagao da
disponibilidade de proteinas também deve ser fator de inibicdo do crescimento e
desenvolvimento do inseto-alvo (Taiz; Zeiger, 2009).

As saponinas, também presentes no extrato de A. curassavica, sao
glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclico. Possuem uma parte com
caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica (agucares), o
que determina as propriedades surfactantes das saponinas, assemelhando-se aos
detergentes (Simdes et al. 2010), sdo substancias que atuam na defesa das plantas
contra o ataque de pragas e patdégenos, em funcdo da capazes de afetar a
palatabilidade (Osbourn; Goss; Field, 2011). Esses metabdlitos secundarios
presentes em A. curassavica explicam o comportamento das lagartas cessarem ou
reduzirem sua alimentacdo nas plantas de milho tratadas, com o passar dos dias,
neste experimento.

Em relagcdo a avaliagdo de fitotoxicidade, nenhuma das plantas de milho
pulverizadas com extrato etandlico de A. curassavica apresentaram injuria ou
sofreram algum dano ocasionado pelo extrato. De modo que nem a concentragao

mais alta do extrato (0,5%) apresentou sintomas de fitoxicidez.

6.2 Acao translaminar do extrato de A. curassavica

O extrato etandlico de A. curassavica, mesmo em condicdes das plantas
cultivadas em vasos em ambiente controlado, ndo apresentaram efeito translaminar

significativo sobre S. frugiperda em todos os periodos de avaliagao (Tabela 4), ja
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que a translocacdo do extrato na planta se daria também por via sistémica,
potencializando o resultado. De acordo com os resultados, conclui-se que o extrato
nao foi capaz de penetrar no mesdfilo foliar e atingir as lagartas. Alto indice de dano
e mortalidades baixas foram verificadas para nas trés concentracdes testadas, e
estas nao diferiram do controle, indicando que os extratos ndo foram capazes de
ultrapassar os tecidos da folha (Tabela 4). Cuidados especiais, conforme a
metodologia descrita foram tomados para evitar o contato dos extratos com os
insetos, que nao fossem os exclusivos para o modo de agao avaliado.

Diferentemente deste estudo, Souza e Vendramim (2005) verificaram que o
extrato aquoso de sementes de nim apresenta acao translaminar, sistémica e de
contato sobre a mosca-branca. Gongalves-Gervasio e Vendramim (2007) avaliaram
as atividades translaminar extrato aquoso de sementes de nim sobre a traga-do-
tomateiro T. absoluta. Nesse estudo foram realizados trés experimentos envolvendo
extratos aquosos de sementes de nim em concentragdes de 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 g
por 100 mL de agua. Esses extratos foram na superficie adaxial de foliolos de
tomateiro onde ocorreu mortalidade larval de 57,0 a 100,0% evidenciando o efeito
translaminar.

Ferreira de Brito et al. (2020), em estudo avaliando extrato etandlico de
diferentes partes de algumas espécies de Annona contra T. absoluta, as folhas e
sementes de A. muricata promoveu pronunciada letalidade e inibicado do crescimento
de larvas de T. absoluta por meio de contato residual e agao translaminar. A acao
translaminar e sistémica constatada pelos referidos autores pode ser explicado em
funcdo de a planta hospedeira utilizada (tomateiro) ser mais tenra e, portanto, mais
propensa a penetracdo dos extratos nos tecidos foliares e da raiz, ao contrario das
plantas de milho, cujas folhas apresentam substadncias como ceras, ligninas e

suberinas que podem dificultar esse tipo de acéo.

6.3 Acao sistémica do extrato de A. curassavica aplicado no solo

As baixas mortalidades seguidas de altos indices de danos foram
observadas com o uso do extrato nas trés concentragdes testadas no experimento
com acéao sistémica, e estas ndo diferiram do controle, indicando que ndo houve
absorcao e circulagédo dos extratos através da seiva da planta (Tabela 5). Da mesma

forma que o mencionado no experimento de agao translaminar, também nesse caso
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mesmo no uso de uma concentragcdo relativamente alta (0,5%), ndo afetou a
sobrevivéncia do inseto. Contudo, ndo houve efeito de fitoxidade dentre os
tratamentos avaliados. Esses fatos que demonstram um efeito sistémico nao
significativo do extrato nas plantas de milho via solo, isto &, demonstra-se inviavel
sua recomendagao no controle de lagartas sob esta metodologia de aplicagao.

Da mesma forma, Vasconcelos et al. (2011), na avaliagdo sobre aplicagéao
no solo em plantas de milho mantidas em casa de vegetagao, na concentragao de
10% (v/v), observou-se que o extrato pirolenhoso de casca de arroz nao interfere
nos aspectos biolégicos e comportamentais de S. frugiperda estudados, em
nenhuma das formas de aplicagdo avaliadas, evidenciando sua ineficiéncia como
método de controle desse inseto-praga.

Diferentemente, Cruz (2020), encontrou diferenca em relagdo ao dano
trabalhando com concentragcdes de 1%, 2% e 4% do extrato etandlico de A.
Curassavica, onde o tratamento quimico e, aparentemente, as plantas tratadas com
o extrato a 2% foram tdo consumidas pelas lagartas quanto as plantas tratadas com
o produto quimico, incorrendo no mesmo dano. O autor ainda destaca que mesmo o
tratamento quimico tendo provocado mortalidade de 45% da populagado
experimental, a populagdo sobrevivente foi suficiente para causar um dano de
semelhante expressdo as concentracdes 1% e 2% do extrato, que ocasionaram
apenas 5% e 10% de mortalidade, respectivamente.

Na literatura encontra-se diferentes resultados da agao sistémica de uma
mesma uma espécie de planta quando ministrado em diferentes concentragdes do
extrato, assim como a planta hospedeira e o inseto-praga. Essa hipotese é
corroborada por Hossain et al. (2008), onde ao examinar o impacto do neem
aplicado ao sistema radicular de plantas de tomateiro em Liriomyza sativae (Diptera:
Agromyzidae). No estudo, 0,75, 1,50, 2,25 e 3,00 g de concentragdes L-1 de
NeemAzal®-U preparacdo foram utilizados, onde a mortalidade larvar foi
significativamente afetada sistemicamente apenas por neem a 3,00 g de
concentracao L-1.

Ja Pavela, Barnet e Kocourek (2004), ao realizarem a aplicagdo no solo de
neem em baixas concentragdes (0.25, 0.05, 0.005, 0.0005 and 0.00005 mg
ml‘1) para o sistema radicular da planta de Brassica napus subsp. Napus e explorou
os seus efeitos sistémico sobre Brevicoryne brassicae L. (Hemiptera: Aphididae). De

acordo com os resultados de o estudo, a mortalidade ninfal da praga, especialmente
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durante os periodos de moldagem, foi significativamente aumentada com
concentragdes crescentes. Longevidade dos adultos e alimentag&do foram diminuidas
com o aumento das concentracoes.

Mao et al. (2019), testando Bruceine D, um isolado de Brucea Javanica (L.)
Merr. foi aplicada as raizes numa concentragdo de 100 pg/mL durante 24 e 48 h, em
da couve (Brassica campestris L. ssp. chinensis var.) infestadas com Plutella
xylostella L., atingindo 93,80% e 96,83% de efeitos antialimentares, que s&o
significativamente maiores do que as de azadirachtin. Semelhante ao azadiractina, a
bruceina D também apresentou um potente efeito de inibicdo do crescimento sobre
as larvas de insetos. Trata-se de um boténico antialimentar eficaz para insetos com
propriedades sistémicas excepcionais, causando atividade inibitéria do crescimento

de pragas.

6.4 Bioensaio: aplicagao topica do extrato bruto de A. curassavica e suas
fragoes

Os extratos em diferentes concentracdes e fracdes sobre S. frugiperda, ao
ser realizada a aplicagdo topica, dos possui acdo nociva, observando-se que o
extrato bruto e a fragdo hexano na concentragdo 4% obtiveram maior porcentagem
de mortalidade, seguida da fragdo diclorometano e acetato de etila que também
demonstrou boa acéo por contato apds 72 horas de aplicacdo. Deve ser considerado
que a aplicacdo topica, além da mortalidade, também pode interferir no
desenvolvimento, ciclo de vida e desempenho dos insetos. Assim, esses efeitos
tornam-se desejaveis tdo quanto a mortalidade direta, tornando-se uma promissora
opgcao de controle de pragas. Uma hipdétese para a agdo de contato, pode ser
explicada pela presenca nos extratos vegetais de varios produtos quimicos bioativos
como alcaldides, saponinas, taninos, flavondides e esteroides.

Sabe-se que as saponinas sao livremente soluveis e podem ser extraidas
em solventes aquosos e organicos, € agem atacando a cuticula das larvas,
resultando em perfuragdo, que é a principal causa de morte larval (Hostettmann;
Marston, 2005), todas essas presentes neste trabalho (Tabela 9). Lopes et al. (2019)
demostrou a acdo toxica dos extratos etandlicos de folhas e casca de
Anadenanthera macrocarpa (BENTH.) por aplicagdo topica foram eficientes no
controle de Helicoverpa armigera, Spodoptera frugiperda e Spodoptera cosmioides

reduzindo a sobrevivéncia em 75, 60 e 50%, respectivamente, além de alteracdes
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nos parametros bioldégicos como, aumento do periodo larval, redugdo de peso das
larvas e pupas.

Varios sao os estudos do efeito de solventes (acetona, agua deionizada,
diclometano, dimetilsulféxido, metanol e etanol) utilizados na ressuspensao de
extratos vegetais sobre os diferentes taxons de insetos (Castillo-Sanchez et al.,
2010). O fato de o extrato bruto ter evidenciado o melhor resultado de mortalidade,
torna-se imprescindivel ao agregar na literatura esta informacéo, pois o etanol,
diferentemente dos demais solventes supracitados utilizados no fracionamento, nao
€ tdxico para o meio ambiente e para quem o masuseia.

Almeida (2020) realizou aplicagéo topica de 0,1 pl/lagarta dos extratos de
Bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima) em diferentes concentracdes e fragbes
sobre S. frugiperda, o qual constatou acdo nociva, onde a fracdo hexano 2%
obtiveram maior porcentagem de mortalidade (40%), seguida da fragéo
diclorometano (35%) e extrato bruto (30%), o qual também demonstrou boa agéo por
contato 48 horas de aplicacdo. Em outro bioensaio de aplicagdo tdépica, com
diferentes concentragbes do extrato etandlico bruto, atingiu 50% de mortalidade
apods 48 horas de aplicagao.

Desse modo, ao definir entre aumentar a concentracdo ou fracionar
devemos analisar os preceitos de sustentabilidade, que sdo econdmico, social e
ambiental. Os solventes utilizados no fracionamento, comparados ao etanol, sao
caros, nocivos e perigosos. Sendo assim, tem que haver muita cautela para ao
realizar sua escolha fora do ambito de pesquisa, pois os resultados positivos podem
ser diluidos aos problemas ao longo prazo. Além disso, alguns solventes podem
ocasionar efeitos letais ou subletais passiveis de serem utilizados na ressuspenséao
dos extratos vegetais, confundindo assim a real atividade do extrato botanico.

Corroborando, Anasante (2014) em bioensaio verificou-se, que o solvente
acetato de etila incorporados a dieta artifical (1.000 mg kg-1) ocasionou significativa
mortalidade (42,70%) de larvas de S. frugiperda e reduziu significativamente o peso
das larvas sobreviventes, aspecto mensurado ao sétimo dia de exposi¢do, o que
indica precaucdo na utilizagdo desse solvente organico na solubilizacdo dos
derivados em teste, demostrando-se inadequado para utilizagdo nos bioensaios.
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6.5 Fertilidade e fecundidade

Em relacdo ao numero de posturas, ovos e viabilidade de S. frugiperda pelo
extrato etandlico de A. curassavica ministrado em diferentes concetracdes
estudados no presente trabalho, o qual ndo diferem das testemunhas, pode ser
devido a polifagia da espécie. A observagcdo de oviposicdo em locais fora do
hospedeiro bem como a alta mobilidade das lagartas suporta a hipétese de auséncia
de preferéncia hospedeira. Este fato & corroborado por Renwick e Chew (1994),
onde relatam que fémeas de S. frugiperda preferem ovipositar em areas ranhuradas
e picadas em vez de superficies lisas. A textura da superficie, além de outras dicas,
influencia a oviposi¢cao de muitas espécies de mariposas.

Dependendo nas caracteristicas de suas plantas hospedeiras ou a condigao
6tima dependente da espécie para a sobrevivéncia dos ovos, as fémeas preferem
lisos, peludos ou asperos superficies. Sparks (1979) relatou também que, em altas
populagdes, S. frugiperda deposita seus ovos em objetos e plantas ndo-hospedeiras.
Isso apoia os resultados da alta frequéncia de posturas nas paredes da casa telada
e na tela das gaiolas durante os testes com e sem chance de escolha para
oviposicdo e o fato de S. frugiperda nao demonstrar preferéncia entre os
hospedeiros estudados.

Rojas, Virgen e Cruz-Lopez, (2003), estudando o comportamento de
oviposicédo de S. frugiperda, notaram que estimulos tateis sdo mais importantes do
que os volateis da planta, e encontraram mais fémeas ovipositando em superficies
corrugadas ao invés de superficies tratadas com extratos de plantas hospedeiras
como o milho, o tomateiro e o algodoeiro. Fémea adulta S. frugiperda parecia néao
depender dos volateis da planta para orientacdo as plantas hospedeiras, porém o
extrato hexano de milho inibiu a oviposigdo em doses de 1 e 0,2 g/ ml, mas ndo em
0,005 e 0,001 g/ ml.

O efeito inibitério dos extratos na oviposi¢cao das fémeas sugere a presenca
de compostos deterrentes em plantas hospedeiras. Williamset et al. (1986)
observaram que S. frugiperda oviposigcdo em toalhas de papel tratadas com agua,
metanol, diclorometano e extrato hexano folhas de milho diferiram da toalha tratada
apenas com solvente. Uma possivel explicagcdo para os resultados do presente

estudo é que, durante a preparacao dos extratos, o as plantas podem liberar niveis
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anormalmente elevados de compostos deterentes volateis em fungdo do dano
mecanico na preparagao dos extratos. Sendo assim, dentro dos limites do nosso
ensaio, este trabalho mostra que as indicagdes tacteis podem ser de importancia

durante a selecao de locais de postura de ovos por S. frugiperda.

6.6 Caracterizacao e identificagao quimica qualitativa do extrato de A.

curassavica

A analise fitoquimica qualitativa do extrato e suas fracdes foi realizada com
etapa preliminar do estudo, com o objetivo de detectar as principais classes de
metabalitos secundarios presentes nessa espécie vegetal. Além disso, por falta de
dados na literatura sobre a espécies em questdo, assim como suas fragdes, tracar
esses metabdlitos através desses testes € importante na contribuicdo de dados
quimicos sobre a espécies, bem como do género e familia. Segundo Boland (2012)
as plantas produzem grande quantidade de metabdlitos secundarios, que s&o
armazenados como compostos de defesas contra ataques de herbivoros e
patdgenos. Esses compostos pertencem a diferentes classes quimicas, tais como,
terpenoides derivados de isopreno, incluindo mono, sesqui, di e triterpenoides, e
esteroides. Para minimizar a autointoxicagdo, muitos desses compostos sao
armazenados em compartimentos de atividade metabdlica limitada, tais como,
vacuolo ou o apoplasto.

No presente estudo, a triagem fitoquimica detectou que o extrato bruto foi o
unico a apresentar todos os metabdlitos analisados, sendo eles polifenois totais,
flavonoides, triterpenos, alcaloides, taninos, glicosidios cardiotdnicos, saponinas e
cumarinas. O polifenois totais, triterpenos, glicosidios cardiotonicos (Keller-Kiliani e
Raymond) e cumarinas no extrato bruto e em todas as fragdes analisadas.
Diferentemente, Shelke e Bhot (2019), através de uma avaliagéo fitoquimica em
folhnas e caules de A.curassavica verificaram a presenca apenas de glicosideos,
fendis, saponinas, esterdides, taninos, terpendides e proteinas/aminoacidos. O autor
nao detecta alcaloides e flanoides nas folhas e caules, assim como n&o registra
presencga de saponina na raiz. Kalidass, Abragam e Mohan (2009) mostra resultados
da triagem fitoquimica preliminar de extratos de plantas inteiras de A. curassavica

onde foi fracionado com éter, benzeno, cloroformio e metanol. Os dados
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apresentados demostram que extratos de metanol de toda a planta demonstra a
maior quantidade de classes metabdlicas, tendo a presenca de alcaloide,
antraquinona, cumarina, flavondides, fenol, saponina, esteréide, tanino, terpendide,
agucar e xantoproteina. Nenhuma das fracbes foi detectada a presenca de
glicosideos.

Uma das hipoteses dessa diferenca fica devido que a alteragdo de cor do
extrato bruto, em algumas situacbes a presenga de coloragdo decorrente da
presenca de uma substancia pode ser interferente na observagao de cor de alguma
outra substancia também contida no extrato. Isso comumente ocorre em extrato
brutos de matrizes vegetais, sobretudo em extratos obtidos de folhas, por conter
uma mistura grande de metabdlitos. Para minimizar essas interferéncias cada ensaio
€ realizado varias vezes para uma mesma classe de metabdlitos secundarios, com
diferentes reagbes quimicas, como aconteceu em ambos trabalhos. Além disso, de
acordo com Miranda, Moreira e Siqueira (2016) e Matos (2009) os resultados
preliminares da prospecgao fitoquimica avaliando os metabdlitos secundarios
constituintes de varias espécies vegetais podem diferenciar, isso se deve a fatores
extrinsecos e intrinsecos como teores de minerais no solo, faixa de temperatura,
agua disponivel e do préprio metabolismo secundario vegetal.

Os Compostos fendlicos sdo importantes no mecanismo de defesa aos
estresses ambientais, como elevada luminosidade, baixas temperaturas, infecgao
por patdgenos, herbivoros e deficiéncia de nutrientes. S&o responsaveis por
participar de importantes fun¢gdes no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos
vegetais contra o ataque de patdégenos (Dixon; Harrison, 1990). Taninos, lignina,
flavondides e alguns compostos fendlicos simples servem como defesa contra
herbivoros e patégenos (Chalker-Scott; Fuchigami, 2018). A sintese de flavonoides é
intensificada em situagdes que favoregcam o estresse oxidativo, tanto abidtico quanto
bidtico (Kumar; Pandey, 2013). Os Taninos sao toxinas que reduzem
significativamente o crescimento e a sobrevivéncia de muitos herbivoros quando
adicionados a suas dietas gera consequéncias as pragas uma vez que se ligam a
proteinas digestivas de insetos inativando enzimas importantes (Solla et al., 2016).

Os alcaloides sdo compostos nitrogenados, 0os quais nas sementes
representam importantes fontes de nitrogénio durante a germinagado, além de
possuir propriedade de defensivo quimico natural (Isah, 2019). Para exemplificar,

podemos citar a nicotina, um alcaloide extraido de algumas espécies do género
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Nicotiana (Solanaceae), a qual age no sistema nervoso dos insetos, competindo
com o neurotransmissor acetilcolina, com efeito de contato, ingestdo e repeléncia’
(Dederer; Werr, 2011) Ja o triterpeno possuem uma diversificada classe de
metabdlitos secundarios, a utilizagdo da entdo chamada regra do isopreno permitiu
classifica-los e estuda-los num primeiro momento, quando inumeros terpenos foram
isolados a partir de plantas superiores, muitos deles com valor comercial.
Atualmente sabe-se que terpenos com aroma agradavel sdo extraidos de esséncias
de plantas, outros sdo a base de medicamentos convencionais ou as plantas que os
contém sao fitoterapicos, alguns sdo precursores de vitaminas e outros inseticidas
(Simbes et al., 2010).

Em relacdo aos glicosideos cardiotdnicos, estes sédo divididos em dois
grupos, um com compostos de cadeia de vinte e trés carbonos chamada
cardenolideos, e outro composto de cadeias de vinte e quatro carbonos chamados
bufadienolideos. Sdo amplamente utilizados na medicina para o tratamento da
insuficiéncia cardiaca, e intoxicagdes, podem ocorrer depois do consumo de chas
preparados por partes de plantas ou depois do consumo de flores, folhas ou
sementes de plantas que contém glicosideos cardiotonicos (Vickery; Vickery, 1981).
S frugiperda e Anticarsia gemmatalis, foram negativamente afetados pela digitoxina
no crescimento e sobrevivéncia, respectivamente (Cohen, 1983). O ambiente
quimico influencia a toxicidade do cardenolide. Por exemplo, sabe-se ha um tempo,
de acordo com Glynn (1957) que o efeito inibidor dos cardendlidos é antagonizado
pelos idbns K+. Como os lepidopteros (e talvez outros insectos fitofagicos) tém
frequentemente concentragées muito elevadas de K+ na sua hemolinfa (Florkin;
Jeuniaux, 1974, a toxicidade de cardenolide nos insetos pode ser menos aguda do
que o previsto apenas pelos seus atributos quimicos (Vaughan; Jungreis, 1977).

De acordo com Puentes (2009) e Mazid, Khan e Mohammad (2011), as
saponinas participam do sistema de defesa do vegetal, protegendo-o do ataque de
insetos, além de sua acgdo antifungica e antibacteriana, principalmente contra
microrganismos patogénicos. A classificagdo das saponinas se da de duas
maneiras: por meio do nucleo da aglicona, ou pelo seu carater acido, basico ou
neutro. Referindo-se a aglicona, podem ser categorizadas em saponinas esteroidais
ou triterpénicas. Ja as cumarinas constituem uma classe de metabdlitos secundarios
derivados do acido cinamico, encontrados em abundancia no reino vegetal, nos

fungos e bactérias. A esta classe de compostos atribuisse uma grande variedade de
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atividades bioldgicas, como a antimicrobiana, a antiviral, a anti-inflamatodria, a
antiespasmaodica e antitumoral (Machado et al., 2001). Outra classe estudada sao as
purinas, derivadas de aminoacidos como a glicina, acido L-aspartico e Lglutamina.
Essa classe de compostos organicos ciclicos do metabolismo secundario das
plantas possui no minimo um atomo de nitrogénio no seu anel sendo largamente
utilizado na industria farmacéutica como medicamentos alucinébgenos e também
como veneno (Vizzotto; Krolow; Weber, 2010).

A presenca de polifendis totais, flavonoides e alcaloides ja era esperada
durante a realizagdo da triagem fitoquimica, por serem metabdlitos secundarios
amplamente encontrados em diversas espécies de vegetais do género Asclepias. A
confirmacdo de alcaloides, polifendis totais e flavonoides presentes no extrato
vegetal e suas fragbes direcionou o trabalho para a analise fitoquimica quantitaiva

nessas classes.

6.7 Caracterizagao e identificacao quimica quantitativa do extrato de A.

curassavica

Através do processo de particdo liquido-liquido, com usos solventes
apresentando polaridade crescente, como hexano, diclorometano e acetato de etila
objetiva-se obter uma semi-purificagdo das substancias através da polaridade
presente nestes solventes (Cechinel Filho; Yunes, 1998). Sabido disto, no presente
trabalho observa-se que, através da polaridade do solvente usado no fracionamento
do extrato etandlico de A. curassavica, ocorreram significativas diferengas quanto a
presenca das classes dos metabdlitos, assim como os teores de polifendis totais,
flavondides e alcaloides.

De forma semelhante, Reddy et al. (2012) realizando analise fitoquimica
qualitativa dos extratos utilizando diversos solventes (alcool de petréleo, hexano,
cloroférmio, acetato de etila e metanol), oriundos de folhas e raizes de A.
curassavica, indicou diferengca quanto a detec¢cdo em relagcdo as partes da planta,
assim como dentre os solventes utilizados. Comparativamente, os extratos de raiz
de todos os solventes verificados contém mais metabdlitos secundarios do que os
extratos das folhas. Metanol e o acetato de etila apresentaram as maiores
contatacbes da presenca das classes metabdlitas em ambas partes da planta. Nas

folhas os alcaloides, taninos e cumarinas foram encontrados completamente
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ausentes em todos os cinco extratos solventes, ja no extrato das raizes nédo foram
encotrados em todos solventes apenas os alcaloides.

Esses dados diferenciam do presente estudo, onde todas fracbes
apresentam alcaloides (Tabela 9), assim como foi possivel quantificar seu teor
presente no extrato e suas fragdes (Tabela 8). Dentre as hipdteses, pode ser
explicado pelo fato de, mesmo sendo as mesmas espécies, estdo em localidades
diferentes sendo passiveis de mudancas em sua composicado. Corroborando, Freitas
et al. (2004) relata que variagdes temporais e espaciais no conteudo total, bem como
as proporcoes relativas dos metabdlitos secundarios em plantas ocorrem em
diferentes niveis (sazonais e diarias; intraplanta, inter e intraespecifica) e, apesar da
existéncia de um controle genético, a expressdo pode sofrer modificagdes
resultantes da interacdo de processos bioquimicos, fisioldgicos, ecologicos e
evolutivos. Representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente
circundante, portanto, sua sintese ¢é frequentemente afetada por condi¢cbes
ambientais.

Em relacdo ao extrato bruto, este demostra alto teor de flavonoides, o qual
pode ser atribuido ao fato de que o alcool etilico € um solvente universal que tem a
capacidade de extrair varias substancias, independente da sua polaridade, portanto
em sua composicdo pode conter substancias com propriedades inseticidas e
substancias que desempenham outros papeis. Sdo acidos fracos, soluveis em
metanol, etanol ou combinagdes de solventes com agua, por possuir caracteristicas
polares (Bernardes; Pessanha; Oliveira, 2010). Sdo compostos fendlicos e podem
ser atraentes, deterrentes, repelentes e toxicos aos insetos (Simmonds, 2001).
Porém, comparados a muitos outros compostos secundarios vegetais, os
flavondides n&do sado especialmente tdxicos, e tém baixa atividade fisiolégica em
muitos insetos. No entanto, muitos flavondides podem agir como deterrente
alimentar para insetos fitofagos, em concentragcbes relativamente baixas. Além
disso, flavondides com estrutura relativamente parecidas, podem agir de forma
diferente no mesmo inseto (Harborne; Grayer, 1993).

Os compostos de fenol sdo metabdlitos secundarios com importancia
fisiolégica e metabdlica consideravel nas plantas (Abe et al., 2010) e que se
desenvolvem em situacdes de estresse (Angelo; Jorge, 2007). Aimeida (2014), os
compostos fendlicos fazem parte de um grupo abundante bem diversificado

apresentando estruturas simples e complexas e ao menos um anel aromatico.
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Dados do presente trabalho obtém um maior teor de compostos fendlicos
concentrou-se nas fragdes Acetato de etila e bruto, fracbes hexano séo as de menor
teor desses compostos. Esses resultados devem-se ao fato de que a maioria dos
compostos fendlicos € de média a alta polaridade, como flavonoides, taninos e
acidos fendlicos (Cechinel Filho; Yunes, 1998, 1998). Esses dados sao corroborados
por Amparo (2016), onde os polifendis totais de folhas e galhos de Protium
spruceanum concentraram-se nas fragcoes acetato de etila e hidrometandlicas e as
fragcdes hexanicas sdo as de menor teor desses compostos.

Segundo Strong; Lawton; Southwood, (1984), alcaloides sdo acidos nao-
protéicos, classificados como téxicos qualitativos, pois agem mesmo em pequenas
quantidades. Sao particularmente toxicos para insetos e, frequentemente, causam
sua morte (Mello; Silva-Filho, 2002). Os alcaloides sao compostos nitrogenados que
atuam na defesa quimica contra herbivoros e na atragédo de polinizadores. As quatro
classes mais importantes s&o: alcaloides, betalainas, glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos (Cabral; Pita; Salguiro, 2015; Rezende et al., 2016). S&o conhecidos,
também, por apresentarem efeitos contra os insetos. Alcaloides podem ser
encontrados em todas as partes da planta, com acumulo em um ou mais 6rgaos,
atuam como um mecanismo de defesa contra insetos em fungéo do seu amargor e
toxicidade (Kittakoop; Mahidol; Ruchirawat, 2014; Rodrigues et al., 2010; Simbes et
al., 2010).

No que tange as substancias detectadas no extrato etandlico de A.
curassavica neste estudo (alcaloides, flavonoides e polifendis), como supracitadas
acima, sdo conhecidas por sua capacidade repelente contra insetos, contribuindo
com a defesa contra ataques de herbivoros e demais patégenos. Com isto,
permitimos concluir que a presenca dessas substancias aliada a sua quantidade
(Tabela 8 e 9) corrobora com os demais dados desta pesquisa, mostrando que
provavelmente a mortalidade das lagartas e a fagodeterréncia das plantas de milho
ocorreram devido a presenca destes componentes presentes no extrato etandlico de
A. curassavica, com origem no seu metabolismo secundario. Dessa forma, também
€ possivel concluir que os compostos de maior polaridade, presentes na fragao
extrato bruto, sdo responsaveis pela maior parte da atividade inseticida no extrato

etandlico de A. curassavica.



92

6.8 Teste laboratorial de plantas coletadas a campo do extrato etandlico de A.

curassavica no controle de S. frugiperda no milho

Analisando ambos anos ensaiados no presente trabalho, pode-se notar que
os tratamentos 0 Hora pds aplicagdo, independentemente da concentragcdo do
extrato etandlico de A. curassavica ingerido pela lagarta, ocorreram significativas
mortalidades em S. frugiperda quando comparadas a testemunha. Porém, em
relagcdo peso larval, ambos os anos demostram que na ultima avaliacdo nao houve
diferenga em relag&o a testemunha, n&o influenciando assim na converséo alimentar
do inseto. Contudo, em relagdo ao consumo alimentar, dos tratamentos contendo
extrato, em ambos anos o tratamento 0,25% diferenciou da testemunha, havendo
assim uma reducao do consumo.

Segundo Vendramim e Castiglioni (2000) algumas substancias estimulam a
alimentagcdo do inseto, sendo denominadas de substancias estimulantes ou
fagoestimulantes. No caso do inseto ser induzido a paralisar a alimentagdo, a
substancia que provoca este estimulo sera chamada de fagodeterrente ou
fagoinibidora, como aconteceu neste experimento. E importante destacar que
quando existe pouca inibicdo da alimentacdo causada pela dose do téxico, o inseto
cresce, mas € afetado nos estados subsequentes. Por outro lado, quando a inibigao
da alimentagdo é grande, devido a altas dosagens, o inseto € afetado no mesmo
estado biolégico em que adquiriu a substancia inseticida.

No ensaio de 48 horas pds aplicagdo, conseguimos notar os efeitos da
exposicao do extrato etandlico de A. curassavica sobre condicdoes a campo. Nos
dados de mortalidade em ambos os anos, podemos notar uma diferenca ao
confrontar com dados de mortalidade apds 0 horas de aplicagdo, onde ambos anos
nao diferem da testemunha. Assim, deparamos com uma das desvantagens ao seu
uso dos extratos, a qual diz respeito sobre sua baixa persisténcia (Rampelotti-
Ferreira et al., 2017). Segundo Viana, Prates e Ribeiro (2006) para que o extrato
tenha uma boa distribuicdo e aderéncia as folhas do milho, recomenda-se que seja
adicionado um adjuvante na calda de pulverizagdo. Apesar do uso do presente
trabalho, Myasnik et al. (2001) relata que a sensibilidade a radiagdo UV-B continua a
ser uma grande limitagdo no desenvolvimento comercial de biopesticida, o que pode

ter levado a esses dados.
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A baixa persisténcia do ensaio de 48 horas apds aplicagdo também foi
observada através da curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) (Figura 3 e 4) do
presente trabalho em ambos anos ensaiados. Porém, nos ensaios de 0 horas apés a
aplicacdo, pode-se observar quem em ambos 0s anos houve uma diminuicao
drastica da probabilidade de sobrevivéncia logo nos primeiros dias de aplicagéo
(Tabela 1 e 2), corroborando os dados de campo onde o decréscimo dos danos
foram encontrados com maior intensidade nos primeiros dias apds aplicagéao (Tabela
14 e 20), evidenciando um defensivo de acdo imediata. Sendo assim, a baixa
persisténcia ndo desconfigura 0 seu uso a campo, visto que sua acdo inseticida
ocorre logo apds a aplicagdo com uma promissora agao de choque. Além disso, a
baixa persisténcia no ponto de vista ambiental se torna vantajosa gragas ao menor
impacto ambiental. De acordo com Kathrina e Antonio (2004), a baixa persisténcia
possui a vantagem de o menor risco das pragas desenvolverem resisténcia e
reduzido risco aos organismos benéficos e ndo-alvo. Com isso, muitas vezes sua
aplicagao pode ser feita um pouco antes da colheita do alimento, por possuir baixo
ou nenhum poder residual. Acdo rapida, embora a morte possa nao ocorrer em
poucas horas ou dias, os insetos podem parar de se alimentar quase que
imediatamente apo6s a aplicagao do inseticida botanico.

No primeiro ano, os tratamentos 0,25% e 0,5% tiveram os maiores
consumos alimentares. Ainda segundo Vendramim e Castiglioni (2000), algumas
substancias estimulam a alimentagao do inseto, sendo denominadas de substancias
estimulantes ou fagoestimulantes. Apesar do aumento no consumo, o peso larval
manteve-se o mesmo em todos tratamentos, tendo assim as mesmas conversodes.
Entretanto, no segundo ano, o consumo alimentar de todos os tratamentos contendo
extrato etandlico foram diferentes e menores do que a testemunha, sendo o
tratamento 0,1% contendo a maior redugcdo. Em relagdo ao peso larval, tratamento
0,1% na ultima analise € portador do menor peso, diferenciando da testemunha.
Sendo assim, os efeitos deletérios sobre o inseto ficam evidenciados. A inibicdo ou
reducdo da alimentacdo esta frequentemente relacionada com a inibigdo do
crescimento e do desenvolvimento, diminuicdo do peso de lagarta e pupa, e
alongamento da fase larval (Saxena, 1987).
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6.9 Teste de conducao a campo do extrato etandlico de A. curassavica no
controle de S. frugiperda no milho

Dentre as limitagbes ao uso de extratos vegetais no campo, pode ser
apontada a falta de dados, principalmente no Brasil, relacionados a fitotoxicidade, a
persisténcia e aos efeitos sobre organismos benéficos (Costa; Silva; Fiuza, 2004).
Em posse desses dados, foi realizado ensaio a campo onde foi pulverizado na
cultura do milho tratamentos contendo altas concentragcbes do extrato etandlico de
A. curassavica (1%, 2% e 4%) uma unica vez, visando avaliar seu desempenho
agrondmico no controle de S. frugiperga a campo. Apds 3 dias da aplicagao, foi
constada um resultado 100% na escala percentual de fitotoxidade em todos
tratamentos contendo extrato, adaptada de Frans e Crowley, 1986, a qual chegou a
desnutricdo total da cultura, inviabilizando a sequéncia das analises na presente
condicao apresentada.

As plantas apresentaram fitotoxicidade a partir do primeiro dia de aplicagao
iniciando um processo de clorose Inter nerval seguido de necrose pontual nas folhas
mais novas e clorose com secamento total das folhas. De acordo com Caires e
Caires (2011), em trabalho utilizando éleo de Nim organico (10 % v/v) observaram
que o produto foi efetivo no controle do pulgdo da couve, contudo as plantas
apresentaram fitotoxicidade a partir do segundo dia de aplicagdo iniciando um
processo de clorose Inter nerval seguido de necrose pontual nas folhas mais novas
e clorose com secamento total das folhas mais velhas, ocorrendo a abscisao foliar
no terceiro dia. Corroborando, Dequech et al. (2008) observaram que plantas
tratadas com DalNeem (produto comercial, a base de frutos maduros de Azadirachta
indica A. Juss) a 10% v/v apresentaram sintomas de fitotoxicidade. As folhas novas
apresentaram aspecto enrugado e as folhas velhas manifestaram escurecimento das
nervuras e um bronzeamento em diversos pontos do limbo foliar reduzindo a
produtividade.

De acordo com Karlsson (2005), a fitotoxicidade é definida como a
capacidade de um produto provocar danos temporarios ou permanentes a uma
planta. As partes mais afetadas pelos extratos de plantas inseticidas sao as folhas,
causando nas mesmas, necrose no limbo foliar, engruvilhamento, descoloracéo e
reducdo do tamanho com efeito direto na capacidade de realizar fotossintese.

Pinheiro e Quintela (2004) relataram que 6leo de A. indica com doses maiores que
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2%, causaram fitotoxicidade as folhas primarias do feijoeiro, exceto o produto
comercial Ninkol®, que é composto de uma mistura de 6leo e extrato de folhas de A.
indica. As concentragbes dos extratos aquosos dos produtos comerciais Organic
Neem® 0,75% e Azamax® 0,50% a base de 6leo de nim, ndo provocaram efeito
fitotoxico significativo, com a classificagdo “sem injuria ou redugdo”, semelhante a
testemunha. Isso ocorreu possivelmente devido a baixa concentragdo dos mesmos.

Sendo, pode-se concluir que ao ministrar extratos em concentragdes
maiores, a alta quantidade de metabdlitos na superficie foliar pode resultar um efeito
téxico mais acentuado. Além disso, existem fitoxicidades conhecidas de alguns
metabolitos secundarios ao serem aplicados sobre plantas. Segundo Aguiar-
Menezes (2005), os inseticidas saponaceos podem ser toxicos a alguns vegetais, o
que levou Souza (2009) a deduzir que o nivel de fitotoxicidade encontrado para as
solugbes de extrato hidroetanolico do residuo liquido de sisal seria devido a
presenca de saponinas. Portanto, os dados de toxicidade foliar relatados na
presente pesquisa podem ser atribuidos a presenca desses metabdlitos detectados
na triagem fitoquimica (Tabela 8).

Em posse dos desses dados supracitados, novos ensaios repetidos por 2
anos em épocas diferentes, foram realizados com concentragdes menores de A.
Curassavica (0,1%, 0,25% e 0,5%), além das testemunhas positivas e negativas,
objetivando verificar seu potencial agronémico, obedecendo fielmente a metodologia
do ensaio anterior. A principio foi verificada a diferenca dos danos dentre os
tratamentos, sendo esta importante pois segundo Valicente e Tulher (2009), depois
do segundo ou terceiro instar, as larvas comegam a fazer buracos nas folhas, se
alimentado em seguida do cartucho das plantas de milho, produzindo uma
caracteristica fileira de perfuragdes nas folhas. Sabido disso, na avaliacido sobre os
danos causados por S. frugiperda.

Nesta avaliagcado, constatou-se, no primeiro ano de semeadura, diminuigao
do percentual de danos nas plantas atacadas por S. frugiperda, apds a unica
pulverizagdo do extrato etandlico de A. curassavica com diferentes concentragoes,
onde ao terceiro dia apds aplicacdo todos os tratamentos contendo extrato nao
diferiram da testemunha positiva e apos 21 dias de aplicagdo ainda diferem da
testemunha negativa (Tabela 11). De forma parecida, nos danos na segunda
semeadura, pode-se observar no 3° dia pds aplicacado todos diferem da testemunha

negativa, e os tratamentos 0,25% e 0,5% nao diferem da testemunha positiva.
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Porém, apdés 21 de aplicagdo apenas 0,25% e o tratamento quimico diferem da
testemunha negativa (Tabela 17).

Essa diferenca pode ser explicada pela diferenga populacional do inseto nas
diferentes épocas do ano em que o experimento foi ensaiado, corroborando com a
hipétese, Sosa (2002) descreve que o crescimento populacional de S. frugiperda nos
meses de novembro e dezembro, chegando ao ponto maximo em janeiro,
concluindo que as semeaduras tardias estdo mais expostas a presenga da praga. As
culturas ao redor presentes nas diferentes épocas também podem interferir,
segundo Grutzmacher et al. (2000), a proximidade de areas cultivadas com arroz e
sorgo intensifica o ataque do inseto aos milharais, ja que ambas as espécies séo
hospedeiras alternativas da lagarta-do-cartucho. Além disso, Silva (1999)
demonstrou que a eficiéncia de inseticidas no controle de S. frugiperda varia em
funcdo da época, sendo menor em épocas tardias, constatando que o insucesso no
controle da praga deve-se a realizagdo do controle em forma tardia, mesmo que seja
realizado quando existem altas infestagdes e presenca de lagartas grandes.

Em relagdo a fitotoxicidade (Tabela 10), diferentemente do ensaio com
maiores concentragdes, nao foi verificado efeitos nas concentragbes menores. Em
relacédo a altura (Tabela 13 e 18) na semeadura do primeiro ano podemos notar que
no 3° dia apds aplicacdo os tratamentos contendo extrato nao diferiram na
testemunha positiva e diferiram da negativa, se igualando a testemunha negativa
apenas na ultima avaliagao no 21° dia de aplicagao. Isto ocorre de forma similar no
segundo ano de ensaio, onde, apesar que no 14° de avaliagédo todos os tratamentos
nao diferem da testemunha negativa, ao 21° dia de avaliagédo todos os tratamentos
contendo extratos diferirem da testemunha positiva.

Apesar disso, o numero de plantas e folhas (Tabela 12 e 18), em ambas
épocas ensaiadas os tratamentos n&o diferiram das testemunhas positiva e
negativa. Isto resulta em um efeito positivo, pois & neste estadio com seis a oito
folhas (estadios V6 a V8) desenvolvidas, conhecido como estadio do “cartucho” em
que o ponto de crescimento e o pendéao ja estdo acima do nivel do solo e o colmo
esta iniciando um periodo de elongagdo acelerada (Weismann, 2008). Outra
conclusao é que, apesar dos maiores danos e menores alturas em relacdo ao
tratamento quimico, as plantas de milhos tratadas com diferentes concentracbes do

extrato etandlico de A. curassavica consegue compensar mantendo o numero de
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plantas e folhas, sendo a ultima citada responsavel pela produtividade através da
relagao fonte-dreno.

Assim ao comparar os resultados do tratamento com extrato de A.
curassavica e inseticida quimico, devemos ponderar que de acordo com Mendes et
al. (2011) a utilizagao de inseticidas quimicos na tentativa de minimizar os prejuizos
provocados por essa praga, muitas vezes, ndo produz o efeito esperado, o que
acarreta no aumento de riscos de contaminacdo ambiental e a elevacdo de custos
de producéo, além de uma selecao natural de insetos resistentes. Respaldando dos
dados do presente trabalho, os mesmos dao crédito as recomendacbes feitas por
Vendramim (1997), que sugere a utilizacdo de inseticidas naturais quando existam
baixas densidades populacionais da praga, ja que o controle deve ser feito mais
preventivamente do que como curativo. Conclui-se desta forma que uso de A.
Curassavica € uma promissora ferramenta para ser inclusa no Manejo Integrado e

Pragas, visando o controle de S. frugiperda no milho.
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7 CONCLUSAO

Extrato etandlico de Asclepias curassavica L. na concentracdo de 0,5%
interferiu na biologia de S. frugiperda afetando sua sobrevivéncia sobre plantas de

milho Zea mays L em condi¢gdes laboratorial, casa de vegetagdo e campo.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

- Na pulverizagdo do extrato em plantas de milho em casa de vegetacdo nas
concentragdes de 0,25% e 0,5% causaram uma mortalidade das lagartas de 50% e
65% respectivamente. Estas mesmas concentragdes sdo detentoras dos menores
danos nos tratamentos contendo extrato, sendo a menor média de dano de todos o

tratamento quimico.
- Nao houve agéo sistémica e translaminar do extrato etandlico de A. Curassavica.

- No bioensaio de acdo de contato, conduzidos na concentragdo de 0,5 %, nao foi
verificada mortalidade em nenhum tratamento ministrado nesta concentracdo. Ja, na
concentracdo de 4% todos os tratamentos contendo as fragbes e o extrato bruto
apresentaram dados de mortalidade superior comparados aos tratamentos
testemunha, 72 horas apds a aplicagao, o tratamento extrato bruto ndo diferencia
dos tratamentos fracionados hexano, diclorometano e acetado de etila.

- Quanto a fertilidade, ndo houve alteragao na fertilidade e fecundidade.

- Na analise de polifendis foi possivel observar que acetato de etila foi portador da
maior quantidade em pg/ml, seguidos pelos tratamentos extrato bruto, diclorometano
e residual. Hexano possui a menor quantidade desse metabdlito, sendo

aproximadamente 9 vezes menor do que a presente em acetato de etila.

- Na analise de flavonoides, acetato de etila contém a segunda maior quantidade
(715,27 pg/ml), porém isso corresponde a aproximadamente 38% do total
encontrado no extrato bruto 1890,27 pg/ml). Quando avaliado os teores de
alcaldides, o tratamento bruto, hexano e acetato de etila ndo diferem e apresentaram

0s maiores valores, seguidos de dicloro metano e residuo.

- Na analise qualitativa de compostos quimicos, pode constatar a presenca de
polifendis totais, triterpenos, glicosidios cardioténicos (Keller-Kiliani e Raymond) e
cumarinas no extrato bruto e em todas as fragbes analisadas. O extrato bruto € o

unico a apresentar todos os metabdlitos analisados.
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- No primeiro ensaio a campo, ministrados com maiores concentragdes (1%, 2% e
4%), todos os tratamentos contendo extrato atinge 100% na escala percentual de

fitotoxidade, adaptada de Frans; Crowley, 1986.

- Ensaio a campo nas concentra¢cdes menores (0,1%, 0,5% e 0,25%), todos os
tratamentos ndo apresentaram fitotoxidez na cultura ensaiada. Na ultima avaliagéo,
21 DAA, tratamento quimico atingiu o menor dano, seguido dos tratamentos
contendo extrato, os quais foram diferentes da testemunha. Observou-se que o
numero de plantas, assim como o numero de folhas ndo diferem. Em relagao a
altura, nos 3° dias apés aplicacéo, todos tratamentos contento extrato e o tratamento

quimico foram similares entre si, e diferentes da testemunha.

- O ensaio de S. frugiperda em condi¢cdes de laboratério alimentadas com folhas de
milho coletas nas parcelas experimentais apdés 0 horas, demostra que os
tratamentos extrato a 0,1% e o tratamento quimico nao se diferem, atingindo 100%
de mortalidade. Outro ensaio com lagartas alimentadas com folhas de milho apés 48
horas, apesar da baixa mortalidade para o padrao agronémico, os tratamentos 0,1%
e 0,25% diferem do tratamento quimico. As curvas obtidas pelo estimador de
Kaplan-Meier, na concentracdo 0,1% causou mortalidade efetiva nos trés primeiros

dias apds a inoculagao das lagartas.

- Em relagdo aos dados do consumo alimentar, as lagartas submetidas a
alimentacao de folhas de milho coletada 0 horas apds aplicacdo, observa-se
diferenga na ingestdo desse alimento em relagdo a testemunha no tratamento
extrato 0,25%. No consumo alimentar apds 48 horas, é possivel observar diferenca

do tratamento 0,5% sendo maior que a testemunha.

- Sobre a conversao dos alimentos em peso, os dados mostram que ao final do 12 °
dia, ambos ensaios de 0 e 48 horas, todos os tratamentos foram iguais. Tratamento
quimico e 1% né&o contem dados de 0 horas em razdo da mortalidade de 100%.

- No ensaio a campo do segundo ano de avaliagdo, os danos causados por S.
frugiperda, os tratamentos extrato 0,25%, extrato 0,5% e tratamento quimico sao
detentores das menores notas na escala adaptada por Smith; Khan; Pathak (1994),

seguidos de 0,1% e testemunha.
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- Apesar dos danos diferentes, o numero de plantas e folhas n&o diferem entre os

tratamentos, seguindo mesmo padrao do ano anterior.

- Ao analisar a alturas das plantas de milho, nota-se que o tratamento contento 0,5%
do extrato etandlico de A. curassavica foi igual ao tratamento quimico do primeiro

até o ultimo dia de avaliacdo pds aplicagao nos ensaios.

- No ensaio laboratorial sobre mortalidade de S. frugiperda alimentadas com folhas
de milho coletadas a campo ap6s 0 horas de aplicagao dos tratamentos, observa-se
o tratamento quimico sendo o mais eficiente. Porém, todos dados de mortalidade
dos tratamentos contento extrato diferenciam da testemunha, atingindo valores de
75% de mortalidade (extrato 0,1 %), sendo a menor mortalidade (extrato 0,25%)
mais de 50% dos individuos. Apds 48 horas, tratamento quimico se demostra

eficiente, os demais tratamentos nao diferem da testemunha.

- De acordo com as curvas obtidas pelo estimador de Kaplan-Meier todos
tratamentos contendo o extrato etandlico de A. curassavica foram menores que
50%, sendo a concentragdo 0,1% causou maior mortalidade efetiva, tendo apenas
25% probabilidades de sobrevivéncia. De forma similar ano, ano anterior, os dados
de 48 horas apos aplicacdo demostram através do estimador de Kaplan-Meier que
todos tratamentos contendo extrato etandlico de A. curassavica apresentaram
probabilidade de sobrevivéncia superior a 80%. Apds o terceiro dia as
concentracdes 0,1% e 0,25% causaram as maiores mortalidades efetivas.

- Lagartas submetidas a alimentacao de folhas de milho coletada O e 48 horas apos
aplicagao, menor consumo foi no tratamento quimico. Em 0 horas, o menor consumo
dentre os tratamentos contendo extrayo foi o extrato 0,25%, sendo
aproximadamente 50% menor que da testemunha. Ja no ensaio de 48 horas, e a

menor concentragéo 0,1% teve o menor consumo, seguido de 0,25%.

- Na conversdo dos alimentos em peso, observa-se que ao 12 ° dia, em 0 horas,
todos os tratamentos n&o diferiram. Porém, no ensaio de 48 horas, tratamento
quimico diferiu dos demais tratamentos, seguido do tratamento extrato 0,1%. Os
tratamentos contento extrato ndo diferem entre si, porém o tratamento 0,1% difere

da testemunha.
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