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RESUMO

Piper aduncum naturalmente encontrada na Amazonia e no sudeste do Brasil e Piper
hispidinervum nativa do Acre sdo conhecidas pelos seus metabdlitos secundarios com
atividade sobre insetos. Dentre os principais insetos-praga associados a producdo agricola,
destacam-se Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda. Este estudo objetivou avaliar os
efeitos dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de folhas de P. aduncum e P.
hispidinervum sobre a mortalidade, duracdo dos periodos larval e pupal, peso, largura e
comprimento das pupas de A. gemmatalis e S. frugiperda. A mortalidade larval de A.
gemmatalis e S. frugiperda foi afetada pelos extratos de P. aduncum e P. hispidinervum. As
taxas de mortalidade de A. gemmatalis nos ensaios com P. hispidinervum foram de 100%
(hexano e acetato de etila) com CLso de 2,34 e 4,93 mg/mL, respectivamente, seguido pelos
extratos de P. aduncum com 93,3% (hexano) e 90% (acetato de etila) com CLs, de 6,35 € 5,79
mg/mL, respectivamente. Com o extrato etanolico de ambas as plantas, houve baixas taxas de
mortalidade variando de 10,0% a 23,3%. A duracdo da fase larval foi afetada em todos o0s
extratos testados, tanto em A. gemmatalis quanto em S. frugiperda. A duracdo da fase pupal
de S. frugiperda ndo foi afetada nos extratos acetato de etila de P. aduncum e etandlico de P.
hispidinervum. O peso das pupas de ambos os insetos foi reduzido em todos os extratos das
duas plantas. Alteragcdes no comprimento e na largura das pupas foram observadas apenas em
extratos de P. hispidinervum. Malformacdes em pupas e adultos de A. gemmatalis ocorreram
em extrato hexanico de P. hispidnervum. Esses efeitos podem ser explicados pela presenca de
fenilpropandides e sesquiterpenos nos extratos de P. aduncum e de fenilpropandides,
sesquiterpenos, um monoterpeno e um flavondide nos extratos de P. hispidinervum,
identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Assim, essas

plantas podem apresentar potencial inseticida no controle de A. gemmatalis e S. frugiperda.



ABSTRACT

Piper aduncum found naturally in the Amazon and in southeastern Brazil and Piper
hispidinervum Acre native are known for their secondary metabolites with biological activity
on insects. Among the main insect pests associated with agricultural production, stand out
Anticarsia gemmatalis and Spodoptera frugiperda. This study evaluated the effects of extracts
hexane, ethyl acetate and ethanol leaves of P. aduncum and P. hispidinervum on mortality,
length of larval and pupal periods, weight, width and length of the pupae of A. gemmatalis
and S. frugiperda. The larval mortality A. gemmatalis and S. frugiperda was affected by the
extracts P. aduncum and P. hispidinervum. Mortality rates in A. gemmatalis with P.
hispidinervum assays were 100% (hexane and ethyl acetate) to LCs of 2.34 and 4.93 mg /
mL, respectively, followed by P. aduncum extracts 93,3% (hexane) and 90% (ethyl acetate)
LCso of 6.35 and 5.79 mg / mL, respectively. With the ethanolic extracts of both plants was
low mortality rates ranging from 10% to 23.3%. The larval stage was affected in all the
extracts tested, both in A. gemmatalis as in S. frugiperda. The duration of the pupal stage of S.
frugiperda was not affected in ethyl acetate extracts of P. aduncum and ethanol of P.
hispidinervum. The weight of the pupae of both insects was reduced by all extracts of the two
plants. Changes in the length and width of the pupae were observed only in P. hispidinervum
extracts. Malformations in pupae and adults of A. gemmatalis occurred in hexane extract of P.
hispidnervum. These effects can be explained by the presence of phenylpropanoids and
sesquiterpenes in P. aduncum extracts and phenylpropanoids, sesquiterpenes, a monoterpene
and a flavonoid in P. hispidinervum identified by gas chromatography coupled to mass
spectrometry. Thus, these plants could present potential insecticide in control of A.

gemmatalis and S. frugiperda.
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1. INTRODUCAO

A cultura da soja e do milho tem ocupado uma extensa area de cultivo no Rio Grande
do Sul formando agroecossistemas muito simplificados e vulnerdveis. Com os beneficios
dessas culturas surgiram problemas, tais como o uso indiscriminado de agrotoxicos, com
impactos adversos sobre o ambiente. So evidentes as consequéncias ecoldgicas negativas do
uso excessivo destes produtos, para a salde humana, quanto para a contaminagdo do solo,
agua, impactando na cadeia alimenta e outros.

Todos estes fatores tém direcionado pesquisas para encontrar medidas de controle
menos prejudiciais ao ambiente. Uma das alternativas para o controle de Anticarsia
gemmatalis e Spodoptera frugiperda tém sido a utilizacdo de produtos naturais com a
finalidade de viabilizar um produto ecologicamente mais seguro. O uso de plantas no controle
de pragas € de fundamental importancia para agricultura familiar e para o desenvolvimento
sustentavel. A grande diversidade de plantas no mundo possibilita a pesquisa de novos
produtos que poderdo vir a substituir ou diminuir o uso de defensivos quimicos. Diversas
plantas de importancia toxicolégica tem se destacado, tais como Piper aduncum e Piper
hispidinervum. Pesquisas realizadas reportam que essas plantas apresentam atividade
inseticida e antimicrobiana.

Entretanto, ndo s&o conhecidos na literatura trabalhos que demonstrem o efeito
inseticida de extratos dessas plantas sobre Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo dos extratos hexanico, acetato de etila e
etandlico das plantas P. aduncum e P. hispidinervum sobre A. gemmatalis e S. frugiperda.

e caracterizacdo quimica destes extratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade inseticida dos extratos de Piper aduncum e Piper hispidinervum sobre as

espécies de noctuideos Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o potencial inseticida de extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de P.

aduncum e P. hispidinervum sobre A. gemmatalis e S. frugiperda.

- Avaliar os efeitos secundarios dos extratos sobre parametros bioldgicos de A. gemmatalis e

S. frugiperda.
- Analisar fitoquimicamente os extratos hexanico, acetato de etila e etanolico de folhas de P.

aduncum e P. hispidinervum por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pragas Agricolas

S&o consideras pragas 0s organismos que apresentam um aumento da sua densidade
populacional em niveis anormais e que possam afetar direta ou indiretamente a espécie
humana, trazendo algum tipo de perda econdmica (Brechelt, 2004). O status de praga de uma
determinada populacdo de organismos esta diretamente relacionado com a abundancia de
individuos, bem como o dano que os mesmos podem causar (Gullan & Cranston, 2007).
Dentre os diferentes tipos de pragas conhecidas, se destacam 0s insetos, 0s quais Sao
responsaveis por causar prejuizos da ordem de bilhdes de ddlares por ano em todo o mundo
(Parra et al., 2002).

Os niveis de abundéncia de pragas sdo determinados por caracteristicas bioldgicas e
ecoldgicas das espécies e do ambiente. Os agroecossistemas apresentam todas as
caracteristicas ideais para o desenvolvimento de pragas, ou seja, possuem duragdo limitada,
ocorrem de forma abrupta, sdo formados por plantas da mesma espécie e idade (Garcia,
2002). Essas caracteristicas ndo ocorrem em ambientes naturais, onde ha uma diversidade de
espécies que interagem no tempo e no espago.

Conforme os niveis populacionais e a frequéncia de ocorréncia, as pragas podem ser
classificadas como: a) pragas-chave: sdo espécies que sempre ocorrem em niveis
populacionais elevados, com pouca varia¢do desses niveis a cada ano, que, se ndo controladas,
podem causar elevados danos econdmicos. Geralmente as plantas cultivadas apresentam
poucas espécies referidas como pragas-chave (Garcia, 2002; Brechelt, 2004). b) pragas
ocasionais: sdo espécies cujo nivel populacional se apresenta em quantidade prejudicial
somente em determinadas épocas. Geralmente apresentam baixo nivel populacional, ndo
apresentando importancia econdmica. O rapido incremento populacional pode estar
relacionado as condi¢Ges ambientais favoraveis ou com desequilibrios causados pelo homem
(Brechelt, 2004). c) pragas secundarias: sdo espécies que geralmente ocorrem em niveis
populacionais baixos, mas podem apresentar importancia econbmica com o aumento da
populacdo. Este aumento esté relacionado com algum desequilibrio ambiental, provavelmente
oriundo de praticas inadequadas de manejo (Pedigo & Rice, 1996).

A cultura da soja tem destaque mundial por apresentar significativa importancia
socioeconémica, sendo a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Gltimas trés décadas,

correspondendo a 49% da area plantada em grdos no pais. Além de ser componente essencial
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na fabricacdo de racfes animais, é crescente a utilizacdo do grdo da soja na alimentacéo
humana (MAPA, 2015).

Anticarsia gemmatalis (HUbner, 1818), conhecida como lagarta-da-soja, é uma das
principais pragas da soja (Oliveira et al., 1993), podendo causar desfolhamento que pode
chegar a 100% (Kogan et al., 1977). Sua incidéncia nas lavouras ocorre a partir do més de
novembro, nas regides ao Norte do Estado do Parana, expandindo-se nos meses de dezembro
a janeiro para as demais do Sul do pais. O controle dessa praga é realizado utilizando uma
grande quantidade de inseticidas (Kogan et al., 1977). Em algumas regiGes é comum a
utilizacdo de mais de cinco aplicagdes de inseticidas na safra. Esse uso exagerado de
inseticidas favorece o aumento da populagéo de insetos resistentes aos produtos utilizados e a
diminuicdo da diversidade de agentes de controle (Cruz & Monteiro, 1999). Spodoptera
frugiperda (Smith, 1797), conhecida como lagarta-do-cartucho, destaca-se por se alimentar
em mais de 80 espécies de plantas, incluindo o algodoeiro, milho e soja (Pogue, 2002). S.
frugiperda € considerada uma praga extremamente polifaga que, além de causar perdas
significativas na cultura do milho, seus surtos tem ocasionado perdas relevantes também no
algodéo, soja e solanaceas cultivadas (Capinera, 2002; Pogue, 2002; Bastos & Torres, 2004).

Na cultura do milho, a lagarta de S. frugiperda tem o cartucho como seu nicho
preferido (Cruz & Monteiro, 1999), enquanto que na soja, as lagartas se alimentam
inicialmente das folhas, passando depois a consumir também vagens na fase inicial de

formacdo (Barros et al., 2010).

3.2 Controle de Pragas

Atualmente, uma das principais formas de combater insetos-praga € através do uso de
agrotoxicos. A agricultura brasileira teve um aumento de mais de 72% nas vendas de
agrotoxicos entre 2006 e 2012, e o consumo médio por hectare aumentou de 7 para 10 kg,
representando 43,2%. Desde 2008, o Brasil ocupa a primeira posicdo no consumo mundial,
qguando ultrapassou os Estados Unidos. Atualmente, € responsavel pelo consumo de 1/5 dos
agrotoxicos produzidos no mundo entre 2000 e 2010. Tradicionalmente, os inseticidas mais
usados para combater as pragas tém sido os piretroides e os fosforados, seguidos dos
organoclorados (Assad, 2012).

O aumento da resisténcia de diversos insetos aos inseticidas, a ressurgéncia de pragas

primarias, o surgimento de pragas secundarias e os efeitos adversos sobre a populacdo de
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inimigos naturais foram alguns dos fatores que estimularam a busca por estratégias de
controle, com base no manejo integrado de pragas (Gallo et al., 2002).

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) consiste na utilizagdo de métodos de controle
variados, sendo necessario 0 conhecimento e planejamento do agroecossistema em questéo,
analisando os custos e beneficios da sua implementacdo e o conhecimento da tolerancia da
cultura ao ataque de pragas, bem como do momento certo para o controle (Panizzi &Parra,
1991). Dessa forma, o objetivo do MIP é minimizar a aplicacdo dos inseticidas quimicos, pois
0 uso indiscriminado e incorreto desses produtos tem acarretado diversos problemas (residuos
nos alimentos, destruicdo de inimigos naturais, intoxicacao de aplicadores e aparecimento de
populagdes de pragas resistentes aos inseticidas), dando prioridade a outras alternativas de
controle, como, o bioldgico ou 0 melhoramento de plantas (Brechelt, 2004).

O manejo de pragas deve consistir na aplicacdo de técnicas que levem em
consideracdo o fato de existir uma grande interacdo dos insetos com o ambiente, de forma a
gerar uma reducdo satisfatéria da densidade populacional ou dos danos causados (Pedigo &
Rice, 1996).

Dentre as formas de controle de pragas, o uso dos inseticidas botanicos tem sido uma
alternativa para ser utilizada em programas de manejo integrado de pragas. As plantas
produzem uma grande variedade de metabdlitos secundérios importantes na mediacdo de
interacOes entre elas e seu ambiente bidtico (Kessler & Baldwin, 2002). O crescente interesse
na possivel aplicacdo de metabolitos secundarios para manejo de pragas dirigiu a investigacao
no sentido de buscar fontes naturais de compostos biologicamente ativos com novos

mecanismos de acdo (Meinwald, 2001).

3.3 Inseticidas Botanicos

O uso de produtos naturais, que ndo causam tanta agressao ao meio ambiente é
considerado um método de controle alternativo de insetos-praga. Considerando que plantas,
insetos, e outros micro-organismos coevoluiram, as plantas sdo conhecidas como fontes
naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, ja que a producdo das mesmas ocorre
em resposta a um ataque patogénico no vegetal (Vendramim & Thomazini, 2001).

A extensdo dos efeitos e o tempo de agédo destes inseticidas botanicos séo dependentes
da dosagem utilizada, de maneira que a mortalidade ocorre nas dosagens maiores e 0s efeitos

menos intensos e mais duradouros nas dosagens menores (Roel, 2001).
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O objetivo principal no que se refere a insetos-praga na agricultura é a reducédo ou, se
possivel, a inibicdo da oviposicdo e a alimentacdo do inseto e, consequentemente, o
crescimento da populacdo da praga.

A utilizacdo de produtos vegetais com acao inseticida apresenta diversos efeitos sobre
os insetos. Dentre eles, pode-se citar repeléncia, inibicdo da oviposicdo, inibicdo do
crescimento, alteragdes morfogenéticas, alteracbes do sistema hormonal, alteragdes no
comportamento sexual, esterilizagdo de adultos, mortalidade na fase imatura ou adulta (Gallo
et al., 2002; Kathrina & Antonio, 2004).

O metabolismo é definido como a soma de todas as reacfes bioquimicas efetuadas por
um organismo. As plantas produzem uma vasta e diversificada variedade de compostos
organicos, sendo que a grande maioria ndo esta envolvida diretamente no crescimento e
desenvolvimento do vegetal. Essas substancias, tradicionalmente referidas como metabolitos
secundarios, possuem distribuicdo limitada em familias e géneros do reino vegetal. Suas
fungBes estdo relacionadas a defesa contra estresse bidtico e abidtico. Em contraste, 0s
metabolitos primarios, tais como aminoécidos, carboidratos e lipidios, sdo encontrados em
todas as plantas e executam funcGes metabdlicas que sdo essenciais a vida do vegetal
(Hussain et al., 2012).

Os terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados formam as trés principais
classes de metabdlitos secundéarios das plantas utilizados na defesa contra estresse bidtico e
abiotico (Taiz & Zeiger, 2004).

Os terpenos sdo constituidos de unidades pentacarbonadas derivadas do isopreno
constituindo o grupo mais numeroso de metabolitos secundérios apresentando funcdes
variadas nos vegetais. Relatos indicam que monoterpenos como, o linalol possuem atividade
inseticida, por que inibem a atividade da enzima acetilcolinesterase (Sertkaya et al., 2010).
Segundo De Oliveira et al. (1997), monoterpenos como B-mirceno, o-pineno , d-limoneno , o
-terpineno , citral , citronela e canfora podem inibir a enzima P-450 in vitro.

Os sesquiterpenos, em geral, apresentam fungfes protetoras contra fungos, bactérias e
insetos. Os triterpenoides e seus derivados, os esteroides, apresentam fungdes de protecédo
contra herbivoros (Taiz & Zeiger, 2004).

Conforme Abdel-Sattar et al. (2010), as propriedades inseticidas e repelentes do 6leo
essencial das folhas e frutos de Schinus molle sobre Trogoderma granarium e Tribolium
castaneum estariam associadas a presenca de terpenos. De acordo com Picmam (1986), os
sesquiterpenos inibem a alimentagdo dos insetos e consequentemente ocasionam a sua

mortalidade.

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hussain%20MS%5Bauth%5D

Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande
diversidade de estruturas. Estas possuem pelo menos um anel aromético no qual, um
hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila. Sdo classificados em fénois simples,
acidos fenolicos, fenilpropanoides, cumarinas, cromenos, xantonas, flavonoides, lignanas,
ligninas e taninos (Simdes et al., 2007). Dentre os compostos fenolicos pertencentes ao
metabolismo secundario dos vegetais, os fenois tém essencialmente funcGes de defesa (contra
herbivoros, bactérias, fungos, virus ou plantas competidoras) e de sinalizagdo (atracdo de
agentes polinizadores ou dispersores de sementes). Alguns autores atribuem aos fendis
presentes em Oleos essenciais e extratos vegetais a mortalidade inseticida (Santana et al.,
2015; Pavella, 2011; Almeida et al., 2009). Além dos fendis, os flavonoides constituem uma
das maiores classes de compostos fenolicos de plantas, apresentando funcdes de defesa e
pigmentacdo (Vieira & Agostin-Costa, 2007).

Os compostos nitrogenados podem apresentar acdo toxica ou deterrente. Dentre eles
estdo os alcaldides, os glicosidicos cianogénicos e glucosinolatos. Os alacaldides tem fungéo
de defesa contra predadores, especialmente mamiferos, devido a sua toxicidade e a
capacidade de deterréncia (Taiz & Zeiger, 2004). Tem sido observado que muitas plantas que
produzem alcaloides sdo evitadas por animais ou insetos em sua dieta, isso certamente devido
a sua toxicidade ou ao fato de a maioria dos alcaloides possuir efeito repelente (Simdes et al.,
2007).

Os compostos nitrogenados glicosidicos sdo metabdlitos secundarios de grande
importancia e ndo sdo tdxicos, mas rapidamente decompdem-se quando a planta é lesada,
produzindo substancias volateis como o acido cianidrico. A cianogénese tem sido detectada
em pelo menos 2.650 espécies de plantas pertencentes a mais de 130 familias (Buhrmester et
al., 2000).

Os metabdlitos podem atuar de varias maneiras, em especial quando é um complexo
que é responsavel por sua acdo sobre o inseto. Em geral, pode-se distinguir trés tipos de
mecanismo de acdo de uma substancia de origem vegetal sobre os insetos: A) Acdo tdxica,
repelente ou antialimentar: os compostos com acdo inseticida atuam causando a morte do
inseto por intoxicacdo. Tal acdo tdxica interfere na transmissdo sindptica ou axoénica dos
impulsos nervosos nos insetos. Com sua acgao repelente, os compostos presentes fazem com
que os insetos se afastem da planta, inibindo a alimentagéo ou oviposigdo na mesma (Kathrina
& Antonio, 2004). B) Agdo sobre 6rgdos ou moléculas-alvo: Certos inseticidas botanicos
podem agir no sistema neuroenddcrino interferindo nos processos normais de troca de

tegumento (ecdise) e/ou metamorfose ou podem interferir no metabolismo respiratério das
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células, assim interferindo na sintese de energia (Kathrina & Antonio, 2004). C) Acéo por
contato ou ingestdo: As substancias que atuam por contato afetam o sistema nervoso central,
que é acessivel para as substancias que possuem acdo inseticida e atingem toda a superficie do
corpo do inseto ou suas vias respiratorias, causando assim, sua morte. J& substancias que
atuam por ingestdo (caracteriza 0 modo de acdo de um inseticida que age e penetra no
organismo por via oral), afetam o sistema digestorio, o de biossintese de hormonios da ecdise
ou a formacdo da camada de quitina da cuticula do inseto. Como exemplo, a salanina
(presente nos extratos de Azadirachta indica) provoca uma diminuicdo do peristaltismo
(movimentos intestinais) resultando numa acentuada perda de apetite o que pode resultar na
morte do inseto (Kathrina & Antonio, 2004).

Os metabolitos secundarios sdo originarios a partir de duas rotas metabolicas
intermediarias (Figura 1) que séo derivadas da glicose: a do &cido chiquimico e do acetato. O
acido chigquimico é precursor de taninos, cumarinas, alcaloides derivados dos aminoacidos
aromaticos e fenilpropanoides, compostos que tem em comum a presenca de um anel
aromatico na sua composicao. Os derivados do acetato sdo terpenos, esteroides, cidos graxos
e triglicerideos (Bakkali et al., 2008).
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Figura 1: Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios (Simdes et al., 2007).
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Os produtos do metabolismo secundario das plantas variam em intensidade e
composi¢do de acordo com a espécie, variabilidade genética e fatores ambientais (Falkenberg
et al., 2000).

A identificacdo e o isolamento de compostos vegetais com propriedades inseticidas
representam alternativa promissora a incorporacao de novas substancias no manejo de pragas,
configurando-se assim, numa alternativa aos produtos quimicos convencionais, Vvisto a

evolucdo continua da resisténcia de pragas a inseticidas quimicos (Tabashnik & Roush, 1990).

3.4 Piperéceas

A familia Piperaceae pertence a ordem Piperales e constitui-se em uma das mais
primitivas familias entre as angiospermas (Wanke et al., 2007). Essa é encontrada nas regides
tropicais e subtropicais dos dois hemisférios (Kato & Furlan, 2007), que compreende
atualmente 4 géneros, Piper, Peperomia, Sarchorhachis e Ottonia, sendo os géneros Piper e
Peperomia 0s mais representativos com aproximadamente 2000 e 1700 espécies,
respectivamente (Souza & Lorenzi, 2005).

As espécies representantes desta familia sdo plantas herbaceas, arbustivas ou pequenas
arvores, terrestres ou epifitas, usualmente com mais de trés metros de altura. O caule é
nodoso, as folhas sdo inteiras, alternadas, pecioladas, com ou sem estipulas (Gogosz et al.,
2012). Cerca de 1300 espécies das 2000 descritas para Piper estdo na regido neotropical,
seguidas por 600, encontradas na Asia e 100 no Pacifico Sul (Isnard et al., 2012) (Figura 2).
Espécies do género Piper tém uma notavel importancia em fitoquimica, etnoboténica e

atividade bioldgica (Parra et al., 2011).

F .Busuue
* del Allantico
150 spp

Figura 2: Regibes onde sdo encontradas espécies do género Piper (Fonte: Jaramillo e Manos,
2001).
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Uma ampla variedade de metabdlitos secundarios tem sido identificada no género
Piper, dentre as 112 espécies estudadas, 670 metabdlitos secundéarios foram isolados (Dyer, &

Parmer, 2004), distribuidos em classes, conforme ilustrado na tabela 1.

Tabela 1: Percentual de metabdlitos secundarios identificados em estudos fitoquimicos
realizados com espécies de Piper

Compostos isolados de Piper

Composto Quantidade
Alcaldides/ Amidas 28%
Lignanas/ Neolignanas 18%
Terpenos 14%
Propenilfendis 6%
Flavonas/ Flavanonas 3%
Cavapironas 3%
Chalconas/ Diidrochalconas 3%
Esterdides 2%
Piperolideos 1%
Compostos variados 22%

Fonte: Reigada, 2009.

3.5 Atividade Inseticida do Género Piper

Em ensaios com Oleos essenciais de Piper aduncum, Piper marginatum, Piper
divaricatum e Piper callosum sobre Solenopsis saevissima (Hymenoptera), verificou-se que
em 48h a menor concentracdo letal mediana foi de 58.4 mg/L em P. aduncum, sendo o
composto majoritario o fenilpropanoide dilapiol (Souto et al., 2012).

Extrato acetonico de folhas de P. aduncum nas concentragbes de 8% e 4%
ocasionaram mortalidade de 72% e 52%, respectivamente de ninfas do percevejo marrom
Euschistus heros (Hemiptera), reduzindo também significativamente a sobrevivéncia e a
reproducdo dos insetos adultos (Piton et al., 2014).

Autores avaliaram o Oleo essencial de Piper crassinervum sobre o coledptero
Sitophilus zeamais (Coleoptera) através de métodos de contato, verificando-se repeléncia e
efeito tdxico nesse inseto (Salgado et al., 2012).

Ao avaliar a atividade larvicida dos OGleos essenciais de Piper arboreum, P.
marginatum e P. aduncum sobre Aedes aegypti (Diptera), Santana et al. (2015) observaram

que as espécies de Piper séo ricas em fenilpropandides e terpenos com atividade inseticida
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comprovada. Os principais compostos encontrados nessas Piperaceas foram o germacreno-D,
(E)-metilo de isoeugenol e apiol, respectivamente (Santana et al., 2015).

Extratos metanolicos de ramos de Piper alatabaccum e de folhas de Piper
tuberculatum apresentaram atividade inseticida contra Anopheles darlingi (Diptera), com
concentragédo letal (LCsp e LCqyp) de 194 e 333 ppm para P. tuberculatum e 235 e 401 ppm
para P. alatabacum, respectivamente (Trindade et al., 2012).

Os extratos aquosos da pimenta-do-reino, Piper nigrum, demonstraram atividade
inseticida sobre a mosca-domeéstica, Musca domestica (Diptera) (Miyakado et al., 1989).

Estudos envolvendo o potencial inseticida de P. tuberculatum sobre varios insetos,
como o de Miranda et al. (2002) que efetuaram aplicagdo tOpica de extrato organico de
sementes de P. tuberculatum em Alabama argilacea (Lepidoptera), verificaram uma
toxicidade dose-dependente de 219 mg/inseto apds 72 horas de exposicao.

Navickiene et al. (2007), ap0s testarem extratos organicos de sementes, folhas e talos
de P. tuberculatum, verificaram que esses extratos apresentam atividade inseticida potencial,
tendo sido o extrato de sementes o mais eficaz em A. gemmatalis (Lepidoptera). Duas
isobutilamidas, pelitorina e 4,5 diidropiperlonguminina, isoladas dessas sementes também
foram avaliadas e provocaram 100% de mortalidade, apresentando uma relacdo positiva entre
dose e mortalidade.

Ao avaliar o potencial inseticida do extrato acetonico das folhas de Piper hispidum
sobre Hypothenemus hampei (Coleoptera), Santos et al. (2010), observou na exposi¢cdo em
superficie contaminada, 100% de mortalidade. Na aplicacdo topica, observou que atingiu 60 a
65% de mortalidade (Santos et al., 2010).

Na avaliacdo do efeito dos extratos vegetais (hexanico, éter etilico, etandlico e
metanolico) de frutos de P. tuberculatum sobre o acaro Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
constatou-se que o extrato hexanico apresentou alta atividade larvicida (Lima et al., 2014).

O extrato de sementes de Piper guineense foi estudado por Ashamo & Odeyemi
(2001) no controle de S. zeamais (Coleoptera) aplicado topicamente a grédos de milho. Os
autores observaram 90% de mortalidade dos insetos, com a aplicacdo de 30 mg /mL do
extrato.

Na busca de compostos com atividade inseticida em Piperaceas, destacam-se alguns

como o apiol, miristicina, eugenol, safrol e dilapiol (Tabela 2 e Figura 3).
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Tabela 2: Alguns compostos de derivados fendlicos presentes em diversas espécies do género
Piper com atividade inseticida.

Entrada Formula Molecular Espécie Referéncia
P. aduncum Almeida et al., 2009; Santana et al.,
1 C12H1404 2009
2 C11H1205 P. permucronatum Scott et al., 2000
3 C1oH120, P. divaricatum Souto et al., 2012

P. hispidinervum Cruzetal., 2014

4 C10H100 P. hispidinervum Cruzetal., 2014
P. callosum Souto et al., 2012
P. aduncum Santana et al., 2015
P. aduncum Almeida et al., 2009; Souto et al.,
5 C12H1404 20
P- hispidum Cruz et al., 2014; Facundo et al.,
2008
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Figura 3: Estruturas moleculares de alguns compostos fenolicos encontrados em Piper. (1 —
Apiol; 2 — Miristicina; 3 — Eugenol; 4 — Safrol; 5 — Dilapiol.). Fonte: Simdes et al., 2007.
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3.6 Piper aduncum

P. aduncum (Linnaeus, 1753) é conhecida popularmente como pimenta-de-macaco ou
aperta-rudo (Vianna et al., 1997; Lorenzi & Matos, 2008) (Figura 4), ocorrendo naturalmente
na Amazonia e no sudeste do Brasil (Lustosa et al., 2007). As plantas de P. aduncum sao
arbustos ou arvores pequenas de até 8 metros de altura. As folhas séo elipticas ou lanceoladas,
apice bastante longo e nitidamente acuminado, base arredondada com 4 a 7 cm de largura e 12
a 20 cm de comprimento, spera e com nervuras paralelas a partir do meio. As espigas tém 2 a
3 mm de espessura por 8 a 15 mm de comprimento, bracteas arredondadas ou triangular
subpeltada; o fruto € uma drupa ovoide pequena (Yunker, 1972).

Os constituintes quimicos da composicao do 6leo essencial da espécie P. aduncum sdo
dilapiol, a-pineno, a-copaeno, limoneno, a-ocinemo, B-ocinemo, y-terpineno, terpinen-4-ol,
piperitona, B-cariofileno e apiol (Almeida et al., 2009).

O Oleo essencial da P. aduncum tem comprovada acdo inseticida, induzindo alta
mortalidade em A. aegypti (Diptera) (80%) e Aedes albopictus (Diptera) (71.6%) (Misni et al.,
2011). Fazolin et al. (2005) avaliaram o efeito da aplicacdo topica e da acdo por contato de
diferentes concentracdes do 6leo de P. aduncum, por meio da mortalidade e consumo foliar de
Cerotoma tingomarianus (Coleoptera) em plantas de feijao.

Na avaliagdo do 6leo de P. aduncum e de P. hispidinervum no controle de larvas de
Tenebrio molitor (Coleoptera) observou-se toxicidade elevada e efeito inseticida nas
concentracdes acima de 3,0% (v/v) com P. hispidinervum e 2,5% (v/v) com P. aduncum
(Fazolin et al., 2007).

Extratos das folhas de P. aduncum tém sido relatados na literatura por apresentaram
atividade bactericida (Kloucek et al., 2005; Lago et al., 2009) acaricida (Silva et al., 2009),
antiprotozoaria, antimalarial (Valadeau et al., 2009) e antiviral (Lohezic-Le Devehat et al.,
2002) e também atividade inseticida (Hemiptera e Diptera) (Silva et al., 2007; Pohlit et al.,
2004; Bernard et al., 1995).

Conforme, Siva et al. (2007), tanto o extrato aquoso de folhas quanto o extrato de
raizes de P. aduncum apresentam atividade inseticida sobre adultos de Aetalion sp.
(Hemiptera).

Em uma avaliagdo com extratos aquosos, etanolicos e metanolicos de P. aduncum e P.
tuberculatum contra A. aegypti (Diptera), observou-se 100% de mortalidade das larvas com

extratos metandlicos (Pohlit et al., 2004).
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Extratos alcoolicos de folhas de dezesseis espécies de Piper, evidenciaram maior
atividade de P. aduncum para larvas de segundo instar de Aedes atropalpus (Diptera),
provocando 92% de mortalidade nas larvas desse culicideo a concentragdo de 1 ppm (Bernard
etal., 1995).

Os dados apresentados na literatura demonstram que P. aduncum possui compostos
quimicos com atividade inseticida. Dessa forma, os metabdlitos secundarios dessa especie
poderiam ser toxicos para A. gemmatalis e S. frugiperda.

Figura 4: Piper aduncum. Fonte: Aaron Machado.

3.7 Piper hispidinervum

P. hispidinervum (C. DC., 1917) conhecida popularmente como pimenta-longa,
pertencente a familia Piperaceae, é uma planta nativa do Acre. Caracteriza-se por ser uma
planta arbustiva com folhas lanceoladas ou elipticas, opacas em ambas as faces, com 4-7cm
de largura e 5-10 cm de comprimento, possui espigas alongadas e curvadas de 2-3mm de
espessura por 10-12cm de comprimento, com flores minusculas e frutos obpiramidais
(Yuncker, 1972) (Figura 5).

Na andlise da composi¢do quimica do 6leo essencial de P. hispidinervum, sete
compostos majoritarios foram identificados, sendo que aproximadamente 90% correspondem
apenas ao fenilpropanoide safrol; os demais se caracterizam por serem monoterpenos e
sesquiterpenos (Riva et al., 2011).
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Figura 5: Piper hispidinervum. Fonte: Aaron Machado.

Estudos recentes tém demonstrado que o extrato aquoso de frutos de P. hispidinervum
apresenta atividade antimicrobiana (Tavanti et al., 2014) e o Oleo essencial de P.
hispidinervum apresenta atividade antifungica, antimicrobiana (Fazolin et al., 2007; Estrela et
al., 2006; Soares et al., 2012; Zacaroni et al., 2009; Sauter et al., 2012) e inseticida
(Lepidoptera e Coleoptera) (Cruz et al., 2014; Lima et al., 2009; Estrela et al., 2006).

Oleo essencial de P. hispidinervum e P. aduncum apresentaram efeito inseticida sobre
0 coledptero S. zeamais, sendo este mais suscetivel ao efeito de contato do 6leo de P.
hispidinervum (CLso de 0,51 mL/cm?) em relacéo ao de P. aduncum (CLsg de 2,87 mL/cm?),
com taxa de mortalidade préxima a 100% nas concentraces de 20% e 30% do dleo de P.
hispidinervum. Quanto ao efeito fumigante, a susceptibilidade foi maior no 6leo de P.
aduncum do que no de P. hispidinervum. Oleos essenciais de P. aduncum e P. hispidinervum
possuem efeito inseticida em S. zeamais (Estrela et al., 2006).

No 6leo essencial de P. hispidinervum foi observado interferéncia no desenvolvimento
de S. frugiperda, ocorrendo mortalidade larval, periodo larval e pupal prolongado e
diminuicdo na quantidade de ovos dos individuos (Cruz et al., 2014).

Ao analisar os resultados do 6leo essencial de P. hispidinervum sobre S. frugiperda
observou-se que o extrato causou reducdo alimentar e mortalidade, sendo o safrol (82%) seu
constituinte majoritario. Verificou-se mortalidade no teste de ingestdo em lagartas de 1° instar
com CLsgp = 16,2 mg/mL e para lagartas de 3° instar a CLsp = 9,4 mg/mL (Lima et al., 2009).
Conforme a literatura, P. hispidinervum apresenta metabdlitos com atividade sobre

lepiddpteros e coledpteros.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

Folhas de P. aduncum e P. hispidinervum foram coletadas no més de novembro de
2012 (IBAMA — processo: 02001.004239/2013-05) em espécimes cultivados no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Nilton Lins (UNINILTONLINS), situada na cidade de
Manaus-AM, localizada a uma latitude S 03°0336.5” ¢ longitude W 060°0031.7, identificadas
e depositadas no herbario da Universidade de Caxias do Sul (HUCS 42569 e HUCS 42570,

respectivamente).

4.2 Extratos vegetais

As folhas das plantas foram desidratadas em estufa a temperatura de 40 °C durante
cinco dias e em seguida trituradas em moinho do tipo faca. As extragfes foram realizadas
utilizando o método de extracdo a quente em aparelho tipo Soxhlet, com o tempo de oito
horas para cada extracdo. Foram usados 200g de folhas trituradas e trés litros de cada
solvente, utilizando a sequéncia de solventes de polaridade crescente: hexano, acetato de etila
e etanol levando ao esgotamento da planta. Apoés as extracGes, os solventes foram evaporados
por meio de evaporador rotativo para obtencdo dos extratos brutos (Figura 6) (Silva et al.,
2007).

Planta
Maceragdo
Evaporagao
HEXANO N Extrato
Material vegetal \
Evaporagdo
ACETATO S Extrato N Testes
Bioldgicos

Material vegetal

Evaporagao /
ETANOL Extrato
0 LA X

Material vegetal

Figura 6: Esquema geral para a obtencéo de extratos das plantas.
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4.3 Analise Fitoquimica

A composic¢do quimica dos extratos vegetais usados neste estudo foi determinada
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS). As analises
foram realizadas em cromatdégrafo gasoso acoplado a detector seletivo de massas Hewlett-
Packard 6890/MSD 5973, equipado com software HP Chemstation e espectroteca Wiley 275.
Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida HP-5MS (30m x 250m) 0,50 m espessura
de filme (Hewlett-Packard, Palo Alto, USA). A metodologia foi adaptada de Santos et al.,
(2009), onde: temperatura da coluna, 60°C (8 min.) para 180°C a 3°C/min. e 20°C/min. até
230°C; injetor 220°C, interface 250°C; razdo de Split 1:100; gas de arraste He (56 Kpa); fluxo
1,0 mL/min.; energia de ionizagdo 70 Ev. A identificacdo dos constituintes foi feita por

procura em biblioteca de espectros de massa do computador e tempos de retencao.

4.4 Bioensaios

As lagartas A. gemmatalis (Erebidae) e S. frugiperda (Noctuidae) foram provenientes
da criacdo em dieta artificial mantida no insetario do Laboratdério de Controle de Pragas do
Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul, segundo metodologia descrita
por Greene et al. (1976).

Os extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de cada planta foram solubilizados
em Tween-80 — 5% nas concentra¢des de 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 mg/mL (foram feitos testes
preliminares para estabelecer as concentracdes) e foram diluidos, de forma homogénea na
dieta artificial e grupo controle (sem extratos). Para os testes bioldgicos, foram utilizadas 30
lagartas de 3° instar para cada tratamento e um grupo controle, totalizando180 lagartas de A.
gemmatalis e 180 lagartas de S. frugiperda para cada extrato de P. aduncum e P.
hispidinervum. Cada lagarta foi colocada individualmente em copo plastico de 50mL,
juntamente com um chumaco de algoddo umedecido e 1g de dieta artificial com extrato,
disponivel para alimentacdo durante sete dias. As taxas de mortalidade foram avaliadas
diariamente até o estagio de pupa. ApoOs este periodo, as lagartas sobreviventes foram
alimentadas com dieta sem adigdo de extratos, avaliando-se os efeitos na duracdo da fase
larval e pupal, peso, comprimento e largura da pupa. Os bioensaios foram mantidos em sala
climatizada (temperatura de 25 + 1 °C e umidade relativa de 70 + 5%) (Silva et al., 2007).
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4.5 Analise estatistica

Os dados experimentais, como a mortalidade, tempo larval e pupal e os parametros
morfométricos foram analisados utilizando ANOVA, cujas médias foram comparadas pelo
teste Tukey (p< 0,05) com 0 auxilio do programa Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS for Windows 17.0). Os graficos foram elaborados utilizando-se o software Prism
Graph Pad 6.1. O método de Probit (Finney, 1971) foi utilizado para a determinacdo dos

valores da concentracéo letal mediana (CLsp).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Fitoquimica de P. aduncum

Os resultados da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas mostraram

que dos compostos identificados no extrato hexanico de P. aduncum, 92,4% foram

fenilpropandides, destacando-se o apiol como composto majoritario com 90,7%, e 6,8%

foram sesquiterpenos (B-cariofileno e B-selineno). No extrato acetato de etila e etanolico de P.

aduncum foi identificado o fenilpropandide apiol com 54,9% e 21,0%, respectivamente

(Tabela 3 e Figura 7).

Tabela 3: Compostos identificados nos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico das
folhas de P. aduncum através da analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massas.
Entrada Extratos Composto Tempo de Retengéo Abundancia (%)
Hexanico Apiol 21.57 90,7
1 Acetato 21.52 54,9
Etanolico 21.52 21,0
2 Hexanico B-cariofileno 18.41 3,6
3 Hexanico B-selineno 19.54 15
4 Hexanico Miristicina 20.00 1,7
CHs
O/
<O /CH2
o)
o)
AN
CH,

Figura 7: Composto majoritario (Apiol) encontrado nos extratos hexanico e acetato de etila de P.
aduncum através da analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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A presenca de fenilpropanodides e sesquiterpenos corroboram com o que foi
encontrado na literatura para piperaceas (Almeida et al., 2009; Riva et al., 2011; Cruz et al.,
2014), sendo o fenilpropandide apiol um dos componentes majoritarios do 6leo essencial de
P. aduncum (Santana et al., 2015).

A diferenca entre a quantidade de compostos obtidos nos distintos extratos de P.
aduncum deve estar relacionada a polaridade dos solventes, assim como observado por Lima
et al. (2014) em P. tuberculatum, os quais verificaram que o0 extrato hexanico mostrou alta
atividade larvicida contra R. microplus (CLsy = 0.04 mg/mL), seguido por extratos éter

etilico, etandlico e metandlico.

5.2 Anélise Fitoquimica de P. hispidinervum

O extrato hexanico e acetato de etila apresentaram uma quantidade bastante
diferenciada de compostos. Enquanto isso no extrato etandlico ndo foi identicado nenhum
composto.

Dos compostos identificados no extrato hexanico de P. hispidinervum, 11,8% foram
fenilpropandides, destacando-se o apiol como composto majoritario identificado com 10,7%,
36,9% foram sesquiterpenos e 1,6% foram monoterpenos. No extrato acetato de etila de P.
hispidinervum foi identificados sesquiterpenos (11,9%), monoterpenos (1,2%) e o flavonoide
pinocembrin como composto majoritario (21,6%) (Tabela 4).

Fenilpropanoides e sesquiterpenos foram os principais componentes identificados nos
extratos da planta, corroboramndo com os componentes encontrados em outros estudos com
6leo essencial de P. hispidinervum (Cruz et al., 2014). Facundo et al. (2008) ao realizarem um
estudo fitoquimico do 6leo esséncial dos talos de P. tuberculatum verificaram a presenca de
15,2% de monoterpenos e 77,5% de sesquiterpenos. Os mesmos autores também
identificaram que os constituintes quimicos do 6leo essencial das raizes de P. hispidum foi
92,2% representado por fenilpropandides, correspondendo aos trés compostos majoritarios
apiol, elemicina e dilapiol.

Em P. hispidinervum, também foram observadas diferencas nas quantidades e nos
compostos dos extratos, sendo atribuido este fato a polaridade dos solventes (Ravindran et al.
2011; Limaet al., 2014).
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Tabela 4: Compostos identificados nos extratos hexanico e acetato de etila das folhas de P.

hispidinervum através da analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas.

Entrada Extrato Composto Tempo de Retencéo Abundancia (%)
1 Hexanico Apiol 21.52 10,7
2 Hexanico Aromodendreno 18.78 11
3 Hexanico e Juniperol 22.03 5,7

Acetato 22.04 1,0

4 Hexanico e a-selineno 19.66 9,0
Acetato 19.67 49

5 Hexanico e B-cariofileno 18.40 6,9
Acetato 18.47 1,7

6 Hexanico e B-selineno 19.53 9,2
Acetato 19.54 4,2

7 Hexanico d-cadineno 19.33 2,8
8 Hexanico Y-gurjuneno 21.62 1,1
9 Hexanico v-selineno 20.05 2,8
10 Hexanico y-terpineno 11.72 1,6
1,2

12 Acetato Pinocembrin 28.22 21,6
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Figura 8: Compostos majoritarios identificados no extrato hexanico (Apiol) e acetato de etila
(Pinocembrin) de P. hispidinervum atraveés da analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. (1 — Apiol; 2 — Pinocembrin)

5.3 Atividade inseticida dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de Piper

aduncum sobre Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda

As plantas sdo uma fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos que
apresentam acdo toxica, repelente e/ou antialimentar, acdo sobre érgdos ou moléculas-alvo ou
ainda acgéo por contato ou ingestdo (Kathrina & Antonio, 2004).

Nos ensaios realizados com P. aduncum no presente estudo, verificou-se que 0s
percentuais de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda, submetidas a diferentes
concentragOes de extrato hexanico de folhas de P. aduncum, variaram de 3,3 a 93,3% e de 3,3
a 96,6%, respectivamente. Nas concentracfes de 5,0, 10,0 e 15,0 mg/ml verificou-se
diferencas quanto ao percentual de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda em relacédo
ao controle (Fig. 9. A).

Os valores médios de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda nos ensaios com
extrato acetato de etila variaram de 6,6% a 90,0%. A maior concentragdo, 15 mg/ml, induziu
90,0% de mortalidade de A. gemmatalis e 43,3% de mortalidade de S, frugiperda (Fig. 9. B).

O extrato etandlico de P. aduncum induziu 23,3% de mortalidade de A. gemmatalis e
26,6% de mortalidade de S. frugiperda, na maior concentracdo avaliada (15 mg/ml), néo
apresentando diferencas estatisticas significativas em relagcdo as demais concentragdes e ao

grupo controle para ambas espécies de insetos (Fig. 9. C).
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Figura 9: Mortalidade cumulativa de Anticarsia gemmatalis e Spodoptera frugiperda
alimentadas com dieta artificial contendo extratos: A) hexanico, B) acetato de etila e C)
etandlico de folhas de P. aduncum.

*médias de mortalidade diferem em relacéo ao controle pelo teste Tukey (p<0,05).

As diferengas observadas nas taxas de mortalidade induzidas pelos trés extratos neste
trabalho poderiam estar associadas a composi¢do qualitativa e quantitativa dos compostos
identificados nos extratos.

A mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda ocasionada pelos extratos hexanico e
acetato de etila deste trabalho sugere que, a exemplo de outras piperaceas (Santana et al.,
2015; Lima et al., 2014; Salgado et al., 2012; Trindade et al., 2012; Souto et al., 2012), P.
aduncum também apresenta fenilpropanoides como apiol e a miristicina, 0s quais possuem
atividade inseticida comprovada na literatura (Vidal et al., 2008).

O apiol foi o composto majoritario (90,71%) identificado nos extratos hexanico e

acetato de etila desse trabalho. Conforme Santana et al. (2015) o apiol foi um dos dois
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constituintes principais do 6leo essencial de P. aduncum ao qual foi atribuida a atividade
larvicida contra o vetor da dengue A. aegypti (Diptera). Outros autores comprovam a
atividade bioldgica do apiol na interferéncia do crescimento e na reducdo da fecundidade de
moscas adultas da espécie Parasarcophaga dux (Diptera) (Khalaf, 2004). Estudos com 06leo
essencial de frutos de Petroselinum crispum cujos dois principais compostos foram apiol e
miristicina mostraram alta efetividade para inibir a oviposicdo de Pseudaletia unipuncta
(Sousa et al., 2015).

Os fenilpropandides apiol e miristicina ao serem ingeridos pelo inseto formam um
complexo com importantes enzimas de detoxificacdo, as monoxigenases dependentes do
citocromo P450 (Wilkinson et al., 1984). Essas enzimas também denominadas simplesmente
de P450 participam de muitos processos de transformacdo no inseto, incluindo biossintese de
ecdisterdides e do hormdnio juvenil e na detoxificacdo de compostos de plantas e inseticidas
(Berenbaum, 2002). Quando sinergistas, como apiol ou a miristicina se ligam a P450 ocorre a
inativacdo desta enzima, que fica impedida de metabolizar moléculas inseticidas (Bernard &
Philogene, 1993; Hodgson et al., 1995).

O efeito inseticida desses fenilpropandides também pode estar associado a acao
conjunta com outros compostos bioativos minoritarios, como os sesquiterpenos B-cariofileno
e pB-selineno presentes nos extrato hexanico. Segundo Veiga Junior et al., (2005), o B-
cariofileno € descrito na literatura como bactericida e insetifugo. Costantin et al. (2001)
identificaram B-cariofileno, o e B-pineno, biciclogermacreno, espatulenol e germacreno-D em
Piper cernuum com atividade antimicrobiana. Outros autores observaram que o B-cariofileno
inibiu o crescimento de parasita de Trypanosoma cruzi e Leishmania brasiliensi (Leite et al.,
2013).

Os resultados indicam que o extrato hexanico de P. aduncum apresenta moléculas
(apiol, miristicina e B-cariofileno) que poderiam estar relacionadas com a mortalidade dos
insetos.

As taxas de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda, quando comparadas entre si
nas concentracdes avaliadas, mostraram diferencas estatisticas somente nos ensaios com
extrato acetato de etila a partir da concentragdo 10mg/mL. Isso deve estar ligado ao fato de S.
frugiperda ser polifaga e por isso mais resistente, degradando uma maior quantidade de
compostos. Desta forma, pode-se supor que suas menores taxas de mortalidade comparadas a
A. gemmatalis poderiam estar relacionadas a tal fato, o que poderia justificar a CLsp menor em
A. gemmatalis. Conforme Fortunatto et al., (2007), insetos polifagos, como S. frugiperda,

possuem uma grande diversidade de enzimas digestivas, as quais estdo relacionadas a
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diversidade da composicdo quimica da sua dieta. Assim, insetos polifagos poderiam
metabolizar melhor os compostos da dieta quando comparados a insetos ndo polifagos, como
A. gemmatalis.

Em relacdo aos valores estimados da concentracdo letal mediana (CLso) para A.
gemmatalis, 0s extratos hexanico e acetato de etila apresentaram a mesma toxicidade. Em
relacdo ao potencial de toxicidade do extrato hexa&nico para as duas espécies de lepidopteros,
verificou-se que esse extrato apresentou a mesma eficicia. Nos ensaios com extrato etanolico
em A. gemmatalis e com extrato acetato de etila e etanolico em S. frugiperda os percentuais

de mortalidade foram baixos, impossibilitando o calculo da CLsg, (Tabela 5).

Tabela 5: Concentracdo Letal Mediana (CL50) dos extratos hexanico, acetato de etila e
etanolico de P. aduncum sobre A. gemmatalis e S. frugiperda.

Inseto Extrato CLso (mg/mL) Intervalo de Confianca
Hexano 6,35 4,82-7,98
A. gemmatalis
Acetato de etila 5,792 457 -7,39
S. frugiperda Hexano 8,22" 7,87-9,11

*médias de mortalidade seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

5.4 Atividade inseticida dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico de P.
hispidinervum sobre A. gemmatalis e S. frugiperda.

Os extratos de P. hispidinervum apresentaram atividade inseticida, sendo que 0s
valores de mortalidade de A. gemmatalis, submetidas a diferentes concentracdes de extrato
hexanico de folhas de P. hispidinervum, atingiram 100% nas concentragdes 5,0, 10,0 e 15,0
mg/ml. Considerando a mortalidade de A. gemmatalis, a partir da concentracdo de 2,5 mg/mL
observou-se diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle. Em S. frugiperda, com o
mesmo extrato, os percentuais de mortalidade variaram de 10,0 a 53,3%, observando-se
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle a partir da concentracdo de 5,0 mg/mL, a
qual apresentou o mesmo percentual de mortalidade das concentragdes de 10,0 e 15,0 mg/mL
(Figura 10. A).
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Na avaliacdo da mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda nos ensaios com extrato
acetato de etila de folhas de P. hispidinervum, verificou-se que as concentracoes 5,0, 10,0 e
15,0 mg/mL apresentaram o mesmo potencial inseticida, entretanto, induziram maior
percentual de mortalidade em relacdo as demais concentracfes avaliadas e ao grupo controle
(Figura 10. B).

As médias de mortalidade de A. gemmatalis e S. frugiperda expostas a todas as
concentragOes de extrato etandlico de folhas de P. hispidinervum néo apresentaram diferencas
estatisticas em relacdo ao grupo controle (Figura 10. C).

A mortalidade acumulada evidenciou a menor atividade do extrato etandlico de folhas
de P. hispidinervum, no qual induziu no maximo a 10,0% de mortalidade de A. gemmatalis e
13,3% de S. frugiperda.

A Dbioatividade de P. hispidinervum poderia estar relacionada aos compostos
identificados (fenilpropanoides, sesquiterpeno, monoterpeno e flavondide) nos extratos dessa
planta. Conforme Estrela et al. (2006), o efeito de algumas algumas Piperaceas sobre a
mortalidade de insetos-praga, como S. frugiperda, poderia ser atribuida a presenca de
sesquiterpenos e monoterpenos encontrados nas plantas.

Entre os extratos vegetais e Oleos essenciais utilizados na protecdo de culturas,
destacam-se 0s que possuem a classe dos terpenos entre 0s seus compostos quimicos. Os
terpenos possuem atividade ovicida, larvicida, repelente, antialimentar e efeitos toxicos em
uma grande variedade de insetos (Sellamuthu et al., 2013). Conforme Bloomquist (2003) e
Priestley et al. (2003), os terpenos causam inibicdo neuronal dos insetos ocasionando sua

morte.
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Figura 10: Mortalidade cumulativa de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo extratos de folhas de P. hispidinervum: A) hexanico, B) acetato de etila e
C) etandlico.

*médias de mortalidade diferem em relagdo ao controle pelo teste Tukey (p<0,05).

Os monoterpenos, como o y-terpineno, composto encontrado no extrato hexanico de P.
hispidinervum, podem causar interferéncia toxica nas funcbes bioquimicas e fisiolégicas em
insetos (Dunkel & Sears, 1998). A acdo dos monoterpenos sobre artropodes tem sido
relacionada com a inibi¢do da acetilcolestinerase e monoxigenases dependentes do citocromo
P450 ou atuando no sistema nervoso do artrépode (De-Oliveira et al., 1997).Tais compostos
ligando-se a enzimas e interferem em vias metabolicas especificas de detoxificacdo (Bernard
& Philogene, 1993).

No extrato acetato de etila foram identificados, além de sesquiterpenos e um
monoterpeno, um flavondide como composto majoritario, o pinocembrin (21,66%). Relatos
afirmam que este composto, presente no prépolis, apresenta propriedades antimicrobianas
(Cushnie & Lamb, 2005). Os flavonoides representam uma classe importante de polifenois
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com propriedades inseticidas sobre lepiddpteros como Spodoptera litura (Morimoto et al.,
2003).

Ao compararmos as taxas de mortalidade, A. gemmatalis foi mais suscetivel que S.
frugiperda, nos ensaios com extrato hexanico e acetato de etila. Essa diferenca pode ser
atribuida ao fato de S. frugiperda ser polifaga, e por isso degradar uma maior quantidade de
compostos.

Em relacdo aos valores estimados da concentracdo letal mediana CLs, para A.
gemmatalis, o extrato hexanico apresentou maior toxicidade do que o acetato de etila.
Comparando-se a atividade inseticida do extrato hexanico para as duas espécies de
lepidopteros, verificou-se que este extrato foi mais eficaz para A. gemmatalis. As taxas de
mortalidade de A. gemmatalis obtidas nos ensaios com extrato etandlico e de S. frugiperda
com extrato acetato de etila e etandlico foram baixas, impossibilitando o céalculo da CLso.
(Tabela 6).

Tabela 6: Concentracdo Letal Mediana (CL50) dos extratos hexanico, acetato de etila de P.
hispidinervum sobre A. gemmatalis e S. frugiperda.

Lagarta Extrato CLso (mg/mL)  Intervalo de confianca
A. gemmatalis Hexano 2,342 1,25 -3,82
Acetato de etila 4,93° 3,24 — 5,67
S. frugiperda Hexano 13,14°¢ 9,64 — 23,11

*médias de mortalidade seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,0)

5.5 Parametros Bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato hexanico, acetato de etila e etandlico de folhas de P.

aduncum

Em relacdo aos parametros biologicos, verificou-se que a duragdo do periodo larval de
A. gemmatalis alimentadas com dieta contento extrato hexanico de folhas de P. aduncum
prolongou-se com o aumento das concentragdes dos extratos, observando-se diferencas
estatisticas em relagdo ao grupo controle a partir da concentracdo de 5,0 mg/mL. A duragéo

do periodo pupal a partir da concentragdo de 2,5 mg/ml aumentou em cerca de um dia. Os
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insetos submetidos aos tratamentos com extrato hexanico reduziram o peso pupal. Apenas na
concentracdo 15,0 mg/mL as pupas apresentaram comprimento menores que as do grupo
controle. Na largura das pupas ndo foram observadas diferengas entre as tratadas e as do
grupo controle (Tabela 7).

Em S. frugiperda, a duracdo do periodo larval foi prolongada em todas as
concentragdes quando comparadas com o controle. Entretanto as pupas tratadas com extrato
hexa&nico nas concentracfes de 2,5; 5,0 e 10,0 mg/mL apresentaram a mesma duragéo larval.
Em relacdo a duracdo pupal, a partir da concentracdo 2,5 mg/mL, ocorreu prolongamento
quando comparado ao grupo controle. Em todas as concentracdes dos extratos verificou-se
reducdo de peso pupal. Em relagdo a largura e comprimento das pupas ndo houve diferencas
estatisticas em relacdo ao grupo controle. Na concentracdo 15 mg/mL obteve-se 96,6% de
mortalidade durante os primeiros cinco dias, inviabializando a analise dos parametros

bioldgicos (Tabela 7).
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Tabela 7: Parametros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato hexanico de folhas de P. aduncum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/L 15mg/mL
N 29 29 25 17 12 2
Duracéo larval (dias) 8,9+1,87 a 9,2+1,75 ab 9,8+1,75 ab 10,3+2,47 bc 11,8+2,30 ¢ 11,5+05¢
Duracéo pupal (dias) 9,9+1,24 a 10,6+1,20 ab 11,3+1,68 b 11,4+1,61b 11,741,222 b 11,5+1,34 b
Peso pupal (mg) 0,2436+0,02 a 0,2167+0,02b  0,2180+0,02 b 0,2208+0,01 b 0,2139+0,01b  0,1959+0,002c
Largura pupal (mm) 5,19+0,22 a 4,94+0,35 a 5,04+0,24 a 5,09+0,20 a 5,01+0,32 a 4,85+0,32 a

Comprimento pupal (mm) 18,14+0,59 a 17,90+0,78 a 17,68+0,72 a 17,65+0,65 a 17,30+0,67ab 16,88+0,53 b

Spodoptera frugiperda

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/L 15mg/mL
N 29 29 28 20 18 1
Duracéo larval (dias) 19,8+1,34 a 21,5+1,36 b 22,8+1,25 be 23,4+1,29 ¢ 23,5+1,46 ¢
Duracéo pupal (dias) 11,4+1,27 a 12,1+1,28 ab 13,2+1,34 be 13,4151 c 13,5+1,46 c
Peso pupal (mg) 0,2127+0,02 a 0,1869+0,02b  0,1967+0,01 b 0,1974+0,02b  0,1913+0,39b
Largura pupal (mm) 4,79+0,30 a 4,57+0,49 a 4,65+0,34 a 4,72+0,42 a 4,74+0,39 a

Comprimento pupal (mm) 15,77+1,05 a 14,99+0,76 a 15,29+0,85 a 15,41+1,07 a 15,63+1,28 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05).

Nos ensaios com A. gemmatalis observou-se o prolongamento dos estagios larval e
pupal a partir da concentracdo de 5,0 mg/mL de extrato acetato de etila de folhas de P.
aduncum quando comparados ao controle. Nos ensaios verificou-se reducéo do peso pupal em
todas as concentracGes dos extratos. Entretanto, em relacdo a largura e comprimento néao
houve diferenca estatistica entre o grupo controle e as concentracdes avaliadas (Tabela 8).

A duracdo do periodo larval de S. frugiperda foi prolongada em 1,8 dias na
concentracdo 15,0 mg/mL em relagdo ao grupo controle. Quanto a duracdo do periodo pupal,
0 grupo controle ndo apresentou diferencas estatisticas em relacdo aos tratamentos em todas
as concentragOes avaliadas. Entretanto, as pupas provenientes dos ensaios com o extrato na
concentracdo de 15,0 mg/mL apresentaram reducdo de peso. Quanto a largura e o

comprimento das pupas, ndo houve diferenca entre os tratamentos (Tabela 8).
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Tabela 8: Pardmetros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato acetato de etila de folhas de P. aduncum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/ml 15mg/mL
N 28 28 25 18 10 3
Duracéo larval (dias) 14,1+1,30 a 14,7+1,34 a 15,4+1,20 ab 16,2+1,22 b 17,3146 b 17,8+1,45b
Duracéo pupal (dias) 9,2+1,25a 10,1+1,27 ab 10,1+1,34 ab 11,3+1,31b 13,1+1,21¢c 13,2+1,23 ¢
Peso pupal (mg) 0,2921+0,03 a 0,2563+0,03 b 0,2359+0,03 b 0,2287+0,03b  0,2058+0,03 ¢ 0,2062+0,03 ¢
Largura pupal (mm) 5,87+0,31 a 5,33+0,36 a 5,25+0,39 a 5,25+0,34 a 4,87+0,49 a 5,77+0,36 a

Comprimento pupal (mm) 18,94+1,00 a 17,68+0,88 a 17,56+1,01 a 17,11+1,27a 17,52+0,94 a 18,82+0,26 a

Spodoptera frugiperda

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/ml 15mg/mL
N 29 28 26 23 21 16
Duracéo larval (dias) 19,8+1,26 a 18,1+1,32 a 18,6+1,29 a 19,3+1,34 a 19,5+1,38 a 21,3+1,35b
Duracéo pupal (dias) 11,4+1,37 a 11,5+1,39 a 11,5%1,29 a 11,6+1,34 a 11,6+1,37 a 11,7#1,39 a
Peso pupal (mg) 0,2127+0,16 a 0,2104+0,02a  0,2068+0,24ab  0,2022+0,03ab  0,2010+0,02ab ~ 0,1939+0,03b
Largura pupal (mm) 4,79+0,30 a 4,78+0,34 a 4,48+0,41 a 4,44+0,52 a 4,37+0,51 a 4,32+0,62 a

Comprimento pupal (mm) 15,77+1,05a 15,75+1,07 a 15,97+1,23 a 16,47+0,81 a 16,19+1,08 a 15,66+0,91 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05).

A duragdo do periodo larval nos ensaios com A. gemmatalis variou de 17,9 a 19,8 dias
e prolongou-se significativamente a partir da concentracdo de 2,5 mg/mL do extrato etandlico
das folhas de P. aduncum em relacdo ao controle. A duracdo da fase pupal variou de 15,2 a
18,1 dias e prolongou-se a partir da concentracdo de 1,0 mg/mL. As pupas apresentaram
reducdo de peso em todos os tratamentos em relacdo ao controle. Quanto a largura e
comprimento ndo houve diferenca estatistica entre o controle e as concentracdes avaliadas nos
tratamentos (Tabela 9).

As duracdes dos periodos larval e pupal de S. frugiperda prolongaram-se a partir da
concentracdo de 1,0 mg/mL quando comparadas ao controle. Em relagdo ao peso pupal, na
concentracdo 15,0 mg/mL, as pupas apresentaram peso menor em relacdo as demais

concentragOes avaliadas e ao grupo controle. Quanto a largura e o comprimento das pupas, 0
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grupo controle ndo apresentou diferenca estatistica significativa em relagcdo as concentragdes

avaliadas (Tabela 9).

Tabela 9: Parametros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato etandlico de folhas de P. aduncum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/MI 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 28 29 26 26 25 23
Duracéo larval (dias) 16,4+1,24 a 17,941,29 ab 18,5+1,25 bc 18,2+1,24 bc 18,7+1,33 bc 19,8+1,37 ¢
Duracéo pupal (dias) 13,3%1,32 a 15,2#1,35b 16,2+1,35 bc 16,4+1,39 bc 17,2+1,45¢ 18,1+1,43d
Peso pupal (mg) 0,2771+0,02a  0,2203+0,03b  0,2291+0,02 b 0,2172+0,02 b 0,2460+0,02c 0,2473+0,01c
Largura pupal (mm) 5,77+0,58 a 5,27+0,46 a 5,4440,31 a 5,24+0,20 a 5,39+0,37 a 5,39+0,40 a
Comprimento pupal (mm) 18,70+0,74 a 17,24+1,48 a 17,45+0,57 a 17,88+0,81 a 17,79+0,87 a 17,63+0,62 a
Spodoptera frugiperda
Parametros Biolégicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 30 29 28 25 24 22
Duragéo larval (dias) 149+131a 18,6+1,34b 19,2+1,29 b 21,3+1,35¢ 21,3+1,39¢ 21,5+1,41c
Duracéo pupal (dias) 11,2#1,25a 13,3+x1,29 b 13,5+1,32 b 13,5+1,29 b 13,6+1,32 b 13,6+1,34 b
Peso pupal (mg) 0,2292+0,02 a 0,2107+0,2 a 0,2166+0,02 a 0,2129+0,33 a 0,2154+0,02a 0,1873+0,02 b
Largura pupal (mm) 4,86+0,24 a 4,66+0,33 a 4,66+0,43 a 4,84+0,49 a 451+0,54 a 3,88+0,71a
Comprimento pupal (mm) 16,64+0,79 a 16,02+0,86 a 16,13+1,03 a 16,12+0,85 a 16,14+0,96 a 15,84+1,04 a

*Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P< 0,05).

O prolongamento das fases larval e pupal nos diferentes extratos pode ser atribuido a

presenca de

sesquiterpenos) nos extratos.
Estudos tem mostrado que compostos organicos de plantas com atividade inseticida

inibidores de crescimento ou substancias toxicas (fenilpropandides e

podem atuar como inibidores da sintese de quitina e podem afetar crescimento,

desenvolvimento, reprodugdo e diapausa em insetos (Aguiar-Menezes, 2005).

Fenilpropanoides apresentam efeito toxico sobre 0s insetos, o que poderia ocasionar efeitos

sobre o ciclo de vida dos insetos (Kim & Lee, 2014; Regnault-Roger et al., 2012).
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As alteragdes morfologicas e fisiologicas observadas nos ensaios sugerem
interferéncia de algum componente do extrato no sistema hormonal que regula o
desenvolvimento larval do inseto (Trindade et al., 2000). Essas alteragdes, de acordo com
Mordue & Blackwell (1993) resultam da reducdo na concentracdo do ecdisonio ou atraso da
sua liberacdo na hemolinfa, afetando o desenvolvimento larval, diminuindo a populagdo do
inseto reduzindo danos as plantas.

Em condicGes de campo, o prolongamento da fase larval pode aumentar o tempo de
exposicéo da praga aos inimigos naturais, bem como reduzir o nimero de geracoes (Torres et
al., 2001).

Outros autores observaram em S. frugiperda, alimentada com dieta contendo extratos
aquosos de Ricinus communis, prolongamento significativo da duragdo larval quando
comparados ao grupo controle (Santiago et al., 2008). Conforme Knaak et al. (2012), extratos
aquosos obtidos por maceracdo e infusdo com as espécies Malva silvestres, Canavalia
ensiformes (semente), Cordia verbenaceae, Curcuma zedoaria e Cymbopogon citratus
prolongaram o estégio larval de S. frugiperda.

Em relacdo aos parametros morfométricos (peso, comprimento e largura), verificou-se
que os individuos alimentados com dieta acrescida de extrato deram origem a pupas e adultos
pequenos. Esse efeito poderia ser atribuido a presenca de inibidores de crescimento ou
substancias tdxicas no extrato. Conforme Tanzubil & McCaffery (1990) a inibicdo do
crescimento pode ser decorrente da baixa eficiéncia da conversdo do alimento ingerido e
digerido, causada por inibidores de enzimas digestivas ou pelo desvio de parte dele para a
degradacdo de substancias tdxicas presentes no substrato alimentar.

As reservas dos lepiddpteros sdo acumuladas durante o desenvolvimento larval, sendo
que as condicBes adversas nesse processo determinam assincronia com as populacdes normais
causando problemas na reproducdo desses insetos (Rodriguez & Vendramim, 1997; Matos et
al., 2006), fecundidade e o baixo desempenho da descendéncia (Fantinou et al., 2008).

Em estudos semelhantes, os extratos de folhas de A. coriacea e A. dioica com alto
contetddo de compostos fenolicos, como observado nesse estudo, diminuiram o ganho de peso,
emergéncia de adultos, fecundidade, fertilidade e eclosdo de ovos de S. frugiperda (Freitas et
al. 2014).
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5.6 Parametros Bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato hexanico, acetato de etila e etandlico de folhas de P.

hispidinervum

Em relacdo aos pardmetros biologicos de A. gemmatalis alimentadas de dieta com
extrato hexanico, verificou-se que a duracdo do periodo larval foi prolongada a partir da
concentracdo de 1,0 mg/mL, entretanto, ndo se observou diferenca estatistica com a
concentracdo de 2,5 mg/mL. A duracdo do periodo pupal foi prolongada em 1,4 dias na
concentracdo de 1,0 mg/mL e de 3,5 dias na concentracdo de 2,5 mg/mL, em relacéo ao grupo
controle, respectivamente. Na concentracdo 5,0 mg/mL obteve-se 96,66% de mortalidade
durante os primeiros sete dias e nas concentracbes 10,0 e 15,0 mg/mL observou-se
mortalidade de 100% em dois dias, inviabilizando a analise dos parametros bioldgicos.

Os insetos submetidos aos tratamentos com extrato hexanico reduziram o peso pupal.
Em relagdo a largura e o comprimento, apenas as pupas na concentragdo 2,5 mg/mL foram
menores que as do grupo controle (Tabela 10). Foram observadas pupas e adultos com
anomalias na concentracdo 2,5 mg/mL (Figura 11. A e 11. B).

Em S. frugiperda, a duracdo do periodo larval foi prolongada ocorrendo diferencas em
relacdo ao grupo controle a partir da concentragdo 10,0 mg/mL. Entretanto, o mesmo efeito
ndo foi observado sobre a duracdo do estagio de pupa que apresentou prolongamento em
relacdo ao controle a partir da concentracdo de 2,5 mg/mL. As pupas do controle
apresentaram peso, largura e comprimento maiores do que as pupas tratadas com o extrato

hexanico nas concentragdes 10,0 e 15,0 mg/mL (Tabela 10).
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Tabela 10: Pardmetros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato hexanico de folhas de P. hispidinervum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 30 29 14 1 0 0
Duragéo larval (dias) 145+1,24 a 18,2+1,37 b 19,8+1,42 b - -
Duragao pupal (dias) 8,7¢1,31a 10,1+1,39 b 12,2+141c - -
Peso pupal (mg) 0,2854+ 0,020 a 0,2538+0,030 0,1878+0,124 ¢ - -
b

Largura pupal (mm) 5,50+0,40 a 5,37+0,48 a 3,60+0,38 b - -
Comprimento pupal (mm) 19,09+0,66 a 18,21+0,77 ab 17,16x0,17 b - -

Spodoptera frugiperda

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 29 30 27 24 17 14
Duragcéo larval (dias) 16,5+1,21a 16,2+1,25a 17,4122 a 17,4123 a 21,2+1,28 b 23,3%1,25¢
Duragao pupal (dias) 10,9+1,27 a 12,3+1,29 ab 12,5+1,28 b 12,4+1,30 b 145+1,31 ¢ 14,7127 ¢
Peso pupal (mg) 0,2232+0,03 a 0,2194+0,01 a 0,2140+0,03 a 0,2199+0,02a  0,1659+0,07b  0,1634+0,09b
Largura pupal (mm) 4,69+0,33 a 4,56+0,20 a 4,65+0,46 a 4,61+0,38 a 3,45+0,37 b 3,38+0,57 b
Comprimento pupal (mm) 16,57+0,87 a 16,74+0,64 a 16,21+1,10 a 16,23+0,81 a 14,38+0,31 b 14,44+0,50 b

*Meédias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

A &

Figura 11: A) Pupa de A. gemmatalis deformada. B) Adultos de A. gemmatalis com
malformacao, provindos de ensaios com dieta artificial contendo o extrato hexanico de folhas
de P. hispidinervum.
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Nos ensaios com A. gemmatalis alimentadas, com dieta acrescida de extrato acetato de
etila, observou-se o prolongamento do periodo larval e pupal, verificando-se diferengas
estatisticas entre todas as concentragfes e 0 grupo controle.

Em relacdo ao periodo larval e pupal de A. gemmatalis alimentadas com dieta
acrescida de extrato acetato de etila verificou-se que os periodos foram prolongados em todas
as concentracdes.

As pupas do controle apresentaram pesos maiores do que as pupas tratadas com
extratos em todas as concentracfes avaliadas. Estatisticamente, ndo foram verificadas
diferencas na largura das pupas entre o0 grupo controle e os tratamentos em todas as
concentragcdes avaliadas. Entretanto, em relacdo ao comprimento das pupas, verificou-se
diferengas estatisticas entre o grupo controle e a concentracdo de 10,0 mg/mL. Na
concentracdo 15,0 mg/mL obteve-se 100% de mortalidade nos primeiros quatro dias,
inviabilizando a analise dos parametros biologicos (Tabela 11).

A duracdo do periodo larval e pupal de S. frugiperda foi prolongada em todas as
concentracdes do extrato acetato de etila avaliados, quando comparados ao controle. O peso
das pupas no controle foi maior do que nas tratadas com as concentracdes de 10,0 e 15,0
mg/mL. Entretanto, na largura e comprimento das pupas ndo houve diferencas estatisticas

entre controle e tratamentos (Tabela 11).
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Tabela 11: Parametros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo o extrato acetato de etila de folhas de P. hispidinervum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle Img/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL*
N 30 28 27 12 10 0
Duragdo larval (dias) 115131 a 14,2+1,38 b 14,7+¢1,37b 154+1,41b 17,1142 ¢
Duracéo pupal (dias) 10,1+1,25a 12,3+1,27b 144+131c 14,8+1,32 ¢ 16,7+1,32 d
Peso pupal (mg) 0,2854+0,02 a 0,2402+0,02 b 0,2490+0,018 b 0,2470+0,02 b 0,2255+0,03c
Largura pupal (mm) 5,50+0,40 a 5,27+0,36 a 5,23+0,26 a 5,09+0,29 a 4,84+0,38 a
Comprimento pupal (mm) 19,09+0,66 a 18,01+0,78 a 18,60+1,13 a 18,12+0,65 a 16,67+1,65b

Spodoptera frugiperda

Parametros Bioldgicos Controle Img/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 29 30 28 25 23 20
Duracéo larval (dias) 13,8124 a 15,8+1,26 b 18,5+1,29 ¢ 18,5+1,31 ¢ 20,8+1,33d 21,2+1,35d
Duragcéo pupal (dias) 9,5+1,29 a 11,6+1,31b 13,9+1,29 ¢ 13,8+1,34c 13,8+1,35¢ 15,6+1,34 d
Peso pupal (mg) 0,1690+0,01 a 0,1624+0,01 a 0,1617+0,03 a 0,1612+0,02a  0,1365+0,06b  0,1404+0,07
b
Largura pupal (mm) 4,6510,34 a 4,34+0,33 a 4,48+0,31a 4,074£0,58 a 4,28+0,22 a 4,39+0,30 a
Comprimento pupal (mm) 14,78+0,65 a 14,63+0,68 a 14,24+122 a 14,90+0,81 a 14,25+0,16 a 14,33+0,17
a

* Médias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

A duracdo do periodo larval e pupal de A. gemmatalis, nos ensaios com dieta acrescida
de extrato etanolico foi prolongada, observando-se diferenca estatistica a partir da
concentracdo de 1,0 mg/mL em relacdo ao grupo controle. As pupas do grupo controle
apresentaram peso maior do que as tratadas. Nos parametros largura e comprimento pupal,
ndo se observou diferencas estatisticas entre as concentracfes avaliadas e o grupo controle
(Tabela 12).

A duracdo do periodo larval de S. frugiperda foi prolongada diferindo do grupo
controle a partir da concentragdo de 10,0 mg/mL. Entretanto, o mesmo efeito ndo foi

observado sobre a duracdo do periodo pupal, ndo sendo verificadas diferencas entre as
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concentracdes e o grupo controle. Ndo foram observadas diferencas estatisticas, quanto ao

peso, largura e comprimento das pupas, entre grupo controle e tratamentos (Tabela 12).

Tabela 12: Parametros bioldgicos de A. gemmatalis e S. frgugiperda alimentadas com dieta

artificial contendo o extrato etandlico de folhas de P. hispidinervum.

Anticarsia gemmatalis

Parametros Bioldgicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/mL 10mg/mL 15mg/mL
N 29 29 29 29 28 27
Duragdo larval (dias) 10,6+1,45 a 12,3+1,35b 12,5+1,34 b 15,2+1,37 ¢ 15,8+1,35¢ 15,7+1,38 ¢
Duracéo pupal (dias) 10,7126 a 12,3+1,26 b 12,5+1,29 b 145+131c 21,46%1,28 ¢ 14,6+1,28 ¢
Peso pupal (mg) 0,2955+0,02 a 0,2545+0,04 b 0,2562+0,03 b 0,2592+0,03b  0,2552+0,02 b 0,2448+0,02 b
Largura pupal (mm) 6,06+£0,42 a 5,82+0,62 a 5,54+0,47 a 5,44+0,30 a 5,5840,40 a 5,434£0,29 a
Comprimento pupal (mm) 18,82+0,95 a 18,24+1,14 a 17,54+1,08 a 17,47+1,14 a 17,13+0,61a 17,80+0,85 a
Spodoptera frugiperda
Parametros Biolégicos Controle 1mg/mL 2,5mg/mL 5mg/MlI 10mg/mL 15mg/mL
N 29 30 30 30 27 26
Duragdo larval (dias) 16,5¢1,31a 15,3+1,34 a 15,6+1,35a 15,8+1,32 a 18,2+1,37b 18,5+1,39 b
Duragao pupal (dias) 10,9+1,26 a 11,1+1,27 a 11,2+¢131a 11,3+1,29 a 1124132 a 11,3+1,32 a
Peso pupal (mg) 0,2436+0,02 a 0,2465+0,02 a 0,2439+0,03 a 0,2423+0,03a  0,2465+0,02 a 0,2428+0,02 a
Largura pupal (mm) 5,19£0,22 a 5,11+0,55 a 4,96+0,48 a 5,17+0,53 a 5,14+0,67 a 5,32+0,52 a
Comprimento pupal (mm) 17,14+0,59 a 17,31+0,75a 17,75+0,74 a 17,53+0,74 a 17,45+0,82 a 17,85+0,72 a

*M¢édias seguidas pelas mesmas letras, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

Nos ensaios com extrato hexanico, acetato de etila e etandlico verificou-se

prolongamento das fases larval e pupal das duas espécies de lagartas. Conforme a literatura,
as reservas dos lepidopteros sdo acumuladas durante o desenvolvimento larval, sendo que as
condi¢Bes adversas nesse processo determinam assincronia com as populagdes normais
reduzindo a copulagdo (Rodriguez & Vendramim, 1997), fecundidade e o desempenho da

descendéncia (Fantinou et al., 2008).
Quanto as alteracdes nos parametros morfometricos (peso, comprimento e largura)
observadas nos trés extratos, verificou-se pupas de menor peso, largura e comprimento, as
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quais originaram adultos pequenos, o que possivelmente levard a dificuldades na copula,
acarretando problemas na reproducdo e consequentemente diminui¢do de insetos na proxima
geracao.

Em estudos semelhantes, o éleo essencial de P. hispidinervum ocasionou reducdo do
peso e aumento do periodo pupal de S. frugiperda quando comparados com o controle. Os
autores afirmaram que esses efeitos estdo possivelmente associados a presenca de mono e
sesquiterpenos presentes no 6leo essencial (Cruz et al., 2014).

Nos ensaios com extrato hexanico ocorreu malformacfes em pupas e adultos de A.
gemmatalis. Anormalidades na formacdo de pupas e adultos de lepidopteros também foram
observadas por outros autores em A. gemmatalis com extratos aquosos de Labramia bojeri
(Macedo et al., 2014) e em S. frugiperda com extratos de Cabralea canjerana e Araucaria
angustifolia (Magrini et al., 2015; Branco et al., 2014). Conforme Pereira et al. (2008), o 6leo
essencial de P. hispidinervum tem sido relatado exercendo efeito na reducdo do nimero de
ovos e emergéncia de adultos de C. maculatus.

A bioatividade dos extratos de P. hispidinervum observadas sobre A. gemmatalis e S.
frugiperda pode ser devido a acdo combinada dos compostos identificados em cada extrato
como 0s sesquiterpenos, monoterpenos, fenilpropanoides e flavonoides, ou da presenca de

outros compostos ndo identificados pela analise realizada que tenham atividade inseticida.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados da avaliacdo da atividade biol6gica dos extratos hexanico,

acetato de etila e etanolico de folhas de P. aduncum e P. hispidinervum sobre A. gemmatalis e

S. frugiperda, conclui-se que:

Extratos das folhas de P. aduncum e P. hispidinervum apresentaram
fenilpropandides e sesquiterpenos, sendo que P. hispidinervum também
apresentou um monoterpeno e um flavondide;

O apiol foi 0 composto majoritario encontrado nos extratos hexanico e acetato
de etila de P. aduncum;

Entre os compostos identificados no extrato hexanico de P. hispidinervum, o
apiol foi o composto majoritario, sendo que no extrato de acetato de etila, o
pinocembrin foi 0 composto predominante.

A. gemmatalis foi mais suscetivel que S. frugiperda nos ensaios com extrato
acetato de etila de P. aduncum e extratos hexanico e acetato de etila de P.
hispidinervum;

A menor Clsy (2,34mg/mL) foi obtida com o extrato hexanico de P.
hispidinervum em A. gemmatalis;

Extratos de P. aduncum e P. hispidinervum ocasionaram efeitos secundarios
sobre o desenvolvimento dos insetos (prolongamento das fases larval e pupal,
reducdo do peso, comprimento e largura pupal e malformacgdes de pupas e
adultos);

A acdo dos extratos sobre a mortalidade e os efeitos secundarios em A.
gemmatlis e S. frugiperda pode ser atribuida a presenca dos compostos com

efeito ou acdo sinérgica;
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