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RESUMO

O géneroSolanumé um dos mais diversos na América do Sul e seus representantes
apresentam compostos quimicos com bioatividade contra insetos-pragaas€Eptiecipais
pragas que provocam danos econdmicos tanto a bens culturais e icooveisa agricultura
encontram-s€ryptotermes breviikcupim-de-madeira-seca)Spodoptera frugiperdéagarta-
do-cartucho) No presente estudo avaliou-se os efeitos antialimentar emepelos extratos
diclorometanico, extrato diclorometano/acetona (fracdo enriquecidsstenes de acucares) e
extrato aquo-alcooolico obtidos d&lanum bonarienseSolanum bistellatune Solanum
sisymbrifoliumsobreC. brevis Avaliou-se também o efeito dos extratos diclorometanico e
diclorometano/acetona & bonariense S. sisymbrifoliune dois compostos majoritarios | e
Il (ésteres de agucares) isolados do extrato diclorometano/adet&naisymbrifoliunsobre
o desenvolvimento deS. frugiperda, Os extratos obtidos das trés espécies vegetais
demonstraram acdo antialimentar e repelente ao cGpibrevis especialmente os extratos
diclorometéanico e diclorometano/acetona 8e sisymbrifoliume de S. bistellaltum.Os
resultados obtidos com os extratos destas duas espécies indig@tércia de compostos
bioativos com potencial para o controle@lebrevis.Nos ensaiosom S. frugiperdaobserva-
se que a adicao dos extratosdesisymbrifoliunafetaram o nimero de instares larvais, sendo
que o extrato diclorometanico teve menor efeito sobre a fase larval eaalteateito sobre as
pupas. O extrato diclorometano/acetonaSdesisymbrifoliumafetou mais a sobrevivéncia
larval do que a pupal, e induziu uma diminuicdo na sobrevivéncia com umataedpss
dependente. O extrato diclorometénico Slebonariensendo afetou o numero de instares
larvais e afetou minimamente a sobrevivéncia larval, pupal e tofalfdaegiperdae o extrato

diclorometano/acetona afetou o nimero de instares larvais, sendo dvéobia larval,

XVil



pupal e total pouco afetadas. O extrato mais efetivo foi dicloromfeizetona deS.
sisymbrifoliumque representa uma fracdo enriquecida de ésteres de acdicayesl isolou-
se 0s compostos majoritarios | e Il, que demonstraram serealatdxicos na fase larval de
S. frugiperdacom 0,46% de sobrevivéncia total na concentracdo 2,5 mg/mL para o composto
I, e 11,11% de sobrevivéncia total na concentracdo 1 mg/mL para mostonil. Estes
compostos isolados também afetaram a metamorfose da lagata patagio de pupa. A
elucidacao estrutural dos compostos isolados das esféces/mbrifoliume S. bistellatum
foi realizada por RMN e Cromatografia Gasosa podendo detereinaambas espécies a
presenca de ésteres de acuUcares: dissacarideos esterifioatd@idos graxos de cadeia
larga, principalmente acido palmitico e hidroxipalmitico. A desdabele substancias
bioativas representa uma alternativa ao uso de inseticidas sgiarai controle de pragas,

que apresentem maior seguranca e sustentabilidade ao meio ambiente.
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ABSTRACT

Two of the major pests that damage property and cultural goodelbas threaten
crop productivity and yields ar€ryptotermes brevigdry-wood-termite) andSpodoptera
frugiperda (fall-armyworm-cartridge).Looking for new and natural sourtesontrol them,
we investigated the antiinsect activity of three amerBalanumspecies on these two pests.
The genusSolanumis one of the most diverse in South America and many of its
representative’s biosynthesed different chemical compounds with pbiwactivity against
insect pests. In the present study, the antifeedant and repédfiects eon C. brevis of
dichloromethane, dichloromethane/acetone (enriched fraction sugar s)estand
aqueous/alcoholic extract obtained froBolanum bonarienseSolanum bistellatumand
Solanum sisymbrifoliumvere evaluated. The extracts from the three plant species dhowe
antifeedant and repellent effect again€t brevis especially dichloromethane and
dichloromethane / acetone extracts fr@nsisymbrifoliumand S. bistellaltum The results
obtained from these extracts of the three evaluated specieatthe presence of bioactive
compounds with potential bioactivity againSt brevis We also evaluated the effect of
dichloromethane and dichloromethane/acetone extracts fBambonarienseand S.
sisymbrifoliumand the two major compounds | and Il (sugar esters) isolated fiem t
dichloromethane / acetone extractSfsisymbrifoliunon the development &. frugiperda
In the tests performed witB. frugiperdat was observed that the additionSfsisymbrifolium
extracts affected the number of larval instars, and the dichldhame extract had less effect
on the larval stage and a pronounced effect on the pupae.SThsisymbrifolium
dichloromethane/acetone extradtected more than the larval pupae and induced a decrease

in survival with a dose dependent response. The dichloromeghabnenariensextract did
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not affect the number of larval instars but minimally influencedSh&ugiperdalarval and
pupal behaviour, however the dichloromethane / acetone extract #ffectamber of larval
instars, and the larval, pupal and total development were lessedff@dte most effective
extract evaluated againSt frugiperdawas theS. sisymbrifoliumdichloromethane/acetone
extract representing an enriched fraction of sugar esters. m@ajor components were
isolated: | and II, they were also evaluatedSorirugiperdaand proved to be highly toxic to
fall-armyworm-cartridge larvae from with 0.46% overall survighlconcentration 2.5 mg /
mL for compound I, and 11.11% overall survival at concentration 1 mgfébrndompound II.
These isolated compounds also affected the metamorphosis of thalleatéo the pupa
stage. Structural elucidation of the isolated compounds from dugesfs. sisymbrifoliunand
S. bistellatumwas performed using NMR and Gas Chromatography. In both species the
presence of esters of sugars was determined; a disacchdeadiedswith long chain fatty
acid, mainly palmitic and hidroxipalmitic acid. The discovery of bim& substances
represents an alternative to the use of natural insecticidaessis’ control that gave higher

safety and environmental sustainability.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas com propriedades inseticidas é pratica muito, ssgiggo que o
homem, desde a pré-historia, vem utilizando extratos vegetais deemgdidco ou intuitivo
com base em descobertas ao acaso.

As substancias quimicas naturais encontradas em plantas possuesigoéiiEativo
no futuro do controle de pragas. Muitas pesquisas tém sido focaliegadgdantas que
apresentam metabdlitos secundarios que afetam processos biotfafcmsetos, incluindo
comportamento alimentar, oviposi¢ao e reproducao.

O géneraSolanumpossui 61 espécies nativas descritas somente no Rio Grande do Sul
(Mentz et al. 2007). Os representantes deste género produzem uma grande divetsidade
metabdlitos secundéarios de defesa como: terpenos, fendis e ésteagdcares, com agao
anti-inseto, anti-bacteriana, antifiingica e alelopética.

A utilizagcdo de compostos vegetais com acdo sobre insetos aprgaatdgens no
controle de pragas, pois, em geral, as substancias naturais saopersigisntes no meio
ambiente e podem ser utilizadas sem alterar o equilibrio doisteoss, respeitando os
principios de sustentabilidade e ndo geram resisténcia como os produtos de sinteae qui

Entre as principais pragas que afetam o ecossistema, provocando dé&ruwlasagra
bens imdveis encontram-se 0 cupim-de-madeira-s€Ceyptotermes brevjs praga
cosmopolita, com habitos recénditos e cripticos invadem o ambiente urtiananm
moveis, forros, portas e madeiras em geral). E a lagarta-dmfvarSpodoptera frugiperda
praga de varias culturas (principalmente o milho, e secundariamente algoal &otrigm).

Considerando-se a grande diversidade de plantas do démlaraume a quantidade de

substancias quimicas a elas associadas com bioatividade corntg, iasEbjetivo do presente
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estudo foi avaliar trés tipos de extratos S@lanum bonarienseSolanum bistellatune
Solanum sisymbrifolium sobre cupins-de-madeira-sec&. ( brevi§ considerando-se
repeléncia, deterréncia e/ou toxicidade e sobre a lagartatdotea . frugiperda
avaliando-se os parametros biolégicos. Realizou-se estudo fitoquiog extratos com
atividade biologica, com base no modelo de estudo bioguiado, empregando métodos

cromatograficos para isolar os metabdlitos secundarios com possivel bidativida



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os insetos e plantas nao vivem simplesmente juntos, mas interagem eofrerglpsas
consequéncias dessas interacdes e adaptando-se, pois um depende do tndre.plzsgas
co-existem, sendo que da mesma forma que 0s insetos desenvolvdéayiasti@ara se
alimentarem das plantas, estas desenvolvem maneiras deiidiou até mesmo impedir o
atague dos herbivoros (Panizzi & Parra, 2009). Esses mecanismogske dbf plantas se
manifestam através de barreiras quimicas ou fisicas.

A primeira barreira encontrada pelos herbivoros € uma bafigira, localizada na
parte exterior da planta (Shepherd & Wagner, 2007). Esta barreitearédada de cera
epicuticular e € uma camada hidrofobica. A cera epicuticular étgitzsada nas camadas
externas das células epiteliais € composta por lipidios altanmértofébicos, como por
exemplo alcanos de numero impar de atomos de carbono, ésteres décelos graxos de
alto peso molecular que se depositam sobre a cuticula imperzerathilias folhas jovens e
o talo impedindo a perda de agua interna (Patall 2009).

A cera epicuticular é removida pela extracdo da superficiellda ¢om um solvente
apolar por um tempo muito reduzido, normalmente de 30 segundos. Destadeiipalios
internos ndo sado extraidos, entretanto, extraem-se todos os metabdéptstados na
superifice da folha (Garciat al. 1995; Cesiet al 2006). Portanto, os compostos secretados
por estruturas como tricomas glandulares sao extraidos como parte dagregiaentéemente
sao classificados genericamente como integrantes da ceracegfacui{\Wollenwebeset al.
2003). Entretanto é possivel diferenciar a origem destes compostosaadalis contetdo

dos tricomas glandulares (Duttal 2008).



Porém, as ceras epicuticulares ndo oferecem somente protetém agentes fisicos,
mas também contra patdégenos (Gareiaal 1997) e séo responsaveis pelas interacdes
quimico-ecoldgicas entre a planta e a biota relacionada comngaensge mais proximo
(Hashidoko, 2005).

Entretanto, a extracdo dos compostos oriundos dos tricomas é um plecésse
demorado. Para isolar grandes quantidades de compostos oriundos de parensasliacao
biologica, opta-se por isolar a cera epicuticular e, sequencigntentar isolar os compostos
dos extratos brutos (Seversetal. 1994). A metodologia usual é feita pelo fracionamento do
extrato empregando solvente polar como a acetona, onde a maioria dos compostosasao polar
das ceras (hidrocarbonetos, ésteres céreos, entre outros) séueiasod 0s mais polares
(ésteres de acgucares, por exemplo) permanecem em solucéo (Setvalsk994).

A defesa quimica das plantas contra insetos fundamentalmeni agilmecanismos de
nao-preferéncia (antixenose) e antibiose. A nao-preferénciseeqmamcipalmente devido aos
estimulos de aleloquimicos que causam efeitos como o de repetgreciarienta o inseto na
direcdo contraria da planta; o arrestante, que leva o insetosar aGgsmovimento e o
supressante, que impede que o inseto continue a se alimentar ou ovip@sitdiose ocorre
guando o inseto se alimenta da planta e esta exerce um efeiteoadobre sua biologia,
podendo causar sua morte na fase imatura, alteracdo do tempo adedudgap do tamanho,
peso e fecundidade (Gako al. 2002).

Os produtos mais utilizados para o controle de pragas sdo os dasetigiimicos.
Entretanto devido ao alto custo e ao seu efeito poluidor no meio ambiendeitosr
alternativos tem siso utilizados, tais como, extratos vegetaiplakhtas biossintetizam uma
grande quantidade de metabdlitos secundarios que podem ser utilizaalasvpesos fins.

Conforme Robbergt al. (1997), o organismo vivo pode ser considerado um laboratério
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biossintético ndo s6 no que se refere aos compostos quimicos (@dspigiroteinas,
gorduras) utilizados como alimentos pelos seres humanos e pel@samras também no
que se refere a uma infinidade de outros compostos, os metabdlitodasexs (glicosideos,
alcaldides, terpendides) que exercem efeitos fisioldgicos.

O interésse neste campo de pesquisa tem aumentado de forneasingmifvisto que os
produtos extraidos de plantas ndo se acumulam na flora, fauna e no bokcaAdestes
produtos na natureza, como por exemplo compostos proveniente de plantas, que possuam
propriedades praguicidas, € um campo de pesquisa promissor (Saito & Lucchini, 1998).

O emprego de substancias extraidas de plantas silvestres,lidadgude inseticidas,
tem inlmeras vantagens quando comparado ao emprego de sintéticotiadasseaturais
sdo obtidos de recursos renovaveis e sao rapidamente degradaesenoolvimento da
resisténcia dos insetos a essas substancias compostas dg&@&ssimiaarios principios ativos
€ um processo lento (Roel, 2001).

O uso de plantas com propriedades inseticidas € uma pratica ntigtg aendo que até
a descoberta dos inseticidas organossintéticos, na primeira noetaskculo passado, as
substancias extraidas de vegetais eram amplamente utilimadastrole de insetos (Gak
al. 2002).

Compostos vegetais com acao inseticida aparecem como importent@tala a ser
utilizada no manejo integrado de insetos-praga, podendo ser aplicadop@smieos ou
extratos brutos, como por exenplo espécies de Meliaceae, tais Azadoachta indica,
comumente conhecida por “neem” (Rodrigwtsal2008). Extratos déelia azedarache
Azadirachta indicaapresentaram atividade anti-alimentar e repelente a tracardeiferas
Plutella xylostellaLinnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (Charlestbial. 2005).

A bioatividade de inseticidas botanicos de espécies vegetais oridadatamilias
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Meliaceae, Solanaceae, Myrtaceae, Rutceae e Fabaceae aomliatios sobre lagartas e
posturas déscia monuste orse{fatr. 1819) (Lepidoptera: Pieridae), verificando-se que em
laboratorio o pé de fumo da solanacBiéctiana tabacuni.), foi o extrato que apresentou
melhor atividade ovicida (Biermann, 2009).

Extratos de plantas de 57 espécies de 21 diferentes familiaschstéoi Sudeste da
Espanha foram obtidos com solventes de polaridade crescente (hexdooa aceigua-
metanol) avaliando-se sua atividade sobréolium castaneum(Herbst.) (Coleoptera:
Tenebrionidae). Em geral 70% dos extratos testados apresentgrana atividade e 21%
(incluindo espécies endémicas) foram mais ativos (Pascual-Villalobabdd, 1999).

Um dos fatores importantes que influenciam na extracdo de compupstoEos
bioativos € o solvente utilizado no processo. Baskaal. (2009), avaliando diferentes
extratos deAtalantia monophylla(Hexanico, cloroformico e acetato de etila) sobre
Helicoverpa armigeraverificaram 67,93% de atividade pupicida com o extrato cloroférmico
na maior concentracdo (5%) e nenhum efeito na menor concentradad. (O¢dn o extrato
hexanico observou-se 25,26% e 100% de mortalidade pupal nas concentra@®ee 8&o,
respectivamente.

Em um trabalho realizado com espécies nativas do Uruguai, extlatd#erentes
partes vegetativas de plantas das familias Lamiaceae, Bigeane®&hytolacaceae,
Sapindaceae e Solanaceae foram avaliados contra diferentesigiposetos:Epilachna
paenulata Germar (Coleoptera:Coccinellidae)Rhopalosiphum padiL. (Hemiptera:
Aphididae), Myzus persica&ulzer (Hemiptera:Aphididaegpodoptera littoralisBoisduval
(Lepidoptera:Noctuidae) eApis melifera L. (Hymenoptera:Apidae). Alguns extratos
ocasionaram reducdo na alimentagdo das espécies mastigadotéos extratos causaram

reducao na fixagao dos insetos nas plantas e atividade antialimentgio(€gaak 2009).



Residuos da industria citrica (cera @irus latifolia Tanaka eCitrus sinensis(L.
Pers.)) foram fracionados e sua toxicidade foi avaliada fObygtotermes brevisValker
(Isoptera:Kalotermitidae). As fracdes obtidas da cer@.datifolia induziram mortalidade de
63 e 91,5% e as fracOes Qe sinensiscausaram de 60 a 88% de mortalidade de cupins
ocaionado também reducdo de simbiontes, demonstrando ser economicadesite vi
utilizacdo destes residuos para o controle do cupim (Batrals 2008; Sbeghen-Lost al.
2009).

Com relacdo a atividade de compostos ou extratos obtidos de plantastrobecde
Spodoptera frugiperd@omo exemplo pode-se citar 0 extrato acetato de etil@rideilia
pallida Swartz (Meliaceae), verificou-se que o mesmo afetou a sobreidvénco
desenvolvimento do inseto, sendo que nenhuma lagarta alimentada com réstalac do
extrato (nas concentracdes de 0,05, 0,4 e 3%) completou a fase Rwedl Z001). A
bioatividade de extratos e compostos isoladod/itkx polyganaaCham. eSiphoneugena
densifloraBerg (Myrtacea), foi avaliada sob& frugiperdaobservando-se que os extratos
metandlico e hidroalcdlico d&. densifloracausaram 100% de mortalidade larval (Getlal.
2006).

Efeito de extratos vegetais Belygonum hydopiperoides, Solanum nigrei@alliandra
pittieri foram avaliados sobr&. frugiperda e os melhores resultados foram obtidos com
extratos deéP. hydopiperoidesyerificando-sel00% de mortalidade das lagartas em 12 dias e
significativo efeito antialimentar com consumo das folhas infexid, sendo este efeito

similar ao do produto comercial Clorpirifés (Lizaraatcal 2008).



2.1 Aspectos gerais, distribuicdo e taxonomia dos vegetais estudados

Solanaceae é uma familia cosmopolita constituindo-se de 90 génmias de 2.300
espécies, das quais 75% pertencem ao gédelanum.Como familia botanica apresenta
enorme importancia econdmica tanto pelas espécies comestitaisamente cultivadas.(
tuberosumi., S. melanogena., Lycopersicom esculentuliill., Capsicum annurh.,) como
pelas espécies de uso farmacéutiwopa belladond.., Datura stramoniuni., Hyosciamus
niger L., Scopolia spp e comerciallicotiana tabacunh..) (Vazquez, 1997).

O géneroSolanumencontra-se distribuido em todas as regides tropicais e subtsopicai
das Américas, Africa e Australia, com um menor nimero de espémieasiaticas (Mentz &
Oliveira, 2004). Este género considerado maior e mais complexo defaolanaceae, foi
investigado por Mentz & Oliveira (2004) num estudo abrangendo a ragdido Brasil. Para
o Rio Grande do Sul foram registradas 61 espécies natigsalmumMentzet al.2007).

A maioria das espécies @®lanumpossui tricomas nos caules, folhas e inflorescéncias.
O tricoma glandular apresenta a célula apical ou célulasigpicadondadas, de conteudo
citoplasmatico denso, modificadas para secrecdo ou acumulacdoipBstie ttricoma é
formado por trés partes: a porcado imersa na epiderme, a porcdo giyoyira forma o
pedicelo, e porcéo distal, clavada ou globosa, que € a secretora ¢van2D00).

Estas estruturas, do ponto de vista da relagédo da planta com amieente, servem
como defesa fisica e quimica, pois os tricomas glandulares possueseus exsudatos
substancias que atuam na defesa das plantas contra o ataquewbedseebds tricomas nao
glandulares sao os responsaveis pela defesa fisica (Smith, 1989).

Além disso, ha relatos na literatura de atividade anti-insetxtdatos deS. bonariense

contraTribolium castaneunfPascual-Villalobos & Robledo, 1999), e atividade fungicida de
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ésteres de acucares & sisymbrifoliumsobre Aspergillus flavus(Cesio et al. 2006),
atividade fungicida de extratos metandlicos da mesma espesisymbrifoliunsobre trés
espécies dAspergillus e Candida albicangVaghela €al. 2009). Extratos metandlicos desta

espécie também foram toxicos ao microcrust®agemia salinaSilva et al.2007).

2.1.1 Relacéo entre a composicdo quimica e a atividade anti-inseto Epresentantes do

géneroSolanum

As plantas séo protegidas contra dessecacao, predacdo por insetogas goe ceras
epicuticulares encontradas em sua superficie. Quimicamerds,@sas sado constituidas por
ésteres ligados a acidos graxos de cadeia longa e alcodis alifatictis (989).

Em um estudo para avaliar as principais diferencas na compagsacomponentes
presentes nas ceras epicuticulares de variedades comeateia® tuberosumforam
encontrados n-alcanos de cadeia muito longa, 2-metil alcanos etil 3atnanos, alcoois
primarios, acidos graxos e ésteres cereos. A composicao qtiaditata cera é bastante
similar, mas ha diferencas quantitativas entre as variedades (@kafr&ynak, 2006).

Posteriormente a este estudo, os compostoS. deiberosunforam avaliados para
verificar a influéncia sobre a alimentacao do besouro do coltwgmtonotarsa decemlineata.
Foram avaliadas diferentes variedades comerciais, e 0s comexistidos da superficie de
S. tuberosunforam hidrocarbonetos, sesquiterpenos, alcodis e outros componentes nao
identificados. A separacdo por HPLC rendeu 15 fragcdes contendo rhigitosarbonetos,
ésteres, cetonas, aldeidos, acidos graxos, esterdis e outros congpodenidentificados,
sendo que uma fracdo né&o identificada demonstrou efeito fagodetea@nteesouro

(Szafranelet al2008).



Alcanos tem sido identificados entre os compostos presentes asgpmuticulares de
21 espécies dBolanumencontradas na Argentina, podendo ser utilizados como marcadores
quimiotaxondmicos (Maxud & Zydgalo, 1991). Estes constituintes foramila$os em duas
espécies folanum viarume Lycopersicon esculentumlvaliando-se seus efeitosa
oviposicdo e atracdo dElelicoverpa amigera Com duas fracdes d8. viarume L.
esculentumpbservou-se preferénica alimentar e maior oviposi¢cdo, sendo que aanda®ri
contituintes quimicos identificados sdo n-alcanos ou relacionados cogisaprimarios e
aldeidos. Uma das fracbes de compostos volateis Ldeesculentum, contendo
predominantemente alcool 3-nitrobezil e pequenas quantidades de 3-nitidéieloza
pequenas quantidades de docosano e trimetildecano, além de um compustbedéto
reduziu a oviposicao e causou efeito deterrente alimentar (Srinetaah2006).

Os exsudatos dos tricomas glandulares de espéci8sldeumapresentam atividade
contra diferentes insetos, tais como, repeléncia e deterréliwiantar em afidios como
Myzus persicaebesouro do coloradbeptinotarsa decemlineat@Avé et al. 1987; Nealet
al.1990; Yenchoet al1994). Os compostos exsudatos dos tricomas glandulares do género
Nicotianaaumentam a mortalidade da mosca-braf@euroides vaporariorungiButaet al.
1993)Bemisia tabac{Nealet al. 1994) e reduz a taxa de crescimentd/@mduca sextdvan
Dam & Hare, 1998).

Outros tipos de metabdlitos secundérios biossintetizados nos trictendsilgres de
diversas espécies de Solanaceae sdo os acil-agUcares, e destagicares simples com um
ou mais acidos graxos. A andlise preliminar dos extratos dedrmiofdas folhas dBatura
mentelindicou que os ésteres de glicose constituem uma parte importamtengosstos nao
volateis e a quantidade dos ésteres de acucares variam confdensidade dos tricomas

tipo B. Estes exsudatos que foram posteriormente isolados indicaesesmga de ésteres de
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glicose 2,3-di© e 1,2,3-triO-acilados (Russel & Calhoun,1988).

A grande quantidade de acil-agucares exsudatos de tricomas glasduafamilia
Solanaceae é relacionada a diversas reacdes no comportamersetae Fracoes de ésteres
de acucares deNicotiana gosseiinduziram 100% de mortalidade da mosca branca
Trialeurodes vaporariorurmo inicio do segundo instar, mostrando resultados de controle
similares aos obtidos com inseticidas quimicos e Neem (&teal 1994). As diferentes
fracOes de ésteres de acucares exsudatos dos tricomas gendeBalpichroa origanifolia,
demonstraram propriedades antifungicas codtspergillus niger(Dutra et al. 2008). A
estrutura quimica de um éster de acucar pode ser visualizada na Figura 1.

Em experimentos com adi¢cdo e remocao de éster@atdea wrightii verificou-se que
o consumo de alimento pelo coleopt&pitix hirtipennisfoi reduzido por adicdo de acil-
acucares. EmTrichobaris compactao consumo de alimento foi reduzido por acil-acucares
somente nos experimentos com remocao dos ésteres. A locatipacacil-acucares na ponta
de tricomas longos, ao invés dos que estdo sobre a superfigigdaleaser um componente

importante da atividade biol6gica dos mesmos cantceampactana natureza (Hare, 2005).
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Figura 1. Estrutura quimica de um éster de ac({Eante: Césio, M. V., 2004)

Estudos comportamentais mostram que a resisténcia do pulgéopeersicon pennellii
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(Corr.) esta correlacionada com a concentracdo de ésterascdecacsecretados por tricomas
glandulates do tipo IV (B). A triagem para verificar o acimulagiecar facilita enormemente
a selecao em programas de melhoramento que utilizam édeemzicares epicuticulares
como um mecanismo de resisténcia a insetos (Goféealal990). Os 2,3,4-tr3-acilglicose
deL. pennelliisdo compostos de,;GC;, acidos graxos, inclusive 2-metil butandico, 3-metil
butandico, 8-metil nonadico, e acidos n-decandico e n-dodecandico Balk&987).

Os tricomas glandulares encontrados no géBetanumsao de diversos tipos, e seus
exsudatos conferem as plantas resisténcia ao ataque de herkiymdem ser toxicos aos
insetos. Esta resisténcia esta associada a presenca degpodsigrincipais de tricomas
glandulares: tricomas tipo A, curtos com uma glandula tetralobeladseu apice, e os tipo
B, que sao alongados com uma glandula ovéide que libera um exsudato éstesss (de

acucares) (Tingey, 1985). Estes dois tipos de tricomas A e B peatevisulizados na Figura

2 a) e os tricomas glandulares na Figura 2 b).

Z8xm

Figura 2. a)Tricomas glandulares tipo A e tipo B (Fonte: Smith, 19BPJricomas

glandulares (Fonte: Cesio, M. V. 2004).
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Entre os tricomas relacionados por Merdz al. (2000) para as folhas d8.
sisymbrifoliumestao os tricomas simples, tricomas estrelados e triconradutflees. Em um
estudo mais aprofundado Boligon (2007) encontrou quatro tipos de tricomasS.para
sisymbrifolium 1) tector unicelular; 2) tector estrelado com quatro ou mais taierais; 3)
glandular longo-pedicelado pluricelular com cabeca clavada uniceldlaiglandular curto-
pedicelado com cabeca globosa pluricelular.

Dentre as espécies com resisténcia ao plaus persicaea batata silvestr®olanum
berthaultiitem se destacado por seus altos niveis de resisténcia devidergams tricomas
glandulares (tipos A e B) (Gamarea al. 1998). Em um trabalho realizado com a espécie
selvagemSolanum berthaultie a espécie cultivaddolanum tuberosunos sesquiterpenos
foram os maiores constituintes dos tricomas tipo A exsudatos dosm&s glandulares e o
menores constituintes dos tricomas tipo B. A mistura dos sesquitegendsias espécies de
plantas demonstrou ser repelente ao afideo verde do p&dgeg® persica€Sulzer) (Avéet
al. 1987).

Os ésteres de acUcares Slesisymbrifoliunsdo estruturas compostas de arabinose e
arabinoxilanes glicosiladas cofsacido hidroxipalmitico, estereficados com acidos graxos
como laurico, miristico e palmitico (Cestd al 2006). Na Figura 3 podemos visualizar a

estrutura quimica deste tipo éster de acucar acima descrito.

Figura 3. Estrutura quimica de um éster de acuca®.dsisymbrifoliun{Fonte: Cesio,

M. V. 2006)
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Esteres de sacarose obtidosNlegosseiforam eficazes no controle da mosca branca
Trialeuroides vaporariorum sendo estes compostos avaliados em fracdes individuais e
misturadas. Nao houve diferenca na eficacia dos quatro éstengduabinente, embora a
porcentagem de mortalidade causada pela mistura tenha sido um poucodmenm a
causada pelos compostos individualmente (Batttd. 1993).

Os extratos hidroalcoolicos das folhasSRIemacranthurfDunal) foram avaliados para
verificar atividade inseticida sobre ninfas @&hodnius pallescens, Rhodnius prolixes
Rhodnius colombiensisausadores da doenca de Chagas. A atividade inseticida maxima foi
observada apés 24 horas utilizando-se concentragdes inferiores a 0,3 mBgiran estudo
fitoquimico preliminar, observou-se a presenca abundante de alcalémtesas terpenicas,
cumarinas e flavonoides, moléculas possivelmente responséaveidiyidizda inseticida do
material vegetal (Carvajat al 2010).

Como exemplo podemos citar os bioensaios realizados com o vetor da Aexdgsge
aegyptiutilizandodiferentes concentracfes de extratos aquosos polares (clorofértaimipe
e extratos obtidos com solventes ndo polares (éter de petréleo, bemmetona e alcool
absoluto foram utilizados na extragdo dos frutos madurosS.d&/illosum O extrato
cloroférmio:metanol causou acentuado efeito larvicida sendo considerad@gaente
promissor de controle (Chowdhueyal 2008).

As propriedades repelentes de um glicosideo denominado lucianafdextias partes
aéreas d&olanum laxunobtido com extracdo etandlica mostrou atividade deterrente contra o
afidio Schizaphis graminurgSouléet al.2000).

Outros compostos sdo encontrados no géBelanume obtidos através de técnicas de
extracdo especificas. Aléem dos alcaldides, os flavondides constitoerdos grupos de

substancias mais frequentes, flavondis glicosilados descritos conrochits de espécies
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deste género sdo geralmente derivados do kanferol e quercetinaefSdlia2003). Séo
citados para este género também a presenca de compostos comadinairelalcaldides
pirrélicos S. sturtianury glicoalcaldides (solanina, chaconina, solasodine), glicosideos

esteroides (Pomiliet al 2007).

2.2 Espécies d&olanum selecionadas para o estudo

Apés classificagdo das plantas coletadas, as esj@agsum bistellatumSolanum
bonariensee Solanum sisymbriifoliurforam selecionadas devido aos caracteres morfolégicos
das trés espécies, sendo de importante valor taxondmico a ocorrépelagiglandulares e

nao glandulares encontrados nas partes abaxial e adaxial das folhas.

2.2.1Solanum bonariense

Linnaeus — Spec.Plant. 1:185 — 1753clanum saponaceuwvar. uruguensesrisebach.
Arbusto de 1,5-2 m de altura, ramificada, com ramificacbes pawaesrtas de tricomas
estrelados, velhas glabras, com espinhos curtos ou sem eles. Foibkslae, com peciolos
de 15 — 30mm, e lamina amplamente eliptica ou oval, incisivo no apicééelaeeou
arredondada na base, sinuada ou lobada na margem, ramos floridos, ictan alguns
tricomas estrelados dispersos ou completamente glabro, as cmmesspinhos sobre as
nervuras da face inferioOcorréncia: Em bosques Uumidos do sul do Brasil, Uruguai e
Nordeste da Argentina, até o rio de la Plata. Em Entre Riescgmtra preferencialmente nos

bosques da ribeira do Uruguai e no Delta. Floresce na primavera (Figura 4)t(Baviear
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Figura 4. EspécieSolanum bonarienseoletada ndJruguai.

2.2.2. Solanum bistellatum

Arbusto de até 1,8 m de altura, ereto, pouco ramificado, caule e ramogicomas
glandulares e simples de 1-4 células, inconspicuos ou visiveis, espatdess aciculares ou
alargados na base, ndo achatados lateralmente, patentes ososetomm diferentes
tamanhos, de até 0,7 cm de comprimento, verdes ou vinosos, escuros quandmisertos
com tricomas simples até a metade de seu comprimento. Facd bguentemente vinosa,
com tricomas estrelados de dois tipos, alguns deles maiores @tieras| multiangulados ou
em um mesmo plano, raio central mais longo que os laterais, corélil&@scnesse caso a
inferior mais longa que a apical, e outro menor porrecto-edtretaom 3-5 raios laterais e
raio central igual ou pouco maior; nervura principal coberta por treosiaples e
glandulares e com até 8 aculeos esparssos; nervuras secundarias com 2-3 aculeos

Inflorescéncia extra-axilar, cimoso-escorpioidal, de 10-28 flpeinculo de 1-5 cm,
coberto de tricomas e aculeos iguais aos dos ramos. Calggpdas desiguais, triangular-

lanceoladas, de até 0,8 cm de comprimento e 0,2-0,3 cm de lardoegasade tricomas
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hialinos simples, de 2-3 células e com 3 ou mais aculeos sobréachda, além de muitos
aculeos no tubo e pedicelo. Corola creme-esverdeada a branco-dmasislavezes com 6
pétalas, profundamente partida, pétalas de 1,2 cm de comprimento e @d lamgura
densamente pilosas na face abaxial ao longo da nervura, comas simples de 2-4 células,
apice das lacinias cuculadas, com ou sem um tufo de tricomas noricke capuz.
Ocorréncia: No Brasil, na Regido Sudeste (S&o Paulo) e na Regido Sul (PSama
Catarina e Rio Grande do Sul), em clareiras e orla da Fo®@stbréfila Mista e
Altomontanha, além de ocorrer na Floresta Ombroéfila Densa e giadRde Savanas, em
capoeiras, beira de estradas e como reuderal, em altitudes dé3BDra de altitude (Figura

5) (Mentz & Oliveira, 2004).

Figura 5. EspécieSolanum bistellaturnoletada ndardim Botéanico de Caxias do Sul —

RS.

2.2.3.Solanum sisymbrifolium

Subarbusto ou arbusto ramificado, com ramos estendidos lateralmeage veaes

ereto, chegando a 2 m de altura; ramos cobertos, tricomas sengl@sdulares e tricomas
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estrelados esparsos, alguns com raio central mais grosso e longs tpterais e com
aculeos amarelos, alaranjados ou vinosos, de até 2,1 cm de comprimentosélatraas, as
vezes as superiores parecendo geminadas, desiguais no tamanho. Pecait® @am de
comprimento, coberto com tricomas iguais aos dos ramos. Facalanaitricomas simples
e porrecto-estrelados, sésseis, de 4-6 raios laterais, raial aamr 2-3 células, mais longo
que os laterais, alguns mais robustos com raio central muitolongis, raro com tricomas
glandulares; nervura principal com tricomas estrelados multiangulagaios central mais
grosso que os laterias; aculeos iguais aos dos ramos, conobaga de tricomas simples e
glandulares até a metade de seu comprimento, raro mais. Fa@d abberta de tricomas
porrecto-estrelados, sésseis, de 4-6 raios laterais, raio central mgitomgai que os laterais;
tricomas mais homogéneos no tamanho do que na face adaxial; tricimmass e
glandulares mais esparsos; nervura principal com tricomas @osidas zonas intercostais;
aculeos iguais aos da face adaxial, inflorescéncia cimosa;ailar, a jovem visivelmente
escorpioidal, com aspecto racemiforme quando as flores abertad-Torflores; pedunculo
e pedicelo finos, cobertos com tricomas simples e gandulares emsraculeos, aciculares,
de até 0,5 cm de comprimento. Calice com lacinias profundamentdapartivalado-
lanceoladas, de 0,5-0,7 cm de comprimento, cobertas abaxialmenteod®adrisimples e
glandulares e numerosos aculeos acicul®esrréncia: Tem ampla distribuicdo, ocorrendo
no Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai, podendo ser encontrada ey patses como
introduzida, ocorrendo em todas as formacdes vegetais do sul dip &yasivel do mar até
1300 m de altitude, ocorrendo nos campos, clareiras das matas, esnal@tas com
Araucaria angustifolia,em matas secundarias, capoeiras, margens de estradas, dunas,
restingas, campos sujos, como ruderal, e em lavouras de sojava desterozais (Figura 6)

(Mentz & Oliveira, 2004).
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Figura 6. EspécieSolanum sisymbrifoliuraoletada no Uruguai.

2.3 Bioatividade de extratos do génerSolanum

Apesar de ainda néo existirem publicagdes utilizando compostofdestdas plantas
do génerdSolanumsobreC. brevise S. frugiperda a bioatividade de seus extratos tem sido
relatada para alguns insetos.

Os extratos geralmente séo especificos, com baixa toxicidadgr@ismos nao-alvo e
biodegradaveis. Como exemplos séo citados extratos dos frufowitlesumcom acentuada
atividade larvicida contra mosquitos cucilideos como o vetor da dekeples aegypffL.)
(Diptera:Culicidae) (Chowdhuret al., 2008); extratos das folhas d& trilobatumcom
atividade repelente ao vetor da mal&izopheles stephenkiston (Rajkumar & Jebanesan,
2005); extratos de folhas & nigrumL. com propriedades larvicidas contra trés espécies de
mosquitos transmissores de doencas (Satgth 2001); extratos d8. surratenseeduzindo o
namero de ovos do besou@allosobruchus chinensis.(Coleoptera: Bruchidae), uma das

maiores pragas de grédos armazenados (Srivatava & Gupta, 20030 @quoso deS.
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fastigiatumvar. aciculariumcom atividade inseticida contra o pulgdo da coBxevicoryne
brassicagHemiptera:Aphididae) (Lovattet al 2004).

Extratos obtidos com CHgHa superficie foliar d8. tuberosunfioram avaliados sobre
o besouro do Coloradteptinotarsa decemlineatéColeoptera: Chrysomelidae); efeitos
toxicos de folhas e flores d& bonareinssobreTribolium castaneun(Herbst.) (Coleoptera:
Tenebrionidae); e bioatividade de ésteres de acucares sobre @ielbst al. 1990; Yencho
et al. 1994). Os extratos metanodlicos 8elanumtambém ja foram testados em outros
organismos, como os fungos demonstrando significante atividade am#(Wggheleaet al.
2009) e contra o microcrustace@rtemia salina (Anostraca: Artemiidag)mostrando

atividade téxica (Silvet al.2007)

2.4. Insetos teste

A avaliacao do efeito dos extratos dos representantes do ggmlarmmfoi realizada
sobre dois insetos de importancia econdmica para todo o Continente americ
Cryptotermes brevis (cupim-de-madeira-seca) (Isoptera:Kalotermitidae) Spodoptera

frugiperda(lagarta-do-cartucho) (Lepidoptera:Noctuidae).

2.4.1. Cupim-de-madeira-secadryptotermes brevis)

Cryptotermes brevisvive exclusivamente dentro da madeira na qual se alimenta,
estimando-se que 0s gastos com tratamento, reparos e substituigiEsasiatacadas nas
areas urbanas mundiais, alcancem valores da ordem de 5 a 10 bilhd@sards anuais.

Apenas na cidade de S&o Paulo, as perdas podem variar de 10 a 20 mittideedeor ano
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(Fontes & Milano, 2002)C. brevisesta distribuido por praticamente toda América latina

(Scheffrahret al.2009) (Figura 7).
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Fonte: Scheffrahet al.(2009)

Este cupim se espalhou de maneira alarmante por diversasdmagkso. De acordo
com Scheffrahret al. (2009), em 2004, foi coletadd. brevisem madeira velha e morta em
campo de videiras cultivadas perto do deserto em terras agricalturia comunidade de
Copiapd, Chile (Ripa e Luppichini, 2004). Esta descoberta levou a supor quatat ha
endémico de€. brevisé no Pacifico, deserto costeiro da América do Sul (Chile e Peru).

De acordo com Constantino (2002), pelo menos seis espécies de cupims for
introduzidas de outras regides e se estabeleceram como pridgaasuentre elasS. brevis

(Figura 8) sendo algumas espécies as principais pragas estruturais.
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Figura 8. Colbnia deC. brevis(Fonte: Stumpp, E. 2007)

Os produtos oriundos da madeira sdo extensivamente usados em conetBxEiEt0s
ao tempo quando utilizados ao ar livre, de maneira que a madeirasgodegradada por
diversos organismos, incluindo fungos, insetos e térmitas. O tratapsat@reservar essas

estruturas contra a biodeterioracdo tem sido feito com biocidas (Sh@t2007).

2.4.1.2 Controle de cupins-praga

O método convencional de combate aos cupins tem como principio a utilidaca
produtos quimicos. Estes inseticidas hoje, principalmente organo-fosfoegmesentam
toxicidade para o homem e outros seres-vivos e risco de contamimabémtal. Nesse
sentido, a busca de produtos alternativos para a preservacido daaniedeia-se em
pesquisas relacionadas com feroménios, analogos do horménio juvenil, inilddsagese
de quitina e extrativos vegetais (Martius, 1998). Neste ultimo cmsestudos ndo visam
utiliza-los diretamente, mas conhecer sua composicao e formgadepara que substancias
com base nos componentes ativos sejam sintetizadas (Cettme2001).

Com o aumento das infestac6es por cupins, € necessaria a dasdebgatamentos

efetivos de controle, mais seguros ao meio ambiente e com amawipfeitos toxicos a
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mamiferos (Meepagalat al.2006)

Testes realizados com compostos naturais derivados de plantasofvel@ar— das
partes aéreas datemisia douglasianaapiol, sementes dagusti hultenij cnicim, das folhas
frescas deCentaurea maculoséram utilizados para verificar a atividade contra o cupim
subterraneo Coptotermes formosanusSendo que 0s mesmos causaram mortalidade
significativamente maior do que o controle em bioensaios em labhorddtes compostos
estdo presentes em niveis elevados em suas respectivas foetassyegtambém possuem
outras atividades bioldgicas, tais como fitotoxicidade e propriedad#8ngicas (Meepagala
et al.2006).

Gutiérrezet al. (1999), testaram produtos naturais extraidos de plantas do deserto,
avaliando dois terpenos (partheniol e argentone) e um triterpenoniingatontra o cupim
subterranedreticulitermes flavipegara verificar as propriedades de deterréncia alimentar e
toxicidade. Estes compostos apresentaram diferentes niveisvaadai antialimentar e
efeitos toxicos, sendo argentone o composto antialimentar mais efettv®.0s quassindides
de C. emoryj glaucarubolone glucosideo demostrou moderada atividade antialimentar e
efeitos toxicos.

A atividade do Oleo de vetiver sobre o cupi@optotermes formosanus seus
simbiontes intestinais mostrou uma reducdo na atividade alimeotrinsetos e na
abundancia dos protozoarios presentes no intestino, evidenciando certo goaicidade
deste 6leo aos cupins estudados (Maistedlil. 2002).

A repeléncia e toxicidade da cera industrialGlgus latifolia foi testada contr&.
brevis verificando seu potencial no controle desta espécie (Batrad 2008). Fracdes
obtidas a partir desta cera mostraram acao antialimentar Golimevis a qual pode estar

associada a presenca de cumarinas e furanocumarinas (Sbeghenhal@309).

23



2.4.2. Lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda)

Uma das pragas de grande importancia agricola é a lagartatgichosSpodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Figura 9), que pertence a ordem Lepidoptéamita
Noctuidae. Esta espécie possui destaque por se alimentar de rBfigsfgecies de plantas,
incluindo algodoeiro, milho e soja (Pogue, 2002) (Figura 10). Na faseagdetd séo
prejudiciais a agricultura, pois séo fitéfagas (Galial 2002), constituindo-se numa praga
de grande importancia, ndo somente pelos danos provocados, mas tamhficyddkede de

seu controle (Roel & Vendramin, 2006).

Figura 9. S. frugiperda

Os adultos pdem cerca de dois mil ovos na parte superior das fodlpels ®és dias as
lagartas eclodem e passam a se alimentar das folhas maissendisa duracéo larval de 12
a 30 dias. Sua coloracdo é escura e, com o passar do tempo, aprésieataiorsal com
pontos pretos (pinaculas) na base das cerdas. A cabeca € preta,acbniharmlara em forma
de Y, nitidamente perceptivel. A mariposa mede aproximadamente 38enenvergadura,
com as asas anteriores pardo-escuras e posteriores branco-aci{&#hoasal. 2002).

Em condi¢bes de campo o ciclo completo de desenvolvimen feigiperdatem

duracdo de cerca de 30 dias, geralmente apresentando seis ic@mtafase larval de 14 dias,
24



as pupas medem de 14 a 18 mm, sendo a duracdo deste estagie céiwa nove dias, em

temperatura de aproximadamente 25°C (Capinera, 2005).

Figura 10. Distribuicdo deS. frugiperda.

Fonte: Pogué2002)

O atague pode ocorrer desde a fase de plantula até as fagpehdimmento e
espigamento do milho. As lagartas pequenas raspam o limbo das mothesnovas,
danificando, a seguir, as folhas centrais da regido do cartucho, pagiealser totalmente
destruido. Em ataques tardios, as lagartas podem ser encontradpgaalestruindo palha e

graos (Avilaet al.1997).
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2.4.2.1 Controle da lagarta do cartuchoS. frugiperda)

O controle desta praga € geralmente realizado com produtos quimigheas que
além de nem sempre serem eficientes acarretam diversosmasbltais como residuos em
alimentos, destruicdo de inimigos naturais e intoxicacao dosadpiiEs. Nos ultimos anos,
diversas alternativas menos agressivas ao ambiente vém sendsgosjuiestacando-se
entre elas, o emprego de extratos botanicos (Maroeeak 2007).

O efeito de diferentes concentracfes do extrato acetatolaleletiolhas e ramos de
Trichilia pallida Swartz (Meliaceae) foram avaliados sobre a lagarta-do-bartuerificando
que o extrato causou mortalidade larval de 100% (em concentigqugdio ou superior a
0,05%) e que as lagartas alimentadas desde a eclosdo foramafetadas do que as
alimentadas a partir dos dez dias de idade (&tcal 2000).

Folhas de milho tratadas com extrato aquoso de folhas de nim cauka0&c de
mortalidade deS. frugiperda afetando o desenvolvimento das lagartas sobreviventes (Viana
& Prates, 2003).

A bioatividade de compostos isolados\ilex polygamgVerbenaceae) Siphoneugena
densiflora(Myrtaceae) foi testada eBpodoptera frugiperdaverificando-se que 0s extratos
metanolico e hidroalcdlico d8. densifloracausaram 100% de mortalidade larval. Entre os
compostos isolados, os flavondides apresentaram os melhores resultaolasseticida, e 0s
taninos uma maior inibicdo do crescimento larval (Getllal. 2006).

Outros extratos vegetais: extratos aquosos de folhas e ramwadie@uta graveolens
L.), folhas e ramos de meldo-de-sdo-caetdrionfordica charantial.), folhas do alecrim-
pimenta Lippia sidoidesCham.) e o fruto verde de mamorRiginus communis.) foram

utilizados em estudos da biologia da lagarta-do-cartu&hofr(igiperdy Os resultados

26



obtidos com o uso de extrato aquoso de frutos verdeR.deommunisdiferiram
significativamente da testemunha nos parametros duracéo, viablbaaale pupal e peso. O
extrato aquoso dR. graveolenseduziu o peso da pupa. O extratoMlecharantiaexerceu
forte efeito sobre a fase adulta do inseto, inibindo totalmente argpostaumentando a

longevidade. A viabilidade de pupa néo foi afetada pelos extratos (Saettelg2008).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedéncia e preparo das amostras vegetais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Controle de Pdagas
Universidade de Caxias do Sul - UCS e no Laboratério de Quimitinidarsidad de la
Republica de Montevideo — UdelaR, Uruguai.

As espécies coletadas no Uruguai for&@atanum bonariensgzoucher MVFQ 4329),
coletada em outubro de 2008, no campus da Faculdade de Agronomia Montevudisaouen
sisymbrifolium(voucher MVFQ 3520), coletada em novembro de 2008, na Estacion Mario A.
Cassinoni da Facultade de Agronomia, R3 Km 363, Paysandu, ambas depositadas i Herbar
Arechavaleta da Faculdad de Quimica — UdelaR — Uruguai.

A espécie coletada no Brasil (serra gaucBajanum bistellatumoutubro de 2008,
depositada com o voucher MVFQ 4327, no Herbério da Faculdad de QuimicdaR Ude
Uruguai.

A extracdo de compostos de interesse para atividade biolégicedimada com
material vegetal fresco das partes aéreas (folhas, cafitees), utilizando-se solventes
especificos (1kg de planta para cada 2L de solvente). Ostosxtéclorometanico e
diclorometano/acetona foram diluidos em acetona e o extrato aqudealatithlido em agua

para solubilizacdo e posterior utilizacdo nos bioensaios.

3.2 Obtencéo dos Extratos

Foram realizados 3 (trés) tipos de extragfes para cadeieespgetal selecionada, de
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acordo com o0 esquema apresentado na Figura 11, visando obter diferepes dp

metabolitos secundarios presentes nas partes aéreas das plantas.

a) Compostos presentes nas ceras epicuticulares e exsudathss tricomas
glandulares - Com o material vegetal fresco foi realizada uma extracdzantlo-se
diclorometano (ChLl,), este material foi submergido durante 30 segundos no solvente, sendo

o solvente foi evaporado a presséo reduzida e denominada extrato diclorometanico.

b) Frac&o enriquecida de ésteres de acucareg\-extracao foi realizada adicionando-
se o0 solvente acetona ao extrato diclometanico evaporado a preksadasemantendo-se a -
20°C durante 24 horas. Desta solucdo resultou um precipitado que foiatkgcartestante
do extrato foi evaporado para eliminacdo da acetona obtendo-se aiesta d extrato

sequencial diclometano/acetona.

c) Compostos nao presentes nas ceras epicuticulare® marco vegetal resultante da
extracdo anterior foi utilizado como material para este textraalizando-se uma extragao
com alcool — agua (70:30), evaporada em evaporador rotatério deopredsdida. Este

extrato foi denominado extrato aquo-alcodlico.
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Figura 11. Esquema de obtencéo dos extratos

3.3 Avaliacdo da bioatividade de extratos dSolanum sobreC. brevis

A avaliacdo da bioatividade dos extratos sdhrérevisfoi realizada em papel filtro de

acordo com metodologia descrita por Sharma & Raina (1998), com algnoakicacoes,

considerando-se 0s seguintes parametros: repeléncia e deteraénwatar — Indice

Antialimetar (IA%). Em todos os testes aplicou-se 1mL das soluc¢des damsxsnbre discos

de papel filtro. Para evaporacado do solvente os discos foram demadoapela de fluxo

laminar durante 48 horas.
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Em cada placa foram colocados 30 operéarios da espetievis,e cada tratamento
foi repetido 5 (cinco) vezes. Para os grupos controle utilizou-se disqoapel filtro tratados
com o solvente.

Os ensaios foram conduzidos a temperatura de 24 + 1°C e umidsdta rdé 70 *

5%, no escuro, sendo as observacdes realizadas durante o periodo de 30 dias.

3.3.1 Coleta e obtenc&o dos cupins para 0s ensaios

Madeira contendo cupins foi coletada em residéncias do Estado, aatazentro de
bacias plasticas, e estocada em condi¢cdes controladas (24 + 1°C, 7D ©5%upins

(operarios) foram removidos da madeira a medida que os bioensaios foram realizados

3.3.2 Ensaio de repeléncia dos extratosG brevis

Os bioensaios foram realizados utilizando-se as concentrac¢des 0,252 500r&/mL,
sendo os extratos diclorometanico e diclometano/acetona diluidos etamaa® o0 aquo-
alcodlico diluido em agua.

Nos testes de repeléncia observou-se a preferéncia détratada ou nao tratada)
pelos cupins (Figura 12), de modo que discos de papel filtro com 9,0 diadndetro foram
cortados em duas metades, sendo que metade foi utilizada como ecaetrolnenhum

tratamento e a outra metade do disco foi tratada com as concentragdes tliss extra
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Figura 12: Placa de Petri contendo papel filtro tratado com 1mg/mL de extrato
diclorometénico (direta) e papel filtro ndo tratado (esquerda) para eathepeléncia

alimentar deC. brevis

O valor da percentagem de repeléncia (PR) foi calculado através da férmula
PR = (Nc — Nt) / (Nc + Nt) x 100

Sendo Nc = Cupins no controle e Nt = Cupins na area tratada

3.3.1.2 Determinacédo da deterréncia alimentar — Indice Antialimetar (I1A%)

Os bioensaios foram realizados utilizando-se as concentracfes 2,8;28(bmg/mL,
sendo os extratos diclorometanico e diclometano/acetona diluidos etamaa® o0 aquo-
alcodlico diluido em agua. As respectivas concentracdes corresp@ndema retencdo no
papel filtro de: 2,5mg/mL (39,48 pg/cm?), 12,5 mg/mL (196,48 pg/cm?) e 25/hlmg

(392,96 pg/cm?).

Discos de papel filtro com 9,0 cm de diametro (63,6) doram secos (60°C) por 4

horas, determinando-se o0 peso seco inicial em balanca analfit®oAérmino dos ensaios
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foi repetido este procedimento para avaliacdo do consumo (peso +nméslo final apos a

exposicao aos cupins) (Figura 13).

Figura 13. Placa de Petri contendo papel filtro (Controle) para avaliar o indice

antialimentar d€€. brevis

O consumo de substrato foi determinado pela perda de massa doaS&a[{mcial =
apos impregnacédo com o produto) — (massa final = ap6s exposi¢ao aos cupins)] x 100.
A percentagem de inibicdo da alimentacdo (IA), para cada coag@mt foi
determinada pela equacédo (IA%) = [(Consumo do controle - Consumo do tditado)/
(Consumo do controle + Consumo do disco tratado)] X 100, de acordo com Simetaids,
(1990).
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), semdmédias

comparadas pelo teste de Tukey{P5).

3.4 Avaliacdo da bioatividade de extratos dé&. sisymbrifolium e S. bonariense sobre

Spodoptera frugiperda

3.4.1 Criacao deSpodoptera frugiperda
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Lagartas deSpodoptera frugiperddoram mantidas na sala de criacdo de insetos do
Laboratorio de Controle de Pragas do Instituto de Biotecnologiaetdidade de Caxias do
Sul (UCS), em sala climatizada sob 25 + 2°C, UR 70 + 10% e fotofase de 14 horas.

A criacdo dos insetos foi realizada segundo metodologia deporitRarra (2001),
utilizando-se dieta artificial (Greers al. 1976) modificada para lagartas. Os extratos foram

diluidos em Tween-80 (5%), e misturados com a dieta até homogeinizacao.

3.4.2 Atividade biologica de extratos brutos dé&. sisymbrifolium e S. bonariense sobre

Spodoptera frugiperda

Os ensaios foram realizados com blocos de dieta de 1cm?3 adicidoadaxtratos
diclorometéanico e diclorometano/acetona nas concentracdes de 0,25;21500neg/mL e
um grupo controle, em recipientes plasticos de 50 ml que foram dasmpaadicionados de
algoddo umedecido (Figura 14). Foram utilizadas 70 lagartas de dr° (hresem eclodidas)
para 0s testes com o0s extratos brutos. Foram realizadas obesrdédrias dos estagios de

desenvolvimento até a emergéncia dos adultos.

Figura 14. Ensaio de sobrevivéncia cdm frugiperda

Na fase de larva avaliaram-se os parametros: duragdo, numeerimsthres e
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sobrevivéncia. Na fase de pupa foi realizada a identificacaseda@s seguindo esquemas de

Butt & Cantu (1962). Apds dois dias, as mesmas foram pesadas amabséami-analitica

com precisdo de centésimo de miligrama, e medidas com padquieratrseu maior
comprimento, avaliando-se, também, sobrevivéncia, peso, tamanho da pupa, periodo de

duracdo e medida da asa esquerda.

3.5 Procedimentos quimicos gerais

Para a realizacdo das analises foram utilizados reagentes angityroa Aldrich).

As placas de Cromatografia em camada Delgada (CCD)adldsz foram Polygram
Sil/UV ,540,25 mm Layer (Macherey-Nagel), e a fase movel utilizada foi gMEDOH (9:1).

Todas as solucdes foram evaporadas a pressédo reduzida com tiapgreal ou
menor que 60°C.

Preparacao dos reveladores:

1) Revelador universal: 5% de CuS@ulfato de Cobre) em solucdo aquosa de acido
fosférico(HsPOQy) 10% A placa cromatogréfica foi pulverizada com o revelador, seguada
aquecimento em estufa a 20-140°C (4°C/min) observando-se as diferelotesoes
(Catalogo Merck, 1974).

2) Revelador para acucares: 4g de difenilamina, 4 mL anili2® enL de acido
fosforico a 85% foram dissolvidos em 200 mL de acetona. A placaoneatrgrafia foi
pulverizada com o revelador, seguida de aquecimento por 10 min a 85°Gantisese o
aparecimento de cores caracteristicas: 1-4 aldohexose azul. (Catalcgp19&4).

Para as andlises das fragfes de interesSe laistellatune S. sisymbrifoliunutilizou-se

um espectrometro de RMN Bruker Avance 400 MHz, realizando experimgatBséton e
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Carbono, mono e bidimensional. As amostras foram dissolvidas em.CDCI

A cromatografia gasosa foi realizada em cromatografo Hp 6890-Makestive
Detector 5973, Modo Split, T injector: 290°C, T interfase: 280°C, T Fonte: 23D°C
quadrupolo: 140°C. Fluxo constante. Coluna Capilar HP-5, gas: Helio. Progtama
temperatura: Ti: 60°C, 5min, 5°C/min até Tf: 270°C, 5min.

O pico majoritario com um#32,55 foi identificado pela Biblioteca NIST0O5a.L como

metil éster de acido 3-hidroxiexadecandico.

3.5.1 Estudo fitoquimico e analise quimica

O estudo fitoquimico foi realizado com base no fracionamento bioguiegoindo a
fracdo com atividade biologica. Realizou-se um estudo fitoquimico ®atas com
cromatografia de camada delgada (CCD)Slédonariense, S. sisymbrifolin®. bistellatum.
Foi utilizado para o estudo um revelador especifico para ésteeggickres e um revelador
universal para identificar outros compostos presentes na amostra.

Previamente utilizou-se outros reveladores especificos como, ponplexepara
Alcalbides (Reativo de Draggendorff), para demostrar que essgsostm® ndo estavam

presentes nestes extratos.

3.5.2 Cromatografia de Coluna Aberta

3.5.2.1 Isolamento do composto majoritario do extrato diclrorometano /acetande S.

bistellatum
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Utilizou-se 60 mg do extrato diclorometano/acetona que foram introdugidosma
coluna com 10 g de Silica Gel (Baker 60-200 Mesh), suspendida ewfonioio.
Posteriormente o solvente foi removido com presséo reduzida, e o gratkeatuicao foi
CHCI; posteriomente CH@MeOH (95:5), CHG:MeOH (90:10).

Foram coletadas fracdes de 2 mL cada uma e a sua compasichedada por CCD

utilizando uma mistura de CHEMeOH (85:15) como fase mével e revelador de acucares.

3.5.2.2 Isolamento dos compostos majoritarios | e 1l (ésteres de agfes) de S

sisymbrifolium

A cromatografia de Coluna Aberta (Figura 15) foi feita com xtra&
diclorometano/acetona de. sisymbrifoliumpara isolar os ésteres de acucares majoritarios
deste extrato, sendo estes compostos revelados com revelador aspecifrespondendo a
duas manchas encontradas em maior quantidade. Utilizou-se 50 g a&sili@aker 60-200
Mesh), sendo esta colocada na coluna com cloroférmio introduzindo-se apfaxierde 1 g
do extrato dicolorometano/acetona SlesisymbrifoliumForam amostrados 250 tubos com
aliquotas de 10 mL usando um gradiente de solvente para eluicdo conhs:MNGHIE

(9,5:0,5), até isolar os compostos de interesse: Compostos | e Il.
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Figura 15. Cromatografia de Coluna Aberta para isolalmento de ésteregudares
majoritarios.

Os Gradientes de solventes utilizados para eluicdo foram: j(CHHC;: MeOH
(96:4)/CHCE:MeOH (90:10)/CHCGI:MeOH (85:15).

O controle da Cromatografia de coluna aberta foi realizado ponatografia de

camada delgada utilizado como fase mével: GHleOH (85:15).

3.5.2.3 Identificacdo dos acidos graxos presentes nos ésteres de agucares isolados

Utilizando-se 5 mg do composto problema dissolvidos em 0,5 mL de KOH @1N e
MeOH anidro. Apdés 15 minutos, foi adicionado 1mL de HCI 0,1N em metaidioa Foi
agitado durante 15 min e adiciona-se 0,5 mL de agua. Posteriormaenttasecom éter de
petrdleo 3 por¢des de 1mL cada uma, que foi seca com Mg®@aporado a com pressdo

reduzida. O residuo foi dissolvido em 1 mL de hexano e injetado no GC-MS.
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3.5.3 Atividade biolégica dos compostos majoritarios | e 1l (ésterede acucares) des.

sisymbrifolium sobre S. frugiperda

O isolamento dos compostos majoritarios foi realizado seguindo 0s pasgden
selecdo para produtos naturais biolégicamente ativos pelo fracionabiegtiado, sendo
que para todas as fracOes testadas e para aquelas que contmegitsimatividade bioldgica,
foi dada continuidade ao fracionamento quimico até que os compostos bioatises f
purificados. Na busca por compostos dos extratos que apresentaram ativéd@de
biologica (alta mortalidade larval), foram isolados dois compos#eritérios de ésteres de
acucares denominados compostos | e Il.

Os ensaios foram realizados em recipientes plasticos de &ntehdo dieta artificial
(blocos de 1cm3) acrescida dos compostos majoritarios |1 (0,25, 1,00 e 2,b)radIr(D,25 e
1,00 mg/mL) e um grupo controle, utilizando-se 30 lagartas de 1° (restam eclodidas).
Foram realizadas observagfes diarias dos estagios de deseamtdvaté a emergéncia dos
adultos.

Na fase de larva avaliou-se os parametros: duracdo, numerstates e sobrevivéncia.
Na fase de pupa foi realizada a identificagcdo dos sexomdegesquemas de Butt & Cantu
(1962). Ap6s dois dias, as mesmas foram pesadas em uma balangmalitita com
precisdo de centésimo de miligrama, e medidas com paguimeteuemaior comprimento,
avaliando-se, também, sobrevivéncia, peso, tamanho da pupa, periodo de duracdaamedida

asa esquerda e a malformacéao dos adultos.

39



3.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através tée fsramétricos sendo os dados
submetidos a analise de variancia e meédias comparadas peladeStkey (ANOVA)

(P<0,05), com o auxilio do programa computacional SPSS verséo 10.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da bioatividade dos extratos das trés espéciSolalaum serdo

apresentados em dois capitulos: Capitulo | sGbiaevise Capitulo 1l sobré&.frugiperda.

CAPITULO |

4.1 Repeléncia de extratos brutos de trés espéciesSbanum sobreC. brevis

Algumas pesquisas tém sido realizadas com produtos naturais derdedusantas
apresentando potencial contra cupins praga. Dentre os efeitos obsestadasapeléncia,
cuja acao provoca movimentos direcionados dos insetos para longe daisspeatadas
(Sharma & Raina, 1998; Zlet al. 2003).

No presente estudo, observou-se acdo repelente aos cupins com o0s extratos
diclorometéanico (ceras epicuticulares) e diclometano/acetamgé{frenriquecida em ésteres
de acUcares). Os extratos aquo-alcodlicos obtidos das espéeiesnselas deSolanum
foram menos repelentes em relagdo aos demais extratos, cegae@xteS. bistellatumna
maior concentracéo avaliada (Tabela 1)

O extrato diclorometanico d& bonariensapresentou atividade de repeléncia acima de
70% nas trés concentracdes avaliadas (0,25, 1,00 e 2,50 mg/mL), e tamb@moerdracao
2,50 mg/mL do extrato diclorometano/acetona (Tabela 1). Em relagdextrato aquo-
alcodlico observou-se auséncia do efeito de dosagem e a atividesteldmcia em torno de

55% nas trés concentracdes avaliadas.
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Tabela 1. Percentual médio de repeléncia e respectivos erroe padraxtratos d8.

bonariense, S. bistellatum e S. sisymbrifolaohreC. brevis.

Planta Concentragao Extrato
Diclorometénico Diclometano- Aquo- alcdlico
acetona*

Repeléncia(%) Repeléncia(%) Repeléncia(%)

(Média £ S.E) (Média £ S.E) (Média £ S.E)

S. bonariense 0,25 mg/mL 70,5H £11,13 229 +3,24 55,94+7,04
1,00 mg/mL 86,58+ 7,65 294 +3,54 54,06 +5,96

2,50 mg/mL 82,52+ 6,51 73,58a+ 2,71 55,34 16,23
S. bistellatum 0,25 mg/mL 50,70b +£12,10 28,73 13,07 43,81c+ 15,06
1,00 mg/mL 42,7 +13,69 41,90b+17,20 56,09b + 7,28

2,50 mg/mL 932@+4,12 92,14a+5,49 86,32a* 7,28

S. sisymbrifolium 0,25 mg/mL 79,9b + 3,09 845 +2,68 32,74b*6,60
1,00 mg/mL 92,2h+2,08 90,06a+ 2,01 37,31lab+6,68

2,50 mg/mL 82,6b 3,18 91,91a+1,98 50,73a+ 7,02

*Frag&o enriquecida de ésteres de acUcares
Média de 5 repetigGes; 30 pseudergates por repetica
Valores seguidos da mesma letra, em cada colaracpda planta, ndo direfem entre si (Tukey Rest0.05)

Os extratos diclorometéanico e diclorometano/aceton@. destellatunma concentracao
de 2,50 mg/mL demostraram repeléncia superior a 92%, e o0 extratalagalico desta
espécie apresentou atividade de repeléncia de 86,32% (Tabelar&pel@ncia observada
pode estar associada aos compostos presentes na superficigfqliar,esta espécie possui

tricomas glandulares tipo B que secretam compostos com bioatividpddada contra
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insetos (Nealet al. 1990). Em um trabalho realizado com outra espéci&alanum(S.
tuberosuny, as ceras epicuticulares extraidas com@}revelaram a presenca de alcanos,
acidos graxos, alcodls e esterdis (Szafranek & Synak, 2006).

A atividade do extrato aquo-alcodlico provavelmente se deve a prekengatabdlitos
secundarios que se encontram no interior do vegetal. Em um trabdihade@om extrato
aquo-alcodlico de folhas d&. macranthunsobre ninfas de IV e V estadios Bhodnius
observou-se que o efeito inseticida pode ser atribuido possivelmergseaca de alcaldides
que foram detectados em um estudo fitoquimico preliminar, compostostpsesas partes
internas das folhas, ndo descartando-se a possibilidade de eféigicei de cumarinas e
flavondides (Carvajatt al.2010).

Os extratos diclorometéanico e diclorometano/aceton&.dasymbrifoliummostraram
repeléncia aos cupins de 79,91 a 92,21%. O extrato aquo-alcoodlico apreseitadeatie
repeléncia de 50,73% na maior concentracdo (2,50 mg/mL), sendo metios efie os
demais extratos avaliados (Tabela 1). Ac&o repelente deosxagosos d8. sisymbrifolium
foi verificada sobréBrevicoryne brassicaesonhecido como pulgédo da couve, verificando-se
repeléncia significativa nas concentragdes testadas, sendatigi@noento com o extrato de
flores a 5% foi 0 mais eficiente (Lovagbal.2004).

A atividade repelente dos extratos diclorometanico e diclorometatorea das trés
espécies deSolanum avaliadas pode estar associada, principalmente, a presenca dos
compostos encontrados nas ceras epicuticulares e dos metabdlitogosxpadaricomas
glandulares tipo B ou tipo IV, os ésteres de acUcares. igstéldé associacdo foi observada
contra o pulgddyzus persicasonde a mistura de sesquiterpenos encontrados em exsudatos
deS. berthaultiioriundos dos tricomas tipo A e os compostos secretados pelos tricomas tipo B

foram reponsaveis pela repeléncia encontf(Adéet al 1987)
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Pode-se observar na Tabela 1 que o extrato diclometanigo la@nariensaliminui a
atividade repelente aos cupins apos a purificacdo com acetona, adacdot@servado para
as duas outras espécies vegetais avaliadas. Esta diferencasfaydeelacionada a baixa
proporcéao de ésteres de acucares no extrato diclorometano/abegnaonariensegue em
comparacao &. sisymbrifoliune S bistellatumg a espécie que possui menor quantidade de
tricomas glandulares (Burkart,1979).

A investigacdo da superficie foliar da espéS@pichroa origanifolia(Solanaceae)
permitiu o reconhecimento de tricomas tipo IV e as investigacoesagqsi confirmaram a
presenca de acil-agcucares. Estes acil-acucares encontradespécies d&. origanifolia,
quando testados para verificar sua atividade antifupgipeesentam um alto nivel de

bioatividade similar aos agroquimicos (Dugtaal.2008).

4.2 Efeito antialimentar de extratos brutos deS. bonariense, S. bistellatum e S.

sisymbrifolium sobreC. brevis

Substancias com efeitos antialimentares n&o necessarian@énteeelentes, mas
podem cancelar algum sinal num érgéo especifico no inseto, evitandomalaalimentacao.
A maioria dos compostos com agao antialimentar ndo matam o disteomente (Cremlyn,
1990).

Os extratos obtidos a partir @ bonariensendicaram haver leve (< 30%) inibicdo da
alimentacdo dos térmitas nos tratamentos com extratos dictmoe e
diclorometano/acetona. Com o extrato aquo-alcodlico verificou-se batkdadade
antialimentar aos insetos (Tabela 2).

Com a utilizagdo dos extratos diclorometanico e diclorometanorecetle S.
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bistellatum constatou-se atividade anti-alimentar moderada em todas as cagGest
testadas Entretanto, com o extrato aquo-alcodlico houve atividade fagoestimutaste
concentracdes de 12,5 e 25 mg/mL (Tabela 2).

O extrato diclorometanico de. sisymbrifoliumma concentracdo 25 mg/mdcasionou
100% de inibicdo alimentar. Com o extrato diclorometano/acetona naantescentracao o
percentual de inibicdo foi 78,20%. Entretanto, em experimentos comatoextjuo-alcoolico
nao foi observada atividade anti-alimentar.

No presente estudo constatou-se que a atividade do extrato diclorecmdétamaior
que a do extrato diclorometano/acetona (fracdo enriquecida emesésdteracucares). A
atividade conjunta dos distintos componentes de um extrato pode semqo&iaracao dos
compostos em separado (Houghebmal 2007).

Extratos brutos (CCly) da superficie das folhas d& tuberosum e suas fracdes
mostraram bioatividade sobre o] besouro Leptinotarsa decemlineata
(Coleoptera:Chrysomelidae), sendo identificados 0s compostos peeseas ceras
cuticulares, hidrocarbonos sesquiterpenos, alcoois, bem como outros compastos

identificados (Szafranedt al.2008).
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Tabela 2. indice anti-alimentar apresentado @obrevisem papel filtro tratado com

diferentes extratos d&olanum.

Espécie vegetal  Concentracao Extrato
do extrato

Diclorometénicc Diclometano -acetona* Aquo-alcodlico

indice indice indice
Antialimentar (%) Antialimentar (%) Antialimentar (%)
S. bonariense 2,50 mg/mk- 11,11%Aa 6,33%Aa -3,5%Ba
12,5 mg/mip=« 22,10%Aa 14,08%Aa -1,0%Ba
25,0 mg/m e 28,05%Aa 28,11%Aa 7,55%Ba
S. bistellatum 2,50 mg/mk= 31,67%Aa 32,46%ADb 9,92%Ba
12,5 mg/mke 39,81%Aa 52,80%Aa -6,9%Ba
25,0 mg/mls« 43,29%Aa 57,46%Aa -1,4%Ba
S. sisymbrifolium 2,50 mg/mL= 10,79 %Ab 16,23%Ab -7,0% Bb
12,5 mg/mke 86,91%Aa 63,85%Aa 9,96%Ba
25,0 mg/mbe 100%Aa 78,20%Aa 8,66%Ba

*Fracdo enriquecida de ésteres de aclcares

** 2 5 mg/mL = 39,48 pg/cm?

***12,5 mg/mL= 196,48 pg/cm?

**+x25 mg/mL = 392,96 pg/cm?2

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculagsraarcoluna para cada planta ndo diferem entre si.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula®ea®lunas para todas as plantas e extratosifiedend entre si.

Os extratos diclorometanico e diclorometano/acetona obtid&s sisymbrifoliune S.
bistellatum (Tabela 1 e 2), foram o0s que apresentaram melhor atividade bioldgica,

provavelmente devido a presenca dos ésteres de aclcares presentes em amnéius 0s ex
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4.3 Analise fitoquimica dos extratos d&olanum

As folhas das plantas sdo protegidas contra dessecacao, preciagé®tos e doencas
por uma camada de ceras na superficie sobre a cuticula (Smith,Q2B8prometano extrai
compostos apolares e polares que formam parte das ceragelgi@g, entre 0s quais 0s
ésteres de acUcares e outros metabdlitos naturais produzidos pédapalea sua defesa.
Observou-se qué&. bonariensgFigura 16) possui uma baixa propor¢cdo de ésteres de
acucares, coincidindo com a caracteristica botanica de quespstEeepossui uma baixa
proprocdo de tricomas em suas folhas. Na CCD néo foi possivelizasuaénhum acil-

acucar quando a placa foi revelada com um revelador especifico para actigarasl@.

l

a) EDSbo EDASbo EDSbo EDASbo

b)
Figura 16. Extratos diclorometanico e extrato diclorometano/acetona. a) Revela
especifico para ésteres de acucares; b) Revelador Uniy€rsal). S.bonarienseFase

movel CHCE:MeOH 9:1

Os resultados obtidos por CCD mostram & presenga de compostogopogéra
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revelador de acuUcares, particularmente acilagucaresS.esisymbrifoliume S. bistellatum
(Figura 17) As manchas mais escuras representam o0s ésteres de @cpoasentes nas

diferentes espécies @lanum

d . ! , c s = , oian
EDSb EDASb EDASs EDSs EDASbo EDASb EDSb

a) b)
Figura 17. Cromatografia de Camada Delgada (CCD). a) Revelador espepéra
ésteres de acgucares; b) Revelador Universal (QuSOsisymbrifoliune S.bistellatumFase

movel CHCE:MeOH 9:1

O extrato diclorometano/acetona$lebistelatuntontém ésteres de acucares cujos Rfs
sao similares aos d&. sisymbrifoliumsendo que as caracteristicas das manchas indicaram
um padrdo estrutural similar. O perfil do extrato diclorometaptdaa deS. sisymbrifolium
apresenta uma composicdo mais complexa, sendo similar ao reportadotrpsr autores
(Cesio, 2004; Dutrat al. 2006). Estes autores descrevem a presenca de trés tipgisrds €

de acucares com Rf bem diferenciados. No presente estudo detectougsestos similares
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com Rf=0,3 e 0,25 descritos pelos autores como majoritarios. Enretasamposto com
Rf=0,8 reportados pelos outros autores, ndo foram detectados no presente estudo.

O extrato diclorometano/acetona permite enriquecer o extratoestares de acucar,
compostos liberados pelos tricomas glandulares encontrados em plagé&sediSolanum
O extrato aquo-alcodlico extrai os compostos que estdo na pateairda planta. Os
compostos que sdo extraidos com esta mescla aquo-alcodlica sao tesngsognaior
polaridade, como fendlicos, acidos, como por exemplo acido cafeico, acidgécimo e

flavondides, entre outros (Vazquez, 1997).

4.3.1 ldentificacdo dos compostos presentes nos extratos 8esisymbrifolium e S.

bistellatum

De acordo com os resultados biolégicos, foi realizado o estudo fitoquiascivacdes
enriquecidas de ésteres de acgucaresSesisymbrifoliune S. bistellatumpara verificar se a
presenca destes compostos esta relacionada com a atividade diokiggevadaDevido a
baixa atividade antialimentar apresentada $obonarienseobreC. brevis,assim como o
baixo conteudo de ésteres de aguUcares presentes nos extratosspésia ndo foi dada

continuidade a elucidacao estrutural dos compostos presentes nesta planta.

4.3.1.1S. sisymbrifolium

Os compostos majoritarios d& sisymbrifolium Rf=0,3 e 0,25, foram isolados por
cromatografia preparativa, buscando identificar os responsaveigipatavidade. Foram

obtidos espectros de RMN 4é e °C. As andlises espectroscépicas ¢etRMN (Figura 18)
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realizadas com as fracbes purificadasSlesisymbrifoliumindicam a presenca de ésteres de

acucares como reportado por Cesial 2006.

Figura 18. EspectrdHRMN do composto isolado d& sisymbrifolium.

4.3.1.2S. histellatum

A fracdo majoritaria do extrato diclorometano/aceton8.dastellatunfoi isolada por
cromatografia em coluna aberta e sua composicdo quimica estselfuiado o mesmo
esquema dos demais extratos do estudo. Como se observa na cromatEyredimada
delgada (Figura 16), a polaridade da fracdo majoritari&.daistellatumé similar a deS.
sisymbrifolium Desta forma, pode ser considerado que se tratam de estruturas com
polaridades similares. Por andlise de RMN sobre a fracactande préton e carbono bem
como os experimentos bidimensionais pdde-se obter a informacéo pasaieel formacdo

da estrutura isolada, como a de um dissacarideo (Tabela 3).
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O grupo de sinais &40 ppm correspondente aos metilenos e metilas de cadeias dos
acidos graxos dos acil-acucares. Similar descricdo pode d$igadaacom o espectro de
préoton: entred=5.5 e 3.0 ppm foram observados os prétons unidos a carbonos hidroxilados.
Entre5=3.0 e 2.0 ppm se observaram os prétons alfa e carboxilas e um neultgriétado a
6=2.5ppm que corresponde aos prétons metilénicos alfa e a carbonilabeé¢aumdroxiacido

(Figura 19).
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Figura 19. EspectrdH RMN deS. bistellatuntom os principais sinais
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No espectro de carbono podem ser identificados sinais corresponaerddsonos
anomericos =104 e 109 ppm, um grupo de sinais eitre82- 60 ppm correspondentes a

carbonos sustituidos por hidroxilas (Figura 20).
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Figura 20. Espectrd®C RMN deS. bistellatuntom os principais sinais
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Estas informacgbes se conjugam com o experimento bidimensional KiSQura 21),
onde € possivel correlacionar os sinais dos prétons comos carbonos ligatimseatite a

eles. Desta maneira € possivel construir a tabela de correlacdo prétome-¢aabela 3).

Tabela 3: Correlacéo dos sinais'tiee *C NMR

3C &(ppm) 'H &(ppm)
109 5.24
104 4,41
83,3 4,42
79,6 4,16
79,3 4,90
77,4 4,11
77,3 7,29
76,7 3,49
74,0 3,77
73,4 3,38
69,6 3,64
69,5 3,61
65,6 3,96-3,28
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Os acidos graxos presentes na molécula foram investigados pEISGEigura 22),
apos a hidrdlise e metilagcdo. Foi encontrado o acido-3-hidroxipalmiioo @cido graxo

majoritario. Este € o mesmo acido que esta glicosilando os aguUaailados deS.

sisymbrifoliumja reportados.
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Figura 22. GC de acidos graxos metilados presentes na amostra (1) acido 3

hidroxipalmitico, (2) acido 3-hidroxipalmitico metilado .

O pico com tempo de retencdo (Tr) de 32,55 minutos, corresponde ao acido 3-
hidroxipalmitico metilado, identificado e comparado com um cromatogdempadrao de
metil éster de acido 3-hidroxipalmitico (Figura 22). A esteufor confirmada utilizando-se

cromatografia gasosa acoplada a massas e comparada com ginoedpereferéncia da
biblioteca NISTO05a.L.
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4.3.1.3 Determinacao dos acucares dos ésteres de aglcares

Por meio de hidrélise acida e transeterificacdo do composto is@stlmou-se os
acucares por CCD, comparando-os com os padrbes (Figura 23), comprovanso-se
acucares presentes na amostra ndo sdo nenhum dos seguintes nmahessaasabinose,
xilose, glicose, galactose, ramnose e manose. A determinacéo $tésl eltruturas devera ser
objeto de um estudo posterior ao presente trabalho. De acordo conmaagdforestrutural
identificada até o momento, tem-se a presenca de um glicalifdagarideo com ao menos

um de seus acgucares em forma furandsica pelo shl®.9ppm.

EDASb Arabinose; Xilose; Ramnose; Glicose; Galactose; Manose

Figura 23. CCD para determinacao de acglUcares comparada com os padrdes.

4.3.1.4 Consideracoes finais

Este trabalho mostra resultados obtidos durante uma série de bioensaiogrande
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importancia relatando a atividade dos representantes do gBaknoumainda tdo pouco
conhecidos e sua atividade como deterrente alimentar e repelente ao cupimicgesecd
brevis. Testes piloto foram realizados para obtencdo de dados relativustalidade dos
cupins utilizando-se tratamentos com os extratos estudados, porémlt@siossforam pouco
significativos, ndo sendo apresentados neste trabalho.

A problematica de desenvolver inseticidas para cupins, € que estadepgis de
instalada na peca de madeira é de dificil remocao e tnataroerativo, pois este inseto tem
habitos cripticos. A alternativa é utilizar produtos preventivos peleates, sendo o0s
deterrentes alimentares um exemplo destes tratamentos, os\gtzais o estabelecimento do
inseto. Desta forma, os tratamentos empregando produtos com #égimemar para o
controle de cupins podem ser uma alternativa para a protecdo daan{@igiérrezet al.
1999; Sbeghen-Lost al. 2009).

O potencial biologico dos ésteres de aclUcares presentes nesosextie S.
sisymbrifoliume S. bistellatumsobre C. brevisverificados no presente estudo, mostram a
possibilidade de desenvolvimento de um produto natural protetor da madeibajxde
toxicidade devido a estrutura quimica que apresentam sendo faeilaoasisiveis, devido a

abundancia das plantas avaliadas.
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5. CAPITULO I

Avaliacdo da bioatividade de extratos deS. sisymbrifolium e S. bonariense sobre

Spodoptera frugiperda

Os insetos na fase larval tendem a escolher alimentos aprog@dosonsumi-los em
proporcdes balanceadas, de tal forma, a utilizd-los adequadapsateobter um o6timo
crescimento e desenvolvimento, gerando adultos que sejam reprodutivamentetivospeti

Em condi¢cbes de campo o ciclo completo de desenvolvimentg deigiperdatem
duracéo de cerca de 30 dias, geralmente apresentando seis icmtafase larval de 14 dias,
as pupas medem de 14 a 18 mm, sendo a duracao deste estagie oitiwa nove dias, em
temperatura de aproximadamente 25°C (Capinera, 2005).

Considerando que o desenvolvimento e a reproducédo dos insetos estdao diretamente
associados aos alimentos utilizados avaliou-se a acdo dos difexemtges adicionados a

dieta artificial sobre o desenvolvimento da lagarta-do-cart8clfiugiperda.

5.1 Atividade bioldgica dos extratos diclorometanico e diclorometara¢etona deS.

sisymbrifolium

5.1.1 Avaliacao do extrato diclorometanico d&. sisymbrifolium sobre S. frugiperda

A adicéo de extrato diclorometanico 8esisymbrifoliunmas concentragdes 0,25, 1,00 e
2,50 mg/mL afetou o desenvolvimento 8e frugiperda o que pode ser verificado pelos

percentuais de larvas que passaram por 4, 5, 6 ou 7 instares @diguraNo controle, a
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maioria das larvas passou por 4 ou 5 instares. Nos tratamentos howlecnéstimo no
percentual de larvas que passaram por 4 instares e um aoréscimimero de exemplares

gue passaram por 6, além de um instar adicional nas concentracdes de 0,25 e 1,00 mg/mL.

60 -
W 4 instares
50 1 5instares
= M Ginstares
X 40 - ;
£ M 7 instares
()]
E 30
c
1]
@ 20 -
o
N . I
0 | T T 1
Controle ExtratoDiclorometanico Extrato Extrato
0,25mg/mL Diclorometanico Diclorometanico
1,00mg/mL 2,50mg/mL

Figura 24. Percentual de lagartas 8efrugiperdague passaram por 4, 5, 6 ou 7 instares
em dieta artificial acrescida de trés concentracfes deat@xticlorometanico des.

sisymbrifolium

Se preconiza uma sobrevivéncia dos insetos em torno de 70% quando criatiegem
artificial (Singh, 1977), sendo que no presente trabalho todos os vdemssbrevivéncia
encontrados no controle foram superiores a esta taxa, desta fodeacesse claramente o

efeito do extrato diclororometénico sobre a sobrevivénct éreigiperda(Figura 25).
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Figura 25. Sobrevivéncia larval, pupal e total corrigida (Abbott, 1925% deugiperda,

alimentadas com extrato diclorometanicadsdaisymbriifolium

As lagartas alimentadas com dieta artificial acresddaextrato diclorometanico
apresentaram percentuais de sobrevivéncia larval relativamédtite @m todas as
concentracdes: 84,85% (0,25 mg/mL) 64,62% (1,00 mg/mL) e 74,89% (2,50 mg/mL).

A sobrevivéncia pupal variou entre 100% (0,25 mg/mL), 74,07% (1,00 mg/mL) e
51,07% (2,50 mg/mL), verificando-se, desta forma, que o extratoahodénico teve menor
efeito sobre a fase larval e efeito mais acentuado sobre as, mugp maior concentracdo
testada (2,50 mg/mL).

Considerando-se os dados da sobrevivéncia larval e pupal obtevetsleds 884,85%
(0,25 mg/mL), 47,86% (1,00 mg/mL) e 38,25% (2,50 mg/mL), observando-se um dcentua
efeito de mortalidade associado ao aumento da dose, demonstrando o pad¢eatiatiade
bioldgica deste extrato.

A sobrevivéncia larval d8. frugiperdaquando exposta ao extrato diclorometanic&de

sisymbrifoliumfoi superior a 40%. Em estudos c@nnigrumobservou-se que em presenca
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do extrato diclorometano, a porcentagem de sobrevivéncid. deugiperdafoi também

superior a 40% nas concentragdes de 1,00 mg/mL, 2,50 e 5,00 mg/mL (Letaah2008).
Os compostos do extrato diclorometanico que nao fazem parte da fraédierds de

acucares presentes neste extrato ndo foram estudados quimicaveigedo-se somente a

atividade dos ésteres de aglcares secretados por tricomas.

Tabela 4: Avaliacdo dos parametros biologicosSgedoptera frugiperdaom larvas

alimentadas com adicéo do extrato diclometanico na dieta artificial.

Parametros bioldgicos Controle Concentracdes datexadicionadas na dieta
0,25 mg/mL 1,00 mg/mL 2,5mg/mL

N 46 45 27 25
Duragéo larval (dias) 20,39+1,87  19,66+1,7%  23,74% 24P 2350+ 247
Duracéo pupal (dias) 13,40 +1,58 13,14 + 1,54 13,25+ 1,68 13,66 + 0,52
Peso pupal (mg) 0,2278 +0,02% 0,2244 +0,028 0,2339 0,028 0,24 40,03

Comprimento pupal (mm) 16,557 +0,91% 16,352 +0,763 16,634 +1,16% 17,07 0,63

Comprimento asa (mm) 15,951+0,830 15959+0,95 15,865 +1,042 16,39 + 0,65

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey (B5).

A duracéao do periodo larval prolongou-se significativamente de 20,39 d@23@4 e
23,50 nos tratamentos com as concentracdes de 1,00 mg/mL e 2,50 mg/nddicédmdo
extrato diclorometanico, respectivamente (Tabela 4). Entretanto,smanefeito nao foi
observado sobre a duracédo pupal. As pupas provenientes de larvas alimentadiista
acrescida de 2,5mg/mL de extrato apresentaram peso e comprsiggrificativamente maior
gue nas demais concentracdes testadas, as larvas tiveram umoadongerido larval de 3,74

dias o que também se confirma pelo aumento do comprimento pupal.
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O alongamento da fase larval e maior mortalidadeSdérugiperdatambém foram
observados com extratos brutos d@eminalia argenteaMart & Zucc (Combretaceae)
(Rodrigueset al. 2008). Estes resultados podem estar associados ao maior numero g instar
efetuados pelas lagartas nos tratamento, uma vez que em condgfaesrdeeis o0 inseto
tende a aumentar o numero de instares (Baak2001).

Com aumento do namero de instares ocorre alongamento do periodo lanvalindion
0 numero de geracdes dos insetos durante a safra, acarretando dimileuiganos nas
culturas afetadas e consequentemente a reducdo do uso de produtbcqarale desta

praga.

5.1.2 Atividade biolégica do extrato diclorometano/acetona d& sisymbrifolium sobre S.

frugiperda

O desenvolvimento des. frugiperda alimentada com dieta acrescida de extrato
diclorometano/acetona d& sisymbrifoliunmas concentracdes 0,25, 1,00 e 2,50 mgfonL
afetadg como pode ser observado pelos percentuais de larvas que passadifer@ues
instares (Figura 26). As lagartas nos tratamentos pasgemaginco ou até oito instares,

enquanto que a maioria do controle passou por quatro ou cinco, e poucos por seis.
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Figura 26. Percentual de lagartas & frugiperdaque passaram por 4, 5, 6, 7 ou 8
instares em dieta artificial acrescida de extrato diclorometatariacgeS. sisymbrifolium

O extrato diclorometano/acetona afetou mais a sobrevivéncia @ovgue a pupal
(Figura 27). Os percentuais de sobrevivéncia larval foram de 86,69 (0,25 mg/mL), 55,08 (1,00
mg/mL) e 29,43% (2,50 mg/mL) e de sobrevivéncia pupal de 83,33 (0,25 mg/mL), 81,82

(1,00 mg/mL) e 100% (2,5 mg/mL).
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Figura 27. Sobrevivéncia larval, pupal e total & frugiperda,alimentadas com
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extrato diclorometano/acetona 8esisymbriifolium

Em relacdo a sobrevivéncia total (larval + pupal) observargmersentuais de 72,41%
(0,25 mg/mL), 45,07% (1,00 mg/mL) e 29,43% (2,50 mg/mL). A adicdo de @xtrat
diclorometano/acetona, o qual esta composto principalmente de ésteaescares, induziu
uma diminuicdo na sobrevivéncia total em funcdo da concentracdo, serai® efativa na
concentracdo de 2,50 mg/mL.

Essa diminuicdo na sobrevivéncia dos insetos pode ser relacionadanapsstos
presentes em tricomas glandulares tipo (IV), que séo isolados cosiituintes das ceras e
posteriormente purificados neste extrato diclorometano/acetori@davao presente estudo.
Estes compostos ja tem sido reportados na literatura apresentaritldiaia contra insetos
e fungos (Neatt al. 1994; Butaet al1993; Yencheet al. 1994; Dutraet al.2008).

Em relacdo aos efeitos causados por ésteres, encontraitseatnaré dados referentes a
acao de fracdes de ésteres de sacarobkcddna gosseisobre diferentes insetos mostrando
atividade contra a mosca brantdaleurodes vaporariorumcomparavel a dos inseticidas

comerciais e do Neen (Neztlal. 1994).
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Tabela 5: Parametros biolégicos &e frugiperdaalimentadas com dieta artificial

adicionada com trés concentracdes de extrato diclometano/acet®nsisignbrifolium

Parametros bioldgicos Controle Concentracdes datexadicionadas na dieta

0,25 mg/mL 1,00 mg/mL 2,5mg/mL

N 48 33 20 13
Duracéo larval (dias) 20,20 + 3,03 20,39+ 4,0F 20,85+2,27 21,15 +2,1%
Duracéo pupal (dias) 13,12 +1,26 13,85+ 1,64 13,75+1,28 12,81+1,88

Peso pupal (mg) 0,2244+0,038 0,2318+0,034 0,2408+0,032 0,2482 +0,028

Comprimento pupal (mm) 16,349 +1,11% 16,189+0,820 16,797 £0,827 16,575 + 0,962

Comprimento asa (mm) 16,150 +0,848 15,857 +,617  16,045+0,909 16,095 + 0,948

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey B5).

Os parametros biolégicos como duracao larval e pupal, peso e omnfwipupal e

tamanho da asa dos adultos n&o variaram significativamente entre os tratdadaiass).

5.2 Atividade bioldgica dos extratos diclorometanico e diclorometaracetona deS.

bonariense

5.2.1 Extrato diclorometanico deS. bonariense sobreS. frugiperda

A adicao de extrato diclorometanico 8e bonarienseas concentragdes 0,25, 1,00 e
2,50 mg/mL néo afetou o desenvolvimento Se frugiperda como demonstrado pelos
percentuais de larvas que passaram por diferentes instares laguaia #8). Observa-se que
nos tratamentos a grande maioria das lagartas realizou i&@$nstam menor quantidade o 5°

instar.
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Figura 28. Percentual de lagartas 8efrugiperdaque passaram por 4, 5 e 6 instares em

dieta artificial acrescida de extrato diclorometanic&deonariense

O extrato diclorometéanico afetou minimamente a sobrevivéncial larypaipal deS.

frugiperda(Figura 29). Os percentuais de sobrevivéncia larval foram de 98Z0rag/mL),

85,71 (1,00 mg/mL) e 84,70% (2,50 mg/mL) e de sobrevivéncia pupal de 92,82 (0,25

mg/mL), 93,00 (1,00 mg/mL) e 68,17% (2,50 mg/mL).

Em relacéo a sobrevivéncia total (larval + pupal) observargmersentuais de 91,43%

(0,25 mg/mL), 79,11% (1,00 mg/mL) e 57,74% (2,50 mg/mL). A concentracdo O/&8_mg

praticamente ndo afetou a sobrevivéncia total do inseto porém, asitcagdes 1,00 e 2,5

mg/mL ocasionaram efeito moderado na sobrevivéncia pupal e total.
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Figura 29. Sobrevivéncia larval, pupal e total 8e frugiperdaalimentadas com dieta

acrescida de extrato diclorometanicoddonariense

Em ensaios utilizando extratos acetonicos de plantas do mesmo @¢&ndiosun)
observou-se sobrevivéncia larval em torno de 93,33 e 96,67% do vetor da Seagagpti
(Chowdhuryet al. 2008).

Exudatos dos tricomas glandulares tipo IMdenrightii contém misturas de ésteres de
acucares que reduzem significativamente a taxa de desenvolvimelatvatedeManduca
sexta Andlises com GC-MS mostraram que o acido hexanoico foi o ramlante (57%),
seguido de heptandico (19%), nonandico (13%), e octandico (9%). Op&eithmoico foi o
composto em menor quantidade (2%), e a analise de GC-MS mostrdeqartiego contém
13 picos de ésteres de aclcares (van Dam & Hare, 1998). Acilegid=D. wrightii ndo
causaram mortalidade sigificativa em nenhuma das trés esp@aiéadas de coledpterds:

hirtipennis, T. compactal. daturaphila(Hare, 2005).
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Tabela 6: Parametros biolégicos &e frugiperdaalimentadas com dieta artificial

adicionada com trés concentracdes de extrato diclometangdod@ariense

Parametros bioldgicos Controle Concentracdes datexadicionadas na dieta

0,25 mg/mL 1,00 mg/mL 2,5mg/mL

N 46 53 40 42

Duragéo larval (dias) 20,76 £2,1° 21,08 +1,72 23,35 3,22 24,07 + 3,02
Duragcéo pupal (dias) 9,35 + 4,53 10,58 2,97 10,1 + 4,07 7,33 +5,69

Peso pupal (mg) 0,2102+0,02 0,2189+0,08 0,2195+0,02  0,2055 + 0,04

Comprimento pupal (mm) 16,17 + 0,86 16,10 + 1,08 16,462 +0,88 16,124 +1,18

Comprimento asa (mm) 15,319+0,97  1571+0,648 15742+1,128 15,668 +1,048

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey B5).

Com a adigdo do extrato diclorometanico a dieta artificidiyracdo do periodo larval
prolongou-se significativamente de 20,76 dias para 23,35 e 24,07 nas conceritj@@oes
mg/mL e 2,50 mg/mL. Em relacdo & duracdo pupal observou-se uma danimaigperiodo
de desenvolvimento na concentracdo 2,50 mg/mL. Os parametros avaliadopesume
comprimento pupal e tamanho da asa dos adultos n&do variaram sigaificaite entre os

tratamentos (Tabela 6).

5.2.2 Extrato diclorometano/acetona dé&. bonariense sobreS. frugiperda

A adigcéo de extrato diclorometano/aceton&dbonariensias concentracdes 0,25, 1,00
e 2,50 mg/mLafetou o desenvolvimento d& frugiperda como pode ser observado pelos
percentuais de larvas que passaram por 4, 5, 6 ou 7 instares @dguraNo controle as
larvas passaram por 4 ou 5 instares. Nos tratamentos houve unimarnéscnimero de

exemplares que passaram por 6 e 7, além de um instar adicioc@hagtracdo de 0,25
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Figura 30. Percentual de lagartas 8efrugiperdaque passaram por 4,5, 6 e 7 instares

em dieta artificial acrescida de extrato diclorometano/acetoBa loenariense

Os percentuais de sobrevivéncia larval foram de 68,11(0,25 mg/mL), 73081 (1
mg/mL) e 72,05% (2,50 mg/mL) e de sobrevivéncia pupal de 61,53 (0,25 mg/mL), 69,76
(1,00 mg/mL) e 76,74% (2,50 mg/mL) (Figura 31). Em relac&o a sobrevivéncidantal ¢
pupal) observaram-se percentuais de 41,91% (0,25 mg/mL), 51,56% (1,00 mghh]298%

(2,50 mg/mL).

A sobrevivéncia larval dés. frugiperdavaria pouco nas diferentes concentragdes
avaliadas, entretanto, quando se observa a sobrevivéncia pupal earvtd @ pupas),
verifica-se aumento conforme a concentragdo. Se 0s compostos s&us,t@xiresultado
esperado seria uma relacdo inversa entre a concentracia estabbrevivéncia da lagarta,

mas néo é o observado para este extrato.
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Figura 31. Sobrevivéncia larval, pupal e total 8efrugiperdaalimentadas com extrato

diclorometano/acetona & bonariense

Estudos descritos na literatura relatam a bioatividade. d®narienssobreTrilobium
cataneum(Coleoptera:Tenebrionidae), sendo que o extrato acetonico avaliado star@ass
causou uma mortalidade de 78,7% com aplicacdo topica (Pascuabdak Robledo,
1999). No presente estudo verificou-se menor efeito sobre a mortalidaddp a
sobrevivéncia total d8. frugiperda menos afetada com o extrato diclorometano/acetona de
S. bonariense.A alta sobrevivéncia se deve provavelmente a baixa presenteaieas
glandulares tipo B que possivelmente estdo presentes em baixa gleaatidsio inexistentes

nesta espécie.
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Figura 32. Adulto normal e adulto defeituoso & frugiperda alimentado com dieta
artificial (Controle) e dieta artificial acrescida detrato diclorometano/acetona de.

bonariens€0,25 mg/mL).

A presenca de adultos defeituosos foi observada na menor concentrdigita &;a5
mg/mL (Figura 32) , verificou-se que a menor concentracao teve mats refeiobrevivéncia
total. Esse tipo de resultado foi observado por Argaden&l. (1983) em Schizaphis
graminum alimentados com dieta artificial acrescida de diferentes eotragoes de
DIMBOA (2,4 dihidroxi-7metoxi —1,4 benzoxazin-3-ona), sugerindo que o composto foi
ingerido inadvertidamente pelos afidios causando efeitos toxicoscentntracdes maiores

0 composto era percebido e rejeitado.
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Tabela 7: Parametros biolégicos & frugiperdaalimentadas com dieta artificial

adicionada com trés concentracdes de extrato diclometano/acet®nbat@riense

Parametros bioldgicos Controle Concentracdes datexadicionadas na dieta
0,25 mg/mL 1,00 mg/mL 2,5mg/mL
N 39 42 42 41
Duracéo larval (dias) 19,41 +3,65 20,23+2,18 19,45 +1,88 19,79 +1,8F
Duracéo pupal (dias) 12,65+ 1,87 13,06 + 2,04 12,67+1,78 12,68 +1,86
Peso pupal (mg) 0,2467+0,03  0,2296+0,03  0,2519+0,02  0,2390 + 0,02

Comprimento pupal (mm) 16,88 + 1,04 16,62 +1,08 16,96 + 0,9% 16,79 + 0,89

Comprimento asa (mm) 15,945 +1,036 15,446+0,976 16,03 +1,01% 15,59 +0,80F

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey B5).

Dentre os parametros avaliados com o extrato diclorometano/adétdrela 7), o peso
pupal na concentracdo 1,00 mg/mL foi maior que nas demais concesittasfedas

diferindo estatisticamente da menor concentracao (0,25 mg/mL).

5.3 Atividade biologica dos compostos majoritarios | e Il (ésterede acgucares) isolados

de S. sisymbrifolium

O desenvolvimento de novas técnicas nas Ultimas décadas facilismlamento e
caracterizacdo de diversos constituintes bioativos e a avatiec8oa eficiéncia bioldgica.
Desta forma, selecionou-se o extrato diclorometano/acetona deieeSpésisymbrifolium
pelos resultados observados onde na maior concentracdo avaliada 2,5ansghngvivéncia
total foi de 29,43%, demonstrando o potencial bioativo deste extrato dalseelarval des.
frugiperda

Os dois compostos majoritarios de ésteres de acUcares isoladespétde S.
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sisymbrifoliumpor coluna de silica gel, foram identificados e revelados C@Ddem ser

visualizados na Figura 33.

a . = =0 e 1 < “ - \&© h)

7/

Figura 33. Cromatografia de Camada Delgada para identificacdo dos compostos

majoritarios (ésteres de acucar) a) I; b) Il.

As estruturas dos compostos foram estudadas por RMN e Cronfiatogoano foi
descrita no item 4.3.1.1. Os compostos majoaritarios | e Il difeeransua porcentagem de
acilacao, sendo o mais polar o menos esterificado dos dois.

Em trabalhos prévios realizados por Cesioal. (2006) foram descritos os acidos
graxos e as posi¢des de unido dos acucares assim comog@eaalglicosidacdo por RMN,
indicando desta forma que provavelmente sdo as mesmas estrengmgradas no presente
estudo, ou seja, ésteres de dissacarideos de xilose e arabiedieaess por acidos graxos.
Estes acidos graxos foram estudados, apds serem metilados padeificando-se
majoritariamente acido palmitico, com a particularidade de apegseambém o acido 3-
hidroxi palmitico formando um glicosideo em C 1 de arabinose que comp8sagatideo

(Figura 34).
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Figura 34. Estrutura quimica de um éster isoladdsdsisymbrifolium

Nos estudos sobre a atividade biologica dos compostos por meio de bioensaios
realizados com dieta artifical acrescida dos compostos, observuese composto | ds.
sisymbrifoliumnas concentracdes de 0,25, 1,00 e 2,50 mgAafdiou o desenvolvimento de
S. frugiperda demonstrando através dos percentuais de larvas que passaranb por64,
instares larvais (Figura 35). Em todos os tratamentos os petisetié lagartas que passaram
por 4,5 e 6 instares diferiram entre si e com o controle, indicando qoeposto testado

afeta o desenvolvimento desta espécie.
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Figura 35. Percentual de lagartas &e frugiperdague passaram por 4, 5 e 6 instares

em dieta artificial acrescida do composto majoritario $dsisymbrifolium
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Os percentuais de sobrevivéncia larval foram de 74,07 (0,25 mg/mL), 40,74 (1,00
mg/mL) e 11,11% (2,5 mg/mL) e de sobrevivéncia pupal de 62,5 (0,25 mdgdmb (1,00

mg/mL) e 4,16% (2,5 mg/mL) (Figura 36).
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Figura 36. Sobrevivéncia larval, pupal e total 8e frugiperdaalimentadas com dieta

artificial acrescida do composto majoritario | isolado do extrat®. désymbrifolium

A baixa taxa de sobrevivéncia pode estar relacionada a alimerda@& frugiperda
que além de ser polifaga necessita de grandes quantidades de oalpaemto seu
desenvolvimento até chegar no estagio adulto. Ndo ha evidéncia da toxmglatie dos
ésteres de acucares aos insetos, sendo que, a ingestdo pode Sty pegai a toxicidade
destes compostos (Neatl al. 1990). A baixa sobrevivéncia esta relacionada com o composto
isolado adicionado a dieta artificial, pois observou-se que quando utizowestrato bruto
0S percentuais de sobrevivéncia foram 72,41% (0,25mg/mL), 45,07% (1,00 )mg/mL
29,43% (2,50 mg/mL).

No presente trabalho verificou-se que os exudatos dos tricomas glaadékieres de

acucares) isolados de. sisymbrifoliumforam téxicos sobres. frugiperda diferindo dos
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resultados encontrados com exudatos dos tricomas glandulares tipoSB bdgthaulttii
avaliados sobre o pulgdo verde do pésddgnus persicaeos quais apresentaram apenas
efeito deterrente alimentar (Netlal. 1990).

Em relacdo a sobrevivéncia total (larval + pupal) observaeampescentuais de
46,29% (0,25 mg/mL), 15,27% (1,00 mg/mL) e 0,46% (2,5 mg/mL ). Estesegstle
acucares demonstraram toxicidade nas trés concentracdes ayagmcialmente na maior
concentracao.

A toxicidade de ésteres de acucar também foi observada coiizac@o de fracOes
isoladas deN. gosseisobre a mosca brand@emicia tabaci Com o extrato bruto com
(CH.CI,) observou-se 100% de mortalidadeld@aporariorumno inicio do primeiro instar, e
99% de mortalidade dd. persicaeno ultimo instar (Neadt al 1994).

Em relacdo a acao de ésteres de acgucares ha relato deigiira de quatro ésteres de
sacarose ddN. gosseiocasionou 73% de mortalidade das ninfasTdevaporariorume
compostos individuais causaram mortalidade de 94 a 96% destes insetstruduras das
fracbes foram identificadas como A (2,3@lacil-6’acetilsacarose onde os grupos acila séo
5-metilhexanoil e 5-metilheptanoil), B (2,3-0i-(5-metilheptanoil)-6'O-acetilsacarose) C
(2,3-di-O-acil-1’,6’-O-diacetil onde os grupos acila sdo 5-metilhexanoil e 5-metilheptanoil

D (2,3-di-O-(5-metilheptanoil)-1’,6'O-diacetilsacarose (Butt al.2003).
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Tabela 8: Parametros biolégicos &e frugiperdaalimentadas com dieta artificial

adicionada com trés concentracdes do composto majoritari.sidgmbrifolium

Parametros bioldgicos Controle Concentracdes datexadicionadas na dieta
0,25 mg/mL 1mg/mL 2,5mg/mL
N 24 19 7 3
Duragéo larval (dias) 18,50 +1,58 20,36 +1,28° 19,71 +1,66° 21,00 +6
Duracéo pupal (dias) 10,45 + 3,37 9,21 #5,07 7,8545,38 7,33 46,38
Peso pupal (mg) 0,2747 £0,02  0,2612+0,02  0,2451+0,02  0,2787 £0,09

Comprimento pupal (mm) 17,43 £ 0,86 17,15 +0,82 16,55 + 0,99 18,14 + 0,34

Comprimento asa (mm) 15,96 +3,48 16,51 +0,72 16,49 + 1,06 16,34 +0°

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey B5).

Observou-se que houve um alongamento do periodo da fase larval para 21 dias na maior
concentracdo testada (2,50 mg/mL) em comparagdo com o contr@é (&s) bem como
diminuicdo da duracéo pupal de 10,45 dias para 7,85 e 7,33 dias nas concentragfes 1,00 e
2,50 mg/mL, respectivamente, verificando-se diferenca significagvdiminuicdo do peso
pupal na concentracao de 1 mg/mL (Tabela 8).

A baixa sobrevivéncia na fase larval revela o potencial de cordesiee composto
majoritario | isolado dé&. sisymbrifoliumsendo que em condi¢gées de campo, o alongamento
juntamente com a baixa viabilidade da fase larval é importantevemaue permitird o
aumento do tempo de exposi¢do da praga aos inimigos naturais, bem ewnpo artedio de
cada geragéao, reduzindo desta forma o crecimento populacional e cormaguénto das
populacdes subsequentes (Maroretza. 2007).

Em relagdo ao composto majoritario Il (0,25 e 1,00 mg/mL), observou-se@gjue
percentuais de lagartas que passaram por 4,5 e 6 instaresardiferitre si em cada

concentracdo em relacdo ao controle, indicando a interferéncia do tonstsdo no
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desenvolvimento desta espécie. Na concentracdo 0,25 mg/mL aadagadsentaram, em
maior quantidade, o 4° instar, e com a concentracdo 1,00 mg/mL obseroooesteso 4° e

5° instar, estando o 6° ausente (Figura 37).
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Figura 37. Percentual de lagartas &e frugiperdague passaram por 4, 5 e 6 instares

em dieta artificial acrescida do composto majoritario IBdsisymbrifolium

Os percentuais de sobrevivéncia larval foram de 62,96 (0,25 mg/mL) e (33083
mg/mL) e de sobrevivéncia pupal de 58,33 (0,25 mg/mL) e 33,33 (1,00 mdfigujg 38).
Em relacdo a sobrevivéncia total (larval + pupal) observargmersentuais de 36,72% (0,25
mg/mL) e 11,11% (1,00 mg/mL).

No presente trabalho verificou-se maior atividade dos compostos iso&dos
comparacao com o extrato bruto. O fracionamento para isolamentoconip®stos pode
resultar em aliquotas que possuam maior atividade do que o dottrio(Houghtoret al.

2007).
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Figura 38. Sobrevivéncia larval, pupal e total 8e frugiperdaalimentadas com dieta

artificial acrescida do composto majoritario Il isolado do extrat®.dgsymbrifolium

Os resultados indicam que a baixa sobrevivéncia total estaiaass@m composto
utilizado puro na alimentacdo & frugiperda Desta forma, a identificacdo dos compostos
apos comprovacao de sua efetividade no controles.dérugiperdaé importante, pois
possibilitara a sintese do composto para viabilizar sua utilizaigéo agente de controle de

pragas em programas de manejo integrado.
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Tabela 9: Parametros biolégicos &e frugiperdaalimentadas com dieta artificial

adicionada com trés concentracdes do composto majoritarioS.sgmbrifolium

Parametros biolégicos Controle Concentragcfextlate adicionadas na dieta
0,25mg/mL 1mg/mL
N 24 18 5

Duracéo larval (dias) 18,50+1,58 19,50 +1,1% 19,60+1,5F

Duracao pupal (dias) 10,45 + 3,37 10,72 +4,34 10,40+5,94
Peso pupal (mg) 0,2747 + 0,02 0,2509 + 0,02 0,2779 +0,08
Comprimento pupal (mm) 17,43 +0,86 16,89 + 0,64 17,66 +2,63
Comprimento asa (mm) 15,96 +3,48 14,29 +5,22 16,23 £ 0,88

*Médias seguidas pela mesma letra, nas linhasdiféi@m entre si pelo teste de Tukey B5).

O menor peso pupal foi observado na concentragéo 0,25 mg/mL (Tabelad®)gse

os demais parametros avaliados nao diferiram estatisticamente.

Com a adicdo dos compostos majoritarios | e Il isoladoS. dasymbrifoliuna dieta

artificial verificou-se efeito na metamorfose dos insetos, sendaaqueaioria das lagartas

expostas as maiores concentracdes ndo conseguiu realizaf@nragdo para o estagio de

pupa. Com o composto |, as taxas de mortalidade dos insetos no processtamerfose

foram de 26,66% (1,00 mg/mL) e 53,33% (2,50 mg/mL) (Figura 39).

Em relagdo ao composto Il, as taxas de mortalidade dos insetosocesswr de

metamorfose foram de 16,66% (0,25 mg/mL) e 50% (1,00 mg/mL) (Figura 40).
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Figura 39. Anormalidades encontradas eB frugiperda alimentadas com dieta

artificial adicionada do composto majoritario | (2,50 mg/mL) no processo denorftse.

Figura 40. Anormalidades na fase larval d& frugiperdaalimentadas com dieta

artificial adicionada do composto majoritario Il (0,25 mg/mL e 1,00 mg/mL).

Os efeitos causados pelos compostos majoritarios | e lldésderacucar) isolados do
extrato diclorometano/acetona 8esisymbrifoliunforam deletérios ao desenvolvimentoSle
frugiperda. Anormalidades resultando em interupcdo do processo de metamorfose,
principalmente em lepidopteros durante o estagio imaturo j& fdiceelo com o uso do
produto quimico denominado lefenuron que € uma benzenoilfenuréia potente, goenage
regulador do crescimento em insetos (Cohen, 2001). A azadiractina datidaadirachta

indica conhecida como neem, afetou a muda induzindo uma ampla variedade de anomalia
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em S. littoralis Muitas lagartas morrem durante a ecdise sem conseguir libe&akmente a
exuvia e fazer a metamorfose, pois este aleloquimico promovecaksr no sistema
nerurosecretor peturbando o regulamento do ecdiesteroide (Martinez & van Emden, 2001).

A atividade bioldgica dos compostos majoritarios isolados (ésteragiidares) sobre
a sobrevivéncia e desenvolvimento 8e frugiperdamostrou que os mesmos foram mais
toxicos que os extratos brutos avaliados, ocasionando anomalias nas. ing&ide-se,
portanto, afirmar que esta atividade se deve aos ésteres deeagcdeaido ao aumento da
bioatividade destes compostos puros.

Estes compostos apresentam potencialidade bioinseticida para @lecdesta praga
com grande importancia agricola, entretanto, trabalhos mais aprofursfaomcessarios
para identificar o modo de acdo destes compostos majoatitaribéekteres de aglucares) em

S. frugiperda
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6. DISCUSSAO GERAL

Durante o periodo de desenvolvimento deste estudo, observaram-seossdefaies
espécies d8olanunmsobre insetos pertencentes a duas ordens de inSetmsvis(cupim-de-
madeira-seca) €S. frugiperda. O conhecimento da biologia desses insetos e sua
susceptibilidade aos compostos sado fundamentais para o seu corgteléraBalho tem
relevancia, pois ndo existem registros das espéci€sldaumutilizadas no controle destas
duas pragas. Alguns aspectos ainda ndo estudados foram incluidosshedte como 0s
efeitos dos compostos isolados (ésteres de acUcares) sobredm diasgnstares larvais e as
anomalias fisicas as lagartas.

Os extratos tiveram pouco efeito sobre a mortalidade dos cupins,, puséemtratos
diclorometanico e diclorometano/acetona das trés espécies salasioapgresentaram
potencial repelente e os extratosSidistellatum e S. sisymbrifoliudemonstraram atividade
deterrente alimentar ao cupit brevis Os resultados sugerem que o efeito deterrente pode
estar relacionado a presenca de ésteres de agucar, da fogsan que o ja observado com o
pulgdo M. persicae,onde foi verificadoefeito deterrente alimentazom extratos deS.
berthaultii, os quais continharmésteres de aclcares em sua composi¢cédo éahl1990)

Os térmitas exploram alimentos com baixo valor nutricional sepamdo aqueles
consumidos por outros animais (Lima & Costa-Leonardo, 2007), além dissaipa parte
dos individuos da colénia sdo muito longevos, podendo sobreviver por longos periodos sem
se alimentar. Nos testes realizados observou-se que operaBodwis sem alimentacéo,
pemanecem ativos por aproximadamente 100 dias, com um maximo de 1&&slias.os
extratos causam deterréncia alimentar o que determinou a natdingEs compostos

toxicos, e consequentemente a sobrevivéncia além o periodo de 30 dias de observacao.
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A compreensdo da acdo dos compostos que atuam como repelentesremte®ter
alimentares, pode potencializar a obtencdo de produtos eficapes potencial econbémico
para o controle do cupim-de-madeira-seca.

Os compostos majoritarios isolados do extrato diclorometano/acetones. de
sisymbrifoliume S. bistellatumcorrespondem a um mesmo tipo de estrutura basica, trata-se
de dissacarideos de pentoses que estao glicosidados em seu carb@nc@mpamacido 3-
hidroxipalmitico e esterificados em diferentes propor¢cdes por agrdees de cadeia longa,
fundamentalmente acido palmitico. Os compostos isolad& disymbrifoliunmindicam ser
0s mesmos descritos por Cestoal (2006). Par&. bistellatunbs compostos resultantes do
estudo realizado com RMN del e **C assim como o estudo dos &cidos graxos que compdem
a molécula por GC-MS, sugerem padrdes estruturais basicos do composto.

Para determinacao final da estrutura dos compostos responsaadisopélidade dos
extratos da espécies. bistellatum deverdo ser realizadas mais analises de RMN
bidimensionais bem como HMBC, espectroscpia de massas, infraverpelaconhecer as
unides entre 0s monossacarideos e as eventuais substituicbesdpsrgiakos e outros
experimentos bidimensionafHRMN/"*CRMN. Estudos de GC utilizando a técnica de
alditoles sdo necessarios para determinar gue monosacarideos mompi#écula e assim
chegar a elucidagcédo completa da estrutura.

Em relacdo &. frugiperda que se alimenta durante todo periodo de desenvolvimento
larval (cerca de 30 dias) (Capinera, 2005), considera-se que a&sasn@sgeriram 0S
compostos toxicos, os quais ndo foram ingeridos pelos cupins. Isto explicaioa
mortalidade das lagartas.

As trés espécies d&olanum demonstram ser repelentes ao cupBn brevis

destacando-se os extratos diclorometancio e diclorometano/acetonald€éo ao indice-
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antialimentar destacaram-se os extratos diclorometanciooeaitano/acetona das espécies
S. bistellatume S. sisymbrifolium A atividade biolégica dos extratos avaliados sdbre
frugiperda se deve em grande parte a presenca dos compostos isoladdsrierpante
testados individualmente. As plantas desenvolveram estas substécciagdasias como um
meio de defesa contra insetos, inicialmente como uma respogtasades exercidas pelos
herbivoros, posteriormente essas substancias foram utilizadasinsstss em beneficio
proprio para a sua propria defesa contra outros predadores. Segundo MespEg@006),

0s metabdlitos secundarios sdo produzidos pelas plantas como parte decaeismo de
defesa natural. Eles executam um significante papel de deéssplantas contra insetos,
fungos, bactéria e outras plantas.

A maior toxicidade d@xtrato diclorometano/acetoda S. sisymbrifoliuna lagartaS.
frugiperdaestéa relacionada a presenca de ésteres de acgucares, comdrddmons ensaios
com os compostos isolados. Porém, a esggdmnariens@ao foi ativa, visto que, o extrato
diclorometano/aceton@do continha ésteres de acglUcares como as outras duas espécies
estudadas.

Os produtos naturais continuam sendo um campo de pesquisa promissor ne dentrol
pragas. A sintese dos compostos secundarios representa maiseamaiita de controle com
caracteristicas mais especificas aos organismos alvosos pa@nentes ao meio ambiente, e
pode contribuir significativamente para o desenvolvimento da biotecnabagiausca de

novas sustancias e moléculas bioativas.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que:

- Os extratos diclorometéanico, diclorometano-acetona e aquo-alcoéldbidtellatum
demonstraram repeléncia aos cupins na concentragéo 2,50 mg/mL.

- Os extratos diclorometanico e diclorometano/acetona das e§péwimariense €S.
sisymbrifoliumdemonstraram ser repelentes ao cupim-de-madeiraEséxravis

- Evidenciou-se efeito supressor do extrato diclorometani@otium sisymbrifolium
na concentracdo de 25,0 mg/n€abrevis.

- Os extratos diclorometano-acetona @&esisymbrifoliume S. bistellatum nas
concentracdes de 12,5 e 25,0 mg/mL, demonstraram-se fagodeterrente aB.dupnTs.

- Os extratos diclorometanico e diclorometano/acetond.sieymbrifoliumafetaram o
namero de instares larvais 8efrugiperda.

- O extrato diclorometanico d& sisymbrifoliunteve menor efeito sobre a fase larval e
acentuado efeito sobre as pupas, na maior concentracao testada de 2,50 mg/mL.

- O extrato diclorometano/acetona 8esisymbrifoliumafetou mais a sobrevivéncia
larval do que a pupal. O extrato induziu uma diminuicdo na sobrevivéntitfuncdo da
concentracdo, sendo a mais efetiva na concentracdo de 2,50 mg/mL.

- O extrato diclorometanico d& bonariens@do afetou o nimero de instares larvais de
e afetou minimamente a sobrevivéncia larval, pupal e total tegiperda

- O extrato diclorometano/acetona$lebonariensafetou o numero de instares larvais,
as sobrevivéncia larval, pupal e total foram pouco afetadas e alsgenwm aumento da
sobrevivéncia conforme aumenta a concentracao.

- Os compostos majoritarios (ésteres de acglcares) beathfmais toxicos a lagarga
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frugiperda que os extratos brutos, impedindo a metamorfose, causando anomalias, e

diminuindo a sobrevivéncia total.
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