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RESUMO

Estudos tém indicado que representantes de Meliaceae, incluindo o neem, apresentam
metabdlitos secunddrios com importante atividade biologica sobre insetos. Cabralea canjerana é
uma Meliacaea arborea endémica da América e de ampla distribuicdo, utilizada na medicina
indigena, devido as suas propriedades terapéuticas. Dentre os principais insetos-praga associados a
producdo agricola da América do Sul, destacam-se a mosca-das-frutas-sul-americana - Anastrepha
fraterculus e a lagarta-do-cartucho-do-milho - Spodoptera frugiperda. Este estudo objetivou avaliar
os efeitos de extratos de frutos e sementes de C. canjerana obtidos em acetato de etila e etanol
sobre a ingestdo e a oviposicdo de adultos de A. fraterculus e sobre ovos, larvas e pupas de S.
frugiperda. O extrato de fruto (acetato de etila), adicionado a dieta artificial (Smg/mL), em 48h, foi
significativamente mais efetivo, induzindo 69,42% de mortalidade das moscas. Todos os extratos
provocaram deterréncia de oviposicao, reduzindo significativamente o nimero de moscas por fruto
de mamao papaia. Entre os demais efeitos bioldgicos sobre 4. fraterculus verificou-se que o extrato
de fruto (acetato de etila), induziu a mortalidade larval, ocorréncia de pupas larviformes e de
adultos anormais. Todos os extratos induziram atividade antialimentar e larvicida a S. frugiperda
nas concentragdes de 500 e 1000 ppm. O extrato de semente (acetato de etila), a 1000 ppm, foi o
mais ativo, induzindo mortalidade larval e embrionaria (100% e 69%, respectivamente). Do seu
fracionamento em coluna de cromatografia foram obtidas cinco fracdes. A partir destas fragdes, a
terceira, composta principalmente por triterpenos induziu mortalidade larval trés vezes maior do
que o extrato bruto. Todos os extratos e fragdes alteraram significativamente a durag@o do ciclo, do
peso larval e induziram a ocorréncia de diversas anormalidades larvais e pupais em S. furgiperda. A
maior atividade dos extratos de semente e de fruto de C. canjerana, obtidos com acetato de etila
indica a presen¢a de limonoides e triterpenos com atividade bioldgica que, potencialmente podem

vir a ser utilizados no manejo de A. fraterculus e S. frugiperda.
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ABSTRACT

Many reports in the literature indicated that representatives of Meliaceae, including neem,
have secundary metabolites with important biological activities on insects. Cabralea canjerana is a
widely distributed America native tree from Meliacaea, witch it is and used in indigenous medicine,
due to its therapeutic properties. Among the major insect pests associated with agricultural
production in South America, stand out the South American fruit fly - Anastrepha fraterculus and
the fall armyworm Spodoptera frugiperda. This study evaluated the effects of C. canjerana ethyl
acetate and ethanol extracts of mature fruits and their seeds on the intake and oviposition the adults
of A. fraterculus and on eggs, larvae and pupae of S. frugiperda. The ethyl acetate fruit extract
added to an artificial diet (S5mg/mL), within 48 hours, was significantly more effective than the
other evaluated extracts, inducing 69.42% mortality of the flies. All extracts caused oviposition
deterrence, significantly reducing the number of flies in papaya fruit. Among other biological
effects on 4. fraterculus was found that the ethyl acetate fruit extract, induced larval mortality,
occurrence of larviform pupae and abnormal adults. All extracts induced antifeedant and larvicidal
activity of S. frugiperda at concentrations of 500 and 1000 ppm. The ethyl acetate seed extract at
1000 ppm was the most active one, inducing both larval and embryonic mortality (100% and 69%,
respectively). From its fractionation on Colum Chromathography five fractions were obtained.
From these obtained fractions, the third one, composed principally of triterpenes induced larval
mortality three times higher than the crude extract. All extracts and fractions significantly altered
the life cycle, the larval weight and induced the occurrence of various abnormalities on S.
furgiperda larvae and pupae. The greater activity of seed extracts and fruit of C. canjerana obtained
with ethyl acetate indicates the presence of limonoids and triterpenes with biological activity that

can potentially come to be used in the management of A. fraterculus. and S. frugiperda.
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1. INTRODUCAO

A utilizagao de plantas inseticidas ¢ uma técnica antiga que ressurgiu devido a necessidade
de incorporacdo de novas praticas para o manejo de pragas nos cultivos agricolas. Os produtos de
origem vegetal sdo uma fonte promissora de compostos com agdo inseticida, que vém sendo
estudados como uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos, por apresentarem metabolitos
secundarios biosintetizados como resposta das plantas a agressao.

Entre os principais metabdlitos secunddrios encontram-se as saponinas, 0s taninos, 0s
terpenos, os fendis, os alcaldides, entre outros, que podem afetar o comportamento de insetos, tanto
na repeléncia quanto no seu metabolismo, tendo a vantagem de serem um produto de menor
impacto ambiental, que ndo geram resisténcia como os de sintese.

Ao contrario de muitos inseticidas sintéticos, os bioinseticidas sdo rapidamente
biodegradados, razdo pela qual sdo menos danosos ao ambiente. Além disso, compostos vegetais
costumam apresentar caracteristicas mais especificas e seletivas, curto efeito residual e baixa
toxicidade a mamiferos.

A familia das meliaceas tem sido bastante investigada, por apresentar varios compostos
como fonte de compostos bioinseticidas com diferentes modos de acdo sobre varias espécies de
insetos.

Dentre as plantas utilizadas como inseticida, destaca-se o nim, Azadirachta indica (A Juss,
1797) a qual é considerada uma das espécies mais importantes devido a sua atividade biologica,
eficiéncia em baixas concentragdes e baixa toxicidade. O principal composto extraido dos frutos
desta planta ¢ a azadiractina, um limonoide que atua interferindo no funcionamento de glandulas

enddcrinas que controlam a metamorfose em insetos e também apresenta propriedade fagoinibidora.
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Dentre as principais pragas associadas a producao agricola do Rio Grande do Sul, destacam-
se a mosca-das-frutas sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) e a lagarta-do-
cartucho Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797).

A mosca-das-frutas Anastrepha fraterculus ¢ responsavel por elevados prejuizos por
inutilizar frutos, principalmente de rosiceas como péssego e ameixa, sendo a regido da Serra
Gaticha responsavel por mais de 70% da producgdo nacional, com cultivares para conserva e para
consumo in natura, com uma produgdo de 80.000 ton.ano-'.

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda, constitui numa praga de grande importancia
no cultivo do milho, e de outras culturas anuais como arroz, olericolas e soja, ndo somente pelos
danos provocados, mas também pela dificuldade de seu controle, sendo o Rio Grande do Sul um
dos principais produtores de milho do pais, sendo que 95% da producdo do cereal estdo
concentradas na regido centro-sul.

O controle destes insetos ¢ feito quase que exclusivamente com inseticidas quimicos, de alta
periculosidade ambiental, os quais provocam impactos negativos ao homem e ao ambiente, residuos
nos alimentos, intoxicacdo de agricultores e consumidores, resisténcia dos insetos a estes produtos,

contaminagoes do solo e dos lengois freaticos, etc.

Com base no que foi mencionado, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos bioldgicos
de extratos de acetato de etila e etanol de frutos e sementes de Cabralea canjerana (Vell) Mart.
(Meliaceae) sobre A. fraterculus e S. frugiperda, visando sua inclusdo em programa de Manejo
Integrado de Pragas, contribuindo, desta forma, para a redu¢do do uso de agroquimicos.

Os resultados estdo apresentados em dois capitulos. No primeiro, avaliou-se a atividade
bioldgica de extratos acetato de etila e etanol de frutos e sementes de C. canjerana sobre a ingestao,
oviposicdo e o desenvolvimento de A. fraterculus. No segundo capitulo, estudou-se as atividades
ovicida, larvicida, pupicida e a variagdo de peso e duragdo do ciclo larval de extratos acetato de etila

e etanolico de frutos e sementes de C. canjerana sobre S. frugiperda.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade biologica de extratos de Cabralea canjerana sobre Anastrepha

fraterculus e Spodoptera frugiperda

2.2 Objetivos especificos

Extrair e caracterizar os componentes de frutos e sementes de C. canjerana obtidos com

acetato de etila e etanol.

Avaliar a repeléncia e a deterréncia dos extratos sobre A. fraterculus e S. frugiperda.

Avaliar os efeitos dos extratos sobre A. fraterculus, com relacdo a ingestao de dieta artificial
contendo diferentes concentracdes e sobre a oviposi¢do considerando frutos de mamado papaia

aspergidos com os extratos.

Avaliar os efeitos da aspersdo dos extratos sobre frutos no desenvolvimento de A.

fraterculus.

Avaliar o efeito dos extratos sobre a biologia do desenvolvimento de S. frugiperda, incluindo

atividade toxica sobre ovos, larvas e pupas.

Avaliar efeitos da ingestdo dos extratos sobre o desenvolvimento de S. frugiperda.

Separar e identificar os compostos majoritarios presentes no extrato com maior atividade

biologica.

Comparar a atividade biologica, larvicida e pupicida de todos os extratos brutos e as fracdes

obtidas do extrato de semente em acetato de etila sobre S. frugiperda.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Mosca-das-frutas Anastrepha fraterculus
3.1.1 Taxonomia e biologia

A mosca-das-frutas pertence a ordem Diptera (que apresentam apenas um par de asas), a
subordem Brachycera (com antenas curtas), série Schizophora (com fissura ptilinal), se¢do
Acalyptratae (sem caliptra), familia Tephritidae (com nervura subcostal dobrada em angulo)

(Zucchi, 2000a).

O género Anastrepha (Schiner, 1868) por sua vez, ¢ representado no Brasil por 94 espécies,
das quais sete sdo particularmente importantes do ponto de vista econdmico: A. grandis (Macquart),
A. fraterculus (Wied.), A. obligua (Macquart), 4. pseudoparallela (Loew), A. sororcula (Zucchi), 4.

striata (Schiner) e A. zenildae (Zucchi) (Zucchi, 2000a).

As moscas-das-frutas, como todos os insetos holometabdlicos completam seu

desenvolvimento passando pelos estagios de ovo, larva, pupa e adulto (Fig.1).
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Figura 1: Ciclo de vida de Anastrepha fraterculus (Salles, 2000).

Fase de ovo — O ovo da mosca-das-frutas em geral ¢ de coloragdo branca-creme, alongado
e ligeiramente curvo, seu maior didmetro fica na regido central ou entdo proxima ao polo anterior,
que contém a micropila, o didmetro decresce em dire¢do aos polos, terminando em extremidades
afiladas. Durante a oviposi¢ao, o pdlo posterior emerge primeiro e fica voltado para o interior do
fruto, conseqiientemente, o pdlo anterior fica mais proximo a superficie do fruto. Desse modo, a
orientacdo dorso-ventral do ovo também fica definida, pois o lado convexo corresponde a regido
onde se formara a parte ventral do embrido e a face concava corresponde a regido dorsal. Os ovos
das moscas-das-frutas ndo apresentam opérculo ou linhas de fissura, as larvas eclodem por uma
fenda longitudinal, em geral proxima a uma das extremidades do ovo (Selivon & Perondini, 2000).
Fase de larva - A larva completamente desenvolvida mede de 8 a 10mm de comprimento, ¢
de aspecto vermiforme, ¢ a coloracdo branca-creme com as pecas bucais escuras. A cabega das

larvas da mosca-das-frutas ndo ¢ bem definida (Ribeiro, 1999). Em A. fraterculus, distinguem-se 11
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segmentos corporais (oito caudais) de igual tamanho, além da cabeca que ¢ retratil. Na regido
ventral, com exce¢do da cabeca, cada um desses segmentos apresenta denticulos provavelmente
associados a ades@o e a locomocgdo larval dentro do fruto. O estdgio larval é composto por trés
momentos definidos. O final do terceiro instar ¢ caracterizado pela auséncia de alimentagdo e saida
da larva do fruto, periodo chamado de pré-pupa (Selivon & Perondini, 2000).

Fase de pupa — As pupas geralmente apresentam forma ovoide, coloracdo branca-creme
até escura, assemelhando-se com a mosca adulta dentro de seu pupario, formado pela ultima exuvia
larval, de coloragdao avermelhada até castanho-escuro (Salles, 2000). Inicia-se com a apo6lise larval
pupal e finaliza com a transforma¢do da pupa criptocefalica (pupa em processo de histolise dos
tecidos larvais e diferenciagdo dos tecidos corporais) em uma pupa fanerocefdlica que ¢
determinada pela evaginac¢do da cabega e dos discos imaginais dos apéndices tordxicos, levando a
formagdo do adulto. A pupa de 4. fraterculus mede cerca de 5-6mm de comprimento por 2-2,5mm
de largura, e o periodo pupal ¢ de 16,4 dias, em média (Taufer, 1995).

Fase adulta - A longevidade dos adultos de A. fraterculus em temperatura de 25°C, com
70-80% de umidade relativa, 16 horas de fotofase e alimentados com dieta artificial, ¢ igual para
fémeas e machos, ou seja, 161 dias (Salles, 2000). O periodo de pré-oviposi¢dao, em que e fémea
desenvolve e viabiliza os 6rgaos e sistema reprodutivo, varia de 7 a 30 dias. 4. fraterculus oviposita
mesmo sem ter acasalado, obviamente esses ovos sdo inférteis. O periodo de oviposicao varia de 65
a 80 dias, porém a viabilidade dos ovos decresce ao longo do periodo de oviposi¢do. Aos dez dias
de oviposicdo, as fémeas ovipositam cerca de 20 ovos por dia, com 70% de viabilidade, aos 40 dias,
cerca de 10 ovos, com 20% de viabilidade e, aos 80 dias, somente 5 ovos, com 5% de viabilidade.
Os adultos possuem ampla variagdo fenotipica, principalmente entre os diferentes géneros (Salles,

2000).
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O ciclo de vida das mosca-das-frutas estd condicionado, basicamente, a dois componentes
do meio em que vivem, ao clima e ao hospedeiro. O desenvolvimento de A. fraterculus é favorecido

em temperaturas que variam entre 15 e 27°C (Salles, 2000).

3.1.2 Distribuicio geografica, plantas hospedeiras e importincia econémica de A. fraterculus

Segundo Malavasi ef al. (2000), 4. fraterculus ¢ uma praga primaria de maior importancia
na Argentina, Uruguai, e nos Estados do sul e sudeste do Brasil, sendo que nestes locais, se
concentram as maiores perdas e medidas de controle.

A mosca-das-frutas ocorre desde a regido temperada até a tropical, com exce¢do das areas
polares e desérticas, onde a vida vegetal ¢ praticamente ausente (Zucchi, 2000b). Algumas espécies
apresentam maior capacidade de invadir novos ambientes, como Ceratitis capitata (Wiedman,
1824), e outras tém distribui¢do restrita e baixa capacidade de se adaptar a novos ambientes, como a
maioria das espécies das regides temperadas, do género Ragholetis (Loew, 1862) (Malavasi et al.
2000). Os tefritideos possuem elevado potencial biotico, facilidade de se dispersarem no ambiente
e habilidade de adaptacdo em diferentes hospedeiros (Salles, 1995), sendo que A. fraterculus possui
67 espécies de diversas familias botanicas. Dentre os hospedeiros mais conhecidos, estdo as
mirtaceas (aragd, goiaba, guabiroba, jabuticaba, pitanga, etc.), rosdceas (ameixa, morango, péssego,
péra, néspera, maca, etc.), rutaceas (lima, laranja, etc.), dentre outras culturas (Zucchi, 2000b).

No Rio Grande do Sul, a produ¢do de frutiferas ¢ uma atividade importante em quatro sub-
regides do Estado, sendo a macieira cultivada nos Campos de Cima da Serra, com produgdo anual
de 250.000 toneladas. A parte sul do Estado e a regido da Serra s@o responsaveis pela producao de
péssego, especialmente para a industria de conservas (Kovaleski et al. 2000). Destacando-se ainda
como o principal polo produtor de uvas para processamento do Brasil (Mello, 2007).

As moscas-das-frutas sdo os principais insetos-praga que causam danos a fruticultura

brasileira, em especial no Rio Grande do Sul a cultura do pessegueiro (Nava & Botton, 2010), e
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ultimamente vem se destacando provocando prejuizos na cultura da videira em toda regido Sul do
pais (Nondillo et al. 2007).

A importancia econdmica da mosca-das-frutas deve-se aos danos diretos causados a
producdo, sendo considerada uma praga-chave para diversas culturas. Os danos podem ser externos
e ou internos, o dano externo ¢ causado pela fémea no momento em que insere o ovipositor em
frutos que estdo em fase de crescimento, a deformacdo decorre da lesdo dos tecidos no local de
introdu¢do do ovipositor. O dano interno ¢ produzido pela larva durante as atividades de
alimentagdo e locomocdo, sendo que quanto maior a galeria produzida pela larva, maior a
deformacdo externa. Quando o ataque € intenso, geralmente leva a perda total, com o
desenvolvimento completo das larvas, principalmente durante a fase de matura¢do dos frutos

(Kovaleski et al. 2000).

3.1.3 Tipos de controle

O controle da mosca-das-frutas no sistema convencional é realizado com base na aplicacdo
de iscas toxicas e pulverizagdes de inseticidas organofosforados e piretroides em cobertura, que
controlam os estdgios imaturos no interior dos frutos e impedem a formagao de galerias (Kovaleski
& Ribeiro, 2002; Nava & Botton, 2010; Agrofit 2011). Os inseticidas fosforados, entretanto,
caracterizam-se por apresentarem elevada toxicidade, baixa seletividade aos inimigos naturais e
longo periodo de caréncia (Salles, 1998), além dos riscos de contamina¢do de produtores e

consumidores e o impacto ambiental provocado pelo uso destes produtos.

No sistema organico de producdo, o manejo ¢ realizado com a utilizagdo de armadilhas
contendo atrativos alimentares, como proteina hidrolizada, agucar mascavo, melago de cana,
vinagre e sucos de frutas e ainda com aplicagdes de produtos naturais, tais como, caldas, 6leos e
extratos vegetais e também diferentes praticas culturais que auxiliem na redugdo deste inseto-praga

(Rupp, 2005).
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A procura por produtos organicos sem residuos de agroquimicos ¢ cada vez maior na
populagdo mundial, por isso um dos grandes desafios para a agricultura moderna, ¢ a busca por
produtos naturais que sejam de baixo impacto ambiental e que tenham controle sobre diversos tipos

de insetos-praga (Viegas Jr. 2003).

O efeito de extratos vegetais de cinamomo (Melia azedarach Lin.1753) e nim (Azadiractha
indica), sobre a A. fraterculus foi estudado por Salles & Rech (1999). Os autores observaram que os
extratos administrados as moscas através de ingestdo oral, apresentaram acdo inseticida pela
reducdo da postura e do desenvolvimento larval e pupal. Botton ef al. (2003) avaliaram o efeito do
nim (4. indica) e do piretro (Chrysanthemun cinerariaefolium Vis.) em laboratorio para o controle
de A. fraterculus. O nim ndo apresentou efeito sobre adultos e as larvas, enquanto que o piretro foi
eficaz no controle do adulto, mas ndo das larvas. Taufer (1995), utilizando extrato aquoso de
Solanun malacoxylon, observou um aumento significativo do tempo de desenvolvimento larval de

A. fraterculus, diminuindo a viabilidade pupal em até 46%.

No controle de Musca domestica L. 1758 (Diptera: Muscidae) com extrato aquoso de M.
azedarach, Freitas (2008) observou 50 e 59,33% de mortalidade larval com a utilizagdo dos extratos
nas concentracdes de 5 e 10%, e na fase de pupa, o mesmo tratamento a 5 e 10% provocaram

mortalidade de 18,48 e 36,46%, respectivamente.

Senthil Nathan et al. (2005a), avaliando o efeito de extratos metandlicos de folhas e
sementes de M. azedarach sobre adultos de Anopheles stephensi Lis. (Diptera: Culicidae) em
laboratorio, constataram anti-oviposi¢ao e repeléncia, sendo que os extratos da semente mostraram
uma bioatividade elevada em todas as doses testadas, suprimindo a atividade dos adultos mesmo em
doses baixas, enquanto que os extratos da folha provaram serem ativos, somente nas doses mais

elevadas.

J4, o composto isolado azadiractina na concentracdo de 0,1 a 10 pg/mg provocou um
bloqueio no desenvolvimento de larvas de 3° instar de Lutzomyia longipalpis Lutz & Neiva, 1912
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(Diptera: Phlebotominae), enquanto que na maior concentracdo (10 pg/mg) as larvas alcangaram

somente o 2° instar ¢ uma mortalidade de 70% até o 14° dia (Andrade-Coelho et al. 2006).

Para o controle da mosca-das-frutas Rhagoletis indifferens (Diptera: Tephritidae),
VanRanden & Roitberg (1998) ndo observaram efeito deterrente na oviposi¢do com frutos de
cerejas tratados com inseticida a base de nim nas concentragdes de 0,1 a 10%. Porém as fémeas das
moscas expostas continuamente a dieta contendo o bioinseticida tiveram 50% de inibicdo do
desenvolvimento dos ovos e também apresentaram ovarios descoloridos e reduzigdo
consideravelmente em tamanho. A sobrevivéncia do inseto diminuiu significativamente com o

aumento da concentracao do bioinseticida adicionado a dieta.

3.2 Lagarta do cartucho Spodoptera frugiperda
3.2.1 Taxonomia e biologia

A espécie Spodoptera frugiperda foi classificada por Smith em 1797, como pertencente ao
Reino Animal, Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Lepidoptera, Familia Noctuidae, Subfamilia
Xyleninae, Género Spodoptera (Laphygma) e Espécie Spodoptera frugiperda (Sarmento et al.

2002).

Apresenta metamorfose completa, do tipo holometabdlico, compreendendo as fases de ovo,
larva, pupa e adulto. Os adultos normalmente acasalam-se até trés dias apds a emergéncia e
caracterizam-se por apresentarem habitos noturnos. As fémeas podem ovipositar de 1000 a 2000
ovos, principalmente nos primeiros quatro dias ap6s a copula. Os ovos sdo dispostos em camadas e
recobertos por escamas abdominais (Valicente & Cruz, 1991). As fémeas podem ovipositar tanto na
porg¢do inferior quanto na superior das folhas, logo apos a oviposicao os ovos tém coloragdo verde

claro e vao escurecendo até tornarem-se cinza, proximo a eclosdo (Valicente & Cruz, 1991).
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As larvas passam por seis ou sete instares até chegar ao completo desenvolvimento. A larva
de ultimo instar mede cerca de 50 mm de comprimento, apresentando colora¢do que varia de pardo-
escuro, verde até quase preta. Longitudinalmente, apresenta trés finissimas linhas de coloracao
branco-amareladas na parte dorsal do corpo. Na parte lateral, abaixo da linha branco-amarelada,
existe uma linha escura mais larga, e mais abaixo dessa, uma listra amarelada irregular marcada
com vermelho. A cabega possui coloragdo escura com suturas que se cruzam formando um “y”
invertido, bem caracteristico na espécie. Com o fim do periodo larval, as lagartas penetram no solo,
onde se transformam em pupas (crisalidas) de coloragdo avermelhada, medindo em torno de 15 mm
de comprimento. Apdés a emergéncia surge a mariposa adulta medindo cerca de 35 mm de

envergadura, com as asas anteriores de coloragdo parda-escura e as posteriores de coloragdo branca

acinzentada (Gallo et al. 2002; Nakano ef al. 1981).

3.2.2 Distribuicio geografica, plantas hospedeiras e importincia econémica de S. frugiperda

A lagarta-do-cartucho ocorre desde a regido central dos Estados Unidos até a Argentina e em
algumas ilhas a oeste da India (Pedigo, 1989). No Brasil sua ocorréncia tem sido relatada na maioria
dos estados (Lucchini, 1977).

E um inseto polifago, cujas larvas se alimentam de um grande nimero de plantas cultivadas,
entre elas: chicoria (Cichorium intybus L.), alfafa (Medicago sativa L.), algodao (Gossypium sp.
L.), arroz (Oryza sativa L.), ervilha (Pisum sativum L.), aveia (Avena sativa L.), cevada (Hordeum
vulgare L.), milho (Zea mays L.), amendoim (Arachis hypogaea L.), soja (Glycine max L.), dentre
outras (Angulo ef al. 2008).

As lagartas alimentam-se das folhas, reduzindo a éarea foliar e afetando a capacidade
fotossintética das plantas e, consequentemente a producdo. Estes danos sdo diferenciados em fungao
da espécie de planta atacada, estagio fenologico, época de ataque e intensidade de infestagdo

(Sarmento et al. 2002).
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Dentre as culturas atacadas por S. frugiperda no Brasil, destaca-se a cultura do milho (Z.
mays). Os danos decorrem do ataque as folhas novas, que sdo raspadas pelas lagartas. A partir do 3°
instar a lagarta penetra no cartucho destruindo diversos pontos da folha durante sua alimentagdo
(Hynes, 1942). Esta praga pode reduzir a producao em até 34%, dependendo da fenologia da cultura
(Valicente & Barreto, 1999). A capacidade de danos da lagarta ¢ influenciada pelo vigor da planta e
pelo clima. Na regido tropical, os danos podem ser severos, com até 60% de redugdo de graos
(Cruz, 1992). Em situagdo de seca, durante a fase vegetativa do milho, o prejuizo observado em
area com 100% de infestacdo, ¢ de 60%, em fun¢do da reducdo no peso médio de espigas e do
aumento no numero de plantas improdutivas (Iapar, 1991).

A cultura do milho ¢ uma das mais importantes no contexto econdmico e social no mundo,
ocupando a segunda posi¢do em termos de producao mundial (Fnp 2004). O Brasil € o terceiro
produtor mundial dessa cultura, estando a sua frente apenas os Estados Unidos e a China, no
entanto, a produtividade nacional ¢ baixa. A média de rendimento ¢ de menos de um ter¢co da norte-
americana (Fnp 2004).

No Brasil, estima-se que a lagarta-do-cartucho seja responsavel por mais de 25% dos
prejuizos causados por pragas ao milho e pela maior parte dos 38,3 milhdes de dolares gastos com
pulverizagdes de inseticidas, resultando no prejuizo anual de aproximadamente 250 milhdes de
dolares (Waquil & Vilella 2003).

No Rio Grande do Sul, além de ser importante praga da cultura do milho, também se
desenvolve no capim arroz, que ¢ uma planta invasora e serve como hospedeira dessa praga (Botton
et al. 1998). Ocorre geralmente no periodo entre a emergéncia das plantas e a irrigagdo por
inundacdo da lavoura, quando cortam as plantas proximo ao solo e podem destruir extensas areas de
arrozais (Ferreira & Martins, 1984). No arroz irrigado ¢ conhecida como lagarta-da-folha, sendo
encontrada alimentando-se de plantas novas, antes da inundagdo definitiva dos arrozais,

consumindo-as completamente.
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Nas lavouras onde o arroz também € cultivado sobre taipas, o ataque pode estender-se até a
fase de emissdo das paniculas, devido ao deslocamento das lagartas a estes locais, apds a inundagdo
da lavoura (Loeck et al. 1993).

O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca de 11 milhdes
de toneladas para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas base casca. A lavoura orizicola tem
grande importancia econdmica para o pais. No ano de 2000 a produgao no valor de R$ 3,34 bilhdes,
representou 6,7% do valor bruto da producao agricola nacional (Embrapa, 2005).

Entre os motivos apontados para esse aumento de importancia da praga, pode ser citado o
desequilibrio bioldgico, pela eliminacdo de seus inimigos naturais, € também o aumento da
exploragdo da cultura, que € cultivada em varias regides brasileiras, em duas safras anuais. Dessa
maneira, livre dos inimigos naturais e com a disponibilidade de alimento durante o ano todo, a

praga tem amplas condi¢des de sobrevivéncia (Cruz & Monteiro, 2004).

3.2.3 Tipos de controle

Devido ao fato dessa praga danificar diversas culturas, em qualquer época do ano, o controle
da lagarta-do-cartucho ¢ feito com uso de inseticidas sintéticos (piretroides e organofosforados), os
quais atualmente sdo os métodos mais apropriados para o controle devido a sua agdo répida e eficaz
(Agrofit, 2011).

Apesar da eficiéncia dos inseticidas sintéticos, esses podem apresentar diversos problemas,
como contaminagdo ambiental, altos niveis residuais em alimentos, desequilibrio biologico e
surgimento de populagdes de insetos resistentes (Rodriguez & Vendramim, 1996).

Os extratos de plantas inseticidas vém sendo estudados como uma alternativa no manejo
integrado de pragas. Segundo Gallo et al. (2002) o uso de extratos vegetais tem por objetivo

reduzir o crescimento populacional de pragas.

24



Rodriguez & Vendramim (1996) avaliaram a bioatividade de extratos aquosos de diversas
espécies de melidceas na concentragdo de 5% sobre S. frugiperda, observando mortalidade larval de
100% com os extratos de folhas e ramos de Trichilia pallida Swartz e M. azedarach e ramos de C.
canjerana.

Em outro trabalho realizado por Rodriguez & Vendramim (1997), com extratos de folhas de
C. canjerana e Swietenia macrophylla King (1886) incorporados a dieta artificial de S. frugiperda,
observou-se uma grande reducdo do peso pupal, sugerindo uma inibi¢do da alimentacdo ou uma
menor eficiéncia de conversdo do alimento ingerido.

Ao avaliarem o efeito inseticida de extratos etanolicos de diversas plantas, Rodrigues et al.
(2008), observaram que o extrato de Mascagnia pubiflora (A.Juss) provocou mortalidade pupal de
13,15% de S. frugiperda, enquanto que os extratos de Ocotea minarum ((Nees & Mart.) e Tabebuia
aurea [(Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore] causaram mortalidade de 8,98 e 7,14%,
respectivamente. Os maiores efeitos de mortalidade foram verificados na fase larval, em lagartas
tratadas com os extratos de Nectandra megapotamica [(Spreng.) Mez], Terminalia argentea (Mart
& Zucc) e T. aurea, as quais apresentaram reducdo de peso pupal, diferindo estatisticamente da
testemunha.

Em teste in vitro sem chance de escolha com lagartas de S. frugiperda, observou-se que o
consumo da area foliar nas segdes foliares contendo os Oleos essenciais de tomilho (Thymus
vulgares L.), mil-folhas (Achillea millefolium L.) e 6leo de nim (4. indica), foi equivalente a menos
da metade do consumo das secdes foliares da testemunha, demonstrando que houve repeléncia,
(Castro et al. 2006).

Na atividade inseticida de frutos e sementes de Trichlia sp. (Meliaceae) observou-se que os
extratos metandlicos dos frutos e as inflorescéncias de Trichilia sp. ocasionaram 70% de
mortalidade de S. frugiperda com cinco a seis dias de fase larval em ambos os extratos (Pasqualotto

et al. 2008).
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3.3 Plantas inseticidas

O uso de plantas com propriedades inseticidas ¢ uma pratica muito antiga, até a descoberta
dos inseticidas organosintéticos, na primeira metade do século passado, as substincias extraidas de
vegetais eram amplamente utilizadas no controle de insetos (Roel, 2001; Gallo et al. 2002).

Dentre os primeiros produtos utilizados estdo a nicotina extraida do fumo Nicotiana
tabacum L. (Solanaceae), a rianodina extraida de Ryania speciosa Vahl (Flacuorticaceae), a sabadila
oriunda de Schenocalum officinale (Schltdl. & Cham.) (Liliaceae), a piretrina proveniente de
Crysanthemum cinerariaefolioum (Asteraceae), e a rotenona extraida de Derris sp. € Lonchocarpus
spp. (Fabaceae) e Azadirachta indica (Meliaceae), produtoras de azadiractina (Lagunes &

Rodriguéz, 1989).

O emprego de substancias extraidas de plantas silvestres, na qualidade de bioinseticidas, tem
inimeras vantagens quando comparado ao emprego de sintéticos: os inseticidas naturais sdo obtidos

de recursos renovaveis, além se serem de facil acesso e de baixo custo de producao (Roel, 2001).

De acordo com Vendramin & Castiglioni (2000), as pesquisas com plantas inseticidas sdo
realizadas basicamente com dois objetivos: primeiro, a descoberta de novas moléculas que
permitam a obtencdo de novos inseticidas sintéticos; segundo, a obten¢do de inseticidas botanicos

naturais para o uso direto no controle de pragas.

O objetivo principal deve ser reduzir ou, se possivel, impedir a oviposi¢do e a alimentagao
do inseto e, conseqiientemente, o crescimento da populacdao da praga. Em virtude disso, as plantas
que sdo matérias-prima para a obten¢do dos derivados botanicos, em vez de plantas inseticidas,
deveriam mais apropriadamente ser denominadas plantas insetistasticas, devendo o seu emprego ser
considerado como uma técnica complementar dentro de um sistema de manejo biorracional de

pragas (Gallo et al. 2002).

Nos ultimos anos inumeras plantas com atividade contra insetos pertencentes a diversas
familias botanicas tém sido descobertas, Grainge & Ahmed (1988) catalogaram 2.400 espécies de
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plantas com potencial para uso no controle de pragas, mencionando as caracteristicas gerais das
plantas, a a¢do sobre os insetos, além de uma listagem dos tipos de pragas controladas por essas

plantas.

As plantas com atividade inseticida podem causar diversos efeitos sobre os insetos, tais
como repeléncia, inibicdo de oviposi¢do e da alimentagdo, alteragdes no sistema hormonal,
causando distirbios no desenvolvimento, deformagdes, infertilidade e mortalidade nas diversas

fases (Roel, 2001).

Segundo Jacobson (1989) as plantas com atividade inseticida mais promissoras encontram-

se nas familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Labiatae e Canellaceae.

As substancias quimicas presentes nas plantas sao constituidas por dois grandes grupos, um
formado pelas substancias essenciais para as atividades metabdlicas, como os lipidios, carboidratos,
proteinas e acidos nucléicos, e outro formado pelas substancias do metabolismo secundario, as
quais ndo sdo utilizadas para a manutencdo da vida da planta, mas como forma de defesa (Taiz &

Zeiger, 2004).

Os metabdlitos secundarios sdo substancias que nao tem fun¢do no metabolismo primario da
planta, mas frequentemente tem um papel ecoldgico marcado como atrativo de polinizadores, como
defesa contra micro-organismos, insetos e predadores e, até mesmo, contra outras plantas invasivas.
Os metabdlitos secunddrios sdo sintetizados em células especializadas e em estagios de
desenvolvimento distintos, sendo utilizados comercialmente como produtos farmacéuticos ou
inseticidas (Balandrin & Klocke, 1985).

As plantas constituem fonte de varios metabdlitos secundérios, tais como os alcaldides,
terpenos, flavonoides e esterdides, com distintas propriedades ja comprovadas. Os terpenos, os
compostos fenolicos e 0os compostos nitrogenados formam as trés principais classes de metabolitos

secundarios das plantas utilizados na defesa contra estresse bidtico e abiotico (Taiz & Zeiger, 2004).
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A identificacdo e o isolamento de compostos vegetais com propriedades inseticidas
representam alternativa promissora a incorporacdo de novas substincias ao manejo de pragas,
configurando-se assim, numa alternativa aos produtos quimicos convencionais, visto que a evolugao
continua da resisténcia de pragas a pesticidas limita a adogao, por tempo indefinido, de estratégias

baseadas em mortalidade de insetos (Tabashnik & Roush, 1990).

3.3.1 Terpenos

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substancias de origem vegetal e sua
importancia ecologica como defensivos de plantas estd bem estabelecida. Varios monoterpenos

foram isolados e avaliados quanto a toxicidade frente a diferentes insetos (Viegas Jr., 2003).

Os limonoides sdo tetranortriterpenodides e talvez os maiores representantes dentro dessa
classe como substincias inseticidas, no entanto monoterpenos simples, como o limoneno e o
mirceno desempenham um papel de protecdo contra insetos nas plantas que os produzem. Varios
trabalhos (Addor, 1994) tém relatado o papel e acdo de monoterpenos, bem como complexos
terpenoides aldeidicos como, por exemplo, o gossipol, que transfere resisténcia a insetos em

variedades de algodao (Simdes et al. 2007).

Os limonoides sdo também conhecidos como meliacinas e sdo assim denominados devido ao
seu sabor amargo. Tais substincias foram isoladas de plantas pertencentes as familias Meliaceae,
Rutaceae e Cneoraceae. Sua rota biossintética em plantas (Fig.2), deriva do ciclo do 4cido citrico,
via mevalonato (Connoly, 1983; Simdes et al. 2007), e prevé como precursor um triterpeno que, ao
final, d4 origem aos tetranortriterpenodides pela perda de quatro dtomos de carbono do precursor

original.
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Figura 2: Ciclo biossintético dos metabolitos secundarios (Simdes et al. 2007)

Os limondides representam o nivel maximo na sequéncia de produ¢do de terpendides em

plantas que normalmente ndo sdo atacadas por insetos (Viegas Jr., 2003). Sdo conhecidos pelo fato

de apresentarem efeito no comportamento, crescimento, atividade antialimentar e regulacdo do

crescimento de insetos (Senthil Nathan et al. 2005b). Cerca de 100 triterpendides tém sido

identificados das sementes, madeira, pericarpos, folhas e frutos de 4. indica (Meliaceae) (Viegas Jr.,

2003).

Dentro da familia Meliaceae, existe uma grande diversidade de limonoides isolados, entre

eles azidaractinas (Huang et al. 1995), sendaninas e trichilinas (Takeya et al. 1996), sendo

azadiractina o principal composto.
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A azadiractina (Fig.3), isolada da A. indica pela primeira vez por Butterworth & Morgan
(1968), ¢ um limondide que estd intimamente associado a agdo supressora de apetite ou inibidora de
crescimento em insetos e tém sido extensamente estudada, com o objetivo de se conhecer a
quimica, biossintese, toxicologia e o potencial inseticida deste grupo de compostos naturais (Viegas
Jr., 2003). Durante séculos, A. indica foi utilizada na India no combate a insetos e, atualmente, sdo
extraidos e comercializados compostos quimicos ativos sobre mais de 200 espécies de insetos,

incluindo alguns moluscos (Viegas Jr., 2003).

Figura 3: Estrutura quimica da Azadiractina (Viegas Jr. 2003).

De acordo com Rembold (1989) a azadiractina interfere no funcionamento das glandulas
enddcrinas que controlam a metamorfose em insetos, impedindo o desenvolvimento da ecdise,

apresentando ainda atividade fagoinibidora.

A partir dos excelentes resultados verificados com o nim, outras meliaceas também
passaram a despertar o interesse de pesquisadores, no intuito de encontrar novas espécies e novas

mol éculas com atividade inseticida (Matos et al. 2009).

Estes mesmos autores, identificaram os limonodides cedrelona e angolensato de metila a
partir do extrato metanolico de T.catigua A.Juss (Meliaceae), o limonoide 11 B-acetoxiobacunona
de extrato metandlico de frutos de 7. catigua, os quais todos apresentaram atividade inseticida

relevante.
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J& para a melidcea M. azedarach, foram identificados os limondides com anel-C seco
salannal e melicarpinina e também os limonodides salanina, deacetilsalanina, nimbolinina B e

nimbolidina B (Huang et al. 1996).

3.3.2 Compostos fenolicos

Pertencem a uma classe de compostos que inclui uma grande diversidade de estruturas
simples e complexas, que possuem pelo menos um anel aromdtico no qual, ao menos, um
hidrogénio ¢ substituido por um grupamento hidroxila (Simdes et al. 2007). Estas substancias
recebem o nome de compostos fenolicos, polifendis ou fenilpropandides (Garcia & Carril, 2009).

Os vegetais e a maioria dos micro-organismos tém a capacidade de sintetizar o anel
benzénico, e a partir dele, principalmente compostos fendlicos. Dentre os compostos fenolicos
pertencentes ao metabolismo secundério dos vegetais sdo encontradas estruturas tdo variadas
quanto a dos acidos fenolicos, dos derivados da cumarina, dos pigmentos hidrossoliveis das flores,
dos frutos e das folhas (Simoes et al. 2007).

Os fendis vegetais constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente
10.000 compostos: alguns s3o soluveis apenas em solventes orgdnicos, outros sdo acidos
carboxilicos e glicosideos soliveis em agua e ha, ainda, aqueles que sdo grandes polimeros
insoluveis (Taiz & Zeiger, 2004).

Duas rotas metabodlicas basicas estdo envolvidas na sintese dos compostos fenolicos: a rota
do 4acido chiquimico que participa na biossintese da maioria dos fendis vegetais, e a rota do acido
maldnico, que embora seja uma fonte importante de produtos secundarios fenolicos em fungos e
bactérias, ¢ menos significativa nas plantas superiores (Taiz & Zeiger, 2004).

A maioria dos compostos fendlicos deriva da fenilalanina, por meio da eliminagdo de uma
molécula de amoOnia para formar o acido cindmico. A enzima fenilalanina amonialiase (PAL)

cataliza a formagao do &cido cindmico por eliminacdo de uma molécula de amonia da fenilalanina.
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Esta enzima estd situada em um ponto de ramificacdo entre o metabolismo primdrio e secundario,
de forma que a reacdo que ela cataliza ¢ uma importante etapa reguladora na formagdo de muitos
compostos fendlicos (Taiz & Zeiger, 2004; Garcia & Carril, 2009).

A lignina ¢ um polimero altamente ramificado de fenilpropanoides. Depois da celulose ¢ a
substancia organica mais abundante nas plantas. E encontrada covalentemente unida a celulose e a
outros polissacarideos da parede celular (Garcia & Carril, 2009). Além do suporte mecénico, tem
importante funcdo de protegdo as plantas, pois a durabilidade quimica da lignina a torna
relativamente indigerivel aos herbivoros, diminuindo a digestibilidade da celulose e proteinas,
ligando-se a elas (Taiz & Zeiger, 2004).

Entre os compostos fenodlicos também encontramos os flavonoides. Seu esqueleto carbonado
contém 15 carbonos ordenados em dois anéis aromaticos unidos por uma ponte de trés carbonos,
formando uma familia de mais de 4.000 diferentes compostos ja descritos, incluindo os subgrupos
flavanois, flavanonas, antocianidinas e flavonas. Os flavonodides realizam diferentes fungdes na
natureza, incluindo pigmentacao e defesa (Garcia & Carril, 2009; Taiz & Zeiger, 2004). Algumas
ligninas, como os rotenodides (rotenona) (Fig. 4) tém acdo fortemente inseticida, e outros ainda
podem funcionar como fitoalexinas, compostos antimicrobianos sintetizados em resposta a

infecgdes por fungos e bactérias (Taiz & Zeiger, 2004).

CH,0
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Figura 4: Estrutura quimica da Rotenona (Vieira et al. 2004).
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Os taninos, compostos formados pela polimerizacdo de unidades de flavonodides sao
dissuasivos (deterrentes) de alimentacdo por herbivoros e atuam também como antimicrobianos
(Taiz & Zeiger, 2004). O nome tanino procede da antiga pratica de utilizar extratos vegetais para
conversao da pele animal em couro (no curtimento, se ligam ao coldgeno aumentando sua
resisténcia ao calor, a 4gua e a micro-organismos) (Garcia & Carril, 2009).

As propriedades defensivas dos taninos sdo geralmente atribuidas a sua habilidade em se
ligar as proteinas, como outros compostos fendlicos, dificultando a digestao nos insetos. A limitagao
da disponibilidade de proteinas também deve ser fator de inibicdo do crescimento e
desenvolvimento de patdégenos (Taiz & Zeiger, 2004).

Os compostos fendlicos formam uma das maiores classes de metabolitos secundarios
encontrados em vegetais, e muita aten¢do deve ser voltada a esses compostos, pois muitos
apresentam potenciais efeitos biologicos, incluindo ag¢des antioxidantes, antimicrobiana, repelente e

anti-inflamatoria (Taiz & Zeiger, 2004) .

3.3.3 Compostos nitrogenados

Uma grande variedade de metabodlitos secundarios vegetais possui nitrogénio na sua
estrutura. Nesta categoria estdo os bem conhecidos anti-herbivoros como os alcaldides e os
glicosideos cianogénicos, muito toxicos ao homem e com propriedades medicinais, encontrados em
mais de 20% das plantas superiores (Taiz & Zeiger, 2004).

Os alcaldides sdo uma grande familia de mais de 15.000 metabdlitos secundarios que
possuem em comum trés caracteristicas: sdo soluveis em agua, contém ao menos um atomo de
nitrogénio na molécula e exibem atividade bioldgica. Sdo encontrados em aproximadamente 20%
das plantas vasculares, a maioria dicotiledoneas herbaceas (Garcia & Carril, 2009).

Acredita-se que a maioria dos alcaldides tem funcdo de defesa contra predadores,

especialmente mamiferos, devido a sua toxicidade e a capacidade de deterréncia (Taiz & Zeiger,
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2004). Tem sido observado que muitas plantas que produzem alcaldides sdo evitadas por animais ou
insetos em sua dieta, isso certamente devido a sua toxicidade ou ao fato de a maioria dos alcaloides
possuir gosto amargo. Alguns, como o grupo dos alcaldides pirrolizidinicos, ¢ utilizado por
determinado grupo de borboletas para defesa contra predadores, outros sdo utilizados para sintese
de feromonios (Simoes et al. 2007).

Em humanos, os alcaldides geram respostas fisioldgicas e psicologicas, € a maioria deles
interagem com neurotransmissores. Em doses muito altas, quase todos os alcaldides sdo muito
toxicos. No entanto, doses baixas possuem um alto valor terapéutico como relaxantes musculares,
tranqiiilizantes e analgésicos (Garcia & Carril, 2009).

Entre os alcaléides mais conhecidos, encontramos a nicotina (Fig. 5), utilizada como
estimulante, tranquilizante e bioinseticida na agricultura; a morfina, que ¢ um analgésico e
narcoOtico; a quinina, utilizada no tratamento para maldria; a atropina, um antidoto usado contra
outros venenos e também na dilatacdo de pupilas para exames oftalmologicos; a reserpina e
protoveratrina A, como anti-hipertensivos; cafeina, um estimulante do sistema nervoso central,

dentre outros (Garcia & Carril, 2009; Simdes et al. 2007).

\
CHj

Figura S: Estrutura quimica da Nicotina (Vieira ef al. 2004).

Os compostos nitrogenados glicosideos sao metabolitos vegetais de grande importancia. Seu
nome faz referéncia ao enlace glicosidico que se forma quando uma molécula de agtcar se
condensa com outra que contém um grupo hidroxila. Existem trés grupos de glicosideos de

particular interesse: saponinas, glicosideos cianogénicos e glicosideos cardioativos. Uma quarta
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familia, os glicosinolatos, se incluem neste grupo devido a sua estrutura similar aos glicosideos
(Garcia & Carril, 2009).

As saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclico. Possuem uma parte
com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica (agucares), o que
determina as propriedades surfactantes das saponinas, assemelhando-se aos detergentes (Simoes et
al. 2007).

Os glicosideos cardioativos sdo assim denominados devido a sua ag¢do sobre o musculo
cardiaco. Possuem propriedades detergentes, porém sua estrutura contém uma lactona. Encontram-
se naturalmente na forma de glicosideos esteroidais. Os mais conhecidos sdo a digitoxina e seu
analogo digoxina, extraida de Digitalis purpurea, utilizada como medicamento no tratamento da
insuficiéncia cardiaca congestiva (Garcia & Carril, 2009; Simdes et al. 2007).

Os glicosideos cianogénicos sdo compostos nitrogenados, que ndao siao toxicos, mas
rapidamente decompdem-se quando a planta ¢ lesada, produzindo venenos volateis como o acido
cianidrico (HCN). A cianogénese tem sido detectada em pelo menos 2.650 espécies de plantas
pertencentes a mais de 130 familias e tem sido registrada em bactérias, fungos, liquens, pteridofitas,

gimnospermas e angiospermas (Buhrmester et al. 2000).

3.4 Familia Meliaceae

As plantas da familia Meliaceae pertencem a ordem Sapindales (Souza & Lorenzi, 2008),
subdividida em quatro subfamilias, destacando-se Melioideae constituidas de sete tribos e 35
géneros e Swietenioideae com trés tribos e 13 géneros (Pennington & Styles, 1975). No Brasil
ocorrem seis géneros e cerca de 100 espécies (Souza & Lorenzi, 2008). Os géneros nativos do
Brasil sdo Cedrela, Cabralea, Swietenia, Carapa, Guarea e Trichilia (Pennington & Styles, 1975),

dos quais muitos produzem véarios compostos com a¢do medicinal e inseticida (Lorenzi, 2002).
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As melidceas tém sido bastante investigadas, por apresentarem muitas espécies como fonte
de compostos inseticidas, principalmente os limondides, com diferentes modos de acdo, sobre
varias espécies de insetos (Rodriguez, 1995). Entre as espécies de meliaceas destacam-se A. indica
(nim), M. azedarach (cinamomo) (Vendramim & Scampini, 1997), Cedrella fissilis (cedro) (Matos
et al., 2010) e também diversas espécies de Trichilia (Pennington & Styles, 1975) sendo, a primeira
considerada uma das mais eficientes plantas inseticidas ja estudada, e a mais utilizada no mundo
todo (Brunherotto & Vendramim, 2001), devido a sua atividade reportada para mais de 400 espécies

de insetos (Mordue (Luntz) & Nisbet, 2000).

Diversos autores demonstraram a atividade inseticida de varios géneros de melidceas.
Carpinella et al. (2006) demonstraram potenciais perspectivas do uso de extratos etanolicos de
frutos de M. azedarach no controle de insetos, observando atividade antialimentar superior a 75%
para os coledpteros Pantomorus leucoloma (Boh.), Diabrotica speciosa (Germar) e Epilachna
paenulata (Germar), e com resultados similares para os lepidopteros Spilosoma virginica
(Fabricius), Anticarsia gemmatalis (Hubner) e Colias lesbias (Fabricius) (Carpinella et al. 2003). O
efeito de extratos aquosos desta espécie também foi evidenciado por Migliorini et al. (2010),

reduzindo a zero a sobrevivéncia de D. speciosa em 96h.

O efeito de extratos aquosos de ramos e folhas de 7. pallida sobre S. frugiperda criadas em
gendtipos de milho, foi de 100% de mortalidade larval na concentracdo de 5% (Vendramim &
Torrecilas, 1998). Observou-se também que lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas de
milho tratadas com extratos de acetato de etila de 7. pallida apresentaram um menor peso € uma

duracdo da fase larval maior que aquelas do controle (Roel & Vendramin, 1999).

A atividade bioldgica de extratos de folhas, galhos e frutos de C. fissilis foram avaliados por
Matos et al. (2010) contra S. furgiperda, obtendo-se 63% de mortalidade alongamento da fase

larval, seguido da diminui¢do do peso pupal. Coitinho et al. (2006) verificaram 92,5% de
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mortalidade e reducdo da emergéncia do gorgulho do milho S. zeamais (Mots) tratado com o 6leo

essencial de C. fissilis.

Dessa forma, os vegetais desta familia t€ém merecido a aten¢do de diversos pesquisadores na

busca de diversos compostos quimicos para uma possivel aplicagdo como biopesticidas.

3.5 Cabralea canjerana

Cabralea canjerana pertence a familia Meliaceae, subfamilia Melioideae, e a tribo Guareeae
(Pennington et al. 1981), apresenta um porte arboreo-arbustivo, estendendo-se desde a Costa Rica
até o nordeste da Argentina (Barreiros & Souza, 1986). No Brasil existem trés subespécies,
Cabralea canjerana subsp. canjerana, Cabralea canjerana subsp. polytricha. e Cabralea canjerana
subsp. selloi. Essas subespécies divergem ecologicamente, em relacdo aos nichos que ocupam cuja
distribuigdo esta intimamente relacionada a tipologia de solos, formas de relevo, clima e
proximidade de recursos hidricos (Pennington ef al. 1981; Barreiros & Souza 1986).

A subespécie canjerana apresenta porte arboreo de 30 a 40 m de altura, ocorrendo em matas
de galerias e florestas desde o norte até o sul do Brasil (Barreiros & Souza 1986). E uma espécie
mondica, apresenta ovario semi-infero com cinco loculos e cada loculo tem dois 6vulos
superpostos. Os frutos sdo vermelhos (Fig. 6) com céapsula loculicida e pericarpo carnoso. Suas

sementes sdo elipsodides e totalmente cobertas por arilo (Fuzeto et al. 2001).

Figura 6: Frutos de Cabralea canjerana
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A madeira de 6tima qualidade de cor branca até vermelho escura € utilizada em carpintaria e
marcenaria em geral. O suco dos frutos tem propriedades inseticidas, das flores extraem-se
substancias para perfumes. Da casca se extrai um corante vermelho e também ¢ muito utilizada na
medicina popular, principalmente pelos indigenas, devido as diversas propriedades terapéuticas,

desde purgativo, febrifugo até abortivo (Bueno et al. 2005; Backes & Irgang, 2009).

Segundo dados da literatura sdo encontrados no género Cabralea vérios triterpenos da série
damarano, como por exemplo, o cabraleadiol (Fig. 7), limondides do grupo gedunina e
mexicanolideos, como por exemplo o deacetilfissinolideo, sendo encontrados preferencialmente nos

frutos (Sarria et al. 2011; Soares et al. 2004).

Figura 7: Triterpeno Damarano Cabraleadiol (Sarria et al. 2011).

Braga et al. (2006), também fizeram um levantamento de alguns compostos do género
Cabralea descritos na literatura, descrevendo a presenga de alguns limondides D-seco como,
gedunina, mexicanolideos, fissinolideos e triterpenos damaranos como cabraleona e cabraleadiol
nas sementes, cabraleona, cabraleadiol, cabralealactona e cabraleaidroxilactona nos frutos e
cabraleona, ocotilona, cabraleadiol, cabralealactona e cabraleaidroxilactona na madeira. E ainda, os
mesmos autores reportaram a presenga de diversos damaramos triterpenos isolados com extrato
hexanico de ramos de C. canjerana.

Em outro trabalho, Cazal et al. (2010) avaliaram a atividade antitumoral dos triterpenos
damaranos cabraleadiol e ocotilona extraidos de extrato etanolico de frutos de C. canjerana, onde o

cabraleadiol foi trés vezes mais ativo do que ocotilona na inibi¢do do crescimento celular de
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adenocarcinoma da mama e cancer das células do pulmlo, evidenciando as propriedades
farmacologicas desta planta, a qual ja ¢ conhecida pelos Guaranis na medicina indigena.

A atividade inseticida de triterpendides e limonoides isolados de frutos e sementes de C.
canjerana foi reportado por Sarria et al. (2011), evidenciando prolongamento da fase larval e
reducdo do peso pupal de S. frugiperda alimentada com dieta artificial contendo os tratamentos.
Enquanto que Smaniotto et al. (2010) verificaram 100% de mortalidade para o coledptero
Acanthoscelides obtectus (Say) com extrato bruto na concentragdo de 1% de C. canjerana e, Sefrin
et al. (2008), demonstraram atividade fagodeterrente para adultos de Diabrotica speciosa com

extrato aquoso de foliolos de desta mesma espécie.
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Abstract

Several representatives of Meliaceae contain compounds with biological activity on insects, with
reduced negative effects on the environment and humans. This study evaluated the activity of fruits
and seeds extracts of Cabralea canjerana, obtained with ethyl acetate and ethanol on Anastrepha
fraterculus, a major pest of fruits. Substances from limonoids and triterpenes groups were detected
from fruits and seeds extracts. Each extract was tested at three concentrations and added to artificial
diet of adults to assess the toxic and antifeeding activity. Three concentrations were sprinkled on
fruits of Carica papaya to assess the effects on oviposition repellency and A. fraterculus biological
development. The extracts presented antifeeding and toxic activities on A. fraterculus adults,
particularly those obtained with ethyl acetate. When the extracts were sprayed on fruits for
oviposition deterrence they affected negatively the development of A. fraterculus, increasing the
number of larviform pupae, decreasing the pupal viability, affecting sex ratio and increasing the
number of deformed adults. The activity of extracts remained for at least 72 hours. The mode of
action of extracts of C. canjerana on A. fraterculus, indicate the potential of its use in Integrated

Management Programs of fruits.

Keywords: Anastrepha fraterculus, Cabralea canjerana, antifeedant activity, toxic, oviposition

deterrence.
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Introducio

A mosca-das-frutas-sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:
Tephritidae), ¢ praga-chave de diversas frutiferas na Argentina, Uruguai, Sul e Sudeste do Brasil
(Malavasi et al. 2000). Suas larvas se desenvolvem em frutos de mais de 67 hospedeiros nativos e
cultivados (Zucchi 2000), podendo comprometer até 100% da producdo (Carvalho 2006). O
controle dos adultos ¢ realizado com iscas toxicas e as larvas com aplicagdes de produtos quimicos
(Kovaleski et al. 2000), que podem prejudicar os aplicadores e o ambiente, permanecer como
residuos em alimentos e no solo, provocar desequilibrio biolégico e determinar a selecdo de
populacdes resistentes (Whalon et al. 2008). Alternativamente, para minimizar os prejuizos em
pomares organicos, utilizam-se 6leos volateis, extratos vegetais e sabdes (Gongalves et al. 2005).
Em relacdo ao controle de representantes de Tephritidae, estudos que utilizam extratos vegetais,
especialmente de Meliaceae e, particularmente derivados de nim, apresentam resultados
encorajadores (Steffens & Schmutterer 1982; Stark et al. 1990; Prokopy & Powers 1995;
VanRanden & Roitberg 1998a,b; Salles & Rech 1999; Singh 2003; Khan et al. 2007; Ali et al. 2011;

Efrom et al. 2011).

Representantes de Meliaceae geralmente apresentam limondides em suas estruturas
(Connolly 1983; Viegas Jr 2003). Estes compostos bioativos agem de diferentes formas contra
insetos de diversas ordens (Mordue & Nisbet 2000). Entre as principais melidceas destacam-se o
Nim - Azadirachta indica (Schmutterer 1990; Bostid 1992), o cinamomo - Melia azedarach
(Carpinella et al. 2002), o cedro Cedrela fissilis (Ambrozin et al. 2006), a andiroba Carapa
guianensis (Lavie et al. 1973, Qi et al. 2004), Dysoxylum malabaricum (Govindachari et al. 1994,
1995), Sandoricum koetjape (Powell et al. 1991) e representantes de Trichilia (Roel et al. 2000;
Matos et al. 2009; Baatile et al. 2011) e Cabralea canjerana canjerana (Vell.) Mart. (Rao et al.

1975; Schmeda-Hirschmann et al. 1992; Braga et al. 2006, Sarria et al. 2011).
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C. canjerana ¢ uma melidcea arborea que ocorre da Costa Rica ao nordeste da Argentina
(Pennington & Styles 1975; Barreiros & Souza 1986). Diversas propriedades terapéuticas tém sido
exploradas, principalmente pelos indigenas (Bueno et al. 2005). Descreve-se a presenca de
limonodides do grupo gedunina, mexicanolideos (Rao et al. 1975) e dammaranos triterpenos nos
ramos e sementes (Rao et al. 1975; Braga et al. 2006; Sarria et al. 2011). Com relacdo a efeito de
substancias provenientes de C. canjerana sobre insetos Schmeda-Hirschmann et al. (1992)
descreveram atividade inseticida de extratos etandlicos e hexanicos de folhas e frutos, contra ninfas
de Rhodnius neglectus, um dos vetores da doenca de Chagas e, recentemente, Sarria et al. (2011)
descreveram a agao dos triterpenos e limonodides ocotilone, cabraleadiol, methyl angolensate e 3-4-
deacetylfissinolide isolados de extratos etanolicos de frutos e sementes contra a lagarta do cartucho

Spodoptera frugiperda.

Este estudo objetivou avaliar a atividade de extratos etanolico e de acetato de etila, obtidos
de frutos e sementes de Cabralea canjerana sobre a ingestdo e oviposi¢do de adultos e o

desenvolvimento dos imaturos de A. fraterculus.

Materiais e métodos

Material vegetal

Frutos de Cabralea canjerana canjerana foram coletados em dezembro de 2009 em arvores do
campus da Universidade de Caxias do Sul (UCS), Caxias do Sul, Brazil (29°9'46"S e 51°8'52"W).
O material foi identificado e classificado pelo taxonomista de plantas Dr. Ronaldo Adelfo Wasun,
do Museu de Ciéncias Naturais da UCS. A exsicata (HUCS n° 35647) foi depositada no herbario

deste museu.
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Obtencao dos extratos vegetais e identificacido dos compostos

Os frutos foram manualmente separados das sementes (Caiiigueral et al. 1998). O pericarpo foi
cortado em pequenos pedagos (1cm?), pesado (100g) e macerado em hexano (1:3) a temperatura
ambiente por 30 min em agitacdo magnética. Apds, a solucdo foi filtrada e o extrato hexanico
descartado. Os frutos remanescentes foram extraidos com ambos acetato de etila ou etanol (1:10)
com agitagdo durante 48h. Todos os extratos foram filtrados com papel filtro Watman n° 1. O
filtrado foi evaporado através de evaporagdo rotativa (rotavapor). Os extratos de sementes foram
preparados da mesma forma que os extratos de frutos. Os extratos de frutos e de sementes em
acetato de etila foram avaliados fitoquimicamente através de cromatografia de camada delgada
(CCD) (Merk Aluminium TLC Silica gel 60 F254) empregando como fase movel: Cloroférmio:
Metanol (97:3) utilizando diferentes reveladores: Dragendorff, Sulfato de Cobre, Acido Sulfurico
Vanilina, Revelador especifico de Acucares, Redutor de Fluorescéncia UV e Anisaldeido

(Anonymous 1974; Wagner & Bladt 1995).

Insetos e metodologia de criacio

Os insetos (4. fraterculus) utilizados nos bioensaios foram obtidos da criagdo massal de insetos do
Laboratério de Controle de Pragas, Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, RS.
Toda a criagdo foi mantida em temperatura de 25 + 3°C, umidade relativa (UR) de 70 = 10% e
fotofase de 12 horas, com adultos confinados em gaiolas plasticas (30 x 30 x 40) revestidas com
tecido voil e larvas criadas em mamao papaia como substrato. Os demais detalhes da metodologia
seguem como descrito em Salles (1992) e Machota Jr et al. (2010).

Atividade antialimentar dos extratos aos adultos

Os testes foram realizados com chance de escolha, com fémeas e machos de A. fraterculus, com 15
a 20 dias de idade, privados de alimentagdo por 12h. Trés casais foram colocados em cada gaiola,

cilindrica de plastico transparente (9 cm de diametro x 10cm de altura). Cada gaiola foi considerada
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como uma repeticdo, sendo cada tratamento composto por sete repetigdes. Nos tratamentos
empregaram-se solugdo aquosa de proteina hidrolizada 3% adicionada dos extratos na concentragdo
de 5mg/mL, com adi¢do de 1gL™" do corante vermelho Ponceau (Sigma Chemical Co.) (Cruz et al.
1997) para verificar a ingestdo, e na mesma gaiola foi adicionado o tratamento controle utilizando-
se apenas proteina hidrolizada sem corante. Os tratamentos foram oferecidos através de um rolete
de algoddo inserido em um recipiente de 4mL (Scoz et al. 2004). A atividade antialimentar foi
avaliada 24h ap6s o inicio do experimento e o percentual médio de repeléncia foi calculado através
da formula de Obeng-Ofori (1995) que consta de:

[(Média dos insetos do controle - média dos insetos do tratamento) / (Média dos insetos do controle

+ média dos insetos do tratamento)] x 100.

Efeito toxico dos extratos aos adultos

O ensaio foi realizado da mesma forma que no item anterior, porém sem chance de escolha. Nos
tratamentos empregaram-se 0s extratos nas concentragdes de 1, 2,5 ¢ Smg/mL, com adi¢do de 1gL™!
do corante vermelho Ponceau adicionados a solu¢do aquosa de proteina hidrolisada 3%. Para o
grupo controle, em gaiolas separadas, utilizou-se apenas proteina hidrolizada e corante. O numero
de insetos sobreviventes foi avaliado 24, 48 e 72 h apds o inicio do experimento. A determinacao da
concentragdo letal (CLs)) e do tempo letal (TLsy) foi realizada empregando a anélise de Probit
(Finney 1971). Quando a mortalidade dos insetos mantidos como controle foi superior a 10%,

utilizou-se valores de mortalidade corrigida segundo a formula de Abbott (1925).

Efeito dos extratos sobre a oviposi¢ao
Foram utilizados dez casais de 4. fraterculus com 15 a 20 dias de idade em gaiolas de madeira
revestidas com tecido filo (30 x 30 x 30cm), sendo cinco repeti¢cdes para cada tratamento e controle.

Foi colocado um fruto de mamao papaia em cada gaiola (sem chance de escolha). Todos os frutos
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foram aspergidos com os extratos diluidos em agua e tween nas concentracdes de 1, 2,5 e Smg/mL,
e somente agua e tween para o controle. Os frutos do primeiro tratamento foram oferecidos
imediatamente ap6s a secagem do extrato sobre o fruto (1h), o segundo 24h apods o primeiro e assim
sucessivamente até 72h. Os frutos ficaram expostos aos insetos por 24h, depois foram transferidos
e armazenados individualmente em potes pléasticos (1000mL), contendo vermiculita expandida e
triturada, cobertos com tela pléstica envolta por tecido ‘voil’. Apos 15 dias, os restos dos frutos

foram retirados, a vermiculita foi peneirada e entdo se realizou a contagem das pupas por fruto.

Efeito dos extratos sobre o desenvolvimento

Além do numero de insetos por fruto, obtido no item anterior avaliaram-se pardmetros morfologicos
das pupas e adultos. As pupas foram caracterizadas quanto ao formato normal e larviforme
(Hallman & Zhang 1997) e, em seguida, foram mantidas em potes, contendo vermiculita
umedecida, individualizados por fruto até a emergéncia dos adultos. No primeiro dia apds a
emergéncia os adultos foram sacrificados em freezer (-17°C) para posteriormente identificar o sexo
(Zucchi et al. 2000), e calcular a razdo sexual (Silveira Neto et al. 1976). Também foi avaliado o

percentual de ocorréncia de deformagdes morfologicas.

Analise estatistica

Os dados experimentais foram analisados utilizando one way ANOVA, cujas médias foram
comparadas pelo teste de Duncan (P< 0,05) utilizando-se médias transformadas em raiz quadrada (x
+ 0,5). Entretanto as médias e respectivos desvios padrao apresentados nas tabelas representam os

valores originais.
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Resultados

O estudo preliminar através de CCD combinado com reveladores especificos dos extratos de
frutos e sementes obtidos com acetato de etila indicaram a presenca de triterpendides € compostos
fendlicos em ambos, porém o perfil cromatografico comparativo entre os extratos, revelados com
Sulfato de Cobre e Acido Sulfurico-Vanilina sio diferentes (Fig. 1), observando-se que a
concentragdo de triterpenos € diferente entre sementes e frutos. Enquanto que os compostos
majoritarios de Rf 0,4 ¢ 0,65 que revelam amarelo e verde com Acido Sulfurico Vanilina indicam a
possivel presenca terpenos, incluindo terpenos oxidados, os quais ndo estdo presentes nas sementes.
A ndo observacdo de bandas com reativo de Dragendorff pressupde que os extratos avaliados nao

apresentam alcaloides.

A B

Figura 1: Cromatografia de camada delgada (CDD) de extratos de sementes (1) e frutos (2) de C.
canjerana com acetato de etila revelados com Acido Sulfurico-Vanilina (A) e Sulfato de Cobre (B).

Todos os extratos conferiram repeléncia para adultos 4. fraterculus, sendo a maior atividade
antialimentar (Fig. 2) observada para a adicdo do extrato de fruto obtido com acetato de etila

(66,66%), seguido pelo extrato de semente em acetato de etila (60%), e fruto etanolico (57,33%),
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sem diferencas significativas entre eles. O menor percentual de repeléncia foi para o extrato de

semente etandlico (43,99%).
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Figura 2: Percentual médio de atividade antialimentar de adultos de A. fraterculus alimentados com
dieta artificial contendo os extratos na concentragdo de Smg/mL em teste com chance de escolha.
(1) fruto acetato de etila; (2) fruto etanolico; (3) semente acetato de etila; (4) semente etanolico.

Todos os extratos de C. canjerana afetaram a sobrevivéncia dos adultos de A. fraterculus,
(Figura 3, Tabelal) principalmente a partir de 48 e 72h. Neste experimento observou-se que, mesmo
sem chance de escolha, as moscas nao se alimentaram da dieta adicionada com extratos por pelo
menos 24h apds o inicio do experimento. Entretanto, apesar de nao ter sido quantificado, verificou-

se que as moscas do grupo controle alimentaram-se da dieta imediatamente apds a liberacdo nas

gaiolas.
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Figura 3: Mortalidade acumulada (%) de adultos de A. fraterculus alimentados com dieta artificial
(proteina hidrolisada a 3% Bio Anastrepha) contendo os extratos de frutos e sementes obtidos com
acetato de etila e etanol, em trés concentragdes (mg/mL), ap6s 24, 28 e 72 de exposicao.

Observou-se efeito temporal e dose dependente dos extratos sobre a mortalidade dos adultos
de A. fraterculus (Figura 3, Tabela 1). Os maiores efeitos, com igualdade estatistica, sobre os

numeros de insetos sobreviventes foram verificados pela acdo dos extratos obtidos com acetato de

etila, tanto de frutos, quanto de sementes.
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Tabela 1: Anastrepha fraterculus - Nimero médio e erros padrao (R + EP)* de adultos alimentados
com dieta artificial** contendo trés concentracdes de extratos de frutos e sementes de C. canjerana,
obtidos com acetato de etila e etanol, em trés periodos.

Estrutura vegetal Concentraciio Periodo
: . 24h 48h 72h
- solvente mg/m 3 X X
XiEP X+ EP X+ EP
Fruto - 1,0 6,00 + 0,0aA*** 5,86 + 0,05 aAB 5,29+ 0,13 aB
) 2,5 5,57 + 0,06 abcA 5,71 +0,06 aA 4,71+0,11 aB
acetato de etila 5.0 5.14+0,12 cA 1,71+0,17 dB 0,57+0,11 eB
Fruto. 1,0 5,86 + 0,05 abA 5,57+0,11 aA 4,43+0,23 aB
2,5 5,57 + 0,07 abcA 5,31+0,10 abA 3,14+ 0,19bB
etanol 5.0 5,86 + 0,05 abA 4,86 + 0,20 abA 2,43+0,11 bedB
1,0 5,86 + 0,05 abA 5,00 £ 0,14 abA 1,43 0,11 deB
Semente . 25 5,57+0,11 abcA 4,43 +0,27 bA 1,71 £ 0,21 cdeB
acetato de etila 5,0 5,29 0,10 bcA 3,29 +0,24 cB 0,86 = 0,15 eC
1.0 6,00 = 0,0 aA 5,86 + 0,05 aA 5,00£0,18 aB
Semente 25 6,00 £ 0.0 aA 5,86 + 0,06 aA 5,00+ 0,16 aB
etanol 5,0 5,86 + 0,05 abA 5,43 0,11 abA 2,86+ 0,19 beB
Controle 6,00 = 0,0 aA 5,86 + 0,05 aA 5,00£0,16 aB

*Valores médios de sete repeticdes com trés casais (n = 42). ** Proteina hidrolisada (3%) Bio Anastrepha. ***M¢dia seguida de
letras minusculas indicam diferengas entre extratos e concentragdes (colunas) e maiusculas entre periodos (linhas) pelo teste de
Duncan P <0,05.

Os extratos etandlicos de fruto (Img/mL) e semente (le 2,5mg/mL) apresentaram baixa
atividade, induzindo mortalidade inferior a 10% (Fig. 3). O menor valor da Concentracdo Letal
Mediana (CLs) foi observado com extrato de semente obtido com acetato de etila. Entretanto o
menor Tempo Letal Mediano (TLs) foi verificado com a adi¢do de extrato de fruto obtido com
acetato de etila. Os maiores valores de CLs, e TLs, foram verificados para a adicdo de extrato
etandlico de sementes (Tabela 2).

Tabela 2: Concentracdao Letal mediana (CLs) e Tempo Letal mediano (TLsy) de extratos de frutos e

sementes de C. canjerana obtidos com acetato de etila e etanol, incorporados a dieta artificial* de
adultos de A. fraterculus.

Estrutura vegetal - solvente = CL 50(mg/mL) Variacido TLsy(horas) Variaciao

Fruto acetato de etila 4,18 b** 3,71- 4,76 45,36 ¢ 28,01-59,29
Fruto etandlico 481D 4,27-5,58 71,72 b 66,21-79,92
Semente acetato de etila 2,73 ¢ 0,35-2,44 62,94 b 57,51-70,21
Semente etandlico 7,46 a 6,05-10,53 95,00 a 81,85-126,54

*Proteina hidrolisada (3%) Bio Anastrepha. ** Médias seguidas por letras distintas, em cada coluna, diferem entre si
pelo teste de Duncan P < 0,05.
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Todos os extratos, nas diversas concentracdes, inibiram a oviposi¢do, especialmente nas
primeiras horas, observando-se efeito dose dependente. Na maior concentracdo, com exce¢do do
extrato etanolico de sementes observou-se que mesmo ap6s 72 horas houve inibicao significativa da
oviposicdo. Entretanto, este mesmo extrato, na maior concentracdo, foi o Unico a repelir
completamente a oviposi¢ao, nas primeiras 24 horas (Tabela 3).

Tabela 3: Numero médio de pupas de A. fraterculus por fruto (C. papaya) pulverizado com trés
concentragdes de extratos de frutos e sementes de C. canjerana, obtidos com acetato de etila e

etanol.

Estrutura Concentracio Periodos
vegetal - 0 24h 48h 72h
solvente mg/mL X1+ EP X1+ EP X 1 EpP X+ EP
Fruto — 1,0 5,00% + 0,00cB** 2,00+ 3,24cBC 9,20 +3,20cdB 30,40 + 3,55aA
] 2,5 2,80+ 0,56cAB 14,40 £2,69bA 9,00 £ 0,95cdA 7,00 = 0,81cdA
acetato de etila 5.0 1,00£020cC 9,60+ 1,66bA  5,50+127dB 5,60 +2,39deB
Fruto — 1,0 40,00 + 6,07aA 23,50+ 1,55aA 22,00+ 1,18bA 8,00 + 1,06cdB
2,5 11,67 £0,20bA 13,50 £0,97aA 16,40+ 0,97bcA 7,20 + 1,24cdB
etanol 5,0 14,40 + 1,70abA 17,80 £4,10aA 16,00 = 1,64bcA 7,00 = 1,41cdB
Semente — 1,0 33,33+ 1,52abA 28,75+ 5,06aA 2825+ 724aA 32,33 +6,50aA
. 2,5 16,00 £3,11abA 17,00 £2,11aA 16,00+ 2,12bcA 27,20 + 6,80aA
acetato de etila 5,0 10,50 + 1,43bA  8,75+2,55bA  9,40+2,55¢cdA 14,80 + 6,50bcA
Semente — 1,0 540+0,67cB  21,67+3,21aA 19,67+ 1,53bA 24,67 +5,10aA
X 2,5 2,50+ 0,42cB 20,00 +4,58aA 16,00 +3,68bcA 19,40 + 0,23bA
etano 5,0 0,00+ 0,00cC 16,50 +3,08bB 29,33 +4,72aA 17,80 + 1,75bAB
Controle - 39,53 +1,08aA 29,66 +0,88aA 31,58 +0,60aA 35,58 + 1,38aA

*Numero médio de cinco replicatas por tratamento, com dez casais de adultos de 4. fraterculus com 10 a 15 dias de idade.

**Média seguida minusculas indicam diferengas entre extratos e concentragdes (colunas) e maiusculas entre periodos (linhas) pelo

teste de Duncan P < 0,05.

Além dos efeitos descritos e quantificados anteriormente observou-se aumento significativo
do percentual de pupas larviformes provenientes de frutos de mamao aspergidos com extratos de

frutos de C. canjerana, especialmente nas maiores concentracdes e nas primeiras 24 horas (Tabela

4).
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Tabela 4: Percentual de pupas larviformes, por fruto (C. papaya) aspergido com extratos de frutos e
sementes de C. canjerana, obtidos com acetato de etila e etanol.

Extratos Percentual médio de pupas larviformes
Estrutura vegetal - solvente Concentracio Periodos
(mg/mL) 0 24h 48h 72h
1,0 20,00cA 10,05bB 3,52bC 3,70cC
Fruto - acetato de etila 2,5 45,00aA 15,12bB 5,55bC 8,07bcB
5,0 33,35bA 29,81aA 12,01aB 16,67bB
1,0 9,06dA 4,48cB 3,00bB 2,75¢cB
2,5 9,67dA 3,79¢B 4,09bB 4,41cB
Fruto - Etanol

5,0 35,45bA 15,55bB 16,64aB 18,01aB
1,0 0,00eA 0,00dA 0,00cA 1,04dA
Semente - acetato de etila 2,5 1,61eA 1,00dA 1,00cA 0,00dA
5,0 0,00eA 0,00dA 1,00cA 0,00dA
1,0 0,00eA 0,00dA 0,00cA 0,00dA
Semente - Etanol 2,5 0,00eA 0,00dA 0,00cA 0,00dA
5,0 - 0,00dA 0,00cA 0,00dA
Controle - 0,00eA 0,00dA 0,00cA 0,00dA

*Numero médio de cinco replicatas por tratamento, com dez casais de adultos de 4. fraterculus com 10 a 15 dias de idade. **Média
seguida por letras mintisculas indicam diferengas entre extratos e concentragdes (colunas) e maiusculas entre periodos (linhas) pelo
teste de Duncan P < 0,05. A significancia utilizou médias transformadas por raiz quadrada (x + 0,5).

A viabilidade pupal (Tabela 5) dos insetos provenientes dos tratamentos diferenciou-se da
observada no controle, com destaque para mamdes aspergidos com extratos de fruto de C.
canjerana, obtidos com acetato de etila, verificando-se sobrevivéncia aproximada de 50%, na maior
concentragdo, por até 72 horas. Apesar de constatado efeito residual de, pelo menos, 72 horas, ndo

ficou evidenciado efeito dose dependente.
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Tabela 5: Viabilidade pupal (%) de A. fraterculus provenientes de frutos (C. papaya) aspergidos
com extratos de frutos e sementes de C. canjerana, obtidos com acetato de etila e etanol.

Estrutura Concentragao Periodos
vegetal - 0 24h 48h 72h
Solvente mg/mL XLEP XL EP XLEP XLEP
1,0 100,00% + 0,00aA** 52,14 £831bC 65,18+ 5,20bB 66,16 = 5,13bcB
Fruto — acetato 2,5 40,28 + 2,89¢cB 62,5+ 13,26bA 48,00+ 10,84cB 31,78 + 1,84dC
de etila 5,0 50,00 = 0,00cA 53,14 £ 8,11bA 50,00 = 42,25 +4,65dA
2,20bcA
1,0 51,65 + 3,89bcA 69,96 + 5,27abA 60,95+ 5,79bA 60,71 = 5,05cA
Fruto - Etanol 2,5 63,60 + 3,89bB 78,33 £3,94abA 58,09+ 2,36bB 60,78 £ 7,76¢B
5,0 62,16 = 0,76bA 69,73 £3,04abA  72,62+2,8bA 60,05+ 0,82cA
1,0 85,19 + 5,24abA 60,00 = 5,24bB 87,50 + 66,81 = 4,87bcAB
Sementes — 3,61abA
Acetato de etila 2,5 68,89 + 1,83bA 59,22 £2,02bAB 68,32 +3,46bA 50,67 £2,71cB
5,0 92,81+ 2,18aA 61,11£2,02bB 73,46 £0,52bB 77,77+ 3,79abAB
1,0 65,03 = 4,25bA 60,07+ 5,76bA 67,85+ 528bA 62,75 + 3,24bcA
Sementes - 2,5 98 £ 1,25aA 48,85+ 1,25¢C 69,23 + 91,67+ 4,81aA
etanol 0,05bBC
5,0 - 61,35+2,74bA 62,12+ 3,35bA 80,15+ 5,95abA
Controle - 98,65+ 0,83aA 95,07 +1,75aA 98,83 +0,87aA 96,31 + 1,30aA

*Numero médio de cinco replicatas por tratamento, com dez casais de adultos de A. fraterculus com 10 a 15 dias de idade. **Média
seguida por letras mintsculas indicam diferengas entre extratos e concentragdes (colunas) e maitsculas entre periodos (linhas) pelo
teste de Duncan P <0,05.

Os extratos influenciaram diferencialmente a abundancia de individuos de cada sexo. De
maneira geral a razdo sexual (Fig. 4), especialmente nas maiores concentragdes, foi caracterizada
pela prevaléncia de fémeas nos extratos obtidos com acetato de etila e de machos no tratamento que
empregou extrato etandlico de frutos. Os efeitos também foram registrados em todo o periodo de 72

horas.
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Figura 4 - Razdo sexual [n° fémeas / (n° fémeas + n° machos)] das moscas que emergiram de
frutos de C. papaya pulverizados com diferentes concentragdes de extratos de frutos e sementes de
C. canjerana, com acetato de etila e etanol, em quatro periodos distintos. Valores médios de moscas
emergidas de cinco frutos (repeti¢des), disponibilizados individualmente para oviposi¢do por 10
casais de A. fraterculus.

O percentual de anormalidades nos adultos (Fig. 5) foi maior (acima de 10%) nos
tratamentos que empregaram extratos de fruto etandlico e semente em acetato de etila, e de 8% para
fruto (acetato de etila) a Smg/mL. Como anormalidades destacam-se a emergéncia incompleta,

auséncia de asas, asas atrofiadas, asas sem colora¢do caracteristica, constrigdo corporal, corpo

ovalado, auséncia de antenas, saliéncia abdominal e aparelho bucal atrofiado.
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Figura 5 — Nuimero médio de moscas com deformagdes, que emergiram de frutos de C. papaya
pulverizados com diferentes concentragdes de extratos de frutos e sementes de C. canjerana, com
acetato de etila e etanol, em quatro periodos distintos. Valores médios de moscas emergidas de
cinco frutos (repeticdes), disponibilizados individualmente para oviposi¢do por 10 casais de A.
[fraterculus.

Discussiao

A avaliagdo fitoquimica demonstra uma diferenca nos perfis cromatograficos entre extratos,
o que pode explicar a diferenca de resultados bioldgicos obtidos no mesmo bioensaio com extratos
de frutos e sementes. A coloragdo violeta revelada com Sulfato de Cobre-Acido Fosférico (Fig. 1)
indica a presenga particularmente de triterpendides e limonodides que sdo os principais compostos
presentes em diversos representantes de Meliaceae (Regnault-Roger et al. 2004; Hu et al. 2011),
incluindo espécies de Cabralea onde destaca-se a presenca de triterpenos com estrutura damarano
nos ramos ¢ hastes (Braga et al. 2006).

A atividade antialimentar exercida pelos diversos extratos sobre adultos de A. fraterculus
(Fig. 2) indica que, a exemplo de outras melidceas, incluindo o nim (Jacobson 1989; Schmetterer
1995; Senthil Nathan et al. 2005, 2006; Coria et al. 2008; Alouani et al. 2009; Masood et al. 2009),
C. canjerana também apresenta diversos compostos de agao repelente para alimentagcdao. O fato de
que a acdo perdurou por, pelo menos 72 horas, indica que mais estudos sobre a identificacao
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estrutural e a possivel utilizagdo dos compostos ativos devem ser realizados, pois o uso de tais
compostos evitaria o dano fisico da perfuracdo dos frutos pela punctura de A. fraterculus.

O fato do percentual de mortalidade estar diretamente relacionado com o aumento da
concentragcdo dos extratos e o periodo de exposicao (Figura 3, Tabela 1) e, portanto, com o aumento
do volume ingerido indica que a mortalidade de A4. fraterculus ocorreu em fun¢do de um processo
cumulativo. Isto foi comprovado pela coloragdo vermelha no abddmen, devido a presenca do
corante na dieta (Cruz et al. 1997). Cabe salientar que mesmo neste ensaio, em que nao houve
chance de escolha, apesar de ndo ter sido quantificado, observou-se que as moscas deixaram de se
alimentar normalmente, ingerindo maiores quantidades apenas apds 24 horas. Assim, apesar dos
resultados positivos, com 78% de mortalidade das moscas induzida, especialmente pelos extratos de
frutos e de sementes de C. canjerana (Tabela 1), obtidos com acetato de etila na maior
concentragdo, deve-se ter cautela na sua aplicagdo em campo, pois neste caso a mortalidade foi
devida a atividade antialimentar somada a toxicidade, que sdo estratégias que normalmente se
manifestam conjuntamente nas plantas como resisténcia ao ataque de insetos (Vendramim & Guzzo
2009). Isto explica a baixa mortalidade observada com todos os extratos e concentragdes nas
primeiras 24 horas. Com relacdo a sensibilidade quimica de A. fraterculus, Dickens et al. (1988)
detalharam as estruturas quimiorreceptoras presentes nas antenas dos adultos de diversos tefritideos
destacando a grande capacidade discriminatoria de substancias quimicas por estes insetos.

A mortalidade relativamente elevada obtida no presente estudo (Figura 3) contrasta com os
resultados obtidos com 6leo de nim (Botton et al. 2003, Efrom et al. 2011) onde a mortalidade de A.
fraterculus foi muito reduzida. Tais resultados indicam que os frutos e sementes de C. canjerana
apresentam moléculas que tém efeito ou acdo sinérgica, ausentes em 6leo de nim.

Além da mortalidade propriamente dita, observou-se, que apos a ingestdo da dieta com os
extratos, as moscas apresentavam-se letargicas permanecendo no fundo da gaiola ndo respondendo

a estimulos externos, a semelhanga das observacgdes feitas por VanRanden & Roitberg (1998a) com
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adultos de Rhagoletis indifferens, apds ingerirem dieta contendo 0,2% de inseticida a base de nim.
Estas observagdes indicam que apesar das moscas se alimentarem da dieta, sofrem efeito toxico
logo apos a ingestdo o que pode dificultar a aplicagdo dos extratos a nivel de campo. Pois como o
efeito € cumulativo, ao sofrer os efeitos toxicos, dificilmente as moscas se alimentardo da dieta com
extratos uma segunda vez.

Desconsiderando-se os efeitos de atividade antialimentar, os valores de CLs, (Tabela 2),
especialmente o obtido com o extrato de semente, acetato de etila, indicam a possibilidade de uso
em campo, pelas moscas serem atraidas pela proteina hidrolizada, minimizando custos.

A deterréncia a oviposi¢do (Tabela 3) induzida pelos extratos de frutos e sementes de C.
canjerana, sem chance de escolha assemelha-se a outros estudos onde houve reducao do nimero de
pupas de tefritideos em frutos tratados com extratos de nim (Ali et al. 2011; Masood et al. 2009;
Chen et al. 1996). Por outro lado, Prokopy & Powers (1995) ndo observaram significativo efeito de
deterréncia de oviposi¢do para Rhagoletis pomonella com extratos de nim, tanto em testes com e
sem chance de escolha.

Apesar de ser conhecida a importancia do odor e das caracteristicas visuais para a escolha do
fruto hospedeiro pelas moscas-das-frutas (Henneman & Papaj 1999; Robacker & Fraser 2002), cabe
salientar que neste estudo, a reducdo do numero de insetos por fruto, além da deterréncia a
oviposicao, pode ter decorrido do efeito de profundidade dos tratamentos, causando a mortalidade
de ovos ou das larvas (VanRanden & Roitberg 1998b). Entretanto exclui-se a aceitagdo ou rejei¢do
de frutos hospedeiros, condicionada pela experiéncia recente de oviposi¢ao das fémeas (Cooley et
al. 1986; Papaj et al. 1987), uma vez que os insetos utilizados nos experimentos nunca tiveram
contato com os frutos antes dos bioensaios.

Em termos praticos, estes resultados indicam que os extratos apresentam moléculas ou
grupos de moléculas que agem sinergicamente inibindo o nimero de oviposi¢des e/ou

invibiabilizando ovos e larvas apos a oviposi¢do, por pelo menos 72 horas também foram descritos
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por VanRanden & Roitberg (1998b). Sugere-se que em estudos futuros seja avaliado o numero de
puncturas ou niumero de vezes que as moscas ovipositaram e o numero de insetos sobreviventes de
cada fruto. De qualquer modo o resultado preconizado ¢ a total deterréncia da oviposi¢do onde ndo
ha nenhum tipo de dano fisico ao fruto.

O percentual elevado de pupas larviformes nos tratamentos (Tabela 4), principalmente de
insetos oriundos do tratamento com extrato de fruto (acetato de etila), indicam que possivelmente,
os triterpendides e limondides presentes podem tornar a pupa suscetivel, pelo ndo endurecimento da
cuticula e estabilizacdo das estruturas protéicas (Cruz 2000), visto que os pupdrios larviformes ndo
resultarm em adultos, tendo o inseto morrido nesta fase. Vinuela et al. (2000) verificaram que a
ingestdo de azadiractina (1mg/L) por larvas recém eclodidas de C. capitata impediu totalmente a
emergéncia dos adultos. VanRandem & Roitberg (1998b) obtiveram 6,4% das pupérias de R.
indifferens deformadas com tratamento a base de nim.

A menor viabilidade pupal (Tabela 5) verificada especialmente no tratamento com extrato de
fruto obtido com acetato de etila, certamente esteve relacionada a compostos comuns entre 0s
representantes de melidceas, conforme relatado em diversos estudos que apontam redugdo de
sobrevivéncia de tefritideos alimentados com extratos (Steffens & Schmetterer 1982; Van-Randem
& Roitberg 1998b; Vinuela et al. 2000; Mahfusa et al. 2007).

As alteragdes da razdo sexual (Fig. 4) em fun¢do dos diferentes extratos indica que os
compostos presentes atuam diferencialmente sobre individuos de cada sexo. Como demonstrado em
diversas melidceas, especialmente o nim, agem sobre os sistemas hormonais dos insetos (Mordue
(Luntz) & Nisbet 2000; Rembold 1995) ¢ provavel que também atuem de forma diferenciada sobre
machos e fémeas. Este ¢ o primeiro estudo que aborda o efeito diferencial de extratos sobre o sexo a
partir das fases imaturas. Nakano & Romano (2002) observaram total inibi¢do das posturas de C.
capitata ap6s alimentacdo dos adultos com azadiractina. De forma semelhante, Singh (2003)

observou inibi¢do da postura de Bractocera dorsalis € B. cucurbitae apo6s ingerirem dietas com
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extrato aquoso de nim. Mais estudos devem ser realizados detalhando o(s) efeito(s) de diferentes
substancias e ou extratos sobre o desenvolvimento de machos e fémeas, especialmente sobre seus
sistemas reprodutivos.

Além dos extratos alterarem a viabilidade pupal e o nimero de pupas larviformes, foram
responsaveis, pelo aumento do percentual de adultos deformados (Fig. 5), especialmente o
tratamento que empregou extrato de semente obtido com acetato de etila. As anormalidades
encontradas nos adultos foram condizentes com as descritas em outros trabalhos que envolvem
melidceas e representantes de tefritideos (Steffens & Schmutterer 1982; Singh 2003). Os efeitos
sobre o desenvolvimento descritos neste estudo relacionam-se com alteragdes fisioldgicas
decorrentes de modificacdes do sistema endocrino, que controla o crescimento e a ecdise do inseto
(Mordue (Luntz) & Nisbet 2000; Mordue (Luntz) et al. 2005; Silva et al. 2011) e devem ser
considerados simultaneamente em programas de Manejo Integrado de Pragas.

Os resultados do presente estudo salientam a ocorréncia de moléculas com propriedades
deterrentes (antialimentar e oviposi¢cdo) e toxica presentes nos extratos de C. canjerana sobre A.
fraterculus, com permanéncia de pelo menos 72 horas. Considerando aspectos praticos, o
isolamento de substdncias que inibem a ocorréncia de adultos nas plantas hospedeiras e
proporcionam deterréncia a oviposigdo, evita qualquer tipo de dano aos frutos. Por outro lado, a
ocorréncia de moléculas com efeito toxico nos extratos também indica potencialidade de uso.
Entretanto, para seu uso em iscas toxicas, torna-se necessario o isolamento da(s) molecula(s) com
tal efeito, especialmente de outras que tém propriedades deterrentes.

As diferentes formas de acdo dos extratos de frutos e ou sementes de C. canjerana sobre A.
fraterculus, destacando-se a atividade antialimentar e deterréncia a oviposi¢do, por pelo menos 72

horas, indicam a possibilidade da sua utilizagdo no Manejo Integrado de Pragas em frutiferas.
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Conclusoes
1. Frutos e sementes de C. canjerana apresentam triterpenos e limondides que tém atividade
bioldgica sobre A. fraterculus, semelhante a extratos de outras melidceas, particularmente o nim.
2. Os extratos de C. canjerana apresentam atividade antialimentar e toxica sobre adultos de A.
fraterculus, particularmente os obtidos com acetato de etila.
3. Os extratos de C. canjerana apresentam deterrencia a oviposi¢ao e atividade bioldgica negativa
sobre o desenvolvimento de A. fraterculus, aumentando o nimero de pupas mal formadas
(larviformes), diminuindo a viabilidade pupal, afetando a razdo sexual e aumentando o niimero de
adultos deformados.
4. Os extratos de C. canjerana aspergidos sobre frutos de mamdo papaia apresentaram atividade

bioldgica sobre oviposicao e desenvolvimento de A. fraterculus, por pelo menos 72 horas.
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Antifeedant activity and effects of fruits and seeds extracts of Cabralea canjerana canjerana
(Vell.) Mart. (Meliaceae) on the immature stages of the fall armyworm Spodoptera frugiperda
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Abstract

BACKGROUND: The Meliaceae, produce several secondary metabolites, especially the limonoid
Azadiractin, with pesticide activity comparable to that of commercial pesticides. The effects of
extracts from an endemic Meliaceae from the Americas (Cabralea canjerana) on the fall armyworm
(FAW) (Spodoptera frugiperda), the most serious economic armyworm pest are presented in this
work. The biological activity of ethyl acetate and ethanolic fruit and seed extracts on eggs, larvae
and pupae of the FAW was evaluated. The most active extract was the ethyl acetate seed extract. It
was fractionated through silica gel column chromatography, yielding five fractions. The fractions
were also tested using the bioguided fractionation concept. The main component of the most active
fraction was isolated and spectroscopically studied.

RESULTS: All extracts showed antifeedant and larvicidal activity at concentrations of 500 and
1000 mg Kg'. The seed extract obtained with ethyl acetate 100 mg Kg™' had 100% larvicidal and
69% ovicidal activity respectively. All extracts and fractions altered significantly the life cycle of
the FAW, larval weight, and induced various larval and pupal abnormalities. The third fraction,
mainly composed of triterpenes (250 mg Kg™), killed 60% of the larvae, the main compound
isolated from this fractions was identified as a dammarane triterpene.

CONCLUSION: The results indicate that C. canjerana has several biologically active substances
belonging to the limonoids and triterpenes groups, especially in the seeds, which can potentially be

used for alternative control of the FAW, and possibly other insects.

Keywords: Cabralea canjerana; Spodoptera frugiperda; ovicidal; larvicidal; food preference.

1. INTRODUCTION
Studies have shown that Meliaceae plants have a potential in insect control due to their

triterpeno and limonoids content,'?. They are bioactive compounds that act in different ways against
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insects of various orders.” Among the different Meliaceae with promising insecticide activity are
the Neem Tree - Azadirachta indica A Juss,*” Chinaberry tree - Melia azedarach Linn.,° and several
species of Trichilia.”

Cabralea canjerana canjerana (Vell.) Mart. is an arboreal Meliaceae distributed from Costa
Rica to northeastern Argentina.'™'" It is used by the indigenous human populations because it has
various therapeutic properties.'”” Despite its use in popular medicine, only a few studies have
described the compounds found in this species and other representatives of Cabralea. So far, the
compounds, mostly found in the seeds, have been identified as D-secco limonoids from the
gedunine group, beta D-secco limonoids,” mexicanolids and dammarane triterpenes." The
triterpenes Cabraleadiol and Ocotillone isolated from fruits showed an antitumor effect against three
types of human tumor cells.”” The insecticidal activity has been less investigated. Recently, it has
been reported that the ethanolic and hexane extracts from leaves and fruits were active against
nymphs of Rhodnius neglectus Lent, 1954 (Hemiptera: Reduviidae), vector of the Chagas disease
pathogen Trypanosoma cruzi, Chagas 1909,'. Also the crude extract, hexanic, chloroformic, ethyl
acetate fractions were active against Acanthoscelides obtectus Say (Coleptera: Bruchidae),'” as well
as the purfied triterpenes and limonoids isolated from fruits and seeds were evaluated against the
fall armyworm Spodoptera frugiperda.'

The fall armyworm - FAW [Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797)] is a Lepidoptera
distributed throughout the American continent, where it is a regular and key-pest. FAW larvae
attack more than 80 species of cultivated plants, mainly corn, rice, soybeans and cotton. ' In Brazil
alone, the FAW is responsible for about $ 40 million in losses per year.” The fact that a wide variety
of plants can be eaten by FAW larvae throughout the year complicates the management of this
pest.”! FAW larvae are usually controlled with chemicals that can damage the applicators and the
environment by remaining in the soil and on the plants, causing biological imbalance and

determining the selection of resistant populations.” As an alternative, many insecticides of plant
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origin have been marketed worldwide and have proved to be effective, efficient and less harmful to
man and the environment, holding promise as new substances in pest management.*
Several authors have indicated the presence of substances with insecticidal action in

27 especially in the fruits and seeds.”®? In addition, several studies have addressed

Meliaceae,
aspects of the biological activity of Meliaceae extracts and Azadirctin on the FAW.*** Due to the
reported biological activity of Meliaceae compounds and the wide distribution of C. canjerana, this
work focuses on the activity evaluation of ethanol ethyl acetate extracts obtained from fruits and
seeds of this plant on the immature stages of the FAW aiming the preparation and characterization
of a new biorational from it .
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant material

Fruits of Cabralea canjerana canjerana were collected in December 2009 from trees on the
campus of the University of Caxias do Sul (UCS), Caxias do Sul, Brazil (29 © 9'46 "S and 51 ° 8'52"
W). The plant was identified by Dr. Ronaldo Adelfo Wasun, plant taxonomist from the Natural

Sciences Museum of UCS. The voucher specimen (in HUCS 35647) was deposited at the herbarium

of this museum.

2.2. Extraction and isolation

All the reagents were analytical grade purchased from Pharmco AAPER. Analytical TLC
Silica gel Aluminium plates were from Merck, Silica Gel GF254. Silica Gel 60, 70-230 mesh,
purchased from Macherey-Nagel was used for Column Cromathography. NMR spectroscopical
experiments were conducted on a Bruker Avance DPX 400 MHz using with TMS as internal
standard and CDCl; as solvent. Mass spectroscopic determinations were performed on a DSI-EI-

MS, Shimadzu 2010 plus with direct injection probe, at 70ev.
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The fruits were mechanically separated from their seeds.*’ The pericarp was cut into little
pieces (1ecm®), which were weighted (100g) and macerated in hexane (1:3) at room temperature
during 30 min with magnetic agitation. The solution was filtered and the first hexane extract was
discarded. The remains of the fruits were extracted with two different solvents separately: ethyl
acetate and ethanol in a 1:10 ratio, with agitation for 48 hours. All the extracts were filtered through
Watman number 1 filter paper. The filtrate was evaporated to dryness under reduced pressure using
a rotary evaporator. The seed extracts were prepared in the same way as the fruit extracts. The
extracts obtained were subjected to phytochemical evaluation through TLC analysis using different
dyeing reagents. ***

All four crude extracts were evaluated using the same biological test in order to identify
which one is active. The ethyl acetate extract of the seeds (2g) were subjected to column
chromatography over silica gel 60 (200g) and eluted with chloroform/methanol (98:2). A total of
124 test tubes were collected with SmL each and similar thin layer chromatography (TLC) patterns
were pooled into five fractions named: F1, F2, F3, F4 and F5. The same biological tests were
conducted on the different obtained fractions.

Fraction number three (F3) was subjected to column chromatography over silica gel (10g)
and eluted with chloroform /methanol gradient. The main isolated compound was further purified
by preparative TLC using chloroform /methanol (98:2) as mobile phase and subjected to the
spectroscopical characterization.

The MS determination (supporting information Figure S1) showed the presence of a
compound m/z = 490.10 (<1%), 383.35 (11.07%), 143.15 (100%), 125.15 (18.08%) & 85.10
(12.80%) calculated for C;oHs0Os m/z = 490.37. CysH3s0; m/z= 383.26, CsH;sO, m/z= 143.11,

C8H13O Il'l/Z: 125.10 & C5H90 m/Z: 85.07.

2.3. Insect culture
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The FAWSs were reared individually,* the larvae were fed an artificial diet * and maintained
under controlled conditions (25 £ 2 ° C, 70 = 10% RH and photoperiod of 14 hours). Extracts and
fractions were applied on the larvae when they reached their third instar. In all trials, data from

larvae and pupae were treated as replicates.

2.4. Food preference activity

The activity of food preference of the all extracts was studied using leaf disc with free
choice method.***” Fresh maize leaf discs (13 mm diameter) were submerged in 250, 500 and 1000
mg Kg™' concentrations of crude extracts eluted in water and Tween. The leaf discs treated only with
water and Tween (250, 500 and 1000 mg Kg™) were used as control. In each Petri dish (1.5cm x 9
cm) we placed two equally spaced discs, treated and untreated, with the bottom covered with wet
filter paper. One FAW larva in the third instar was introduced at the center of the each Petri dish. We
recorded the progressive consumption of the leaf area by larvae after 24 h using a leaf area meter.
Ten replicates were conducted for each treatment. The index of food preference (IP) was calculated
using the following formula.*
= 2 x (leaf area consumed in treated) / (leaf area consumed in control + leaf area consumed in
treated).

IP > 1 = phagostimulant; IP < 1 = antifeedant activity

2.5. Ovicidal activity

The ovicidal activity of the extracts was evaluated using 10 replicates of 30 FAW eggs (24
hours old), arranged in circular pieces of 4cm ? filter paper. Eggs were immersed in the extracts
(250, 500 and 1000 mg Kg™) or distilled water and Tween (control) for ten seconds. They were then
transferred on the filter paper and kept in laminar flow hood for five min to eliminate excess

moisture. Next, the filter papers (repetitions) with the eggs were transferred to plastic cups (50 mL)
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containing a moistened cotton swab, and closed with a cardboard until the larvae hatched. The

ovicidal activity was calculated as a function of the percentage of eggs that did not hatch.

2.6. Larvicidal activity

A total of 10 pL of each extract (ethanolic extracts and ethyl acetate of fruits and seeds in the
concentrations of 250, 500 and 1000 mg Kg™) or fraction of the ethyl acetate extract obtained after
the chromatographic column separation (F1, F2, F3, F4 and F5 at 250 mg Kg™') were applied on 13
mm-diameter corn leaf discs. Each disk was placed in a plastic cup (50 mL) containing a third instar
larva and a moistened cotton swab. To maintain humidity and prevent larvae from escaping, the cup
was closed with a cardboard. Thirty repetitions were performed for each experiment, including the
control and each cup was considered as one replicate.**° Every 24 hours we changed the food and
noted on the duration of the larval phase and insect mortality. Additionally, we weighted the larvae
15 days from the beginning of the treatment.

2.7. Pupicidal activity

Only the effect of extracts assimilated during larval feeding were evaluated, which means
that our data were obtained from pupae originating from the larvicidal activity trial. After
metamorphosis the pupae were kept individually in plastic cups (50 mL) containing moist
vermiculite until emergence of the adults. Pupicidal activity was calculated by subtracting the
number of adults emerged from the total number of pupae.”’ The pupae and adults were also
evaluated for the presence of abnormalities, deformities and tumors.*

For the comparisons purposes, the percentage of cumulative survival was calculated using
the inverse of the mean (%) ovicidal, larvicidal and pupicidal activity of each extract, fraction and
concentration. The mean values of mortality (%) were calculated using the following formula:
Cumulative mortality = {1- [1 - (ovicidal activity /100)] * 1 - (larvicidal activity /100)] * 1 -

(pupicidal activity /100)]} * 100.
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As the fractions of the seed extract obtained with ethyl acetate were not used to evaluate

ovicidal activity, only data from larval and pupal mortality were compared with one another.

2.7. Statistical analysis

All experimental data were analyzed using one way ANOVA. Significant differences

between treatments were determined using Tukey's multiple range tests (P< 0.05).

2.8 Toxicity test

The ethyl acetate seeds extract was submmitted to an acute oral toxicity test on rats according
to No. 870.2500 OECD 425 protocol. The test was carried out by Laboratério de Experimentacion
Animal of Facultad de Quimica of Universidad de la Republica — Montevideo/ Uruguay, laboratory

accredited by de CHEA (Comision Honoraria de Experimetacion Animal) of Uruguay.

3. RESULTS

3.1. Phytochemistry

Bioguided assays (ovicidal, larvicidal & pupicidal activity) were performed with the four
different extracts obtained from seeds and fruits, and the ethyl acetate seed extract yielded the best
results. A preliminary TLC phytochemical study of the ethyl acetate seed extract using different
dyeing reagents indicated the presence of terpenoids, saponins, phenolic compounds, as well as
aromatic compounds. A subsequent purification of the extract performed by column
chromatography on silica gel, yielded five fractions that were tested with the larvicidal and
pupicidal assays, the F3 had the most interesting activity. The phyotochemical profile of F3 showed
enrichment in triterpenoids as the main compounds present in the mixture. The major compound of

F3 was isolated and purified.
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The Mass Spectrum of the main isolated component of F3 (compound 1) (supporting
information Figure S1) showed a high intensity peak (100%) at m/z 143 due to tetrahydrofuran
contanig lateral chain, which is also typical of Meliaceae dammarane type triterpenols. Most of the
dammarane triterpenes reported from Meliaceae have an hydroxyl function at C-25 as in this case
(The fragmentation pathway is shown in supporting information Figure S2).

The 'H NMR (Table 1),”°C, COSY, HSQC and HMBC spectral data, allowed the
identification of the dammarane triterpene. In the "C spectra, a signal around 200 ppm was
observed, presumably due to a keto function. Four other resonances were detected between 90-60
ppm, due to hydroxyl bearing carbons. Two of them were lacking in the HSQC spectra, indicating
that they were attached to quaternary carbons. Resonances around 50 ppm, according to the
literature', indicated the presence of a substituted D-ring of the triterpenoid bearing the lateral
chain of dammarane from Meliaceae (Table 2).

Table 1:'H NMR Assigments for compound 1.

H Signal H Signal
1 1.50-1.30m 18 1.02s
2 235-2.15 19 0.84s
5,6,9 1.70 - 1.40 m 21 1.17 s
7 3,72 (m) 22-23 .16 -1.13m
11,12,13 1,70.155 24 3.67t
15 3.42m 26,27, 30 1.28-1.25
16,17 1,95-1,48 28-29 0.99-0.96 m

Table 2: Selected C NMR chemicals shifts of compound 1.

C 3C (6=ppm)
3 197.341
7 130.271
15 76.369
21 77.346
24 86.525
25 68.753
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The 'H allowed the detection of two resonances of protons attached to hydroxylated carbons,
between 0=4.0 and 3.0ppm; a multipet centered at =2.3ppm and signals due to complex multiplets
that could be tentatively assigned after the HSQC and the COSY experiments, belonging to the
tetracyclic ring system.

The COSY experiment allowed to correlate the protons between C-2 to C-1 as well as the
solely correlation of the C-7H proton with the germinal protons attached to C-6 and a more complex
correlation was observed for the methine proton, which could be related to two geminal protons
which in turn were connected to a proton that was the one attached to the C-17 as determined
through the HSQC. From the combination of these spectroscopical findings the structure shown in

Figure 1 for compound 1, a 3-keto-21,24-epoxi-dammarane-7,15,25-triol is proposed.

OH

OH
(6) OH

Figure 1: Suggested structure compound 1.

3.2 Food preference activity

All extracts from C. canjerana canjerana at a concentration of 250 mg Kg' had a
phagostimulant effect (Table 3). In higher concentrations (500 and 1000 mg Kg™), however, we
observed inhibition of feeding, ie, a phagodeterrent effect. Results were statistically significant (P <
0.05) for seed extracts obtained with ethyl acetate: they had a small phagodeterrent effect at 500

mg Kg™', and inhibited feeding in concentrations of 1000 mg Kg™', demonstrating a repellent effect.
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Table 3: Food preference activity of C. canjerana crude extracts in different concentrations
(mg Kg') on larvae of FAW.

Concentration
Crude extract
250 500 1000
Ethyl acetate fruit 1.20 (+0.04) b 0.28 (£0.05) a 0.27 (0.09) a
Ethanol fruit 1.31 (+0.09) ab 0.20 (£0.03) a 0.18 (£0.05) a
Ethyl acetate seeds 1.82 (+0.05) a 0.05 (£0.02) b 0.00 (£0.0) b
Ethanol seeds 1.44 (£0.05) ab 0.22 (+0.03) a 0.31 (£0.04) a

Within columns, mean =+ SE followed by the same letter do not differ significantly using Tukey's test, P < 0,05.

IP > 1 = phagostimulant; IP < 1 = antifeedant activity
3.3. Ovicidal activity

The ovicidal activity (Table 4) was dose-dependent and ranged from 0.00 to 23.34% at 250
mg Kg', 0.00 to 34.27% at 500 mg Kg™', and 5.33 to 69.69% at 1000 mg Kg™'. Significantly higher

values were obtained with the seed extracts, especially those obtained with ethyl acetate.

3.4. Larvicidal activity

The seed extracts were more active than the fruit extracts at the same concentration. At 500
mg Kg™' concentration 100% mortality was observed for both assayed seed extracts.

The larvicidal activity (Table 4) of seed and fruit extracts at 250 mg Kg™' ranged from 10.00
to 29.99%. Whereas the fractions from the ethyl acetate seed extract ranged was 13.34 to 60.00%.
The F3 in the lowest concentration had twice the larvicidal activity, which was significantly higher
than the best result obtained with fruit ethanolic extract and three times more potent than the crude
extract from which it originated. Similarly, excluding the ovicidal activity, the cumulative survival
was much lower when (F3) was used than in the treatment using the crude extract. At
concentrations of 500 and 1000 mg Kg™' the values of larval mortality associated with fruit extracts
differed between concentrations, but not between solvents. At these higher concentrations, the
different values of larvicidal activity were all significantly lower than those obtained with the

extracts originating from seeds using both solvents, responsible for killing almost all larvae.
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Table 4: Ovicidal, larvicidal, pupicidal activity and cumulative mortality (percentual de
mortalidade) of C. canjerana crude extracts and fractions of ethyl acetate seeds extract, in different
concentrations (mg Kg™) on immature of FAW.

Treatments Activity Cumulative
Ovicidal Larvicidal Pupucidal Mortality

250 0.00 (x0.00)d  16.06 (£0.33) d 8.69 (+0.13)d 23.35
Ethylacetate fruit 500 0.00 (+0.00)d  38.45(+1.45)¢  10.39 (£0.45) de 44.85
1000  29.63 (£0.26)c  62.22 (+2.07)b  11.88 (+0.26) cd 76.57
250 0.00 (£0.00)d  29.99 (£0.72) ¢ 31.25(x0.79) b 51.87
Ethanol fruit 500 334 (£0.45)d  27.58 (¥3.94)c  5.47 (x0.21) ef 33.83
1000 533 (x0.57)d  56.66 (x1.95)b  7.06 (£0.24) de 61.87

250 23.34 (#0.74) ¢ 20.00 (£0.67)d  35.00 (£0.69) b  *60.14 (48.00)
Ethylacetate seeds 500 34.27 (£0.92) ¢ 100.00 (£0.00)a - 100.00
1000  69.69 (+0.79)a 100.00 (+0.00)a - 100.00
250 16.67 (x0.56) d  10.00 (£0.84) de  11.11 (£0.19) de 33.34
Ethanol seeds 500  33.33(x0.42)c 100.00 (+0.00)a - 100.00
1000  40.00 (£0.22) b  93.33 (+1.16)a  48.25 (x1.68)a 97.93
1 250 0 - 13.34 (#0.36)d  15.24 (£0.15) cd 26.55
2 250 0 - 17.24 (x0.34)d  7.73 (£0.15) de 23.64
Fractions 3 250 0 - 60.00 (x1.34)b  16.75(+0.41) c %66.70
4 250 0 - 30.00 (£0.93) ¢ 10.51 (x0.10) de 37.36
5 250 0 - 33.34 (£0.85) ¢ 10.50 (£0.16) de *40.34
Control 0.00 (+0.00) d 0.00 (+0.00) e 0.00 (+0.00) £ 100,00

Average values of 30 replicates.

*Considered only mortality data of larvae and pupae.
Within columns, mean + SE followed by the same letter do not differ significantly using Tukey's test, P < 0,05.

3.5. Pupicidal activity

As observed for the egg and larval stages, the mortality of pupae (Table 4), in treatments

where there were survivors, was higher for treatments that used both seed extracts. Similar to what

was observed for the first two phases, extracts and concentrations effective against eggs and larvae

were also significantly more effective against FAW pupae.

3.6. Cumulative mortality
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In general, the effect of the four plant extracts tested was dose dependent (Table 4), as can be
seen in the values of mortality at each stage of development and cumulative mortality. We observed
that the cumulative mortality in all extracts, in the highest concentration (1000 mg Kg™), and in F3
(250 mg Kg') was greater than 60%. However, we highlight the results obtained from seeds.
Administration of 500 and 1000 mg Kg' induced a total cumulative mortality of almost 100% for

both solvents.

3.7. Larval weight

The extracts of fruits and seeds of C. canjerana obtained with ethyl acetate and ethanol and
the fractions of the seed extract obtained with ethyl acetate influenced significantly the weight and
consequently the size of FAW larvae, as demonstrated after measurements for 20 days, during the
development (Table 5), especially with respect to the reduction in size (Fig. 2A). The effect of F4 is
worth mentioning because it yielded significantly larger larvae than the control. Similarly to what
was observed for mortality, a much greater effect of both seed extracts was observed at
concentrations of 500 and 1000 mg Kg™'. All larvae treated with ethyl acetate extracts died and only
6.77% of those treated with ethanolic extract reached the pupal phase. A residual effect killed nearly
50% of surviving pupae (Table 4). As a result of decreased larval weight, although not quantified,
the pupae in the treatments with ethyl acetate and ethanol seed extracts were significantly smaller,

about half the size (Fig. 2B).
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Table 5: Larval weight (mg) of FAW, 20 days old, treated with C. canjerana crude extracts and
fractions of ethyl acetate seeds extract, in different concentrations (mg Kg™).

Crude extract / fractions

Concentration

250 500

1000

Ethyl acetate fruit
Ethanol fruit
Ethyl acetate seeds
Ethanol seeds
Fl1
F2
F3
F4
F5

Control

120.7 (£0.02) £ 154.0 (£0.01) b
136.6 (£0.05) ¢ 155.6 (+0.04) ab
101.3 (£0.03)h  23.7 (20.00)d
98.5(x0.02)h  30.5(0.01)¢c
159.8 (£0.04) b -ememememeee
153.7(0.03) ¢ oo,
1155 (£0.06) & wovoovovererreee
189.4 (20.04) 8 .voovveereereer,
147.80 (£0.04)d ~ .vooooieeere,

160.00 (0.08) b 157.00 (+0.03) a

147.9 (+0.03) b
139.6 (20.04) ¢
31.7 (£0.03) d

32.5 (£0.01) d

163.1 (£0.03) a

Within columns, mean + SD followed by the same letter do not differ significantly using Tukey's test, P < 0,05.

3.8. Larval stage duration

The extracts of C. canjerana canjerana administered in the diet of the FAW also influenced

the duration of the larval stage (Table 6), which was significantly longer for virtually all treatments

and concentrations, as compared with the control (P < 0.05). The table 6 does not show the data on

the duration of the larval stage for the treatments with seed extracts using ethyl acetate and ethanol

administered at higher concentrations, because all larvae died. However, we observed that larvae in

these treatments were smaller and took longer to development, lasting up to 36 days before death,

still in the larval stage. The larval cycle was also longer when the larvae ingested fractions two,

three and five.
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Table 6: Larval stage duration (days) of FAW treated with C. canjerana crude extracts and fractions
of ethyl acetate seeds extract, in different concentrations (mg Kg™).

Concentration
Crude extract / fractions N 250 500 1000
Ethyl acetate fruit 30 33.00 (£0.54)a  41.00(£0.33)a  29.50 (£0.32) b
Ethanol fruit 30 3320 (£0.72)a  26.00 (£0.79) b  23.75 (£0.63) c
Ethyl acetate seeds 30 34.00 (£0.68) 2  .ieeveeees e
Ethanol seeds 30 36.00 (£0.33)a ..o 36.75 (£0.66) a
Fl1 30 23.00 (£0.32) b s e
F2 30 29.00 (£0.92) a e e
F3 30 2840 (£0.90)a  icees e
F4 30 23.00 (£0.90) b s e
F5 30 2550 (£1.06) b s
Control 30 23.00 (£0.50)b  24.00 (£0.50) b  23.33 (+0.80) ¢

Within columns, mean + SE followed by the same letter do not differ significantly using Tukey's test, P < 0,05

3.9. Abnormalities

Besides the effects described and quantified previously, abnormalities such as tumors,

inability to perform ecdysis, and intermediate stages of development such as larva-pupa and pupa-

adult were observed in the development of FAW individuals (Fig. 2).
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Figure 2. Effects of crude extracts and fractions of Cabralea canjerana on FAW (Spodoptera
frugiperda).(A) larvae size - top (control), low - ethyl acetate seeds; (B) Pupae size - top (control),
low (semente etandlico). (C) Incomplete ecdysis (ethanol Seeds). (D) Larval-pupal intermediate
(fraction 3). (E) Top abnormal pupa (ethyl acetate seeds) Low normal pupa (control). (F) Pupal-
adult intermediate (F3). (G) Pupal-adult intermediate (F2). (H) Normal adult. (I) Pupal-adult
intermediate (F1). (J) Deformed adult (ethyl acetate fruit).

3.10 Toxicity test

The seed extract ethyl acetate at a dose of 2000 mg Kg™' showed no toxicity to the rats, where
during the 14 days of observation did not cause the mortality of animals, therefore the estimated
LDs, for this product is estimated between 500 and 5000 mg Kg™, so it is assigned to Category III
of toxicity according to OECD 425. The toxicity test of the ethyl acetate seed extract was
performed using the limit test with a dose level of 2000 mg Kg' and using the Acute Oral Toxicity
(OECD Test Guideline 425) Statistical Program 1.0. The sample did not induced the death of any of
the animals used hence, it was not necessary to perform the principal toxicity test and the estimated
DLs, for this product is greater than 2000 mg Kg' (Assumed sigma (mg/kg): 0.5), for what is

assigned to category III of toxicity according to OECD 425.

4. DISCUSSION

4.1. Phytochemistry
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The presence of triterpenoids as the main compounds in ethyl acetate seed extracts and in
F3, corroborates the findings in literature, who described limonoids and dammaranne triterpenes
as the major compounds found in Meliaceae plants extracts. These type of compounds had also
been identified in C. canjerana.'* According to several authors,**® the triterpenes, and more
specifically the limonoids, are the main active components of Neem. Many triterpenoids in plants

of the family Meliaceae described in the literature have many different insecticidal effects.*

The phytochemical study indicated that the extract from C. canmjerana presented bioactive
compounds like triterpenoids with structural similarities with dammaranes that were reported to C.
canjerana in literature. '* °” Nevertheless, after examining the 1-D and 2-D NMR spectra, the
chemical shifts assignements (Table 1) were performed. We concluded that this compound it is not a
seco dammarane. The signals due to an exocyclic isopropenyl chain, that should be present on a
Seco-A ring tritperpenoid spectrum, were lacking in the 'H spectrum. (a doublet around &= 4.8
ppm, assigued to germinal vinyl protons and a singlet of three protons at &= 1.7 ppm of the methyl
group attached to a double bond) is not present in the 'H spectrum. The compoud that was
characterized after the spectroscopical analysis, is probably a biosynthetic precursor of the Seco A-
dammarane triterpenes described '* , via Baeyer Villeger type oxidation to the lactone followed by
an anti-markovnikov elimination of the C-4 hydroxyl to yield the characteristic vinyl group of Seco
A-dammaranes.

4.2. Food preference activity

The results concerning food preference activity in this study, showing that the lowest doses
(250ppm) are phagostimulant (Table 3), and that larger doses deter FAW larvae, had not yet been
described in the literature. The various studies that evaluate toxic effects of plant extracts on the

feeding activity of noctuid larvae highlight their activity as deterrents,’"**%

and rare plant species
whose extracts act as phagostimulants.®®® Even in the case of the FAW, *° observed that hexanic and

ethanolic extracts of seeds of 22 species of Meliaceae were mostly deterrent, with associated
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larvicidal and pupicidal activity. The fact that the lowest concentration (250 mg Kg') has a
phagostimulating effect on the FAW, reducing overall survival from 76.65 to 39.86% (Table 4),
indicates that, at this concentration, FAW larvae inadvertently consume toxic substances in the
extract. This effect is desirable when the goal is to introduce a disguised substance with insecticidal
action. On the other hand, like most studies involving noctuids,’*** higher concentrations are more
harmful to the larvae. Phagodeterrents in real applications may play an important role repelling the
FAW larvae (an aspect still largely unexplored). The FAW, as various other armyworms, is a
generalist species whose larvae are very mobile. They feed at night, and go down near the ground
during the day, returning the next night to feed on any plant available.® Our results indicate that, for
an effective control of FAW using crude extracts, low doses should be evaluated, whereas high

doses, however more active, probably lead the larvae to "escape " to other crops .

4.3. Ovicidal activity

The ovicidal activity (Table 4) observed in 1000 mg Kg' treatment employing seed extracts
of C. canjerana obtained with ethyl acetate was similar to that described for treatments that used
three Neem-based insecticides (72-78%) against Spodoptera exigua (Hiibner, [1808]).° The results
of this study confirm the potential use of plant extracts with active compounds, including those
from C. canjerana, to kill lepidopteran eggs.®®¢*® Moreover, considering that our study, however
promising, only assessed mortality in 24-hour age eggs, our results may be underestimated, since
the greatest ovicidal activity of plant extracts has been reported on 48 -72 hour old eggs.®**® The
greatest ovicidal activity of ethyl acetate seed extract (1000 mg Kg™) should be associated with the
presence of many triterpenoids which easily crossed the outermost layer of the eggs, reaching the
embryo.” In practical terms, beyond the ovicidal effect, like the Neem-based insecticides for the

very FAW,* and other noctuids, ****"° C. canjerana extracts are expected to respell females,
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deterring oviposition, an effect typically are associated with larval feeding deterrence,* as described

in this study.

4.4. Larvicidal activity

The various aspects related to the biological activity of extracts of fruits and seeds of C.
canjerana on FAW larvae, including larvicidal activity, delayed development, reduced weight and
deformation are similar to results reported in several studies using extracts of different structures of
representatives of Meliaceae, including the Neem on the FAW, ™45 G oxioua,® S. littoralis
(Boisduval, 1833),”"* H. armigera, ™ and Peridroma saucia (Hiibner, 1808),”* and other noctuid
pests.” Similarly to the results obtained with azadirachtin, treatments with the extracts of fruits and
seeds of C. canjerana impact on the physiology of the target insect, interfering with growth and
moulting. Dose response effects can be seen as reduced growth (Table 5, Fig. 2A-B), increased
mortalities (Table 4), abnormal moults (Fig 2 C-J) and delayed moults. These effects are due to a
disruption of the endocrine system which controls growth and molting. The molting effects are due
to a disruption in the synthesis and release of ecdysteroids (moulting hormone) and other classes of

hormones.?

4.5. Pupicidal activity
The activity of plant extracts from several plant groups on the metamorphosis of noctuids,
including the pupal stage, has been previously reported. °°"® For instance, the impact of seeds of

773 and Meliaceae on FAW metamorphosis had already been.”** The pupicidal activity

Neem,
described in this study (Table 4) is certainly related to the effects of substances present in the

extracts and fractions on the physiology of development of the larva.’ The highest pupicidal activity

checked after the ingestion of ethyl acetate extract seed and the F3 to 250 mg Kg™' suggests the
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presence of higher concentrations of substances toxic to the FAW in these extracts, consistent

with,’® who obtained the highest mortality of pupae with ethyl acetate extracts.

4.6. Larval weight

The reduction in larval weight caused by the addition of extracts of C. canjerana in the
larval diet is of practical interest. Larvae fed ethyl acetate and ethanol seed extracts (500 and 1000
mg Kg') and the F3 (250 mg Kg') showed dramatic reduction in weight with respect to the control.
Those individuals who survived gave rise to pupae (Fig. 2B) and smaller adults. Lepidopteran
reserves are accumulated during larval development, which means that conditions adverse to larval
development determine asynchrony with the normal population, hindering copulation, ** interfering

with adult fitness, including reduced fecundity and low-performing offspring.”

4.7. Larval stage duration

The prolongation of the larval cycle, evident in almost all treatments and concentrations,
together with difficulties changing instars, and the occurrence of additional instars (probably to
compensate for malnutrition and reduced growth), comparable with the effects obtained with

8.33.39.61.71278.7 fo0d intake, conversion

azadirachtin is attributed to an inhibition in the production of,”
efficiency,” and for alterations of the peritrophic matrix in the midgut showed such as
degradation,® thickening and fragmentation and a subsequent loss of defense capacity against the
action of extracts substances on the epithelium.**

The larval mortality induced by F3 at a concentration of 250 mg Kg, three times higher
than for the crude extract of ethyl acetate seed in the same concentration, suggests that this fraction
has greater bioactivity. This fraction determined the lightest larval weight, indicating the interaction

between various factors associated with biological activity of these compounds, as described above.

Unfortunately, due to the small amount of material obtained in the fractions we were not able to test
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the biological activity of these fractions at higher concentrations. The triterpenes and limonoids
from Meliaceae can affect the neuroendocrine system and block the release of hormones, preventing
the completion of the ecdysis,’ causing death of the insect. Lepidopterans are more sensitive to

these compounds.

4.8. Abnormalities

The various types of abnormalities observed in larvae (Fig. 2C), pupae (Fig.2B-D-E) and
adults (Fig.2G-1-J) of the FAW are also described in other studies involving representatives of
Meliaceae and Spodoptera, particularly the influence of azadirachtin.™#%¢71738  Thege
abnormalities are related to physiological changes resulting from modifications of the endocrine
system, which controls growth and ecdysis.* "

The C. canjerana seeds extracts, especially those obtained with ethyl acetate, showed potent
antifeedant and negative effects on all developmental stages of the FAW. This effects, including
high mortality indices, were similar those observed in Neem derivates. Our results indicate that this
extract could be used for the development of new pesticide formulations for the control of
armyworms. C. canjerana biosyntheses preferentially dammarane triterpenes than limonoids. In
the present work, a phytochemical marker of the most active extract was characterized. Due to the
promising biological results, these extracts can be potentially used for the alternative control of S.
frugiperda and other pest insects, taking advantage of the little acute oral toxicity they have

demstrated when they were evaluated by the OECD 425 assay.
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6. DISCUSSAO GERAL

Este estudo demonstrou que extratos de frutos e sementes de C. canjerana subsp.
canjerana, apresentam diversos efeitos sobre a mosca-das-frutas-sul-americana A. fraterculus e a
lagarta-do-cartucho S. frugiperda. Tal constatacdo, aliada a identificagdo de triterpenos, compostos
bioativos que agem de diferentes formas contra vérias ordens de insetos (Mordue (Luntz) & Nisbet,
2000), indica que esta planta, a exemplo dos demais representantes da familia Meliaceae, apresenta
potencial para a prospec¢do de compostos ativos a serem empregados no controle de insetos (Roel
& Vendramin, 2006)

As atividades bioldgicas mais evidentes foram a deterréncia a alimentagdo para adultos de 4.
fraterculus e para larvas de S. frugiperda, ja relatados para extratos e inseticidas a base de nim e
outras meliaceas (Aerts & Mordue (Luntz), 1997; Wheeler & Isman, 2001; Akhtar et al., 2008;
Pavela, 2009 ). Diversos efeitos negativos sobre o desenvolvimento foram constatados para ambos
insetos. Entretanto, como descrito na literatura observou-se diferenciacdes entre os efeitos em
funcdo da estrutura vegetal, do solvente e da ordem do inseto (Bogorni & Vendramin, 2003; Matos
et al., 2006). O extrato de fruto em acetato de etila foi o mais efetivo para A. fraterculus, e os
extratos de sementes tanto acetato de etila, quanto etanolico foram mais efetivos para S. frugiperda.

Apesar dos extratos serem administrados de forma distinta, afetaram negativamente o
desenvolvimento de ambos os insetos. Ambos insetos desenvolveram anormalidades, as quais
assemelham-se a anormalidades ja descritas em estudos que empregaram extratos, inseticidas a base
de nim e azadiractina, sobre tefritideos e noctuideos (Schmutterer 1990; Singh, 2003; Ma ef al.,
2000; Silva et al., 2011).

Os efeitos observados neste estudo, em ambos os insetos, indica que C. canjerana apresenta
compostos de agdo similar aos descritos para outras melidceas, particularmente o nim (Mordue

(Luntz) & Nisbet 2000; Mordue (Luntz) et al., 2005). Uma vez que os efeitos correspondem a
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alteragdes fisiologicas dos insetos, resultantes da interferéncia entre o crescimento e o processos de
ecdise, devido a uma interrup¢do na sintese e liberagdo de ecdisterdides (hormonio de muda) e
também de outras classes de hormonios.

A presenga de triterpendides e limondides nos extratos de frutos e sementes em acetato de
etila vem a comprovar os efeitos obtidos sobre ambos os insetos, e era esperada em funcdo de C.
canjerana pertencer a familia Meliaceae, onde ja ha o registro destes compostos para diversos dos
seus representantes (Simdes et al., 2007; Regnault-Roger et al., 2004) incluindo o género Cabralea
onde destaca-se a presenca de triterpenos dammaranos nos ramos e hastes (Braga ef al., 2006) e nos
frutos e sementes (Sarria et al., 2011).

A ocorréncia de compostos com propriedades inseticidas nos extratos de C. canjerana
indica sua potencialidade de uso no Manejo Integrado de Pragas tanto para S. frugiperda quanto

para A. fraterculus.

116



7. CONCLUSOES

Com base nos resultados da avaliagdo da atividade bioldgica de extratos de frutos e
sementes em acetato de etila e etanol e fracdes de C. camjerana sobre a mosca-das-frutas sul-

americana A. fraterculus e a lagarta-do-cartucho S. frugiperda, conclui-se que:

. Os extratos de frutos e sementes obtidos com acetato de etila apresentaram deterréncia a
alimentagdo para adultos de A. fraterculus e para larvas de S. frugiperda, respectivamente.

. O extrato de fruto obtido com acetato de etila apresentou maior toxicidade para adultos de
A. fraterculus, enquanto que os extratos de sementes obtidos com acetato de etila e etanol foram
mais toxicos para larvas de S. frugiperda.

. Todos os extratos de C. canjerana provocaram deterréncia a oviposicao para adultos de 4.
fraterculus.

*  Todos os extratos de C. canjerana induziram diversas anormalidades em imaturos e adultos de
ambos os insetos.

. Entre os extratos de C. canjerana testados, os mais promissores a serem utilizados no
controle de A. fraterculus e S. frugiperda foram os extraidos com acetato de etila.

* O estudo fitoquimico indicou que o extrato obtido por maceracdo com acetato de etila de
semente de C. canjerana apresentou compostos bioativos, particularmente triterpendides.

* O principal composto isolado da fragdo 3 mais ativa (composto 1) corresponde a um triterpeno
damarano denominado 3-keto-21,24-epoxi-dammarane-7,15,25-triol.

* O extrato de semente em acetato de etila na concentracdo de 2000mg/Kg ndo apresentou
toxicidade a ratos durante os 14 dias de observagdo. A DLs, estimada para este produto encontra-se
entre 500 e 5000 mg/Kg, sendo classificado na Categoria III de Toxicidade de acordo com a OECD

425.
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