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RESUMO

ALVES, Dejane Santos. Alteragdes biolégicas, bioquimicas e ultra-
estruturais em Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) provocadas por extratos vegetais e compostos fendlicos. 2009.
100p. Dissertacao (Mestrado em Entomologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.*

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, ¢ um inseto polifago, que
causa danos a diversas culturas, entretanto, os métodos para seu controle sao,
muitas das vezes, ineficientes o que justifica a busca por novas formas de
manejo. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
extratos vegetais e compostos fenolicos sobre caracteristicas biologicas,
bioquimicas e ultra-estruturais de S. frugiperda. Os extratos vegetais,
provenientes das folhas e casca dos frutos, de Copaifera langsdorffii,
provocaram redugdo no crescimento, aumento na duracdo do periodo de
desenvolvimento e na mortalidade, além de afetarem parametros relativos a
reproducdo desse inseto. Ademais, 0os ovos provenientes de insetos que se
alimentaram com esses tratamentos, durante a fase larval, apresentaram
anomalias, quando submetidos a andlises ultra-estruturais. Destacam-se, ainda, o
aumento na excre¢do de proteinas nas fezes dos insetos e a inibi¢do da atividade
de tripsina, em ensaio realizado in vitro. Também se constatou que lagartas
alimentadas com dieta contendo o extrato de Actinostemon concolor
apresentaram reducdo no peso de pupas, prolongamento na fase larval, reducao
na fecundidade e fertilidade dos adultos, além de alteracdes em parametros
nutricionais. Ovos provenientes de adultos nos quais as lagartas foram
alimentadas com os extratos de Palicouria rigida e A. concolor apresentaram
anomalias, quando submetidos a analises ultra-estruturais. Criofraturas
realizadas no intestino médio de lagartas alimentadas com A. concolor
evidenciaram rupturas nas vilosidades desse inseto. O extrato de A. concolor
também se mostrou bastante eficiente em reduzir a atividade triptica de S.
frugiperda em ensaio realizado in vitro. Destaca-se, ainda, que A. concolor
apresentou alta concentragdo de compostos fendlicos e, quando submetidos a
ensaio com S. frugiperda, causaram altera¢des semelhantes as provocadas pelo
extrato bruto, tais como reducdo na sobrevivéncia, peso das lagartas e pupas,
prolongamento da fase larval e alteracdes nos pardmetros nutricionais. Os
resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o potencial de C. langsdorffii
e A. concolor para o controle de S. frugiperda.

Comité Orientador: Geraldo A. Carvalho — UFLA (Orientador); Denilson F. Oliveira —
UFLA



ABSTRACT

ALVES, Dejane Santos. Changes biological, biochemical and ultrastructural
in Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) caused
by plant extracts and phenolic compounds. 2009. 100p. Dissertation (Master's
in Entomology)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The fall armyworm Spodoptera frugiperda is a polyphagous insect that
causes damage in several crops, methods to control are often inefficient and this
justifies the search for new forms of management. Thus, this study was to
evaluate the effect of plant extracts and phenolic compounds on biological,
biochemical and ultrastructural characteristics of S. frugiperda. The plant
extracts, made from the leaves and bark of the fruits of Copaifera langsdorffii
caused a reduction in growth, increase in duration of development, mortality,
and affect the parameters for the reproduction of this insect. Moreover, the eggs
of insects that fed on these treatments during the larval stage, showed
abnormalities when subjected to ultrastructural analysis. Note also the increase
in protein excretion in the feces of insects and inhibition of trypsin activity in
vitro test performed. It can also be observed that larvae fed on diet containing
the extract Actinostemon concolor showed a reduction in pupal weight, increase
in the duration larval phase, reduced fecundity and fertility of adults, and
changes in nutritional parameters. Eggs from adults in which the larvae were fed
with the extracts of Palicourea rigida and A. concolor showed abnormalities,
when subjected to ultrastructural analysis. Criofractures held in the midgut of
larvae fed with A. concolor showed breaks in the villi of this insect. The extract
of A. concolor was also very effective in reducing the trypsin activity of S.
frugiperda test performed in vitro. It can also be evidenced that A. concolor
showed high concentration of phenolic compounds, which when subjected to the
tests with S. frugiperda caused changes similar to those caused by the crude
extract, such as reduction in survival, weight of larvae and pupae, prolongation
of the larval stage and changes in nutritional parameters. The results of this
study show the potential of C. langsdorffii and A. concolor for the control of S.
frugiperda.

Guidance Committee: Geraldo A. Carvalho — UFLA (Major Professor); Denilson F.
Oliveira
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INTRODUCAO GERAL

A grande biodiversidade terrestre ¢ atribuida, principalmente, aos insetos
e as plantas, estimando-se que o numero de insetos e angiospermas seja superior
a 1 milhdo e a 300.000 espécies, respectivamente (Futuyma & Agrawal, 2009).

Os insetos e plantas vém coevoluindo ha milhares de anos e, nesse
sentido, o processo de selecdo natural favoreceu aquelas plantas que
desenvolveram mecanismos de defesa contra o ataque de insetos herbivoros.
Tais mecanismos incluem aumento na densidade de tricomas (Kobayashi et al.,
2008), emissdo de compostos volateis, que atuam atraindo inimigos naturais
(Liu et al.,, 2009) e producdo de metabodlitos secundarios que afetam a
performance dos insetos (Chen, 2008).

Os metabolitos secundarios sdo compostos organicos que, geralmente,
ndo estdo envolvidos diretamente no crescimento, desenvolvimento e
reproducdo das plantas (Herbert, 1989). As plantas produzem grande diversidade
desses compostos, sendo estimado que o numero total exceda a 500.000
(Hadacek, 2002). Dada a enorme diversidade dessas substancias, os produtos
derivados do metabolismo de plantas vém sendo exaustivamente estudados do
ponto de vista de suas atividades bioldgicas. Os metabolitos secundérios sdo
classificados de acordo com a classe quimica, podendo-se citar como exemplos
os compostos fenodlicos (taninos, ligninas e flavonoides), alcaloides, glicosideos
cianogénicos e glicosinatos, entre outros envolvidos na prote¢ao da planta contra
a herbivoria (Mello & Silva-Filho, 2002).

Os produtos naturais de plantas provocam uma série de efeitos adversos
sobre a biologia de insetos o que, por sua vez, pode contribuir para a reducdo

populacional dos mesmos, seja diretamente, a partir do aumento na mortalidade



ou indiretamente, prolongando-se a exposi¢do desses organismos a fatores
naturais de mortalidade.

Ja foi constatado, por exemplo, que o extrato bruto de Porteresia
coarctata Takeoka (Poaceae) apresentou forte acdo deterrente alimentar para
Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera: Noctuidae). Além disso, também foi
verificada redugdo no contetido de proteinas e DNA no tecido adiposo € no
intestino médio desse noctuideo (Ulrichs et al., 2008). Também ¢ possivel citar
que larvas de Xanthogaleruca luteola Mull. (Coleoptera: Chrysomellidae)
tratadas com o extrato metandlico de Artemisia annua L. (Asteraceac)
apresentaram deterréncia alimentar, aumento na duracdo da fase larval,
deformagdo nos adultos, com alteracdes drasticas na morfologia do sistema
reprodutivo feminino e reducdo na fertilidade e fecundidade. Ademais, os
insetos tratados apresentaram niveis de glicose, proteinas, ureia, acido urico,
alfa-amilase, fosfatase alcalina, alanina amino transferase e aspartato amino
transferase significativamente alterados (Shekari et al., 2008). De forma
relativamente andloga, extratos provenientes de Calotropis procera Ait.
(Asclepiadaceae), Rhazya stricta Decne. (Apocynaceae) e Solenostemma argel
(Delile) Hayne (Asclepiadaceae) foram toxicos para Spodoptera littoralis
(Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae), que apresentaram redu¢do no indice de
conversao alimentar e notavel atividade sobre as enzimas alimentares amilase e
invertase (Abdel-Rahman & Al-Mozini, 2007).

Dentre os produtos naturais derivados de plantas atualmente empregados
para o controle de insetos, o nim Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) ¢ um
exemplo de sucesso, sendo a planta mais estudada, com efeito comprovado
sobre, aproximadamente, 400 espécies de insetos (Martinez, 2002). A atividade
biologica do nim foi verificada, inclusive, para a lagarta-do-cartuho do milho
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Prates et al.,

2003), um inseto polifago, de dificil controle, que causa danos a diversas



culturas, sendo considerada praga-chave da cultura no milho no Brasil (Cruz,
1995; Barros et al., 2005). Ademais, vem sendo frequentemente relatada a
sele¢do de populagdes de S. frugiperda resistentes aos pesticidas sintéticos (Yu,
2006; Yu & Mccord Junior, 2007; Virla et al., 2008), justificando-se, assim,
estudos que se busquem novas formas de controle para esse inseto-praga.

Nesse sentido, existem varios trabalhos visando avaliar a atividade
biologica de produtos naturais sobre S. frugiperda. Ja foi constatada a eficiéncia
do extrato das folhas de Trichilia pallens C. DC. (Meliaceae) em reduzir a
sobrevivéncia larval de S. frugiperda (Bogorni & Vendramim, 2003). De forma
semelhante, também foi possivel citar a ndo-preferéncia alimentar de lagartas de
S. frugiperda por folhas de milho tratadas com Odleo essencial de Thymus
vulgaris L. (Lamiaceae) (Castro et al., 2006). Destaca-se, ainda, o efeito
deterrente alimentar do extrato etandlico de Rollinia emarginata (Annonaceae),
sobre S. frugiperda (Colom et al., 2007). No mesmo sentido, também foi
constatado o efeito antialimentar do extrato de folhas de Croton jatrophoides
Pax. (Euphorbiaceae) sobre a lagarta-do-cartucho do milho (Nihei et al., 2004).

Também foi possivel verificar a eficiéncia de extratos provenientes do
fruto verde de Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), das folhas de Ruta
graveolense L. (Rutaceae), de folhas e ramos de Momordica. charantia L.
(Curcubitaceae) e das folhas de Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) no
controle de S. frugiperda (Santiago et al., 2008). Nesse mesmo contexto, os
extratos aquosos de Talisia esculenta (A. St.-Hil.) Radlk (Sapindaceae) e
Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) mostraram efeito na sobrevivéncia, no
peso das lagartas e na duragdo da fase larval de S. frugiperda. Além disso, as
lagartas do tratamento S. saponaria apresentaram atividade triptica menor
(Santos et al., 2008).

Ainda sobre a atividade biologica de extratos vegetais sobre S.

frugiperda, foi constatado que o extrato metandlico dos frutos de Melia



azedarach L. (Meliaceae) afetou o consumo alimentar desse inseto, reduziu a
taxa de crescimento, aumentou o periodo de desenvolvimento larval, além de
acarretar reducdo no peso das pupas (Breuer & Schmidt, 1995). Nesse sentido,
outros trabalhos mostraram que o extrato de M. azedarach apresentou inibigdo
na atividade da colinesterase e a ativacdo de 34% na NADPH-citocromo c
redutase de S. frugiperda (Breuer et al., 2003).

Tendo em vista o exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito de extratos vegetais sobre caracteristicas biologicas, bioquimicas

¢ ultra-estruturais de S. frugiperda.
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1 RESUMO

Toxicidade de extratos de Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae) para
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda é um inseto polifago que
causa prejuizos a diversas culturas, tais como milho e algoddo. Os métodos
atualmente disponiveis para o seu controle sdo, muitas das vezes, ineficientes,
acarretando vérios efeitos adversos, como a sele¢do de populagdes de insetos
resistentes e contaminacdo ambiental. Nesse contexto, extratos de plantas
mostram-se como uma alternativa bastante promissora para uso no manejo de
pragas agricolas. Assim, este trabalfo foi realizado com o objetivo de avaliar a
toxicidade de extratos de Copaifera langsdorffii para S. frugiperda. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeticdes por
tratamento, sendo cada parcela constituida por seis lagartas mantidas
individualizadas. Extratos metanolicos provenientes das folhas e das cascas,
sementes e polpa dos frutos de C. langsdorffii foram incorporados a dieta
artificial e oferecidos a lagartas de primeiro instar de S. frugiperda, em
condi¢des de laboratorio. Os extratos oriundos das folhas e das cascas dos frutos
de C. langsdorffii foram os mais toxicos para S. frugiperda. Dessa maneira,
esses tratamentos foram adicionados em dieta artificial e empregados em novos
ensaios com lagartas de segundo instar de S. frugiperda. Foi constatado que os
extratos vegetais causaram redu¢do no crescimento das lagartas, aumento na
duracdo do periodo de desenvolvimento e mortalidade. A fertilidade e a
fecundidade dos adultos também foram afetadas pelos extratos. Ocorreu menor
viabilidade dos ovos para os tratamentos nos quais as lagartas foram alimentadas
com os extratos das folhas e cascas. Ademais, tais ovos, quando submetidos a
analises ultra-estruturais, sob microscopio eletrénico de varredura, apresentaram
anomalias nas regides aeropilar e micropilar. Destaca-se, ainda, que os
tratamentos com extratos das folhas e cascas de C. langsdorffii aumentaram a
excrecdo de proteinas nas fezes dos insetos e inibiram a atividade de tripsina, em
ensaio realizado in vitro.

Palavras-chave: copaiba, lagarta-militar, produtos naturais



2 ABSTRACT

Toxicity of extracts from Copaifera langsdorffii Desf. (Fabaceae) to Spodoptera
frugiperda

The fall armyworm Spodoptera frugiperda is a polyphagous insect that
causes damage to various crops, such as, corn and cotton. The methods currently
available for its control are often inefficient, leading to various adverse effects,
such as selection of resistant insect and behaviour contaminatiion. In this
context, plant extracts are shown as a promising alternative for use in the
management of agricultural pests. The objective of this study was to evaluate the
toxicity of extracts of Copaifera langsdorffii for S. frugiperda. The experimental
design was completely randomized with six replicates per treatment, each plot
had six caterpillars kept individually. Methanolic extracts from the leaves and
peels, seeds and pulp of the fruits of C. langsdorffii were incorporated into
artificial diet and offered to first instar larvae of S. frugiperda in laboratory
conditions. It was observed that extracts derived from leaves and fruit peels of
C. langsdorffii were more toxic to S. frugiperda. Thus, these extracts added to
artificial diet and used in further experiments on second instar larvae of S.
frugiperda. The plant extracts caused a reduction in growth of larvae, increased
duration of development and mortality. The fertility and fecundity of adults also
were affected by the extracts. It was also observed lower viability of eggs to
treatments in which larvae were treated with extracts of leaves and fruit peels.
Moreover, such eggs when subjected to ultrastructural analysis under a scanning
electron microscope showed abnormalities in aeropylar and micropylar regions.
Note also the treatments with extracts of leaves and fruit peels of C. langsdorffii
increased excretion of protein in the feces of insects and inhibited the activity of
trypsin in vitro test performed.

Key words — copaiba, fall armyworm, natural products
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3 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda é um inseto polifago,
amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais das Américas
(Andrews, 1988), causando prejuizos a diversas culturas, como, por exemplo,
milho e algoddo. O método de controle quimico, geralmente utilizado para o
controle desse inseto, vem favorecido a sele¢do de populagdes de insetos
resistentes aos pesticidas (Yu, 2006; Yu & McCord Junior, 2007; Virla et al.,
2008), o que justifica a busca por novas moléculas para o controle de S.
frugiperda.

No contexto de busca por novas moléculas ativas contra insetos, as
fabaceas se destacam como uma das familias botinicas com maior nimero de
plantas com atividade inseticida. Um dos primeiros inseticidas botanicos
utilizados, a rotenona, foi isolado de uma espécie de planta pertencente a essa
familia (Morallo-Rejesus, 1986). Dentre os efeitos provocados por fabaceaes
sobre insetos, podem-se destacar reducdo na oviposicdo € na sobrevivéncia
(Okwute et al., 2009), interrupg¢do no crescimento ¢ malformacgdes nos insetos
(Innocent et al., 2008) e inibicdo de enzimas digestivas (Ramos et al., 2008).
Quanto a inibicdo de processos enzimaticos, moléculas capazes de inativar a
enzima tripsina de insetos ja foram isoladas de varios géneros de plantas da
familia Fabaceae (Gomes et al., 2005; Oliveira et al., 2007; Macedo et al., 2009).

Nesse sentido, Copaifera langsdorffiii Desf. (Fabaceae) apresenta-se
como uma alternativa bastante promissora para ser utilizada no controle de
insetos, haja vista que essa espécie possui relato de atividade toxica contra
outros insetos (Mendonga et al., 2005). Vale ainda ressaltar que Krauchenco et
al. (2001) isolaram de suas sementes inibidores de proteinases.

Assim, as hipoteses desse trabalho sdo: os extratos provenientes das

folhas, casca, polpa e semente dos frutos de C. langsdorffii apresentam efeitos
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letais e/ou subletais as lagartas de primeiro instar de S. frugiperda; os extratos
oriundos das folhas ¢ cascas dos frutos de C. langsdorffii alteram parametros
bioldgicos e reprodutivos de S. frugiperda; a alimentagdo dos insetos com os
extratos das folhas e cascas dos frutos de copaiba, durante a fase jovem, provoca
alteracdes ultra-estruturais nos ovos provenientes desses adultos; a ingestdo dos
extratos, provenientes das folhas e cascas dos frutos de copaiba pelas lagartas,
causa aumento na excre¢ao de proteinas das fezes desse inseto e os extratos das
cascas ¢ folhas de C. langsdorffii podem provocar inibi¢do na atividade da
enzima tripsina de S. frugiperda.

Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de
extratos provenientes de diferentes estruturas de C. langsdorffii sobre pardmetros

bioldgicos, bioquimicos e ultra-estruturais de lagartas de S. frugiperda.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Criacéo de S. frugiperda

Todos os insetos utilizados nos experimentos foram provenientes de
criacdo de laboratorio, em que as lagartas foram alimentadas com dieta artificial
(Greene et al., 1976) e os adultos receberam como alimento solucdo aquosa de
mel a 10%. Para a montagem dos experimentos, foram utilizadas lagartas

provenientes de segunda postura.

4.2 Coleta e preparo dos extratos vegetais

O material boténico foi coletado no campus da Universidade Federal de
Lavras, MG, durante o més de agosto as 9h00, tendo as amostras foram
encaminhadas para identificacdo e a exsicata depositada no Herbario ESAL, sob

o numero 05437.
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Para o preparo dos extratos, os tecidos vegetais provenientes das folhas,
cascas, polpas ¢ sementes dos frutos de C. langsdorffii foram picados,
macerados em metanol e filtrados utilizando-se algodado hidréfilo. Ao residuo foi
adicionado mais metanol, sendo esse procedimento repetido até que a fase
liquida apresentasse coloracdo bem clara, evidenciando o término da extragdo.
As fases liquidas foram combinadas e concentradas em evaporador rotatorio até
a completa eliminacdo do solvente e, em seguida, foram liofilizadas, dando

origem aos extratos vegetais.

4.3 Ensaio bioldgico com lagartas de primeiro instar de S. frugiperda

Os extratos vegetais foram previamente solubilizados em solucao aquosa
de Tween 80 a 1% e incorporados a dieta artificial de Greene et al. (1976), na
concentragdo de 1.000 ppm. A incorporacdo dos extratos foi realizada ao final
do preparo da dieta, quando esta atingiu temperatura proxima a 55°C, a fim de
se evitar a degradagdo de possiveis compostos presentes nos extratos. Os
pedacos de dieta foram previamente pesados e transferidos para recipientes
plasticos de 50 ml, em que foi inoculada uma lagarta recém-eclodida. Aliquotas
da dieta permaneceram nas mesmas condi¢des em que o experimento foi
conduzido, a fim de se estimar a perda de agua.

Os tratamentos foram constituidos da dieta acrescida dos extratos de
folhas, polpa dos frutos, casca dos frutos ou sementes de C. langsdorffii. Como
tratamentos controle foram adotadas dietas acrescidas de agua ou de solugdo
aquosa de Tween 80 a 1%. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos ¢ seis repetigdes, sendo cada
parcela constituida de seis lagartas que foram mantidas individualizadas,

totalizando 36 insetos por tratamento.
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Os parametros biologicos avaliados foram sobrevivéncia durante a fase
larval, a cada trés dias; peso e consumo alimentar das lagartas apds sete dias da
montagem do experimento; duragdo do periodo larval; duragdo, peso e
sobrevivéncia de pupas.

Para o calculo do consumo alimentar foi utilizado fator de corre¢do para
perda de agua: [1-a/2][W-(L+bL)], em que a = peso inicial da aliquota da dieta;
b = média de perda de peso da aliquota; W = peso da dieta introduzida ¢ L =
peso da dieta ndo comida (Cohen, 2004).

Os valores referentes ao consumo ¢ ao peso das lagartas apos sete dias
de alimenta¢do com os extratos e os parametros duracdo das fases larval e pupal,
peso e sobrevivéncia dos insetos na fase pupal foram submetidos ao teste de
Shapiro-Wilk, utilizando-se o pacote Mvnormteste do software R® (R
Development Core Team, 2009) para verificar a normalidade dos dados. Em
seguida, os dados foram submetidos a ANAVA e ao teste de Scott-Knott,
utilizando-se o pacote Laercio do software R® (R Development Core Team,
2009). Os dados associados a sobrevivéncia dos insetos, durante a fase larval,
foram submetidos a analise de sobrevivéncia, aplicando-se o modelo de Weibull,
por meio do pacote Survival do software R® (R Development Core Team,
2009). Apods a selecdo do modelo matematico mais adequado por meio da
analise de residuos, realizou-se a analise de contraste para verificar a semelhanca
entre os tratamentos empregados e a formagdo de grupos congéneres. Também

foram calculados os tempos letais 50 (TL50) para cada grupo formado.

4.4 Ensaio biolégico com lagartas de segundo instar de S. frugiperda

Os extratos provenientes das folhas e das cascas dos frutos de C.
langsdorffii foram solubilizados em solugdo aquosa de Tween 80 a 1% e
incorporados a dieta artificial, nas concentragdes de 300, 600, 1.000 ¢ 1.300

ppm. Os pedacos de dieta foram transferidos para recipiente plastico de 50 mL,
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em que foi inoculada uma lagarta de segundo instar, com trés dias de vida,
mantida previamente em dieta artificial. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos, dieta contendo extrato das
folhas ou das cascas dos frutos de C. langsdorffii, nas concentragdes de 300,
600, 1.000 e 1.300 ppm. Como tratamentos controles foram utilizadas dietas
acrescidas de agua ou de solugdo aquosa de Tween 80 a 1%. Para cada
tratamento foram empregadas seis repeticdes, sendo a parcela experimental
constituida de seis lagartas mantidas individualizadas. Foram conduzidos
experimentos separados para os extratos provenientes das folhas e para os
oriundos das cascas do fruto de C. langsdorffii.

Para a construgdo da curva de crescimento das lagartas, os insetos foram
pesados apds sete dias da realizagdo do experimento, tendo as pesagens
subsequentes sido realizadas a cada dois dias, até o 17° dia ap6s a montagem do
experimento. Avaliaram-se também a sobrevivéncia acumulada e a duragdo da
fase larval, a duracdo e a sobrevivéncia na fase pupal, o peso das pupas e a razdo
sexual dos adultos (rs = n° de fémeas/n°® de fémeas + n° de machos).

Por ocasido da emergéncia dos adultos, cinco casais de cada tratamento
foram individualizados e mantidos em gaiola de PVC (10 cm de altura x 10 cm
de diametro). Tais insetos foram alimentados com solug@o aquosa de mel a 10%.
A longevidade dos adultos foi determinada por meio de observagdes didrias e as
posturas foram recolhidas diariamente para quantificagdo. Aquelas provenientes
do segundo dia de postura de cada casal foram utilizadas para a determinacdo da
viabilidade e as referentes ao terceiro dia de postura, encaminhadas para
observacdo em microscopio eletronico de varredura, com o objetivo de constatar
anomalias morfologicas nas superficies dos ovos. Também foram registrados os
periodos de pré-oviposi¢ao e oviposi¢ao.

Os valores associados a curva de crescimento das lagartas foram

analisados pelo pacote drc do software R® (R Development Core Team, 2009),
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utilizando-se o modelo logistico e teste de Lack-of-fit. No que se refere aos
parametros sobrevivéncia acumulada e duracdo da fase larval, duragdo e
sobrevivéncia na fase pupal, peso das pupas, razdo sexual dos adultos, periodos
de pré-oviposicao e oviposi¢cdo, longevidade de machos e fémeas, nimero de
ovos por fémeas e viabilidade dos ovos, os dados foram submetidos 8 ANAVA,
conforme descrito anteriormente e as médias, seguidas do desvio padrdo (SD),
foram apresentadas por meio de estatistica descritiva, utilizando-se o pacote

gplots do software R (R Development Core Team, 2009).

4.5 Analise ultra-estrutural dos ovos de S. frugiperda

Os ovos da terceira postura, provenientes dos casais de S. frugiperda
obtidos no ensaio com lagartas de segundo instar, foram submetidos a andlise
ultra-estrutural em microscopio eletrdnico de varredura (MEV). Para analise do
material, utilizou-se o protocolo padrao para amostras bioldgicas, de acordo com
Alves (2004). Inicialmente, os ovos foram fixados com Karnovsky, por 24
horas. Em seguida, foi realizada uma pds-fixagdo com solucdo de tetréxido de
6smio 1% (g/mL) em tampao cacodilato 0,05M. A amostra foi entdo lavada com
agua destilada e desidratada com solug¢des aquosas de concentracao crescente de
acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%). Posteriormente, foram submetidas a
secagem utilizando-se o aparelho de Ponto Critico Balzers CPD 030. Apoés a
secagem, foram montadas em stubs de aluminio e levadas ao evaporador de ouro
SCD 050 da Balzers. Terminado o preparo, amostras foram observadas no MEV
Leo Evo 40. O software utilizado para a geragdo das imagens foi o Leo User

Interface.
4.6 Quantificaciio de proteinas nas fezes de S. frugiperda

As fezes provenientes das lagartas de segundo instar empregadas no

bioensaio anterior foram coletadas, por ocasido da pupagdo, e agrupadas para
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formarem amostras compostas, sendo cada amostra formada pelas fezes de uma
parcela experimental. As amostras foram liofilizadas e aliquotas foram retiradas
para a extracao de proteinas, de acordo com o método adaptado de Ferreira et al.
(2008). Em seguida, os extratos proteicos tiveram o teor de proteina quantificado
por meio do método de Bradford (1976). A concentragdo proteica das amostras
foi determinada espectrofotometricamente a 594 nm, tomando-se como base
uma curva padrdo de albumina de soro bovina, ou BSA, com concentragdes de
proteina variando de 2 a 20 pg. Para cada amostra composta foram realizadas
trés extragdes e as leituras realizadas em triplicata. Os dados foram submetidos
ao teste de F e analise de regressdo, utilizando-se o software R (R Development
Core Team, 2009).

.....

e cascas dos frutos de C. langsdorffii

As enzimas digestivas foram obtidas de acordo com o método adaptado
de Oppert et al. (2005). Para isso, lagartas de 4° instar de S. frugiperda, mantidas
em criagdo de laboratério, foram imobilizadas em gelo. Em seguida, a
extremidade anterior e a posterior foram removidas e o intestino retirado. O
intestino foi, entdo, macerado em homogenizador tipo Potter, na propor¢do de
dois intestinos para 8 mL de agua destilada a 4°C. Apds a maceracdo, o
homogeneizado foi filtrado em tela de nailon de 100 micrémetros e centrifugado
a 30.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante consistiu no extrato
enzimatico utilizado nos ensaios de inibi¢do de tripsina.

A inibicdo de tripsina foi determinada pela medigdo da atividade
enzimatica residual para o substrato N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BAPNA), na compara¢do em um ensaio cinético com quatro periodos de tempo

(Erlanger et al., 1961; Kakade, 1974).
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
¢ os tratamentos empregados consistiram do extrato de folhas de C. langsdorffii,
nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e 400 ppm e do extrato oriundo da casca
dos frutos de C. langsdorffii, nas concentragdes de 75, 125, 250, 500 ¢ 1.000
ppm, determinadas a partir de ensaios prévios. Como tratamentos controle, a
reagdo procedeu na auséncia e na presenga do inibidor, enzima e substrato. Para
isso, cada tubo com 200 pL do extrato enzimatico foi incubado com o mesmo
volume do extrato bruto de C. langsdorffii, previamente solubilizado em
metanol. Em seguida, foi adicionado o substrato BAPNA, na concentragdao de
0,87 mM, preparado em DMSO e tampao Gly-NaOH 0,1 M, pH 9,7. A reacdo
procedeu a 30°C e, apds o periodo de tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos, a
reacao foi interrompida com solucdo de acido acético a 30%. Foram utilizadas
quatro repeti¢des, sendo cada uma representada por um tubo de vidro.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibigdo de tripsina,
por meio da comparagdo da velocidade de reacdo nos controles e nos
tratamentos com extratos. A analise dos dados foi feita por meio do teste de F e
de analise de regressdo, por meio do software R (R Development Core Team,
2009).

5 RESULTADOS

5.1 Ensaio bioldgico com lagartas de primeiro instar de S. frugiperda

O extrato proveniente das folhas de C. langsdorffii foi o mais toxico as
lagartas de S. frugiperda, apresentando TL50 de 13,17 dias, provocando
mortalidade de 73,4% ap6s o término do periodo de avaliagdo. Os insetos
alimentados com os extratos provenientes das sementes, polpa e casca dos frutos
de C. langsdorffi apresentaram mortalidade de aproximadamente 34% ao

término da avalia¢do, com TL50 de 43,49 dias (Figura 1B).
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O consumo alimentar das lagartas de S. frugiperda, apos sete dias de
alimentagdo, ndo foi afetado pelos extratos vegetais, com médias variando de
491,3+23,65 a 596,4+32,56 mg. Entretanto, os insetos que se desenvolveram em
dieta contendo os extratos provenientes das sementes ¢ cascas dos frutos de C.
langsdorffii apresentaram pesos médios, respectivamente, 1,62 e 4,29 vezes
menores do que aqueles alimentados com dieta contendo o controle Tween
(Tabela 1A).

Os extratos provenientes das sementes, casca e polpa dos frutos de C.
langsdorffii provocaram aumento na duragdo da fase larval de S. frugiperda.
Contudo, esses tratamentos ndo causaram efeitos sobre os pardmetros duracio da
fase pupal, peso de pupas e sobrevivéncia na fase pupal desse noctuideo (Tabela

2A).

5.2 Ensaio biolégico com lagartas de segundo instar de S. frugiperda

Houve reducdo na percentagem de sobrevivéncia acumulada das lagartas
de S. frugiperda (F=5,5425; p<0,0010), tendo as médias nos tratamentos
controle, agua e Tween sido, respectivamente, de 97,245,44 e 86,1£6,21, ao
passo que, nos tratamentos com o extrato das cascas dos frutos de C.
langsdorffii, as médias variaram de 63,9+16,38 a 80,6+19,48. Foi constatado
prolongamento médio da fase larval nos insetos alimentados com o extrato das
cascas dos frutos de copaiba de 2,6 dias, quando comparado com os tratamentos
controle (F=12,2750; p<0,0013). No que se refere ao pardmetro peso de pupas,
as médias foram de 258,4+12,05 ¢ 263,0+5,03 nas testemunhas, agua e Tween e,
nos tratamentos com o extrato, os valores variaram de 233,0+£10,82 a
248,2+19,76 (F=3,6754; p<0,0103). A duracdo da fase pupal nos controles
apresentou médias de 10,1+0,89 e 10,5+0,53, enquanto nos tratamentos com o
extrato os valores médios variaram de 10,9+0,87 a 11,5+0,45 (F=4,0135;

p<0,0066). Nao foram observadas diferencas para a sobrevivéncia dos insetos
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durante a fase pupal (F=1,1274; p<0,3673) e para a razdo sexual dos adultos
(F=1,1274; p<0,3673) (Figura 2B).

No ensaio com o extrato das folhas de C. landsdorffii, a sobrevivéncia
acumulada dos insetos na fase larval apresentou valores médios de 97,2+6,80 ¢
de 94,4+8,60 nas testemunhas, dgua e Tween, respectivamente, ao passo que,
nos tratamentos com o extrato, as médias variaram de 36,7+18,26 a 80,5+12,54
(F=11,1090; p<0,0000). Os tratamentos controle, 4gua e Tween apresentaram
médias para duracdo da fase larval de 19,6+1,23 e 20,0+1,53, respectivamente,
ao passo que, nos tratamentos com diferentes concentragdes do extrato das
folhas, as médias variaram de 23,0+£1,09 a 30,9+4,15 (F=34,9780; p<0,0000). O
peso de pupas apresentou médias de 245,3+20,5 e 258,1+£9,67 nas testemunhas
e, nos tratamentos com o extrato, os valores variaram de 197,2+16,54 a
240,2+14,9 (F=12,1270; p<0,0000). Nao foram constatadas diferencas nos
parametros sobrevivéncia na fase pupal (F=0,5778; p<0,6814) e razdo sexual dos
adultos (F=1,4430; p<0,2493) (Figura 3B).

No que se refere a curva de crescimento com as lagartas alimentadas
com o extrato das folhas de C. langsdorffii, a analise de contraste permitiu a
formacao de quatro grupos. O primeiro era formado pelas testemunhas agua e
Tween, com peso maximo médio de 0,4894 g e o segundo, formado pelos
tratamentos com o extrato das folhas nas concentragdes de 300 e 600 ppm,
apresentou peso maximo médio de 0,2475 g. As concentragdes de 1.000 e 1.300
ppm diferiram entre si, com peso maximo de 0,1414 e 0,0649 g,
respectivamente. Quanto ao extrato das cascas dos frutos de C. langsdorffii,
também foi possivel a formacdo de quatro grupos, sendo o primeiro constituido
pelas testemunhas agua e Tween, com peso maximo médio de 0,4951 g. As
lagartas alimentadas com extrato nas concentracdes de 300 e 600 ppm

apresentaram peso maximo médio de 0,3934 g. O tratamento com extrato nas
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concentragoes de 1.000 e 1.300 ppm propiciou peso maximo médio de 0,3303 e
0,2965 g, respectivamente (Figura 4B).

As lagartas que se alimentaram da dieta contendo os extratos das cascas
dos frutos de C. langsdorffii, nas concentragdes de 1.000 ¢ 1.300 ppm,
originaram adultos que apresentaram médias do periodo de pré-oviposicao de
4,3+0,96 e 3,5+0,58, respectivmente, ao passo que, nas testemunhas, as médias
foram de 2,5+0,57 e 2,8+0,5, para agua e Tween, repectivamente (F=5,6571; p<
0,0026). No que se refere ao periodo de oviposi¢do, as médias variaram de
8,2+0,96 a 8,3+0,74, nos tratamentos controle e de 5,3+1,89 a 6,5+1,91 nos
tratamentos com extratos (F=2,4159; p< 0,0765). A longevidade de machos
(F=1,3500; p< 0,2888) e fémeas (F=1,6848; p<0,1892) nao foi afetada por esse
tratamento. O periodo de oviposicdo € o numero de ovos por fémea foram
reduzidos por todas as concentracdes avaliadas. O numero de ovos por fémea
variou de 1.579,84375,34 a 1.628,8+35,54, nas testemunhas Tween e agua,
respectivamente, ¢ 895,5+112,75 a 1.206,6+127,08, nos tratamentos com o
extrato das cascas de copaiba. A viabilidade dos ovos nos tratamentos controle
foi de 84,2+9,86 e 83,14£9,71, para agua e Tween, respectivamente, ao passo
que, no tratamento com o extrato, as médias variaram de 56,8+9,33 a 69,0+6,28
(F=4,6188; p<0,0043) (Figura 5B).

No ensaio com o extrato das folhas de C. langsdorfii, foi constatado que
ndo ocorreram alteragdes nos parametros periodo de pré-oviposicao (F=0,7143;
p<0,5919), oviposicao (F=0,7788; p<0,5520) e Ilongevidade de fémeas
(F=2,4344; p<0,0809) e machos (F=1,6595; p<0,1988). Entretanto, as fémeas
apresentaram reducdo na fecundidade (F=7,6818; p<0,0006), tendo sido
constatado que as médias para nimero de ovos nas testemunhas, agua e Tween,
foram de 1.895,4+£285,99 e 1.969,0+518,20, respectivamente, ao passo que, nos
tratamentos com extrato, as médias variaram de 1.008,4+489.86 a

1.073,6+179,40. Esse tratamento também causou reducdo na viabilidade dos
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ovos, com médias oscilando entre 53,5+2,75 a 84,5+7,93 (F=13,6150; p<0,0000)
(Figura 6B).

5.3 Analise ultra-estrutural dos ovos de S. frugiperda

Os ovos das fémeas de S. frugiperda oriundas de lagartas que foram
alimentadas com dieta contendo os extratos das folhas de C. langsdorffii
apresentaram descamagdes na superficie da regido micropilar e areopilar do
corion (Figura 7B). J& os tratamentos com os extratos das cascas de C.
langsdorffii provocaram rachaduras e deposi¢do anormal de material no cérion

dos insetos (Figura 8B).

5.4 Quantificaciio de proteinas nas fezes de S. frugiperda

A concentracdo de proteinas nas fezes das lagartas de S. frugiperda
alimentadas com extrato das cascas de copaiba aumentou de acordo com a
concentragdo do extrato, variando de 2,99 a 4,32 pg/mg (F=57,6000; p<0,0000).
Nao houve diferenca na concentracdo de proteinas nas fezes das lagartas
alimentadas com dieta acrescida de agua e de Tween (F=0,0686; p<0,7988),
sendo as concentragdes médias de 2,61 e 2,57 pg/mg, respectivamente. De
forma analoga, foi verificada correlacdo entre o aumento na concentragdo do
extrato das folhas de copaiba e a excre¢do de proteinas nas fezes dos insetos
(F=130,9; p<0,0000), com médias variando de 2,83 a 3,90 pg/mg nos
tratamentos com o extrato. No que se refere as testemunhas, agua ¢ Tween, as
médias foram, respectivamente, de 2,35 e 2,41 pg/mg (F=0,1628; p<0,6951)
(Figura 9B).
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.....

e cascas dos frutos de C. langsdorffii

Os extratos das cascas dos frutos de C. langsdorffii, nas concentracoes
de 75 a 1.000 ppm, causaram inibi¢ao na faixa de 4,7% a 37,7% na atividade de
tripsina de S. frugiperda (F=211,7000; p<0,0000). A inibi¢do na atividade dessa
enzima também foi constatada para os extratos das folhas de C. langsdorffii que,
nas concentragdes de 25 a 400 ppm, apresentaram médias de 11,8% a 46,3% (F=

158,3000; p<0,0000) (Figura 10B).

6 DISCUSSAO

Estudos a respeito da atividade inseticida de C. langsdorffii sao
escassos. Contudo, ja foi relatado o efeito do o6leo de copaiba sobre a
mortalidade de larvas de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidac) (Mendonga et
al., 2005). Também ja foi constatado que outras espécies de plantas,
pertencentes ao género Copaifera, apresentam atividade inseticida, como, por
exemplo, a espécie Copaifera reticulata Ducke (Fabaceae), da qual foram
isolados os dipertenos 3-B-acetoxilabdam-8 (17)-13-dien-15-oico e 4acido
alepterolico, que apresentaram efeito sobre a sobrevivéncia de larvas de A.
aegypti (Geris et al., 2008).

Apesar de os extratos oriundos das sementes, polpa e casca dos frutos de
copaiba também terem afetado a mortalidade das lagartas de S. frugiperda, os
resultados nao foram tdo pronunciados, quando comparados com aqueles obtidos
para o extrato das folhas de C. langsdorffii. Possivelmente, isso se deu em
fun¢do de as plantas apresentarem variagdo na producdo de metabdlitos
secundarios de acordo com a parte estudada (Silva et al., 2002; Harris et al.,

2007; Sharma et al., 2008; Frangois et al., 2009). A variagdo no teor de
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metabolicos secundarios em fungdo da estrutura vegetal analisada apresenta
correlagdo positiva com a atividade biologica (Srivastava et al., 2008).

Em estudo realizado com o extrato obtido a partir de diferentes partes do
fruto de Citrus aurantium (L.) (Rutaceae), foi verificado que a casca do fruto
apresentou maior atividade bioldgica para adultos de Bactrocera oleae (Gmelin)
(Diptera: Tephritidae) do que os extratos obtidos a partir do mesocarpo e do
endocarpo do fruto (Siskos et al., 2007). De forma relativamente analoga, foi
constatado que o extrato de folhas senescentes de Melia azedarach L.
(Meliaceae) foi muito mais efetivo no controle de A. aegypti, provocando alta
atividade larvicida, retardando o tempo de desenvolvimento, além de causar
efeito inibidor de oviposicdo, do que quando comparado com o extrato dos
frutos dessa planta (Coria et al., 2008).

A redugdo no peso de insetos sem que ocorra diminui¢cdo no consumo
alimentar ¢, possivelmente, resultado da presenca de substancias com efeito de
antibiose em seus organismos. Sdo inumeros os relatos em literatura de antibiose
provocada pela ingestdo de substdncias de origem natural, que podem ser
caracterizadas por afetarem a atividade de enzimas digestivas sem, contudo,
causarem redugdo no consumo alimentar (Farias-Rivera et al., 2003; Pavela et
al., 2008). Dentre as classes de substancias com efeito antibiotico, destacam-se
os inibidores de proteinases, lipases e amilases (Nathan et al., 2006; Kansal et
al., 2008; Silva et al., 2009). Nesse sentido, foi isolado, das sementes de
Plathymenia foliolosa (Benth.) (Fabaceae), um inibidor de tripsina, o qual ndo
causou alteragdes no consumo alimentar de Anagasta kuehniella (Zeller)
(Lepidoptera: Pyralidae), contudo, reduziu drasticamente o crescimento e
retardou o desenvolvimento desse inseto (Ramos et al., 2008).

Apesar de os extratos provenientes das sementes, polpa ou casca dos
frutos de C. langsdorffii terem reduzido o peso das lagartas, é possivel que nio

tenham provocado o mesmo efeito no peso das pupas, devido ao alongamento da
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fase larval, constatado nesses tratamentos. Ou seja, as lagartas apresentaram
crescimento mais lento, havendo a necessidade de passarem maior periodo de
tempo se alimentando, a fim de completarem essa fase de desenvolvimento e
atingirem peso de pupa estatisticamente igual ao do controle negativo. O
aumento na duragdo da fase larval, nesse caso, ¢ desvantajoso para os insetos, ja
que aumenta a exposi¢do aos fatores de mortalidade natural em condigdes de
campo, tais como predadores e parasitoides.

De maneira analoga ao constatado no presente trabalho, Medeiros et al.
(2007) observaram aumento na duragdo da fase larval de Ascia monuste orseis
(Latreille) (Lepidoptera: Pieridae) apos tratamento, via ingestdo com extrato de
Sapindus saponaria L. (Sapindaceae). Contudo, nio foi verificada redugdo no
peso das pupas desses insetos. A menor toxicidade de agentes quimicos ao
estagio de pupa dos insetos ja foi constatada por outros autores, sendo, em geral,
atribuida ao fato de apresentarem maior tolerancia a agentes quimicos do que
quando comparada a insetos em estagios mais ativos (Bell, 1978; Jbilou et al.,
2006).

As lagartas de segundo instar de S. frugiperda, alimentadas com o
extrato das cascas dos frutos e fohas de copaifera, apresentaram redugdo na
sobrevivencia. Entretanto, para ambos os tratamentos, ndo foram observadas
relagbes entre as doses utilizadas e a mortalidade acumulada. Em estudo
utilizando 6leo essencial de Pilocarpus spicatus Saint-Hilaire (Rutaceae) para o
controle de ninfas de quinto instar de Rhodnius prolixus Stidl (Hemiptera:
Reduviidae), de maneira semelhante ao constatado no presente trabalho, os
autores ndo puderam propor uma relagdo entre a dose aplicada e seu efeito na
mortalidade (Mello et al., 2007).

Efeitos de crescimento mais lento e de reducdo no ganho de peso de
insetos alimentados com substancias inseticidas de origem natural t€m sido

relatados (Martinez & Emden, 2001; Sintim et al., 2009). Dentre os fatores
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envolvidos na redug@o do ganho de peso, destacam-se as alteragdes fisiologicas
e bioquimicas provocadas pela ingestdo de compostos naturais com atividade
inseticida. Um exemplo é o efeito de Simmodsia chinensis (Clink) (Buxaceae) e
Sesamum indicum L. (Pedaliaceac) sobre lagartas de Spodoptera littoralis
(Boisd.) (Lepidoptera: Noctuidae), que receberam tais tratamentos, via ingestao,
e apresentaram redugdo no ganho de peso corpoéreo (Marei et al., 2009). Os
autores atribuiram a redugdo na massa corporea ao efeito deletério dos
aleloquimicos presentes nessas plantas. Tais substincias, ao passarem pela
membrana peritréfica, podem ter provocado danos ao epitélio do intestino do
inseto ou podem causar inibi¢cdo de enzimas digestivas. Os aleloquimicos podem
também se combinar com aminoacidos acidos no intestino médio, levando a
reducdo no peso dos insetos.

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que o extrato das cascas
dos frutos de C. langsdorffii, quando administrados na fase larval, sdo capazes
de causar efeitos adversos sobre a fase adulta dos insetos. De maneira analoga ao
observado no presente trabalho, o extrato de M. azedarach causou aumento no
periodo de pré-oviposi¢do, reduziu o periodo de oviposi¢do, além de influenciar
negativamente a fertilidade das fémeas de S. littoralis (Schmidt et al., 1997).
Ainda, pode-se citar a redugdo no numero de ovos colocados por S. frugiperda
apds tratamento, via ingestdo durante a fase larval, de fracdes provenientes de
Ipomoea murucoides Roem et Schult (Convolvulaceae) (Curzio et al., 2009). A
redugdo na fertilidade das fémeas de S. frugiperda também foi constatada, apos a
ingestdo, na fase jovem, de inibidores de proteinases presentes em Momordica
charantia L. (Curcubitaceae) (Telang et al., 2003).

No que se refere as alteragdes estruturais observadas nos ovos de adultos
originados de lagartas alimentadas com os extratos vegetais das folhas e cascas
dos frutos de C. langsdorffii, resultados semelhantes foram encontrados por Fila

et al. (2002). Tais autores, ao estudarem o efeito da exposicdo de larvas de
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Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) ao inseticida fenitrotion,
constataram que os ovos oriundos dos adultos sobreviventes apresentaram
anomalias quando analisados sob microscépio eletrénico de varredura. Foi
possivel observar, em tais ovos, rachaduras em torno da regido micropilar e
aeropilar semelhantes as constatadas no presente trabalho para o extrato das
folhas de C. langsdorffi. A deposi¢do anormal de material no corion de S.
frugiperda, constatada no presente trabalho, assemelha-se a verificada por
Adamski et al. (2005), ao estudarem a interagdo entre a heranca de
malformagdes coridnicas € a resisténcia de S. exigua a inseticidas. Ademais, os
autores formularam a hipdtese de que esse efeito pode ter ocorrido devido ao
fato de os pesticidas organofosforados apresentarem, em geral, capacidade de
causar disturbios no metabolismo de proteinas. E, como a camada de cimento do
corion € composta por lipoproteinas, tal inseticida, possivelmente, provocou
distirbios nas glandulas de cimento das fémeas, o que explica as malformacdes
encontradas no corion dos ovos desses insetos. Tais resultados assemelham-se
aqueles encontrados no presente trabalho, no qual também foi constatado que o
extrato de C. langsdorffii foi capaz de alterar o metabolismo proteico de S.
frugiperda.

O aumento no teor de proteinas excretadas nas fezes das lagartas, aliado
a inibi¢do na atividade de tripsina, demonstra que, possivelmente, um dos modos
de acdo do extrato de C. langsdorffii sobre S. frugiperda seja por meio da
inibi¢@o de tripsina. Tais resultados encontram sustentagdo no trabalho realizado
por Krauchenco et al. (2001), em que foi purificado, das sementes de C.
langsdorffi, um inibidor de proteinases. No mesmo sentido, Silva et al. (2001)
caracterizaram inibidores de tripsina nas sementes de C. langsdorffii. Os
inibidores de proteinases sdo capazes de causar efeito nos insetos de magnitude
semelhante aos observados no presente trabalho, tais como redug¢do na

sobrevivéncia e no ganho de peso, alongamento das fases jovens e alteragdes na
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fecundidade e na fertilidade dos insetos (Leo & Gallerani, 2002; Gomes et al.,
2005; Bhattacharyya et al., 2007).

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que C.
langsdorffii apresenta potencial para ser utilizada no manejo de S. frugiperda, ja
que o extrato dessa planta foi capaz de reduzir a sobrevivéncia da lagarta-do-
cartucho. Além disso, provocou efeitos subletais, tais como redugdo no
crescimento, aumento no tempo necessario ao desenvolvimento, redugdo na
fertilidade e fecundidade das fémeas, altera¢des estruturais nos ovos dos insetos
provenientes de adultos que receberam o tratamento durante a fase larval e

modificagdes no metabolismo proteico.
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ANEXOS
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TABELA 1A Médias (+EP) para consumo alimentar e peso das
lagartas de Spodoptera frugiperda, apos sete dias
de sua exposi¢ao as dietas tratadas com os

extratos de Copaifera langsdorffii......................... 37
TABELA 2A Médias (+EP) para duragdo das fases larval e pupal,
peso das pupas, sobrevivéncia na fase pupal de
Spodoptera frugiperda tratados em dieta artificial com

os extratos de Copaifera langsdorffii............ccccoeenae.n. 38
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TABELA 1A Médias (=EP) para consumo alimentar e peso das lagartas
de Spodoptera frugiperda, apds sete dias de sua exposi¢do as

dietas tratadas com os extratos de Copaifera langsdorffii.

Tratamento . Consumo 1 Peso das I%gartas
alimentar (mg) (mg)

Agua 491,3+23,65 56,3£3,36 a

C. langsdorffii — casca do fruto 560,6=17,20 12,4+5,60 ¢

C. langsdorffii — folha® - -

C. langsdorffii — polpa do fruto 596,4+32.56 49,5+8.46 a

C. langsdorffii — semente do fruto 525,94+29,59 32,8+6,75 b

Tween 514,0+18,98 53,2+4,98 a

p< 0,0710 0,0000

F 2,7413 10,703

T =~ N N N
Nao significativo.

’Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de

Scott-Knott.

’Devido & alta mortalidade observada no tratamento, nio foi possivel mensurar

esse parametro.
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TABELA 2A Médias (+EP) para duracdo das fases larval e pupal, peso das pupas, sobrevivéncia na fase pupal de
Spodoptera frugiperda tratados em dieta artificial com os extratos de Copaifera langsdorffii.

Tratamento Duracdo da fase Duracdo da fase Peso de pupas Sobrevivéncia na
larval (dias)' pupal (dias) (mg)’ fase pupal (%)

Agua 23,240,24 b 11,6+0,24 308,5+3,03 89,7+4,72

C. langsdorffii - casca fruto 27,9+1,53 a 11,4+0,35 310,0+10,0 100,0+0,00

C. langsdorffii — folhas’ - - - -

C. langsdorffii - polpa fruto 26,0+1,08 a 14,9+0,34 316,9+9,81 100,0+0,00

C. langsdorffii — semente 26,1+1,40 a 12,2+40,59 314,8+5,08 76,3+10,19

Tween 80 a 1% 23,9+0,29 b 11,5+0,58 304,8+5,42 87,8+5,81

p< 0,0001 0,2445 0,4195 0,0634

F 18,458 1,4135 0,6714 3,0278

'Médias seguidas de mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia.

*Nao significativo.

*Devido a alta mortalidade observada nesse tratamento, nio foi possivel mensurar esses parimetros.



ANEXO B

FIGURA 1B Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda, ao longo
do tempo, alimentadas com dieta artificial contendo extratos
provenientes das folhas, sementes, casca e polpa dos frutos de
Copaifera langsdorffii, sendo y = exp((n)(-a)*(x ), em que y
= sobrevivéncia; pu = tempo letal 50; o = 1,013171 e x = tempo

FIGURA 2B Médias (+SD) para sobrevivéncia acumulada e duragdo da fase
larval, peso de pupas, duragdo e sobrevivéncia na fase pupal e
razdo sexual de Spodoptera frugiperda alimentada com dieta
artificial contendo diferentes concentracdes de extratos da casca
dos frutos de Copaifera langsdorffii..........cccccoeeveieiiiciiiiieene,

FIGURA 3B Médias (+SD) para sobrevivéncia acumulada e duragdo da fase
larval, peso de pupas, duragdo e sobrevivéncia na fase pupal e
razdo sexual de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo diferentes concentragdes de extratos das
folhas de Copaifera langsdorffii...........cccocveevevevenenininciie,

FIGURA 4B Curva de crescimento de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas com dieta artificial contendo extratos das folhas e
da casca dos frutos de Copaifera langsdorffi, sendo y =
1/(1+exp(b(log(x)-log(e)), em que “b” e “e” sdo os interceptos
(53111 o O (€ 1) TSP

FIGURA 5B Médias (£SD) para os periodos de pré-oviposi¢ao e oviposic¢ao,
longevidade de fémeas e machos, nimero de ovos por fémea e
viabilidade dos ovos de adultos de Spodoptera frugiperda que
receberam, durante a fase larval, tratamento com diferentes
concentragdes dos extratos vegetais das cascas dos frutos de
Copaifera 1angsdorffii..........ccccevvevierieniecieneneneceeeeee e

FIGURA 6B M¢édias (+=SD) para os periodos de pré-oviposi¢ao e oviposigao,
longevidade de fémeas e machos, numero de ovos por fémea e
viabilidade dos ovos de adultos de Spodoptera frugiperda que
receberam, durante a fase larval, tratamento com diferentes
concentragdes dos extratos vegetais das folhas de Copaifera
1ANGSAONTHil....cevivieieei e

FIGURA 7B Microscopia eletronica de varredura dos ovos dos adultos de
Spodoptera frugiperda provenientes das lagartas tratadas com
os extratos das folhas de Copaifera langsdorffii. A, B e C: agua
(setas indicam regido aeropilar e micropilar, respectivamente,
sem alteragdes morfoldgicas); D, Ee F: T etas indicam
regido aeropilar e micropilar, respectivamente, sem alteragdes
morfologicas); G, H e I: C. langsdorffii folhas 300 ppm (setas
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indicam regido aeropilar e micropilar, respectivamente, com
alteracoes); J, K e L: C. langsdorffii folhas 600 ppm (setas
indicam regido aeropilar e micropilar, respectivamente, com
alteracoes); M, N e O C. langsdorffii folhas 1.000 ppm (setas
indicam regido aeropilar e micropilar, respectivamente, com
AIEETACOES).c.viieeieeeiieiie ettt ee ettt be e sae e ste e e e e b e e e enes 47
FIGURA 8B Microscopia eletronica de varredura dos ovos dos adultos de
Spodoptera frugiperda provenientes das lagartas tratadas com
os extratos da casca dos frutos de Copaifera langsdorffii. A e
B: 4gua (setas indicam areas sem alteragdes morfologicas); C
e D: Tween (setas indicam areas sem alteragdes morfologicas);
E e F: C. langsdorffii 300 ppm (setas indicam areas com
alteracdes morfologicas); G ¢ H: C. langsdorffii 600 ppm
(setas indicam areas com alteragdes morfologicas); I e J: C.
langsdorffii 1.000 ppm (setas indicam areas com alteragdes
morfologicas); (F) C. langsdorffii 1.300ppm (setas indicam
areas com alteragoes morfologicas).......cccuveveeecieerieeecieeneeereenne, 48
FIGURA 9B Quantificagdo de proteinas nas fezes das lagartas de Spodoptera
frugiperda alimentadas com diferentes concentragdes dos
extratos da casca dos frutos e das folhas de Copaifera
1ANGSAONTTi....cvieieiceeee e 49
FIGURA 10B Inibi¢8o na atividade de tripsina (%) de Spodoptera frugiperda
apos incubacdo com o extrato das folhas e das cascas dos frutos
de Copaifera langsdorffii...........cccocoeieieiiiiiieiecceee, 50
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FIGURA 5B Médias (£SD) para os periodos de pré-oviposi¢ao e oviposi¢ao, longevidade de fémeas ¢ machos, nimero
de ovos por fémea e viabilidade dos ovos de adultos de Spodoptera frugiperda que receberam, durante a fase
larval, tratamento com diferentes concentracdes dos extratos vegetais das cascas dos frutos de Copaifera
langsdorffii.
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FIGURA 6B Médias (+SD) para os periodos de pré-oviposi¢ao e oviposi¢ao, longevidade de fémeas ¢ machos, nimero
de ovos por fémea e viabilidade dos ovos de adultos de Spodoptera frugiperda que receberam, durante a fase
larval, tratamento com diferentes concentra¢des dos extratos vegetais das folhas de Copaifera langsdorffii.



FIGURA 7B Microscopia eletronica de varredura dos ovos dos adultos de
Spodoptera frugiperda provenientes das lagartas tratadas com os
extratos das folhas de Copaifera langsdorffii. A, B e C: agua (setas
indicam regido aeropilar e micropilar, respectivamente, sem alteracdes
morfolégicas); D, E e F: Tween (setas indicam regido aeropilar e
micropilar, respectivamente, sem alteracdes morfologicas); G, H e I: C.
langsdorffii folhas 300 ppm (setas indicam regido aeropilar ¢
micropilar, respectivamente, com alteragdes); J, K e L: C. langsdorffii
folhas 600 ppm (setas indicam regido aeropilar e micropilar,
respectivamente, com alteragdes); M, N e O C. langsdorffii folhas
1.000 ppm (setas indicam regido aeropilar e micropilar,
respectivamente, com alteragoes).
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FIGURA 8B Microscopia eletronica de varredura dos ovos dos adultos de Spodoptera frugiperda provenientes das
lagartas tratadas com os extratos da casca dos frutos de Copaifera langsdorffii. A e B: agua (setas indicam areas
sem alteracdes morfologicas); C e D: Tween (setas indicam areas sem alteracdes morfologicas); E e F: C.
langsdorffii 300 ppm (setas indicam areas com altera¢des morfologicas); G e H: C. langsdorffii 600 ppm (setas
indicam areas com altera¢cdes morfologicas); I e J: C. langsdorffii 1.000 ppm (setas indicam areas com alteragdes
morfologicas); (F) C. langsdorffii 1.300ppm (setas indicam areas com alteragdes morfologicas).
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FIGURA 9B Quantificagdo de proteinas nas fezes das lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas com diferentes
concentragdes dos extratos da casca dos frutos e das folhas de Copaifera langsdorffi.
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ARTIGO 2

Efeitos de extratos vegetais e compostos fendlicos sobre caracteristicas
bioldgicas, bioquimicas e ultra-estruturais de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae)

(O artigo 2 sera transcrito para a lingua inglesa e encaminhado para publicacdo

no periddico cientifico Industrial Crops and Products)
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1 RESUMO

Efeitos de extratos vegetais e compostos fenodlicos sobre caracteristicas
bioldgicas, bioquimicas e ultra-estruturais de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae)

As propriedades inseticidas de metabolitos secundarios de plantas vém
sendo muito estudados, podendo provocar alteragdes em pardmetros biologicos
dos insetos e comprometendo o seu desempenho. Tendo em vista as dificuldades
encontradas para o controle de Spodoptera frugiperda por meio do uso de
pesticidas sintéticos, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito de extratos vegetais e compostos fendlicos sobre -caracteristicas
bioldgicas, bioquimicas e ultra-estruturais desse inseto. Extratos vegetais
provenientes de Geonoma shottiana, Actinostemon concolor, Palicouria rigida e
Rudgea viburnoides foram incorporados em dieta artificial e oferecidos para
lagartas de S. frugiperda. Os extratos de A. concolor e R. viburnoides reduziram
a sobrevivéncia de S. frugiperda durante a fase larval. Lagartas alimentadas com
dieta contendo o extrato de A. concolor apresentaram redugéo no peso de pupas,
prolongamento na fase larval, redugdo na fecundidade e fertilidade dos adultos.
Quanto aos parametros nutricionais, esse tratamento provocou redu¢do no peso
das lagartas, aumento no indice de consumo alimentar, na digestibilidade
proteica e nas taxas de crescimento relativo, metabdlica relativa, digestibilidade
aparente e custo metabdlico, além de causar reducdo na eficiéncia de conversao
do alimento ingerido e digerido. Alteragdes ultra-estruturais puderam ser
constatadas em ovos provenientes de adultos nos quais as lagartas foram
alimentadas com os extratos de P. rigida e A. concolor. Criofraturas realizadas
no intestino médio de lagartas alimentadas com A. concolor evidenciaram
rupturas nas vilosidades desse inseto. O extrato de A. concolor também se
mostrou bastante eficiente em reduzir a atividade triptica de S. frugiperda em
ensaio realizado in vitro. Destaca-se, ainda, que A. concolor apresentou alta
concentragdo de compostos fenodlicos que, quando submetidos a ensaio com S.
frugiperda, causaram altera¢des semelhantes as provocadas pelo extrato bruto,
tais como reducgdo na sobrevivéncia e no peso das lagartas e pupas, aumento no
indice de consumo, prolongamento da fase larval e alteragdes nos pardmetros
nutricionais. Os resultados encontrados no presente trabalho evidenciam o
grande potencial de A. concolor para o controle de S. frugiperda.

Palavras-chave: produtos naturais, lagarta-do-cartucho, Actinostemon concolor
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2 ABSTRACT

Effects of plant extracts and phenolic compounds on the characteristics
biological, biochemical, and ultrastructural of Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

Secondary metabolites of plants have been widely studied for its
insecticidal properties; such products can cause changes in biological parameters
of insects, thus affecting the performance of the same. Considering the
difficulties encountered in the control of Spodoptera frugiperda through the use
of synthetic pesticides, this study was to evaluate the effect of plant extracts and
phenolics compounds about biological, biochemical and ultrastructural
characteristics of this insect. Thus, plant extracts from Geonoma shottiana,
Actinostemon concolor, Palicourea rigida and Rudgea virbuinoides were
incorporated into artificial diet and offered to larvae of S. frugiperda. The
extracts of A. concolor and R. virbuinoides reduced the survival of S. frugiperda
during the larval stage. Larvae fed a diet containing the extract of A. concolor
showed a reduction in pupal weight, prolongation larval stage, reduced fecundity
and fertility of adults. Regarding nutritional parameters, this treatment caused a
reduction in weight of larvae, an increase in the rate of consumption, protein
digestibility and relative growth rate, metabolic ratio, digestibility and metabolic
cost and cause reduction in the efficiency of conversion of ingested food and
digested. Ultrastructural changes could be detected in eggs from adults in which
the larvae were fed with the extracts of P. rigida and A. concolor. Criofracture
out in the midgut of larvae fed with A. concolor showed breaks in the villi of this
insect. The extract of A. concolor was also very effective in reducing the trypsin
activity of S. frugiperda test done in vitro. Can also be noted that A. concolor
showed high concentration of phenolic compounds, such compounds, when
subjected to the tests with S. frugiperda caused changes similar to those caused
by the crude extract, such as reduction in survival, weight of larvae and pupae
increased rate of consumption, prolongation of the larval stage and changes in
nutritional parameters. The results of this study show the great potential of A.
concolor for the control of S. frugiperda.

Key words: natural products, armyworm, Actinostemon concolor
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3 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca por principios ativos de plantas contra
insetos-praga tem se intensificado. Sdo inimeros os esforgos na descoberta de
novos produtos em alternativa aos pesticidas sintéticos, ja que, muitas vezes, 0
método de controle quimico pode se mostrar ineficiente, além de causar uma
série de efeitos adversos ao ambiente (Georges et al., 2008; Al-Mazra’Awi &
Ateyyat, 2009; Rahuman et al., 2009).

Nesse contexto, inumeros insetos-praga se destacam por serem de dificil
controle por meio do uso de pesticidas sintéticos, merecendo destaque a
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Barros et al.,
2005). Trata-se de um inseto polifago, que causa danos a diversas culturas, tais
como as do milho, do algoddo etc.. Além disso, tem sido frequentemente
relatada a sele¢do de populagdes de S. frugiperda resistentes a pesticidas (Yu,
2006; Yu & McCord Junior, 2007; Kansal et al., 2008; Virla et al., 2008),
justificando-se, assim, a necessidade de novos estudos que busquem alternativas
para o controle desse inseto.

As substancias derivadas do metabolismo de plantas podem ser letais
aos insetos ou, ainda, causar efeitos subletais, tais como redugdo no peso,
fecundidade, fertilidade, alongamento das fases imaturas, deterréncia alimentar,
modificacdes ultra-estruturais em alguns tecidos, alteragdes em parametros
nutricionais e inibi¢do de enzimas digestivas (Malau & James, 2008; Nathan et
al., 2008; Correia et al., 2009).

Entre as classes de metabdlitos secundarios de plantas com reconhecida
atividade inseticida merecem destaque os compostos fendlicos, tais como
lignina, flavonoides e taninos, conhecidos por conferirem protecdo a planta
contra a herbivoria (Schaller, 2008). Nesse contexto, metabdlitos de plantas

pertencentes a familia Arecaceae sdo poucos estudados, do ponto de vista de sua
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atividade bioldgica, contudo, sabe-se que tais plantas sdo ricas em lignina
(Modafar et al., 2000). Recentemente, vem sendo detectada a atividade biologica
de ligninas sobre insetos (Khanam et al., 2006; Kanis et al., 2009). Ja as plantas
pertencentes a familia Euphorbiaceae sdo ricas em flavonoides, particularmente
flavonas e flavondis, os quais tém sido identificados em muitos géneros dessa
familia de plantas (Rizk, 2008; Noori et al., 2009).

A respeito da atividade inseticida de flavonoides sobre lepidopteros,
podem-se citar as flavonas isoladas de Gnaphalium affine D. Don. (Asteraceae),
as quais foram toxicas a Spodoptera litura (F.) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Morimoto et al., 2003). Dentre as variadas classes de metabolitos secundarios
produzidos por rubiiceas, estdo presentes os compostos fendlicos, que se
mostram ativos contra lepidopteros (Beninger & Abou-Zaid et al., 1997,
Mallikarjuna et al., 2004; Hoffmann-Campo et al., 2006).

Tendo em vista o exposto, a hipdtese deste trabalho ¢ a de que plantas
pertencentes as familias Arecaceae, Euphorbiaceac e Rubiaceae sdo ricas em
compostos fendlicos e que essas substancias apresentam toxicidade a insetos.
Assim, esta pesquisa foi realizada com o objetivo de avaliar o efeito de extratos
de plantas pertencentes as familias Arecaceae, Euphorbiaceae e Rubiaceae sobre

caracteristicas bioldgicas, bioquimicas e ultra-estruturais de S. frugiperda.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta e preparo dos extratos

Foram selecionadas, para estudo, plantas pertencentes as familias
Arecaceae, Euphorbiaceae e Rubiaceae (Tabela 1A), para as quais, até o
momento, ndo existem relatos de atividade inseticida e os trabalhos fitoquimicos
sd0 escassos. Os materiais botanicos foram coletados e amostras foram

encaminhadas para identificacdo e depdsito de exsicata no Herbario ESAL-
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UFLA, sendo o restante empregado para o preparo dos extratos. Para a obtencao
dos extratos, os materiais vegetais foram secos em estufa, a temperatura de 65°C
e submetidos a extragdo com metanol. As fases liquidas foram concentradas em
evaporador rotatédrio até a elimina¢do do solvente e liofilizadas, dando origem

aos extratos vegetais.

4.2 Criacao dos insetos

As lagartas obtidas de criacdo de laboratério foram alimentadas com
dieta artificial desenvolvida por Greene et al. (1976) e os adultos com solugao de
mel a 10%. Os insetos permaneceram em sala climatizada (25+2°C, UR de
70£10% e fotofase de 14 horas). Para a realizagdo dos experimentos foram

utilizadas lagartas provenientes da segunda postura em laboratorio.

4.3 Efeito dos extratos na biologia de S. frugiperda

Para a realizagdo do bioensaio, os extratos vegetais foram previamente
solubilizados em solugdo aquosa de Tween 80 a 1% e incorporados a dieta
artificial desenvolvida por Greene et al. (1976), na concentra¢do de 1.000 ppm.
Depois de solidificada, a dieta foi cortada em pedagos, tendo sua massa
mensurada e transferida para recipientes plasticos de 50 mL, aos quais foi
inoculada uma lagarta recém-eclodida de S. frugiperda. O delincamento
experimental foi inteiramente casualizado, com seis repeticdes por tratamento,
sendo cada parcela constituida por seis lagartas, mantidas de forma isolada. As
caracteristicas bioldgicas avaliadas foram: duragdo das fases larval e pupal, peso
das pupas (apds 24 horas de pupagdo), percentagem de sobrevivéncia dos insetos
nas fases larval e pupal, e razdo sexual dos adultos.

Logo apds a emergéncia dos insetos, casais de S. frugiperda foram
isolados em gaiolas. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado com cinco repetigdes por tratamento, sendo cada repeticdo
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constituida por um casal. A longevidade dos adultos foi determinada por meio
de observagdes didrias. As posturas foram recolhidas diariamente para
quantifica¢do, sendo aquelas provenientes do segundo dia de postura de cada
casal utilizadas para a determinacdo da viabilidade e as referentes ao terceiro dia
de postura encaminhadas para observagdo em microscopio eletronico de

varredura. Foram determinados os periodos de pré-oviposi¢ao e oviposigao.

4.4 Teste de preferéncia com chance de escolha

Os extratos vegetais foram incorporados a dieta artificial na
concentragdo de 1.000 ppm. Pedacos de dieta (1,5 cm de didmetro x 1,3 cm de
altura), previamente pesados, foram dispostos equidistantemente em arena
constituida de placa de Petri (15 cm de diametro x 1,9 cm de altura). Em cada
arena foram colocados dois pedagos de dieta contendo os tratamentos com os
extratos e dois pedacos de dieta, nos quais foi incorporada solucdo aquosa de
Tween 80 a 1%. No centro de cada arena, foram liberadas seis lagartas de S.
frugiperda, com sete dias de idade, alimentadas com dieta artificial. Foram
mantidas aliquotas da dieta nas mesmas condi¢cdes em que foi conduzido o
experimento, para a estimativa da perda de agua.

O delineamento foi inteiramente cazualizado com dez repeticdes por
tratamento, sendo cada repeti¢ao constituida por uma arena. A avaliacdo da ndo-
preferéncia das lagartas pelos extratos foi calculada em funcdo da percentagem
de lagartas em cada tratamento, apos 24, 48 e 72 horas da liberag@o dos insetos,
sendo contabilizadas apenas aquelas lagartas que se encontravam em cima da
dieta no momento da avaliacdo. Apos 72 horas, as sobras alimentares foram
pesadas. O indice de deterréncia alimentar (IDA) foi calculado de acordo com a
formula (C-T)/(C+T)*100, em que C ¢ o consumo no tratamento controle
(solugdo aquosa de Tween 80 a 1%) e T é o consumo no tratamento com extrato

(Farrar Junior et al., 1989). A perda de agua foi corrigida utilizando-se a formula
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Natural Losses [1-a/2][W-(L+bL)], em que a = peso inicial da aliquota, b =
média de perda de peso da aliquota, w = peso da dieta introduzida, L = peso da

dieta ndo consumida (Cohen, 2004).

4.5 Efeito dos extratos sobre caracteristicas nutricionais de S. frugiperda

Os extratos vegetais solubilizados em solugdo aquosa de Tween de 80 a
1% foram incorporados em dieta artificial. Os pedagos de dieta foram
previamente pesados e lagartas recém-eclodidas foram inoculadas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com seis repetigdes por
tratamento, sendo cada parcela formada por seis lagartas, mantidas isoladas.
Aliquotas permaneceram nas mesmas condi¢des em que foi conduzido o
experimento para estimativa da perda de dgua. Apos 10 dias de alimentacdo com
os extratos, avaliaram-se o consumo alimentar e o peso das lagartas e das fezes.
Com esses dados foi calculado o indice de consumo (IC) = alimento
ingerido/ganho de peso x dias de alimentacdo (g/g/dia), expresso em peso fresco,
sendo a perda de agua corrigida pela formula Natural Losses (Cohen, 2004). As
fezes dos insetos provenientes de cada parcela experimental foram agrupadas e
encaminhadas para determinagdo da digestibilidade proteica. Aliquotas da dieta
também foram amostradas e empregadas para quantificagdo de proteinas.

Apo6s dezoito dias da alimentagdo das lagartas de dieta contendo os
tratamentos, os pardmetros nutricionais foram determinados por meio do método
gravimétrico. Assim, aliquotas de dieta, lagartas e fezes, mantidas nas mesmas
condicdes do experimento, foram submetidas a processo de liofilizagdo para a
determinacdo do peso seco. Por ser insignificante, o peso inicial dos insetos foi
desprezado. Os parametros nutricionais foram calculados de acordo com
Waldbauer (1968) e Slansky & Scriber (1985): indice de consumo (IC) (g/g/dia)
= I/Bm x t; taxa metabolica relativa (RMR) (g/g/dia) = M/Bm x t; eficiéncia de

conversao do alimento ingerido (%ECI) = B/I x 100; digestibilidade aproximada
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(%AD) = (I-F)/I x 100; eficiéncia de conversdo do alimento digerido (%ECD) =
B/I-F x 100 e custo metabdlico (%CM) = 100 — ECD, em que t = duragdo do
periodo de alimentagdo (dias); F = peso das fezes produzidas (g) durante t; B =
ganho de peso pelas lagartas (g) durante t =1 - F - M; I = peso do alimento
ingerido (g) durante t (alimento fornecido — sobra de alimento); I - F = alimento
assimilado (g) durante t; M = alimento metabolizado durante periodo de
alimentagdo (g) = I - F — B. O delineamento foi inteiramente casualizado com
seis repeti¢des por tratamento, sendo cada parcela constituida por seis lagartas

mantidas de forma isolada.

4.6 Digestibilidade proteica de S. frugiperda apés a ingestio dos extratos

A digestibilidade proteica foi estimada tomando-se como base a
quantificacdo de proteinas presentes nos tratamentos, em funcdo do consumo
alimentar do inseto, ¢ as proteinas excretadas com as fezes, levando-se em
consideracdo o peso de fezes apos dez dias de alimentacdo das lagartas de dieta
contendo os tratamentos. A extracdo de proteinas foi feita de acordo com
metodologia proposta por Ferreira et al. (2008) e o teor de proteinas quantificado
pelo método de Bradford (1976), tomando-se como padrio Soro albumina
bovina, com concentragdo variando de 2 a 20 pg/mL. Foram empregadas duas
repeticdes para cada extracdo e as amostra lidas em triplicata. A digestibilidade
foi estimada pela formula: digestibilidade proteica (%) = [(proteina ingerida -

proteina excretada) x 100]/proteinas ingeridas.

4.7 Determinacao da atividade inibitoria de tripsina do extrato de A.
concolor

Haja vista a alta atividade inseticida do extrato de A. concolor, o mesmo
foi selecionado com vistas a determinar a atividade inibitoria de tripsina de S.

frugiperda. Assim, as enzimas digestivas foram obtidas de acordo com
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metodologia de Oppert et al. (2005), com modifica¢des. Lagartas de 4° instar de
S. frugiperda, obtidas de criagdo de laboratdrio, foram imobilizadas em gelo e,
em seguida, tiveram as extremidades anterior e posterior removidas e o intestino
retirado. O intestino foi, entdo, macerado em homogenizador tipo Potter, na
propor¢do de dois intestinos para 8 mL de agua destilada, a 4°C. Apds a
maceragdo, o homogeneizado foi filtrado em tela de nailon de 100 micrdmetros
e centrifugado a 30.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante consistiu no
extrato enzimatico utilizado nos ensaios de inibigdo de tripsina.

A inibicdo de tripsina foi determinada pela medi¢do da atividade
enzimatica residual para o substrato N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BAPNA), na compara¢ao em um ensaio cinético com quatro periodos de tempo
(Erlanger et al., 1961; Kakade, 1974). O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, tendo os
tratamentos empregados consistido do extrato de Actinostemon concolor
(Spreng.) Miill. Arg. (Euphorbiaceae) nas concentragdes de 25, 50, 100, 200 e
250 ppm, determinadas a partir de ensaios prévios. Como tratamentos controle, a
reagdo procedeu na auséncia e na presenga do inibidor, enzima e substrato. Para
isso, 200uL do extrato enzimatico foram incubados com o mesmo volume do
extrato bruto de A. concolor, previamente solubilizado em metanol. Em seguida,
foi adicionado o substrato BAPNA, na concentracdo de 0,87 mM, preparado em
DMSO e tampao Gly-NaOH 0,1 M e pH 9,7. A reacdo procedeu a 30°C, tendo,
apos o periodo de tempo de 30, 60, 90 e 120 minutos, sido interrompida com
solucdo de 4cido acético a 30%. Os resultados foram expressos em percentagem
de inibi¢do de tripsina, por meio da comparacdo da velocidade de reagdo nos

controles e nos tratamentos contendo os extratos.
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4.8 Analise ultra-estrutural dos ovos e do intestino médio de S. frugiperda

Os ovos de terceira postura de S. frugiperda, provenientes de lagartas
que foram alimentadas com dieta contendo os extratos, foram submetidos a
analise ultra-estrutural em microscépio eletrénico de varredura, segundo
metodologia proposta por Alves (2004).

Para verificar possiveis alteragdes ultra-estruturais no intestino médio
das lagartas de S. frugiperda, os extratos vegetais foram incorporados em dieta
artificial e oferecidos a lagartas recém-eclodidas.

O delineamento foi inteiramente casualizado com 20 repetigdes por
tratamento, sendo cada repeticdo constituida por uma lagarta. Apo6s quatorze dias
de alimentacdo, as lagartas foram imobilizadas em gelo, seguindo metodologia
de Bolognesi et al. (2001) e dissecadas em fixador Karnovsky modificado
(Barbeta et al., 2008). O material permaneceu em fixador por 24 horas e, em
seguida, foi transferido para glicerol 30%, por 30 minutos. Posteriormente, foi
imerso em nitrogénio liquido e realizada criofratura para a separacdo do
intestino médio. Em seguida, os cortes referentes ao intestino médio foram
preparados seguindo o protocolo padrdo para amostras biologicas (Alves, 2004).

As imagens foram observadas no microscopio eletronico de varredura
Leo Evo 40. O software utilizado para a geragdo das imagens foi o “Leo User

Interface”.

4.9 Extracao e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos
vegetais

Para a extracdo dos compostos fenolicos, aliquotas dos extratos foram
dissolvidas em metanol 50% e submetidas a refluxo por 15 minutos. Apos a
extragdo, o material foi filtrado e o sobrenadante reservado, tendo o
procedimento de extracdo sido repetido por trés vezes, dando origem aos

extratos fenolicos. A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas
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amostras dos extratos vegetais foi feita utilizando-se o método de Folin-Dennis
(Association of Official Analytical Chemists-AOAC, 1960). Assim, aliquotas
dos extratos fenolicos foram tomadas e a elas foram adicionados reagente de
Folin-Dennis e solu¢do saturada de carbonato de s6dio. As amostras tiveram a
absorbancia lida a 720 nm, em espectrofotdmetro.

O teor de fenois foi mensurado a partir da constru¢do de uma curva de
calibracdo usando acido galico como padro, com concentragdo variando de 0 a
10pg/mL. O extrato fendlico excedente foi concentrado sob vacuo e liofilizado
para ser submetido a ensaio bioldgico com lagartas de S. frugiperda. O
procedimento de extracdo dos compostos fenolicos foi realizado utilizando-se

trés repeti¢des por tratamento e as leituras foram feitas em triplicatas.

4.10 Efeito dos compostos fenolicos sobre caracteristicas biologicas e
nutricionais de S. frugiperda

O extrato fenolico proveniente de A. concolor foi dissolvido em solugéo
aquosa de Tween 80 a 1% e incorporado a dieta artificial, de acordo com o
rendimento obtido na extragdo, tomando como base a concentracdo de 1.000
ppm, utilizada nos ensaios anteriores. A massa da dieta foi previamente
mensurada e, em seguida, foram inoculadas as lagartas de 1° instar de S.
frugiperda. Aliquotas permaneceram nas mesmas condigdes de condugdo do
experimento para estimativa da perda de agua.

O delineamento foi inteiramente casualizado com seis repeticdes por
tratamento, sendo cada parcela constituida por seis lagartas. Apos 10 dias de
alimentag@o com os extratos, o indice de consumo (IC), expresso em g/g/dia e o
peso das lagartas foram avaliados. Para estimativa da perda de agua foi utilizada
a formula Natural Losses (Cohen, 2004). Os demais pardmetros avaliados foram
sobrevivéncia nas fases larval e pupal, peso de pupas, duracao das fases larval e

pupal, e razdo sexual dos adultos. Apds 18 dias da montagem do experimento,
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os parametros nutricionais foram calculados com base no peso seco, da mesma

forma que descrito anteriormente.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito dos extratos sobre caracteristicas biologicas de S. frugiperda

O extrato de A. concolor provocou redugdo na sobrevivéncia de S.
frugiperda durante a fase larval, contudo, ndo foi observado efeito na
sobrevivéncia desse inseto na fase pupal (Tabela 2A). Os aleloquimicos
presentes em extratos vegetais podem causar toxicidade variada em funcdo da
fase de desenvolvimento em que o inseto se encontra. Isso pode explicar o fato
de esses extratos terem afetado a sobrevivéncia de S. frugiperda na fase larval,
mas nao terem provocado mortalidade durante a fase de pupa. Ha relatos de que
insetos na fase de pupa apresentam maior tolerancia a agentes quimicos em
comparagdo com outras fases de desenvolvimento (Bell, 1978). Scott et al.
(2003) reportaram que o estagio pupal de Leptinotarsa decemlineata (Say)
(Coleoptera: Chrysomelidae) foi menos sensivel & acdo do extrato de Piper
nigrum L. (Piperaceae) do que quando comparado ao estagio larval.

Lagartas alimentadas com dieta artificial contendo o extrato proveniente
de A. concolor apresentaram peso médio de pupas 1,33 vez menor do que o
observado para a testemunha Tween. Além disso, tal tratamento prolongou a
fase larval desse inseto em 11,8 dias e a fase pupal, em 1,2 dia. A razéo sexual
nao foi afetada por nenhum tratamento (Tabela 2A). A redu¢do no peso, muitas
vezes, apresenta correlacdo com o alongamento das fases imaturas, o que € um
indicativo da presenca de substincias com efeito de antibiose sobre os insetos
(Pereira et al., 2002). Ja foi relatada, em outras espécies pertencentes a familia
Euphorbiaceae, a presenca de aleloquimicos que causam efeitos semelhantes ao

observado neste trabalho sobre S. frugiperda. Santiago et al. (2008), por
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exemplo, verificaram que o extrato de Ricinus comunis L. (Euphorbiaceae)
provocou alongamento na fase larval e redugdo no peso de pupas de S.
frugiperda.

Os adultos provenientes de lagartas alimentadas com o extrato de A.
concolor apresentaram redugio de 41,4% na fecundidade das fémeas, em relagdo
ao com o tratamento controle Tween. A viabilidade dos ovos colocados pelos
insetos foi reduzida nos tratamentos com A. concolor e R. virbuinoides, tendo os
resultados mais pronunciados sido obtidos para o tratamento com A. concolor.
Os periodos de pré-oviposicao e oviposicao e a longevidade de fémeas e machos
ndo foram afetados pelos extratos (Tabela 3A). A redugdo na fertilidade e na
fecundidade de S. frugiperda, apds tratamento com A. concolor, possivelmente
se deu em funcdo da reducdo no crescimento dos insetos durante as fases
imaturas, provocada por uma assimilagdo inadequada de nutrientes na fase
larval.

De forma semelhante ao constatado neste trabalho, Pineda et al. (2009)
constataram que a ingestdo de azadiractina por Spodoptera littoralis Boisduval
(Lepidoptera: Noctuidae) provocou reducdo na fertilidade e na fecundidade das
fémeas. Os autores consideraram tais efeitos como sendo resultado da

interferéncia dessas substincias no metabolismo de proteinas desse inseto.

5.2 Teste de preferéncia com chance de escolha

Em ensaio com chance de escolha, as lagartas de S. frugiperda
apresentaram ndo preferéncia pelo extrato de A. concolor somente apds 72 horas
de exposicdo a dieta contendo esse extrato (Tabela 4A). Nao foi observada
diferenca significativa, no que se refere ao indice de deterréncia alimentar
(F=2.2737; p<0,0760) (Figura 1B). A reducdo do numero de lagartas que se
alimentaram do extrato de A. concolor, apenas 72 horas apds a exposi¢do a esse

tratamento, indica que o extrato ndo apresenta efeito antialimentar sobre esse
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inseto, demonstrando que ele cessou sua alimentagdo nesse tratamento somente
apods decorrido o tempo necessario para que o extrato provocasse efeito toxico
sobre as lagartas. Em muitos casos, a redugcdo no peso de insetos e o
alongamento das fases imaturas, devido a ingestdo de metabdlitos secundarios,
podem ocorrer em funcdo da ndo-preferéncia do inseto em se alimentar daquele
substrato (Abdel-Rahman & Al-Mozini, 2007; Zapata et al., 2009). Contudo, no
presente trabalho, ficou evidenciado que o mecanismo responsavel pela
atividade inseticida de A. concolor sobre S. frugiperda ¢é antibiose, haja vista
que, apesar de esse extrato ter provocado redugdo no peso ¢ alongamento da fase
larval, s6 foi menos preferido pelo inseto apoés determinado tempo de

alimentagdo. Além disso, o consumo alimentar nao foi afetado.

5.3 Efeito dos extratos sobre fatores nutricionais e digestibilidade proteica
de S. frugiperda

O peso das lagartas ¢ o indice de consumo de S. frugiperda, apds 10 dias
de alimentagdo com os extratos vegetais, foram afetados pelo extrato de A.
concolor, no qual as lagartas apresentaram peso médio duas vezes menor do que
o observado no tratamento controle. O indice de consumo desses insetos foi 1,9
vez maior do que o constatado para a testemunha Tween. No que se refere a
digestibilidade proteica, os tratamentos com os extratos de Palicouria rigida e A.
concolor acarretaram os maiores valores de digestibilidade, indicando que S.
frugiperda pode ter maximizado a digestdo de proteinas como mecanismo
compensatério a absor¢do inadequada de nutrientes (Tabela 5A).

Dessa maneira, observou-se que a utilizacdo de alimento e o crescimento
de S. frugiperda, apos 10 dias de alimentagdo, foram severamente afetados pelo
tratamento com o extrato de A. concolor. Apesar do aumento no indice de
consumo, as lagartas apresentaram o peso drasticamente reduzido, o que indica

que esse extrato apresenta substincias com efeito de antibiose a S. frugiperda.
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Tais resultados concordam com o aumento na digestibilidade de proteinas
devido, possivelmente, a uma compensacdo na hiperprodu¢do de proteases
(Bolter & Jongsma, 1997). Resultados semelhantes foram observados por Pilon
et al. (2006), os quais constataram que a ingestdo de benzamidina, inibidor
sintético de tripsina, por Anticarsia gemmatalis (Hiibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), resultou em aumento de 70% no consumo alimentar. Contudo, as
lagartas apresentaram redug@o de 50% no ganho de peso, além de aumento na
digestibilidade de proteinas. Pode-se citar também que lagartas de Heliothis zea
(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas com taninos condensados
apresentaram reduc¢do na atividade de proteases (Klocke & Chan, 1982).

Tem sido constatado que a digestdo de proteinas no intestino médio de
insetos ndo ¢ eliminada pela ingestdo de substincias que afetam a atividade
enzimdtica de proteases. Ao contrario, o que se observa, muitas vezes, € uma
hiperprodug¢do de proteases digestivas, como mecanismo compensatorio
(Broadway, 1997; Burgess et al., 2002). Entretanto, a elevada produgdo dessas
proteases afeta negativamente a disponibilidade de aminoacidos, que sdo
essenciais para a sintese de outras proteinas, prejudicando, assim, o crescimento
e o desenvolvimento dos insetos (Mello & Silva-Filho, 2002; Murdock & Shade,
2002; Oppert et al., 2005).

O extrato de A. concolor alterou os pardmetros nutricionais de S.
frugiperda. Verificou-se que a quantidade de alimento ingerido por grama de
peso corporeo do inseto por dia (RCR) foi 1,5 vez maior para esses insetos,
quando comparado com o controle Tween o que, por sua vez, acarretou em
aumento de 1,9 vez na quantidade de alimento ingerido, que foi gasto em
metabolismo, por miligrama de peso corpéreo (RMR), quando comparado com
o tratamento com Tween. A elevacdo na quantidade de alimento ingerido pode
ter ocorrido devido a um aumento compensatorio para a assimilacdo de

nutrientes. Também houve redu¢do na percentagem do alimento ingerido pelo
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inseto que foi efetivamente transformado em biomassa (ECI). De forma analoga,
constatou-se reducao na percentagem do alimento digerido que foi convertido
em biomassa do inseto (ECD). Os parametros custo metabdlico e digestibilidade
aparente foram maximizados no tratamento com A. concolor (Tabela 6A).

Apesar de o extrato de A. concolor ter provocado aumento do indice de
consumo de S. frugiperda, esses insetos apresentaram redugéo no crescimento, o
que pode ser atribuido ao fato de o tratamento ter causado diminuicdo na
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e digerido em biomassa. Assim, 0s
insetos tiveram um aumento no indice de consumo, como um mecanismo
compensatério a baixa conversdo do alimento em biomassa. A reducdo na
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido indica que mais alimento foi
metabolizado para a conversdo em energia € menos para a producdo de
biomassa, ou seja, para o crescimento do inseto (Koul et al., 2003). Esse achado
corrobora o fato de esses insetos terem apresentado maior taxa metabdlica, ou
seja, uma parcela significativa do alimento ingerido foi gasta em metabolismo e
menor quantidade foi efetivamente transformada em biomassa. Tal resultado ¢é
apoiado pelo aumento no custo metabdlico desses insetos. Resultados
semelhantes foram encontrados a partir do tratamento, via ingestdo, de extratos
de Reynoutria sp. (Polygonaceae) por lagartas de S. littoralis, tendo sido
constatado que os tratamentos nao afetaram o consumo alimentar, entretanto,
reduziram o crescimento das lagartas e a eficiéncia de conversdo do alimento
ingerido e digerido em biomassa (Pavela et al., 2008).

Em geral, a reducdo na eficiéncia de conversdao do alimento aliada a ndo
diminui¢do no consumo causa redu¢@o na digestibilidade aparente. Contudo, no
presente estudo, foi constatado aumento na digestibilidade aparente, o que
encontra sustentacdo no trabalho realizado por Reynolds et al. (1985), em que
foi demonstrado que os insetos podem aumentar o tempo de reten¢ao do

alimento, a fim de maximizar a absor¢do de nutrientes. De mesma forma,
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Nathan et al. (2005) mostraram que limonoides presentes no neem (Azadirachta
indica A. Juss - Meliaceae) aumentaram a digestibilidade aparente de
Cnaphalocrocis medinalis (Guenée) (Lepidoptera: Pyralidae). Pode-se citar,
ainda, que um inibidor de tripsina purificado das sementes de Plathymenia
foliolosa (Benth.) (Fabaceae) ndo afetou o consumo alimentar de Anagasta
kuehniella (Lepidoptera: Pyralidac), mas causou reducdo na eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido e digerido, ¢ aumento na digestibilidade
aparente. Os autores sugeriram que isso pode ter ocorrido devido ao fato de o
alimento ter permanecido maior tempo no intestino dos insetos (Ramos et al.,

2009).

5.4 Determinacio da atividade inibitéria de tripsina do extrato de A.
concolor

Foi constatado que o extrato bruto de A. concolor, nas concentragdes de
25 a 250 ppm, foi capaz de causar inibicdo na faixa de 32,7% a 81,8% da
atividade da tripsina de S. frugiperda (F=102,9; p<0,0001) (Figura 2B). Os
resultados obtidos com o extrato bruto mostram-se bastante promissores, quando
comparados ao efeito de substancias puras, também inibidores da atividade de
tripsina, sobre outros lepidopteros (Ramos et al., 2008).

Os inibidores de proteases, presentes nas plantas, sdo pequenas
moléculas de proteinas muito importantes na defesa contra insetos fitdéfagos.
Essas moléculas inibem proteases presentes no intestino dos insetos, causando
reducdo na disponibilidade de aminoécidos necessarios para o crescimento € 0
desenvolvimento dos mesmos (Lawrence & Koundal, 2002; Leo et al., 2002).
Contudo, outras classes de substancias também podem causar -efeitos
semelhantes; taninos, por exemplo, sdo conhecidos por complexarem enzimas
digestivas dos insetos, reduzindo a atividade de proteases presentes no intestino

(Klocke & Chan, 1982; Nation, 2002; Rai & Carpinella, 2006).
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Como resultado de distirbio no metabolismo de proteinas, os insetos
podem apresentar alteracdes em diversos parametros, tais como disturbios no
crescimento € em parametros nutricionais, alteragdes morfoldgicas e redugao no
desempenho reprodutivo (Leo & Gallerani, 2002; Franco et al., 2003; Ramos et
al., 2009). Dessa maneira, tendo em vista o efeito do extrato de A. concolor
sobre a inibigdo de tripsina de S. frugiperda, in vitro, provavelmente um dos
mecanismos de ag¢do do extrato de A. concolor ¢é a redu¢io na atividade dessa

enzima de S. frugiperda.

5.5 Analise ultra-estrutural dos ovos e do intestino médio de S. frugiperda

Os ovos provenientes dos insetos que foram alimentados com os
extratos de A. concolor e R. virbuinoides apresentaram malformagdes, com
deposi¢cdo anormal de material no cérion (Figura 3B), justificando-se a baixa
viabilidade dos mesmos. O efeito de substancias quimicas sobre a embriogénese
de Spodoptera exigua (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) ja foi relatada por
outros autores, os quais atribuiram tais malformagdes a capacidade dos
aleloquimicos de afetarem o metabolismo de proteinas e lipidios, principais
constituintes da camada do cérion dos insetos (Fila et al., 2002; Adamsk et al.,
2005).

As vilosidades do intestino das lagartas de S. frugiperda apresentaram
rupturas, quando observadas em microscopio eletrénico de varredura (Figura
4B). De forma analoga ao constatado no presente trabalho, Correia et al. (2009)
observaram histolise do epitélio intestinal de S. frugiperda apos tratamento, via
ingestdo, com A. indica. Podem-se citar, ainda, rupturas das vilosidades do
intestino de Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae), bastante
semelhantes as observadas no presente estudo, apds a ingestdo de um metabolito

secundario (Barbeta et al., 2008).
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5.6 Quantificacio dos compostos fendlicos presentes nos extratos vegetais

No que se refere a quantificagdo dos compostos fendlicos, presentes nos
extratos vegetais, A. concolor apresentou concentragdo aproximadamente cinco
vezes maior do que as constatadas nos demais tratamentos. Os compostos
fenolicos também puderam ser detectados, embora em menor quantidade, nos
extratos de P. rigida, R. viburnoides e Geonoma shottiana (F=1694,4; p<0,0001)
(Figura 5B). Trabalhos fitoquimicos com P. rigida, A. concolor, R. viburnoides
e G. shotianna sdo escassos em literatura até o presente momento. Contudo,
sabe-se que outras espécies da familia Euphorbiaceae, tal como A. concolor,
apresentam elevados teores de compostos fenolicos. Em Alchornea glandulosa
Endl. & Poeppig (Euphorbiaceae), por exemplo, os compostos fenolicos
representam 10% (98,81+0,05 mg/g) do extrato metandlico (Calvo et al., 2007).
Para P. rigida, sabe-se que alcaloides, bastante comuns na familia Rubiaceae,
ndo sdo encontrados; contudo, a espécie produz iridoides glicosilados (loganin)
(Lopes et al., 2004).

Quanto aos fendis, acidos fendlicos ja foram isolados de Palicourea
demissa Standl. (Rubiaceae) (El-Seedi et al.,, 1999). Em se tratando de R.
viburnoides, o perfil cromatografico mostra a presenca de taninos, flavonoides,
triterpenos e saponinas (Alves et al., 2004). No que diz respeito a G. shotianna,
em geral, os trabalhos fitoquimicos com plantas da familia Arecaceae sao
escassos, mas ¢ relatada a presenca de compostos fenolicos em muitos géneros

(Khanavi et al., 2009; Namvar et al., 2009; Chang et al., 2010).

5.7 Efeito dos compostos fendlicos sobre caracteristicas biologicas e
nutricionais de S. frugiperda

O extrato fendlico de A. concolor reduziu significativamente a
sobrevivéncia dos insetos durante a fase larval. Contudo, ndo houve efeito

desses compostos sobre a sobrevivéncia de S. frugiperda na fase de pupa
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(Tabela 7A). Os compostos fenolicos sdo classicamente conhecidos por atuarem
nos sistemas de defesa das plantas, promovendo protecdo contra herbivoria
(Mello & Silva-Filho, 2002; Campos et al., 2008). O efeito letal de compostos
fenolicos sobre insetos € bem conhecido, podendo-se citar o efeito de taninos
sintéticos sobre a sobrevivéncia de S. litura (Nomura & Itioka, 2002). Também
vale a pena citar o efeito inseticida dos extratos de Vitex polygama Cham.
(Verbenaceae) e Siphoneugena densiflora Berg (Myrtaceae) sobre S. frugiperda.
Quando as substancias ativas foram isoladas, constatou-se que, entre os
compostos isolados, os flavonoides apresentaram os melhores resultados
inseticidas (Gallo et al., 2006).

A respeito do modo de acdo de compostos fendlicos sobre insetos,
alguns autores relataram a formagao de lesdes degenerativas no intestino (Arteel
& Lindroth, 1992). Entretanto, mais recentemente, foi demonstrado que, para
Malacosoma disstria Hiibner (Lepidoptera: Lasiocampidae), a ingestdo de
compostos fendlicos ndo apenas produz um estresse oxidativo no contetido do
limen do intestino médio, como também pode levar a um aumento do estresse
oxidativo nos tecidos do intestino, o que provocaria a formagdo de lesdes no
mesmo (Barbehenn et al., 2008).

Ap6s 10 dias de alimentagdo com o extrato fendlico de A. concolor, o
indice de consumo para lagartas de S. frugiperda foi quase o dobro do que o
encontrado no controle Tween. Também foi constatado que as lagartas
apresentaram peso médio duas vezes menor do que os do tratamento controle
(Tabela 7). O aumento na taxa de consumo de insetos herbivoros ocorre como
resposta a uma baixa disponibilidade de nutrientes ou, entdo, como resultado de
uma reduzida eficiéncia fisiologica apods a ingestdo do alimento (Slansky, 1993;
Kause et al., 1999). Compostos fenolicos sdo capazes de causar efeitos dessa

magnitude em insetos e, nesse mesmo sentido, lagartas de M. disstria
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apresentaram aumento na taxa de consumo relativo e redugdo no crescimento,
quando alimentadas com glicosideos fendlicos (Hemming & Lindroth, 2000).

Pupas provenientes de lagartas alimentadas com os compostos fendlicos
de A. concolor apresentaram peso 1,3 vez inferior ao observado para a
testemunha Tween. Além disso, as fases larval e pupal foram alongadas, ndo
ocorrendo efeito sobre a razdo sexual dos adultos (Tabela 7). Alteragdes no
desenvolvimento de lepidopteros, tais como reducdo no peso de pupas e
alongamento na duragdo da fase jovem, devido a ingestdo de compostos
fendlicos sdo conhecidas. O flavonoide astilbina, isolado de Dimorphandra
mollis Benth. (Fabaceae), provocou reducéo no peso e prolongamento do ciclo
de S. frugiperda, tendo tais alteragdes sido atribuidas ao efeito de antibiose dessa
substancia sobre tal inseto (Pereira et al., 2002).

Em se tratando dos pardmetros nutricionais, a taxa de crescimento
relativo foi 1,93 vez maior para os insetos alimentados com os compostos
fendlicos de A. concolor, em comparagdo com o controle Tween. A eficiéncia de
conversao do alimento ingerido e digerido foi 1,71 e 2,18 vezes menores,
respectivamente do que no tratamento controle, ao passo que o custo metabdlico
e a digestibilidade aparente apresentaram valores médios 1,02 e 1,31 vez
maiores do que o constatado na testemunha (Tabela 8A).

O efeito de compostos fendlicos sobre os parametros nutricionais de S.
frugiperda, constatado no presente trabalho, confirmam resultados encontrados
em literatura para outras espécies de insetos (Stamp, 1990; Hemming &
Lintroth, 2000). Os compostos fenolicos podem atuar reduzindo a palatabilidade
ou, entdo, agindo como inibidores da digestdo por meio da precipitagdo de
proteinas alimentares ou de enzimas digestivas (Bernays & Chamberlain, 1980).
Os resultados encontrados no presente trabalho corroboram para que o possivel
modo de acdo dessas substancias, presentes em A. concolor, sobre S. frugiperda

se dé por meio da inibi¢do de enzimas digestivas.
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No presente trabalho foi evidenciado o potencial do extrato e dos
compostos fenodlicos de A. concolor para o controle de S. frugiperda. Esses
tratamentos afetaram a sobrevivéncia dos insetos na fase larval, provocaram
reducdo no peso de lagartas e pupas, e alongamento da fase larval. A redugdo no
peso € prejudicial aos insetos, ja que os mesmos se tornam mais vulneraveis, em
fungdo do peso reduzido e soma-se a isso 0 maior tempo de exposicao, devido
ao alongamento da fase larval, a fatores naturais de mortalidade, tais como
inimigos naturais e a condigdes ambientais adversas. O fato de os tratamentos
terem provocado aumento na taxa de consumo relativo dos insetos nao anula os
efeitos prejudiciais desses aleloquimicos sobre S. frugiperda, ja que tais
compostos podem diminuir o ataque a planta de forma indireta, a partir da
reducdo na populacdo de insetos, que pode ser constatada em funcdo da reducdo
na sobrevivéncia e no desempenho reprodutivo dos adultos.

As alteragdes nos pardmetros nutricionais e lesdes nos intestinos dos
insetos evidenciam que esses compostos sdo capazes de afetar a absor¢do de
nutrientes o que, por sua vez, reduz o potencial de crescimento e
desenvolvimento de S. frugiperda. O aumento na digestibilidade de proteinas,
aliado a inibi¢do da atividade de tripsina, refor¢a a hipotese de que o provavel
mecanismo de agdo inseticida de A. concolor sobre S. frugiperda ocorre devido a

inibi¢do de proteases do inseto.
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ANEXOS

ANEXO A
TABELA 1A Materiais botanicos empregados para o preparo dos
EXETALOS. .. ettt ettt ettt ettt ettt
TABELA 2A Efeito dos extratos vegetais de Geonoma schottiana,
Actinostemon concolor, Palicouria rigida e Rudgea
viburnoides, incorporados a dieta artificial, sobre peso de
pupas, duragdo das fases larval e pupal, e razdo sexual
dos adultos de Spodoptera frugiperda.............c.ccveevevennnnn.
TABELA 3A Efeito de extratos de Geonoma schottiana, Actinostemon
concolor, Palicouria rigida e Rudgea viburnoides sobre
os periodos de pré-oviposicdo e oviposicdo (dias),
longevidades das fémeas e machos (dias), nimero de
ovos por fémea e viabilidade de ovos (%) de Spodoptera
frugiperda, que receberam tratamentos via ingestdo
durante a fase larval.......c..coccecvienininininnne
TABELA 4A Numero de lagartas se alimentando de dieta contendo os
extratos vegetais provenientes de Actinostemon concolor,
Geonoma schottiana, Rudgea viburnoides e Palicouria
rigida e com solugdo aquosa de Tween 80 a 1%, apés 24,
48 e 72 horas da liberag¢do dos insetos nas arenas...............
TABELA 5A Efeito de extratos de Actinostemon concolor, Geonoma
schottiana, Palicouria rigida e Rudgea viburnoides sobre
o peso de lagartas, indice de consumo (IC) e
digestibilidade proteica (%) de S. frugiperda, apos 10 de
AlIMENTAGAO. .. .veiiceiiee ettt e e
TABELA 6A Efeito dos extratos de Rudgea viburnoides, Palicouria
rigida, Geonoma schottiana e Actinostemon concolor e
sobre a taxa de crescimento relativo (RCR) (g/g/dia), taxa
metabodlica relativa (RMR) (g/g/dia), eficiéncia de
conversdo do alimento ingerido (%ECI), digestibilidade
aparente (%AD), eficiéncia de conversdo do alimento
digerido (%ECD) e custo metabolico (%CM) de lagartas
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TABELA 1A Materiais botanicos empregados para o preparo dos extratos.

Espécie Familia Numero de exsicata
Actinostemon concolor (Spreng.) . 16782
Miill. Arg, Euphorbiaceae
Geonoma schottiana Mart. Arecaceae 12945
Rudgea viburnoides (Cham.) . 14001
Rubiaceae

Benth.

. - 8933
Palicourea rigida Kunth Rubiaceae
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TABELA 2A Efeito dos extratos vegetais de Geonoma schottiana, Actinostemon concolor, Palicouria rigida e Rudgea

viburnoides, incorporados a dieta artificial, sobre peso de pupas, duragdo das fases larval e pupal, e razéo sexual
dos adultos de Spodoptera frugiperda.

Sobrevivéncia

Peso de pupas

Duragao da fase

Tratamento na fase larval 1 NN Duragao d.a false Razio sexual™ Sobrevivéncia I;Sa
%)’ (mg) larval (dias) pupal (dias) fase pupal (%)

Agua 91,7+3,73 a 293,8+43,43 a 23,0+0,42 a 11,8+0,28 ab 0,43+0,04 96,3+ 3,52
A. concolor 63,9+5,12 b 217,2+10,01 b 34,9+0,74 b 12,8+0,33 a 0,63+0,10 80,0+10,89
G. schottiana 72,2+5,54 ab 286,3+10,42 a 23,4+0,44 a 12,0+0,38 ab 0,52+0,12 84,5+7,43
P. rigida 86,1+6,65 ab 297,1+£3,11 a 22,4+0,24 a 11,4+0,23 b 0,45+0,06 97,2+2,78
R. viburnoides 69,4+6,68 ab 296,4+3,78 a 22,5+0,33 a 11,9£0,33 ab 0,46+0,11 90,0+4.,47
Tween 88,9+12,61 a 288,7+2.92 a 23,1+0,39 a 11,6+0,20 ab 0,47+0,08 04,4+4.23
P< 0,0017 0,0001 0,0001 0,0403 0,6078 0,3433

F 5,0708 26,5000 113,7300 2,6858 0,7282 1,774

"Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
" Meédias ndo significativas, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.
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TABELA 3A Efeito de extratos de Geonoma schottiana, Actinostemon concolor, Palicouria rigida e Rudgea viburnoides
sobre os periodos de pré-oviposi¢do e oviposi¢ao (dias), longevidades das fémeas e machos (dias), nimero de
ovos por fémea e viabilidade de ovos (%) de Spodoptera frugiperda, que receberam tratamentos via ingestdo

durante a fase larval.

Periodo de pré-  Periodo de Longevidades™ Numero de Viabilidade dos

Tratamento .. hs . s " . 1 1
oviposi¢do oviposicao fémeas machos ovos/fémea ovos

Agua 3,6+0,24 7,4+0,40 11,6+0,75 13,840,97 1399,6+87,96 a 89,4+2,58 a
A. concolor 4,2+0,25 5,5+0,65 9,8 £0,75 12,0+0,71 826,3 £77,38b 61,5£3,40 ¢
G. schottiana 3,7+0,40 6,2+0,58 13,0+0,32 14,8+0,37 1162,2+76,63 ab 81,4+1,65 ab
P. rigida 4,5+0,21 5,6+0,87 10,8+1,03 14,7+1,31 1292,0+63,56 a 78.,3+5,49 ab
R. viburnoides 4,0+0,41 5,3+1,05 11,8+0,85 13,3+0,48 1098,3+138,53 ab 72,7£2,52 be
Tween 3,8+0,37 8,0+1,18 12,8+1,32 15,0+1,14 1410,24+96,94 a 91,5+2,39 a
P< 0,5806 1,7877 1,8386 1,5743 5,4776 12,1770
F 0,7720 0,1590 0,1487 0,2106 0,0022 0,0000

"Meédias seguidas de mesma letra, em cada coluna, ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a 5% de significancia.

" Médias ndo significativas, pelo teste de Tukey, a 5% de significincia.
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TABELA 4A Numero de lagartas se alimentando de dieta contendo os extratos vegetais provenientes de Actinostemon
concolor, Geonoma schottiana, Rudgea viburnoides e Palicouria rigida e com solu¢do aquosa de Tween 80 a
1%, apos 24, 48 ¢ 72 horas da liberagdo dos insetos nas arenas.

Proporcao de lagartas se alimentando da dieta com extrato versus dieta com Tween

Tratamento 24 horas 48 horas 72 horas
Tratamento Tween %2 Tratamento Tween %2 Tratamento Tween %2
Agua 2,840,15 2,5+0,13 0,78 1,8+0,13 1,7+0,26 1,78 1,9+0,10 1,5+0,17 1,44
A. concolor 1,6+0,16 2,240,200 2,44 1,6+0,22 1,9+0,18 2,67 1,1+0,17 1,9+0,23 4,33*
G. schottiana 1,84+0,20 2,2+0,13 2,00 1,940,23 1,940,23 1,89 2,1+0,28 1,9+0,27 1,67
R. viburnoides 1,940,10 1,6+0,31 1,44 1,9+0,18 2,0+0,15 1,67 1,54+0,17 1,940,23 2,78
P. rigida 2,0+0,21 1,8+0,20 1,56 1,8+0,19 2,1+0,10 2,00 1,5+0,22 1,8+0,29 3,00

*Significativo (p<0,05).



TABELA 5A Efeito de extratos de Actinostemon concolor, Geonoma schottiana, Palicouria rigida e Rudgea viburnoides
sobre o peso de lagartas, indice de consumo (IC) e digestibilidade proteica (%) de S. frugiperda, apos 10 de

alimentag@o.

Tratamento Peso de lagartas (g)' fndice de consumo (g/g/dia)’ Digestibilidade proteica (%)’
A. concolor 0,0201+0,0029 b 1,2581+0,1064 a 97,1+0,51 a

Agua 0,0432+0,0028 a 0,5669+0,0481 b 87,9+1,58 b

G. schottiana 0,0330+0,0023 a 0,7029+0,0624 b 88,7+1,88 b

P. rigida 0,0339+0,0013 a 0,7092+0,0595 b 95,5+0,59 a

R. viburnoides 0,0363+0,0024 a 0,7298+0,0590 b 88,4+0,71b

Tween 0,0409+0,0029 a 0,6595+0,0589 b 89,4+1,11b

P< 0,0000 0,0000 0,0000

F 10,5480 12.902 11,626

'Médias seguidas de mesma letra, em cada coluna, nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
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TABELA 6A Efeito dos extratos de Rudgea viburnoides, Palicouria rigida, Geonoma schottiana e Actinostemon
concolor e sobre a taxa de crescimento relativo (RCR) (g/g/dia), taxa metabolica relativa (RMR) (g/g/dia),
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%ECI), digestibilidade aparente (%AD), eficiéncia de conversdo
do alimento digerido (%ECD) e custo metabolico (%CM) de lagartas de Spodoptera frugiperda.

Parametros Tratamento
metros -

nutricionais Agua Tween vibur?wbides rig ida schcﬁt.iana conﬁcl)lor F P
RCR 0,44+0,02b 0,46+0,03b 0,49+0,04ab 0,54+0,02ab 0,53+0,05ab 0,68+0,08a  3,3969 0,0150
RMR 0,25+0,03b 0,26+0,02b 0,30+0,03b 0,32+0,03b 0,31+0,04b 0,50+0,16a  5,8860 0,0007
ECI 12,66+0,63a 12,37+0,74a  11,70+1,02ab 10,32+0,48ab  11,05+1,06ab  8,75+0,95b  2,9830 0,0265
ECD 18,62+1,53a 18,40+1,21a 15,81+1,01ab 15,37+1,03ab  16,27+1,61ab 10,75+1,05b 4,2435 0,0049
CM 81,37+1,67b 82,00+1,33b  84,18+1,11ab 84,63+1,13ab  83,72+1,77ab  89,25+1,15a 4,2435 0,0049
AD 69,17+2,72b 67,70+£2,42b  73,67+2,32ab 68,08+3,34b 68,44+1,72b  81,34+0,46a 5,1809 0,0015

"Médias seguidas de mesma letra, em cada linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
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TABELA 7A Efeito de compostos fenolicos, provenientes de Actinostemon concolor, sobre a sobrevivéncia na fase larval
(%), indice de consumo (g/g/dia) e peso das lagartas (g), apos 10 dias de alimentagdo e peso de pupas (g),
duracéo das fases larval e pupal (dias) e razdo sexual dos adultos de Spodoptera frugiperda.

Tratamento Agua Tween A. concolor P< F
Sobrevivéncia na fase larval' 88,8+5,55 a 80,0+5,44 a 44,4+3,52 b 0,0000 22,7790
Peso de 1agartas1 0,04+0,004 a 0,03+0,003 a 0,02+0,004 b 0,0045 7,9340
Indice de consumo' 0,86+0,14 b 0,89+0,10 b 1,82+0,72 a 0,0078 6,8482
Peso de pupas’ 0,30+0,007 a 0,28+0,004 a 0,21£0,01 b 0,0001 39,4780
Duragao da fase larval' 20,0+0,17 b 20,7+0,16 b 28,8+0,51 a 0,0001 223,9200
Duragdo da fase pupall 9,4+0,11 b 9,9+0,20 b 11,2+0,23 a 0,0001 24,7690
Sobrevivéncia na fase pupal™ 82,246,76 90,6+4,25 86,14+9,04 0,7046 0,3585
Razio sexual™ 0,49+0,09 0,50+0,11 0,62+0,16 0,3079 0,7395

"Médias seguidas de mesma letra, em cada linha, nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
" Valores néo significativos, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 8A Efeito de compostos fendlicos, provenientes de Actinostemon concolor, taxa de crescimento relativo (RCR)
(g/g/dia), taxa metabolica relativa (RMR) (g/g/dia), eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%ECI),
digestibilidade aparente (%AD), eficiéncia de conversdo do alimento digerido (%ECD) e custo metabdlico
(%CM) de lagartas de Spodoptera frugiperda.

Parametros nutricionais' - Tratamento
Agua Tween A. concolor F p

RCR 0,45+£0,04 b 0,48+0,01 b 0,93+0,14 a 10,4540 0,0014
ECI 12,63+0,97 a 11,64+0,22 a 6,81+1,15b 12,5720 0,0006
AD 60,98+2,77 b 63,20£1,99 b 83,04+3,10 a 20,8200 0,0001
ECD 20,90+1,69 a 18,53+0,77 a 8,51+1,74 b 19,9630 0,0001
CM 82,27+1,34 b 84,03£0,48 b 92,04+1,54 a 18,4780 0,0001
RMR 0,22+0,03 b 0,24+0,01 b 0,73+0,14 a 12,1440 0,0001

'Médias seguidas de mesma letra, em cada linha, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.
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FIGURA 1B Indice de deterréncia alimentar (IDA) de lagartas de Spodoptera
frugiperda apds tratamento com os extratos de Actinostemon concolor,
Geonoma schottiana, Rudgea viburnoides e Palicouria rigida.
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FIGURA 2B Percentagem de inibigdo da tripsina de S. frugiperda apos incubagéo com o extrato de A.
concolor.
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FIGURA 3B Analise ultra-estrutural de ovos de Spodoptea frugiperda provenientes de lagartas que foram
alimentadas com dieta contendo os extratos vegetais. A e B — agua; Ce D — Tween 80 a 1%; E e F —
Palicouria rigida; G e H — Rudgea viburnoides; I e J — Geonoma shottiana; L ¢ M — Actinostemon
concolor (setas indicam malformagdes e deposi¢do anormal de material no corion).



FIGURA 4B Analise ultra-estrutural do intestino médio de lagartas de
Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta contendo extratos
vegetais. A e B — dgua; C e D — Tween 80 a 1%; E e F — Palicouria
rigida; G e H — Rudgea vibunoides; I ¢ J — Geonoma shottiana; L e M —
Actinostemon concolor (setas indicam rupturas nas vilosidades do
intestino).
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FIGURA 5B Concentragdo de compostos fendlicos nos extratos de Geonoma
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CONSIDERACOES FINAIS

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda ¢ inseto-praga de diversas
culturas. Tendo em vista as dificuldades encontradas para o seu controle,
justifica-se o desenvolvimento de novos métodos para o manejo desse inseto.

Nesse contexto foi constatado, no presente tr: ue os extratos
brutos das folhas e cascas dos frutos de Copaifera langsdorffii causaram efeitos
letais e subletais sobre S. frugiperda. Alteragdes ultra-estruturais foram
verificadas nos ovos provenientes de insetos que se alimentaram com esses
tratamentos, durante a fase larval. Destacam-se, ainda, o aumento na excregao de
proteinas nas fezes dos insetos e inibicao da atividade de tripsina.

Também pode ser verificada a atividade inseticida do extrato de
Actinostemon concolor sobre S. frugiperda. Tal tratamento provocou redug¢do no
peso de pupas, prolongamento na fase larval, reducdo na fecundidade e
fertilidade dos adultos, além de alteragdes em pardmetros nutricionais.
Alteragodes ultra-estruturais foram constatadas nos ovos, provenientes de adultos
nos quais as lagartas foram alimentadas com esse extrato, e nas vilosidades do
intestino de S. frugiperda. O extrato de A. concolor também se mostrou bastante
eficiente em reduzir a atividade da tripsina de S. frugiperda. Destaca-se, ainda,
que A. concolor apresentou alta concentragdo de compostos fenolicos que,
quando submetidos a ensaio com S. frugiperda, causaram alteragdes semelhantes
as provocadas pelo extrato bruto.

Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o potencial de C.
langsdorffii e A. concolor para o controle de S. frugiperda. Ademais,
corroboram para que o possivel modo de agdo inseticida dessas plantas seja por

meio da inibi¢do de proteases de S. frugiperda.
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