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RESUMO

SANTOS, Cicero Anténio Mariano dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2015. Toxicidade de extratos deSolanum habrochaites (Solanaceae) para
Anticarsia gemmatalis (Lep: Erebidae) e seletividade &almistichus elaeisis (Hym:
Eulophidae). Orientador: José Cola Zanuncio. Coorientadores: Eduardo Vinicius Vieira
Varejao, José Eduardo Serrdo e Rosa Angelica Plata Rueda.

Anticarsia gemmatalisHubner (Lepidoptera: Erebidae), com ampla distribuicdo
geografica, pode causar desfolhas extremas em oleaginosas. Parasitoides sdo agentes de
controle, que regulam populacdes de insetos-prfagkmistichus elaeisielvare &
LaSalle(Hymenoptera: Eulophida¢¢m sido alvo de estudos devido a sua capacidade

de parasitismo e de busca. Compostos naturais com atividade inseticidas sao estratégias
promissoras para o controle de pragas, serem menos nocivos a humanos e mais
biodegradaveis ao ambiente. O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de
extratos deSolanum habrochaitelsnapp & Spooner (Solanaceae) para ovos e lagartas
de A. gemmatali® a seletividade ao parasitoiBeelaeisis A pesquisa foi realizada no
Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos do Departamento de Quimica e no
Laboratério de Controle Biologico de Insetos (LCBI) na Universidade Federal de
Vigosa em Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Individuosddgemmatali® P. elaeisiSforam

obtidos das criacdes massal do LCBI. Folhas e ram@& tl@brochaitesoram secas

em estufa ventilada a 40 °C e a extracéo foi realizada por maceracéao a frio utilizando-se
etanol 98%. Extratos brutos & habrochaitesoram particionados em diclorometano
(EDSH), acetato de etila (EASH) e metanol (EMSH) e submetidos ao fracionamento
por cromatografia em coluna de silica-gel. Ovos e lagartas de terceiro estaio de
gemmatalise adultos dé>. elaeisisforam expostos aos concentrados de 1, 2, 10, 15 e
20% (v/v) dos extratos para obtencdo dasoGt Clgo. Analises do extrato d8.
habrochaitesem diclorometano por cromatografia a gas acoplada a espetrometria de
massas permitiram identificar 14 moléculas, entre elas, hidrocarbonetos de cadeia longa,
ésteres de acidos graxos de cadeia longa, metil cetonas e aldeidos. O extrato bruto e as
fracbes em diclorometano d8. habrochaites foram toxicos para ovos da.
gemmatalisCLsoe Clgode 1,67% e 7,27%; 2,83% e 6,95%, respectivamente. Extrato
em acetato de etila foi toxico paPa elaeisis com Clso 15,07% e Cho 37,05%, 0s
demais extratos foram seletivos ao parasitoide. O extrato em diclorometano foi letal
para imaturos dé&. gemmatalicom Clso de 5,70% e Cio 28,52% e seletivo pamrd

elaeisis A eficiéncia do extrato d&. habrochaiteeem diclorometano para ovos e

Vi



imaturos deA. gemmatali®e sua seletividade R elaeisismostram seu potencial para

programas de controle de pragas.

vii



ABSTRACT

SANTOS, Cicero Anténio Mariano dos, M.Stlniversidade Federal de Vigosa, July
2015. Toxicity of Solanum habrochaites (Solanaceae) extracts toAnticarsia
gemmatalis (Lep: Erebidae) and selectivity to Palmistichus elaeisis (Hym:
Eulophidae). Adviser: José Cola ZanuncidCo-advisers: Eduardo Vinicius Vieira
Varejdo, José Eduardo Serrdo e Rosa Angelica Plata Rueda.

Anticarsia gemmatalifHubner (Lepidoptera: Erebidae), with wide distribution, can
cause extreme defoliation in soybean plants. Parasitoids are biocontrol agents that
regulate populations of insect pestBalmistichus elaeisisDelvare & LaSalle
(Hymenoptera: Eulophidae) has been investigated due to its searching and parasitism
capacity. Natural compounds with insecticidal activity are promising strategies for pest
control, being less harmful to humans and the environment and more biodegradable.
The objective of this study was to evaluate the toxicita@tnum habrochaitesnapp

& Spooner (Solanaceae) extracts to eggs and caterpillar8. ajemmatalisand
selectivity to the parasitoi®. elaeisis The survey was conducted in the Laboratory of
Analysis and Agrochemical Synthesis of the Department of Chemical and at the
Laboratory of Biological Control of Insects (LCBI) in Vicosa Universidade Federal de
Vicosa in Vigosa, Minas Gerais, Brazil. Individuals Af gemmatalisand P. elaeisis

were obtained from mass rearing of the LCBI. Leaves and ster8s lohbrochaites

were dried in a ventilated oven at 40 °C and the extraction performed by cold
maceration using 98% ethanol. Crude extracts.ohabrochaitesvas partitioned in
dichloromethane (EDSH), ethyl acetate (EASH) and methanol (EMSH) and subjected to
fractioning by silica gel column chromatography. Eggs and third idstgemmatalis

larvae and adultB. elaeisiswere exposed to the concentrations of 1, 2, 10, 15 and 20%
(v/v) to obtain the Ck and Clgo for S. habrochaitesextracts. Analysis ofS.
habrochaitesin dichloromethane extract by gas chromatography coupled to mass
spectrometry permitted the identification of 14 molecules, including long chain
hydrocarbons, esters of long chain fatty acids, methyl ketones and aldehydes. The crude
extract and fractions in dichloromethaneSothabrochaitesvere toxic toA. gemmatalis

eggs withLCsp and LGo of 1.67% and 7.27%; 2.83% and 6.95%, respectively. Extract

in ethyl acetate was toxic tB. elaeisiswith Clso CLgoo 15.07% and 37.05%, the
remaining extracts were selective to the parasitoid. The dichloromethane extract was
lethal to immatureA. gemmatalisvith Clso CLgo Of 5.70% and 28.52% and selective

for P. elaeisis The efficiency ofS. habrochaitegxtract in dichloromethane to eggs and

viii



immature A. gemmatalisand its selectivity tdP. elaeisisshow its potential for pest

control programs.



1. INTRODUCAO GERAL

Produtos quimicos sintéticos tém sido uma estratégia de sucesso no controle de
insetos-praga (Maia & Moore 2011, Boulogne et al. 2012, Ghosh et al. 2012). No
entanto, o uso indiscriminado destes compostos pode causar poluicdo ambiental,
residuos nos alimentos e resisténcias de pragas, o que tem aumentado a busca por

pesticidas seguros (Lichtfouse et al. 2009, Isman et al. 2011, Pavela 2011

Um total de 656 espécies de plantas de 110 familias foram identificadas com
atividade inseticida (Boulogne et al. 2012). Compostos secundarios de plantas presentes
em tecidos ou células especificas, como tricomas glandulares epidérmicos na superficie
de folhas, flores e frutos representou a primeira linha de defesa contra insetos e
patdégenos (Besser et al. 2009, Olsson et al. 2009, Maes et al. 2011). Produtos de origem
vegetal, sdo considerados menos nocivos a humanos que a maioria dos inseticidas
convencionais (Tunc et al. 2000), além de serem mais biodegradaveis (Phillips &

Throne 2010).

Compostos naturais com atividade inseticidas sdo promissores para o controle de
pragas (Pavela 2009, Pavela et al. 2010, Kebede et al. 2010), sendo capazes de inibir o
desenvolvimento dos insetos (Chariandy et al. 1999), agir como barreiras
fagoestimulantes na alimentacéo de insetos (Bruce & Pickett 2011) e atuarem como
repelentes (Akhtar et al. 2012). Metabdlitos de plantas, como alcaléides, flavondides,
saponinas e terpendides (Boulogne et al. 2012) representam uma perspectiva limpa para
o controle de insetos-praga (Lenardis et al. 2011, Zoubiri & Baaliouamer 2011). No
entanto, a busca e desenvolvimento de produtos de origem natural para o controle de
pragas agricolas sao, ainda, limitados (Oliveira et al. 2007, Fazolin et al. 2007, Phillips

& Throne 2010).



Solanum habrochaitesKnapp & Spooner (Solanaceae) (sibycopersicon
hirsutumHumb & Bonp), uma espécie de tomate silvestre nativa do sul do Equador e
Peru e nas encostas ocidentais dos Andes em altitudes entre 400 e 4000 m (Sifres et al.
2011), sintetiza metabdlitos secundarios (Bleeker et al. 2009, 2011), com atividade
contra insetos-praga desfolhadores e sugadores (Gilardon et al. 2001, Antonious et al.
2003). Tricomas glandulares de Solanaceae sintetizam terpendides, acUcares, acil
fenilpropanoides, alcal6ides e metilcetonas (Schilmiller et al. 2008, 2010, Schmidt et al.
2011, 2012). Estes compostos estdo envolvidos na defesa das plantas contra pragas e
patbgenos como toxinas ou repelentes ou indiretamente por interacfes tritroficas

(Croteau et al. 2005, Ambraosio et al. 2008, Bleeker et al. 2011).

Anticarsia gemmatalisHiibner (Lepidoptera: Erebidae) desfolha oleaginosas
(Walker et al 2000) e apresenta ampla distribuicdo geogréafica, da regido central dos
Estados Unidos a Argentina e em algumas ilhas da india (Riffel et al. 2012). No Brasil,
essa praga ocorre durante todo o ano, especialmente nas fases de desenvolvimento
vegetativo das culturas, tornando muitas vezes necessaria a aplicacdo de inseticidas
sintéticos (Navickiene et al. 2007, Panizzi 2013). O uso exagerado desses compostos
podem causar riscos ecoldgicos, toxicologicos e elevar custos de producdo (Youssef et
al. 2004, Hegazi et al. 2007) e, por isso, controles alternativos tém sido estudados (De

Nardo et al. 2001).

Inimigos naturais, sdo importantes agentes de controle natural de insetos-praga
(Zanuncio et al. 1993, Zanuncio et al. 2002) e desenpenham papel importante no manejo
integrado de pragas MIP (Molina-Rugama et al. 1997). Parasitoides sdo agentes de
controle (Oliveira et al. 2000) de insetos-praga (Pennacchio & Strand 2006) e
representam uma alternativa ao controle quimico. A familia Eulophidae apresenta 297

géneros e 4.472 espécies, com relatos de sucesso em programas de controle biologico



(Perereira et al. 2008, Noyes 201Bjichospilus diatraeae€Cherian & Margabandhu e
Palmistichus elaeisidDelvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) se destacam
devido a sua capacidade de parasitismo (Chichera et al. 2012, Zaché et al. 2012).
Palmistichus elaeisié uma das especies de Eulophidae com maior capacidade de busca
(Chichera et al. 2012) Pesticidas e biopesticidas sado constantemente usados na
agricultura, mas pouco se sabe sobre seus impactos emsobre agentes de controle
biolégico Heckman et al. 2006, Zanuncio et al. 1998). A investigacao dos efeitos de
bioinseticidas em insetos ndo-alvo € importante devido o parasitismo e predacdo de
inimigos naturais nos programas de controle biolégico de pragas (Prabhaker et al.
2011). O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de extratds. dabrochaites

em solventes diclorometano, acetato de etila e metanol para ovos e lagaftas de

gemmatalie seletividade . elaeisis
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ATIVIDADE DE EXTRATOS DE Solanum habrochaites (SOLANACEAE) PARA
Anticarsia gemmatalis (LEP: EREBIDAE) E TOXICIDADE A Palmistichus elaeisis
(HYM: EULOPHIDAE)

RESUMO: Anticarsia gemmatalisHubner (Lepidoptera: Erebidae) € uma das
principais desfolhadoras de oleaginosas. O uso exagerado de inseticidas sintéticos
implica em riscos ecolégicos, toxicologicos e eleva os custos de producgdo. Extratos de
plantas com potencial inseticida sdo uma alternativa no combate as [Salgasim
habrochaitesKknapp & Spooner (Solanaceae) apresenta elevada densidade de tricomas
glandulares do tipo IVricos em tridecan-2-ongue sdo ativos contra artropodes.
Palmistichus elaeisiDelvare & LaSalle (Hymenoptera: Eulophidae) € um agente
promissor no controle biolégicoomo endoparasitoide gregario e generalista, com
grande capacidade de busca e parasitismo. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade de extratos d8. habrochaitesobre ovos e lagartas de gemmatalise
seletividade ao parasitoide elaeisis A andlise por cromatografia a gas acoplada a
espectrometria de massas permitiu identificar a tridecan-2-ona como um dos compostos
majoritarios do extrato em diclorometano. Inviabilidade de ovoA.dgemmatalidoi

maior em extrato bruto d&. habrochaitescom Clso de 1,67% (1,38-2,02%) e Gd.de

7,27% (5,28-11,80%), e diclorometano, coms§ile 2,83% (2,41-3,25%) e €d6,95%
(5,91-8,56%) e menor em extrato metandlico corp@e 7,00% (6,00-8,05%). Extrato

em diclorometano foi letal a lagartas, coms€de 5,70% (4,14-8,08%) e @28,52%
(17,18-70,92%), e seletivo pdPaelaeisis Extrato em acetato de etila foi toxico p&a
elaeisise os demais extratos foram seletivos. Eficiéncia do extrat® th@brochaites

em diclorometano para ovos e imaturosAdeggemmatali® seletividade &. elaeisis

mostram seu potencial para programas de Manejo Integrado de Pragas.

Palavras-chave: Controle alternativo, lagarta-da-soja, metil cetonas, tomate silvestre,

tridecan-2-ona
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1. INTRODUCAO

Anticarsia gemmatalisHubner (Lepidoptera: Erebidae) é uma espécie sub-
tropical (Pereira et al. 2008, Bueno et al. 2009, Foerster & Foerster 2009) com ampla
distribuicdo geografica, da regido central dos Estados Unidos a Argentina e em algumas
ilhas da india (Riffel et al. 2012). No Brasil, essa espécie-praga ocorre durante todo o
ano, especialmente nas fases de desenvolvimento vegetativo das culturas (Navickiene et
al. 2007, Panizzi 2013). Seus adultos tém asas com coloragdao castanha-acinzentada,
cruzadas por uma mancha estreita de cor marrom ou preta. As lagartas sao pretas ou

verdes, com pequenas listras no dorso e nas laterais do corpo (Levy et al. 2008).

A lagarta-da-soja é uma das principais desfolhadoras de oleaginosas (Pitta et al.
2010), causando danos severos (Walker. &08l0) em cultivos dérachis hypogaeé.
(amendoim),Glycine maxL. (soja) (Fabaceae)zossypium hirsutuni. (algodao)
(Malvaceae)Medicago sativd.. (alfafa) (Fabaceaeryza sativa.. (arroz),Phaseolus
vulgaris L. (feijao) (Fabaceae)lriticum aestivuni. (trigo) (Poaceae) ¥icia fabal.

(fava) (Fabaceae), (Peng et al. 1997, Panizzi et al. 2004). Graos de soja podem ser
danificados apds as lagartas penetrarem nas vagens, afetando a germinacdo e a
qualidade nos mesmos (Walker et al. 2000, McPherson et al. 2008, Lourencao et al.

2010).

O uso exagerado de inseticidas sintéticos implica em riscos ecoldgicos,
toxicologicos e eleva os custos de producao (Youssef et al. 2004, Hegazi et al. 2007) e,
por isso, controles alternativos tém sido estudados (De Nardo et al. 2001). Extratos de
plantas com potencial inseticida sdo uma alternativa no combate as pragas como uma
biotecnologia limpa (Phillips & Throne 2010). A geracdo desses conhecimentos pode

reduzir o emprego de pesticidas sintéticos e refletir em ganhos ambientais, além de
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melhorar a qualidade de vida de pequenos e médios agricultores como uma fonte
sustentavel (Tavares et al. 2010).

Substancias do metabolismo secundério de plantas sdo promissoras para 0O
controle deA. gemmatalisem sua maioria, biodegradaveis e com menores impactos
ambientais (Phillips & Throne 2010). Além disso, a possibilidade de selecdo de
populacdes de insetos-praga resistentes a produtos de origem vegetal € menor que a
observada para aqueles de origem sintética, por terem geralmente, maior complexidade
estrutural (Rattan 2010).

Pesquisas com inseticidas botanicos tém mostrado a atividade de metabdlitos
secundarios de plantas contra insetos-praga (Chakradhar et al. 2010, Baskar et al. 2011).
Substéancias do metabolismo secundério de plantas podem causar repeléncia, deterréncia
alimentar, oviposicdo, esterilizagdo, bloqueio do metabolismo, interferéncia no
desenvolvimento e, a morte de insetos (Rattan 2010). Compostos de plantas sdo menos
nocivos para humanos que a maioria dos inseticidas convencionais (Tunc et al. 2000),
além de serem mais biodegradaveis e causarem menor impacto ambiental (Phillips &
Throne 2010). No entanto, podem impor riscos aos organismos nao-alvo, especialmente
aos agentes de controle biologico (Tavares et al. 2009, Kimbaris et al. 2010).

Solanum habrochaiteKnapp & Spooner (Solanaceae) € uma espécie de tomate
silvestre resistente a diversas pragas (Saeidi et al. 2012), como a lagarta-do-fumo,
Manduca sextd.. (Lepidoptera: Sphingidae) a lagarta-do-tontdédiothis zeaBoddie
(Lepidoptera:  Noctuide), besoudabatata, Leptinotarsa decemlineata Say
(Coleoptera: Chrysomelidae) (Williams et al. 1980), traca-do-tomafkite, absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelechiidae) (Gilardon et al. 2001, Leite et al. 26Gieria
lycopersicellaWalsingham (Lepidoptera: Gelechiidae)Spodoptera exiguddtbner

(Lepidoptera: Noctuidae) (Lin et al. 1987). Estas resisténcias estado relacionadas a
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elevada densidade de tricomas glandulares do tipo IV (Simmons & Gurr 2005, Murungi
et al. 2009), especializadas na sintese, armazenamento e secrecdo de metabdlitos
secundérios (Ben-Israel et al. 2009, Besser et al. 2009, Maes et al. 2011), ricos em
tridecan-2-ona e undecan-2-ona, que sdo toxicas a artrépodes (Chatzivasileiadis &
Sabelis 1997, Chatzivasileiadis et al. 1999). Ademais, tem acidos carboxilicos e
sesquiterpénos com toxicidade contra espécies de lepidopteros e afideos (Goffreda et al.
1990, Juvik et al. 1994, Frelichowski & Juvik 2001). O estudo da composi¢cao quimica
do extrato deS. habrochaitegpodera levar a identificacdo de constituintes bioativos,
com potencial de desenvolvimento de formulagées que possam controlar insetos-praga.
O parasitoide Palmisthicus elaeisisDelvare & LaSalle (Hymenoptera:

Eulophidae) € um agente promissor no controle biolégico (Pereira et al. 2008), como
endoparasitoide gregario e generalista (Menezes et al. 2012) e relatado em pupas de
Lepidoptera de diversas familias como Arctiidae (Zaché et al. 2012), Bombycidae
(Pereira et al. 2010), Crambidae (Bittencourt & Berti-Filho 2004, Chichera et al. 2012),
Geometridae (Bittencourt & Berti-Filho 2004, Pereira et al. 2008), Hesperiidae
(Candelaria & Wilcken 2014) Lymantriidae (Tavares et al. 2011, Zaché et al. 2012),
Noctuidae (Bittencourt & Berti-Filho 2004, Andrade et al. 2010), Nymphalidae (Tavares
et al. 2013), Pyralidae (Zaché et al. 2013) e Saturniidae (Tavares et al. 2012). Alem
disso, parasita pupas de Coloptera em laboratério (Zanuncio et al. 2008, Pereira et al.
2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade de extratdS. debrochaites
em solventes diclorometano, acetato de etila e metanol sobre os ovos e as ladartas de

gemmatali® a seletividade ao parasitoieleelaeisis
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2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Quimica Supramolecular e
Biomimética do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e
no Laboratério de Controle Bioldgico de Insetos (LCBI) do Instituto de Biotecnologia

Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) em Vicosa, Estado de Minas Gerais, Brasil.

2.1 Material vegetal

Folhas e ramos d8. habrochaitesoram coletadas no campus da Universidade
Federal de Vicosa no Departamento de Fitotecnia da UFV e processados de acordo com

ositens 2.2 e 2.3.

2.2. Procedimentos quimicos gera

ExtragBes e procedimentos cromatograficos foram realizados utilizando-se
solventes de grau analitico e previamente destilados. As separacdes cromatogréficas a
vacuo e em coluna aberta foram realizadas utilizando silica-gel 60 (70-230 ou 230-400
mesh) como fase estacionaria. As analises por cromatografia em camada delgada
analitica foram feitas utilizando-se placas de silica-gel 603 dem 0,25 mm de
espessura e revelacdo com luz ultravioleta (254 e 366 nm) seguida por imersao em
solucdo acida de vanilina. As andlises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria
de massas foram realizadas em cromatografo Shimadzu modelo CG-EM QP 5000A,
equipado com coluna capilar DBSupelco (30m x 0,25mm x 0,25um), nas seguintes
condicOes operacionais: método por impacto de elétrons (70 eV); modo scan, m/z 30,00

a 700,00; fluxo do gas de arraste (He) 1,6 mLiniazao de split 1:2. Programacéo de
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temperatura, I 40 °C por 2 min., gradiente de 20 °C taté = 300 °C; temperatura

do injetor 290 °C; temperatura do detector 290 °C.

2.3 Obtencéo e fracionamento dos extratos de partes aéreas

Ramos e folhas (partes aéreas) das plant&®. tkbrochaiteforam secas em
estufa ventilada a 40 °C e a extracao foi realizada por maceragao a frio utiseando
etanol 98% (3 L) por sete dias. O procedimento foi realizado em triplicada e os extratos
etandlicos foram reunidos, secados com sulfato de s6di&@)aanidro e o solvente
removido em evaporador rotatorio, obtendo-se 58,936 g de extrato bruto. Dessa massa,
10,0 g foram separados para os testes bioldgicos e o restante submetido a fracionamento
inicial por cromatografia a vacuo com silica-gel 60 (70-230 mesh) como fase
estacionaria e 2,5 L de cada um dos solventes em ordem crescente de polaridade:
hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)
(Figura 1) (Coll et al. 1986). Solugcbes-estoque a 20% (m/v) foram preparadas
dissolvendo-se 10 g de cada extrato em 50 mL de etanol. As solu¢des a 15%, 10%, 2% e
1% (m/v) foram preparadas diluindo-se 7,5 mL, 5 mL, 1 mL e 0,5 mL da solugéo-
estoque, respectivamente, em volume de etanol suficiente para um volume final de 10
mL. Os extratos em DCM, AcOEt e MeOH foram secos sobS@a anidro,
concentrados em evaporador rotatério e testados contra ovos e lagarftas de

gemmatalis

O extrato que apresentar atividade biologica gemmatalisera submetido a
um fracionamento subsequente por cromatografia em coluna tendo silica-gel 60 (70-230
mesh) como fase estacionaria e eluicdo por gradiente utilizando hexano-diclorometano
1:0 a 0:1 (v/v), para identificacdo dos constituintes quimicos presentes nas fracdes. As

fracbes (10 mL) foram coletadas em tubos de ensaio e agrupadas de acordo com o perfil
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em CCD analitica, obtendo-se cinco fragdes (Figura 1). Essas fra¢ces foram analisada
por CG-EM.

Os constituintes quimicos das fracdes foram identificados por comparagdo dos
seus espectros de massas com os dados da biblioteca do equipamento. Identificacdo dos
compostos com indices de similaridade iguais ou superiores a 90% foi confirmada
através do célculo dos respectivos indices de retengdo e comparagdo com valores da
literatura. Os indices de retencdo foram calculados utilizando-se padrées de
hidrocarbonetos por meio da equacao (Viegas et al. 2007): LRI - 100 x (Tc - Tn/Tn+1-
Tn) + n, onde Onde LRI= indice de retencdo linears Tempo de retencdo do
composto de interesse;+I= tempo de retencdo do hidrocarboneto posterigrit@dmpo
de retencdo do hidrocarboneto anterior; n= ndmero de carbonos do hidrocarboneto

anterior.

2.4 Criacdo da espécie-praga. gemmatalis

Individuos deA. gemmatali§oram provenientes da criacdo massal do Laboratério
de Controle Bioldgico de Insetos (LCBI) onde, na fase adulta, esses insetos foram
criados em gaiolas de madeira (30 x 30 x 30 cm) com as laterais teladas, recobertas com
papel, e tampa de vidro, em sala climatizada (temperatura de 26,+70 + 10 % de
UR e 12 horas de fotofase) e alimentadas com solugéo nutritiva embebida em algodao
no fundo das gaiolas. A cada dois dias, 0s papéis com postukageimmatalisoram
retirados das gaiolas, cortados em tiras (2,5 x 10 cm) e transferidos para potes plasticos
de 1000 mL com dieta artificial (Greene et al. 1976) em cubos de 15 x 15 x 15 mm para
as lagartas recém-eclodidas. Um dia ap0s a passagem para o terceiro estadio, grupos de
vinte imaturos dé\. gemmataligoram acondicionados por pote plastico até a pupacao e

a quantidade de dieta artificial oferecida por pote as lagartas aumentou,
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proporcionalmente, com o desenvolvimento das mesmas. A reposi¢cao desse alimento e a

assepsia dos potes foram realizadas a cada 48 horas.

2.5 Criagéo do parasitoidePalmistichus elaeisis (Hymenoptera: Eulophidae)

Adultos deP. elaeisisforam mantidos em tubos de vidro (14,5 x 2,0 cm)
tampados com algoddo e com goticulas de mel no interior. Pupas do hospedeiro
alternativoT. molitor, com até 24 horas de idade, foram expostas ao parasitismo por 48
horas a temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 + 10% e fotofase de 12 horas

em sala climatizada (Zanuncio et al. 2008).

2.6 Bioensaios de Toxicidade
2.6.1 Ovos

Vinte ovos deA. gemmataliscom até 48 horas de idade foram colados por
pedaco de papel (15 x 5 cm) em forma de cartela e colocados por placa de Petri (12 x
1,5 cm). Um total de 50 pL dos concentrados dos extrat8s llgbrochaiteem etanol
[1, 2, 10, 15 e 20% (m/v)] e o controle (etanol) foi aplicado sobre ovoA.de
gemmataliscom micropipeta de precisdo. A seguir, as cartelas foram deixadas secar em
papel toalha ao ar livre por 10 minutos para evaporacao dos solventes (diclorometano,
acetato de etila e metanol) e mantidos em camaras tipo B.O.D. (temperatura de 25 £ 1
°C, 70+ 10 % de UR e 12 horas de fotofase). A eclosdo das lagartas ou a inviabilidade
dos ovos foi avaliada, diariamente, por cinco dias (Tavares et al. 2010). A inviabilidade

dos ovos foi corrigida pela formula de Abbott (Abbott 1925).
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2.6.2 Lagartas

Folhas de sojaGlyine maxL.) foram coletadas no campo experimental da
Universidade Federal de Vigcosa (UFV), das quais discos com 10,25focam
retirados. Esses discos foram imersos por 10 segundos nos extr&tosateochaites
[1, 2, 10, 15 e 20% (m/v)] e no controle (etanol), deixados secar em papel toalha ao ar
livre por 30 minutos e oferecidos as lagartas de terceiro estadfa demmatalis
(criados até essa fase em dieta artificial) e depois levados para B.O.D. (temperatura de
25 + 1°C, 70+ 10 % de UR e 12 horas de fotofase). Apés 24 horas do inicio dos
experimentos, discos contaminados foram trocados por novos ndo contaminados para 0s
individuos sobreviventes. Os experimentos foram repetidos por cinco vezes, tendo cada
repeticdo um grupo de cinco imaturos da lagdataeja alimentadas ou ndo com
substratos tratados. A mortalidade das lagartas foi registrada a cada 72 horas do inicio
dos experimentos (Castro et al. 2008, Uckan & Sak 2010). A mortalidade dos imaturos

foi corrigida pela formula de Abbott (Abbott 1925).

2.6.3 Susceptibilidade do parasitoide

Cem microlitros dos concentrados (1, 2, 5, 10, e 20%) dos extratos botanicos de
S. habrochaites etanol (testemunha) foram aplicados topicamente na superficie de
papéis filtro (9 cm de diametro) mantidos por 30 minutos fora da luz solar direta para a
evaporacao do solvente. Esses papeis filtro foram introduzidos em placas de Petri de
vidro (9 cm de diametro) onde permaneceram com dez adultos do pard3itlakEsis
de até 48 horas de idade (Zanuncio et al. 2008, Pereira et al. 2009). O experimento teve

cinco repeticdes. Anortalidade dos adultos dos parasitoides foi avaliada apos 72 horas
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do inicio do experimento (Bayram et al. 2010) e corrigida pela formula de Abbott

(Abbott 1925).

2.7 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em blocos casualizados com quatro tratamentos
(extrato bruto, diclorometano, acetato de etila e metanol) e testemunha (etanol) com
cinco repeticbes para cada tratamemtoinviabilidade de ovos e a mortalidade de
lagartas déA\. gemmatali® dos adultos dB. elaeisisforam avaliadas apds 72 horas do
inicio dos experimentos, e os valores dedXCLgo e 0s limites de confianga analisadas
pelo Probit, calculando os valores desgClLooe os limites de confianga na funcéo dose
resposta (Finney, 1971), usando o procedimento Proc Probit do programaS&ERS U

versao 9.0 (SAS Institute, 1998).

3. RESULTADOS
3.1 Constituintes Quimicos

Trés fragbes do extrato d& habrochaiteem diclorometano (2,403 g) foram
obtidas e analisadas por CG-EM. A analise cromatogréfica da fracdo F1 mostrou
hidrocarbonetos de cadeia longa (Figura 2A, Figura 3), identificados como &cido
hexadecanoico, docosano, tricosano, pentacosano, heptacosano, octacosano e esqualeno

(Tabela 1).

A andlise da fracdo F2 por CG-EM (Figura 2B, Figura 3) permitiu a
identificacdo de trés compostos quimicos do grupo dos ésteres de acidos graxos de
cadeia longa, hexadecanoato de etila, octadecanoato de etila e docosanoato de etila

(Tabela 1).
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A fragcdo F5 por CG-EM (Figura 2C, Figura 3) permitiu a identificagcdo das
metilcetonas, tridecan-2-ona, pentadecan-2-ona e 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona as e
o aldeido de cadeia longa 9,12,15-octadecatrienal (Tabela 1). Tridecan-2-ona com

38.02% do teor total foi a molécula majoritaria (Tabela 1).

As fragcbes F3 e F4 ndo apresentaram compostos com indice de similaridade
acima dos 90% e rendimento suficiente para analises posteriores. Por isto, suas

moléculas quimicas ndo foram identificadas.

3.2 Ovos

A toxicidade do extrato bruto d8. habrochaitedEBSH) para ovos deé\.
gemmatalifoi de Clso de 1,67 (1,38-2,02) e Gd.de 7,27 (5,28-11,80) (concentracdes
gue provocam mortalidade), e em diclorometano (EDSH3p @& 2,83 (2,41-3,25) e
CLgo 6,95 (5,91-8,56). Esses extratos foram, no minimo, duas vezes mais toxicos que o
em metanol d&. habrochaite$EMSH), Clso de 7,00 (6,00-8,05) e @4.19,45 (16,00-
25,49). O extrato em acetato-de-etila (EASH) desse tondatdoi toxico para postutas

deA. gemmataligTabela 2).

3.3 Lagartas

O extrato em diclorometano d8. habrochaite§EDSH) apresentou maior
toxicidade a lagartas déA. gemmatalisapos 72 horas da ingestdo de alimento
contaminado, com valores de £lde 5,70% (4,14-8,08%) e @J.28,52% (17,18-
70,92%) (Tabela 2). No entanto, os extratos com os demais solventes ndo foram toxicos

para lagartas de terceiro instar AlegemmatalisExtratos de5. habrochaitegxtraidos
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dos todos os solventes e aplicados topicamente em lagaagelmmatali:ido foram

toxicos para essa praga (Tabela 2).

3.4 Susceptibilidade do parasitoide

Palmistichus elaeisifoi susceptivel apenas ao extrato em acetato de etila com
Clso de 15,07% (12,80-19,07%)C@Loode 37,05% (26,71-68,97%), os demais extratos

ndo foram toxicos para o parasitoide (Tabela 3).

4. DISCUSSAO
4.1 Constituintes quimicos

A identificacdo de tridecan-2-ona, 6,10,14-trimetilpentadecan-2-ona,
heptacosano, hexadecanoato de etila, pentacosano, pentadecan-2-ona, esqualeno,
octadecanoato de etila, tricosano, &cido hexadecandico, octacosano, 9,12,15-
octadecatrienal, docosano e docosanoato de etila, em extrat8s fbrochaites,
confirma a ocorréncia de diferentes componentes quimicos em plantas silvestres
(Figueiredo et al. 2008) como relatado p&ittosporum undulatumvent. (Apiales:
Pittosporaceae) (Ferreira et al. 2007)Dendranthema nankingenseland.-Mazz
(Compositae) (Wu et al. 2015). O composto majoritario, tridecan-2-onaS.em
habrochaitesfoi, também, o de maior concentracdo no 6leo essenci@latianthus
mixtusL., 16% de concentracdo (Elouaddari et al. 2013). Esse composto esta entre as
principais metil-cetonas presentes em 0leos essenciais de plantas (Park et al. 2013). O
Oleo de sementes déerva javanica Burm.f. (Caryophyllales: Amaranthaceae)
apresentou os heptacosane (25,4%), pentacosano (12,1%), tricosano (3,6%), octacosano

(2,1%) e esqueleno (0,9%) em maiores concentracdes (Samejo et al. @Qddlao
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essencial das folhas, flores e frutos ®&oringa oleifera Lam. (Brassicales:

Moringaceae) apresentou 0s pentacosano (17,41%), hexacosano (11,20%) e o &cido
hexadecanodico (1,08%); tetracosano (27,4%), acetato de hexadecila (21,0%) e acido
hexadecanodico (18,4%) e hidrocarbonetos docosano (32,7%), tetracosano (24,0%) e
octacosano (19,1%), respectivamente, como seus principais constitintes (Chuang et al.
2007). As analises por CG-EM mostraram que o extratcSddabrochaitesem

diclorometano apresenta maior propor¢cdo de metilcetonas em relagdo aos demais

constituintes, sendo a tridecan-2-ona 0 composto majoritario.

4.2 Ovos

A toxicidade dos extratos EBSH, EDSH e EMSH Sdéhabrochaites ovos de
A. gemmataligoi semelhante ao relatado para aqueleS.dguianensi® Clerodendrum
phlomidis (Lamiaceae) em solvente hexanico para posturaéSpdeoptera lituraFab.
(Lepidoptera: Noctuidae) Earias vittellaFab. (Lepidoptera: Noctuidae) (Muthu et al.
2013, Baskar et al. 2015). Extrato aguoso S#mbucus ebulusveram atividade
deletéria a oviposicdo e viabilidade de ovos Tébolium confusumDu Val
(Tenebrionidae) (Tunc et al. 2000), os Mgrtus communid.., Melaleuca alternifolia
Chee] Pimenta dioical., Syzygium aromaticurn., Eucalyptus citriodoraHook e E.
globulus Labill (Myrtaceae)foram téxicos a posturas deialeurodes vaporariorum
Westwood (Hemiptera: Aleyrodidae) (Choi et al. 2003). Fitoquimicos de plantas
interferem no desenvolvimento embrionario por supressdao hormonal e processos
bioquimicos, reduzindo a viabilidade de ovos de insetos (Fagoonee & Lange 1981). A
presenca de metil cetonas em extratoSdénabrochaitescom atividade ovicida A.

gemmataligorna promissor seu uso no manejo dessa praga.
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4.3 Lagartas

A identificacdo de metil cetonas, ésteres de acidos graxos, hidrocarbonetos de
cadeia longa e aldeidos de baixa polaridade nas fracOes. dmbrochaitesem
diclorometano com eficiéncia a lagartas"dggemmatali€ semelhante ao relatado para
compostos de baixa polaridade em extrato hexanicGalgoupita guianensi&ubl.
(Lecythidaceae) par&. litura com mortalidade das lagartas de 68,7% em uma
concentracdo de 5,0% (Baskar et al. 2015) e extratosNidella sativa (L.)
(Ranunculales: Ranunculaceae) con®a littoralis (Boisduval) (Osman & Osman,
2014). Compostos de baixa polaridade, redua producdo de hemolinfa e de enzimas
digestivas no intestino médio, afetando no processo digestivo (Baskar et al. 2015) ou
danificando a membrana peritréfica aumentando a taxa de mortalidade de insetos
(Pechan et al. 2002), o que pode ter acontecido em imatuAoggéenmatalismediante

ingestéo do extrato d& habrochaiteem diclorometano.

O tridecan-2-ona, composto majotitario do extrato Sle habrochaitesem
diclorometano, foi possivelmente responsavel pela mortalidade de lagartAs de
gemmatalis como relatado paraHelicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae), em dieta com tridecan-2-ona (0,1 mg/g), com sobrevivéncia inferior a 51%
(Zhang et al. 2015). Atividade biologica 8e habrochaiteg condicionada por grandes
quantidades de tridecan-2-ona em seus tricomas glandulares tipo VI (Braga et al. 2007),
onde essa molécula esta envolvida diretamente na inducdo da atividade enzimatica do
citocromo P450 no intestino médio e armigera(Liu et al. 2013, Li et al. 2014),
Spodoptera frugiperdaGiraudo et al. 2015) eéManduca sextalL. (Lepidoptera:
Sphingidae) (Stevens et al. 2000), confirmando seu efeito deletério em insetasApraga
mortalidade deM. sexta(CLso 0,015),Heliothis virescens-. (Lepidoptera: Noctuidae)

(ClLso 0,015) e deMyzus persicaeSulzer (Homoptera: Aphididad)CLso 0,067) foi
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maior com o tridecan-2-ona em relacdo a decan-2-ona e pentadecan-2-ona (Antonious et
al. 2003), reforcando o efeito inseticida desta molécula. Toxicidade de extratos a
insetos, deve-se a vacuolizagcdo do citoplasma, rompimento das microvilosidades,
destruicdo da membrana peritréfica, alteracbes nas células do intestino médio dos
insetos (Brunherotto et al. 2010) e inducédo do P450 (Liu et al. 2013, Li et al. 2014,
Giraudo et al. 2015), o que pode ter ocorrido em lagartad. dgemmatalisapos

ingestao do extrato d& habrochaites

A atividade insaeticida de extratos de folhas 8e habrochaitesem
diclorometano a imaturos d&. gemmatalisfoi semelhantea extratos deA. indica
(Meliaceae) eBauhinia scandenk. (Fabaceae) nesse solvente contra cupins (Inacio &
Cavalho 2012) e ao aumentta mortalidade e duracao larval ERritella xylostellaL.
(Lepidoptera: Plutellidae) (Poonsri et al. 2015). Extratos de folhds gtessypiifolial.
(Euphorbiaceae)e Melia azedarachL. (Meliaceae) foram letais a imaturos de
Spodoptera frugiperdd.E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Bullangpoti et al. 2012),
enquanto o de cerne dealbergia oliveri Gamble (Fabaceae) foi deletérioAades
aegypti (Pluempanupat et al. 2013). Extrato 8e habrochaitesem diclorometano

constitui um bioinseticida para 0 manejo de imaturo&.dgemmatalis

A falta de mortalidade de lagartas Aegemmatalisapds exposicao tépica dos
extratos deS. habrochaitesdeve seravaliada em diferentes parametrosomo
desenvolvimento de insetos, aumento da fase larval, pupas e adultos mal formados

(Nascimento et al. 2003, Khalil et al. 2006).

4.4 Susceptibilidade do parasitoide
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A seletividade do extrato d& habrochaiteem diclorometano B. elaeisise sua
toxicidade aA. gemmataligefor¢ca seu uso no manejo integrado de pragas. Extratos de
folhnas deMelia azedarach(L.) e formulac6es comerciais de nem (Neemix 4,5) nao
reduziram a sobrevivéncia e a longevidade Getesia plutellae (Kurdjumov)
(Hymenoptera: Braconidae) ®iadromus collaris (Gravenhorst) (Hymenoptera:
Ichneumonidae) (Charleston et al. 2005), mas aqueles de frutds aleedaracméo
foram toxicos aCotesia ayerzaBréthes) (Hymenoptera: Braconidae), quando seus
anfitribes foram contaminados com o extrato (Defagd et al. 2(Aanasitismo,
longevidade e reproducao do parasitoid®asalis(Wollaston), ndo foram afetados em
contanto com O6leos essenciais @eiganum vulgare(L.) e Thymus vulgaris(L.)
(Lamiaced (Gonzéles et al. 2013). A toxicidade seletiva de inseticidas naturais ou
sintéticos sdo importantes para programas de Manejo Integrado de Pragasadevido
efeitos diretos ao nivel tréfico superior (Moscardini et al. 2008). Eficiéncia do extrato
de S. habrochaitesem diclorometano para ovos e imaturos Ale gemmatalis e

seletividade #&. elaeisianostram seu potencial para programas de controle de pragas.

5. CONCLUSOES

O extrato deS. habrochaiteem diclorometano foi eficiente A. gemmatalis
aumentando a imvibialidade de ovos e taxa de mortalidade de imaturos dessa praga e

seletivo ao parasitoide elaeisis.

6. AGRADECIMENTOS
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Tabela 1. Composicdo quimica das fracdes F1, F2 e F5 extratocSalanum

habrochaiteeem hexano por CG-EM. Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Dezembro 2014

N Composto Area IR IR* Referéncia
Fracao F1
1 Acido hexadecandico 2,23 1975 1973 (Hosseinihashemi et al. 201.
2 Docosano 0,99 2205 2200 (Samejo et al. 2013)
3 Tricosano 2,70 2305 2302 (Hosseinihashemi et al. 201
4 Pentacosano 5,31 2506 2500 (Samejo et al. 2013)
5 Heptacosano 11,54 2712 2700 (Silva et al. 2013)
6 Octacosano 1,58 2806 2800 (Naquvi et al. 2013)
7 Esqualeno 2,97 2855 2847 (Samejo et al. 2013)
Fracao F2
8 Hexadecanoato de etila 8,91 2010 2013 (Selli et al. 2006)
9 Octadecanoato de etila 2,71 2204 2207 (Ansorena et al. 2000)
10 Docosanoato de etila 0,56 2601 2596 (Heirich et al. 2002)
Fracao F5
11 Tridecan-2-ona 38,02 1512 1512 (Owens et al. 1997)
12 Pentadecan-2-ona 4,46 1705 1705 (Se Souza et al. 2009)
13 Sl0datimetipentadecay, o5 1856 1846 (Shi-dong et al. 2014)
14 9,12,15-octadecatrienal 1,18 1973 1979 (Yang et al. 2012)

*Indice de retencao relatado na literatura. N, Nimero do pico.
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Tabela 2 Atividade ovicida e toxicidade (ingestao e topica)kd3 Clgo de extratos
Solanum habrochaiteem posturas e lagartas daticarsia gemmataligLepidoptera:
Erebidae). Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Janeiro de 2015

Atividade ovicida

Extratos n CLso® (%) (1.C.95%  Clgo® (%) (I.C.95% X2
EASH 500 * * * * *
EDSH 600 2.83 2.41-3.25 6.95 5.91-8.56 101.6
EMSH 600 7.00 6.00-8.05 19.45 16-25.49 90.6
EBSH 500 1.67 1.38-2.02 7.27 5.28-11.80  70.57
Atividade lagarticida (Ingestao)
Extratos n° Clso® (%)  (I.C.95%)c  Cloo® (%) (I.C. 95%)c X?
EASH 150 * * * * *
EDSH 150 5.70 4.14 - 8.08 28.52 17.18-70.92 36.94
EMSH 150 * * * * *
EBSH 150 * * * * *
Atividade lagarticida (T6pico)
Extratos n° CLso® (%) (1.C. 95%)c  Cloo® (%) (I.C. 95%)c X?
EASH 150 * * * * *
EDSH 150 * * * * *
EMSH 150 * * * * *
EBSH 150 * * * * *

EASH= extrato deSolanum habrochaiteem acetato de etila; EDSH= extrato &
habrochaitesem diclorometabo; EMSH= extrato d& habrochaiteeem metanol; EBSH=
extrato bruto deéS. habrochaitesn’= nimero de individuos amostrados.s€E Concentragio
letal capaz de matar 50% dos individuosed®t Concentracdo letal capaz de matar 90% dos
individuos.%(95% de probabilidade). I.C.= Intervalo de configntd/alores nado significativos.
Valor de P < 0,0001
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Tabela 3 Toxicidade CL50 e CL90 de extratos d@wolanum habrochaiteem
Palmistichuselaeisis(Hymenoptera: Eulophidae). Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Janeiro
de 2015

Extratos N Clso® (%) (1.C.95%) Clgo® (%) (I.C. 95%) X?
EASH 250 15.07 12.80-19.07 37.05  26.71-68.97 36.99
EDSH 250 * * * * *
EMSH 250 * * * * *
EBSH 250 * * * * *

EASH= extrato deSolanum habrochaiteem acetato de etila; EDSH= extrato &
habrochaitesem diclorometano; EMSH= extrato d& habrochaiteeem metanol; EBSH=
extrato bruto deéS. habrochaitesn’= nimero de individuos amostrados.s€E Concentragcio
letal capaz de matar 50% dos individuosed®£ Concentragéo letal capaz de matar 90% dos
individuos.%(95% de probabilidade). I.C.= Intervalo de configntd/alores nado significativos.
Valor de P < 0,0001
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Extrato bruto
(48,936 g)
l L e
Extrato em Extrato em Extrato em Extrato em
hexano DCM AcOEt MeOH
(0,167 g) (2,403 g) (7,513 g) (22,366 g)
Hexano-DCM 1:0a 0:1 (v/v)
L ¥ W W -
Fi F2 F3 F4 F5
(0,305 g) || (0,280g) || (0,035g) || (0.090g) || (1,239 g)
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Figura 1. Fracionamento do extrato bruto 8elanum habrochaitgsor cromatografia a
vacuo. Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Dezembro 2014.
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Figura 2. Cromatograma gasosa 8elanum habrochaitede ions totais das fragfes F1
(A), F2 (B) e F5 (C). Vicosa, Minas Gerais, Brasil. Dezembro de 2015.
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