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Resumo

O uso continuo de inseticidas sintéticos tem trazido efeitos indesejaveis do ponto de
vista biolégico e ambiental. Os problemas decorrentes da aplicagdo destes produtos
tém sido amplificados em fungao da crescente preocupacgdo com a sustentabilidade
dos recursos naturais e com o bem-estar da populagdo e do ambiente. A divulgagéo
de novas técnicas de controle, o alto custo para se obter novas moléculas com agao
inseticida e a dificuldade de se descobrir novas classes de compostos,
proporcionaram um aumento no interesse por plantas que sintetizam substancias
com propriedades inseticidas. Com esta filosofia propomos avaliar a bioatividade de
extratos vegetais das espécies Eschweilera pedicellata (Familia: Lecythidaceae) e
Vitex cymosa (Familia: Verbenaceae) contra adultos de Sitophilus zeamais
(Coleoptera, Curculionidae) importante praga de graos armazenados no Brasil.
Neste sentido, os extratos: H,O_Fo de E. pedicellata e Hidromet Fo, H,O Fo,
MeOH_Fl e MeOH_Ga de V. cymosa repeliram os adultos S. zeamais, ja os extratos
H,O_Ga de E. pedicellata e DCM_Fo, MeOH_Fo e MeOH_Ra de V. cymosa tendem
a atrair mais do que repelir e o extrato Hidromet _Ra foi neutro. A analise do fator
tempo em fungcdo da porcentagem de repeléncia sugere mesma intensidade de
resposta em todo ensaio; contudo, respostas mais rapidas foram observadas nas
primeiras 2 horas apdés a exposicdo. Em funcdo das concentracdes, distintas
respostas foram observadas entre cada extrato. Os solventes metanol e
diclorometano ndo causaram toxicidade aguda por contato e ingestdo. Assim, ambos
podem ser utilizados na solubilizacdo de extratos organicos contra adultos de S.
zeamais, 0 que n&o invalida ensaios a priori avaliando a toxicidade dos mesmos
sobre os individuos. Os individuos de S. zeamais foram mais sensiveis aos extratos
quando expostos pela via de ingestdo em comparagdo a via de contato. Foi
observada uma tendéncia de diminuicdo na porcentagem de individuos emergidos
na geracdo F1 com o aumento das dosagens; entretanto, esta relagédo néo foi
observada com o extrato H,O _Fo de V. cymosa. Dentre os extratos avaliados o mais
promissor foi o MeOH_Ga de V. cymosa por diminuir em mais de 40% a
sobrevivéncia dos adultos, por demonstrar efeito de repeléncia e ainda por reduzir
em 40% o numero de individuos emergidos na geragao F1. De acordo com nossos
resultados, sugerimos a realizagdo de bioensaios utilizando os extratos: MeOH_Ga,
H,O _Fo, DCM_Fo e DCM_FI de V. cymosa e H,O_Ga de E. pedicellata contra
adultos de S. zeamais.
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Abstract

Continue use of synthetic insecticides have cause negative biological and
environmental effects. These problems become highly regarded due to the natural
resources sustainability and population welfare. The diffusion of new control
techniques (more sustainable), the high cost of obtaining new insecticides synthetic
molecules and the difficulty of discovering new kinds of compounds, have promote a
growing interest in insecticides synthesize based on plants. Based on this context
we tested the insecticidal activity of extracts of Eschweilera pedicellata (Family:
Lecythidaceae) and Vitex cymosa (Family: Verbenaceae) against adults specimens
of Sitophilus zeamais (Coleoptera, Curculionidae) important plague of stored grains
in Brazil. In this sense extracts of: H,O _Fo from the E. pedicellata and Hidromet_Fo,
H,O_Fo, MeOH_Fl and MeOH_Ga from the V. cymosa repelled adults of S. zeamais,
extracts from H,O_Ga of the E. pedicellata and DCM_Fo, MeOH_Fo and MeOH_Ra
of the V. cymosa tend to attract rather than repel adults of S. zeamais and the extract
Hidromet_Ra was neutral. According time variable analysis the percentage of
repellence suggest the same intensity in every observation cases, however, it was
noted faster results were founded within the first two hours of exposure. Based on
concentration variable different results were observed among each type of extract.
The methanol and dichloromethane solvents did not cause any relevant effect in
contact and ingestion assay, thus, both can be used to solubilize organic extracts
against adults of S. zeamais, this does not exclude a priori trials evaluating the
toxicity of these on individuals. Individuals of S. zeamais in in this study were more
sensible to the extracts when exposed by ingestion assay in comparison rather than
contacting way. A decrease tendency of F1 emerge specimens were observed based
to dosage increment, however, the same relation was not founded using the extract
H>O_Fo of the V. cymosa. The extracts of MeOH_Ga of the V. cymosa was the most
promissory due to the decrease adults survival in more than 40%, also shows effects
of high repellence, and finally for reducing with 40% the number of emerged
individuals in the F1 generation. According to our results we suggest additional tests
using the extracts extracts: MeOH_Ga, H,O_Fo, DCM_Fo e DCM_FI of the V.
cymosa and H,O_Ga of the E. pedicellata against individuals of S. zeamais.
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1. Introducao

O Brasil ocupa um lugar de destaque no cenario internacional no quesito
producdo agricola. Ao longo do seu desenvolvimento econdmico sempre esteve
ligado a este setor da economia, mesmo apds a Revolugao Industrial, e as diversas
mudangas que ocorreram no pais a agricultura nao foi abandonada (Viegas Junior
2003). Segundo Roel (2001) a industrializagao serviu como gestor para os diversos
processos agricolas, desde entdo, o sistema tornou-se dependente do uso
decorrente de insumos organicos e inorganicos, maquinarios, sistemas de irrigagéo
mecanizados eficientes e produtos quimicos de origem sintética.

A partir do momento que o homem conseguiu domesticar as espécies
vegetais transformando-as em cultivos, em vista da necessidade de producdo de
alimentos, passou a travar uma “batalha” contra os insetos. Até entdo, estes
artrépodes conviviam pacificamente nos dominios da mata, onde a diversidade
vegetal mantinha suas populagdes em equilibrio, de modo que, nenhuma populagao
crescia de forma exacerbada a ponto de causar dano. De forma sucinta, um inseto
se torna praga em virtude do aumento da oferta de alimento, da alta taxa
reprodutiva, do habito polifago e da diminuigdo dos inimigos naturais, consequéncia
de cultivos em monocultura (Mesquita 1991; Zarbin et al. 2009).

Com o intuito de amenizar as perdas na producao decorrentes do ataque de
insetos 0 homem criou métodos de controle, caracterizados, sobretudo, pelo uso
intensivo de inseticidas sintéticos. E importante relatar que antes da sintese dos
sintéticos o controle era feito a partir de formulagdes de caldas e misturas. Neste
caso, plantas que demonstravam resisténcia natural, baixa produtividade ou pouca
aceitacdo alimentar eram selecionadas, s6 mais recentemente, em meados da
década de 50 é que o controle passou a ser caracterizado pelo uso intensivo de
defensivos quimicos. Estes produtos, denominados agrotoxicos e/ou pesticidas com
destaque para os inseticidas, possuem acao fisiolégica sobre os organismos vivos e
assim, afetam direta ou indiretamente as comunidades bioticas, interferindo nas

relacdes e no ecossistema (Gallo et al. 2002).
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Os agrotoxicos passaram a ser utilizados intensamente mais precisamente
apos a Segunda Guerra Mundial, em consequencia do potencial quimico que surgiu
com as pesquisas bélicas realizadas pelas empresas do ramo, com a perspectiva de
beneficiar os paises envolvidos, e ainda, em prol do aumento da producédo de
alimentos, frente ao acréscimo populacional (Boff 1999; Roel 2001). Entretanto, o
uso continuo destas moléculas tem trazido efeitos indesejaveis do ponto de vista
biolégico e ambiental, como; morte de inimigos naturais, polinizadores e demais
organismos nao-alvo, com consequente desequilibrio e aumento no numero de
populacdes nocivas, perda da eficacia dos produtos mediante a selegcdo de
populagdes resistentes (Mesquita 1991; Saito e Lucchini 1998; Estrela et al. 2003),
deteccdo de residuos quimicos nos alimentos e ainda, polui¢ao do lencgol freatico,
solo e demais ecossistemas (Almeida et al. 1999).

O surgimento de populagdes resistentes tem sido considerado o efeito mais
indesejavel do ponto de vista biolégico e ambiental. Segundo a Organizagdo Mundial
de Saude, o mecanismo de resisténcia se baseia na capacidade de um organismo
em tolerar doses ou concentragdes de produtos que seriam letais para a maioria dos
individuos da populagao (Omoto e Alves 1998). Neste sentido, em ambientes com
residuos de pesticidas ha um aumento na densidade de gendtipos resistentes por
influéncia do processo de selegéo (Raven et al. 1996; Poletti e Omoto 2003). Com o
objetivo de eliminar estes individuos, ha um aumento na frequéncia das aplicagdes,
na dosagem e/ou substituicdo do produto por outro de maior toxicidade, como
consequéncia os demais problemas aumentam como em uma relagdo positiva e
comprometem os programas de manejo de pragas (Omoto e Alves 1998; Berlitz e
Fiuza 2005). Esta evolugdo do processo de resisténcia tem sido considerada um
mecanismo de defesa dos artropodes frente a pressao de selecdo aos inseticidas
sintéticos (Omoto e Alves 1998).

Os diversos problemas decorrentes da aplicagdo destes praguicidas tém sido
amplificados nos 6rgaos de divulgagao, em fungao da crescente preocupagao com a
sustentabilidade dos recursos naturais, com o bem-estar da populagdo e do
ambiente. E inegavel a preocupacdo com o meio ambiente e com as consequéncias

que uma agricultura moldada em caracteristicas ndo sustentaveis pode trazer para o
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futuro (Moreira et al. 1996). Com o advento da tecnologia e a divulgagdo de novas
técnicas para controle de insetos, os agricultores vém conhecendo métodos
sustentaveis, dentro do Manejo Integrado de Pragas - MIP.

O MIP surgiu em resposta aos efeitos indesejaveis dos produtos sintéticos e
tem como objetivo o controle populacional de insetos causadores de danos, por
meio da substituicdo de inseticidas sintéticos por métodos sustentaveis e eficazes,
bem como o uso destes aliados aos sintéticos (Gallo et al. 2002; Poletti e Omoto
2003; Silva et al. 2007, WWF-Brasil 2009). O cultivo € monitorado e medidas de
prevencdo adotadas, a denominagao praga deixa de existir e os insetos quando
ultrapassam o “nivel de dano econbémico”, passam a ser denominados “insetos-alvo”,
as intervengbes sao pontuais e usam-se todas as formas de defesa possiveis
(Zarbin et al. 2009).

Esta nova filosofia fez aumentar a busca por moléculas quimicas menos
téxicas capazes de agir sobre determinada populagéo, levando em consideragéo
tempo de degradagdo, modo de acado, acdo sobre os insetos benéficos, os
ecossistemas e a saude humana. Somado a isto, o alto custo para se obter novas
moléculas com acgao inseticida proporcionou aumento no interesse por plantas que
sintetizam substéncias com propriedades inseticidas e/ou insetistaticas (Viegas
Junior 2003; Silva et al. 2005).

1.1. “Substancias inseticidas” — Histoérico

Os organismos sintetizam por meio de rotas metabdlicas primarias, moléculas
quimicas essenciais para o seu desenvolvimento, como; proteinas, carboidratos e
lipideos, denominados metabdlitos primarios. Contudo, ao longo do processo
evolutivo os vegetais passaram a produzir uma diversidade de substancias. Estas
substancias sintetizadas e liberadas a partir do metabolismo secundario tém entre
outros efeitos, propriedades inseticidas e/ou insetistaticas, as quais tém sido usadas
no controle de insetos (Moreira et al. 2006).

Estes metabdlitos secundarios, denominados aleloquimicos, ou sinais
quimicos, atuam como mediadores da relacdo inseto-planta-ambiente,

intermediando as relacdes entre estes. No caso dos individuos receptores, estes
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compostos agem como incitadores fisiologicos (Zarbin et al. 2009). Na relagéo
inseto—planta acredita-se que estas substancias sejam responsaveis pelas
atividades de fitoprotecao, atracao e repeléncia (Gardiano 2006; Moreira et al. 2006;
Dequech et al. 2008).

No entanto, ha muitas divergéncias sobre a formagdo e a fungdo destas
substancias para os vegetais que as produzem, os mecanismos de defesa que seus
predadores desenvolveram e o impacto do uso destas sobre a biologia dos
herbivoros. Corréa e Sant’/Ana (2007) acreditam que os metabdlitos secundarios ao
serem liberados causam mudangas fisiolégicas e/ou comportamentais em outro
organismo. Vendramim e Tomazini (2001) atribuem uma maior vulnerabilidade dos
insetos quando estas substancias séo aplicadas de forma sincrénica com outros
agentes de controle.

Em suma, é sabido que os metabdlitos afetam a biologia, o desenvolvimento
fisiologico, morfologico e a reproducéo dos insetos e por isso vém sendo usados em
programas de manejo de pragas (Mesquita 1991; Almeida et al. 1999; Roel 2001;
Machado et al. 2007). Contudo, deve-se ressaltar que a composi¢gao quimica destas
substancias € influenciada pela época de coleta, estacdo do ano, condi¢des
ecologicas, método de extragéo e a parte do vegetal utilizada (Lee et al. 2001).

Desde a antiguidade a cultura popular vem fazendo uso destas “substancias
inseticidas” no controle de artrépodes pragas. Ha cerca de 4000 anos os indianos
usavam estes metabdlitos secundarios no controle de populagdes nocivas (Roel
2001). No Egito, no tempo dos Farads e na China, ha 3200 anos, extratos derivados
de plantas eram aplicados diretamente ou por fumigagéo nos grédos armazenados e
no século XVI os Europeus também faziam uso de tais substancias (Moreira et al.
2006). A primeira substancia com propriedade inseticida extraida de uma planta foi o
piretro, a aproximadamente 400 a.C.. O piretro fora extraido das flores de
crisantemo, Chrysanthemum cinerariaefolium Vis. (Asteraceae) e era conhecido
como “Pé da Pérsia” (Vieira et al. 2001), foi usado preferencialmente a seco, como
poO, mas, também, misturado a solventes.

A partir de 1928 esta substancia passou a ser processada, e hoje, ha relatos

de uma gama de insetos sensiveis a sua acdo. E citada no controle de pulgas,
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percevejos, mosquitos, mosca-do-berne, moscas-varejeira, do coleoptera do
morangueiro Anthonomus rubi Herbst., 1795 (Coleoptera, Curculionidae) e da batata
Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 (Coleoptera, Chrysomelidae), do pulgdo do
fumo Myzus persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera, Aphididae), do percevejo do cafeeiro
Antestia sp. e ainda em lagartas desfolhadoras (Saito e Lucchini 1998; Viegas Junior
2003). Outras substancias isoladas de espécies vegetais e usadas no controle de
insetos sédo a rotenona e os rotendides de raizes de Derris spp. e de Lonchocarpus
spp., 0s alcaldides, como a nicotina extraida do género Nicotiana (Solanaceae), a
sabadilha de Schoenocaulon officinale (Schitdl. e Cham.) A. Gray ex Benth e a
rianodina de Rhyania speciosa Lagunes e Rodriguez 1992 (Gallo et al. 2002).

E notada uma estreita relacdo entre plantas com propriedades quimicas
como, plantas aromaticas, condimentares, medicinais e a presenga de substancias
bioativas com fung&o bactericida, fungicida e inseticida. Neste sentido, plantas
comumente usadas pela cultura popular como remédio, no tratamento de
enfermidades ou como condimento alimentar, provocam efeito negativo sobre a
biologia e/ou sobrevivéncia de organismos-praga. Segundo Shaaya et al. (1997)
plantas aromaticas estdo entre os vegetais que mais apresentam constituintes
bioativos com propriedade inseticida.

Trabalhos vém reportando o uso de espécies vegetais no controle de insetos
causadores de danos (Rezende et al. 2004; Fazolin et al. 2007; Machado et al.
2007). Algumas como Allium sativum L. (alho), Annona squamosa L. (fruta do
conde), Artemisia ludoviciana Nutt. (artemisia), Citrus vulgaris L. (laranja),
Chysanthemum sp. (crisdntemo), Coriandrum sativum L. (coentro), Eucalyptus spp.
(eucalipto), Helianthus annus L. (girassol), Laurus nobilis L. (louro), Piper nigrum L.
(pimenta-do-reino), Ricinus cummunis L. (mamona), Ruta graveolens L. (arruda),
Tagetes patula L. (cravo), Urtica urens L. (urtiga) estdo presentes no nosso dia a dia
(Almeida et al. 1999; Roel 2001).

No contexto atual o uso de substancias inseticidas capazes de atuar sobre a
biologia ou sobrevivéncia de individuos causadores de danos, ressurge com O
objetivo de conciliar produtividade agricola a preceitos ecologicos (Machado et al.

2007). Partindo do fato de que ha uma diversidade de espécies vegetais com

17



potencial inseticida contra pragas e que somente algumas tém sido estudadas, € de
suma importancia trabalhos que avaliem o potencial de extratos vegetais como fonte

de praguicidas.

1.2. Extratos vegetais
1.2.1. Familias botanicas

Dentre as familias botanicas as espécies de Meliaceae vém se destacando
devido as suas propriedades inseticidas, tanto pelo numero de insetos sobre os
quais atuam quanto pela eficiéncia de seus extratos (Vendramim 1997). O interesse
nas meliaceas € atribuido a presenca de compostos terpénicos, os limondides, com
atividade bioldgica ja comprovada sobre os insetos. Estes compostos secundarios
de sabor amargo apresentam efeito sobre a ingestdo, a muda, o desenvolvimento
morfolégico e o comportamento dos insetos (Viegas Junior 2003; Nebo 2007).

Entre as meliaceas a espécie Azadirachta indica A. Juss. tem mostrado
resultados mais promissores e seus extratos tém sido reportados como tao potentes
quanto os inseticidas sintéticos (Vacari et al. 2004). Conhecida no Brasil
popularmente como “nim”, é originaria de regides aridas da india, onde foi muito
usada pelos produtores locais. Neste caso, as folhas eram secas e maceradas com
0s graos para evitar os danos causados no momento da estocagem (Roel 2001).

Contra insetos o nim tem acdo ovicida, larvicida, além de atrasar o
crescimento, reduzir a fecundidade e a fertilidade, induzir deformacgdes e repelir. Até
1999, cerca de 400 espécies de insetos ja haviam sido relatadas como sensiveis a
alguma acao da A. indica. Extratos, 6leos e p6 das folhas, frutos e cascas sao
usados; porém, o Oleo extraido da semente tem sido empregado com maior
frequéncia no controle de insetos causadores de danos (Roel 2001; Embrapa 2008).

Atualmente produtos sintéticos disponiveis no mercado, possuem como
componente principal a azadiractina, principal substancia com propriedade inseticida
extraida do nim, como o Margosan-O (Viegas Junior 2003). Diversas espécies de
Meliaceae vém sendo estudadas, mas duas delas, Trichilia spp. e Melia azedarach

L. tém sido frequentemente reportadas em diversos estudos (Brunherotto e

18



Vendramim 2001; Torrecilas e Vendramim 2001; Gongalves-Gervasio 2003; Viegas
Junior 2003; Castellani et al. 2006).

Muitas familias botanicas tém sido estudadas (Annonaceae, Asteraceae,
Canellacea, Chenopodiaceae, Labiataceae, Lauraceae, Rutaceae, Myrtaceae,
Piperacae e Verbenaceae), ao considerar a presenca de substancias inseticidas
(Tapondjou et al. 2002; Tavares e Vendramim 2005; Estrela et al. 2006; Isman 2006;
Moreira et al. 2006; Fazolin et al. 2007). Os metabdlitos encontrados nestas plantas,
dependendo do modo de acgédo, podem atrair ou repelir; na reproducéo, reduzir a
fecundidade de machos e fémeas, esterilizar ovos e adultos, inibir a oviposigao,
alterar o sistema hormonal e comportamental; na alimentacédo, podem inibir, efeito
chamado de deterréncia e/ou reduzir o consumo alimentar; além de, atrasar o
desenvolvimento fisiolégico e morfolégico, reduzir a longevidade dos adultos e
ainda, causar a morte (Vendramim 1997; Fernandes et al. 1996; Vendramim 1997;
Tedeschi et al. 2001).

Contudo, é importante relatar que a constituigdo quimica de extratos, 6leos e
pds com atividade inseticida pode variar segundo dois fatores principais: espécie
vegetal e fatores ambientais. Na dependéncia destes fatores, individuos da mesma
espécie podem sintetizar substancias diferentes, dependendo da época e local de
coleta, do clima, solo, estacdo do ano, altitude, temperatura, disponibilidade hidrica,
sazonalidade, ciclo circadiano, nutrientes e poluigdo ambiental (Mesquita 1991;
Oliveira et al. 2003; Gobbo-Neto e Lopes 2007); e ainda, as diversas partes da
planta (raiz, caule, folhas, flores, frutos e semente) podem apresentar substéncias
distintas e/ou 0 mesmo composto quimico em proporc¢ao diferente.

Neste contexto, € importante considerar a idade, o estado fenoldgico da
planta, o tempo de amadurecimento do fruto e patologias, fatores que podem induzir
o vegetal a produzir substéncias ndo comumente formadas no seu metabolismo
(Gobbo-Neto e Lopes 2007). Ao tentar controlar insetos praga por meio de extratos,
Oleos e pos, também é importante considerar a espécie-alvo e sua fase de
desenvolvimento. Pois individuos de diferentes espécies e da mesma espécie

apresentam sensibilidade desigual, assim como, espécimes em diferente estagio de
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desenvolvimento podem reagir de distinta forma as mesmas condi¢cdes (Mesquita
1991).

Vale ressaltar que de forma geral estudos envolvendo familias botanicas com
propriedade inseticida aumentaram e hoje diversas pesquisas envolvendo a agao
bioativa de vegetais vém sendo reportadas. Este trabalho ira avaliar duas espécies
vegetais em termos de propriedades inseticidas, pertencentes a distintas familias

botanicas, as quais sdo caracterizadas a seguir.

1.2.2. Lecythidaceae — Eschweilera pedicellata (Richard) S.A.Mori

As espécies vegetais pertecentes a familia botanica Lecythidaceae estédo
distribuidas na regiao Neotropical, sendo observadas com frequéncia na América do
Sul, com mais de 200 espécies alocadas em 11 géneros (Costa e Carvalho 2003).
Sao arvores tipicamente de dossel e podem chegar a 20 metros de altura, sendo
encontradas principalmente no interior das florestas em areas nao perturbadas. N&ao
apresentam caracteristicas taxonémicas oObvias, sendo identificadas pela venagao
das folhas e pelo caule mais avermelhado (Hopkins 1999).

A espécie mais conhecida & a castanheira Bertholletia excelsa H.B.K.,
denominada popularmente como castanha-do-Para e/ou castanha-do-Brasil. Outras
espécies podem ser comestiveis; entretanto, ha algumas extremamente téxicas para
mamiferos. A partir do conhecimento empirico espécies desta familia tém sido
estudadas, com demonstracdo de atividades farmacoldgicas e quimicas (Costa e
Carvalho 2003).

De forma ampla, os espécimes desta familia tém sido reportados como
comestiveis para humanos (Hopkins 1999) e morcegos (Port-Carvalho e Ferrari
2004); tém demonstrado atividades farmacolégicas através de estudos quimicos
(Costa e Carvalho 2003), no tratamento de leucemia, e em estudos envolvendo mais
de nove plantas distribuidas entre os géneros Barringtonia, Eschweilera, Foetidia,
Grias e Petersianthus contra células cancerigenas (Yang et al. 1998; Cragg et al.
2006).

O género Eschweilera é encontrado no Norte e Nordeste brasileiro. Apesar de

estudos quimicos, somente triterpenos tém sido isolados e descritos neste género,
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sendo livres ou esterificados com agucares, denominados saponinas (Costa e
Carvalho 2003) e ndo ha estudos abordando o género Eschweilera como inseticida

natural.

1.2.3. Verbenaceae — Vitex cymosa Bertero

As espécies da familia Verbenaceae sdo encontradas nas regides Tropical e
Subtropical principalmente em terras baixas (Costa 1999; Kannathasan et al. 2007).
Nesta familia existem cerca de 90 géneros e 1900 espécies, sendo varias delas
tidas como medicinais (Costa 1999). No Brasil, ocorrem 16 géneros e
aproximadamente 140 espécies, encontrados na Amazoénia, Centro-Oeste, Nordeste
e Rio Grande do Sul; sdo ervas, arbustos, arvores e raramente lianas (Costa 1999;
Fonseca et al. 2006).

Alguns géneros sdo ornamentais, tais como Lantana, Petrea e Amasonia
(Costa 1999). Outros vém sendo relatados pela cultura popular como eficazes no
tratamento de doengas (Nyiligira et al. 2008; Tandon et al. 2008a), normalmente
possuem acao anti-inflamatéria (Kannathasan et al. 2007; Nyiligira et al. 2008). Sao
ainda, utilizadas para fins farmacolégicos e inseticidas (Santos et al. 2001),
moluscicidas (Sa Barreto et al. 2007), anti-protozoarios (Gallo 2004) e na produgao
de incensos (Santos et al. 2001).

Na india extratos de plantas do género Vitex vém sendo usados na forma de
remédio, sendo as espécies V. negundo L. e V. trifolia L. as mais utilizadas
(Kannathasan et al. 2007). Ainda pode ser citada a espécie V. agnus-castus L.
usada no controle do ciclo menstrual e no combate do veneno de cobras e
escorpides, V. trifolia no tratamento contra a obesidade, febre e inflamagcdo com
atividade anti-tumor e V. negundo usada devido as acgbes anti-inflamatéria e
antioxidante (Tandon et al. 2008b).

Como observado, este género possui um elevado poder quimico de
bioatividade; assim, pode ser uma alternativa eficaz no controle de insetos (Shaaya
et al. 1997; Sahaf e Moharramipour 2008). Neste contexto, pode ser mencionado o
uso eficaz de extratos de V. trifolia contra larvas de Culex quinquefasciatus Say,
1828 (Diptera, Culicidae) (Kannathasan et al. 2007), extrato foliar de V. pseudo-
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negundo Hausskn. sobre adultos de Callosobruchus maculatus Fabricius, 1775
(Coleoptera, Bruchidae) (Sahaf e Moharramipour 2008), V. negundo e V. grandifolia
Gurke sobre S. zeamais (Sahaf 2006) e o 6leo de V. trifolia e V. agnus-castus sobre
todos os estagios de Spilosoma oblique Walker, 1975 (Lepidoptera, Arctiidae)
(Tando et al. 2008b), V. negundo no controle de larvas de Aedes aegypti L. 1762
(Diptera, Culicidae), insetos de graos armazenados e larvas de C. quinquefasciatus
(Hebbalkar et al. 1992; Kannathasan et al. 2007; Kannathasan et al. 2008). V. trifolia,
V. polygama Cham e V. mollis Kunth contra lagartas de Spodoptera frugiperda J.E.
Smith, 1797 (Lepidoptera, Noctuidae) (Hernandez et al. 1999; Rodriguez-Lopez et al.
2007). V. agnus-castus na repeléncia de Aedes, Anopheles e Culex (Mehlhorn et al.
2005), extratos foliares de V. altissima L. e V. trifolia contra larvas C.
quinquefasciatus (Kannathasan et al. 2008) e extratos foliares de V. negundo no
controle de Culex tritaeniorhynchus Giles, 1901 (Diptera, Culicidae) (Karunamoorth
et al. 2008).

1.3. Pragas de grados armazenados
1.3.1. Sitophilus zeamais Motschulsky, 1855 (Coleoptera, Curculionidae)

Embora a agricultura venha sendo praticada desde os primérdios do
desenvolvimento das sociedades, a pratica de armazenar alimentos iniciou-se em
torno de 4500 anos atras, em resposta as intempéries climaticas e ao ataque de
pragas e microorganismos, em tempos de colheitas pobres (Saxena 2009). Hoje,
sabe-se da importancia do controle de populagbes que causam danos a graos
armazenados no momento da estocagem, a medida que, pouco adianta o controle
com praguicidas na fase de campo, se o produto estocado ndo seguir a mesma
premissa.

Os insetos praga de grdos armazenados afetam a qualidade e a quantidade
da producao final. Os danos qualitativos se caracterizam por perdas no valor
nutritivo, na aparéncia e uniformidade dos graos e desvalorizagdo do produto pela
presencga de orificios, consequéncia da emergéncia dos adultos (Gallo et al. 2002;
Caneppele et al. 2003); os quantitativos estdo relacionados com a perda de peso e

diminuicao da massa e agua no interior do grao (Gallo et al. 2002). Segundo dados

22



da Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), as
perdas procedentes das mas condicdes de armazenamento no Brasil sdo estimadas
em torno de 20%, neste ambiente é encontrado o gorgulho-do-milho Sitophilus
zeamais (Gallo et al. 2002).

Na familia Curculionidae estdo descritas cerca de 40.000 espécies e nela
estdo inseridas as principais pragas agricolas, conhecidas popularmente como
“gorgulhos”. Os besouros adultos desta familia sdo caracterizados pela projecéo da
cabeca em forma de tromba, denominado rostro. Embora esta familia agrupe muitas
pragas, apenas o género Sitophilus € importante como praga de armazenamento
(Gallo et al. 2002). As trés espécies deste género, S. zeamais, S. oryzae L. e S.
granarius L. (Coleoptera, Curculionidae) causam danos em cereais armazenados
(Gallo et al. 2002; Tecnigran 2008).

Acredita-se que o género Sitophilus é originario da india, hoje, cosmopolita,
mas especialmente abundante em regides tropicais (Tavares 2002). Os individuos
da espécie S. zeamais sao besouros com cerca de 3 mm de comprimento,
caracterizados por uma coloragdo castanho-escura, com quatro manchas
avermelhadas nos élitros e o rostro recurvado; nos machos o rostro é curto e grosso
e nas fémeas longo e afilado. As larvas sao amarelo-claro e as pupas brancas (Gallo
et al. 2002; Centreinar 2008).

Seu desenvolvimento é realizado todo no interior do grao (ovo-adulto). As
fémeas ovipositam nas cavidades abertas e os ovos sdo inseridos um a um dentro
da abertura externa e entdo o orificio é coberto por uma secregcdo gelatinosa,
selando o ovo no interior do gréo. As larvas eclodem em aproximadamente seis dias
a 25°C; contudo, o desenvolvimento completo € possivel em temperaturas entre 15
e 35°C e levam 35 dias em condigbes 6timas que sédo de 27°C e 70% de umidade
relativa (U.R.) (Centreinar 2008).

As larvas desenvolvem-se no interior dos graos, escavando-os a medida que
se desenvolvem, demonstrando canibalismo sobre os individuos fracos. Quando o
adulto emerge o orificio apresenta bordos irregulares e quebradigos. O adulto é
dotado de mandibulas desenvolvidas que rompem as peliculas protetoras dos graos,

possibilitando a alimentacédo do conteudo interno, atacam gréaos integros e abrem
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caminho para outros insetos e patogenos. Estes individuos tém sido associados
principalmente a prejuizos pds-colheita em cereais e alimentos armazenados (Gallo
et al. 2002).

Os ataques deste gorgulho também vém sendo relatados em pomares de
ameixa, péssego e maga no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina (Boneti et al.
1999). Segundo Botton et al. (2005) esta espécie € responsavel por prejuizos em
bagas de uvas em fase de maturagdo na Serra Gaucha. Neste caso, os adultos
perfuram as bagas, permitindo a entrada da podriddo acida ou ainda de fungos
como Aspergillus carbonarius, A. niger e Penicillium sp., o que diminui a qualidade
nutricional e comercial das uvas. E importante relatar que no caso da Serra Gaulcha
os danos causados sO foram constatados onde havia silos de milho proximos aos
vinhedos (Botton et al. 2005).

No Brasil, S. zeamais €& considerada uma das principais pragas de gréos
armazenados, sobretudo, por possuir um elevado potencial bidtico, infestagao
cruzada, elevado numero de hospedeiros e ainda pelo fato de tanto as larvas como
os adultos serem potenciais causadores de danos (Gallo et al. 2002). Estes
besouros ainda contaminam o0s grdos com suas exuvias e excrementos,
aumentando o nivel de acidos graxos livres com consequente diminui¢do do
rendimento e qualidade dos graos (Caneppele et al. 2003).

O ambiente de armazenamento € um ecossistema uniforme e estavel, assim,
as pragas se tornam dependentes destes fatores ecoldgicos limitantes, como,
temperatura e umidade e em menor grau a luminosidade (Lazzari e Lazzari 2009).
No caso do uso de extratos no controle de pragas de produtos armazenados, estes
fatores podem ser usados a favor do agricultor, proporcionando assim uma
maximizacao da atividade da substancia (Gallo et al. 2002). As vantagens do uso de
extratos sao ainda maiores nestes ambientes, a medida que, os sintéticos
permanecem acumulados por muito tempo e por quase ndo haver atividade
metabdlica (Tavares 2002; Islam 2006; Rajendran e Sriranjini 2008).

Apesar das vantagens ja constatadas, o método de controle mais utilizado
para S. zeamais em ambientes de armazenamento, ainda hoje, € por meio de

aplicagdes sucessivas de inseticidas sintéticos (Marsaro et al. 2005; Souza e Trovéao
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2009). Entretanto, a crescente pressao da sociedade e das industrias de graos para
reduzir o uso de sintéticos e as severas restricdes ao uso de pesticidas, tem
impelido o aumento do uso de métodos alternativos (Arienilmar et al. 2006). Tavares
e Vendramim (2005) acreditam que o conhecimento a respeito dos prejuizos
causados por sintéticos e o aumento de pesquisas e estudos sobre as novas
técnicas de controle sustentaveis, tém incentivado o uso de substancias de origem
vegetal.

O uso de extratos em ambientes de armazenamento tem como obijetivo, a
diminuicdo de todos os estagios de desenvolvimento dos individuos da populagéo
causadora de dano (Gallo et al. 2002; Procopio et al. 2003). Neste sentido, estudos
abordando preparados vegetais por contato, ingestdo e/ou fumigagao contra adultos
de S. zeamais e outras pragas de graos armazenados ja vém sendo realizados. Os
resultados indicam que os adultos tendem a ser mais susceptiveis que os estagios
de ovo e pupa, devido a atividade respiratdria; entretanto, os ovos podem ser
altamente susceptiveis dependendo da espécie, do tipo de 6leo ou extrato vegetal
utilizado e sua constituicdo quimica (Rajendran e Sriranjini 2008).

Ha relatos que o pd dos frutos e da planta inteira (com frutos) da espécie
Chenopodium ambrosioides L. (Chenopodiaceae) (erva-de-santa-maria) apresenta
efeito altamente téxico ao gorgulho (Tavares e Vendramim 2005). Almeida et al.
(2005) constataram que adultos de S. zeamais sdo controlados em mais de 90%
utilizando extratos da casca de Citrus cinensis L. Osbeck, das folhas de
Cymbopogon citratus DF Stapf. e de Nicotiana tabacum L.

Em resumo, as vantagens que poés, Oleos e extratos vegetais vém
demonstrando em relagdo aos sintéticos no controle de pragas de graos, ao
ambiente e aos organismos que nele se encontram, a eficacia do controle, o
problema causado pelos insetos de produtos armazenados e a riqueza floristica do
ecossistema amazdnico, justificam a necessidade de estudos na regido que avaliem
o potencial bioativo das espécies vegetais locais, de modo que possam ser

utilizadas no controle de insetos causadores de danos em graos.
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2. Objetivos
2.1. Geral

Avaliar o efeito de extratos aquosos e organicos de Vitex cymosa e aquosos de
Eschweilera pedicellata sobre adultos de Sitophilus zeamais em condicbes de

laboratorio.

2.2. Especificos

- Determinar quais extratos de Vitex cymosa e Eschweilera pedicellata causam
mortalidade superior a 40%, pelas vias de contato e ingestdo, sobre adultos de

Sitophilus zeamais;

- Avaliar o efeito dos extratos das espécies Vitex cymosa e Eschweilera pedicellata

sobre a emergéncia dos individuos de Sitophilus zeamais na geragao F1;

- Determinar as Concentragdes Letais (CL1, CLsp € CLgo) quando possivel, dos
extratos aquosos e organicos de Vitex cymosa e aquosos de Eschweilera pedicellata

contra adultos de Sitophilus zeamais, pelas vias contato e ingestao;

- Avaliar o efeito de repeléncia dos extratos aquosos e organicos de Vitex cymosa e
aquosos de Eschweilera pedicellata quando em contato com adultos de Sitophilus

zeamais.
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3. Material e métodos
3.1. Local de realizagcéo dos experimentos

Os bioensaios foram conduzidos no Laboratério de Entomologia Agricola, do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA, obedecendo as condigbes de
temperatura de 25° + 2° C, umidade relativa de 60 + 10 % e fotofase de 12 horas

como proposto por Tavares e Vendramim (2005).

3.2. Criacéao de Sitophilus zeamais Mots., 1855

Todos os adultos de S. zeamais utilizados nos bioensaios foram provenientes
da criagdo-estoque mantida no Laboratério de Entomologia Agricola do INPA
pertecente a Coordenagdo de Pesquisa em Entomologia. Os individuos foram
criados em potes de vidro de 750 mL contendo milho comercial, classe 2, vedados
com tecido do tipo filo, presos por ligas de elastico para evitar a fuga e permitir as
trocas gasosas. Periodicamente esta criacdo era vistoriada para manutengéo,
adotando o seguinte procedimento: (a) retirada dos adultos com auxilio de peneira,
(b) descarte dos individuos mortos e graos inviaveis (padronizamos como inviaveis
os graos com alto grau de perfuracao e proliferacdo de microorganismos), (c)
limpeza do recipiente, (d) graos viaveis introduzidos em novo recipiente e (e) insetos
vivos reintroduzidos em novo recipiente com graos de milho integros e sadios. Tal
criacao foi mantida com o objetivo de obter adultos entre 10 e 20 dias de idade em

quantidade suficiente para a realizagao dos ensaios.

3.3. Coleta e identificagcdo das espécies vegetais Vitex cymosa e Eschweilera
pedicellata

O material vegetal foi coletado em datas e locais distintos: V. cymosa,
coletada na llha de Manchataria, Lago do Cataldo (3°10'04”S/59°54°'45”0) em julho
de 2004 e E. pedicellata na Reserva Adolpho Ducke (2°58'6.25”S/59°55°49.96”0)
em abril de 2005, ambas as areas de coleta se localizam proximas a cidade de
Manaus, Amazonas, Brasil, (03°08’ 07”S/60°01°34”0). A identificagdo das espécies
vegetais foi realizada pela pesquisadora da Coordenagao de Pesquisas em Botanica

do INPA, Dra. leda Ledo do Amaral, sendo as exsicatas encaminhadas ao herbario
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do Instituto e depositadas com os numeros de registro 230695 e 230696,

respectivamente.

3.4. Preparo dos extratos de Vitex cymosa e Eschweilera pedicellata

O preparo dos extratos foi de responsabilidade do Laboratério de
Bioprospecgao do INPA, pertencente a Coordenagdo de Pesquisas em Produtos
Naturais. O material foi seco em estufa de ar circulante a 40° C ou a temperatura
ambiente, dependendo da quantidade de material botanico coletado. Apds a
secagem as folhas e flores foram trituradas em moinho de facas e as raizes e os
galhos em moinho de martelo mais moinho de facas. A preparagdao dos extratos
seguiu a ordem crescente de polaridade dos solventes: diclorometano (DCM),
metanol (MeOH), hidrometanol (Hidromet) e agua (H2O), cada extracao foi realizada
em triplicata usando ultra-som por 20 minutos (Figura 1). Apos a filtragem, os
extratos organicos foram concentrados por meio de rota-evaporador e 0s aquosos
em liofilizador. Apds o preparo dos extratos (Tabela 1), estes foram acondicionados

em freezer a -20° C.

Material Botanico | Extragio DOM (3x).
wssndo ultra-=om por 20 o,
1 | Filfracio e concentragiao

Extracio hleOH-aq. (31 Residuo Extrato DCM

uzando ultra-som por 20
min. Filtracio e
I
concentragio f |

Extrato MeOH-aq. Residuo Extragao MeOH (3x).
uzando ultra-som por 20 min
I Filtracao e concentragan
r 1
Extrato MeOH Residuo Extragao azua ¢ 3x).

vsade ultra-gom por 20 mm
Filtragio e concentracao

Residuo

descartado Extrato AQUOSO

Figura 1. Fluxograma da obteng&o dos extratos.
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Tabela 1. Extratos preparados a partir das distintas partes de cada vegetal e solventes
utilizados

Espécie Parte coletada* Solvente**
V. cymosa Ga H,O e MeOH
Pe H,O e MeOH
FI H.O, MeOH e DCM
Hf H.O
Fo H>0O, Hidromet, MeOH e DCM
Ra Hidromet
E. pedicellata Ga H,O
Fo H,O

* (Ga) galho, (Pe) peciolo, (FI) flor, (Hf) haste da flor, (Fo) folha, (Ra) raiz
** (H,0) aquoso, (MeOH) metandlico, (Hidromet) hidrometandlico e (DCM) diclorometanico.

3.5. Bioensaios

3.5.1. Repeléncia

O método usado para verificar o efeito de repeléncia dos extratos de V.
cymosa e E. pedicellata sobre os adultos de S. zeamais baseou-se no método
denominado “area preferencial” descrito por McDonald et al. (1970) apud Babarinde
et al. (2008). O método consistiu no uso de placas de Petri contendo folhas de
papel-filtro de 9 cm de diametro cortadas ao meio, a uma metade foram adicionados
0,5 mL da concentracdo de cada tratamento, enquanto a outra metade ndo recebeu
nenhuma substancia quimica. A metade impregnada ficou exposta a temperatura
ambiente por 1 hora, e entdo, foram recolocadas na placa de Petri, de forma que
ficassem justapostas novamente.

Com base em ensaios preliminares foram selecionadas as concentragdes de:
1.000, 30.000 e 50.000 ppm para cada extrato (Tabela 2). Cada extrato foi
considerado um tratamento e constou de 10 repeti¢cdes. No centro das placas foram
liberados 20 adultos n&do-sexados entre 10 e 20 dias de idade e apds 30 minutos, 1
hora, 24 e 48 horas, o numero de individuos em cada lado foi contabilizado. Nas
placas controle em uma das partes da folha de papel-filtro foi utilizada agua
destilada para extratos aquosos e solvente especifico para os extratos organicos,

enquanto a outra metade ficou isenta da aplicagdo de qualquer substancia.
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Tabela 2. Extratos empregados no ensaio de repeléncia

Espécie Parte coletada* Solvente*™
V. cymosa Ga MeOH
Fo H,O, MeOH e DCM
Ra Hidromet e MeOH
E. pedicellata Ga H,O
Fo H>O

* (Ga) galho, (Pe) peciolo, (FI) flor, (Hf) haste da flor, (Fo) folha, (Ra) raiz
** (H,0) aquoso, (Hidromet) hidrometandlico, (MeOH) metanélico e (DCM) diclorometanico.

3.5.2. Mortalidade

Com o objetivo de avaliar um possivel efeito agudo dos solventes metanol
(MeOH) e diclorometano (DCM) ambos puro (os quais seriam utilizados
posteriormente na solubilizagcdo dos extratos), na sobrevivéncia dos adultos de S.
zeamais, foram realizados testes de mortalidade-resposta antes da realizagao do
bioensaio de mortalidade, seguindo as metodologias descritas nos itens 3.5.2.1. e
3.5.2.2. Neste sentido, cada solvente foi considerado um tratamento assim como seu
respectivo controle, o qual foi isento de qualquer substancia quimica. Cada
tratamento e grupo controle foram compostos por cinco repetigcdes, sendo que em
cada, foram adicionados 20 adultos de S. zeamais entre 10 e 20 dias de idade.

A realizagcdo dos ensaios de mortalidade também seguiu as metodologias
descritas nos itens 3.5.2.1. e 3.5.2.2. Estes foram instalados considerando as
distintas partes de cada vegetal, a escolha das concentragdes utilizadas tiveram
como base resultados obtidos em testes preliminares a partir dos quais se chegou a
concentragdo maxima para cada extrato considerando a massa disponivel (Tabela
3). A nao realizagdo de bioensaios com todas as partes fracionadas de ambas as
espécies, se deve ao fato de nido terem sido coletadas todas as partes e/ou da

diminuta disponibilidade de massa de alguns extratos.
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Tabela 3. Extratos utilizados nos ensaios por contato e ingestdo e suas respectivas
concentracdes

Espécie Parte*  Solvente** Concentragcéo em (ppm)
V. cymosa Ga H,O 700, 3.300, 6.700, 16.700, 23.300, 43.300

FI H,O 300, 500, 6.700, 13.300, 26.700, 50.000
Fo H,O 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Pe H,O 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Hf H,O 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Fo Hidromet 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Ra Hidromet 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Fo MeOH 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Ga MeOH 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
FI MeOH 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Fo DCM 1.000, 5000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Fl DCM 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000

E. pedicellata Fo H,O 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000
Ga H,O 1.000, 5.000, 10.000, 20.000, 30.000, 50.000

*(Ga) galho, (Pe) peciolo, (FI) flor, (Hf) haste da flor, (Fo) folha, (Ra) raiz
**(H,0O) aquoso, (Hidromet) hidrometandlico, (MeOH) metandlico e (DCM) diclorometanico.

3.5.2.1. Contato em superficie contaminada (papel-filtro)

O ensaio de exposicdo por contato em superficie tratada, seguiu a
metodologia proposta por Huang et al. (1997) e Huang e Ho (1998) com algumas
modificagdes, feitas por Tavares e Vendramim (2005). Foram utilizadas placas de
Petri de 9 cm de diametro, nas quais foram adicionadas folhas de papel-filtro
impregnadas com 1 mL das concentragdes de cada extrato (Tabela 3). No controle
dos extratos organicos foi utilizado solvente especifico: MeOH, para os extratos em
metanol e hidrometanol e DCM, para os extratos em diclorometano, sendo que para

os extratos aquosos, foi utilizada H,O destilada.

Todos os tratamentos foram expostos a temperatura ambiente por 1 hora para
volatilizacdo, em seguida, 20 adultos ndo-sexados com idade entre 10 e 20 dias

foram confinados por placa de Petri. A contagem dos individuos mortos foi feita apos
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cinco dias da montagem do experimento, foram considerados mortos os exemplares
com auséncia total de movimento. Para cada tratamento foram feitas cinco

repeticdes.

3.5.2.2. Ingestdo de graos contaminados

O experimento de ingestéo foi instalado com base no trabalho realizado por
Llanos et al. (2008) com algumas modificacbes. Vinte gramas de milho, classe 2,
foram pesados e adicionados a frascos plasticos de 500 mL, estes foram tampados
com tampa plastica perfurada e revestida internamente com tecido do tipo fil6. Aos
graos em cada frasco foram pipetados 2 mL das concentragdes dos extratos de V.
cymosa e de E. pedicellata (Tabela 3). Esta massa foi misturada manualmente para
homogeneizagao dos extratos e depois exposta a temperatura ambiente por 1 hora,
para volatilizacao.

Como nos ensaios de contato, no controle dos extratos organicos utilizamos
solvente especifico: MeOH, para os extratos em metanol e hidrometanol e DCM,
para os extratos em diclorometano, sendo que para os extratos aquosos, foi utilizada
H,O destilada. Foram confinados 20 adultos de S. zeamais ndo-sexados entre 10 e
20 de idade por frasco. A contagem dos individuos mortos foi feita 15 dias apds a
aplicagao dos extratos e neste caso, também foi adotado o critério de auséncia total
de movimento para o parametro mortalidade. Apds o término do experimento todos
os adultos mortos e vivos foram retirados dos potes plasticos, mas os graos
mantidos.

Ao término de 49 dias como proposto por Arannilewa e Odeyemi (2007) os
individuos emergidos (F1) nos tratamentos e no controle, nos extratos considerados
promissores para o parametro mortalidade foram contabilizados. Os valores
encontrados foram utilizados como critério para o calculo da porcentagem de
reducdo de futuras infestagbes. Segundo os autores os individuos emergidos em
cada tratamento comparados ao grupo controle indicam o quéo efetivo é o extrato,
por reduzir futuras infestacbes com consequente diminuicdo dos danos. A
porcentagem de reducgao foi calculada através da formula de Arannilewa e Odeyemi
(2007):
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Et

% Redugdo = 100 — ( )x 100

Ec
onde: Et = total de adultos emergidos nas amostras tratadas; Ec = total de adultos

emergidos no grupo controle.

3.6. Anédlise estatistica

Para a averiguacao de possiveis efeitos negativos dos solventes sobre os
adultos, foi feita uma analise utilizando Student’s t-Test, através de planilhas do
Excel.

O procedimento analitico para os testes de repeléncia foi iniciado com o

calculo da Porcentagem de Repeléncia (PR) a partir da férmula:

(Nc + Nt) X (Nc — Nt)
B 100

PR

proposta por Asawalam et al. (2006).

onde: Nc = numero de insetos no controle e Nt = nUmero de insetos no tratamento.

Valores positivos significam repeléncia e negativos indicam atratividade. O
efeito dos extratos, da concentracdo e do tempo em funcdo da variavel resposta
Porcentagem de Repeléncia (PR) foi avaliado por meio de analises de variancia
usando ANOVA, os valores foram considerados significativos para p < 0,05. Todas
as analises foram realizadas no programa JMP 4.2.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA).

Para a analise do efeito sobre a sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais dois
critérios foram adotados, primeiro, avaliou-se a porcentagem de individuos mortos,
calculada a partir da porcentagem média de individuos por cada concentragéo, apos
este célculo seguimos critério proposto por Silva et al. (2003) e adotamos como
promissores os extratos que causaram mortalidade superior a 40%. Tal anadlise
sobre a porcentagem de individuos mortos por extrato e ndo por concentracao foi
realizada por se tratar de um trabalho pioneiro, com busca da atividade inseticida

dos extratos de ambas as espécies sobre adultos de S. zeamais.
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E segundo, por meio da analise de Probit. A analise de Probit tem sido usada
preferencialmente por Entomdlogos em ensaios toxicoldgicos por predizer as
Concentragdes Letais (CLs) e conduzir conclusdes a respeito da poténcia inseticida
da substancia teste e a susceptibilidade dos organismos-alvo (Haddad et al. 1998).
Assim, o conhecimento das Concentracbes Letais permite inferéncias entre
populacdes e previsdes sobre a sensibilidade dos insetos ao extrato, neste sentido,
as comparagdes entre as populagdes normalmente sao feitas a partir do valor
estimado para a CLs (Baranek 2008).

Os valores de mortalidade dos tratamentos e suas respectivas concentragoes
foram submetidos a analise de Probit, utilizando o programa de analises estatisticas
PoloPC para a determinacéao das Concentragdes Letais (CLq, CLsp € CLgo) dos
extratos (LeOra Software 1987), foi considerado para determinacdo das
Concentragdes Letais o nivel de significancia p < 0,1.

Os extratos que apresentaram mortalidade superior a 40% tiveram seus
dados de Log10 (Dose) e respectivos valores de Probits submetidos a analise de
regressao linear simples e analise de variancia com o objetivo de verificar diferengas
entre os percentuais de mortalidade nas diferentes concentragdes testadas,

considerando p < 0,05.
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4. Resultados

Frente aos distintos resultados que podem ser observados em bioensaios que
avaliam a toxicidade aguda e crbnica de extratos vegetais sobre organismos-teste,
em funcdo da data e local de coleta, é importante evidenciar que os resultados
apresentados no presente trabalho estdo baseados no material botanico de Vitex
cymosa e Eschweilera pedicellata coletados proximo a cidade de Manaus,

Amazonas, Brasil, em julho de 2004 e abril de 2005.

4.1. Repeléncia

O procedimento analitico adotado para analise dos resultados de repeléncia
das espécies E. pedicellata e V. cymosa foi o0 mesmo. Assim, para ambas as
espécies vegetais as variaveis extrato, tempo e concentragdo foram consideradas
independentes e a variavel Porcentagem de Repeléncia (PR) a variavel dependente.

Analisando o extrato H,O_Fo de E. pedicellata observou-se que o mesmo foi
significativo para a PR em relagdo ao controle (p=0,0021, F ratio=9,7268), ou seja, o
extrato foi repelente; contudo, ndo houve diferenga significativa entre as
concentracdes utilizadas. Neste sentido, em todas as concentragcdes os individuos
de Sitophilus zeamais responderam de forma similar, porém, entre os intervalos de
tempo nota-se uma tendéncia dos dados a serem significativos (p=0,0546), sendo
que melhores respostas dos individuos adultos foram observadas nas primeiras
duas horas apos a realizacdo do ensaio; todavia, esta tendéncia nao foi suportada
pelo valor de F ratio (2,3628).

Nas comparacgdes utilizando o extrato H,O_Ga de E. pedicellata foi observado
que o mesmo néo foi significativo para a PR, ou seja, ndo repeliu os adultos;
entretanto, a variavel concentragdo demonstrou resultado significativo (p=0,0120),
assim, espera-se que melhores resultados apdés a aplicagdo deste extrato sejam
observados com o aumento das concentragdes; contudo, esta probabilidade nao foi
suportada pelo valor de F ratio (3,1104). Na comparagao entre os intervalos de
tempo nenhuma diferenca foi constatada, neste sentido, os individuos tendem a

responder de forma similar ao longo de todo o experimento.
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Assim, entre os extratos aquosos das folhas e galhos de E. pedicellata, o
extrato das folhas (H2.O_Fo) repeliu em oposi¢gao ao extrato dos galhos (H,O_Ga)
que atraiu. Em resumo, apds a aplicacdo do extrato foliar observa-se um efeito para
a PR, ndo sendo detectada diferenga na resposta entre as concentragcdées usadas;
assim, o efeito repelente ocorre a partir da menor dose aplicada (1.000 ppm). Em
funcdo do tempo, melhores resultados foram observados nas primeiras duas horas
apos a montagem do experimento. Ja as analises em fungéo das variaveis extrato e
tempo, do extrato dos galhos de E. pedicellata, ndo demonstraram efeito significativo
para a PR; contudo, a variavel concentracdo comprovou melhor tendéncia de efeito
apoés a aplicacao das concentragdes mais elevadas.

Analisando os resultados da aplicagao dos extratos de V. cymosa sobre a PR
nao foi observada diferenca significativa dos extratos: MeOH_Fo, DCM Fo,
Hidromet_Ra e MeOH_Ra em comparag&o com o controle (p = 0,05), neste sentido,
nenhum dos referidos extratos foi repelente. Contudo, resultados significativos foram
observados apds a utilizagdo dos extratos: H,O_Fo, Hidromet Fo, MeOH_FI e
MeOH_Ga (nesta ordem de efeito) e os extratos foram considerados promissores
para o efeito repeléncia, em virtude dos resultados observados para a PR (p < 0,05).

Apesar do resultado n&o significativo do extrato DCM_Fo de V. cymosa para a
PR, valor significativo foi observado com a variavel concentragdo (p=0,0176), neste
sentido espera-se que o aumento das concentracoes resulte em melhor resposta
dos individuos, mas esta analise nao foi suportada pelo valor de F ratio (4,1520).
Resultado significativo também foi observado em funcdo da variavel tempo
(p=0,0060; F ratio=3,7249). Assim, observa-se uma tendéncia de resposta (mesmo
que sutil) do inseto ao extrato nas horas iniciais, havendo diminuicdo apds 24 e 48
horas de exposigao.

Para o extrato MeOH _Fo de V. cymosa nao foi observada diferenca
significativa entre as comparagdes (extrato, concentracdo e tempo) realizadas em
vista dos resultados da PR. Neste sentido, a aplicagdo do extrato nao repeliu os
adultos, as distintas concentragdes nao proporcionaram diferenga na resposta e os
individuos responderam de forma similar ao extrato nos intervalos de tempo

avaliados. A utilizagdo do extrato Hidromet_Ra de V. cymosa também né&o resultou

36



em valor significativo para a PR e mesmo resultado foi observado para a variavel
tempo; contudo, a andlise das concentracbes sugere um p-value significativo entre
as concentragdes de 1.000 e 50.000 ppm (p=0,0030); desta forma, as concentragdes
extremas deste extrato tendem a provocar melhor resposta.

Como os extratos citados a cima, a utilizagcdo do extrato MeOH_Ra de V.
cymosa nao proporcionou efeito significativo sobre a PR, desta forma o extrato ndo
repeliu. Resultado semelhante foi observado com a variavel concentragao; contudo,
as observacgdes acerca da variavel tempo, sugerem melhor tendéncia de resposta
dos adultos de S. zeamais nas primeiras duas horas apds a exposicdo havendo
diminuicdo nos momentos posteriores (24 e 48 horas).

Apesar dos resultados né&o significativos dos extratos MeOH_Fo, DCM_Fo,
Hidromet Ra e MeOH_Ra de V. cymosa, resultados promissores para o efeito
repeléncia em funcédo da variavel extrato foram observados com os extratos de V.
cymosa; e neste sentido o extrato Hidromet Fo apresentou melhor resultado
(p=0,0159; F ratio=5,9195). As distintas concentragdes deste extrato nao
proporcionaram diferenga na resposta; contudo, observa-se uma tendéncia de
melhores resultados com o aumento das concentragdes (Figura 2). Seguido pelo
extrato MeOH_FI (p=0,0320; F ratio=4.6636), o qual sugere que concentragbes mais
elevadas tendem a repelir mais (p < 0,0001; F ratio= 9,6672) (Figura 3). Em funcgéo

da variavel tempo, nao foi observado resultado significativo.
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Figura 2. Variagdo da Porcentagem de Repeléncia (PR) em funcdo das concentragdes do
extrato hidrometandlico das folhas (Hidromet Fo) de Vitex cymosa contra adultos de
Sitophilus zeamais em condicbes de laboratério. (Concentracdo: 1=1.000ppm,
30=30.000ppm, 50=50.000ppm)

3 . . N
2 —1— -
1 ] 1 -
M 0 p— s - - .
o i = = =
-1 A—_— o _
2 - : . - .. - -
-3 _ E— —_—
—4 | [
1 30 50
Concentracgio

Figura 3. Variagdo da Porcentagem de Repeléncia (PR) em fungao das concentragdes do
extrato metandlico das flores (MeOH_FI) de Vitex cymosa contra adultos de Sitophilus
zeamais em condigdes de laboratério. (Concentragdo: 1=1.000ppm, 30=30.000ppm,
50=50.000ppm)
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Apesar dos extratos H,O Fo e MeOH _Ga de V. cymosa demonstrarem
diferenca significativa em comparagado com o controle sobre a PR, ou seja, repelirem
os adultos de S. zeamais é importante ressaltar que tais resultados se baseiam nos
valores observados para p-value. Assim, em vista do p-value obtido com ambos os
extratos (0,0422 e 0,0579 respectivamente), observa-se uma fraca tendéncia no
efeito repeléncia sorbre os adultos de S. zeamais. Nas comparac¢des em funcido das
concentragdes e do intervalo de tempo dos extratos, nédo foi observada diferenca
significativa em ambas as variaveis para ambos os extratos, ou seja, a resposta dos
individuos foi a mesma, considerando as variaveis, concentracido e tempo.

Ao analisar de forma geral os resultados, e considerando os parametros
(p = 0,05) e F ratio (= 5,00) como parametro para definir os melhores extratos para o
efeito repeléncia. Observa-se que o extrato H,O_Fo de E. pedicellata foi o mais
promissor para o efeito repeléncia por apresentar p=0,0021 e F ratio=9,7268,

seguido pelo extrato Hidromet_Fo de V. cymosa com p=0,0159 e F ratio=5,9195.

4.2.1. Mortalidade

N&o foi constatado efeito sobre a sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais
como consequéncia do uso dos solventes metanol (MeOH) e diclorometano (DCM)
considerando as duas vias de exposi¢ao, contato e ingestdo. Neste sentido, nao foi
observada diferenca significativa entre os solventes utilizados e seu respectivo

controle (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Resultado do ensaio de mortalidade-resposta para o solvente metanol (MeOH)
considerando as vias de exposi¢ao, contato e ingestao utilizando o Método Student's t-TesT

Tratamento  Médias Varidncias G.L  t-valor t-critico p*
Contato ~ Controle 0.2 0,2 8 213809 2306004 0,064969
Solvente 1 0,5
Ingestao ~ Controle 6.6 27,3 8 -0,53753 2,306004 0,605526
Solvente 5 17

*Diferenca significativa (p < 0,05).
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Tabela 5. Resultado do ensaio de mortalidade-resposta para o solvente diclorometano
(DCM) considerando as vias de exposi¢ao, contato e ingestdo utilizando o Método Student's
t-TesT

Tratamento Médias Varidncias G.L  t-valor t-critico p*
Contato ~ controle 02 0.2 8 1264911 2306004 0,241504
Solvente 0,6 0,3
Ingestdo ~ ~ontrole 6.6 213 g 068034 2,306004 0,515494
Solvente 4.8 7,7

*Diferencga significativa (p < 0,05).

Assim, foi possivel a realizagdo dos ensaios com a certeza de né&o
interferéncia dos solventes, MeOH e DCM sobre a sobrevivéncia dos individuos.
Adotando critério proposto por Silva et al. (2003), o extrato MeOH_Ga de V. cymosa
por interferir em mais de 40% na sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais obteve
melhor resultado (58,67%), seguido pelos extratos DCM_Fo (25,84%) e H,O_Fo
(15,50%) de V. cymosa, H,O _Ga de E. pedicellata (13,17%) e DCM_FI de V.
cymosa (12,50%) quando expostos pela via de ingestao (Tabela 6). Em vista de tais
resultados observa-se que em maioria melhores resultados foram observados com

os extratos de V. cymosa em comparagao com os de E. pedicellata.

Tabela 6. Porcentagem média de adultos de Sitophilus zeamais mortos por ingestdo e
contato

Plantas® Extrato % Mortalidade
Parte Solvente*” Ingestdo Contato
Vegetal™*

28 Ga H,O 13,17 1,67
28 Fo H,O 5,33 1
18 Ga H,O 4,5 3,83
18 Fo H,O 15,5 1
18 Fl H,O 5,17 3,33
18 Hf H,O 4 1,17
18 Pe H,O 4,17 2,33
18 Fo Hidromet 9,17 2
18 Fl MeOH 4,83 3,33
18 Ra Hidromet 9 3,33
18 Ga MeOH 58,67 417
18 Fo MeOH 5,5 1
18 Fo DCM 25,84 2,5
18 Fl DCM 12,5 4
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As observagdes realizadas no presente trabalho sugerem que os adultos de
S. zeamais foram mais susceptiveis quando expostos aos tratamentos pela via de
ingestdo de graos contaminados em comparagao a exposi¢cao pela via de contato
em superficie contaminada. Tal resultado torna-se evidente quando se observa que
a porcentagem de individuos mortos nos tratamentos por contato ficou abaixo de
4,20%, ao passo que, nos tratamentos por ingestdo os valores encontrados se

estabeleceram acima dos 4% (Figura 4 e Tabela 6).
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Figura 4. Porcentagem de adultos de Sitophilus zeamais mortos por contato e ingestao.
(28=Eschweilera pedicellata; 18=Vitex cymosa)

Considerando os resultados de contato menos promissores em comparacao
aos observados pela via de ingestdo, cada espécie vegetal foi analisada
separadamente a partir desta via, considerada mais promissora. Assim, para a
espécie V. cymosa tem-se que os extratos MeOH_Ga e DCM_Fo alcangaram bons
resultados, enquanto que a espécie E. pedicellata obteve melhor resultado com o
extrato H,O_Ga.

Considerando os valores encontrados para o parametro mortalidade, nao foi
possivel estimar as Concentragdes Letais (CL1o, CLsp € CLgo) de todos os extratos

utilizados no presente trabalho. Por contato foi possivel estimar o valor das CLg dos
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extratos: H,O_Ga de E. pedicellata e H,O _Fo, MeOH_Fo, H,O _Fl e MeOH_Ga de V.

cymosa, sendo todos os valores muito elevados e nao significativos para p < 0,1

(Tabela 7). Nos ensaios de ingestdo foi possivel estimar as CLs dos extratos:
H,O Ga de E. pedicellata e Hidromet Fo, H, O Ga e MeOH_Ga de V. cymosa.

Dentre todos, o extrato MeOH_Ga de V. cymosa obteve melhor resultado tendo

como base o menor valor estimado para a ClLsy (Tabela 8); entretanto, o valor

observado também foi muito alto e ndo significativo.

Tabela 7. Concentragbes Letais (CL1g, CLso € CLgo) estimadas para os diferentes extratos no

ensaio de contato contra adultos de Sitophilus zeamais

Planta Extrato” Concentragao Letal x 10° (ppm)
CL1o Clso CLoo
E. pedicellata H,O Ga 234.770* 1.163,300* 5.764,500*
H,O Fo ND€ ND ND
V. cymosa H,O Ga ND ND ND
H.O_Fo 53.118,200* 59.293,62* 66.186,97*
H,O_FlI 23.233,736* 61.537,000* 162.990,000*
H,O_Hf ND ND ND
H,O_ Pe ND ND ND
Hidromet_Fo ND ND ND
MeOH_FlI ND ND ND
Hidromet_Ra ND ND ND
MeOH_Ga 195.182,12* 15.389,000* 1.213.300,000
MeOH_Fo 1.233.536,57* 2.267.925,71* 4.169.707,75*
DCM_Fo ND ND ND
DCM_FI ND ND ND

H,O_Ga (aquoso dos galhos), H,O_Fo (aquoso das folhas), H,O_Fl (aquoso das flores),

H,O_Hf (aquoso da haste da flor),
(hidrometandlico das folhas),

MeOH_FI

H,O_Pe (aquoso do peciolo),
(metandlico das flores),

Hidromet _Fo
Hidromet_Ra

(hidrometandlico das raizes), MeOH_Ga (metandlico dos galhos), MeOH_Fo (metandlico
das folhas), DCM_Fo (diclorometanico das folhas) e DCM_FI (diclorometanico das flores).
 ND = n&o determinado
*nao significativo em nivel de p < 0,10; g = coeficiente angular.
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Tabela 8. Concentragdes Letais (CL1o, CLso € CLgo) estimadas para os diferentes extratos no
ensaio de ingestéo contra adultos de Sitophilus zeamais

Planta Extrato” Concentragao Letal x 10° (ppm)
CLyo Clso ClLgo
E. pedicellata H,O Ga 27.979,24* 96.137,21* 330.329,35*
H,O Fo ND€ ND ND
V. cymosa H,0 Ga 114.49565  368.266,3" 1.184.500,04*
H,O_Fo ND ND ND
H,O_FlI ND ND ND
H,O Hf ND ND ND
H,O_ Pe ND ND ND
Hidromet_Fo 60.944,40* 1.772.086,67* 51.527.000*
MeOH_FlI ND ND ND
Hidromet_Ra ND ND ND
MeOH_Ga 1.231* 4.897,92* 1.948.869,86*
MeOH_Fo ND ND ND
DCM_Fo ND ND ND
DCM_FlI ND ND ND

*H,0_Ga (aquoso dos galhos), H,O_Fo (aquoso das folhas), H,O_FI (aquoso das
flores), H,O_Hf (aquoso da haste da flor), H,O_Pe (aquoso do peciolo), Hidromet_Fo
(hidrometandlico das folhas), MeOH_FlI (metandlico das flores), Hidromet Ra
(hidrometandlico das raizes), MeOH_Ga (metandlico dos galhos), MeOH_Fo
(metandlico das folhas), DCM_Fo (diclorometanico das folhas) e DCM_FI
(diclorometanico das flores)

“ND = nao determinado

*nao significativo em nivel de p < 0.10; g = coeficiente angular.

Os resultados estimados para todas as CLg a partir da analise estatistica
estdo “curiosos” e por isto, dois procedimentos serdo adotados para melhor
entendimento dos resultados: (1) os dados serdo avaliados por outro programa, (2)
novos bioensaios serdo realizados com os mesmos extratos para confirmacgao dos
resultados obtidos.

Considerando o extrato MeOH_Ga de V. cymosa mais promissor por
apresentar porcentagem de mortalidade acima de 40% e menor valor estimado para
a CLsg, os valores de Log1o(Dose) de cada concentragao e suas respectivas taxas de
mortalidade, ou seja, os valores de Probits foram submetidos a analise de regressao
simples e a analise de variancia; contudo, ndo observou-se diferenca significativa
em ambos os testes (p = 0,05). Portanto, apesar do resultado promissor os valores

encontrados para mortalidade ndo sofreram variacdo entre as concentracdes
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utilizadas (Tabela 9), o que sugere que estudos posteriores com o extrato devem ser

realizados.

Tabela 9. Porcentagem de adultos de Sitophilus zeamais mortos em relagdo as
concentracdes avaliadas do extrato metandlico dos galhos (MeOH_Ga) de Vitex cymosa por
ingestao e seus respectivos valores de Log10 (Dose) e Probit

[ppm] N %+ Logio(Dose) Probit Resultado ANOVA

1.000 100 41,00a 0,00000000000000 4,87442035

5.000 100 61,00a 0,69897000433601 4,784228676

10.000 100 48,00a 1,00000000000000 3,795021566 Fp-=5°§2§1
20.000 100 51,00a 1,30102999566398 3,508366694 e

30.000 100 77,00a 1,47712125471966 3,719879602
50.000 100 74,00a 1,69897000433602 4,066165692

*porcentagem de individuos mortos por tratamento
* valores seguidos de mesma letra nao diferem entre si considerando p < 0,05.

Contudo, mesmo o extrato MeOH_Ga de V. cymosa ndo demonstrado
resultado significativo para a analise de regressao simples e analise de variancia, os
valores de Probits (valores obtidos) e linha de regressao (valores esperados)
indicam uma relativa tendéncia de ajuste ao modelo de Probit (Figura 5), na qual
pode ser visualizado o angulo de inclinagdo dos valores esperados em relagéo aos

obtidos.
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Figura 5. Valores esperados de probits (linha de regressao) e os valores obtidos de probits a
partir do bioensaio de ingestdo com o extrato metandlico dos galhos (MeOH_Ga) de Vitex
cymosa contra adultos de Sitophilus zeamais.
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De acordo com os resultados observados para o parametro mortalidade os
extratos MeOH_Ga e DCM_Fo de V. cymosa tendem a ser os mais promissores pela
via de ingestao, por resultarem em uma maior porcentagem de individuos mortos ou
no mesmo sentido, por afetarem mais a sobrevivéncia dos adultos de S. zeamais.

Considerando-os promissores por interferir na sobrevivéncia dos adultos,
calculou-se a Porcentagem de Reducgao (PR) de futuras infestagdes de ambos; com
base no numero de individuos emergidos na geracdo F1 nos tratamentos e no
controle, segundo o método proposto por Arannilewa e Odeyemi (2007). A partir
deste calculo observa-se que ambos os extratos (MeOH_Ga e DCM_Fo de V.
cymosa) tendem a diminuir o numero de individuos emergidos na geragao seguinte,
e que tal efeito aumenta em associagdo com o aumento das dosagens (Figuras 6 e
7).
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Figura 6. Porcentagem de reducgéo de individuos de Sitophilus zeamais na geracdo F1 em
graos de milho, por concentracdo ao final de 49 dias contados a partir do término do ensaio
de ingestdo, utilizando o extrato metandlico dos galhos (MeOH_Ga) de Vitex cymosa.
(Concentragao: 1=1.000ppm; 2=5.000ppm; 3=10.000ppm; 4=20.000ppm; 5=30.000ppm;
6=50.000ppm)
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Figura 7. Porcentagem de reducgao de individuos de Sitophilus zeamais na geracdo F1 em
graos de milho, por concentracao ao final de 49 dias contados a partir do término do ensaio
de ingestao, utilizando o extrato diclorometéanico das folhas (DCM_Fo) de Vitex cymosa.
(Concentragao: 1=1.000ppm; 2=5.000ppm; 3=10.000ppm; 4=20.000ppm; 5=30.000ppm)

Assim, as observagdes acerca da aplicagdo destes extratos sobre gréos de
milho,sugerem que os mesmos tendem a afetar tanto a sobrevivéncia dos adultos de
S. zeamais (Tabela 6) quanto & emergéncia de novos individuos (Figuras 6 e 7). E
importante ressaltar que um dos pontos na Figura 7 foi retirado por se tratar de um
outlier, a fim de que este ndo tendenciasse a reta de forma errébnea. Neste sentido, a
utiizacdo dos extratos, MeOH _Ga e DCM_Fo de V. cymosa, podem ser
considerados promissores na protecéo de graos de milho, por afetarem os estagios
imaturo e adulto do gorgulho.

Em vista da porcentagem de efeito observada sobre a sobrevivéncia dos
adultos de S. zeamais através do ensaio de ingestdo com os extratos H,O_Fo e
DCM_FI de V. cymosa e H,O_Ga de E. pedicellata e por acreditar que ensaios
posteriores avaliando a toxicidade aguda destes extratos devem ser realizados,
propomos analisar o efeito dos mesmos sobre o niumero de individuos emergidos na

geracgéo F1 e os resultados podem ser visualizados nas Figuras 8 a 10.
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Figura 8. Porcentagem de reducgao de individuos de Sitophilus zeamais na geracdo F1 em
graos de milho, por concentracao ao final de 49 dias contados a partir do término do ensaio
de ingestdo, utilizando o extrato aquoso das folhas (H,O_Fo) de Vitex cymosa.
(Concentragao: 1=1.000ppm; 2=5.000ppm; 3=10.000ppm; 4=20.000ppm; 5=30.000ppm;
6=50.000ppm)
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Figura 9. Porcentagem de reducgao de individuos de Sitophilus zeamais na geragado F1 em
graos de milho, por concentracao ao final de 49 dias contados a partir do término do ensaio
de ingestao, utilizando o extrato diclorometanico das flores (DCM_FI) de Vitex cymosa.
(Concentragao: 1=1.000ppm; 2=5.000ppm; 3=10.000ppm; 4=20.000ppm; 5=30.000ppm;
6=50.000ppm)
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Figura 10. Porcentagem de reducédo de individuos de Sitophilus zeamais na geracdo F1 em
graos de milho, por concentracdo ao final de 49 dias contados a partir do término do ensaio
de ingestao, utilizando o extrato aquoso dos galhos (H,O_Ga) de Eschweilera pedicellata.
(Concentragao: 1=1.000ppm; 2=5.000ppm; 3=10.000ppm; 4=20.000ppm; 5=30.000ppm;
6=50.000ppm)

Observa-se que os extratos DCM_FI de V. cymosa e H,O Ga de E.
pedicellata demonstram a mesma relagao observada com os extratos tido como
mais promissores, considerando a atividade inseticida (MeOH_Ga e DCM_Fo de V.
cymosa). Assim, o aumento das dosagens tem como consequéncia direta a redugao
na porcentagem de individuos emergidos na geragdo F1; entretanto, tal tendéncia
nao foi observada com o extrato H,O _Fo de V. cymosa. Apds a aplicagado deste
extrato o numero de individuos contabilizados na geragcdo F1, considerando as
distintas concentragdes, oscilou e nao foi observada nenhuma tendéncia entre o
aumento das dosagens e a diminuicdo no numero de insetos emergidos. Assim, a
aplicagao do extrato H,O_Fo de V. cymosa sobre grdaos de milho tende a provocar
efeito adverso sobre os adultos de S. zeamais, ndo sendo observado efeito deletério

sobre o numero de individuos na geracao F1 (Tabela 6 e Figura 8).

48



5. Discussao
5.0.1. Bioensaios
5.1.1. Repeléncia

Substancias capazes de repelir ou atrair insetos causadores de danos tém
sido denominadas como inseticidas e tém sido usadas no manejo de pragas; assim,
os efeitos, repelente e atraente sdo parametros relevantes a se considerar na
escolha de um componente vegetal quando se objetiva o controle de pragas. Tanto
pela capacidade de atrair quanto de repelir insetos praga ensaios em laboratério tém
sido realizados com preparados vegetais, a partir dos quais se tém explorado o
movimento dos insetos para longe ou perto do produto tratado (Gallo et al. 2002).

Substancias atraentes sao importantes em programas de manejo, pois sao
usadas para atrair insetos indesejaveis para locais onde n&do haja cultivares
importantes, em consércio com outros métodos ou como iscas em armadilhas (Saito
e Lucchini 1998; Gallo et al. 2002). De acordo com Mohan e Fields (2002) o efeito
repelente ou atraente de preparados vegetais sobre insetos causadores de danos
pode ser medido através do movimento dos insetos em relagdo a estes. Dethier et
al. (1960) postula como substancia repelente toda aquela que causa orientagao
contraria a fonte produtora. Mazzonetto e Vendramim (2003) consideram como
atraentes extratos que demonstraram baixa repeléncia.

Considerando as premissas adotadas por Dethier et al. (1960); Mohan e
Fields (2002) e Mazzonetto e Vendramim (2003), os extratos: H,O_Ga de
Eschweilera pedicellata e DCM_Fo, MeOH_Fo, Hidromet Ra e MeOH_Ra de Vitex
cymosa podem ser considerados atraentes. Entretanto, ndo é suficiente inferir que
uma substancia € atraente por nao repelir; contudo, como a analise estatistica
realizada no presente trabalho ndao descartou o efeito atracdo dos extratos, é

prudente inferir que os extratos citados atraem mais do que repelem.

Ja os extratos H,O_Fo de E. pedicellata e Hidromet_Fo, H,O_Fo, MeOH_Fl e
MeOH_Ga de V. cymosa por apresentarem valores para a Porcentagem de
Repeléncia (PR) significativos podem ser considerados promissores para o efeito

49



repeléncia; contudo, apesar dos extratos H,O Fo, MeOH_Fl e MeOH_Ga de V.
cymosa apresentarem resultados significativos para a PR o valor observado para
cada F ratio foi baixo. A relagao de significancia dos resultados (p < 0,05) e baixo F
ratio (< 5,00) reflete a tendéncia destes extratos em repelir os adultos de S. zeamais

€ a necessidade de testes de bioensaios posteriores utilizando os mesmos.

Em resumo, com base nos resultados observados para PR os extratos
H,O Fo de E. pedicellata e Hidromet Fo, H,O Fo, MeOH _FI e MeOH_Ga de V.
cymosa repelem os adultos de S. zeamais, ao passo que, os extratos H,O_Ga de E.
pedicellata e DCM_Fo, MeOH_Fo, Hidromet Ra e MeOH_Ra de V. cymosa atraem
os individuos adultos. Tavares (2006) avaliando a bioatividade de espécies de
Chenopodium contra individuos de S. zeamais associou os extratos em cloroférmio
dos frutos de C. ambrosioides e C. quinoa Willd ao efeito repelente com base na
significancia dos resultados e o extrato em cloroférmio das folhas de C. quinoa ao
efeito de atracao, e ndo descartou o uso deste ultimo no controle dos individuos.

Analisando a resposta dos individuos adultos em fungao da variavel tempo,
observou-se que em maioria (60%) nao houve diferenga significativa entre os
intervalos de tempo, ou seja, os insetos-alvo responderam de forma similar aos
extratos em todos os tempos avaliados. Cosimi et al. (2009) avaliando o efeito
repelente dos 6leos de Laurus nobilis L., Citrus bergamia Risso, Foeniculum vulgare
Miller var. dulcis, Lavandula hybrida Rev. contra adultos de S. zeamais também n&o
observaram diferenga na resposta dos individuos ao longo dos intervalos de tempo;
assim como Viglianco et al. (2008) com extratos em etanol, cloroférmio e hexano das
plantas Aloysia polystachia Griseb., Solanum argentinum Bitter et Lillo e Tillandsia
recurvata L. contra adultos de S. oryzae.

No entanto, respostas mais rapidas, mesmo que sutis, foram observadas nas
primeiras duas horas apdés a aplicagdo dos extratos H,O _Fo de E. pedicellata e
DCM_Fo, Hidromet Ra e MeOH_Ra de V. cymosa. Neste sentido, a resposta dos
individuos foi mais rapida nas horas iniciais, tanto para o efeito repeléncia (H,O_Fo
de E. pedicellata) quanto atracdo (DCM_Fo, Hidromet Ra e MeOH_Ra de V.

cymosa) com queda apds 24 horas.
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A resposta quase imediata dos individuos aos extratos; H,O Fo de E.
pedicellata e DCM_Fo, Hidromet Ra e MeOH_Ra de V. cymosa nao é
surpreendente visto que o tempo de resposta de insetos-praga a 6leos, extratos e
pOs vegetais em ensaios de repeléncia € associado a percepgao olfativa dos
individuos. Além disso, substancias caracterizadas como repelentes ou atraentes,
com acgado comprovada contra pragas de produtos armazenados tém como
caracteristica constituintes de baixo peso molecular, com odor forte e pungente, o
que explica a percepgao dos individuos quase que imediata (Tapondjou et al. 2005;
Asawalam 2006; Isman 2006; Le&do 2007; Asawalam et al. 2008; Cosimi et al. 2009;
Germinara et al. 2009).

Respostas mais rapidas de adultos de S. zeamais foram observadas por
Tavares (2002), Procopio et al. (2003) e Tavares (2006), ao avaliarem a bioatividade
de preparados vegetais. Em concordancia Liu e Ho (1999) buscando a atividade
repelente do Oleo essencial extraido de frutos de Evoida rutaecarpa Hook f. et
Thomas contra adultos de S. zeamais e Tribolium castaneum Herbest., 1797
(Coleoptera, Tenebrionidae) constataram que o efeito de repeléncia diminuiu com o
tempo de exposigdo e associaram tal resultado a caracteristica volatil das
substancias.

A anadlise em fungdo da variavel concentragdo encontrou valores
significativos com as concentragées extremas (1.000 e 50.000 ppm) do extrato
Hidromet Ra de V. cymosa. Odeyemi et al. (2008) ndo observaram diferencga
significativa na resposta dos individuos em fungdo das concentragbes do 6leo de
Mentha longifolia L. em adultos de S. zeamais, e assim, concluiram que todas as
concentracbes demonstravam atividade repelente. Nesta vertente, o extrato
Hidromet_Ra de V. cymosa demonstra atividade atraente nas concentracbes de
1.000 e 50.000 ppm; no entanto, as medianas dos valores de ambas as
concentragdes ficaram em torno de zero, o que representa neutralidade do extrato. E
importante evidenciar que a tendéncia de efeito demonstrada pelas concentragdes
de 1.000 e 50.000 ppm podem ter relagdo com a nao solubilizagdo completa do

extrato, o que justificaria a significancia da variancia tendendo para os extremos.
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Seguindo a premissa de Odeyemi et al. (2008) e adotando como atraentes os
extratos que ndo foram significativos para a PR e repelentes os que foram
significativos, os extratos H,O _Fo de E. pedicellata e H,O Fo, Hidromet Fo e
MeOH_Ga de V. cymosa foram repelentes em todas as concentragdes testadas e os
extratos MeOH_Fo e MeOH_Ra de V. cymosa atraentes; contudo, as observacdes
a cerca do extrato Hidromet_Fo de V. cymosa sugerem que os individuos tendem a
responder melhor com o aumento das concentragdes (Figura 2).

Akob e Ewete (2009) avaliando a bioatividade de extratos etandlicos de raizes
de Vetiveria zizanioides L. concluiram que todas as concentracdes testadas repeliam
os adultos de S. zeamais (12.500 — 100.000 ppm), enquanto que, para o extrato das
folhas de Ocimum gratissimum L. resultados promissores foram observados
somente com as concentragdes mais elevadas (50.000 e 100.000 ppm). Asawalam
et al. (2006); Asawalam e Hassanali (2006) e Asawalam et al. (2008) em teste de
repeléncia utilizando 6leos contra adultos de S. zeamais, concluiram que 0s mesmos
causavam efeito repelente sobre os insetos em todas as dosagens.

No entanto, melhores resultados para atragdo foram observados com o
aumento das concentragdes dos extratos H,O Ga de E. pedicellata e DCM_Fo de V.
cymosa e com o extrato MeOH_FI de V. cymosa para repeléncia. Liu e Ho (1999);
Asawalam et al. (2006) e Babarinde et al. (2008) utilizando adultos de S. zeamais
também averiguaram que o efeito de repeléncia aumentava com o aumento das
concentragbes e o caracterizaram como dose-dependente. Oliveira e Vendramim
(1999) também correlacionaram melhor efeito com o aumento das concentragoes,
em testes utilizando adultos de Zabrotes subfasciatus Bohemann, 1833 (Coleoptera,
Bruchidae).

E evidente a necessidade de bioensaios posteriores com os extratos
utilizados no presente trabalho em associacdo a estudos fitoquimicos,
principalmente ao considerarmos que qualquer substancia quimica, repelente ou
atraente em contato com insetos-teste tende a provocar efeitos comportamentais e
biolégicos ndo comuns a espécie estudada, em fungcdo da percepgao olfativa dos

insetos (Abramson et al. 2006).
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5.1.2. Mortalidade

Nao foi constatado efeito negativo sobre a sobrevivéncia dos adultos de S.
zeamais como consequéncia do uso dos solventes metanol (MeOH) e diclorometano
(DCM) considerando as duas vias de exposig¢ao, contato e ingestao (Tabelas 4 e 5).
Assim, ambos o0s solventes podem ser usados na solubilizacdo de extratos
organicos em bioensaios contra adultos de S. zeamais, por ndo causarem efeito
significativo em comparagdo com o controle sobre a sobrevivéncia dos individuos.

Nao foram encontrados relatos na literatura que demonstrassem o efeito do
solvente DCM sobre a sobrevivéncia de adultos de S. zeamais. Porém, extratos em
MeOH tém sido usados em ensaios de mortalidade-resposta contra estes individuos
e ndo ha indicios de que o solvente afete a sobrevivéncia dos adultos (Kim et al.
2003; Akob e Ewete 2009). Considerando que a literatura ndo esclarece totalmente
quanto ao efeito dos solventes sobre a sobrevivéncia das unidades experimentais,
faz-se necessaria avaliagcdo a priori do efeito agudo dos solventes sobre os
organismos. Principalmente ao levar em conta que os mecanismos que dao origem
ao processo de resisténcia surgem dentro de linhagens populacionais e assim
podem sofrer variagao entre os grupos populacionais (Poletti e Omoto 2003).

E mais, insetos-praga tém grande variabilidade em termos de respostas aos
diferentes agentes de controle. Ha situagbes em que sdo naturalmente tolerantes,
em outras, frente a exposicdo aos agentes de controle o individuo que antes era
susceptivel passa a expressar alguns mecanismos de defesa e ainda, como
consequéncia do aumento da frequéncia de exposicdo aos agentes, surge
individuos resistentes, assim € imprescindivel a realizagao de testes que avaliem o
efeito agudo dos solventes que serdo utilizados na solubilizagdo dos extratos antes
da realizagao de bioensaios.

Nao foram encontrados na literatura relatos da agao inseticida das espécies
vegetais testadas sobre adultos de S. zeamais. Entretanto, muitas sdo as espécies
pertencentes a familia Verbenaceae que tém sido estudadas considerando suas
propriedades medicinais, diversidade botanica, abundancia e ampla distribuigdo
(Santos et al. 2001; Gutiérrez e Villegas 2008). A espécie Lippia alba Mill, conhecida

como erva-cidreira € usada como exemplo para demonstrar tais caracteristicas da
53



familia e tem sido utilizada no tratamento de diversas enfermidades (Di Stasi et al.
2002; Braga et al. 2005).

As espécies do género Vitex tém sido usadas para tratar diversas doencas
(Kannathasan et al. 2007; Nyiligira et al. 2008; Tandon et al. 2008a; Tandon et al.
2008b). Em vista do potencial quimico das espécies, ensaios avaliando esta
bioatividade tém sido realizados (Santos et al. 2001; Gallo et al. 2004; Sa Barreto et
al. 2007), e diversas espécies véem sendo mencionadas no controle de vetores de
doencgas e de pragas (Hebbalkar et al. 1992; Shaaya et al. 1997; Hernandez et al.
1999; Mehlhorn et al. 2005; Sahaf 2006; Kannathasan et al. 2007; Rodriguez-Lopez
et al. 2007; Kannathasan et al. 2008; Karunamoorth et al. 2008; Sahaf e
Moharramipour 2008; Tando et al. 2008b).

Em contrapartida, espécies da familia Lecythidaceae ndo tém sido muito
estudadas do ponto de vista quimico. No entanto, constituintes com atividade
farmacoldgica ja foram isolados de espécimes desta familia (Carvalho et al. 1998;
Costa e Carvalho 2003; Cragg et al. 2006). Ao considerar o género Eschweilera,
estudo proposto por Lopez et al. (2001), comprovou a bioatividade do extrato
metandlico de cascas da arvore E. rufifolia (S.A. Mori) contra o virus Simplex da
Herpes.

Mediante as propriedades quimicas e bioativas de ambas as familias e a
hipotese de “evolugao paralela”, proposta pela primeira vez por Brues (1920) apud
Pizzamiglio-Gutierrez (2009) a qual postula que: plantas pertencentes a mesma
familia botanica ou a géneros especificos, com excegbes, tendem a sintetizar
metabdlitos secundarios semelhantes; era esperado que os extratos estudados,
principalmente os pertecentes ao género Vitex, implicassem em sua maioria em
resultados promissores. No entanto, os valores encontrados para o paramentro
mortalidade, em funcdo da aplicacdo dos extratos de ambas as familias, se
estabeleceram em sua maioria abaixo de 10%, ao analisarmos as vias de exposi¢ao,
contato e ingestao (Tabela 6).

Resultado semelhante foi observado por Silva et al. (2003). Os autores
testaram 22 tratamentos do pd das plantas: Buddleja globosa L., Eucalyptus

globulus L., Foeniculum vulgare M. var. vulgare, Marrubium vulgare L., Melissa
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officinalis L., Peumus boldus Mol., Rosmarinus officinalis L. sobre adultos de S.
zeamais e concluiram que somente dois tratamentos foram eficientes no controle, os
demais apresentaram porcentagem de mortalidade inferior a 10%. Neste caso, os
tratamentos que mostraram melhores resultados foram as concentragdes mais
elevadas (10.000 e 20.000 ppm) de P. boldus com mortalidade de 50,5% e 82,8%,
respectivamente.

Ao avaliar a atividade inseticida em bioensaios com extratos ou outros
preparados de espécies vegetais, como, 6leo e pds os resultados podem n&o ir de
acordo com as perspectivas iniciais, ou seja, o numero de individuos mortos pode
ficar abaixo do considerado promissor, principalmente ao considerar que o0s
resultados sdo dependentes de fatores como: composi¢do quimica (sendo esta
dependente das condi¢des ambientais), forma como a substancia é ministrada
(contato, ingestdo ou aerossois), escolha do preparado vegetal (extrato, pé ou 6leo),
susceptibilidade dos insetos, época de coleta, estagio de desenvolvimento da planta
coletada e técnica de extragcdo (Regnault-Roger e Hamraoui 1995; Isman 2000;
Tapondjou et al. 2005; Gobbo-Neto e Lopes 2007).

Uma forma de exemplificar a dificuldade de observar resultados positivos ou
mais claramente, promissores, em estudos que avaliam a atividade inseticida de
preparados vegetais, pode ser através do trabalho realizado por Liu et al. (2007). Os
autores realizaram ensaios por contato, fumigacdo e deterréncia alimentar com
extratos de 40 espécies da medicina popular chinesa com comprovada agao sobre
adultos de S. zeamais e Tribolium castaneum. Mesmo com acgdo inseticida ja
comprovada, dez das espécies testadas ndo apresentaram nenhum efeito sobre
ambos os insetos avaliados, pelas vias de exposigao.

Outros trabalhos também podem exemplificar, Silva-Aguayao et al. (2005)
concluiram que dos 21 pds vegetais avaliados sobre adultos de S. zeamais somente
trés obtiveram resultados promissores. Moreira et al. (2007) avaliaram os extratos
em hexano e etanol das espécies Ocimum selloi Benth., Ruta graveolens L.,
Leonotis nepetifolia L. R.Br., Datura stramonium L., Cordia verbenacea L., Mentha
piperita L., Mormodica charantia L., Ageratum conyzoides L. sobre adultos de

Rhyzopertha dominica Fabr., 1792 (Coleoptera, Bostrichidae) e somente o extrato
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hexénico de A. conyzoides mostrou atividade inseticida, eliminando 76% e 88,67%
dos individuos apos 4 e 24 horas de exposigao.

Procopio et al. (2003) avaliando pds vegetais de Azadirachta indica (frutos),
Capsicum frutescens L. (frutos e folhas), Chenopodium ambrosioides (folhas, flores e
frutos, conjuntamente), Eucalyptus citriodora Hook (folhas), Melia azedarach Blanco
(folhas) e Ricinus communis L. (folhas) misturados a dieta de adultos de S. zeamais,
encontraram diferenga significativa somente com o tratamento de C. ambrosioides,
os demais causaram baixo efeito na sobrevivéncia dos adultos, nestes, a taxa de
mortalidade variou entre 4,16% e 13,33%. Tavares (2002) em ensaio com extratos
aquosos com diferentes partes do vegetal C. ambrosioides e com a planta inteira
sobre adultos de S. zeamais concluiu que, nenhum dos referidos extratos
apresentou efeito inseticida.

Contudo, é importante ressaltar que resultados promissores, considerando o
parametro mortalidade foram observados no presente trabalho, apds a aplicagcao dos
extratos MeOH_Ga, DCM_Fo, H,O Fo e DCM_FI de V. cymosa e com o extrato
H,O Ga de E. pedicellata quando expostos pela via de ingestdo (Tabela 6).
Observa-se que em maioria os extratos preparados a partir da espécie V. cymosa
apresentaram melhores resultados se comparados com os extratos de E.
pedicellata. Tal resultado corrobora com a hipétese de “evolugcédo paralela” das
espécies do género Vitex frente a comprovada atividade inseticida nele observada
(Hebbalkar et al. 1992; Shaaya et al. 1997; Hernandez et al. 1999; Mehlhorn et al.
2005; Sahaf 2006; Kannathasan et al. 2007; Rodriguez-Lopez et al. 2007;
Kannathasan et al. 2008; Karunamoorth et al. 2008; Sahaf e Moharramipour 2008;
Tando et al. 2008b).

No entanto, dado ao fato de que foram utilizados seis extratos da espécie V.
cymosa contra dois de E. pedicellata (Tabela 2) ainda €& prematuro falar da
superioridade inseticida de V. cymosa em funcdo das propriedades bioativas do
género Vitex sobre o género Eschweilera. Assim, os resultados promissores (em
maior numero) com os extratos de V. cymosa poderiam ter como causa dois fatores:
as propriedades bioativas do género e/ou o maior numero de extratos utilizados.

Assim, para a validacdo da hipdétese de “evolucdo paralela” seria necessaria a
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realizacdo de testes com o mesmo numero de extratos, de preferéncia com as
mesmas partes vegetais (ex. raiz, caule e folha) de todas as espécies do género e
mesmo da Familia.

As observagdes realizadas no presente trabalho sugerem que os adultos de
S. zeamais expostos aos tratamentos por ingestdo de graos tratados, foram mais
susceptiveis se comparados aos adultos expostos por contato em superficie
contaminada (Figura 4). Resultado semelhante foi descrito por Llanos et al. (2008)
com extratos em hexano de sementes de Annona muricata L. a 5.000 ppm sobre
adultos de S. zeamais, segundo os autores apos 72 horas 27% dos individuos
morreram por contato, enquanto foram contabilizados 77% no ensaio de ingestao.

Entretanto, Ousman et al. (2007) observaram resultado oposto e concluiram
que os Oleos preparados com as folhas de Ocimum gratissimum L. e Piper ningrum
L. e com o fruto de Xylopia aethiopica (Dunal) A.Rich foram mais eficientes quando
ministrados por contato em comparagdo a via de ingestdo. Fazolin et al. (2007)
sugerem que o efeito sobre a sobrevivéncia de insetos-alvo depende da escolha do
tipo de material a ser testado (ex. pd, 6leo extrato), da composi¢cdo quimica em
associacao a escolha do método de exposic¢éao.

Liu e Ho (1999) demonstraram que adultos de S. zeamais sdo mais sensiveis
ao oOleo essencial de Evodia rutaecarpa quando este € aplicado diretamente no
dorso do inseto se comparado ao efeito fumigante. Martinez (2002) afirmou que a
azadiractina, apesar de afetar os insetos por ingestao e contato, em geral € mais
eficaz quando ministrada pela via de ingestdo. Estrela et al. (2006) sugerem que
adultos de S. zeamais sdo mais sensiveis ao oleo de Piper hispidinervum C. DC.
por contato em superficie contaminada quando comparado a P. aduncum L.,
enquanto esta € mais toxica por fumigacao e contato por aplicagao tépica. Almeida
et al. (2005) testando extratos hidroalcodlicos das espécies: Chenopodium
ambrosioides, Citrus cinensis, Cymbopogon citratus, Eucalyptus spp, Nicotiana
tabacum, Ocimum basilicum, Piper hispidinervum, em adultos de S. zeamais pelo
método a vapor, constataram comportamento de agitacdo em pouco tempo e
associaram este efeito a respiragdo traqueal dos insetos. Os autores sugerem que

os individuos absorvem e reagem rapidamente as substancias volateis dos extratos
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e associaram tal efeito a capacidade de detecgao dos insetos, relacionado a via de
€exposicao.

Com o intuito de explicar as causas que possivelmente implicaram em
melhores resultados por ingestdo em comparacdo com o ensaio de contato € de
suma importdncia o0 conhecimento a cerca da natureza quimica do
tegumento/cuticula dos insetos. O tegumento exerce importante fungao por servir de
interface entre o inseto e o ambiente, promovendo a protegdo quimica, biolégica e
mecanica, funcionando como uma barreira protetora a perda excessiva de agua e a
entrada de parasitas e substancias inseticidas (Wigglesworth 1965; Gallo et al. 2002;
Klowden 2007).

O tegumento é dividido em duas regides principais, epicuticula e procuticula.
A procuticula localizada logo abaixo da epicuticula € a chamada cuticula quitinosa,
pois em sua constituicdo € encontrado a glucosamino quitina associada a proteinas.
Esta associacdo entre quitina e proteinas confere aos artropodes rigidez e dureza,
caracteristicas marcantes destes individuos. A epicuticula, camada mais externa faz
a intermediacdo com o ambiente e é formada por trés camadas distintas, do interior
para o exterior: (a) cuticulina, que se acredita ser formada por lipoproteinas, (b)
polifendis e (c) ceras (Wigglesworth 1965; Gallo et al. 2002).

Com tais evidéncias pode-se inferir que a principal fungdo do tegumento é a
de manter a rigidez do exoesqueleto, atribuida a propriedade quimica da procuticula,
sobretudo, pela presenca de quitina associada a proteinas, seguida pela protegao a
entrada de substancias indesejaveis e perda excessiva de agua, determinada pela
composic¢ao da epicuticula. Partindo do pressuposto que a composi¢ao quimica da
epicuticula esta relacionada a protecao, tanto insetos de corpo mole (lagartas e
larvas), como aqueles de tegumento mais rigido (besouros) podem resistir a
dessecacéo, a parasitas e a substancias inseticidas (Wigglesworth 1965).

Considerando que, os extratos utilizados no presente trabalho em sua maioria
sdo pouco lipofilicos (polares) e que as principais substancias presentes na
epicuticula sdo em sua maioria lipofilicas (baixa polaridade), as chances para cada
extrato penetrar via tegumento dos individuos seriam minimas. Assim, o efeito sobre

a sobrevivéncia dos adultos no ensaio de contato poderia estar sendo
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comprometida, porque a substancia ativa n&o atingiria seu alvo de ag&o no interior
do organismo dos insetos (Richards 1978 apud Llanos et al. 2008). Visto que as
substancias presentes no extrato podem permanecer na camada externa dos graos
ou penetrar (caso haja difusdo dos mesmos no momento de aplicacdo do extrato por
ele estar dissolvido em diclorometano ou metanol) e que os individuos da familia
Curculionidae tém o comportamento de perfurar estruturas vegetais, o contato dos
insetos com o extrato via ingestao estaria garantido; a este fato atribuimos o maior
numero de individuos mortos por ingestao.

Porém, ao relacionar os extratos de baixa polaridade, lipossoluveis, utilizados
no trabalho: DCM_Fo e DCM_FI, ambos da espécie V. cymosa, a hipétese de que
extratos menos polares resultam em melhores resultados por contato, nao
observamos resultados que validasse tal hipétese; a medida que, poucos individuos
morreram por contato apds a aplicagéo dos referidos extratos (Tabela 6).

Ao considerar as propriedades quimicas da quitina, como, insoluvel em agua,
alcool, éter e outros solventes organicos é plausivel considera-la uma segunda
barreira protetora. Neste sentido, é possivel que os extratos DCM_Fo e DCM_FI de
V. cymosa tenham vencido a barreira representada pela epicuticula; no entanto, ndo
tenham conseguido ultrapassar a rigida camada de quitina da procuticula. Ou ainda,
considerando que os insetos possuem outros mecanismos de defesa, do tipo,
celular, bioquimico-fisioldgico e comportamental contra patégenos e substancias
inseticidas talvez os extratos em DCM tenham conseguido vencer a barreira
mecanica representada pelo tegumento (epicuticula e procuticula); contudo, foram
vencidos pelos mecanismos de defesa e por isto suas aplicagdes nao resultaram em
uma elevada porcentagem de individuos mortos por contato.

Ja o baixo efeito observado sobre a sobrevivéncia dos adultos, tanto por
contato quanto por ingestao (Tabela 6), pode ter como causa a escolha do método
de exposig¢ao associado a escolha do tipo de preparado vegetal, os mecanismos de
defesa desenvolvidos pelo organismo, a concentragdo utilizada e/ou, a néo
existéncia de substancias inseticidas ou baixa concentragdo destas substancias nos

extratos, como sugerido por Coelho et al. 2009.
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Procopio et al. (2003); Ledo (2007) e Coitinho (2009) sugerem que pos
vegetais sejam alternativas mais promissoras no controle de pragas de
armazenamento. Bateman et al. (1993) acreditam que formulagbes a base de dleo
proporcionem melhores resultados em contrapartida aos a base de agua,
principalmente em ensaios de toxicidade por contato. O efeito de pds vegetais sobre
pragas de armazenamento € associado a capacidade dos mesmos em aderir a
camada de cera da epicuticula do inseto. A abrasdo causada pelo movimento dos
individuos no grao faz com que esta camada protetora seja removida, desta forma,
os insetos perdem agua por evaporagao, com consequente desidratagcdo e morte
(Ebeling 1971; Korunic 1998; Silva-Aguayo et al. 2005; Lazzari e Lazzari 2009; Ukeh
et al. 2008), ou ainda ao efeito de obstrugdo aos espiraculos, bloqueando-os
parcialmente (Ogunwolu et al. 1998; Opaeke e Kuhiep 2006).

Em relacdo aos 6leos acredita-se que pela caracteristica lipossoluvel estes
tendem a aderir aos espiraculos interferindo na respiracdo dos insetos
(Schoonhoven 1978; Don-Pedro 1989). Tal evidéncia explicaria o resultado
encontrado por Ousman et al. (2007), no qual dleos preparados com as folhas de O.
gratissimum e P. ningrum e com o fruto de X. aethiopica foram mais eficientes
quando expostos pela via de contato em comparagdo a via de ingestdo. Exemplos
na literatura comprovam o efeito de pds e 6leos no controle de pragas de produtos
armazenados. Tavares (2002) avaliando a bioatividade de C. ambrosoides né&o
observou efeito dos extratos aquosos de folhas, ramos e frutos na sobrevivéncia e
emergéncia de adultos de S. zeamais, ao passo que efeito altamente toxico foi
observado com o p6 dos frutos. Ledo (2007) obteve resultados promissores testando
pos vegetais em contato com adultos de S. oryzae.

Resultados promissores no controle de pragas de graos armazenados com
pos e Oleos vegetais ndo invalidam ou descartam a realizagdo de bioensaios
buscando a atividade inseticida em extratos aquosos ou organicos, a medida que ha
na literatura estudos que comprovam a eficacia dos mesmos sobre pragas de
armazenamento (Kim et al. 2003; Santos 2003; Almeida et al. 2005; Tavares 2006;
Liu et al. 2007; Moreira et al. 2007; Llanos et al. 2008; Akob e Ewete 2009) e
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principalmente ao se considerar a necessidade de novos componentes com
propriedades inseticidas e que sejam menos prejudiciais ao ambiente e ao homem.

Considerando que os ensaios realizados com os extratos das espécies E.
pedicellata e V. cymosa sao pioneiros € importante relatar todas as causas que
possam ter influenciado nos resultados. Assim, em relacdo as observacdes
realizadas no presente trabalho, em vista da maior susceptibilidade dos adultos aos
tratamentos pela via de ingestao (Figura 4), sugere-se que a maior porcentagem de
individuos mortos por esta via pode ter como causa o efeito crescente que os
extratos tendem a provocar ao decorrer do tempo considerando o parametro
mortalidade. Sabe-se que, o numero de individuos mortos em ensaios com
preparados de origem vegetal tende a aumentar com os dias de exposigcao (Kim et
al. 2003, Estrela et al. 2006; Saljoqi et al. 2006; Bittner et al. 2008; Ukeh et al. 2008;
Wanyika et al. 2009), como os insetos ficaram expostos por mais tempo aos extratos
nos testes de ingestéo, talvez o maior numero de individuos mortos esteja associado
a este fato.

Souza e Trovao (2009) sugeriram que o baixo desempenho de extratos secos
em ensaios realizados por eles poderia ter relagdo com o tempo de duragao dos
testes, que segundo os autores foi breve em comparagdo com outros trabalhos. As
hipéteses levantadas e os resultados observados por outros autores ainda néo sao
suficientes para explicar a maior susceptibilidade dos adultos ao ensaio de ingestao
em comparagao aos tratamentos por contato.

Como proposto por Llanos et al. (2008) consideramos promissores os extratos
com CLsp < 5.000 ppm como recomendado pela Agéncia de Cooperacéo Técnica da
Alemanha (GTZ) para condicbes de laboratério. Neste sentido, com base nos
valores observados para a CLsp nenhum dos referidos extratos demonstrou resultado
promissor, pois, todos os valores estimados para as ClLsso considerando as vias de
exposicao contato e ingestdo foram extremamente altos (Tabelas 7 e 8). O extrato
que obteve melhor resultado, tendo como base o menor valor estimado para a CLsg
foi o extrato MeOH_Ga de V. cymosa com ClLsg estimada em 4.890,92 x 10° ppm;
contudo, € importante evidenciar que mesmo com alto valor estimado para sua CLsg

este extrato demonstrou tendéncia de ajuste dos resultados ao modelo de Probit
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(Figura 5), apesar da ndo constatacdo de resultados significativos na analise de
regressao simples e analise de variancia (Tabela 9). Llanos et al. (2008) em testes
de toxicidade aguda por ingestdo de sementes de Annona muricata contra adultos
de S. zeamais concluiram que os extratos em acetato de etila e hexano eram
promissores, com base nos valores estimados para as CLs (2.542 e 3.760 ppm
respectivamente).

Partindo da premissa que a composicdo quimica dos extratos interferiu
diretamente nos resultados observados e que ndo podemos associar tais variaveis
frente a ndo realizacdo de estudos fitoquimicos, supbe-se que os melhores
resultados obtidos com os extratos MeOH_Ga e DCM_Fo de V. cymosa pelo método
de ingestdo tenham como causa a presencga de iridoides, substancias comumente
isoladas de espécies deste género e com atividade inseticida comprovada (Maia et
al. 2001; Santos et al. 2001, Suksamrarn et al. 2002; Gallo 2004; Rimpler 1991). De
acordo com Rimpler e Sauerbier 1986 apud Sena Filho et al. 2008 a presencga de
iridoides em plantas da familia Verbenaceae tém a caracteristica de marcador
taxonémico.

Iridoides sao terpenos envolvidos na interagao inseto — planta, na forma de
defesa quimica para ambos os organismos. Insetos principalmente da Ordem
Lepidoptera conseguem reter tais substéncias, e por meio de rotas metabdlicas
utiliza-las contra predadores; contudo, este efeito de retengdo e metabolizagdo nao é
citado entre os individuos da familia Curculionidae. Nas plantas, o autor relaciona a
presenca deste metabdlito secundario a fitoprotecdo do vegetal, por impedir a
alimentacao de insetos. Sao substancias lipossoluveis e volateis, que causam efeito
repelente e deterrente (alimentar) em formigas, besouros e outros insetos (Rimpler
1991).

Santos et al. (2001) em estudo pioneiro com folhas de V. cymosa, isolaram da
fragdo diclorometanica o iridoide denominado tarumal. Sa Barreto et al. (2005),
isolaram o iridoide glicosilado — aucubina, do extrato metandlico de cascas secas do
caule de Vitex gardneriana Schauer. Associando tais evidéncias referentes a
presenca deste terpeno em extratos de espécies do género Vitex a caracteristica de

marcador taxonémico desta classe de terpeno, nossa suposicao de que os referidos
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extratos tenham sido mais eficazes em virtude da presencga desta classe passa a ser
mais embasada e suportada; entretanto, ndo podemos afirmar a presenca de
iridoides nos extratos estudados, frente a n&o realizagao de estudos fitoquimicos.

As observagdes a cerca do numero de insetos emergidos na geragao F1 apos
49 dias, sugere que dentre os extratos com melhores resultados para o parametro
mortalidade, somente a aplicagdo do extrato H,O _Fo de V. cymosa n&do demonstrou
relacédo positiva entre aumento das dosagens e diminuicdo no numero de individuos
emergidos na geracado F1. Assim, apesar do extrato H,O_ Fo causar efeito sobre a
sobrevivéncia dos adultos, efeito sobre a emergéncia de novos individuos nao foi
observado (Figura 9).

A aplicacdo dos extratos considerados mais promissores MeOH Ga e
DCM_Fo de V. cymosa implicou em diminuicdo no numero de insetos na geragao
seguinte, e ainda, este efeito aumentou em concordéncia com o aumento das
dosagens (Figuras 7 e 8). Mesma relacdo foi observada com a utilizagcdo dos
extratos DCM_FI de V. cymosa e H,O_Ga de E. pedicellata (Figuras 9 e 10). Esta
relagao entre efeito sobre a sobrevivéncia e diminuicdo no numero de individuos na
geracao F1 é observada em varios trabalhos (Bekelet et al. 1996; Procépio et al.
2003; Silva et al. 2005; Almeida et al. 2005; Silva-Aguayo et al. 2005; Tapondjou et
al. 2005; Asawalam et al. 2006; Asawalam e Hassanali 2006; Arannilewa e Odeyemi
2007; Asawalam et al. 2007).

Segundo os autores citados acima, o efeito inseticida de extratos sobre a
sobrevivéncia dos individuos tem como causa direta a redugdo no numero de
individuos emergidos na geragao subsequente; contudo, Akob e Ewete (2009) apds
a aplicagdo do extrato etandlico de Vetiveria zizanioides e observagdes que
comprovaram, alta atividade repelente e nenhuma toxicidade por contato e
diminuicdo no numero de individuos emergidos na geragdo F1, sugeriram que a
reducdo no numero de insetos contabilizados na geragdo F1 teria como causa a
caracteristica repelente das substancias em oposig¢do ao efeito agudo dos extratos
sobre os adultos parentais. Silva et al. (2005) sugerem que substancias repelentes
podem inibir a oviposi¢do, com diminuigdo no numero de individuos nas geragdes

seguintes.
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Neste sentido, a diminuicdo no numero de insetos emergidos na geragao F1
pode ter como causa diversos fatores: toxicidade aguda sobre os adultos, com morte
dos individuos em idade reprodutiva; efeito repelente, o qual inibe a oviposi¢ao
(deterréncia a oviposicao); comprometimento do desenvolvimento das larvas,
considerando que as substancias podem ser absorvidas pelos gréos; efeito larvicida
ou efeito ovicida (Gallo et al. 2002; Akob e Ewete 2007; Arannilewa e Odeyemi
2007). Assim, ao analisar os extratos MeOH_Ga e DCM_Fo de V. cymosa, em
busca da causa que levou a diminuigdo no numero de individuos na geracao F1 fica
dificil proferir o motivo que tenha impelido tal resultado; sobretudo, em vista das
possiveis causas descritas acima e ao considerar que ambos demonstraram
resultados promissores para o efeito mortalidade e repeléncia.

Contudo, frente os resultados observados com o extrato H,O_Ga de E.
pedicellata, sugere-se que a diminuicdo do numero de individuos na geragdo F1,
tenha como causa o efeito inseticida observado no ensaio de ingestdo, em
comparagao aos resultados nao significativos para repeléncia, ou ainda, os efeitos
ovicida e larvicida, os quais nao foram avaliados no presente trabalho. Llanos et al.
(2008) sugerem a importancia de considerar os efeitos ovicida e larvicida, mesmo
quando estes ndo sao avaliados, a medida que podem influenciar o numero de
individuos na geragéao F1.

Como mencionado a utilizagao do extrato H,O_Fo de V. cymosa nao implicou
na diminuicdo no numero de individuos emergidos na geragao F1. Considerando
que o extrato foi repelente e tdéxico por ingestdo aos adultos, era esperado que o
numero de insetos na geragcdo seguinte diminuisse; entretanto, é importante
evidenciar que o extrato ndao eliminou 100% dos adultos e que sua aplicagdo nao
resultou em uma alta probabilidade para a PR (p=0,0422). Assim, sugere-se a
realizacdo de outros bioensaios utilizando-o contra adultos de S. zeamais para
melhor entendimento dos resultados.

A nao realizagdo do ensaio de repeléncia com o extrato DCM_FI de V.
cymosa, nao permitiu inferéncias sobre a diminuigdo no numero de individuos na
geracédo F1 em fungao dos resultados de repeléncia e mortalidade. Neste sentido, é

tendencioso pensar que a diminuigdo no numero de individuos tenha como causa o

64



efeito demonstrado pelo mesmo sobre a sobrevivéncia dos adultos ou aos efeitos
ovicida e larvicida n&o avaliados.

Em analise de quéao efetivo é cada extrato na prote¢cado dos graos, com base
na reducao do numero de individuos na geragao F1, melhor resultado foi observado
com o extrato H,O_Ga de E. pedicellata, o qual reduziu em mais de 60% 0 numero
de individuos emergidos na geragdo F1 (Figura 10). Seguido pelos extratos
MeOH_Ga (40%), DCM_Fo e DCM_FI (aproximadamente 30%) todos de V. cymosa
(Figuras 6, 7 € 9).

Considerando que melhores resultados no controle de insetos praga de gréos
armazenados sdo obtidos com produtos que eliminem todos os estagios de
desenvolvimento do inseto, ou seja, que apresente efeito multiplo (sobre adultos e
imaturos) (Gallo et al. 2002), os extratos MeOH_Ga, DCM_Fo, DCM_FI de V.
cymosa e H,O_Ga de E. pedicellata podem ser considerados bons candidatos no
controle do gorgulho S. zeamais em comparagao ao extrato H,O_Fo de V. cymosa.

Ao considerar que este trabalho é pioneiro em relagcdo a busca por
propriedades inseticidas das espécies V. cymosa e E. pedicellata por contato,
ingestao e repeléncia contra adultos de S. zeamais e efeito sobre o numero de
individuos emergidos na geragdo F1, todos os resultados podem vir a ser
considerados indicativos de que; bioensaios posteriores em consércio com analises
fitoquimicas devem ser realizados, sdo viaveis e necessarios, com objetivo de
validar os efeitos observados e detectar as possiveis substancias relacionadas aos

efeitos.
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6. Conclusdes

Considerando as condicbes em que o presente trabalho foi realizado e a

época de coleta de cada espécie vegetal, conclui-se que:

- O extrato H,O_Fo de E. pedicellata € o mais promissor no quesito repeléncia,

seguido pelo extrato Hidromet_Fo, H,O_Fo, MeOH_FI e MeOH_Ga de V. cymosa;

- Os extratos: H,O_Ga de E. pedicellata e DCM_Fo, MeOH_Fo e MeOH_Ra de V.
cymosa por ndao demonstrarem resultados significativos para o efeito repeléncia e
em virtude do efeito atragao nao ter sido descartado da analise estatistica, podem

ser considerados atratentes;

- O extrato Hidromet Ra é neutro, neste sentido ndo atraem nem repelem os

individuos adultos de S. zeamais;

- Na comparagao tempo em fungdo da PR em maioria (60%) ndo houve diferenca
significativa entre o intervalo de tempo avaliado, assim, os efeitos atracdo e
repeléncia foram observados com a mesma intensidade de resposta ao longo de
todo o ensaio; contudo, respostas mais rapidas foram observadas nas primeiras 2
horas apds a exposicao, utilizando os extratos: H,O Fo de E. pedicellata e DCM_Fo,
Hidromet Ra e MeOH_Ra de V. cymosa. Assim sugere-se que ensaios futuros
utilizando adultos de S. zeamais e 0s mesmos extratos sejam realizados até 2 horas;
- Na comparagao da PR em fungdo da concentragdo, diferentes respostas foram

observadas entre os distintos extratos:
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e Os extratos H,O_Fo de E. pedicellata e H,O_Fo, Hidromet_Fo, MeOH_Fl e
MeOH_Ga de V. cymosa repelem em todas as concentragdes testadas,
e Os extratos MeOH_Fo e MeOH_Ra de V. cymosa em todas as concentragao
testadas atraem os adultos de S. zeamais,
e Os H,O_Ga de E. pedicellata e DCM_Fo de V. cymosa atraem com o
aumento das concentragdes, ou seja, o efeito € dose-dependente;
- Considerando os efeitos de repeléncia e atragao, os extratos utilizados no presente
trabalho, com excecdo do extrato Hidromet Ra de V. cymosa, tém potencial para

serem utilizados no controle de adultos de S. zeamais;

- Os solventes MeOH e DCM nao causam toxicidade aguda por contato e ingestao
no inseto-teste, assim os mesmos podem ser usados na solubilizagdo de extratos
organicos em testes de toxicidade contra individuos de S. zeamais, conclusao esta
que nao invalida ou descarta estudos a priori avaliando o efeito agudo dos solventes

sobre a espécie;

- O extrato MeOH_Ga de V. cymosa por interferir em mais de 40% na sobrevivéncia
dos adultos, apresentar menor valor estimado para a CLsg, reduzir em
aproximadamente 40% o numero de individuos na geragdo F1 é o extrato mais

promissor;

- Ensaios futuros devem ser realizados com o extrato DCM_Fo de V. cymosa frente
aos resultados promissores observados pelo método de ingestdo sobre a
sobrevivéncia dos individuos de S. zeamais, o efeito de atracdo e a reducdo do

numero de individuos emergidos na geragéo F1;
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- Os extratos H,O _Fo e DCM_FI de V. cymosa e H,O_Ga de E. pedicellata também
devem ser incluidos em testes futuros, frente ao resultado observado sobre a
sobrevivéncia dos individuos pelo método de ingestdo. Atencdo maior deve ser dada
ao extrato H,O_Ga de E. pedicellata por este ser capaz de reduzir em mais de 60%

a emergéncia de individuos na geragao F1,;

- Os individuos de S. zeamais utilizados no presente trabalho sdo mais sensiveis

aos extratos expostos pela via de ingestdo em comparagao a via de contato;

- Considerando os resultados de ingestdo mais promissores em comparagao aos
observados por contato em superficie contaminada, conclui-se que, para a espécie
V. cymosa os extratos MeOH_Ga e DCM_Fo alcangaram bons resultados, enquanto

que para a espécie E. pedicellata melhor resultado foi obtido com o extrato H,O_Ga;

- Melhores resultados sao observados a partir dos extratos de V. cymosa em
comparagao com os extratos de E. pedicellata; contudo, é dificil inferir o real motivo
que tenha influenciado este resultado, a medida que, tal resultado pode ter como
causa as propriedade bioativas da familia e/ou o fato de que os testes foram
realizados com um numero maior de extratos de V. cymosa. O que sugere que
bioensaios posteriores sejam realizados com o mesmo numero de extratos de
ambas as espécies;

- Todos os valores estimados para as ClLssg, por contato e ingestdo foram muito

elevados e nao significativos;

- A baixa porcentagem de individuos mortos pode ter como causa a nao existéncia

ou baixa concentracdo de substancias com propriedades inseticidas nos extratos, a
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via de aplicagao escolhida em associagdo com o componente vegetal, o inseto-alvo
estudado e a concentracdo utilizada; entretanto, este resultado ndo invalida
bioensaios posteriores utilizando os mesmos extratos contra a mesma praga-alvo,

ou ainda, ensaios avaliando os mesmos extratos contra outro organismo-alvo.

- Os extratos MeOH_Ga, DCM_Fo, DCM_FI de V. cymosa e H,O Ga de E.
pedicellata podem ser considerados melhores candidatos no controle do gorgulho S.
zeamais em comparagao ao extrato H,O_Fo de V. cymosa por causar efeito na

sobrevivéncia dos adultos e imaturos de S. zeamais;

- Associar os efeitos observados nos ensaios de repeléncia e mortalidade a
utilizacado imediata por agricultores n&o é coerente, pois, é necessaria a realizagao
de outros bioensaios para validacdo dos efeitos, considerando que os resultados
apresentados sao oriundos de estudo pioneiro com ambas as espécies vegetais.
Sugere-se que a realizagdo dos proximos bioensaios sejam realizados em conjunto
com estudos fitoquimicos para entendimento a cerca da constituicdo quimica das

plantas em consorcio ao efeito observado no inseto-alvo.
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