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RESUMO

A abundéncia, o potencial inseticida e indicios de sinergismo entre 0s constituintes
majoritarios de extratos de timbd (Derris e Deguelia) e a necessidade de controle de Cerotoma
tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae) e de Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) estimularam a realizacdo desta pesquisa, que objetivou avaliar os
efeitos biologicos de extratos de timbo e de suas fragcbes comparados a rotenona purificada,
isoladamente e combinados em diferentes concentracfes, sobre adultos de C. tingomarianus e de
lagartas de S. frugiperda. Foram coletadas amostras de raizes de plantas de timb6 nos estados do
Acre e do Amazonas e obtidos extratos a quente utilizando cloroféormio como solvente. Os
extratos das plantas de timbd foram agrupados em seis grupos distintos e 0s bioensaios foram
desenvolvidos pelas vias de intoxicacdo de contato tépico, de contato por superficie contaminada
e por ingestdo alimentar, com delineamento experimental inteiramente casualizado. Os valores de
mortalidade das duas espécies de insetos foram submetidos a analise de Probit para determinacao
das CLsp, DLsp € TLso. As demais varidveis foram submetidas a analise de variancia, quando
possivel, utilizando-se o teste de Scott-Knott (P > 0,05) para agrupamento das médias dos
tratamentos. A intoxicagdo por ingestdo alimentar é a via de contato mais efetiva para adultos de
C. tingomarianus e lagartas de S. frugiperda. A toxicidade dos timbos € variavel e esta
relacionada a composi¢do quimica dos extratos, a forma de exposicéo e a espécie de inseto alvo.
A rotenona utilizada isoladamente ndo foi tdxica para adultos de C. tingomarianus e apresentou
baixa toxicidade para lagartas de S. frugiperda, potencializando seus efeitos bioldgicos sobre as
lagartas quando associada com as fracdes dos extratos de timbd contendo deguelina e os
constituintes A e B. A toxicidade dos extratos de timb6 para adultos de C. tingomarianus pode
estar relacionada a atuacdo conjunta de diversos constituintes. Extratos com elevados teores de
rotenona e deguelina sdo indicadores de toxicidade para lagartas de S. frugiperda. A associacao
do constituinte A com o constituinte B provavelmente provoca mortalidades na fase pré-pupa e o
peso de pupa de S. frugiperda pode ser reduzido pela atuacdo conjunta de varios constituintes dos
extratos de timbo. O constituinte A pode atuar como antagonista de mortalidade de lagartas,
provocar deformacdes e afetar a viabilidade de adultos de S. frugiperda. Os extratos de timbo G1
e G3 apresentam a maior toxicidade para os insetos e podem ser considerados como 0s mais
promissores para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos para o controle de adultos de C.
tingomarianus e de lagartas de S. frugiperda.

PALAVRAS-CHAVE: Inseticida natural, controle de pragas, toxicidade, rotenona, deguelina.



ABSTRACT

The abundance, potential insecticide and evidence of synergism among the major
constituents of timbo extracts (Derris and Deguelia) and the need to control of Cerotoma
tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae) and Spodoptera frugiperda Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) stimulated the realization of this study, which aimed to evaluate the
biological effects of timbo extracts and its purified fractions compared to rotenone, as well as
combined in different concentrations, on adults of C. tingomarianus and S. frugiperda larvae.
Samples timbo roots were collected of plants in the Acre and Amazonas states, and obtained
extracts by hot extraction of dry material method. The timbo extracts were grouped into Six
distinct groups and the bioassays were carried out by means of topical contact, contact by
contaminated surface (filter-paper) and intake of contaminated diet in a completely randomized
design. The mortality values of two insect species were submitted to Probit analysis to determine
the LCsg, LDsp and LTso. The other variables were subjected to variance analysis, when possible,
using the Scott-Knott test (P> 0.05) for grouping treatment means. The intoxication by intake of
contaminated diet/leaves is the most effective mean of contact for adults of C. tingomarianus and
S. frugiperda larvae. The toxicity of timbo species extracts is variable and is related to the
chemical composition of the extracts, as well as at form of exposure and the target insect species.
Rotenone alone was not toxic to adult C. tingomarianus and showed low toxicity to S. frugiperda
larvae, enhancing their biological effects on the insects/larvae when associated with the fractions
containing timbo extracts, constituent A, constituent B and deguelin. The toxicity of timbo
extracts for C. tingomarianus adult may be related to the combined action of several constituents.
Extracts containing high levels of rotenone and deguelin are indicators of toxicity to S. frugiperda
larvae. The association the constituent A with constituent B probably causes mortalities in the
pre-pupal and pupal weight of S. frugiperda. The extract of timbo G1 and G3 showed the highest
toxicity to insects and can be considered as the most promising for the development of
biotechnology products for the control of C. tingomarianus adults and S. frugiperda larvae.

Key Words: Natural pest control, toxicity, rotenone, deguelin.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ¢ um dos maiores produtores mundiais de feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.)
e de milho (Zea mays L.), culturas de grande importancia econdmica e social (FAO, 2010;
MAPA, 2010; CONAB, 2012; IBGE, 2012) e que sdo constantemente atacadas por diversas
pragas, o que resulta em grandes perdas de producgdo (GALLO et al., 2002).

A vaquinha-do-feijoeiro Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae)
¢ citada entre as pragas de maior importancia para o feijdo-comum (GALLO et al., 2002;
FAZOLIN e ESTRELA, 2004; TEIXEIRA et al., 2007). J& a lagarta-do-cartucho Spodoptera
frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada a principal praga do milho no Brasil
(CRUZ et al., 1999; SARMENTO et al., 2002; WAQUIL et al., 2008).

A utilizacdo de inseticidas convencionais ainda é a principal tatica utilizada no manejo
integrado de insetos-praga (BUSATO et al., 2006) e pode acarretar diversos problemas, tais
como: elevacdo dos custos de producdo, contaminacdo ambiental, desequilibrio bioldgico,
reducdo de inimigos naturais, altos niveis residuais em alimentos, intoxicacGes do produtor rural
e do consumidor e selecdo de populagdes de insetos resistentes (HENANDEZ e VENDRAMIM,
1996; ALTIERI et al., 2003; YU, 2006; YU e MCORD, 2007).

Face aos problemas causados pelos inseticidas sintéticos ao ambiente e ao homem, surgiu
nas ultimas decadas a percepgdo e a necessidade de se desenvolver tecnologias e produtos
alternativos em relacdo aos meétodos quimicos convencionais para o controle de insetos-praga
(VENDRAMIM, 1997; VIEGAS JUNIOR, 2003).

Compostos oriundos do metabolismo secundario de plantas despontam como fontes

potenciais para a producdo de novos inseticidas (VILLALOBOS, 1996). A utilizacdo de extratos,
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Oleos e po6s de plantas popularmente conhecidas como inseticidas naturais se inserem nesse
contexto e podem ser alternativas para o manejo de insetos-praga (GUERRA, 1985; SILVA et al.,
2002; BOGORNIE e VENDRAMIM, 2003).

Os inseticidas naturais contam teoricamente com a vantagem de serem eficientes, seguros,
de facil obtencdo e aplicagdo, menos agressivos ao ambiente, seletivos, biodegradaveis, com
menor probabilidade de selecionarem espécies resistentes, viaveis economicamente e com
aplicabilidade em programas de manejo integrado de pragas (OLIVEIRA e VENDRAMIM,
1999; BRITO et al., 2004; SOUSA et al., 2005), adequando-se aos anseios da sociedade moderna
na busca por alimentos saudaveis (BALDIN et al., 2009).

O controle de pragas utilizando plantas com acéo inseticida cada vez mais tem ganhado
espaco e atencdo dos diversos segmentos da ciéncia (MELO et al., 2011). Os efeitos dos
inseticidas naturais sobre os insetos sdo variaveis, podendo ser tdxico, repelente, causar
esterilidade e deformacgfes, modificar o comportamento e o desenvolvimento ou reduzir a
alimentacio (ARNASON et al., 1990; GUSMAO et al., 2002).

O Brasil é um pais mega-biodiverso, possui um grande numero de ecossistemas, de
espécies que interagem dentro desses ecossistemas e de alelos que diferenciam os individuos em
cada populacgéo de cada espécie (CLEMENT, 2001).

Neste contexto destaca-se a biodiversidade da floresta Amazdnica, que apresenta elevado
potencial para a produgdo de compostos secundarios de plantas com agéo inseticida (PLETSCH e
SANT’ANA, 1995). Plantas conhecidas como timbds, pertencentes aos géneros Derris e
Deguelia, acumulam compostos secundarios, sendo amplamente encontradas na regido

Amazonica (COSTA et al., 1986; LIMA, 1987; TOZZI, 1998). Sdo tradicionalmente utilizadas
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pelos indios em pescarias (MARINOS et al., 2004; KOTZE et al., 2006) e devido as suas
toxicidades (LUITGARDS-MOURA et al., 2002; ALECIO et al., 2010; CORREA, 2011; PENA,
2012) tornam-se promissoras para o desenvolvimento de novos inseticidas.

H& distorcdes na literatura sobre a toxicidade causada pelos extratos de timbds. A
rotenona, por ser um dos constituintes majoritéarios, € apontada como a principal substancia toxica
presente nos extratos de timbd para insetos (MARINOS et al., 2004; AZEVEDO et al., 2007;
LUCIO et al., 2011). Trata-se de um isoflavondide cristalino, inodoro e insipido, biossintetizado
pela via do metabolismo secundario e que aparece geralmente acompanhado de outros compostos
flavonoidicos rotendides, tais como, deguelina, tefrosina, toxicarol e 12a-hidroxirotenona (LIMA,
1987; LIMA e COSTA, 1998; JIANG et al., 2012).

Por outro lado, diversos trabalhos destacam que a rotenona apresenta baixa toxicidade
quando utilizada isoladamente e que depende da associagdo de outros compostos para apresentar
acao inseticida (LIMA, 1987; LIMA e COSTA, 1998; CORREA, 2011; PENA, 2012), a0 mesmo
tempo em que novos constituintes foram isolados a partir de extratos de timbos e apresentaram
efeitos bioldgicos sobre artropodes (LI et al., 2011; JIANG et al., 2012).

A acdo inseticida isolada e combinada dos constituintes dos extratos de timbé e da
rotenona purificada ndo foi estudada para adultos de C. tingomarianus e para lagartas de S.
frugiperda. O conhecimento dessas interacdes é fundamental para o desenvolvimento de produtos
inseticidas biotecnologicos a partir dos timbos, uma vez que diferentes combinacdes de
constituintes podem atuar como sinergistas, potencializadores, neutros ou antagonistas quanto as

suas toxicidades.
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Os sinergistas sdo substancias que em doses subletais aumentam a letalidade de
inseticidas (BERNARD e PHILOGENE, 1993) e constituem importante ferramenta para
determinar os mecanismos envolvidos na resisténcia de insetos a inseticidas (BECKEL et al.,
2006). A acdo do sinergista minimiza a quantidade de inseticida necesséria para o controle de
insetos, pois age como um substrato alternativo, inibindo a capacidade do inseto de destoxificar o
produto (CASIDA, 1970), aumentando assim a letalidade dos mesmos nas populagdes resistentes
(BRINDLEY e SELIM, 1990). Além disso, os sinergistas quando misturados com inseticidas
podem minimizar a contaminagdo ambiental dos residuos dos agrotéxicos persistentes e preservar
insetos benéficos (RAFFA e PRIESTER, 1985).

Sendo assim, a abundancia, o potencial inseticida e os indicios de atuacdo conjunta dos
constituintes majoritarios de extratos de timbo (Derris e Deguelia), aliada a importancia
econdmica da vaquinha-do-feijoeiro e da lagarta-do-cartucho do milho, assim como a
necessidade do desenvolvimento de produtos e métodos alternativos para o controle de insetos-

praga, baseados em principios biotecnoldgicos, estimularam a realizacdo desta pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
Avaliar a atividade bioldgica de extratos de timbo (Derris e Deguelia) sobre a vaquinha-
do-feijoeiro (Cerotoma tingomarianus Bechyne) e a lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera

frugiperda Smith).

2.2 Especificos

Avaliar os efeitos dos extratos de timbé comparados a rotenona purificada sobre a
mortalidade e o consumo foliar por adultos de C. tingomarianus;

Determinar as CLsg, DLso € TLs de extratos de timb6 comparados a rotenona purificada
para adultos de C. tingomarianus;

Avaliar os efeitos dos extratos de timbo e suas fracGes em relacdo a rotenona purificada,
de forma isolada e em diferentes combinacgdes de concentragdes, sobre a mortalidade de lagartas,
duracdo dos periodos larval e pupal e peso e mortalidade de pupas de S. frugiperda;

Determinar as Clso, DLso, TLsp € RTso de extratos e fragdes de timbd e da rotenona

purificada sobre lagartas de S. frugiperda.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico do uso de plantas inseticidas

O controle de pragas na agricultura vem sendo realizado com o uso de plantas inseticidas
ha varios seculos. Os primeiros inseticidas botanicos utilizados foram a nicotina extraida do fumo
Nicotiana tabacum L, a piretrina extraida do piretro Chrysanthemum cinerariefolium Calli, a
rotenona obtida de Derris spp. e Deguelia spp., a sabadina e outros alcaloides extraidos da
sabadila Schoenocaulon officiale Lind e a rianodina obtida de Rhyania sp. (GALLO et al., 2002)

Durante os primeiros 50 anos do século XX predominaram, para 0 combate as pragas
agricolas, produtos inseticidas naturais de origem inorgénica e organica (MARICONI, 1963;
VIEIRA e FERNANDES, 1999). Os inorganicos mais utilizados foram os arseniatos de célcio e
chumbo (verde paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em pd, varios sulfatos, cal, fluorsilicato
de bério, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e 6leos minerais. Destes, 0s arseniatos
mostravam-se extremamente toxicos ao homem, animais superiores e o ambiente (VIEIRA e
FERNANDES, 1999).

Dentre os organicos de origem natural foram muito utilizados os alcal6ides como a
nicotina (MARICONI, 1963), nor-nicotina (MARICONI, 1981), os piretrdides como a piretrina e
a aletrina (VIEIRA e FERNANDES, 1999), os rotenoides, tendo a rotenona como principal
exemplo (Corbett, 1940), e em menor escala alguns quassinoides como a quassina (KLOCKE et
al., 1991).

Nas décadas de 50 a 70 ocorreu um grande avango no desenvolvimento da sintese
organica, inclusive de produtos com atividade inseticida, passando a ser utilizados o HCH

(hexacloroexano), DDT, aldrin, dieldrin e clordano (VIEIRA e FERNANDES, 1999).
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A partir da década de 60 a protecdo ao ambiente comecgou a preocupar cientistas, Usuarios
e consumidores. Assim, estudos sobre o processo de interacdo inseto-planta foram iniciados,
buscando entender os mecanismos de adaptacdo na natureza (CAMPANHOLA, 1990). O efeito
dessa filosofia refletiu nas décadas seguintes, quando novos produtos passaram a ser planejados e
sintetizados, buscando maior seletividade a insetos alvo, preocupando-se em preservar 0s demais
animais do mesmo habitat, incluindo predadores naturais de insetos indesejados (VIEIRA e
FERNANDES, 1999).

A biodegradabilidade dos produtos passou a ser um requisito importante, até fundamental,
nas novas avaliagdes e planejamento de agentes inseticidas (MARICONI, 1981). Com isso,
devido a necessidade de se dispor de novos compostos para o efetivo controle de pragas sem 0s
problemas de contaminacgéo, as pesquisas com inseticidas botanicos voltaram a ser realizadas e

passaram a adquirir grande importancia nas Gltimas décadas (VIEGAS JUNIOR, 2003).

3.2 Os timbds

A palavra timbo é de origem tupi: ti = sumo, suco e mbo = cobra, significando sumo de
cobra, suco venenoso, suco que mata (CORBETT, 1940). Trata-se de uma planta conhecida pela
sua toxicidade, principalmente para insetos e peixes. Segundo TOZZI (1998) esse vegetal é
amplamente encontrado na Regido Amazénica, tanto em floresta primaria como em areas ja

desbravadas (Figura 1).
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Figura 1 — Plantas de timb0 coletadas em diversas localidades dos Estados do Acre e do
Amazonas. Deguelia floribundus (A e B) e Derris scandes (C, D e E) Fotos: Alecio

(2010).
O conhecimento da toxicidade dos timbos para insetos ndo € recente. Essas plantas ja

eram usadas para o controle de pragas e em pescarias pelos indianos e chineses desde o seculo
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VIII. Outras referéncias remontam os tempos de Anchieta, Piso, Castelnau, Wallace, Spruce e
Martius (séculos X a XI1l) (CORBETT, 1940).

De acordo com LIMA (1987), os timbds ja eram cultivados ou apenas explorados pelos
nativos antes do descobrimento da América por Cristdvdo Colombo. No Brasil, sabe-se que
indigenas de diversas regifes, particularmente da Amazonia, realizam suas pescas com 0 USO
dessas plantas, principalmente em ocasides de grandes festas, quando necessitam de maiores
quantidades de alimentos. Provavelmente foi isto que Anchieta se referia ao falar das “pescarias
fantasticas” que presenciou nos rios da Amazonia.

Nas pescarias, 0s indigenas empregam raizes frescas dos timbos que batidas e agitadas na
agua produzem um liquido leitoso, com cheiro muito forte e peculiar. Sob a acdo desse suco,
mesmo muito diluido, os peixes perdem o equilibrio, sobem aturdidos a superficie, nadam
descontrolados para as margens dos rios, podendo ser capturados com facilidade. Em &aguas
paradas a mortalidade pode ser total (CORBETT, 1940; LIMA, 1987).

AMARAL (2004) identificou o uso de preparados de timbé como o método de pesca mais
comum utilizado pelos indigenas das etnias Ashaninkas e Kaxinawas (Municipio de Marechal
Taumaturgo, Estado do Acre) para captura de varias espécies de Curimatidae e Loricariidae em
pequenos rios, chamados naquela regido de “igarapés”.

PIRES (1978) relata que na Regido Amazénica é frequente encontrar planta¢fes de timbo
em fundos de quintal ou em locais onde existiram antigas habitagdes de indios ou de caboclos e
gue os habitantes dessa regido usavam raizes de timbé para a pesca e, eventualmente, para matar

os piolhos dos animais domésticos.
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As plantas conhecidas como timbds pertencem a varios géneros (Derris, Deguelia,
Thephrosia, Millettia, Serjania, etc.) e a diversas familias (Fabaceae, Papilionaceae, Sapindaceae,
Compostae e Cariocaraceae, etc.) (CORBETT, 1940; LIMA, 1987). Na América do Sul os
timbos sdo conhecidos por diversos nomes: na Amazonia brasileira, por timbo, tingui e cunambi;
no Peru e na Colombia, por cube e barbasco; na Guiana, por haiari e em Suriname, por nekoe
(PIRES, 1978).

Fusée-Aublet, em 1.775, fez a descri¢do botanica de um timbd nativo da América do Sul e
Ihe deu o nome de Robina nicou (LECOINTE, 1936 apud CORBETT, 1940). Em 1.930, o
botanico Killip E. P. descreveu as duas espécies de Derris mais usadas para o combate de pragas,
0 barbasco originario do Peru, que foi identificado como Derris nicou e o timbd vermelho ou
timbd urucu, do baixo Amazonas, que foi classificado como Derris urucu (ROARK, 1936 apud
CORBETT, 1940).

Segundo LIMA (1987) ha muitas espécies de timbd, mas as de uso mais generalizado na
Amazonia sdo o timbé vermelho, D. urucu (Killip et Smith) Macbride e o timbé branco, D. nicou
(Killip et Smith) Macbride. Essas duas espécies pertenciam ao género Deguelia, e passaram para
0 género Derris, em revisdo feita por Francis Macbride, que as colocou na familia das fabaceas.

Essas duas especies de timbo apresentam diferencas em relagdo a fecundidade,
rusticidade, arquitetura da planta e produtividade. No timbd vermelho, as hastes se tornam
escandentes desde novas e entrelagam-se formando um teto compacto que cobre o solo. Ja o
timb6é branco mantém suas hastes eretas que somente depois de muitos anos se tornam
escandentes. O timbo vermelho apresenta producdo de até quatro vezes mais raizes e melhor

protecdo ao solo do que o timbé branco (LIMA, 1987).
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Outra espécie de timbd usada como planta inseticida € a Derris elliptica, estudada
primeiramente por Kazuo Nagai, em 1902, foi levada da Asia Tropical para o Japdo. Esse
pesquisador observou que o principio ativo desta planta era um produto cristalino, ao qual foi
dado o nome de rotenona (CORBETT, 1940). Posteriormente, essa espécie conhecida como tuba,
toeba ou timbo asiético, foi introduzida em Parintins-AM por imigrantes japoneses possivelmente
para uso como inseticida e/ou adubo verde (LIMA e COSTA, 1991).

Entre os anos de 1880 a 1940 o controle de pragas, com o uso de extratos e dleos de
plantas atingia seu apogeu. Os timbos apresentavam-se como um dos grupos mais importantes
para essa finalidade, quando uma grande quantidade de trabalhos de pesquisa e experiéncias foi
realizada com extratos de raizes de timbd por diversos pesquisadores da época, em Varios paises
(CAMINHA FILHO, 1940; CORBETT, 1940).

Com isso, devido a grande disponibilidade dessas plantas na Amaz6nia e a enorme
procura do mercado, em 1939 a Regido AmazOnica passou a exportar raizes dos timbos através
do porto de Belém-PA para varios paises e estados brasileiros. No Brasil, os estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio de Janeiro eram 0s principais compradores e no exterior, 0s
Estados Unidos e a Franca destacavam-se entre 0s paises que importavam as maiores quantidades
(LIMA, 1947).

Nessa época, havia varios moinhos em operagdo em Manaus-AM e Belém-PA e o produto
exportavel era o po das raizes dos timbos utilizado para a extracdo da rotenona, com a qual eram
preparados diversos produtos de largo emprego no combate as pragas das lavouras e aos insetos

de habitos domésticos, além do combate a ectoparasitos de animais domesticados (LIMA, 1987).
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Passava ainda, pelos portos brasileiros, o p6 de timbd proveniente do Peru, embarcado pelo porto
de Iquitos (LIMA, 1947).

Apos a Il Guerra Mundial, com o surgimento dos inseticidas sintéticos o comércio do p6
das raizes dos timbds entrou em colapso, os moinhos fecharam e a atividade de pesquisa com a
cultura foi completamente desativada (PIRES, 1978). Entretanto, face aos grandes problemas
causados pelos inseticidas sintéticos ao ambiente e a0 homem muitos cientistas reiniciaram, nas
ultimas décadas, pesquisas com plantas inseticidas buscando novas alternativas para o controle de
insetos que apresentem seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econémica e
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos-praga (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Deste modo, diversos cientistas voltaram a pesquisar a aplicabilidade dos timbés para o
controle de pragas nas Ultimas décadas (COSTA et al., 1986; LIMA e COSTA, 1998; PEREIRA
e FAMADAS, 2004; ALECIO et al., 2010; CORREA, 2011, PENA, 2012).

COSTA et al. (1986) estudaram o efeito do extrato aquoso das raizes de timbo (D. urucu)
no controle de piolhos (Haematopinus tuberculatus Burmeister) em bufalos e verificaram que,
quando aplicado por meio de pulverizacbes, o extrato foi eficiente ao combate dos insetos,
apresentando a mesma eficacia em uma amplitude de 0,25 a 2% (m v*) pelo menos até sete dias
apos a aplicacdo. Concluiram que a eficiéncia do timb6 pode ser comparada a dos melhores
produtos quimicos utilizados no combate do piolho, com a vantagem de poder ser cultivado na
prépria fazenda, a baixo custo e estando prontamente disponivel para uso.

AZEVEDO et al. (2005) testaram o efeito de diversos produtos naturais para controle de
adultos de Bemisia tabaci Gennadius bi6tipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) na cultura do meloeiro

(Cucumis melo L), em condicOes de casa de vegetacdo e campo, e identificaram que o extrato de
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timbo foi mais eficiente no controle de adultos desses insetos no inicio do cultivo e para ninfas,
no final do ciclo.

CORREA (2006) determinou a toxicidade do extrato de Deguelia floribundus Benth em
Toxoptera citricidus Kirkald (Hemiptera: Sternorrhyncha: Aphidoidea) pela acdo de contato por
pulverizacéo, encontrando valor para CLsy de 1,75% e 5,75% (v v''), respectivamente para os
extratos alcodlicos e aquosos. Estas concentracBes foram consideradas promissoras para o
controle do inseto-praga.

ALECIO et al. (2005) avaliaram o potencial inseticida do extrato de raizes de Derris
rariflora Macbride sobre o gorgulho-do-milho (Sitophilus zeamais Mots) em condicGes de
laboratério pela via de intoxicacdo de superficie contaminada em papel-filtro e determinaram a
CLso de 0,82 pl do extrato cm™.

O efeito biocida de pé de raizes de Deguelia utillis (A.C.Sm.) foi avaliado por Marinos et
al. (2004) como regulador de larvas do mosquito Anopheles benarroch Gabaldon, sendo
verificado que 3,1 g do p6 L™ de agua é suficiente para controlar 80% e 90% da populacdo dos
insetos em 24 e 48 horas, respcetivamente.

LUITGARDS-MOURA et al. (2002) determinaram o efeito de contato em superficie
contaminada (papel-filtro) do extrato alcodlico de Derris amazonica Killip para larvas de
Lutzomyia longipalpis Lutz (Diptera: Psychodidae) e obtiveram a concentragdo letal média
(CLso) de 21,2% (m v™).

COSTA et al. (1999a) avaliaram a diferenca entre espécies de timbo (D. nicou, D. urucu e
D. elliptica) coletadas em diferentes regies da Amazénia no controle de larvas da Musca

domestica L. (Diptera: Muscidae) e observaram uma grande variacdo de eficiéncia na
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mortalidade dos insetos dentro de cada espécie de timbd, com resultados de mortalidades que
variaram desde praticamente nulos até altamente letais para o inseto. Segundo COSTA et al.
(1999h), esta diferenca na mortalidade dos individuos ensaiados foi devida aos diferentes teores
de rotenona contido nos pds das raizes de cada planta, conforme observado por meio da anélise
de correlacdo, que foi significativa entre os teores deste principio ativo e a capacidade de controle
de M. domestica. Os diferentes teores de rotenona, encontrado em plantas de mesma espécie de
timbé originadas de regides diferentes podem ser devido ao isolamento que as popula¢des foram
submetidas durante a época do quaternario, formando assim, 0os chamados “refugios florestais”
(COSTA etal., 1999a).

GUSMAO et al. (2002) avaliaram a atividade larvicida de extratos etandlicos de D. urucu
(Fabaceae) contra 0 mosquito Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) e obtiveram a CLso de 17,6
mg mL™?, com mortalidade de 100% dos insetos na concentragdo de 150 mg mL™, 24 h apés a
aplicacdo do extrato. Nesta concentracdo, as larvas apresentaram matriz peritréfica imperfeita,
danos do epitélio do intestino médio e excretaram uma grande quantidade de fezes amorfas,
enguanto que as larvas do tratamento controle ndo produziram fezes durante o periodo de ensaio.

EFROM et al. (2011) avaliaram a seletividade de doses comerciais de produtos
fitossanitarios naturais, usados no sistema de produgéo organica, por contato topico sobre adultos
do predador Cryptolaemus montrouzieri (Coleoptera: Coccinellidae) e ndo observaram toxicidade
do extrato comercial de timbd (Rotenat®), contendo pelo menos 5% de rotenona, em todas as
doses testadas (1, 3, 6 e 12 uL mL™).

RATTANAPAN (2009) estudou o mecanismo de toxicidade do extrato de D. elliptica

sobre Spodoptera exigua Hubner pelo método de imerséo de lagartas e verificou que a toxicidade
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aumentou consideravelmente quando a concentracdo da substancia e o tempo de exposi¢do foram
aumentados. As CLso determinadas foram de 69,15 ppm, 51,32 ppm e 46,60 ppm em 24, 48 e 72
horas, respectivamente.

DAHLEM et al. (2009) avaliaram a utilizacdo de produtos alternativos para controle
Diabrotica speciosa Germar (Coleoptera: Chrysomelidae) e Sternechus subsignatus Boheman
(Coleoptera: Curculionidae) na cultura de feijao-vagem (Vigna unguiculata L. Walp) em sistema
organico e verificaram que o extrato comercial de timb6 (Rotenat®), contendo rotenona, néo foi
eficiente para os insetos.

ALECIO et al. (2010) avaliaram a acéo inseticida do extrato de timb6 D. amazonica para
adultos de Cerotoma arcuatus Olivier (Coleoptera: Chrysomelidae) e determinaram os valores de
CLso de 15,14 pL do extrato mL™ (por ingestao de folhas contaminadas) e 0,45 pL do extrato cm’
2 (por superficie contaminada) e de DLso de 1,44 pL do extrato g™ do inseto (por contato tépico).
Os autores concluiram que o extrato é tdxico e inibe a alimentacdo de C. arcuatus a partir da
concentracdo de 1% (m v™).

ALECIO et al. (2011) verificaram que extrato de D. floribundus provocou baixos valores
de mortalidade de adultos de C. tingomarianus por contato tépico e por ingestdo de folhas
contaminadas, porém reduziu a alimentacdo dos insetos, sendo considerado como promissores
para o controle alternativo da praga.

CORREA (2011) avaliou a toxicidade de extratos de duas espécies de timbo (D. rariflora
e de D. floribundus) e da rotenona purificada sobre Tetranychus desertorum Banks (Acari:

Tetranychidae) em folhas de pimentdo e obteve valores de CLso de 2% e 4,4% (m v™') para os
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extratos etandlicos e aquoso de D. rariflora, respectivamente, de 13,8% (m v™*) para o extrato
etandlico de D. floribundus e de 26,6% (m v'*) para o extrato aceténico de D. rariflora.

MASCARO et al. (1998) determinaram a dose letal 50% (DLsg) do extrato alcodlico do
po de raizes de Derris spp. para trés espécies de peixes filogeneticamente diferentes, Collosoma
macropomum Curvier (Tambaqui), Oreochromis niloticus Niloticus (Til&pia), Plecostomus sp
(cascudo) e um mamifero roedor (Rattus norvegicus Berkenhout). As DLsg para as trés primeiras
espécies foram de 2,6, 4,8 e 14,2 pg do extrato mL™ de &gua, respectivamente. J& para 0s
mamiferos, a DLso foi de 100 mg do extrato kg™ do roedor. Segundo estes autores, as diferencas
entre os valores das DLsg, principalmente entre os peixes e 0s ratos sdo devidas a fatores
farmacocinéticos que se relacionam com as diferentes barreiras textuais gastricas encontradas
pelos rotendides quando administrados pela via oral em mamiferos, que dificultam a ocorréncia
de concentragdes plasmaticas capazes de produzirem efeitos sistémicos toxicos significativos.

MAINI e MORALLO (1993) estudaram o efeito de D. elliptica aplicado em pulverizacéo
sobre caracoOis e lesmas e verificaram que o extrato aquoso da raiz foi toxico a 2.000 ppm,
enguanto que o extrato do caule proporcionou 30% de mortalidade a 10.000 ppm.

PEREIRA e FAMADAS (2004) realizaram testes laboratoriais para avaliar a eficiéncia do
extrato alcoodlico de raizes do timbd Dahlstedtia pentaphylla (Taub.) Burk. sobre o carrapato de
bovinos Boophilus microplus Canestrini da regido do Vale do Paraiba. Os experimentos foram
desenvolvidos com larvas de sete a dez dias ndo alimentadas e teledginas (fémeas ingurgitadas).
As CLs, determinadas foram de 1,65% e 2,87% (m v'), respectivamente para teledginas e larvas.

TOZZI (1998) realizou coletas de plantas de timbo dos géneros Derris e Deguelia em

varios paises da América do Sul e verificou que as espécies de timbds podem ser encontradas
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tanto em areas de floresta densa como em capoeiras, clareiras ou em locais sombreados proximos
as margens de riachos, em solos argilosos ou arenosos, neutros a muito acidos. Na natureza as
plantas de timbds pertencentes a estes géneros sdo bastante semelhantes entre si. Além disso, o
solo, insolacdo, sombreamento, umidade, idade e posicdo de ramos (se nas partes apicais,
intermediérias ou basais) podem alterar a morfologia das plantas, que podem levar a equivocos
taxondmicos ou dificultar a correta identificacdo dos exemplares no campo.

De acordo com LIMA (1987) os timbds sdo amplamente encontrados na Regido
Amazonica e podem ser cultivados com facilidade por apresentarem um bom desenvolvimento
em ambientes precipitagdo anual entre 1.900 mm a 3.500 mm, o que viabiliza 0 seu uso como
inseticida natural. A principal forma de propagacgdo é a vegetativa e deve ser feita no inicio da
estacdo chuvosa, onde se consegue mais de 90% de pegamento. A rebrota ocorre em mais ou
menos uma semana e aos trés anos de idade o rendimento de uma plantacdo de timbd, com
espacamento de 3m x 2m, pode atingir nove toneladas ha™ de raizes frescas.

Entretanto, plantas multiplicadas somente vegetativamente podem perder a capacidade de
reproducdo por semente, uma vez que espécies floridas sdo encontradas somente em areas de
floresta densa, o que pode ser constatado pela quase total auséncia de material reprodutivo
encontrado nos herbarios das instituicdes de pesquisa (TOZZI, 1998).

Os timbds, quando cultivados em espagamento de 2,0m x 2,0m ou 2,0m x 3,0m, formam
sobre 0 solo uma manta vegetal de boa espessura, que proporciona grande prote¢do ao solo por
evitar a incidéncia direta do sol e da chuva. Debaixo desta manta as radiculas se apresentam ricas

em nodosidades resultantes da simbiose com a bactéria Rhyzobium spp. (LIMA, 1947).
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3.2.1 Principios ativos dos timbds

Os extratos de raizes de timbo apresentam grande diversidade de constituintes em suas
raizes (MENDES, 1960; LOBO et al., 2010; JIANG et al., 2012). Os teores de principios ativos
das plantas podem variar com a variacdo dos fatores ecoldgicos (nutrientes, dgua, luz e aspectos
fitossanitarios), genéticos e fisiologicos (BROWN JUNIOR, 1988; CASTRO et al., 2004; JIANG
etal., 2012).

A rotenona é citada como um dos principais constituintes dos extratos de timb6 com
propriedades inseticidas e acaricidas. Entretanto, é comumente disponivel na forma de p6 de
raizes dos timbos, contendo de 1 a 5% (m m™) de ingredientes ativos, ou como extratos que
geralmente contém até 45% desses rotendides (FANG e CASIDA, 1999; COLL, 2005). As
espécies de timbd que apresentam 0s maiores teores de rotenona pertencem aos géneros Derris e
Deguelia e a maior concentracdo desta substancia é encontrada nas raizes desses vegetais, sendo
que seu teor pode variar de 5 a 13% (m m™), dependendo da espécie (COSTA, 1999a).

A rotenona € um isoflavonoide cristalino, inodoro e insipido, biossintetizado pela via do
metabolismo secundério, pouco soltvel em agua e com excelente solubilidade em cloroférmio,
éter, acetona, tetracloreto de carbono e nos derivados do etileno. Nos extratos de timbd, a
rotenona aparece geralmente acompanhada de outros constituintes flavonoidicos rotendides, tais
como deguelina, tefrosina, sumatrol, toxicarol, elliptona e malacol (Figura 2) (MORS, 1978). A
deguelina e a tefrosina também apresentam atividades inseticidas (CORBETT, 1940; CRAVERO
et al., 1976; SILVA et al., 2002), todavia suas toxicidades sdo, respectivamente, trés e sete vezes

menores para insetos do que a rotenona (LIMA, 1987).
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Figura 2 — Rotendides que podem ser encontrados em raizes de timbo (Derris e Deguelia)

A maioria dos estudos desenvolvidos com extratos de raizes de plantas dos géneros Derris
e Deguelia para o controle de insetos-praga atribuiu a toxicidade dos timbds a rotenona
(CORBETT, 1940; CRAVERO et al.,, 1976; LIMA, 1987; CROMBIE e WHITING, 1998;
AZEVEDO et al., 2005; ALECIO et al., 2010; LUCIO et al., 2011).

A rotenona, presente em extratos de timbo, causa a morte dos animais por meio da
inibicdo da cadeia respiratoria mitocondrial, blogueando a fosforilagdo do ADP a ATP, sendo
peixes e insetos altamente sensiveis (MASCARO et al.,, 1998). Os sintomas que 0s insetos
intoxicados com rotenona apresentam sdo: diminuicdo do consumo de oxigénio/reducdo da
respiracdo e ataques que provocam convulsdes e conduzem finalmente a paralisias e morte por
parada respiratoria (SILVA et al., 2002). De acordo com GALLO et al. (2002), a rotenona atua

primariamente como um potente inibidor da enzima NADH ¢xido-redutase, da cadeia respiratoria
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e a intoxicacdo nos insetos é manifestada por meio da reducdo dos batimentos cardiacos,
depressdo de movimentos respiratorios e reducdo no consumo de oxigénio.

CAVALHEIRO et al. (2004) verificaram que a aplicacdo de 4 uM de rotenona inibiu o
complexo | da cadeia respiratéria do fungo Candida albicans, provocando uma diminuicdo de
cerca de 30% na taxa de respiracdo (29 nmol min™ O, mg de proteina™®). Colman-Saizarbitoria, et
al. (2009) observaram que a rotenona inibiu o complexo | da cadeia respiratoria (acoplamento
NADH ubiquinona oxidorredutase) do crustaceo Artemia salina Leach (Anostraca: Artemiidae) e
consideraram a rotenona como um inibidor mitocondrial classico do Complexo | da cadeia
respiratoria (acoplamento NADH ubiquinona oxidorredutase).

Os efeitos de diversas substancias citotoxicas sobre os niveis de ATP de células de insetos
(Sf9) cultivadas “in vitro” foram comparadas por SAITO (2005), que verificou que a rotenona
diminuiu substancialmente a respiracdo mitocondrial e reduziu o teor de ATP de células avaliadas
em meio de cultura.

PHILOGENE et al. (2004) destaca que a rotenona apresenta alta toxicidade para insetos
porque atua sobre o sistema nervoso e 0s mecanismos de respiracdo celular. DUCROT (2004)
relata que a rotenona pode exercer efeito antialimentar e por sua vez afetar potencialmente
atividades bioldgicas ou alteracbes hormonais para causar a morte a insetos. Segundo
GOSSELIN (1984) e SILVA et al. (2002), a rotenona é tdxica para insetos por ingestdo e contato,
reunindo, de acordo com CRAVERO et al. (1976), duas formas de intoxicagdo usadas para
controlar insetos-praga.

CAMINHA FILHO (1940) destaca que a rotenona apresenta grande valor como inseticida

contra as pragas dos vegetais, tais como: coccideos (Coleoptera), cochonilhas e pulgdes
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(Hemiptera), piolhos (Anoplura), vespas (Hymenoptera), mariposas e borboletas (Lepidoptera),
etc., tanto no estadio adulto como em diversos periodos de desenvolvimento dos insetos (ovos,
larvas, lagartas, crisdlidas e pupas). E também eficiente para os ectoparasitas de animais
domésticos e do homem, tais como: pulgas (Siphonaptera), piolhos (Anoplura), carrapatos
(Acarina) e bernes (Diptera).

SAITO e LUCHINI (1998) relatam que a rotenona é eficaz no controle de besouros e
lagartas, porém sua toxicidade pode ser mais ou menos ativa de acordo com a espécie de inseto e,
sua ac¢do, pode demorar um pouco para se manifestar.

A atividade anti-alimentar de diversos pesticidas foi avaliada por NAWNOT et al. (1987)
contra varias pragas de produtos armazenados, concluindo que contra a Homogyne alpina L. a
rotenona obtida de D. elliptica foi a substancia mais efetiva.

FAZOLIN et al. (2002) obtiveram resultados satisfatérios quando avaliaram o efeito sobre
de diferentes concentracdes de rotenona extraida de D. urucu sobre a mortalidade e o consumo
foliar de adultos de C. tingomarianus em casa de vegetacdo. Os autores concluiram que a
concentracdo de 0,13% (m v'') de rotenona foi eficiente para o controle da praga, provocando
significativas mortalidades e inibi¢do de alimentacao dos insetos.

Produtos a base de rotenona foram extensivamente usados contra o besouro do Colorado
Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae), uma das pragas mais importantes
da batata no hemisfério norte (COSTA et al., 1997; COX, 2002). A rotenona também tem sido
utilizada para a captura de peixes durante pesquisas cientificas, onde tém sido observadas
evidéncias de uma rapida recolonizacdo (da ordem de 3 a 12 dias) em pocas de maré submetidas

ao envenenamento com esta substancia (LARDNER et al., 1993; ROSA et al., 1997).
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AZEVEDO et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de diversos produtos naturais no controle
de Callosobruchus maculatus (Fab.) (Coleoptera: Bruchidae) em feijao caupi (V. unguiculata)
armazenado e verificaram que extrato comercial de timb6 (Rotenat®) a base de rotenona, avaliado
na concentracdo de 7,5 mL.L™, foi o produto mais eficiente no controle do caruncho em feijao-
caupi armazenado.

@) extrato de oleorresina de jacatupé (Pachyrrizus tuberosus
Lam), nas concentracdes 0,03% e 0,06% (m v'*), contendo 15 mg L™ de rotenona, foi efetivo no
controle de Acanthoscelides obtectus Say (Coleoptera: Bruchidae) por contato e ingestdo (LUCIO
etal., 2011).

PINTO (1937) empregou a rotenona como carrapaticida com sucesso, sob a forma de pd
das raizes em solucdo de sabdo em &gua, como também recomendou 0 seu uso no tratamento de
pediculose e no combate aos bernes e piolhos.

Em ratos, WARE (1993) verificou que a rotenona tem uma dose letal (DLsy) de
aproximadamente 350 mg kg™ de peso vivo. LAPA et al. (1978) concluiram que a rotenona,
qguando injetada em ratos em baixas concentracdes, induz a bradicardia, hipotensdo e parada
respiratoria.

CORBETT (1940) verificou que a concentracéo de 1,2.10° g de rotenona L™ de 4gua (m
v'!) foi toxica para peixes acaras Geophagus brasiliensis (Quoy e Gaimard, 1824) (Perciformes:
Cichlidae) cerca de trinta minutos apds a sua aplicacdo e que a morte dos animais ocorreu
aparentemente por paralisia respiratdria, embora os batimentos cardiacos continuassem por algum

tempo, depois de sustados os movimentos respiratérios.
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Para TOKARNIA et al. (2000) a rotenona, apesar de ser muito toxica para peixes, é de
baixa toxidez para animais de sangue quente e, experimentalmente, plantas produtoras deste
principio ativo (timbos) ndo tem se revelado toxicas para bovinos e outros animais domeésticos.

Muitos sdo os fatores que destacam a rotenona presente em extratos de timbo para o
controle de pragas. N&o apresenta fitotoxicidade (REYNOLDS, 1989), é biodegradavel e
fotossensivel, pois quando exposta a luz degrada-se em até trés dias (MOREIRA et al., 2005).
Quando aplicada na natureza, decompde-se mais rapidamente do que a nicotina e a piretrina e
pode ser considerada praticamente in6cua para 0 homem, devido a sua baixa concentragdo nas
misturas (MARICONI, 1981).

Por outro lado, alguns estudos ndo comprovaram a toxicidade da rotenona para artropodes
(MARINOS et al., 2004; AZEVEDO et al., 2007; GUIRADO et al., 2007; ALMEIDA, 2010;
EFROM et al., 2011). Ainda, outros trabalhos destacaram que a rotenona apresenta baixa
toxicidade quando utilizada isoladamente e que sua agdo depende da associacdo de outros
compostos para apresentar toxicidade para insetos (DECKER, 1942; TYLER, 1979; COSTA et
al., 1999b; LI et al., 2011; PENA, 2012), a0 mesmo tempo em que novos constituintes foram
isolados e identificados a partir de extratos de timbo e apresentaram efeitos bioldgicos sobre
artropodes (MORS, 1978; GASSA et al., 2005; WU et al., 2008; BABU et al., 2010;
HYMAVATHI et al., 2011; JIANG et al., 2012).

ALMEIDA (2010) verificou que um defensivo botanico comercial, com pelo menos 5%
(m v'') de rotenona, apresentou baixa eficiéncia inseticida sobre ninfas de Euphalerus clitoriae
Burckhardt e Guajara (Hemiptera: Psyllidae), obtendo os maiores valores de mortalidade dos

insetos (16,9%) na maior concentracdo avaliada (0,6% v v*). Efeito semelhante foi obtido por
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LIMA et al. (2008) quando estudaram a eficiéncia do extrato comercial de timbé (Rotenat®)
sobre lagartas de S. frugiperda sob infestacdo natural na cultura do milho cultivado em
agroecossistema de varzea. Neste estudo, a concentragdo de 0,5% (v v'*) do extrato de timb6 com
pelo menos 5% de rotenona apresentou baixa eficiéncia no controle da praga.

A acdo inseticida de diversos produtos alternativos foi avaliada por GUIRADO et al.
(2007) para o controle de C. arcuatus na cultura do girassol em condigdes de campo, sendo
verificado que a rotenona utilizada na concentracdo de 1% (m v') ndo foi eficiente para o
controle do inseto.

Os efeitos bioldgicos dos extratos de D. urucu e D. utillis foram estudados por COSTA et
al. (1999a) em populacdes de M. domestica, que verificaram que a espécie D. urucu foi mais
eficiente, mesmo tendo menores teores de rotenona em suas raizes. Estes autores levantaram a
hipotese de que outras substancias, além da rotenona, poderiam estar agindo no controle das
larvas.

DECKER (1942) relata que o extrato bruto de D. elliptica é mais eficiente do que a
rotenona para insetos e que o efeito inseticida de raizes de timbd pode estar relacionado a atuacao
conjunta da rotenona com outras substancias presentes em extratos de timbo, entre elas a
deguelina e o toxicarol. TYLER (1979) afirmou que as raizes de timb6 podem conter rotenona,
deguelina, toxicarol ou tefrosina, compostos estruturalmente semelhantes e que podem possuir
propriedades inseticidas.

CORREA (2011) verificou que o extrato de timbd D. rariflora apresentou elevada

toxicidade sobre o acaro do pimentdo T. desertorum, enquanto que a rotenona purificada néo foi
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toxica para os individuos, provocando apenas 2,5% de mortalidade dos acaros na maior
concentraco avaliada (1% m v'™).

CATTO et al. (2009) avaliaram a rotenona na forma de extrato da raiz de D. nicou sobre 0
carrapato B. microplus e verificaram que o produto foi eficiente contra a infestacdo de larvas,
porém produziu insuficiente grau de atividade antiparasitaria contra o carrapato nos testes in vitro
e em animais experimentalmente infestados. Também ndo diminuiu significativamente as
infestacGes por teledginas (fémeas ingurgitadas) no ensaio a campo.

Além da rotenona, MORS (1978) isolou de raizes de D. urucu outros principios ativos,
entre eles uma saponina de alto poder espumifero, denominada de derrisidio. O autor destaca que
no complexo toxico dos timbds, esta saponina parece desempenhar acdo de agente dispersivo da
rotenona.

MENDES (1960) verificou significativa variacdo na composi¢cdo quimica de 153 extratos
de plantas de timbd de mesma espécie (D. nicou), que foram atribuidas aos diferentes locais de
coleta e a variacdo de idade das plantas. Neste estudo, os teores dos constituintes dos extratos
variaram de 12,5% a 61,1% (m v*) para rotenona, de 12,7% e 79% (m v™) para deguelina e de
2,2% a 64,7% (m v') para outros constituintes, o que permitiu o autor classificar as plantas em
dois grupos (A e B). Plantas pertencentes ao grupo A apresentavam % de rotenona, %/, de
deguelina e ¥ de outros constituintes e as integrantes do grupo B possuiam */s de rotenona, %/s de
deguelina e “/s de outros compostos em seus extratos.

A toxicidade de nove compostos isolados de D. scandens foi avaliada por HYMAVATHI
et al. (2011) para quatro espécies de insetos-praga de grdos armazenados (Callosobruchus

chinensis L., Sitophilus oryzae L., Rhyzopertha dominica L. e Tribolium castaneum H.),
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utilizando bioensaios de fumigacdo. A sensibilidade dos individuos aos compostos variou com o
tempo de exposi¢do, concentracdo e espécies de insetos, sendo alcangado 100% de mortalidade
dos individuos ap6s 24 h com os compostos osajin, scandinone, sphaerobioside e genisteina
contra todos os insetos testados, enquanto laxifolin e lupalbigenin apresentaram 100% de
mortalidade de T. csataneum e R. dominica 72 h apds o inicio dos bioensaios.

A acdo inseticida de dois compostos (khayasin e 2’S-methylbutanoylproceranolide)
isolados de Xylocarpus moluccensis Lam comparados a rotenona purificada foi avaliada por
ingestdo de folhas contaminadas sobre larvas do besouro do coqueiro Brontispa longissima
Gestro (Coleoptera: Chrysomelidae), criadas em laboratério, sendo observado que os dois
compostos foram mais potentes do que a rotenona purificada em uma concentracdo de
50 mg mL™ (LI etal., 2011).

MAGALHAES et al. (2003) encontraram entre os flavonoides isolados de D.
hatschbachii trés novos constituintes (escandenina, robustato de metila e 4°,5-diidroxi-6-3,3-
dimetilalila-7-metoxiflavanona), que foram identificados pela comparacdo de dados
espectroscopicos (RMN, RMN-2D e EM/EM).

A partir de extratos de D. laxiflora, WU et al. (2008) isolaram e caracterizaram por
analise espectroscopica as estruturas de nove compostos, sendo sete considerados novos: O-trans-
cinnamoylglutinol (1), 22B-hidroxi-12-oleanen-3-ona (2), 150, 16a-epoxi-12-oleanen-3-ona (3),
29-hidroxi-12 -oleanene-3,22-diona (4), 22pB,29-dihyroxy-12-oleanen-3-ona (5), 2,3 -
(metilenodioxi)-4-metoxi-5-metilfenol (8), e 2,3,6-trimetoxi-5-metilfenol (9), bem como dois
primeiros isolados de fontes naturais: 25-cycloartene-3,24-diona (6) e 24&-hidroxi-25-cycloarten-
3-ona (7).
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LOBO et al. (2009) isolaram e identificaram cinco estilbenos a partir das folhas do "timb6
vermelho" (D. rufescens var. urucu): 4-metoxilonchocarpeno (1); 3,5-dimetoxi-4"-hidroxi-3"-
prenil-trans-estilbeno (2), lonchocarpeno (3), 3,5-dimetoxi-4"-O-prenil-trans-estilbeno (4) e
pteroestilbeno (5). Os constituintes 2 e 4 foram relatados como novos produtos naturais, porém o
composto 2 j& havia sido citado como produto de sintese.

Trés novos diidrofavonoides, denominados urucuol A, B e C e o diidrofavonol
isotirumalina foram isolados e identificados por LOBO et al. (2010) a partir do extrato etanélico
das folhas de D. urucu (Fabaceae). As estruturas destes compostos foram elucidadas por uma
extensiva analise espectroscopica de RMN uni e bidimensional, UV, IV e dados de EM, além de
comparagdo com dados da literatura. Os compostos isolados foram avaliados quanto ao seu
potencial sequestrador do radical DPPH e apresentaram baixo poder antioxidante quando
comparados ao antioxidante comercial trans-resveratrol.

BABU et al. (2010) realizaram estudo fitoquimico da planta de Derris scandens Benth
(Fabaceae) utilizando métodos espectroscopicos, especialmente RMN 1D e 2D e massa anélise
espectral, que resultou no isolamento de um novo derivado de isoflavonas, o scandinone A, além
de 11 compostos conhecidos.

JIANG et al. (2012) isolaram e caracterizaram 12 compostos (11 conhecidos e 1 nédo
relatado na literatura) a partir de extratos das partes aéreas de Derris trifoliata Lour e avaliaram
suas toxicidades sobre A. salina, onde verificaram que oito constituintes (rotenona, tefrosina,
12a-hidroxirotenona, deguelina, 6a,12a-dehidrorotenona, dehidrodeguelina, 7a-o-metildeguelol e

4'-hidroxi-7-metoxiflavanona) apresentaram toxicidade significativa (CLso entre 0,06 a 9,95 mg
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mL™) e que 0 novo composto isolado apresentou baixa toxicidade (CLso = 211,31 mg mL™) para
0 crustéceo.

Deste modo, ha um grande interesse ecolégico e econdmico nesses principios ativos como
agentes controladores de insetos-praga na agricultura ou em certas relacdes planta-inseto

(CROMBIE e WHITING, 1998).

3.3 Vaquinha-do-feijoeiro (Cerotoma tingomarianus Bechyné)

A vaquinha da espécie Cerotoma tingomarianus Bechyné € um coledptero, da familia
Chrysomelidae, considerada como a principal praga da cultura do feijdo-comum na regido
Amazonica (Fazolin e Gomes, 1993).

Os crisomelideos do género Cerotoma causam prejuizos a muitos vegetais, tais como
feijdo-comum P. vulgaris (TEIXEIRA et al., 1996; GALLO et al., 2002), feijdo-caupi V.
unguiculata (STONE e SARTORATO, 1994; FAZOLIN, 1995; FREIRE FILHO et al., 2005) e
soja Glycine max L. (LINK e COSTA, 1978), desde a germinacao até a colheita.

FAZOLIN e ESTRELA (2004) observaram para a cultura do feijdo-comum, cultivar
Pérola, decréscimos de produtividade de 34,4% com a ocorréncia de 66% de desfolhamento na
fase de florescimento das plantas. O nivel populacional de C. tingomarianus que causa dano
econdmico e observado com frequéncia nas condi¢fes amazonicas.

Os adultos de C. tingomarianus séo insetos de coloragdo preta com manchas amarelas nos
élitros e medem de 4 a 6 mm de comprimento (Figura 3A). Os ovos sao elipticos e amarelados e
cada fémea pde em média 1.200 ovos no solo, em regides proximas a base das plantas (NAVA et

al., 2003). As larvas (Figura 3B) eclodem cerca de sete dias ap0s a postura, passam por trés
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instares em aproximadamente nove dias, sdo de coloragcdo branco leitosas, alongadas, com cerca

de 10 mm de comprimento, possuindo a cabeca e o ultimo segmento abdominal escuro

(QUINTELA etal., 1991).

Figura 3 — Adulto de vaquinha-do-feijoeiro C. tingomarianus (A); larva de vaquinha-feijoeiro (B)
e sistema radicular do feijdo atacado por larvas de vaquinhas (C). Fotos: Fazolin e Alecio

(2009).

Segundo STONE e SARTORATO (1994) as larvas vivem no solo e alimentam-se de
raizes, nddulos e partes subterraneas do caule (Figura 3C). Em populacdes elevadas deixam
marcas ou perfuraces no local do ataqgue (SARTORATO et al., 1983), limitando a fixacdo do
nitrogénio atmosférico em até 45% (LAYTON e BOETHEL, 1987; TEIXEIRA etal., 1996).
Em altas infestacbes podem provocar danos as sementes em germinagdo, prejudicando a

emergéncia e o desenvolvimento das plantas (SALAS et al., 1999; HOHMANN e MARTINEZ,
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2000; AIDAR et al., 2002). Nesta fase, os insetos atacam as folhas cotiledonares e os danos sédo
semelhantes aqueles provocados pelos adultos (SARTORATO et al., 1983).

As plantas, com o sistema radicular severamente danificado pelas larvas, atrofiam e as
folhas basais tornam-se amareladas, com envelhecimento prematuro (SARTORATO et al., 1983;
STONE e SARTORATO, 1994).

Segundo NAVA et al. (2003), as larvas provocam os maiores danos nos primeiros dias
apos a emergéncia das plantas. Isso porque nesse periodo o crescimento das plantulas depende da
utilizacdo das reservas nutricionais armazenadas nos cotilédones e somente com o crescimento a
planta desenvolve o sistema radicular, passando a assimilar os nutrientes. Além disso, de acordo
com VARGAS e HUNGRIA (1997), a associagdo com bactérias fixadoras de nitrogénio
atmosférico estd sendo iniciada nesta época, j& que os primeiros nodulos nitrificadores sao
visiveis apenas aos oito dias apds a germinacao.

Entretanto, alguns autores relatam que as plantas podem compensar o ataque nas raizes
por meio de diversos mecanismos, entre eles aumento do crescimento radicular e/ou aumento do
namero de nodulos nitrificadores (RILEY et al., 1987). Outros pesquisadores acreditam que essa
compensacdo pode ndo ocorrer com o aumento da densidade larval da praga, devido ao grande
decréscimo na matéria seca das raizes e dos nodulos (NAVA et al., 2003), que afetam a
assimilacdo e a absorcdo de &gua, de nutrientes e de oxigénio e a translocagdo de seiva, além de
facilitar a atuacdo patdgenos, provocar reducdo da area foliar, da altura e da produtividade das
plantas (SCHROEDER et al., 1992). As larvas e os adultos ao se alimentarem podem transmitir o
virus causador do mosaico severo do feijao (Cowpea severe mosaic virus — CPSMV) (Figura 4)

(RAJNAUTH et al., 1987; SALAS et al., 1999; FREIRE FILHO et al., 2005).
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Figura 4 — Sintomas do mosaico severo transmitido por larvas e adultos de vaquinhas as partes
vegetativas aéreas de plantas de feijoeiro. Fotos: Hickel (2006).

Entretanto, é na fase adulta que as vagquinhas provocam os danos mais severos as plantas
de feijoeiro. Atacam preferencialmente a parte aérea, iniciando essa atividade logo apds a
emissdo dos primeiros foliolos (Figura 5A), consumindo folhas (Figura 5B e 5C), cotilédones e
orgdos reprodutivos tenros (Figura 5D), provocando consequentemente a reducdo de area
fotossintética e de produgdo. Em altas popula¢fes consomem até a gema apical, 0 que pode
provocar a morte das plantas (SALAS etal., 1999; GALLO et al., 2002; FREIRE FILHO et al.,

2005).
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foliolos em plantas de feijoeiro (A); folhas (B e C) e 6rgdos tenros reprodutivos (D).
Fotos: Alecio (2006).

De acordo com SARTORATO et al. (1983) e ZIMMERMANN et al. (1988) a cultura
suporta certo nivel de desfolhamento sem perdas significativas na produgdo. Contudo, niveis de
desfolhas iguais ou superiores a 25% na fase vegetativa (GALLO et al., 2002), no florescimento e
no enchimento de vagens (VIEIRA, 1981; SARTORATO et al.,, 1983) causam prejuizos
economicamente significativos.

FAZOLIN e GOMES (1993) citam a espécie C. tingomarianus como a praga de maior
importancia para a cultura do feijdo no Estado do Acre, por provocar desfolhamento severo nas
plantas e reduzir a capacidade fotossintética, principalmente no periodo seco, que coincide com o
maior pico populacional e os maiores danos ocasionado pela espécie, apesar da populacdo dos
individuos ocorrerem durante todo o ano.
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Para o controle de adultos do género Cerotoma, via pulverizacdo, ha apenas um inseticida
(beta-ciflutrina — piretroide) registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento-
MAPA (MAPA, 2012). Mesmo assim, € comum observar agricultores utilizando produtos
quimicos convencionais de forma inadequada e indiscriminada para o controle desses insetos na
cultura do feijdo-comum.

Nesse contexto, surge a necessidade do desenvolvimento de estudos que visam a
descoberta de técnicas alternativas de controle em relacdo aos métodos quimicos convencionais,
que sejam menos agressivos ao ambiente e eficiente na reducdo populacional de C.
tingomarianus. Para atender a esta demanda foram reiniciadas pesquisas buscando a descoberta
de novas moléculas e de produtos alternativos para o controle desses insetos-praga (FAZOLIN et
al., 2005; GUIRADO et al., 2007; CATTO et al., 2009; MIGLIORINI et al., 2010).

FAZOLIN et al. (2005) verificaram que o 6leo de Piper aduncum L. foi toxico a adultos
de C. tingomarianus em concentracdes a partir de 0,04% (m v™) por contato em superficie
contaminada e superiores a 4,1% (m v™*) por contato tépico. Os insetos apresentaram distdrbios
fisiolégicos quando submetidos s concentragBes do 6leo acima de 2,5% (m v'') por contato
topico.

MIGLIORINI et al. (2010) avaliaram a eficiéncia de extratos vegetais no controle de D.
speciosa em laboratorio e verificaram que os extratos de timbé (Ateleia glazioveana Baill), de
noz-moscada (Myristica fragans Houtt) e de cinamomo (Melia azedarach Linnaeus) foram os
mais eficientes por terem ocasionado reducao significativa do nimero de insetos adultos vivos a

partir do sexto dia ap0s a aplicagdo de extratos, com valores de mortalidade que variaram entre
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80,4% e 100% dos insetos. Apesar disso, 0s autores desqualificaram o produto como opgéo para

tratamento de infestacGes que requerem um controle imediato de insetos-praga.

3.4 Lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera frugiperda Smith)

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1.797) (Lepidoptera:
Noctuidae), é um inseto polifago de alta capacidade de dispersdo que se alimenta de um grande
namero de vegetais cultivados (algodao, alfafa, amendoim, arroz, aveia, batata, cana-de-agucar,
hortalicas, milho, soja e trigo), principalmente gramineas, sendo considerada a praga mais
importante da cultura do milho no Brasil (GALLO et al., 2002; CRUZ e MONTEIRO, 2004).

As perdas de producdo na cultura do milho ocasionadas pelas lagartas de S. frugiperda
pdem chegar a 38,7% (WILLIAMS e DAVIS, 1990; CRUZ et al., 1997; FIGUEIREDO et al.,
2005). Os maiores danos ocorrem na fase em que a planta apresenta de 10 a 12 folhas (GASSEN,
1994), podendo ocorrer a destruicdo completa das plantas em elevada infestacdo (SILVA et al.,
1983). As dimensdes dessas perdas podem variar em funcdo da cultivar utilizada, da fase
fenoldgica, do sistema de producdo empregado e do local de plantio, uma vez que o inseto ocorre
durante todo o ciclo do vegetal (BUNTIN, 1986; VALICENTE e COSTA, 1995; SARMENTO et
al., 2002)

A espécie S. frugiperda possui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo desde a regido
central dos EUA até a Argentina e em algumas ilhas a oeste da india (PEDIGO, 1989). E também
conhecida como lagarta militar, lagarta do milharal e lagarta dos capinzais (CARVALHO, 1970).
Os adultos apresentam habito noturno, acasalam-se trés dias apds a emergéncia. A postura é feita

normalmente nas folhas das plantas, principalmente nos primeiros quatro dias ap6s a cépula.
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Cada fémea coloca em média 1.360 ovos, podendo variar entre 1.000 a 2.000 ovos, que sao
recobertos por filamentos brancos, escamas e pélos (FERRAZ, 1982; VALICENTE e COSTA,
1995).

As lagartas-do-cartucho (Figura 6A) eclodem num periodo de dois a cinco dias apos a
ovoposicao, possuem coloracdo que varia de pardo-escura até quase preta e apresentam trés
linhas longitudinais branco-amareladas na parte dorsal do corpo (FERRAZ, 1982). Durante a fase
larval o inseto pode apresentar de quatro a sete instares, variando conforme a genética, fonte de
alimento (natural ou artificial), temperatura e sexo. A duracdo desta fase é de 12 a 30 dias,
quando a lagarta chega a atingir aproximadamente 50 mm de comprimento (LUCCHINI, 1977;

LORDELLO etal., 1980; PARRA e HADDAD, 1989).

e
8l UGA16730

e

forestryimages.org 3

Figura 6 — Lagartas-do-cartucho do milho S. frugiperda (A), danos causados pelas lagartas nas
folhas (B e C) e nas espigas de milho (D) e insetos adultos (E).
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As lagartas recém-eclodidas iniciam o ataque na cultura do milho pelo parénquima foliar
(Figura 6B), o que confere um aspecto transparente as folhas, passando a perfura-las em instares
posteriores (Figura 6C). Quando ocorre ataque severo nos estagios iniciais pode causar a morte
das plantas, reduzindo a populacdo inicial (SILVA et al., 1983). A partir do 4° instar as lagartas
atacam preferencialmente os “cartuchos” do milho, podendo destrui-los completamente por
consumirem grande parte das suas folhas antes da abertura. Em ocorréncias tardias podem atacar
a espiga (Figura 6D), destruindo a palha e os grdos, além de propiciarem a entrada de patégenos e
umidade, determinando o apodrecimento das mesmas (WAQUIL et al., 1982; AVILA et al.,
1997).

Tais caracteristicas de ocorréncia de S. frugiperda se devem também a alta mobilidade da
espécie e a sua capacidade para colonizar rapidamente os cultivos de milho quando as condi¢es
sdo favoraveis para o seu desenvolvimento normal e sobrevivéncia (MURUA e VIRLA, 2004).
Devido, principalmente, ao canibalismo que se manifesta nesta espécie a partir do terceiro instar
¢ comum encontrar apenas uma lagarta por cartucho. Os danos mais severos sdo causados por
insetos de quinto e sexto instares (WAQUIL et al., 1982; GASSEN, 1994; AVILA et al., 1997).

Ao completar o desenvolvimento, a lagarta-do-cartucho penetra no solo e se transforma em
pups, que possui coloragdo avermelhada e mede aproximadamente 15 mm. Em campo a fase de
pupa tem duragdo média de 11 dias (VALICENTE e COSTA, 1995) e em condigdes de
laboratdrio este periodo pode variar entre 8 e 11 dias (SILVEIRA et al., 1997; SARMENTO et

al., 2002).
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Os adultos de S. frugiperda (Figura 6E) emergem a noite, medem aproximadamente de 3,5
cm de envergadura, apresentam acentuado dimorfismo sexual, as asas anteriores sao de coloragéo
pardo-escuras e as posteriores séo branco-acinzentadas (FERRAZ, 1982; CRUZ, 1995).

A lagarta-do-cartucho é de dificil controle devido a uma série de fatores, entre eles a sua
ampla gama de hospedeiros, a grande capacidade de dispersdo durante o periodo de cultivo e
capacidade de se alojar no interior do cartucho do milho, o que torna dificil o contato com os
inseticidas aplicados (SILVA e CROCOMO, 2007). Além disso, 0 habito migratorio rapido e de
longo alcance das lagartas de S. frugiperda serve como mecanismo de escape para determinados
patdgenos, no caso de controle bioldgico, cuja eficacia depende da densidade do hospedeiro
(KNIPLING, 1980).

O controle de S. frugiperda geralmente é realizado com produtos quimicos sintéticos, ndo
seletivos, e que demandam progressivamente maiores nimeros de aplicacfes. Essas aplicacOes
frequentemente sdo tardias e acima do nivel de controle, 0s quais nem sempre sdo eficientes
(GRUTZMACHER et al., 2000), podendo acarretar diversos problemas, tais como: desequilibrio
bioldgico, altos niveis residuais em alimentos, eliminacdo de inimigos naturais, intoxicacao dos
aplicadores e selecdo de populactes de insetos resistentes, entre outros efeitos diretos e indiretos
(HENANDEZ e VENDRAMIM, 1996; DIEZ-RODRIGUEZ e OMOTO, 2001). A resisténcia de
S. frugiperda foi detectada para inseticidas fosforados, carbamatos e piretrdides (YONG e
MCMILLIAN, 1979; YU, 1992; DIEZ-RODRIGUEZ e OMOTO, 2001; YU e MCORD, 2007).

A busca de outros métodos e produtos para o controle de pragas tem sido crescentes e
inclui a utilizacdo de meios menos agressivos ao ambiente (VENDRAMIM, 1997). Produtos

naturais provenientes de plantas pode ser uma alternativa ao manejo da S. frugiperda, se
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inserindo nesse contexto a utilizacdo de extratos e 6leos de plantas popularmente conhecidos
como inseticidas naturais (GUERRA, 1985; BOGORNIE e VENDRAMIM, 2003).

Foram realizados diversos estudos nos Gltimos anos com o propdsito de desenvolver novos
métodos e produtos para o controle de S. frugiperda (MIKOLAJCZAK e REED, 1987; PEREZ et
al.,1998; BRITO et al., 2004; MATOS et al., 2006; ROEL e VENDRAMIN, 2006; PAVELA,
2008; LIMA et al., 2010).

MIKOLAJCZAK e REED (1987) avaliaram a acdo inseticida de extratos etanolicos de
Trichilia connaroides (Wight e Arn.), Trichilia prieureana A. Juss, Trichilia roka Chiov e
Trichilia triphyllaria C. DC. em S. frugiperda e obtiveram mortalidades iguais ou superiores a
80% dos insetos. Em estudo semelhante MATOS et al. (2006) verificaram a ocorréncia de altas
taxas de mortalidade e distarbios fisiologicos de extratos hexanico e metandlico de Trichilia
claussenii C. DC. em S. frugiperda em condicdes de laboratério.

RODRIGUEZ e VENDRAMIM (1997) adicionaram extratos aquosos de Trichilia
casaretti C. DC., Trichilia catigua A. Juss, T. claussenii, Trichilia elegans A. Juss e Trichilia
pallida Swartz a dieta artificial de lagartas de S. frugiperda e verificaram que os produtos
afetaram o desenvolvimento dos insetos, sendo que o extrato aquoso de ramos de T. pallida a 1%
(v v') provocou mortalidade total das lagartas.

O desenvolvimento de lagartas de S. frugiperda em gendtipos de milho tratados com
extrato acetato etila de T. pallida a 0,001% (m v'') foi afetado, sendo alongada a fase larval e
diminuido o peso de lagartas e pupas (ROEL e VENDRAMIN, 1999).

ROEL et al. (2000) destacam que o extrato acetato de etila de folhas e de ramos de T.

pallida, impregnado em folhas de milho, provoca mortalidade larval de 100% de lagartas de S.
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frugiperda em concentracéo igual ou superior a 0,05% (m v, afeta a sobrevivéncia e alonga a
fase larval do inseto a 0,006% (m v™*), ndo ocasinando qualquer efeito aparente em concentragéo
igual ou inferior a 0,0008% (m v*). As lagartas de S. frugiperda alimentadas com folhas tratadas
com 0 mesmo extrato desde a eclosdo sdo mais afetadas do que as alimentadas a partir dos dez
dias de idade.

ROEL e VENDRAMIN (2006) observaram ocorréncia de efeito residual em lagartas de
diferentes idades de S. frugiperda alimentadas com folhas de milho contaminadas com extratos
de T. pallida, sendo mais afetadas as lagartas que tiveram contato com o produto toxico logo ap6s
a eclosdo do que aquelas alimentadas a partir dos 10 dias de idade.

MARTINEZ e EMDEN (2001) avaliaram a reducdo do crescimento, deformidades e
mortalidade de lagartas de Spodoptera littoralis (Boisduval) (Lepidoptera: Noctuidae)
provocadas por Azadiractina e verificaram que o periodo de dois dias de alimentacdo prolongou
os instares larvais, reduziu a taxa média de crescimento relativo, impediu a ecdise, provocou
anormalidades morfoldgicas e ocasionou mortalidade dos insetos, de forma dependente da dose.
Quando as concentracdes mais altas foram empregadas os efeitos apareceram logo apds o
tratamento e a mortalidade foi elevada. Muitos insetos morreram ap0s permanecerem inativos por
varios dias ou durante ecdises prolongadas. Em concentragbes mais baixas, se a ecdise foi
completada, alteragBes no crescimento e anormalidades geralmente ocorreram nos estadios
subsequentes.

PRATES et al. (2003) determinaram a CLso de 2,67 mg mL™ do extrato aquoso de folhas
do nim (Azadirachta indica A. Juss) sobre S. frugiperda em condic@es de laboratério. PEREZ et

al. (1998) avaliaram trés inseticidas naturais derivados do nim no controle da lagarta-do-cartucho
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do milho em condi¢des de campo e destacaram que, apesar de ndo terem superado o inseticida
sintético comparado no estudo, os extratos naturais foram eficientes com 3 a 4 aplicagdes.

LIMA et al. (2008) avaliaram a eficiéncia de inseticidas naturais a base de nim (NeemAzal-
T/S e o Dalneem emulsionével) e de timb6 (Rotenat®) para o controle de S. frugiperda na cultura
do milho em agroecossistema de varzea por em duas épocas de semeadura, sob infestacdo natural
a campo, e verificaram que a concentracio de 0,5% (v v'*) do extrato de timb6, com pelo menos
5% de rotenona, apresentou baixa eficiéncia no controle do inseto. Os produtos comerciais a base
de nim avaliados na mesma concentracdo apresentaram maior toxidade do que o produto a base
de rotenona e foram menos eficientes do que o inseticida convencional padréo (Match CE 0,1).

LIMA et al. (2010) avaliaram a bioatividade de formulagdes de A. indica em lagartas de
S. frugiperda e verificaram que os inseticidas comerciais Xentari® (10 g L) Neemseto® (10
mL L) provocam mortalidades de 75,0% e 82,9% das lagartas, respectivamente, nos testes de
imersdo de folhas e também reduzem o peso larval, peso pupal e a longevidade dos insetos.

O efeito toxico de extratos aquosos de folhas de Anacardium occidentale L., Guarea
trichilioides L. e M. azedarach foi confirmado para lagartas de S. frugiperda por BRITO et al.
(2004), que concluiram que todas as plantas testadas apresentam atividade inseticida, com
destaque para o extrato obtido da espécie M. azedarach que causou 100% de mortalidade dos
insetos.

Os efeitos de extratos de plantas de Polygonum hydropiperoides Michx., Solanum nigrum
L. e Calliandra pittieri Standl foram avaliados sobre lagartas de S. frugiperda (LIZARAZO et al.,
2008), sendo obtidos os melhores resultados com os extratos de P. hydropiperoides extraidos

com diclorometano, em diferentes doses, no qual foi verificado 100% de mortalidade apds 12
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dias aplicagédo e um efeito antialimentar representado pela redugédo do consumo de folhas de
milho. Neste estudo, os autores atribuiram a acdo tdxica dos extratos a presencga da rotenona,
apesar de terem destacado a necessidade da realizacdo de estudos adicionais para verificagcdo dos
efeitos causados pelos demais constituintes, incluindo a possibilidade de ocorréncia de
sinergismo entre as moléculas.

PAVELA (2008) realizou estudos de laboratério para determinar os efeitos dos extratos
de trés espécies do género Reynoutria (R. bohemica, R. japonica e R. sachaliensis) sobre o
desenvolvimento, alimentacdo e mortalidade de lagartas de S. littoralis e verificou que os extratos
ndo alteraram a alimentacdo dos insetos. No entanto, diminuiram significativamente o
crescimento das lagartas e a eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e digerido. A converséo
do alimento ingerido foi menor, quando comparado com lagartas do tratamento controle. A
utilizacdo dos extratos na dieta provocou prolongamento do desenvolvimento das larvas e
toxicidade crbnica. Os extratos das trés espécies de plantas provocaram mortalidade das lagartas
com resultados semelhantes (CLs, variou de 0,5 a 1 mg g em todos os extratos) e a inibicdo do
crescimento das lagartas foi variada. O extrato mais eficiente foi de R. bohemica, hibrido
interespecifico (CLso foi de 1,24 mg g™), seguido pelo o extrato de R. japonica (CLso de 6,72 mg
g™) e 0 menos eficiente foi o extrato R. sachaliensis (CLso de 9,48 mg g™).

SANTIAGO et al. (2008) avaliaram os efeitos de extratos de plantas na biologia de S.
frugiperda mantida em dieta artificial e verificaram que o extrato aquoso do fruto verde de
Ricinus communis L. apresentou bioatividade, nos parametros duragdo larval e pupal e peso de
pupa. O extrato aquoso de Ruta graveolens L. reduziu o peso de pupa. A dieta contendo extrato

de folhas e ramos de Momordica charantia L. reduziu a viabilidade larval e o peso de pupa. O
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extrato aquoso de folhas de Lippia sidoides Cham. ndo afetou as fases larval e pupal, reduziu a
postura e a viabilidade de ovos e aumentou a longevidade de adultos de S. frugiperda. A
viabilidade de pupa ndo foi afetada pelos extratos.

O dleo essencial de pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.) apresentou atividade
inseticida para lagartas de S. frugiperda, provocando mortalidade e redugédo alimentar pelo teste
de ingestdo e toxicidade aguda pelo teste de contato topico, sendo também observados sintomas
de neurotoxicidade, como agitacao, hiperatividade e o efeito knock-down (LIMA et al., 2009).

A grande maioria dsses estudos foi realizada com plantas pertencentes a familia
Meliaceae, géneros Azadirachta, Trichilia e Melia. Portanto, diante da vasta biodiversidade
amazonica e da necessidade de desenvolvimento de novos métodos e produtos para o combate a
insetos-praga, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas com outras espécies

plantas que possuem potencial inseticida, tais como os timbos dos géneros Derris e Deguelia.
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4. CAPITULO 1

ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS DE TIMBO (Derris
scandes Aubl. e Deguelia floribundus Benth.) EM ADULTOS DE
Cerotoma tingomarianus Bechyné (Coleoptera: Chrysomelidae)

MANAUS
2012
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RESUMO

O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.) possui grande importancia econémica e social no
Brasil e apresenta baixa produtividade devido ao ataque de diversas pragas, com destaque para a
vaquinha da espécie Cerotoma tingomarianus Bechyné, que ocasiona danos a cultura desde a
germinacao até a colheita, resultando em grandes perdas de producdo. O controle desta praga é
realizado pelo uso indiscriminado de inseticidas convencionais. Extratos de plantas sdo fontes
potenciais para o desenvolvimento de novos inseticidas, apresentando teoricamente menores
riscos ao ambiente, aplicador e consumidor. Plantas de timbd dos géneros Derris e Deguelia sdo
amplamente encontradas na regido Amazonica, possuem diversos compostos com propriedades
toxicas, sendo promissores para o desenvolvimento de novos inseticidas. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos bioldgicos de extratos de timbo (Derris scandes Aubl. e Deguelia
floribundus Benth.) comparados a rotenona purificada sobre adultos de C. tingomariaus. Os
extratos de timb6 obtidos a quente de raizes de plantas coletadas nos estados do Acre e do
Amazonas foram agrupados em seis grupos distintos (G1, G2, G3, G4, G5 e G6), de acordo com
as suas caracteristicas quimicas e juntamente com a rotenona purificada foram avaliados por
ingestdo de folhas contaminadas, por contato topico e por contato em superficie contaminada em
adultos de C. tingomarianus. As concentracdes utilizadas para os extratos variaram de 0,25% a
5% (m v*) por ingestdo de folhas contaminadas e de 5% a 40% (m v™) por contato topico e por
contato em superficie contaminada. Para a rotenona purificada as concentra¢fes variaram de 1%
a 8% (m v™) para todas as vias de intoxicagdo. Os experimentos foram repetidos por trés vezes,
com delineamento inteiramente casualizado, contendo pelo menos cinco tratamentos e quatro
repeticdes. Foram avaliados os valores de mortalidade e de consumo foliar dos insetos, utilizando
a andlise de Probit para determinacdo das ClLsp € TLso. Os extratos de timbo e a rotenona
purificada ndo apresentaram eficiéncia por contato em superficie contaminada. Por ingestdo de
folhas contaminadas e por contato topico os extratos G3, G4, G5 e G6 e a rotenona purificada
provocaram baixos valores de mortalidade e ndo inibiram a alimentacdo dos insetos,
independente da concentragdo e da forma de exposicdo. Os maiores valores de mortalidade e de
inibicdo do consumo foliar foram obtidos pela via de intoxicacdo por ingestdo de folhas
contaminadas, com destaque para o extrato de timbd G1 que apresentou valores de mortalidade
superiores a 50% dos insetos (CLso de 6,3 mg mL?, com TLs, de 102 horas) e inibiu a
alimentacdo dos individuos em até 75%, apresentando elevada toxicidade para adultos de C.
tingomarianus. As variagdes qualitativas e quantitativas dos constituintes dos extratos de timbd
influenciaram decisivamente nos efeitos bioldgicos causados a adultos de C. tingomarianus,
indicando que os elevados valores de mortalidade e de inibicdo da alimentagdo dos insetos sdo
promovidos pela atuacdo conjunta dos constituintes presentes em extratos de timbo. O extrato G1
apresentou a composi¢do quimica mais diversificada e ocasionou a maior toxicidade, sendo
promissor para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos no controle de adultos de C.
tingomarianus.

Palavras Chave: Inseticidas botanicos, controle alternativo, toxicidade, rotenona.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biological effects of extracts of timbo
(Derris scandes Aubl and Deguelia floribundus Benth.) compared with the purified rotenone on
adults of Cerotoma tingomariaus. The extracts was to obtained by hot extraction of dry material
method of plants collected in the states of Acre and Amazonas were grouped into six distinct
groups (G1, G2, G3, G4, G5 and G6), according to their chemical characteristics and together
with the purified rotenone were evaluated by ingestion of infected leaves, by topical contact and
by contaminated surface. The concentrations used of the extracts ranged from 0.25% to 5% (v m’
) to the ingestion of infected leaves and from 5% to 40% (v m™) to the contact topic and
contaminated surface. For the purified rotenone the concentrations ranged from 1% to 8% (v m™)
for all means of intoxication. Trials were replicated three times, with a completely randomized
design, containing at least five treatments and four replications. Were evaluated the values of
mortality and leaf consumption of insects, through Probit analysis to determine the LCsy and
LTso. Timbo extracts and purified rotenone did not show efficiency by contaminated surface. By
ingestion of infected leaves and by topical contact the G3, G4, G5 and G6, as well as the purified
rotenone caused low levels of mortality and did not inhibit the feeding of insects, regardless of
the concentration and form of exposure. The highest values of mortality and inhibition of leaf
consumption were obtained by ingestion of infected leaves, with emphasis to G1 timbo extract
that showed mortality values higher than 50% of insects (LCso of 6.3 mg mL* with LTso 102
hours) and inhibit the feeding of up to 75% in individuals with a very high toxicity to adult C.
tingomarianus. The qualitative and quantitative variations of the constituents of timbo extracts
showed biological effects on the adults of C. tingomarianus, indicating that high values of
mortality and inhibition of feeding insects are promoted by the combined action of the
constituents present in timbo extract. The extract G1 has presented more varied chemical
composition and has caused the greatest toxicity, being promising for the development of
biotechnology products aiming the control of adult C. tingomarianus.

Key Words: Botanical insecticides, alternative control, toxicity, rotenone.
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4.1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e consumidor mundial de feijdo (P. vulgaris), com producgao
média anual estimada em 3,5 milhGes de toneladas, sendo cultivado por pequenos, médios e
grandes produtores, em diversificados sistemas de producdo e em todas as regides brasileiras,
revestindo-se de grande importancia econdémica e social (MAPA, 2010; IBGE, 2012). Entre os
diversos tipos de gréos do feijdo-comum, merece destaque o tipo carioca, que representa 70% do
mercado consumidor brasileiro (PELOSO e MELO, 2005).

Apesar de representar um papel fundamental na economia e na dieta da populagéo
brasileira, a produtividade do feijdo-comum no Brasil é baixa, mesmo diante de técnicas de
melhoramento empregadas na cultura (BERTOLDO et al., 2009), devido a diversos fatores,
destacando-se entre eles a ocorréncia de pragas, que causam danos a cultura desde a semeadura
até apos a colheita (VIEIRA et al., 2006; BOICA JUNIOR et al., 2008; JESUS et al., 2011).

Entre as pragas de maior importancia econdmica para a cultura do feijoeiro no Brasil
destacam-se os crisomelideos do género Cerotoma, que atacam todas as estruturas das plantas e
sdo responsaveis por grandes perdas de producdo (SALAS et al., 1999; GALLO et al., 2002;
TEIXEIRA e FRANCO, 2007).

Na regido Amazonica, a espécie C. tingomarianus é considerada a principal praga da
cultura do feijdo-comum, por provocar desfolnamento severo nas plantas e reduzir a capacidade
fotossintética, principalmente no periodo seco, que coincide com o maior pico populacional e o0s
maiores danos ocasionado pela espécie, apesar da populagdo dos individuos ocorrerem durante

todo 0 ano (FAZOLIN e GOMES, 1993).
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FAZOLIN e ESTRELA (2004) observaram para a cultura do feijdo-comum, cultivar
Pérola, decréscimos de produtividade de 34,4% com a ocorréncia de 66% de desfolhamento na
fase de florescimento das plantas. O nivel populacional de C. tingomarianus que causa dano
econdmico e observado com frequéncia nas condi¢Ges amazonicas.

A aplicacdo de defensivos quimicos convencionais tem sido o método de controle
predominante, com o agravante de existir apenas um inseticida registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento-MAPA para o controle de adultos de C. tingomarianus
via pulverizagdo (MAPA, 2012), o que induz o uso inadequado e indiscriminado de produtos
quimicos convencionais pelos agricultores. MARTINEZ (2002) afirma que o controle quimico da
vaquinha no feijdo-comum além de ecologicamente indesejavel mostra-se insatisfatorio.

Os extratos de timbd sdo promissores para o desenvolvimento de novos inseticidas
(AZEVEDO et al., 2005; ALECIO et al., 2010; PENA, 2012) e estimularam a realizacdo desta
pesquisa, que teve como objetivo avaliar a atividade bioldgica de extratos de timbd (Derris e

Deguelia) comparados a rotenona purificada sobre adultos de C. tingomarianus.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em dois Centros de Pesquisa da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, Centro de Pesquisa Agroflorestal, em Rio Branco/AC e
Embrapa Agroinddstria Tropical, em Fortaleza/CE e na Universidade Federal do Amazonas —

Ufam, em Manaus/AM.

4.2.1 Coleta e processamento de raizes e estacas de timbo

No periodo de marco de 2009 a julho de 2010 foram realizadas expedi¢Ges a campo
(autorizacdo para coleta de material botanico, fungo e microbioldégico no Cegen/Sisbio ne.
13.464-2) para a coleta de raizes e estacas de timb6 (Figura 7) em 29 (vinte e nove) localidades
diferentes dos estados do Acre (Municipios de Cruzeiro do Sul, Mancio Lima e Rodrigues Alves)

e Amazonas (Municipios de Manaus e Guajard). Os locais de coleta das plantas mapeados e estdo

indicados na Figura 8.

Figura 7 — Raizes de timbo coletadas no Estado do Acre. Fotos: Alecio (2010).
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Amazonas.
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O material vegetal coletado foi acondicionado em sacos plasticos e transportado ao
Laboratdrio de Entomologia Agricola da Embrapa Acre para processamento. As estacas foram
plantadas em vasos (Figura 9A), contendo solo rico em matéria organica, mantidas com
sombreamento parcial e irrigadas diariamente (Figura 9B). ApGs o brotamento das estacas e

aclimatacdo das mudas, o material propagativo foi transplantado em campo para montagem de

uma colecéo de trabalho (Figura 9C).

Figura 9 — Estacas de timbo plantadas em vasos contendo solo rico em matéria organica (Ae B) e
colecdo de trabalho implantada no campo experimental da Embrapa Acre (C e D).
Fotos: Alecio (2010; 2012).

N

As raizes dos timboés transportadas ao laboratdrio foram lavadas, reduzidas a pedacos
menores, depositadas em bandejas plasticas (Figuras 10A) e secas em estufa com circulacdo de ar
forcado a temperatura de 40 °C até atingir peso constante (Figura 10B). O material seco foi
triturado em moinho tipo faca até ser reduzido a p6 e acondicionado em sacos plasticos escuros

para posterior obtencdo dos extratos.
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Figura 10 — Raizes dos timbos depositadas em bandejas plasticas (A) e processo de secagem em
estufa com circulacdo de ar forcado (B). Fotos: Alecio (2010).

4.2.2 Obtencédo dos extratos brutos de timbé

Para definicdo do método de extracdo que proporcionasse 0os maiores rendimentos de
extrato e de rotenona em relacdo a massa seca das raizes de timbd foram realizadas extracdes
preliminares, baseadas em estudos desenvolvidos por SAE-YUN et al. (2006) e D’ANDREA et
al. (2007), com os metodos de extragdo por maceracdo, ultrasson e a quente. Em todos os
métodos de extragdo foi utilizada a proporcao de 20 g de pd de raizes secas de timbo para cada
100 mL de solvente (cloroférmio p. a. estabilizado com amileno).

Pelo método de maceracéo a frio, os extratos brutos foram obtidos utilizando frascos de
vidro ambar para acondicionar o po de raizes e o solvente, que foram mantidos a temperatura
ambiente (25 £ 3 °C) pelo periodo de sete dias. Por ultrassom os extratos brutos foram obtidos
utilizando temperatura de 40 °C pelo periodo de trés horas, subdivido em trés intervalos de uma
hora cada para realizagdo de processos sucessivos de extracdo e filtragem. A extracdo a quente

foi realizada com auxilio de um aquecedor provido de agitador magnético, para abrigar um baldo
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volumeétrico com capacidade para 250 mL, contendo pd de raizes de timbé e o solvente mantidos
em banho maria a temperatura de 40°C pelo periodo de quatro horas.

As luzes do laboratério foram parcialmente apagadas e os recipientes utilizados para
obtengdo dos extratos foram protegidos contra a incidéncia direta de luminosidade durante a

realizacdo de todas as extracOes para evitar a fotodecomposicéo.

Os extratos brutos foram filtrados em funil de Buchner e levados ao evaporador rotativo
para eliminacdo do solvente, utilizando temperatura de 40°C e vacuo entre 20 a 25 pol de Hg.
Posteriormente, os extratos foram retirados dos baldes volumétricos, acondicionados em

recipientes de vidro ambar e mantidos em ambiente refrigerado a temperatura media de 5°C.

Os extratos foram submetidos a analises em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia —
CLAE para determinacao dos teores de rotenona, conforme metodologia descrita no item 4.2.3.
Os rendimentos dos extratos e os teores de rotenona quantificados em relacdo a massa seca das
raizes de timbé utilizadas (Tabela 1) ndo apresentaram diferenca entre os métodos de extracéo.
Por este motivo, devido a conveniéncia, rapidez e praticidade, 0 método de extracdo a quente foi
selecionado para obtencdo dos extratos. Além disso, devido a baixa disponibilidade de material
vegetal de algumas amostras, foram selecionadas raizes de 17 (dezessete) plantas das 29 (vinte e
nove) coletadas para obtencdo dos extratos e realizacdo de andlises cromatograficas para

definicéo das plantas a serem utilizadas nos bioensaios.
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Tabela 1 — Rendimentos e teores de rotenona de extratos brutos de raizes de timbo obtidos por
extracao a frio (maceracdo), a quente e ultrasom.

A frio (macerag&o) A guente Ultrasom

Amostra |- dimento® mg mg? | g 10097 | rendimento® | mg mg? | g 100g | rendimento® | mg mg? | g 100g>

AMO4CZS |39,27% 0,46 18,10 33,79% 0,47 15,92 36,16% 0,48 17,40

AMO5CZS |35,11% 0,48 16,92 34,69% 0,48 16,58 32,57% 0,44 14,27

AMO6CZS | 43,01% 0,42 18,11 43,78% 0,42 18,30 43,72% 0,41 17,71

AMO08CZS | 22,46% 0,39 8,75 22,8% 0,41 9,26 23,34% 0,43 9,94

AMI13RA |25,77% 0,35 9,05 25,64% 0,32 8,18 24,98% 0,39 9,69

AMO09CZS |22,12% 0,46 10,13 23,89% 0,40 9,48 20,47% 0,43 8,80

AMI11RA [24,1% 0,47 11,36 24,18% 0,47 11,39 23,64% 0,51 12,13

AM12RA |13,04% 0,42 5,52 17,58% 0,41 7,12 15,27% 0,45 6,93

AM15CZS |21,83% 0,29 4,98 25,32% 0,25 6,43 18,43% 0,28 5,25

AM16CZS |26,65% 041 10,82 23,83% 0,39 9,39 22,03% 0,39 8,66

AM18CZS [0,71% 0,12 0,08 0,85% 0,17 0,15 0,53% 0,08 0,04
AM20ML |16,89% 0,38 6,45 17,01% 0,37 6,35 17,36% 0,39 6,74
AM4AMAOQ | 8,52% 0,11 0,91 8,76% 0,11 0,94 8,84% 0,11 0,95

1. Rendimento do extrato (%) em relagdo & massa seca das raizes de timb6 utilizadas; 2. mg de rotenona mg™ de
extrato; 3. g de rotenona 100 g de p6 das raizes de timbo.

4.2.3 Quantificacdo dos constituintes majoritarios dos extratos brutos de timbé e selecao de
plantas para os bioensaios

Os extratos obtidos a quente e em triplicata de raizes das plantas de timbo selecionadas,
de acordo com o descrito no item 4.2.2, foram submetidos a analises cromatograficas em
duplicata para quantificacdo dos constituintes majoritarios.

As andlises foram realizadas na Embrapa Agroindustria Tropical utilizando cromatografo
liquido Varian, modelo ProStar, equipado com bomba de alta pressdao LC-10ATVP, véalvula de
gradiente quaternario, desgaseificador de membrana a vacuo, camara de mistura para alta e baixa
pressdo, amostrador automatico e detector de ultravioleta com fonte de deutério.

A coluna utilizada foi a de fase reversa C18 modelo Zorbax SB com 4.6x150mm,
previamente lavada com acetonitrila (Merck-LiChrosolv®) a um fluxo constante de 1 mL min-
durante 30 minutos (Bomba B).
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Foi utilizada como fase movel as misturas de &cido formico e &gua ultrapura obtida em
aparelho Millipore® (90:10 v v'* — Bomba A) e metanol e 4cido formico (90:10 v v*! — Bomba B),
a um fluxo constante de 1 mL min™ com o seguinte gradiente: de 0-10min (40-80% B) e de 10-
30min (80%B). Antes de cada corrida o sistema foi estabilizado por 10 minutos com uma mistura
de 4cido férmico e 4gua na proporcao de (90:10 v v').

Foram utilizados rotenona (Sigma Aldrich® > 95% de pureza) e deguelina (Sigma
Aldrich® > 98%) para determinagdo das curvas padrio. Os demais constituintes majoritarios dos
extratos foram quantificados por normalizacdo e integracdo da area dos picos. Os padrdes de
rotenona e deguelina utilizados e as amostras dos extratos de raizes de timb6 foram preparados
utilizando cloroférmio p.a. como solvente. Todas as amostras foram filtradas em membrana de
0.45um (13mm) e aliquotas de 20ul foram injetadas através do amostrador automatico Varian
410 com tempo de corrida de 30 min, temperatura constante de 30 °C e detecgéo dos picos a 210
nm.

Os rendimentos dos extratos (Tabela 2) e de seus constituintes majoritarios (Tabela 3 e
Figuras 11A e 11B) apresentaram variacGes qualitativas e quantitativas em relacdo as amostras
das plantas utilizadas. As plantas coletadas no Acre apresentaram maiores teores de rotenona e
deguelina enquanto que, duas amostras provenientes do Amazonas (AM04MAO e AM26GUA)
apresentam maior diversidade e grandes diferengas nos teores de seus constituintes quando
comparadas as demais. Por este motivo, essas duas amostras foram previamente selecionadas e

formaram os dois primeiros grupos de plantas utilizados para o desenvolvimento dos bioensaios.
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Tabela 2 — Rendimento de extratos e teores dos constituintes majoritarios em relagdo a massa seca de raizes de timb¢ utilizadas.

ltem Amostra Rendimento Rendimento dos constituintes majoritarios de extratos de timb¢ (g de constituinte 100g™ de raizes secas de timb6 = %)
do extrato' | Rotenona | Deguelina A’ B® c’ D’ E’ F? G’ H?
1 AMOIML?® 26,76+1,33 | 10,59+0,53 | 14,39+0,71 | 0,16+0,01 | 0,48+0,02 | 1,13+0,06 - - - - -
2 AMO02ML® 25,99+0,96 | 11,59+0,43 | 12,19+0,45 | 0,18+0,01 | 0,74+0,03 | 1,30+0,05 - - - - -
3 AMO05CZS® | 25,33+2,34 | 11,31+1,04 | 12,49+1,15 | 0,19+0,02 | 0,42+0,04 | 1,00+0,09 - - - - -
4 AMO06CZS® | 39,55+1,78 | 17,73+0,80 | 18,52+0,83 | 0,17+0,01 | 0,95+0,04 | 2,15+0,10 - - - - -
5 AMO9RA® 26,55+1,80 | 11,25+0,76 | 13,41+0,91 | 0,16+0,01 | 0,49+0,03 | 1,23+0,08 - - - - -
6 AM11RA® 24,57+2,40 | 10,60+1,04 | 11,95+1,17 | 0,14+0,01 | 0,54+0,05 | 1,21+0,12 - - - - -
7 AM15CZS® | 26,42+0,77 | 11,03+0,32 | 13,30+0,39 | 0,13+0,01 | 0,59+0,02 | 1,36+0,04 - - - - -
8 AM16CZS’® | 22,59+6,63 | 9,87+2,90 | 11,03+3,24 | 0,12+0,04 | 0,53+0,15 | 1,04+0,30 - - - - -
9 AM18CZS® 1,06+£0,23 | 0,46+0,10 | 0,48+0,10 | 0,01+0,01 | 0,05+0,01 | 0,07+0,02 - - - - -
10 AM21ML 3 23,59+2,71 | 11,58+1,33 | 10,81+1,24 | 0,12+0,01 | 0,37+0,04 | 0,74+0,09 - - - - -
11 AM22CZS® | 46,86+2,44 | 18,31+0,95 | 26,01+1,36 | 0,37+0,02 | 0,56+0,03 | 1,61+0,08 - - - - -
12 AM23CZS® | 30,41+0,51 | 13,78+0,23 | 15,20+0,26 | 0,1620,01 | 0,35+0,01 | 0,91+0,02 - - - - -
13 AM24GUA® | 24,2442 22 | 10,54+0,97 | 10,74+0,98 | 0,11+0,01 | 1,19+0,11 | 1,66+0,15 - - - - -
14 AM25GUA" | 23,46+4,68 | 9,91+1,97 | 11,70+2,33 | 0,19+0,04 | 0,52+0,10 | 1,12+0,22 - - - - -
15 AM27CZS® | 32,06+2,82 | 14,10+1,24 | 15,58+1,37 | 0,22+0,02 | 0,72+0,06 | 1,42+0,13 - - - - -
16 AM26GUA" | 3,33+0,38 | 0,30+0,03 | 0,28%0,03 - 0,1040,01 | 0,02+0,00 | 0,24+0,03 - - 2,12+0,24 | 0,10£0,01
17 AMO4MAQ* | 10,70+#1,30 | 1,25+0,13 | 0,07+0,01 | 0,15+0,02 | 0,07+0,01 | 0,01+0,00 | 0,04+0,00 | 1,48+0,16 | 0,69+0,07 | 5,29+0,56 -

1. g de extrato 100g™ de raizes secas de timbd; 2. Constituintes desconhecidos presentes em extratos de raizes de timb6; 3. Amostras de timbd coletadas no Estado do
Acre; 4. Amostras de timbd coletadas no Estado do Amazonas.
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Tabela 3 — Quantificacdo dos constituintes majoritarios de extratos de raizes de timbé coletadas nos Estados do Acre e Amazonas.

Item

Amostra

Constituintes majoritarios de extratos de raizes de timb6 obtidos a quente (g do constituinte 100g™ de extrato = %)

Rotenona Deguelina Al B! c! D! E Fr G’ H?
1 AMO1ML? 39,56+1,19 53,77+0,89 0,61+0,14 1,79+0,87 4,23+1,00 - - - - -
2 AMO02ML? 44,57+0,80 46,89+0,70 0,7040,14 2,84+0,45 5,00+1,06 - - - - -
3 AMO5CZS® | 44,46+0,89 49,09+0,46 0,74+£0,08 | 1,63+£0,46 | 3,94%0,46 - - - - -
4 AMO06CZS® | 44,83+0,51 46,84+0,42 0,4340,10 2,41+0,32 5,4340,25 - - - - -
5 AMO9RA? 42,39+0,20 50,52+0,56 0,59+0,12 | 1,85+0,29 | 4,64%0,32 - - - - -
6 AM11RA® 43,15+0,96 48,65+0,64 0,5740,15 2,20+0,37 4,94+0,43 - - - - -
7 AM15CZS* 41,7442 51 50,34+2,58 0,4940,08 2,24+0,39 5,13+0,34 - - - - -
8 AM16CZS® | 43,70+3,16 48,82+2,29 0,53+0,19 2,33+0,29 4,60+1,14 - - - - -
9 AM18CZS® | 43,14+0,62 45,10+2,03 0,58+0,22 | 4,33+0,80 | 6,80+1,14 - - - - -
10 AM21ML? 49,10+0,17 45,84+0,36 0,51+0,18 1,55+0,04 | 3,15+0,60 - - - - -
11 AM22CZS* | 39,08+0,37 55,50£0,52 0,78+0,07 | 1,19+0,18 | 3,43%0,39 - - - - -
12 AM23CZS® | 45,30+0,48 49,99+0,65 0,54+0,16 1,15+0,11 2,99+0,52 - - - - -
13 AM24GUA® | 43,49+0,60 44,29+0,52 0,43+0,12 | 4,92+0,38 | 6,86%0,25 - - - - -
14 AM25GUA® | 42,24+0,77 49,89+0,60 0,80%0,06 2,22+0,20 4,78+0,48 - - - - -
15 AM27CZS® | 43,98+0,29 48,60+0,65 0,67+0,12 2,26%0,16 4,44+0,62 - - - - -
16 AM26GUA® | 8,99+0,70 8,43+0,91 0,04+0,02 | 3,00+0,15 | 0,63+0,18 | 7,32+0,97 | 0,11+0,05 0,08+0,01 | 63,62+4,75 2,94+1 38
17 AMO4MAO® | 11,71+2,36 0,67+0,61 1,37+0,34 0,63+0,17 0,0740,05 0,37+0,43 13,85+2,09 6,46+0,93 | 49,41+7,56 -

1. Constituintes desconhecidos presentes em extratos de raizes de timb0; 2. Amostras de timb6 coletadas no Estado do Acre; 3. Amostras de timbé coletadas no Estado
do Amazonas.
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Figura 11 — Cromatogramas de extratos de raizes de timbo coletados nos Estados do Acre (A) e
do Amazonas (B).
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Tabela 4 — Grupos de plantas de timbo coletadas nos Estados do Acre e Amazonas selecionados
para obtencao dos extratos e realizacdo dos bioensaios sobre lagartas de S. frugiperda
e adultos de C. tingomarianus por ingestdo alimentar, contato topico e contato em

superficie contaminada.

Grupo (G) de extrato Amostra Espécie Local de coleta
Gl AM26GUA Derris scandens Aubl. Guajard/AM
G2 AM04MAO Deguelia floribundus Benth. Manaus/AM
G3 AM21ML Derris scandens Aubl. Méancio Lima/AC
G4 AM22CZS Derris scandens Aubl. Cruzeiro do Sul/AC
G5 AM24GUA Derris scandens Aubl. Guajard/AM
AM 02 ML Derris scandens Aubl. Méancio Lima/AC
AMO06CZS* Derris scandens Aubl. Cruzeiro do Sul/AC
G6 AM15CZS** Derris scandens Aubl. Cruzeiro do Sul/AC
AM25GUA** Derris scandens Aubl. Guajara/AM
AM27CZS*** Derris scandens Aubl. Cruzeiro do Sul/AC

* Avaliado somente por contato topico para S. frugiperda; ** Avaliado somente por ingestdo de dieta contaminada
para S. frugiperda; ***Avaliado somente para C. tingomarianus.

Os valores dos teores dos constituintes majoritarios dos extratos das amostras das plantas

remanescentes foram submetidos a analise multivariada pelo método de agrupamento de Tocher

(Rao, 1952), utilizando a distancia generalizada de Mahalanobis (D?) como medida de dispersdo

de dissimilaridade. A anélise agrupou os extratos em quatro grupos distintos, que juntamente com

os dois grupos previamente definidos formaram os seis grupos de plantas (G1, G2, G3, G4, G5 e

G6) selecionados para as avaliagbes toxicologicas (Tabela 4). A dispersdo dos escores dos

quatros altimos grupos formados foram avaliados pela técnica das variaveis canonicas e podem

ser visualizados na Figura 12.
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Figura 12 — Dispersao gréafica dos escores da varidvel candnica relativo aos grupos estabelecidos
pelo método de agrupamento de Tocher.

4.2.4 Desenvolvimento dos bioensaios

Os bioensaios foram desenvolvidos no Laboratorio de Entomologia da Embrapa Acre para
avaliar os efeitos biologicos de extratos brutos de timbd sobre adultos de C. tingomarianus
comparados a rotenona purificada (Sigma Aldrich®>95% de pureza) pelas vias de intoxicacdo de
contato em superficie contaminada (papel-filtro), contato tdpico e por ingestdo de folhas

contaminadas.
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Para todos os experimentos foram utilizados adultos de C. tingomarianus ndo sexados
coletados em campo com rede entomoldgica, em areas cultivadas com feijdo-comum (Cultivar
Pérola) sem tratamentos fitossanitarios, e padronizados de acordo com o tamanho (5 + 1 mm).

As concentragcdes e os volumes dos produtos utilizados (extratos de timbd e rotenona
purificada) para realizacdo dos bioensaios, bem como o numero de insetos por placa de Petri,
tempo de congelamento para paralisagdo dos movimentos de C. tingomarianus € 0 tempo de
duracéo para avaliagdo dos experimentos foram determinados por meio da realizagdo de testes
preliminares segundo as trés formas de exposi¢édo dos insetos, conforme metodologia descrita nos
itens 4.2.4.1, 4.2.4.2 e 4.2.4.3. Foram utilizados como solventes a acetona p.a. para os efeitos de
contato topico e de contato em superficie contaminada e o alcool etilico p.a. 50% para a via de
ingestdo de folhas contaminadas.

As folhas de feijdo-comum utilizadas para o desenvolvimento dos bioensaios foram
padronizadas de acordo com o tamanho (7,0 £ 1,0 cm de comprimento) e coloracdo (verde claro),
sendo previamente mergulhadas por dois segundos em hipoclorito de sédio a 1% (v v*) e em
agua destilada, com a finalidade de eliminar a poeira, microorganismos indesejaveis e 0
hipoclorito residual. Todos os bioensaios foram desenvolvidos em camaras climatizadas tipo

B.O.D., a temperatura de 25+3 °C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de 65+5%.

4.2.4.1 Contato em superficie contaminada (papel-filtro)
Discos de papel-filtro de 7 cm de diametro foram impregnados com 0,5 mL das diferentes
concentragfes dos produtos (extratos de timbo e rotenona purificada) e mantidos em camara de

fluxo laminar por cerca de 2 minutos para eliminagéo do solvente. Em seguida foram colocados
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em placas de Petri e infestados com dez adultos de C. tingomarianus, que permaneceram sem
alimentacdo durante o bioensaio, constituindo uma parcela experimental (Figura 13). Os
experimentos tiveram duracdo de dois dias (48 horas) e foram repetidos por trés vezes, com

delineamento inteiramente casualizado e quatro repeticfes, sendo avaliada a mortalidade dos

individuos com 24 e 48 horas.

Figura 13 — Impregnacdo de papel-filtro em diferentes concentracdes de extratos de timbd e de
rotenona (A) e placas de Petri com dez vaquinhas adultas (B). Fotos: Alecio (2010).

4.2.4.2 Contato tdpico

Adultos de C. tingomarianus foram imobilizados por congelamento em freezer (-16 °C)
por trés minutos e receberam 1pl das diferentes concentracdes dos extratos de timbo e de
rotenona purificada na face ventral do pronoto, utilizando para essa aplicagdo uma micro-seringa
graduada com capacidade para 10ul. No tratamento controle foi aplicado em cada inseto apenas o
solvente (acetona). Em cada placa de Petri foram mantidos dez insetos adultos, que receberam
como alimento a cada 48 horas uma folha de feijdo-comum livre de contaminantes quimicos
(Figura 14). Os experimentos tiveram duracdo de seis dias, sendo avaliada a mortalidade dos

insetos com intervalos de 24 horas.

81



Figura 14 — Imobilizacdo dos insetos por congelamento em freezer (A); aplicacdo tdpica dos
produtos na face ventral dos individuos (B) e placa de Petri com folha de feijdo e
dez adultos de C. tingomarianus (C). Fotos: Alecio (2010).

O consumo foliar médio de folhas de feijdo provocado pelos insetos sobreviventes foi
avaliado com intervalos de 48 horas durante os seis dias de duragdo dos experimentos, por meio
da medicdo da area foliar remanescente, utilizando o Programa Quant 1.0 (VALLE et al., 2003).
As folhas consumidas pelos insetos foram coladas em papel branco no tamanho A4, recortadas,
escaneadas com resolucdo de 300 dpi e com fundo azul, sendo gravadas no formato tif (Figura
15A) para processamento. Cada imagem contendo uma folha foi processada no Programa Quant
1.0 por meio dos procedimentos sucessivos de substituicdo de cores por selegdo e amostragem
(Figura 15B), filtro mediana (Figura 15C), reducdo para cinco cores (Figura 15D) e resultados
(Figura 15E). A imagem binarizada de cada folha permitiu a determinacdo da area foliar
consumida pelos insetos com seus respectivos valores de consumo em cm?.

As parcelas experimentais, 0 nimero de repeti¢fes e o delineamento estatistico seguiram a

metodologia descrita no item 4.2.4.1.
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Resultados

Cor Pontos % Area (cm2)
0 0,00 0,0000 0
""""""" 63.363 549 45421 240
514.152 44 55 36,8567 2637888
576.615 49,96 41,3343 62339680

total

Recalcular | Gravar | E

Figura 15 — Etapas do processamento de imagens para o calculo do consumo foliar de adultos de
C. tingomarianus em folhas feijdo (Cultivar Perola) no Programa Quant 1.0. Folha
escaneada com resolucdo de 300 dpi (A), substituicdo de cores (B), filtro mediana
(C), reducao de cores (D) e resultado do processamento (E). Fotos: Alecio (2010).

4.2.4.3 Ingestéo de folhas contaminadas
Folhas de feijdo-comum livres de contaminantes quimicos foram mergulhadas em 5 mL
das diferentes concentracGes dos extratos de raizes de timbo e da rotenona purificada (Figura

16A) e depositadas sobre papel toalha para volatilizacdo do solvente (alcool etilico p.a. 50%)
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(Figura 16B) pelo periodo de cinco minutos. No tratamento controle as folhas foram mergulhadas
apenas no solvente.

As folhas de feijdo-comum contaminadas foram transferidas individualmente para caixas
tipo gerbox de 121 cm? contendo no fundo gesso previamente umedecido para evitar o
ressecamento das folhas. Cada caixa foi infestada com cinco adultos de C. tingomarianus (Figura
16C) e mantida em cdmara climatizada (Figura 16D), constituindo uma parcela experimental. As
folhas de feijdo de todas as placas foram substituidas por outras igualmente tratadas a cada 48

horas de duragédo dos experimentos.

sitadas sobre papel toalha para eliminacdo do solvente (B), transferidas para placa
gerbox e infestadas com cinco insetos adultos (C) e mantidas em camara climatizada
(D). Fotos: Alecio (2010).

Foi adotado o mesmo procedimento experimental utilizado para avaliacdo do efeito por
contato com superficie contaminada, descrito no item 4.2.4.1, sendo avaliada a mortalidade e o
consumo foliar dos insetos a cada 24 e 48 horas, respectivamente, durante os dez dias de duragdo
dos bioensaios. O consumo foliar médio dos insetos sobreviventes foi determinado seguindo-se a
mesma metodologia utilizada para avaliagdo do efeito por contato tdpico, descrito no item

4.2.4.2.
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4.2.4.4 Determinacéo das concentragdes dos produtos utilizadas nos bioensaios

Para determinacdo das concentragbes dos produtos utilizadas nos experimentos foram
realizados bioensaios preliminares de acordo com a metodologia descrita nos itens 4.2.4.1,
4.2.4.2 e 4.2.4.3, com objetivo de se obter uma ampla faixa resposta de mortalidade dos insetos
quando possivel, ou seja, determinar quais as concentracdes indicadas dos extratos de raizes de
timbé e de rotenona purificada que provocavam baixa (préximo a 0%) e alta (proximo a 100%)
mortalidade de adultos de C. tingomarianus, segundo as trés formas de exposigédo dos insetos.

Para isso, 0s extratos de raizes de timbd dos seis grupos de plantas selecionadas (Tabela
4) e a rotenona purificada, em concentrages que variaram de 0 a 40% (m v'), foram diluidos em
acetona p.a. para os bioensaios de contato em superficie contaminada (papel-filtro) e por contato
topico e em alcool etilico p.a. 50% para a via de intoxicacdo de ingestdo de folhas contaminadas.

Os produtos ndo provocaram mortalidade de adultos de C. tingomarianus durante os
testes preliminares por contato em superficie contaminada, ndo sendo possivel a obtencdo da
ampla faixa resposta de mortalidade nesta via de intoxicacdo. Dentro da ampla faixa de resposta
de mortalidade obtida por ingestdo de folhas contaminada e por contato topico foram definidas as
concentracdes dos extratos de raizes de timbo e da rotenona purificada utilizadas para realizacdo

dos bioensaios definitivos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Concentracbes de extratos de raizes de timb6 e de rotenona determinadas para

realizacdo dos bioensaios por contato topico e por ingestdo de folhas contaminadas.

Produto Forma de EXposicdo dos Solvente N®. de Concentragdes (m v™)
produtos aos insetos tratamentos
- 0% (controle), 5%, 10%,
Extratos de raizes de Contato topico Acetona p.a. 06 20%, 30% e 40%
timbho Ingestdo de folhas Alcool etilico 06 0% (controle), 1%, 2%,
contaminadas p.a. 50% 3%, 4% e 5%.
Rotenona purificada ﬁorgsa}t?otgslfoolhas ﬁfségﬁt?lﬁo 06 0% (controle), 1%, 2%,
Sigma Aldrich®95% gestac 4%, 6% e 8%
contaminadas p.a. 50%

Nota: Foram incluidas as concentragdes de 0,25%, 0,50% e 0,75% (m v') para o extrato de raizes de D. scandens
(AM26GUA) integrante do Grupo 1 (G1) avaliado por ingestao de folhas contaminadas, que passou a conter 9
tratamentos, em funcédo de elevados valores de mortalidade provocados nesta faixa de concentragdes.

4.2.4.5 Andlise dos dados

Os valores de mortalidade dos insetos foram corrigidos pela mortalidade natural da
testemunha, utilizando a formula de ABBOTT (1925). Quando os niveis de mortalidade, devido
ao efeito dos produtos, atingiram valores superiores a 50% do total de insetos avaliados foram
submetidos a analise de Probit, de acordo com a metodologia descrita por FINNEY (1971),
utilizando-se o programa de analises estatisticas SAS (SAS INSTITUTE, 2001), para a
determinacéo das concentracdes (CLsp), doses (DLsp) e tempos letais (TLsp).

Os valores de consumo foliar dos insetos foram corrigidos pelos desvios padrao médios
dos tratamentos controle (testemunhas), para uniformizacdo dos dados, sendo submetidos a
analise conjunta de variancia, agrupadando-se as médias dos tratamentos pelo teste de SCOTT-

KNOTT (1974) (P<0,05).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos de raizes de timbd dos seis grupos de plantas selecionadas (Tabela 4) e a
rotenona purificada, avaliados por contato em superficie contaminada (papel-filtro), ndo
provocaram mortalidade de adultos de C. tingomarianus durante a realizacdo dos bioensaios
preliminares e, por este motivo, os experimentos definitivos ndo foram realizados por esta via de

intoxicacéo.

4.3.1 Efeitos dos extratos de timb6 comparados a rotenona purificada sobre a mortalidade
de adultos de C. tingomarianus.

A mortalidade de adultos de C. tingomarianus permaneceu abaixo de 13% para todos 0s
extratos dos seis grupos de timbé e de 19% para a rotenona purificada por contato topico, com
valores de mortalidade insignificantes ou nulos nas menores concentrac@es dos produtos (Tabela
6). Nesta via de intoxicacdo, o extrato G2 provocou mortalidade de C. tingomarianus somente
nas primeiras 48 horas de avaliacdo dos experimentos, diferentemente dos demais produtos
avaliados, uma vez que os extratos G3 e G4 apresentaram mortalidades distribuidas ao longo do
periodo de avaliacdo dos bioensaios e os extratos G1, G5 e G6 concentraram suas mortalidades
nas ultimas 48 horas de duracéo dos experimentos (96 a 144 h) (Tabela 6).

Em relacdo aos bioensaios por ingestdo de folhas contaminadas, o extrato G1 promoveu
os maiores fndices de mortalidade, merecendo destaque as concentracdes de 0,75% e 1% (m.v™)
que ocasionaram 46% e 87% de mortalidade de C. tingomarianus, respectivamente. O extrato G4
provocou mortalidade inferior a 13%, ao passo que os extratos G2, G3, G5 e G6, bem como a

rotenona purificada, provocaram valores de mortalidade entre 13% e 30% (Tabela 7).
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Tabela 6 — Mortalidade de adultos de C. tingomarianus submetidos aos extratos de raizes dos seis grupos de timbd e a rotenona
purificada por contato topico.

Mortalidade média e desvio padrdo (%)

Trat Concentragéo G1* G2* G3* G4*
T de e)f}ratos AM26GUA AMO04MAO AM21ML AM22CZS

(mv™) 48h | 96h | 144h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | TOTAL
T1 | 0% 0,0 0,0 0,0 | 0,0+0,0 | 0,0 | 0,0 00 | 00+00 | 0,0 | 0,0 00 | 0,0+00 | 00 | 00 0,0 | 0,0£0,0
T2 | 5% 0,0 0,0 1,3 | 1,335 | 0,0 | 0,0 00 | 0,0£0,0 | 0,0 | 0,0 13 | 13+35 | 0,2 | 0,0 10 | 1,335
T3 | 10% 0,5 0,0 20 | 25446 | 50 | 0,0 00 | 50453 | 09 | 00 28 | 38452 | 16 | 05 0,7 | 2,8451
T4 | 20% 0,6 0,0 1,9 | 25446 | 38 | 00 00 | 38474 | 10 | 94 00 |104+18 | 11 | 04 1,1 | 2,644,9
T5 | 30% 1,4 0,0 23 | 37452 | 3,8 | 0,0 00 | 38474 | 20 | 30 50 | 10,012 | 12 | 08 0,8 | 2,8451
T6 | 40% 1,4 0,0 36 | 50+54 | 75 | 0,0 00 | 75489 | 35 | 18 35 |88+83 | 0,0 | 17 2,3 | 4,045,6
*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM0O4MAO); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); Trat.: Tratamento (T).
Tabela 6 — Mortalidade de adultos de C. tingomarianus (continuacgéo...).

Mortalidade média e desvio padréo (%)

Concentragdo G5” c6* Ge* Rotenona purificada

T(%t de extratos g 96AM2fz(134UA BT | AT 48 96AM211§ZS Concentragao | 48 144
o oncentragao

(mv™) h h h TOTAL h h h TOTAL h h h TOTAL (m v'l) ¢ h 96 h h TOTAL
T1 | 0% 00](00] 00 | 0,0£00 | 00| 00| 0,0 | 0,000 | 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0+0,0 | 0% 00| 0,0 | 0,0 | 0,0+0,0
T2 | 5% 00]|00]| 00 | 00+00]00|123| 00 | 13+35|09 |00 | 28 | 38452 | 1% 25| 1,7 | 00 | 42451
T3 | 10% 00]|00]| 00 | 00+00]00]09]| 03 | 13+35|13 |00 | 50 | 6352 | 2% 13| 45 | 00 | 58451
T4 | 20% 00|00]| 25 | 25471 ]|00|09 ]| 43 |51+55| 25|25 | 50 | 10,0453 | 4% 25| 50 | 25 | 10,046,0
T5 | 30% 00|00]| 63 | 63+74 | 00| 27| 63 | 90+65 | 25|38 | 50 |11,3+6,4 | 6% 25| 75 | 25 | 125445
T6 | 40% 0,000 | 10,0 | 10,0£10 | 0,0 | 3,7 | 52 | 89+84 | 1,3 | 1,3 | 10,0 | 12,5+4,6 | 8% 6,3 10,0 | 2,0 | 18,3458

* G4: Grupo 4 (D. scandens - AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM02ML e AM27CZS); Trat.: Tratamento (T).
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Tabela 7 — Mortalidade de adultos de C. tingomarianus submetidos aos extratos de raizes dos seis grupos de timbd e a rotenona

purificada por ingestéo de folhas contaminadas.

Mortalidade média e desvio padrdo (%)

Concentracdo G1* G2* G3*
Trat de extratosg AM26GUA AMO04MAO AM21ML
(M 1 144 | 192 | 240 48 | 96 | 144 | 192 | 240 96 | 144 | 192 | 240

(mv™) 48h | 96 h h h h TOTAL h h h h h TOTAL | 48h h h h h TOTAL
T1 | 0% 00 | 00 | 0,0 0,0 0,0 | 0,000 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,000 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0+0,0
T2 | 0,25% 18 | 27 | 3,6 5,4 36 | 17,2448 | NA | NA | NA | NA | NA NA NA | NA | NA | NA | NA NA
T3 | 0,5% 42 | 52 | 52 6,2 73 | 28,175 | NA | NA | NA | NA | NA NA NA | NA | NA | NA | NA NA
T4 | 0,75% 57 | 91 | 57 | 13,7 | 11,4 | 457455 | NA | NA | NA | NA | NA NA NA | NA | NA | NA | NA NA
T5 | 1% 50 (248 | 471 | 6,2 50 |[87,9+6,7| 0,0 | 0,0 | 2,4 5,6 24 (104459 | 16 |00 | 21 0,0 0,5 | 4,2+4,6
T6 | 2% 32 | 43 | 43 | 118 | 75 (31,1498 | 08 | 0,0 | 2,4 6,4 48 |143+83| 14 |00 | 2,1 2,1 42 | 9,749,8
T7 | 3% 07 | 20 | 3,3 1,3 0,7 | 79472 | 09| 0,0 | 6,3 8,2 45 1199+73| 21 | 00| 35 2,1 0,7 | 8,3%6,2
T8 | 4% 07 | 0,7 | 20 2,7 0,7 | 68899 | 1,0 | 0,0 | 6,8 6,8 78 | 22,3+15 | 24 | 00| 3,0 1,2 1,8 | 8,3+6,8
T9 | 5% 00 | 20 | 2,0 2,6 00 | 65496 | 0,0 | 0,0 | 40 | 13,0 | 10,0 | 27,0+7,7 | 10,8 | 0,0 | 9,8 7.8 1,0 | 29,310

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); Trat.: Tratamento (T); NA: Nao
avaliada.
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Tabela 7 — Mortalidade de adultos de C. tingomarianus (continuacgéo...).

Mortalidade média e desvio padrao (%)

Concentragdo Ga* G5” G6*
Trat de extratosg AM22CZS AM24GUA AM 02 ML
(M -1 48 | 96 | 144 | 192 | 240 48 | 96 | 144 | 192 | 240 48 | 96 | 144 | 192 | 240

(mv™) h h h h h TOTAL h h h h h TOTAL h h h h h TOTAL
T1 | 0% 00,00| 00 | OO0 | 00 |0,0+00| 00|00 00 | 00 | 00 |0,0+00 |00 |00 00 | 0,0 | 0,0 |0,0+£0,0
T2 | 1% 00/00| 13 | 00 | 00 |13+35|00 (00| 00 | 1,1 | 22 |33+41 |11 (15| 0,7 | 0,0 | 0,7 | 4056
T4 | 2% 00]00 ]| 1,0 1,0 05 | 25+46 | 11|00 | 31 51 2,8 |12,1+52 | 10 | 05 | 19 1,9 0,0 |5,37,8
T5 | 3% 05|16 | 05 | 00 | 00 | 26+49 |00 | 30| 42 | 20 | 41 |133+76 |00 |26 | 31 | 10 | 0,0 | 68456
T6 | 4% 05]100 ]| 21 1,1 00 | 3874 | 22|31 | 26 3,5 54 |16,8453 | 22 | 15| 3,0 5,2 1,5 | 13,548,9
T7 | 5% 11100 | 21 0,5 0,0 3852 | 11| 26 | 74 4,1 3,7 [ 189459 | 42 | 25 | 51 2,5 3,4 | 17,84£7,3
* G4: Grupo 4 (D. scandens - AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML); Trat.: Tratamento (T).
Tabela 7 — Mortalidade de adultos de C. tingomarianus (continuagao...).

Mortalidade média e desvio padréo (%)
G6* Rotenona purificada
Trat | Concentracdo do extrato AM27CZS P
-1 ~

M | (mv) 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL (Crg':/‘ff)””a‘?ao 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL
T1 | 0% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0£0,0 | 0% 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0+0,0
T2 | 1% 0,0 0,0 2,5 0,0 0,0 2,546 | 1% 0,0 1,7 0,0 0,0 1,7 3,3+3,9
T4 | 2% 0,0 3,3 2,2 0,0 3,3 8,936 | 2% 1,1 1,7 1,1 1,1 1,7 6,7+7,2
T5 | 3% 0,0 3,3 2,2 1,1 3,3 10,0+£7,6 | 4% 1,7 1,7 3,3 3,3 1,7 11,777
T6 | 4% 1,1 3,3 0,0 57 2,5 12,6+3,7 | 6% 3,3 3,3 3,3 51 1,7 16,7+9,6
T7 | 5% 0,0 2,3 4,7 3,5 4.7 15,1+4,2 | 8% 3,3 51 51 51 3,1 21,787

* G6: Grupo 6 (D. scandens - AM27CZS); Trat.: Tratamento (T).
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Ao contrario dos resultados obtidos por contato topico, os valores de mortalidade dos
insetos por ingestdo de folhas contaminadas foram menores nas primeiras 48 horas de avaliagcdo
dos experimentos, sendo distribuidos ao longo das avaliacGes para os extratos G4, G5 e G6 e
concentradas no periodo intermediario e final (144 a 240 h) para os extratos G1, G2 e G3 (Tabela
7).

Os valores de mortalidade de adultos de C. tingomarianus observados permitiram realizar
as determinacdes toxicoldgicas (CLsp e TLsp) somente para o extrato G1 por ingestdo de folhas
contaminadas, em funcdo dos demais produtos avaliados ndo terem provocado mortalidades
superiores a 50% dos insetos. O valor determinado para CLs, foi de 6,3 mg mL™ (Tabela 8), com

TLso de 102 horas (Tabela 9).

Tabela 8 — Concentracdo Letal (CLsp) do extrato bruto de D. scandens integrante do Grupo 1
(G1) a adultos de C. tingomarianus por ingestdo de folhas contaminadas.

N Inclinacéo CLs 2
Extrato Intoxicacéo GL N L EP (IC 95%) X Prob
Ingestdo de folhas 6,3
G1 contaminadas 5 480 1,05+0,14 (5.5-7.4) 44 0,05

GL: graus de liberdade; n: nimero de insetos usados no bioensaio; EP: erro-padrdo da média; CLs,: concentragdo
letal; 1C 95%: intervalo de confianca a 95% de probabilidade; ¥*: qui-quadrado; Prob.: probabilidade; CLso: mg de
extrato.mL™.

Tabela 9 — Tempo Letal (TLso) do extrato bruto de D. scandens integrante do Grupo 1(G1) a
adultos de C. tingomarianus por ingestao de folhas contaminadas

P x Inclinacéo TLso )
Extrato Intoxicacdo Concentragédo L EP (IC 95%) y Prob
Ingestdo de folhas 0 -1 102
Gl contaminadas 1% (mv7) 0,88+0,07 @®7-117) | °° | 004

EP: erro-padrdo da média; TLs,: tempo letal; IC 95%: intervalo de confianca a 95% de probabilidade; X*: qui-
quadrado; Prob.: probabilidade.

Apesar das baixas concentracGes dos extratos de timbo utilizadas por ingestdo de folhas

contaminadas (0,25% a 5% m v'), em comparacdo & aplicacéo topica (5% a 40% m v, foram
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observados maiores valores de mortalidade nos bioensaios de ingestdo de folhas contaminadas,
apontando esta via de intoxicacdo como eficaz para o controle de adultos de C. tingomarianus.
Isso pode ter ocorrido pelo fato de, nos bioensaios por ingestdo de folhas contaminadas, 0s
insetos ficarem expostos simultaneamente ao contato tarsal e ingestdo do produto toxico. Por
contato tépico os insetos receberam para alimentacdo folhas de feijdo-comum livre dos extratos
de timbd e da rotenona purificada, o que pode ter reduzido o efeito toxico dos produtos sobre a
mortalidade de C. tingomarianus. Além disso, as barreiras naturais apresentadas pela estrutura do
corpo dos insetos podem ter sido determinantes para evitar a absor¢do dos produtos toxicos,
reduzindo suas ac¢des inseticidas quando aplicados topicamente.

Esses resultados evidenciaram que adultos de C. tingomarianus sdo mais sensiveis aos
extratos de timbd pela via de intoxicacdo por ingestdo de folhas contaminadas do que por contato
topico e apresentaram tolerancia aos produtos pelo efeito de contato por superficie contaminada,
semelhantemente aos resultados obtidos por ALECIO et al. (2010), que obtiveram maior
toxicidade do extrato de D. amazonica para adultos de C. arcuatus por ingestdo de folhas
contaminadas do que por contato topico e por contato em superficie contaminada.

A concentracdo equivalente a CLsg (0,63% m v'') determinada é inferior aos valores das
determinaces toxicoldgicas obtidos em estudos similares desenvolvidos para avaliar a toxicidade
de diferentes espécies de timbd para insetos, onde foram calculados valores de CLsy variaveis
entre 1,5% e 5,75% (m v'*) (GUSMAO et al., 2002; CORREA, 2006 e ALECIO et al., 2010).
Tais resultados apontam o extrato G1 como causador de elevada toxicidade para adultos de C.
tingomarianus por ingestdo de folhas contaminadas, ao contrario dos demais agrupamentos e da
rotenona purificada utilizada isoladamente, que provocam baixos valores de mortalidade dos

insetos.
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Extratos comerciais de timbé, contendo pelo menos 5% (m v™) de rotenona, também
provocaram baixa toxicidade sobre adultos do predador C. montrouzieri por contato tdpico
(EFROM et al., 2011) e sobre ninfas de E. clitoriae por contato de pulverizacdo (ALMEIDA,
2010).

Apesar dos produtos terem provocado baixos valores de mortalidade de adultos de C.
tingomarianus, para a grande maioria das concentracdes avaliadas, houve resposta de tendéncia
crescente de mortalidade. 1sso ocorreu em funcdo do aumento das concentracfes e do tempo de
exposicdo dos insetos aos extratos de todas as plantas avaliadas por ingestdo de folhas
contaminadas.

Os maiores valores de mortalidade foram atiingidos nas ultimas 24 horas de duracdo dos
experimentos, sugerindo que os extratos de timbo, quando ingeridos, ndo possuem efeito
imediato sobre a mortalidade e ndo provocam o efeito knock-down em adultos de C.
tingomarianus, mesmo em altas concentracGes, a semelhanca dos resultados obtidos por
RATTANAPAN (2009) e MIGLIORINI et al. (2010).

MIGLIORINI et al. (2010) observaram mortalidades significativas de crisomelideos
adultos apenas a partir do sexto dia ap6s a aplicacdo do extrato de timbé (A. glazioviana), o que
para os autores foi motivo de desqualificacdo do produto como opcéo para tratamento de
infestacdes que requerem um controle imediato de insetos-praga.

As variacOes entre os periodos de maior ocorréncia de mortalidade de C. tingomarianus
ao longo da duracéo dos experimentos, pelas duas vias de intoxicacdo avaliadas com os extratos
de timbo, podem estar relacionadas a diferenca na composi¢do quimica dos extratos enquadrados

nos diferentes grupos de timbd, onde a presenca ou auséncia de determinadas concentracGes de
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constituintes podem determinar as respostas sobre a velocidade e as taxas com que 0s extratos
provocam mortalidade de C. tingomarianus.

GOSSELIN (1984) e SILVA et al. (2002) relatam que a rotenona € toxica para insetos por
ingestdo e contato, reunindo, de acordo com CRAVERO et al. (1976), duas formas de
intoxicacdo usadas para controlar insetos-praga. Entretanto, nas duas vias de intoxicacdo, a
rotenona purificada provocou baixos valores de mortalidade de C. tingomarianus e que foram
concentrados somente no periodo intermediario de duracdo dos experimentos, demonstrando que
sua acdo demora um pouco a se manifestar, resultado que também foi observado por SAITO e
LUCHINI (1998) quando avaliaram a eficacia da rotenona para o controle de besouros e lagartas.

Uma hipdtese para explicar os reduzidos valores de mortalidade de C. tingomarianus
pode estar relacionada a possibilidade de degradacdo e consequente reducdo dos efeitos tdxicos
da rotenona purificada 96 horas apds sua utilizacdo. MOREIRA et al. (2005) destacam que a
rotenona ¢ fotossensivel e instavel ao calor e ao ar e, quando exposta a luz, degrada-se em até trés
dias. A rotenona tem sido utilizada para captura de peixes durante pesquisas cientificas, onde tem
sido observado evidéncias de uma répida recolonizacdo (na ordem de 3 a 12 dias) em pocas de
maré submetidas ao envenenamento com esta substancia (LARDNER et al., 1993; ROSA et al.,
1997), o que reforga a hipotese levantada.

A baixa toxicidade da rotenona para insetos também foi registrada em outros estudos.
GUIRADO et al. (2007) avaliaram a acdo inseticida de diversos produtos alternativos para o
controle de C. arcuatus e verificaram que a rotenona utilizada na concentracdo de 1% (m v'') néo
foi eficiente para o controle do inseto. CORREA (2011) verificou que o extrato de timbo D.
rariflora apresentou elevada toxicidade sobre o &caro do pimentdo T. desertorum, enquanto que a

rotenona purificada nao foi toxica para os individuos.
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Por outro lado, diversos trabalhos apontam a rotenona como o principal principio ativo
inseticida presente em extratos de timbé (CROMBIE e WHITING, 1998; GUSMAO et al., 2002;
NALI et al., 2004; AZEVEDO et al., 2007; ALECIO et al., 2010; LUCIO et al., 2011; LI et al.,
2011). Entretanto, esses estudos foram realizados com pd ou com extratos de raizes de timbé
ricos em rotenona e nao com o principio ativo purificado, fato que pode ter induzido os autores a
atribuirem a toxicidade dos timbds exclusivamente ou principalmente a rotenona.

Tais conclusdes podem ter sido obtidas devido a propriedade da rotenona atuar na
inibicdo do complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial (acoplamento NADH ubiquinona
oxidorredutase), bloqueando a absorcdo celular de oxigénio e a fosforilagdo do ADP a ATP
(SINGER e RAMSAY, 1994; MASCARO et al., 1998; CAVALHEIRO et al., 2004; COLMAN-
SAIZARBITORIA et al., 2009).

Os insetos intoxicados com rotenona, presente em extratos de timbo, apresentam
diminuicdo do consumo de oxigénio, reducdo da taxa de respiracdo e ataques que provocam
convulsdes e conduzem, finalmente, a paralisias e morte por parada respiratéria (GOODMAN e
GILMAN, 1985; SILVA et al.,, 2002). Entretanto, estes sintomas ndo foram observados nas
avaliacbes realizadas quando os insetos foram submetidos a rotenona purificada, sendo
verificados somente nos bioensaios conduzidos por ingestdo de folhas contaminadas com o
extrato de timbo G1.

Esses resultados sugerem que o efeito toxico de extratos de timbd pode estar associado a
presenca de outros compostos rotendides bioativos, tais como deguelina, tefrosina, toxicarol,
sumatrol, elliptona e malacol (LIMA, 1947), além de outras substancias desconhecidas, que

podem atuar conjuntamente com a rotenona elevando as toxicidades dos timbds para insetos-

praga.
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Essa hipotese foi levantada por outros pesquisadores (DECKER, 1942; TYLER, 1979;
COSTA et al., 1997; LI et al., 2011) e fortalecida pelo isolamento e caracterizacdo de novos
constituintes toxicos encontrados em extratos de timbos (MAGALHAES et al., 2003; BABU et
al., 2010; LOBO et al., 2010; JIANG et al., 2012), o que justificaria a comprovada acéo inseticida
desses vegetais (HIEN et al., 2003; KOTZE et al., 2006; ALECIO et al., 2010; CORREA, 2011).

HYMAVATHI et al. (2011) avaliaram a toxicidade de nove compostos isolados de D.
scandens para quatro insetos-praga de graos armazenados (C. chinensis, S. oryzae, R. dominica e
T. castaneum), utilizando bioensaios de fumigacdo, e verificaram que a sensibilidade dos
individuos aos compostos variou com o tempo de exposicao, concentracdo e espécies de insetos,
sendo alcancado 100% de mortalidade dos individuos 24 h ap6s o inicio dos experimentos com
0s compostos osajin, scandinone, sphaerobioside e genisteina contra todos os insetos avaliados,
enguanto que o laxifolin e o lupalbigenin provocaram 100% de mortalidade de T. csataneum e R.
dominica 72 h ap6s a aplicacéo.

LI et al. (2011) avaliaram a ag&o inseticida da rotenona purificada e de dois compostos
(khayasin e 2’S-methylbutanoylproceranolide) isolados de X. moluccensis sobre larvas do
besouro do coqueiro B. longissima criadas em laboratdrio, pela via de intoxicacdo de ingestdo de
folhas contaminadas, e verificaram que os dois compostos isolados de X. moluccensis foram mais
potentes do que a rotenona purificada em uma concentracéo de 50 mg mL™ (m v™).

JIANG et al. (2012) isolaram 12 compostos (11 conhecidos e 1 ndo relatado na literatura)
a partir de extratos das partes aéreas de D. trifoliata e avaliaram suas toxicidades sobre A. salina,
onde verificaram que oito constituintes (rotenona, tefrosina, 12a-hidroxirotenona, deguelina,

6a,12a-dehidrorotenona, dehidrodeguelina, 7a-o-metildeguelol e 4'-hidroxi-7-metoxiflavanona)

96


http://www.anbg.gov.au/cgi-bin/apni?taxon_id=63069
http://www.anbg.gov.au/cgi-bin/apni?taxon_id=63069

apresentaram toxicidade significativa (CLs entre 0,06 a 9,95 mg mL™) e que 0 novo composto
isolado apresentou baixa toxicidade (CLsg = 211,31 mg mL™) para o crustaceo.

Esses resultados sugerem que a rotenona necessita da atuacdo conjunta de outros
constituintes de extratos de timbd para promover valores aceitaveis de mortalidade de C.
tingomarianus, podendo inclusive ndo ser a principal substancia toxica presente nos extratos de
timbo para esses insetos.

Essa tendéncia é reforcada pelo fato dos extratos das plantas selecionadas dos grupos G3,
G4, G5 e G6, que possuem 0s maiores teores de rotenona e deguelina e a menor diversidade de
constituintes, terem apresentado os menores valores de mortalidade de C. tingomarianus.

Por outro lado, com base na composi¢do quimica, foi verificado que os extratos G1 e G2
possuem a maior diversidade de constituintes e os menores teores de rotenona e deguelina e
apresentaram os maiores valores de mortalidade dos insetos, merecendo destaque o extrato G1,
que além dos baixos e equilibrados teores de rotenona e deguelina, apresentou baixa quantidade
do constituinte “A”, elevados teores do constituinte “G”, sendo o Unico a conter o constituinte
“H”. Quando comparada a composicdo quimica do extrato G2, o extrato G1 possui maiores
teores dos compostos “D” e “G” e quantidades proporcionalmente mais baixas dos constituintes
“E” e “F” (Tabela 10).

Tabela 10 — Quantificacdo dos constituintes majoritarios de extratos de raizes de timbo coletadas
nos Estados do Acre e Amazonas.

— — — =1 —
Grupo (G)| Amostra Espécie Roizz;t;tug:;zg?rjl;)nti‘rlos (gfo CgrlStltLlj:l)rlte 10;)3 d?:ixtra'cés)* A))H*
Gl AM26GUA | D. scandens 8,99 8,43 0,04|3,00|0,63|7,32| 0,11 |0,08 | 63,62 (2,94
G2 AMO4MAO | D. floribundus 11,71 0,67 1,37(0,63|0,07 (0,37 |13,85|6,46 49,41 | -
G3 AM21ML D. scandens 49,10 4584 |0,51|1,55|3,15| - - - - -
G4 AM22CZS | D. scandens 39,08 55,50 |0,78|1,19|3,43| - - - - -
G5 AM24GUA | D. scandens 43,49 4429 10,4314,9216,86| - - - - -
G6 AMO02ML D. scandens 44,57 46,89 |0,70|2,84|5,00| - - - - -
AM27CZS | D. scandens 43,98 48,60 |0,67(2,26|4,44| - - - - -

* Constituintes ndo identificados presentes nos extratos de raizes de timbé
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A composicao quimica diferenciada apresentada pelo extrato G1 indica que a mortalidade
de C. tingomarianus pode estar sendo afetada diretamente pela atuacdo combinada ou isolada dos
constituintes “A”, “G” e “H”, encontrados em propor¢des diferentes neste extrato quando
comparado aos demais.

Desse modo, o constituinte “A”, presente em quantidades diminutas no extrato G1 e em
maiores quantidades nos extratos dos demais grupos de timbd, pode estar atuando como
antagonista de promoc¢do de mortalidade de C. tingomarianus, possivelmente por reduzir a acdo
inseticida de outros constituintes e/ou aumentar a capacidade de destoxificacdo dos insetos
submetidos aos extratos dos outros grupos de timbo e os constituintes “G” e “H” podem estar
atuando de forma isolada ou em sinergia com a rotenona, deguelina e outros constituintes
promovendo elevados valores de mortalidade do extrato G1.

Desse modo, as especificidades quimicas apresentadas pelo extrato G1 sdo desejaveis e
podem ser determinantes para promoc¢do de mortalidade de C. tingomarianus, 0 que requer o
desenvolvimento de estudos mais detalhados para confirmacdo das hipoteses levantadas e
indicam que, os teores de rotenona e deguelina ndo devam ser 0s Unicos constituintes
considerados como parametros de referéncia para selecionar plantas de timbé com elevada acao

inseticida.
4.3.2 Efeito dos extratos de timbé comparados a rotenona purificada sobre o consumo foliar
de adultos de C. tingomarianus por contato topico e ingestao de folhas contaminadas

A maior inibicdo de consumo foliar de adultos de C. tingomarianus submetidos ao contato
topico com extratos de timbo e com a rotenona purificada foram provocados pelos extratos G2 e

G6 (AM27CZS), na concentracdo de 40% (m v™), que reduziram percentualmente o consumo
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foliar dos insetos em 55% e 34%, respectivamente, quando comparados aos respectivos valores
dos tratamentos controle (Tabela 11).

Por ingestdo de folhas contaminadas, os extratos G1, G2, G3 e G6 também foram
significativamente efetivos na inibicdo do consumo foliar de adultos de C. tingomarianus, com
destaque para o extrato G1, que provocou os menores valores de alimentacdo dos insetos entre
todos os produtos avaliados. Nas concentracdes de 1% e 2% (m v'') do extrato G1, os valores de
consumo foliar dos individuos foram de 65% a 77% menores do que os provocados pelos insetos
nos tratamentos controle (Tabela 12).

Apesar das concentracdes avaliadas topicamente terem sido maiores, o fato dos adultos de
C. tingomarianus terem mantido contato direto com os produtos poderia justificar os maiores
valores de inibicdo de consumo foliar dos insetos por ingestdo de folhas contaminadas em
comparacao a via de contato topico.

Os extratos G1 e G2 por ingestdo de folhas contaminadas e G2 por contato tdpico
mantiveram os valores médios diarios individuais de consumo foliar de adultos de C.
tingomarianus remanescentes abaixo de 0,71 cm?, com destaque para as concentracdes de 1% (m
v'!) do extrato G1 e de 4% (m v'™*) para o extrato G2 que apresentaram os menores valores médios

diarios individuais de consumo foliar neste estudo, 0,41 cm? e 0,43 cm?, respectivamente.
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Tabela 11 — Consumo foliar de adultos de C. tingomarianus submetidos aos extratos de raizes de seis grupos de timbé e a rotenona
purificada por contato tdpico.

Consumo foliar média total (cm?)

Trat Concentragdo G1* G2* G3* G4*
M de eg}ratos AM26GUA AMO4MAO AM21ML AM22CZS

(mv?) 48h | 96h | 144 h TOTAL 48h | 96h | 144 h TOTAL 48h | 96h | 144h TOTAL 48h | 96h | 144 h TOTAL
T1 | 0% 16,5 | 156 | 19,7 51,8a 22,2 118,7| 131 54,0 a 18,1 18,1 | 16,1 52,3a 183 | 175 | 154 51,2a
T2 | 5% 12,7 | 156 | 22,2 50,5b 141|149 | 114 40,4 a 141 | 17,7 | 20,1 51,9b 11,7 | 165 | 17,9 46,1b
T3 | 10% 179 | 16,7 | 16,9 515b 50 | 188 | 111 349a 16,4 | 16,4 | 19,0 51,7b 135 (183 | 21,2 53,0b
T4 | 20% 159 | 154 | 18,1 49,4 b 3,6 | 158 | 18,2 37,6a 13,7 | 16,2 | 18,4 48,4 b 14,3 | 22,3 | 28,7 65,3 ¢
T5 | 30% 158 | 140 | 19,1 48,8 b 17 | 181 | 79 27,6 a 12,8 | 13,9 | 20,7 47,3 Db 16,4 | 26,1 | 27,8 70,3 ¢
T6 | 40% 156 | 16,2 | 19,3 51,1d 06 | 149 | 87 24,3 a 10,4 | 15,1 | 23,1 48,6 ¢ 19,3 | 22,8 | 27,6 69,7 e

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4: Grupo 4 (D. scandens -
AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML e AM27CZS); Médias seguidas pela mesma letra na linha nédo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05).

Tabela 11 — Consumo foliar de adultos de C. tingomarianus (continuacéo...).

Consumo foliar média total (cm?)

Concentracao G5* G6* G6* Rotenona purificada

Trat | extratos‘? AM24GUA AM 02 ML AM27CZS P

M | (mvy 48h | 96h | 144h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | TOTAL (Crﬁr:/‘ff)”tragao 48h | 96h | 144h | TOTAL
T1 | 0% 16,5 | 189 | 17,1 | 52,5a | 23,8 | 145 | 17,6 | 559a | 135 | 18,3 | 242 | 56,0a 0% 17,7 189 | 161 | 52,7a
T2 | 5% 154 | 16,7 | 192 | 513b | 21,8 | 138 | 16,8 | 52.4b | 11,4 | 16,2 | 17,7 | 453b 1% 18,3 | 155 | 158 | 49,6b
T3 | 10% 16,3 | 18,3 | 20,3 | 549b | 20,4 | 128 | 208 | 54,1b | 14,0 | 22,7 | 198 | 56,6 b 2% 178 | 192 | 151 | 521b
T4 | 20% 16,7 | 17,2 | 184 | 523b | 17,3 | 19,1 | 199 | 56,3b | 10,0 | 13,1 | 17,0 | 485b 4% 16,7 | 17,1 | 160 | 49,8b
T5 | 30% 132 | 175 | 17,9 | 486b | 181 | 135 | 149 | 46,6b | 10,3 | 11,6 | 19,8 | 41,7b 6% 165 | 17,2 | 154 | 491b
T6 | 40% 154 | 19,2 | 204 | 550d | 18,0 | 182 | 18,6 | 54,7d | 10,4 | 97 | 172 | 37.2b 8% 139 | 141 | 172 | 452¢

* G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM02ML e AM27CZS); Trat.: Tratamento (T); Coeficiente de Variacdo — CV: T1
(9,1%), T2 (15,4%), T3 (17,3%), T4 (13,6%), T5 (11,9%) e T6 (18,5%); Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(P >0,05).
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Tabela 12 — Consumo foliar de adultos de C. tingomarianus submetidos aos extratos de raizes de seis grupos de timbé e a rotenona
purificada por ingestdo de folhas contaminadas.

Consumo foliar média total (cm?)

Trat | Concentragio G1* G2* G3*
M de eg}ratos AM26GUA AMO04MAO AM21ML

(mv™) 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL
T1 | 0% 13,9 | 15,7 | 13,8 14,1 16,8 743a | 176 | 11,2 | 16,3 16,7 14,9 76,7a | 17,0 | 20,1 | 12,7 8,3 14,2 72,4 a
T2 | 0,25% 11,2 | 100 | 11,2 | 11,2 | 12,7 56,3 NA | NA NA NA NA NA NA | NA NA NA NA NA
T3 | 0,5% 120 | 89 12,0 10,3 8,5 51,7 NA | NA NA NA NA NA NA | NA NA NA NA NA
T4 | 0,75% 11,8 | 89 7,0 55 3,8 37,0 NA | NA NA NA NA NA NA | NA NA NA NA NA
T5 | 1% 6,5 51 3,1 15 0,5 16,8a | 12,8 | 10,1 | 15,0 9,9 11,7 595b | 11,0 | 19,6 | 13,9 12,8 7,4 64,7b
T6 | 2% 8,7 4.6 2,5 53 4,7 258a | 10,1 | 8,5 17,9 10,2 8,2 549b | 16,8 | 16,6 | 10,0 13,7 8,1 65,2 ¢
T7 | 3% 4.9 9,5 48 10,7 9,4 394a 3,5 8,2 16,2 55 6,6 399a | 123 19,7| 104 8,3 12,7 63,4b
T8 | 4% 10,3 | 14,8 6,7 8,5 10,0 50,4 b 5,3 5,3 10,5 7,2 6,1 344a | 116 | 17,0 9,6 12,1 13,7 63,9¢c
T9 | 5% 9,8 57 5,2 11,6 9,4 41,7 a 9,1 54 15,6 6,4 6,0 424 a 96 | 109 | 11,3 9,5 8,4 498 a

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); Trat.: Tratamento (T); NA: Nao
avaliada; Coeficiente de Variagdo — CV: T1 (5,4%), T5 (11,8%), T6 (17,1%), T7 (13,1%), T8 (18,8%) e T9 (15,8%); Médias seguidas pela mesma letra na linha
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05).
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Tabela 12 — Consumo foliar de adultos de C. tingomarianus (continuacao...).

Mortalidade média (%)

Trat | Concentragio Ga* G5* G6*
) de eg}ratos AM22CZS AM24GUA AM 02 ML
(m.v™) 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL | 48h | 96h 144 h 192h | 240h | TOTAL | 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL

Tl | 0% 1441 13,7 | 129 | 16,0 | 13,6 70,6 C 13,4 | 14,7 | 13,1 157 | 174 | 743a 9,5 13,2 | 11,6 | 16,9 229 | 74,1a
T2 | 1% 98 |11,7 | 12,3 | 148 | 153 63,9c¢C 11,9 | 14,3 | 15,9 15,7 | 150 | 728¢ 9,2 17,11 134 | 17,0 164 | 73,1c
T4 | 2% 78 |80 |158 | 159 | 164 63,9b 8,9 10,7 | 13,2 154 | 156 | 63,8¢C 115 | 12,8 | 14,7 | 16,8 11,8 | 67,6¢C
T5 | 3% 109 | 12,7 | 15,2 | 13,7 | 139 66,4 c 7,3 10,3 | 13,6 149 | 194 | 655¢C 8,8 10,8 | 15,8 | 15,8 20,1 | 714c
T6 | 4% 6,9 115|174 | 18,4 | 14,7 68,9b 7,9 12,4 | 14,9 153 | 148 | 65,3¢C 10,1 | 12,2| 20,8 | 15,2 9,7 68,2 c
T7 | 5% 70 [99 |152 | 222 | 152 69,6 a 6,1 83 | 159 16,2 | 159 | 624b 11,1 ] 13,1 ] 13,3 | 15,3 9,8 62,6 b

* G4: Grupo 4 (D. scandens - AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML); Trat.: Tratamento (T); Coeficiente
de Variacdo — CV: T1 (5,4%), T5 (11,8%), T6 (17,1%), T7 (13,1%), T8 (18,8%) e T9 (15,8%); Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05).

Tabela 12 — Consumo foliar de adultos de C. tingomarianus (continuacao...).

Mortalidade média (%)

Go* Rotenona purificada
Trat | Concentragdo do AM27CZS P
T trat t 3

(T) | extrato (mv) 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL (Cn?r:/‘ff)”tra‘?ao 48h | 96h | 144h | 192h | 240h | TOTAL
T1 0% 19,5 13,4 10,3 18,7 12,5 74,4 a 0% 14,4 12,9 13,1 17,3 14,3 719a
T2 1% 15,8 12,2 8,9 11,7 9,1 578b 1% 20,3 14,0 6,4 12,5 11,5 64,7b
T4 | 2% 14,4 | 11,7 8,2 14,4 10,9 59,6 b 2% 18,9 12,4 10,2 14,5 8,9 64,8 c
T5 3% 16,9 9,5 8,0 11,7 9,8 56,1 b 4% 20,7 11,0 10,5 14,1 12,9 69,2 c
T6 | 4% 215 12,1 4,6 14,1 9,1 61,4 c 6% 13,6 13,1 11,9 15,3 11,7 65,6 C
T7 | 5% 149 | 153 11,2 10,3 9,2 60,9 b 8% 19,1 14,4 8,2 8,2 8,3 58,2 b

* G6: Grupo 6 (D. scandens - AM27CZS); Trat.: Tratamento (T). Coeficiente de Variacdo — CV: T1 (5,4%), T5 (11,8%), T6 (17,1%), T7 (13,1%), T8 (18,8%) e
T9 (15,8%); Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05).
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Esses resultados estdo abaixo dos valores médios diarios de consumo foliar (1,23 cm?) de
adultos de C. tingomarianus em feijoeiro cv. Pérola determinados por FAZOLIN e ESTRELA
(2004). Isto indica que os extratos G1 e G2 inibem a alimentacdo dos insetos, corroborando os
resultados obtidos por ALECIO et al. (2010) que observaram ocorréncia de disturbios
fisiologicos e inibicdo da alimentagdo de adultos de C. arcuatus intoxicados por ingestdo de
folhas contaminadas com o extrato de timbd D. amazonica.

Nas duas vias de intoxicacdo, ocorreram os menores valores de consumo foliar durante as
primeiras 48 horas de avaliagdo dos experimentos, em todos os extratos de timbo, principalmente
nas maiores concentragdes (Tabelas 11 e 12), sugerindo que em primeiro momento os adultos de
C. tingomarianus rejeitam folhas de feijdo contaminadas com o0s extratos.

Nessas observagoes, 0s extratos de timbo G1 e G2 por ingestdo de folhas contaminadas e
G2 por contato topico mantiveram o consumo foliar de adultos de C. tingomarianus reduzido ate
o final dos experimentos, com destaque para o extrato G1 que foi o Unico a reduzir o consumo
foliar com o passar do tempo, atingindo os valores diarios mais baixos de alimentacdo dos
individuos no Gltimo periodo de avaliacdo dos bioensaios (192 a 240 horas). Nos demais extratos,
os adultos de C. tingomarianus aumentaram gradativamente o consumo foliar ap6s o periodo
inicial (0 a 48 horas), que foi restabelecido ao final das avaliages.

Por outro lado, os extratos de timbé G4, G5 e G6 (AM 02 ML), bem como a rotenona
purificada, ndo reduziram o consumo foliar dos insetos, independente da concentragéo e da forma
de exposicao aos produtos, indicando que a composigdo quimica desses extratos e que a rotenona

purificada utilizada isoladamente ndo inibem a alimentacéo de adultos de C. tingomarianus.
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O extrato G1, apesar de ser da mesma espécie da maioria dos agrupamentos, apresenta
constituicdo quimica bastante distinta, proporcionando os maiores valores de reducdo de
consumo foliar. Este extrato possui 0s menores teores de rotenona e deguelina, conforme
discutido anteriormente, o que indica que estes constituintes isoladamente ndo séo determinantes
para inibir a alimentacdo de adultos de C. tingomarianus e que este efeito esta relacionado a
atividade inseticida de outros constituintes.

Neste sentido, a presenca de outros compostos secundarios torna o extrato G1
diferenciado, sugerindo que a concentracéo de 1% (m v™*) apresenta a quantidade necesséria e a
relacdo adequada entre os constituintes capaz de provocar elevada toxicidade para adultos de C.
tingomarianus por ingestdo de folhas contaminadas.

Os resultados evidenciam que os valores de mortalidade e de consumo foliar de adultos de
C. tingomarianus provocados pelos diferentes grupos de extratos de timbd e pela rotenona
purificada estdo relacionadas a forma de exposicdo dos insetos aos produtos, a baixa toxicidade
da rotenona purificada quando utilizada isoladamente e a variacdo da composicdo quimica dos
extratos.

As grandes diferencas qualitativas e quantitativas entre os constituintes dos extratos dos
seis grupos de timbd influenciaram decisivamente nos seus efeitos tdxicos, sendo este
provavelmente os motivos pelos quais alguns trabalhos apontam elevada toxicidade para esses
vegetais (AZEVEDO et al., 2007; ALECIO et al., 2010; CORREA, 2011), enquanto outros ndo
confirmam essa tendéncia (DAHLEM et al., 2009; ALMEIDA, 2010; EFROM et al., 2011),

mesmo quando estudadas plantas de mesma espécie.
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As raizes das plantas fornecedoras dos extratos dos seis grupos de timbo, apesar de serem
representantes da mesma espécie (D. scandens), exceto para o extrato G2 (D. floribundus), foram
coletadas em locais diferentes, com idade e condi¢Bes edafocliméticas aparentemente distintas e
apresentaram grandes variagdes na composicdo quimica dos extratos, a semelhanga dos
resultados obtidos por MENDES (1960).

As possiveis variacbes dos fatores edafoclimaticos (nutrientes, agua, luz e aspectos
fitossanitarios), genéticos e fisioldgicos propiciados pelos diferentes locais de coleta, podem ter
sido determinantes para provocarem as varia¢fes de composicao quimica dos extratos (CASTRO
et al., 2004) e consequentemente as diferentes respostas de mortalidade e de consumo foliar de
adultos de C. tingomarianus.

Esses resultados indicam a necessidade de realizagdo de estudos desses quimiotipos para
averiguar a influencia dessas variacBes sobre a concentracdo dos constituintes quimicos nos
extratos das raizes dos timbos, com o objetivo de identificar fatores ecoldgicos e selecionar
gendtipos com mecanismos fisioldégicos mais eficazes na sintese de quantidades adequadas de
principios biologicamente ativos.

Da mesma forma € necessaria a realizacdo de estudos sobre a quimiotaxonomia do extrato
de timb6 G1, visando determinar a toxicidade de seus principios ativos isolados e combinados.
Com isso, seria possivel a formulacdo de um inseticida obedecendo & proporcionalidade
adequada dos principios ativos, que sejam eficientemente deletérios para adultos de C.

tingomarianus.
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4.4 CONCLUSAO

Os extratos de timbd e a rotenona purificada ndo sdo toxicos para C. tingomarianus
quando avaliados pela via de contato por superficie contaminada e por contato topico;

A via de intoxicacdo por ingestdo de folhas contaminadas foi o meio de contato que
provocou a maior toxicidade dos extratos de timb¢ para adultos de C. tingomarianus;

As variagBes qualitativas e quantitativas dos constituintes dos extratos de timbo
influenciaram nos efeitos toxicos biolégicos sobre adultos de C. tingomarianus;

Os extratos de timb6 G3, G4, G5 e G6 e a rotenona purificada provocaram baixos valores
de mortalidade e nédo reduziram a alimentagdo dos insetos, independente da concentracdo e da
forma de exposicéo, e ndo apresentaram toxicidade para adultos de C. tingomarianus.

Os extratos de timbo6 do grupo G1 (D. scandens) e G2 (D. floribundus) apresentaram 0s
maiores valores de mortalidade e de inibicdo de alimentacdo adultos de C. tingomarianus entre
todos os produtos avaliados;

A atividade bioldgica dos extratos de timbo sobre adultos de C. tingomarianus pode estar
relacionada a atuacdo conjunta dos diferentes constituintes toxicos dos extratos desses vegetais;

O extrato de timbd G1 (D. scandens) apresentou a composic¢ao quimica mais diversificada
e provocou a maior toxidade para adultos de C. tingomarianus a partir da concentracao de 1% (m
v'), sendo o mais promissor para o desenvolvimento de produtos biotecnolégicos para o controle

de adultos de C. tingomarianus.
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5. CAPITULO 2

ATIVIDADE BIOLOGICA DE EXTRATOS DE TIMBO (Derris
scandens Aubl. e Deguelia floribundus Benth.) SOBRE Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

MANAUS
2012
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RESUMO

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda Smith - Lepidoptera: Noctuidae) €
considerada a praga de maior importancia da cultura do milho no Brasil e seu controle é realizado
com produtos quimicos convencionais, que ocasionam grandes prejuizos aos produtores,
consumidores e ambiente. A utilizacdo de inseticidas botanicos, tais como o uso de extratos de
timb6 (Derris scandens Aubl. e Deguelia floribundus Benth.), constitui uma alternativa
promissora para 0 manejo de insetos-praga. Este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
bioldgica de extratos brutos de timbd e de suas fragbes comparadas a rotenona purificada sobre
lagartas de S. frugiperda. Foram avaliados extratos brutos de raizes de timbd de seis
agrupamentos (G1, G2, G3, G4, G5 e G6) e suas fracbes comparadas a rotenona purificada pelas
vias de intoxicacdo de ingestdo de dieta contaminada, por contato tépico e por contato em
superficie contaminada sobre lagartas de S. frugiperda. Os experimentos foram desenvolvidos em
condicdes de laboratério em delineamento inteiramente casualizado e com pelo menos cinco
tratamentos e quatro repeticdes, sendo avaliados os efeitos bioldgicos dos produtos sobre a
mortalidade dos insetos em todas as vias de intoxicacdo. Por ingestdo de dieta contaminada foram
avaliados ainda a duracdo dos periodos larval e pupal, peso e mortalidade de pupas e
deformacdes em adultos de S. frugiperda. Os valores de mortalidade de lagartas de S. frugiperda
foram submetidos a analise de Probit para determinacao das concentragdes (CLso), doses (DLs) €
tempos letais (TLsg) e razéo de toxicidade (RTsp). Os dados referentes as demais variaveis foram
submetidos a analise de variancia, quando possivel, agrupando-se as médias dos tratamentos pelo
teste de Scott-Knott (P>0,05). A intoxicacdo por ingestdo de dieta contaminada € a via de contato
mais efetiva para S. frugiperda e a agdo toxica dos extratos de timbd para as lagartas esta
relacionada a atuacdo conjunta de diversos constituintes dos extratos de timb6. O extrato G3 por
ingestdo de dieta contaminada apresenta a maior toxicidade para S. frigiperda, com CLs, de 0,28
mg de extrato g de dieta e TLso de 10,2 horas. A rotenona purificada possui baixa toxicidade
quando utilizada isoladamente, porém provoca mortalidade de pupas e tem seus efeitos
bioldgicos potencializados sobre os insetos quando associada a deguelina e aos constituintes A e
B. A associagdo do constituinte A com o constituinte B provavelmente provoca mortalidade na
fase de pré-pupa e o peso de pupas de S. frugiperda pode ser reduzido pela atuacdo conjunta de
diversos constituintes dos extratos de timb6. J& o constituinte A quando presente em elevadas
concentragdes nos extratos pode atuar como antagonista de mortalidade de lagartas, provocar
deformacdes em pupas e afetar a viabilidade dos insetos adultos. Os teores de rotenona e de
deguelina podem ser usados como indicativos de toxicidade dos extratos de timbd para S.
frugiperda, sendo que o extrato G3 possui as quantidades mais adequadas desses constituintes e
apresenta a maior toxicidade para esses insetos. Os extratos de timbé com elevados teores de
rotenona e deguelina, quantidades intermediarias do constituinte B e baixos teores do constituinte
A sdo 0s mais promissores para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos para controle de
S. frugiperda.

Palavras Chave: Inseticidas botéanicos, controle alternativo, toxicidade, rotenona, deguelina.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biological effects of timbo extracts (Derris
scandes Aubl. and Deguelia floribundus Benth.) compared with the purified rotenone on
Spodoptera frugiperda larvae. The extracts was to evaluated in six distinct groups (G1, G2, G3,
G4, G5 and G6), according to their chemical characteristics. The means of application of timbo
extracts were: topical contact, contact by contaminated surface (filter-paper) and intake of
contaminated diet. The completely randomized design was used with four replications where was
to evaluated the biological effects of biological product on insects mortality in the every means of
contamination. By intake of contaminated diet were to evaluated the duration of larval and pupal
period, weight and mortality pupae and deformed adults of S. frugiperda larvae. The values of
mortality of S. frugiperda larvae were submitted at Probit analysis to determine the lethal
concentrations (LCsp), lethal doses (LDsp), lethal time (LTso) and toxicity ration (TRsp). Data
concerning other variables were submitted at variance analysis, when possible, through of
treatments means grouping by Scott-Knott test (P> 0.05). The intake of contaminated diet is the
most effective means of contact for S. frugiperda larvae and the toxic action of extracts timbo for
the caterpillars is related to the combined action of several constituents of timbo extract. The G3
extract applied through intake of contaminated diet presents the highest toxicity to S. frigiperda
larvae with LCsq of 0.28 mg g'1 and LTso of 10.2 hours. The purified rotenone has showed low
toxicity when used alone, but causes mortality of pupae and has leveraged its biological effects
on insects associated to deguelin, constituent A and constituent B. The association of constituent
A with the constituent B probably has caused mortality in the pre-pupal stage and the pupal
weight of S. frugiperda larvae. The constituent A when present in high concentrations in the
extracts can act as an antagonist or affect the viability of adult insects. The contents of rotenone
and deguelin can be used as indicators of toxicity of timbo extracts of S. frugiperda, being the G3
extract has the most appropriate amounts of these constituents and has the highest toxicity to
insects. Timbo extracts containing high levels of rotenone and deguelin, amounts intermediary of
constituent B and low levels of constituent A are most promising for the development of
biotechnological products for control of S. frugiperda larvae.

Key Words: Botanical insecticides, alternative control, toxicity, rotenone.
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5.1 INTRODUCAO

O milho (Z. mays) é o cereal mais cultivado no mundo e constitui a base da alimentagéo
humana e animal (SILVA, 1995; FAO, 2010). No Brasil € uma cultura de expressdo nacional, de
grande importéncia econdmica e social, que tem a sua produgdo afetada pela incidéncia de
diversas pragas durante todo o ciclo (POGUE, 2002; SARMENTO et al., 2002; PRACA et al.,
2006; WAQUIL et al., 2008).

A lagarta-do-cartucho S. frugiperda € considerada a praga de maior importancia da cultura
do milho no Brasil (CAVE, 2000; CRUZ e MONTEIRO, 2004; CESCONETTO et al., 2005), por
ser um inseto polifago de alta capacidade de dispersao que provoca danos desde a emergéncia até
a maturacédo das plantas (GALLO et al. 2002; MURUA e VIRLA, 2004; BARROS et al., 2010),
podendo ocasionar perdas na producao superiores a 38% (WILLIAMS e DAVIS, 1990; CRUZ et
al., 1997; FIGUEIREDO et al., 2005).

As lagartas de S. frugiperda raspam e perfuram as folhas do milho durante os primeiros
instares larvais, podendo destruir completamente as plantas pequenas. Atacam a inser¢do da
espiga na fase reprodutiva da cultura, prejudicando o enchimento de gréos (Cruz et al., 2002;
PRACA et al., 2006).

O controle de S. frugiperda tem sido realizado principalmente com o uso de inseticidas
convencionais, geralmente de amplo espectro (GASSEN, 1994; VIANA e PRATES, 2003),
que sdo frequentemente incompativeis com a utilizacdo de outros metodos de controle, como o
biologico (SA et al., 2009). Muitas vezes os inseticidas convencionais ndo produzem o efeito

esperado, aumentando os riscos de contaminacdo ambiental, elevando os custos de producgéo
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(GRUTZMACHER et al., 2000) e induzindo a selecdo de populacdes resistentes (DIEZ-
RODRIGUEZ e OMOTO, 2001; YU et al., 2003; BUSATO et al., 2006; YU e MCORD, 2007).
Os extratos de raizes de plantas de timbd e as combinagfes controladas de seus principios
ativos podem atender aos requisitos de eficacia, seguranga, seletividade e biodegradabilidade,
sendo promissores para o0 desenvolvimento de produtos biotecnol6gicos para o controle de
insetos-praga, estimulando a realizagdo deste trabalho que teve como objetivo avaliar a atividade
biologica de extratos de timbd (Derris e Deguelia) e de suas fragdes comparadas a rotenona

purificada sobre lagartas de S. frugiperda.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em dois Centros de Pesquisa da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, Centro de Pesquisa Agroflorestal, em Rio Branco/AC e
Embrapa Agroinddstria Tropical, em Fortaleza/CE e na Universidade Federal do Amazonas —
Ufam, em Manaus/AM.

A coleta, processamento, obtencdo, quantificacdo dos constituintes majoritarios e selecdo
dos extratos de raizes de timbd para o desenvolvimento dos bioensaios foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita nos itens 4.2.1, 4.2.2 e 4.2.3 do Capitulo 1.

Todos os experimentos foram desenvolvidos utilizando lagartas de S. frugiperda,
aproximadamente de 3° instar, criadas em condicGes de laboratdrio de acordo com a metodologia

adaptada de Shmidt et al. (2001).

5.2.1 Criacao de S. frugiperda em condi¢es de laboratorio

Ovos de S. frugiperda foram obtidos junto ao Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo da Embrapa, localizado em Sete Lagoas/MG, e por meio de coletas realizadas em campo
(Licenga Permanente Sisbio 30.700-1) em Rio Branco/AC.

As posturas foram encaminhadas ao Laboratorio de Entomologia Agricola da Embrapa
Acre, onde foram transferidas para copos plasticos descartaveis com capacidade para 50 mL
contendo 4 cm® de dieta para alimentacdo das lagartas (Figura 17A). Os copos descartaveis foram
tampados com discos circulares de acrilico de 4,7 cm de didmetro e mantidos em ambiente

controlado (temperatura de 25+3 °C, umidade relativa de 65+5 % e fotofase de 12 horas)
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utilizando estruturas de madeira perfuradas e acomodadas em armarios (Figura 17B). As lagartas

foram individualizadas ap6s o 3° instar, visando evitar o canibalismo caracteristico da espécie.

v =ow: <o

\ 5 Q /07‘;1 / 7

Figura 17 — Copos plasticos descartaveis contendo ovos, lagartas e um pedaco de dieta de 4 cm?®
para alimentacdo dos insetos (A), lagartas distribuidas em copos pléasticos
descartaveis acondicionados em arméarios em ambiente climatizado (B), adultos de S.
frugiperda sexados e distribuidos aos pares em gaiolas de PVC para realizagdo de
posturas de ovos em cones de papel (C) preparo de dieta para lagartas de S.
frugiperda (D e E). Fotos: Alecio (2010).

Ap0s a emergéncia dos adultos, as mariposas foram sexadas e transferidas aos pares para
gaiolas de PVC de 60 cm de altura por 25 cm de didmetro, contendo cones de papel sobrepostos
para as posturas dos insetos (Figura 17C), sendo respeitado o limite maximo de 50 casais por
gaiola.

Foi iniciado um novo ciclo de criacdo de S. frugiperda quando as se¢des de papel com as
posturas dos insetos foram transferidas para os copos plasticos descartaveis contendo dieta para
alimentacdo das lagartas. O tempo médio total para cada ciclo de criacdo de S. frugiperda em

condicGes de laboratério foi de 39 dias, subdivididos entre 3, 16, 9 e 11 dias para as fases de

incubacéo de ovos, larvas, pupas e adultos, respectivamente.
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A dieta alimentar fornecida para os insetos durante o periodo larval foi preparada
utilizando 166,5 g de feijao, 50,7 g de Levedura, 79,2 g de gérmen de trigo, 5,1 g de &cido
ascorbico, 3,2 g de metil parahidroxibenzoato, 1,7 g de &cido ascérbico, 20,5 g de Agar, 4,6 mL
de formol, 5 mL de solu¢éo inibidora e 1.200 mL de agua, ingredientes que rende uma porc¢do de

1,5 kg do alimento.

5.2.2 Fracionamento dos extratos de timbo

Para realizagdo dos fracionamentos foram selecionados extratos de raizes de plantas de
timbd dos grupos 2, 3 e 5, por estarem disponiveis em maiores quantidades e por terem
apresentado variagdes quanto aos teores de rotenona e deguelina e outros constituintes analisados
por HPLC.

Os métodos cromatograficos utilizados foram de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), realizada com uso de cromatoplacas (Sorbent Technologies) com indicador de
fluorescéncia (F2s4, 200 um de espessura) e Cromatografia em Coluna aberta (CC), utilizando
silica-gel (Silicycle: 60 — 200 um / 70 — 230 mesh). O comprimento e o diametro das colunas
variaram de acordo com as quantidades de amostras cromatografadas. Os solventes organicos
utilizados foram de grau p.a. e a detecgdo das substancias foi feita por irradiacdo com lampada de
UV (365 e 254 nm - Solab Cientifica) e posterior revelacdo quimica.

Foram utilizados como reagente sulfato cérico, acido sulfarico e vanilina sulfirica
(MATOS, 1998). As cromatoplacas foram borrifadas com uma solucéo de sulfato cérico (V) a

1% (v v'') e 4cido sulfrico a 10 % (v v'*) e posteriormente com &cido sulfdrico 10% (v v?) e
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vanilina 1% (v v*) diluidos em etanol, na mistura de 1:1, sendo aquecidas por alguns minutos
para revelacdo quimica (revelador universal).

Cerca de 4 g de cada extrato de raizes de timb6 foram submetidos ao fracionamento por
meio de coluna cromatogréfica (4 cm) em gel de silica (70-230 mesh), eluida em hexano e
acetato de etila em gradiente de eluicdo, sendo recolhidas ao final do processo 8 frages de cada
extrato. As fragfes foram analisadas por CCD e codificadas numericamente de 1 a 8, conforme

ilustrado nas Figuras 18, 19 e 20.

EXTRATO G2 (AM 04 MAO)

CC silica gel (4 cm)
Fase movel: hexano/AcOEt

CCD — Analitica

G2F1
Hex

G2F2

5%

G2F3
10%

G2F4

20%

G2F5

30%

G2F6
40%

G2F7

50%

G2F8
AcOEt

Figura 18 — Fracdes obtidas do extrato de D. floribundus do Grupo 2 — G2 (AM04MADO).

Os rendimentos das fragdes do extrato G2 analisadas por CCD foram de: 0,1% (G2F1),

0,2% (G2F2), 12,2% (G2F3), 18,8% (G2F4), 19, 6% (G2F5), 27,8% (G2F6), 10,3% (G2F7) e

11,1% (G2F8).
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EXTRATO G3 (AM 21 ML)

CCD — Analitica

CC silica gel (4 cm)

Fase movel: hexano/AcOEt

G3F1
Hex

G3F2
4%

G3F3

20%

G3F4

30%

G3F5
40%

G3Fo

50%

G3F7
AcOEt

G3F8
MeOH

Figura 19 — Fracdes obtidas do extrato de D. scandens do Grupo 3 — G3 (AM21ML).

A fracdo G3F6 apresentou caracteristicas fisicas diferenciadas e, por este motivo, foi
refracionada e subdividida em outras duas fragdes: G3F6sob (sob: sobrenadante) e G3F6sol (sol:
solida). Os maiores rendimentos de fracBes do extrato G3 foram obtidos com as fragdes G3F5
(5,35%), G3F8 (5,66%), G3F6sob (19,33%) e G3F6sol (42,16%). Devido a baixa quantidade de

material fracionado, o rendimento das demais fracGes deste extrato ndo foi quantificado.

EXTRATO G5 (AM 24 GUA)

CC silica gel (4 cm)
Fase movel: hexano/AcOEt

CCD — Analitica

G5F1
Hex

G5F2
4%

G5F3

20%

G5F4

30%

GSF5
40%

GS5F6

50%

G5F7
AcOEt

G5F8
MeOH

Figura 20 — Fracdes obtidas do extrato de D. scandens do Grupo 5 — G5 (AM24GUA).

As fracbes G5F8 (7,27%), G5F6 (11,19%), G5F7 (55,48%) apresentaram 0S maiores
rendimentos de fracdes do extrato G5. As demais fragdes deste extrato ndo tiveram o rendimento

quantificado, em funcéo da baixa quantidade de material fracionado.
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5.2.3 ldentificacdo dos constituintes das fracfes dos extratos de timbé por Cromatografia
Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massa (EM).

A identificacdo dos constituintes majoritarios das fracdes dos extratos de timbo foi
realizada no Laboratorio de Quimica do Centro de Biotecnologia da Amazdnia (CBA), por
Cromatografia em fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massa (EM). As fracdes dos
extratos de timb6 G3F6sob, G3F6sol, G5F6 e G5F7 foram selecionadas para as andlises por
estarem disponiveis em maiores quantidades e por terem apresentado diferencas qualitativas e
quantitativas quanto as suas composicdes quimicas.

As analises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso modelo QP-2010 Shimadzu®, com
detector por espectrometria de massas (CG-EM), coluna VF-1MS da Varian® (15,0 m x 0,25 mm
x 0,25 pm), utilizando hélio (He) como gas de arraste em fluxo de 1,0 mL min™. A injecdo em
modo split 1:10 foi realizada com injetor a 250°C. A temperatura do detector foi de 300°C e o
forno foi programado de isoterma a 60°C por 2 min, 60  °C a 290°C a 6°C min™, seguido de
isoterma de 290°C por 30 min, com tempo de corrida de 67,83 min. Para a deteccdo foi aplicada a
técnica de impacto eletrdnico a 70 e V. Os cromatogramas das fracGes analisadas séo

apresentados na Figura 21.
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Figura 21 — Cromatogramas das fracdes de extratos de timbd analisadas por Cromatagrafia em
fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massa (EM).

Os espectros de massas dos perfis cromatograficos (Figuras 22, 23, 24 e 25) mostraram
picos ions moleculares indicativos das presencas de rotenona/deguelina (m/z igual a 394 Da), ndo
sendo possivel identificar os demais picos apenas por CG-EM. Os rotendides deguelina e
rotenona apresentam o mesmo perfil de fragmentacdo e, portanto, ndo foi possivel distingui-los

apenas por CG-EM. As propostas de fragmentacdo de massa para os constituintes A e B e para a

rotenona sao apresentadas nas Figuras 26, 27 e 28.
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Figura 22 — Especto de massa da fracdo do extrato de timbé G3F6sob.
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Figura 23 — Especto de massa da fracdo do extrato de timbé G3F6sol.
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Figura 24 — Especto de massa da fracdo do extrato de timbé G5F6.
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Figura 28 — Proposta de fragmentacdo de massa para rotenona e deguelina.

5.2.4 ldentificacdo dos constituintes das fracdes dos extratos de timbd por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H — 500 MHz)
foram registrados utilizando espectrometro Varian modelo INOVA 500 de 11,7 T, pertencente ao
Centro de Biotecnologia da Amaz6nia — CBA.

O solvente utilizado para as analises foi o cloroférmio deuterado (CDCI3), o0s
deslocamentos quimicos (8) sdo expressos em unidades ppm em relacdo ao TMS e as constantes
de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a
convencéo: s (singleto), d (dupleto), dd (dupleto duplo), e t (tripleto).

Os Resultados experimentais de RMN de *H (8 em ppm, CDCls, 500MHz) para os

rotendides rotenona e deguelina comparados com a literatura sdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Resultados experimentais de RMN de 'H (5 em ppm, CDCls, 500MHz) para a

rotenona e deguelina.

exp

Tl

exp

lit2

H Rotenona () Rotenona (8) Deguelina () Deguelina ()
1 6,78 (3) 6,71 (s) 6,78 (3) 6,72 (3)
4 6,46 (s) 6,38 (s) 6,46 (s) 6,38 (s)
6 4,61 (dd, 12,1; 3,2) 4,61(dd, 12,2; 2,5) 4,61 (dd, 12,1; 3,2) 4,56 (dd, 12,4;3,2)
4,19 (d, 11,9) 417 (d, 12,2) 4,19 (d, 11,9) 4,11 (d, 12,4)
6a 4,94 (s) 4,86 (s) 4,93 (m) 4,84 (m)
12a 3,84 (d) 3,76 (d) 3,84 (d) 3,77 (d)
10 6,52 (d, 8,5 Hz) 6,43 (d, 8,5 Hz) 6,52 (d, 8,5 Hz) 6,38 (d, 8,8 Hz)
11 7,85 (d, 8,5 Hz) 7,76 (d, 8,5 Hz) 7,85 (d, 8,5Hz) 7,67 (d, 8,8 Hz)
, 3,33 (dd, 15,9; 9,8) 3,30 (dd, 15,5; 8,2)
4 2,96 (dd, 15.9:8.2) | 2,92 (dd, 15.5; 8,0) 6,52 (d, 8,5 Hz) 6,57 (d, 10 Hz)
5 5,24 (t,9,2) 5,21 (t,9,2) 5,3 (s) 5,48 (d)
, 5,08 (s) 5,01 (s)
7 4.94 () 4.88 (5) 1,39 (s) 1,32 (s)
8’ - - 1,46 (s) 1,38 (s)
8’-Me 1,78 (s) 1,70 (s) - -
0O-Me (2) 3,77 (3) 3,70 (s) 3,77 () 3,70 (s)
0-Me (3) 3,81 (s) 3,73 (s) 3,81 () 3,73 (s)

Por RMN 'H foi possivel identificar a mistura de rotenona e deguelina na fracdo G5F7
(Figura 29). Os dados foram comparados com a literatura, sendo possivel apenas "sugerir" a
presenca dessas substancias, uma vez que seriam necessarias a relizacdo de analises

complementares para confirmar a presenca desses constituintes.
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Figura 29 — Espectro de RMN de *H para a fragdo do extrato de timb6é G5F7.
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Dois dubletos, em &4 6,52 e 7,85 (1H, J = 9,2 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-10 e H-
11 sdo caracteristicos de rotenoides. O singleto em 6y 1,39 e 1,46 sdo referentes aos hidrogénios
das metilas 7° ¢ 8” da deguelina. Para a rotenona esses sinais sdo um singleto em oy 1,78 para 0s
hidrogénios da metila em 8’ ¢ dois singletos em oy 4,94 e 5,08 referentes aos hidrogénios do
carbono 7°.

A rotenona apresenta dois duplos dupletos em &y 2,96 e 3,33 referentes aos hidrogénios
do carbono 4’ enquanto que o dupleto em dy 6,52 se refere aos hidrogénio do carbono 4’ da

deguelina. Os demais sinais sdo 0s mesmos para ambas as moléculas.

5.2.5 Desenvolvimento dos bioensaios

Os bioensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Entomologia da Embrapa Acre,
para avaliar o efeito toxico de extratos brutos e de fracdes majoritarias de raizes de timbo
comparadas a rotenona purificada sobre lagartas de S. frugiperda, pelas vias de intoxicacdo de
ingestdo de dieta contaminada, contato topico e contato em superficie contaminada (papel-filtro).

Os bioensaios por contato topico e por superficie contaminada foram desenvolvidos em
camaras climatizadas tipo B.O.D. e os de ingestdo de dieta contaminada foram conduzidos em
sala climatizada, mantidos a temperatura de 25+3 °C, fotofase de 12 horas e umidade relativa de
65+5%.

Foram realizados testes preliminares com todas as formas de exposi¢do dos insetos aos
produtos, de acordo com a metodologia descrita nos itens 5.2.5.1, 5.2.5.2 e 5.2.5.3, para
determinacdo das seguintes varidveis: volume e concentracdo dos produtos a serem utilizados,

nameros de insetos por placa de Petri ou copo descartavel e tempo de duracdo para avaliacdo dos
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experimentos. Os solventes utilizados foram a acetona p.a. para os efeitos de contato em
superficie contaminada e de contato topico e o alcool etilico p.a. 50% para a via de ingestdo de

folhas contaminadas.

5.2.5.1 Contato em superficie contaminada (papel-filtro)

Discos de papel-filtro de 5 cm de didmetro foram impregnados com 0,2 mL das diferentes
concentracdes dos produtos (Figura 30A) e mantidos em camara de fluxo laminar por cerca de 2
minutos para eliminagdo do solvente. Posteriormente foram colocados em placas de Petri para em
seguida receberem, de forma individualizada, uma lagarta de S. frugiperda aproximadamente de
3° instar, que permaneceram sem alimentacdo até o final das avaliacbes (Figura 30B). Cada
parcela do bioensaio foi constituida por 10 placas de Petri.

Os experimentos tiveram duracdo de dois dias e foram repetidos por trés vezes, com

delineamento inteiramente casualizado e quatro repeti¢es, sendo avaliada a mortalidade dos

individuos com 24 e 48 horas.

Figura 30 — Bioensaios desenvolvidos com lagartas de S. frugiperda por superficie contaminada.
Discos de papel-filtro impregnados com 0,2 mL dos produtos (A) e placas de petri
infestadas com uma lagarta aproximadamente de 3° instar (B). Fotos: Alecio (2010).
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5.2.5.2 Contato topico

Foi utilizada uma micro-seringa graduada com capacidade para 10ul para aplicar 1ul das
diferentes concentracGes dos extratos de timbo e da rotenona purificada na parte central do corpo
das lagartas de S. frugiperda, aproximadamente de 3° instar. No tratamento controle foi aplicado
em cada inseto apenas o solvente (acetona). Em cada placa de Petri foi mantida apenas uma
lagarta sem alimento durante o periodo de avaliacGes, sendo que cada parcela do bioensaio foi
constituida por 10 placas de Petri (Figura 31).

Os experimentos tiveram duracdo de dois dias e foram repetidos por trés vezes, com
delineamento inteiramente casualizado e quatro repetices, sendo avaliada a mortalidade dos

individuos com 24 e 48 horas.

Figura 31 — Bioensaio desenvolvido com lagartas de S. frugiperda por contato tépico, mantendo

apenas uma lagarta aproximadamente de 3° instar por placa de Petri. Fotos: Alecio
(2012).

5.2.5.3 Ingestao de dieta contaminada
Para o desenvolvimento dos bioensaios por ingestdo alimentar de S. frugiperda, 75 g de

dieta alimentar dos insetos previamente preparada e resfriada a temperatura de 40 °C foi
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depositada em um Becker, ainda na forma liquefeita (Figura 32A). Foram adicionados a dieta de
cada Becker 3 mL das diferentes concentragdes dos produtos, sendo essa mistura homogeneizada
com um bastdo de vidro por trés minutos. Em seguida, a dieta contaminada foi depositada em
uma caixa tipo gerbox quadrada de 11 cm de largura e ap0s a solidificacdo a dieta foi reduzida a

pedacos de aproximadamente 4 cm® (Figura 32B).

Figura 32 — Dieta alimenticia de lagartas de S. frugiperda depositada em Becker para adi¢do de 1
mL das diferentes concentragdes dos produtos (A), caixa tipo gerbox contendo dieta
contaminada com as deferentes concentragcbes dos produtos testados (B) e copos
descartaveis de 50 mL contendo a dieta contaminada e uma lagarta de S. frugiperda
(C). Fotos: Alecio (2010).

Esses pedacos da mistura foram depositados individualmente em copos descartaveis com
capacidade para 50 mL, que receberam uma lagarta de S. frugiperda (Figura 32C). Os recipientes
foram fechados com um disco circular de acrilico de 4,7 cm de didmetro. Cada parcela
experimental foi constituida por seis copos descartaveis e 0s bioensaios foram desenvolvidos com
pelo menos cinco tratamentos e quatro repeticoes.

Foram avaliadas diariamente até a fase adulta dos insetos as seguintes variaveis:
mortalidade de lagartas, duragdo dos periodos larval e pupal, percentual de empupamento, peso e

mortalidade de pupas e deformacdes dos insetos remanescentes.
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5.2.5.4 Determinacéo das concentracdes dos produtos utilizadas nos bioensaios

Foram realizados bioensaios preliminares de acordo com a metodologia descrita nos itens
5.2.5.1, 5.2.5.2 e 5.2.5.3, com intuito de se obter uma ampla faixa resposta de mortalidade dos
insetos quando possivel, ou seja, determinar quais as concentracdes indicadas dos extratos de
raizes de timbo e de rotenona purificada que provocam baixa (préximo a 0%) e alta (préximo a
100%) mortalidade dos individuos, segundo as trés formas de exposic¢ao dos insetos.

Para isso, 0s extratos de raizes de timbd dos seis grupos de plantas selecionadas (Tabela
4) e a rotenona purificada foram diluidos em acetona p.a. e as concentracdes variaram de 0% a
0,4% (m m™) para todos os produtos avaliados por ingestéo de dieta contaminada, de 1% a 8%
(m v') para a rotenona purificada e de 0% a 60% (m v™*) para os extratos de timb6 avaliados por
contato topico e por contato em superficie contaminada.

Os produtos ndo provocaram mortalidade de lagartas de S. frugiperda durante os testes
preliminares por contato em superficie contaminada, ndo sendo possivel a obtencdo da ampla
faixa resposta de mortalidade nesta via de intoxicacdo. Dentro da ampla faixa de resposta obtida
por ingestdo de dieta contaminada e por contato topico foram definidas as concentracdes dos
extratos de raizes de timbd e da rotenona purificada utilizadas para realizacdo dos bioensaios

definitivos (Tabela 14).
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Tabela 14 — ConcentracGes de extratos de raizes de timbo e de rotenona purificada utilizadas para
realizacdo dos bioensaios por contato topico e ingestdo de dieta contaminada sobre
lagartas de S. frugiperda.

Produto Forma} d~e Solvente N®. de Concentracdo (m m™)
exposicdo tratamentos
0, 0 0, 0, 0, 0,
Contato t6pico Acetona p.a. 07 0% (controle), 10%, 20%, 30%, 40%, 50%

Extratos de e 60%

raizes de timbd | Ingestdo de dieta 0% (controle), 2.107%, 4.107%, 8.107%,

contaminada Acetona p.a. 08 16.102 %, 24.10°2 %, 32.102 % e 40.10°2%

Contato topico Acetona p.a. 06 0% (controle), 1%, 2%, 4%, 6% e 8%

Rotenona

~ < 0 —20 —20 —20
Purificada Ingestdo de dieta 0% (controle), 2.10“%, 4.10%, 8.10%,

contaminada Acetonap.a. 08 16.102 %, 24.10°2 %, 32.102 % e 40.10°2%

As fracdes dos extratos de raizes de timbd que apresentaram rendimento superior a 5% (m
v'') do extrato foram avaliadas por ingestdo de dieta contaminada de forma isolada (Tabela 15),
combinadas com outras fracbes de mesmo extrato e associadas com a rotenona purificada
(Tabelas 16 e 17). As concentracdes das combinagdes utilizadas nestes bioensaios foram
definidas com base nas determinacdes toxicoldgicas obtidas a partir dos experimentos realizados
com o0s extratos brutos de timb6 e com a rotenona purificada, em busca da obtencdo do
detalhamento dos efeitos associados dos produtos.

Tabela 15 — Fragdes dos extratos de raizes de timbo avaliadas por ingestdo de dieta contaminada
sobre lagartas de S. frugiperda

G(rép))o FracGes (F) tragﬁgr?tos Concentracéo das fracdes (m m™)
0% (controle), 2.107%,
G2 | G2FaeGars 07 4.10%%, 8.10%, 12.107%, 16.10%% e 20.10°%.
*
o3 ggigsﬁ)ﬁes&’éw . o6 0% (controle), 1.102%, 2.10%%, 4.10%%, 8.10%% e
: 12.107%%.
G3F8
G5 G5F5, G5F6, G5F7 e 06 0% (controle), 1.107%, 2.10°%, 4.10°%, 8.10°% e
G5F8 12.10%%.

*G3F6sol: Fracdo obtida da porgdo sélida do extrato de timbo G3 (AM21ML); **G3F6sob: Fracdo obtida da por¢do
sobrenadante do extrato de timbé G3 (AM21ML).
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Tabela 16 — Combinacdo de concentracOes entre fracGes do extrato de timbo6 do Grupo 3 (G3) (AM21ML) e com a rotenona purificada
sobre lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada

Tratamento Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
) Grupo(G), Fracdo(F) e | Rotenona, Grupo(G), Fracdo(F) | Rotenona, Grupo(G), Fracdo(F) e Rotenona, Grupo(G), Fracéo(F) e
concentracdo (mm™) | e concentracdo (m m™) concentracdo (m m™) concentracdo (m m™)
T1 Controle (Solvente) Controle (Solvente) Controle (Solvente) Controle (Solvente)
_20
T2 gg:zgsg 211%%30 % + Rotenona 4.107%% Rotenona 4.10°%% Rotenona 2.10°%%
G3F6s0l 1,2.10%% + | Rotenona 4.10%% + 2 2, 2
T3 G3F5 1.2.102% G3F6sol 0,4.102% G3F6sol 0,6.10°% + G3F7 0,2.10% Rotenona 4.10“%
G3F6sol 1,2.10°% + | Rotenona 4.107% + G3F6sol 0,6.10°% + G3F7 0,2.107% + 2 2
T4 G3F6s0b 0,4.10%% G3F6sol 1,2.10%% F8 0,004% Rotenona 2.107% + G3F8 0,4.107%
5 G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 4.107% + G3F6sol 0,6.107% + G3F7 0,4.1072+ Rotenona 2.107% + G3F8 0,2.107% +
G3F6sob 1,2.102% G3F5 0,4.10%% G3F8 0,4.10% G3F6sol 0,4.102%
G3F6sol 1,2.10°% + | Rotenona 4.107% + 2 2 Rotenona 2.107% + G3F8 0,4.107°% +
6 G3F70,4. 10°% G3F51,2.10%% G3F6s01 0,6.107% + G3F7 0,4.107% G3F6sol 0,4.102%
G3F6sol 1,2.10°% + | Rotenona 4.107% + 2 2 Rotenona 2.107% + G3F8 0,4.107°% +
T G3F7 1,2.10%% G3F6sob 0,4.102% G3F6sal 1,2.107% + G3F7 0,2.107% G3F6sol 0,2.102%
- G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 4.107% + G3F6sol 1,2.10%% + G3F7 0,2.10%% + | Rotenona 2.10%% + G3F8 0,2.10 %%+
G3F80,4.10%% G3F6sob 1,2.102% G3F80,4.10°% G3F6sol 0,2.102%
G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 4.107% + G3F6sol 1,2.10°% + G3F7 0,2.10%% + 2 2
T9 S ) S ! Rotenona 2.10“% + G3F8 0,2.10%
G3F8 1,2.10%% G3F70,4.10%% G3F80,2.10%% :
7 -2, -2
2 Rotenona 4.10% + G3F6sol 1,2.10°% + G3F7 0,4.10°% + 2 2
T10 G3F6sol 1,2.10“% G3F7 1,2_10.2% rotenona 0 04% Rotenona 4.10“% + G3F8 0,4.10%
T11 ] Rotenona 4.10°% + G3F6sol 1,2.107% + G3F7 0,2.10%% + | Rotenona 4.10%% + G3F8 0,2.107% +
G3F8 0,4.102% rotenona 4.102% G3F6sol 0,4.10%%
T12 ] Rotenona 4.10°% + ] Rotenona 4.10°% + G3F8 0,4.107% +
G3F8 1,2.10%% G3F6sol 0,4.10%%
T13 - - - Rotenona 4.10°% + G3F8 0,2.10°%
T14 Rotenona 4.10°% + G3F8 0,4.107% +

G3F6sol 0,2.10%
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Tabela 17 — Combinacdo de concentragdes entre fragdes do extrato de timb6 do Grupo 5 (G5)
(AM24GUA) e com rotenona purificada sobre lagartas de S. frugiperda por ingestao

de dieta contaminada.

Tratamento Bioensaio 1 Bioensaio 2
(T) Grupo(G), Fragdo(F) e concentragdo (m m™) | Rotenona, Grupo(G), Fracao(F) e concentracdo (m m™)
T1 Controle (Solvente) Controle (Solvente)

T2 G5F7 7,12.10%% Rotenona 4.10%%

T3 G5F7 7,12.10% + G5F5 0,4.10°% Rotenona 4.10%% + G5F5 0,4.10%
T4 G5F7 7,12.10%% + G5F5 2.10%% Rotenona 4.10%% + G5F5 1,2.10%
T5 G5F7 7,12.10% + G5F6 0,4.10°% Rotenona 4.10%% + G5F6 0,4.10%
T6 G5F7 7,12.10%% + G5F6 2.10%% Rotenona 4.10%% + G5F6 1,2.10%%
T7 G5F7 7,12.10%% + G5F8 0,4.10°% Rotenona 4.10%% + G5F8 0,4.10%
T8 G5F7 7,12.10%% + G5F8 1,2.10°% Rotenona 4.10%% + G5F8 1,2.10%
T9 - Rotenona 4.10%% + G5F7 0,4.10%
T10 - Rotenona 4.10%% + G5F7 1,2.10%
T11 - Rotenona 4.10%% + G5F5 0,4.10%
T12 - Rotenona 4.10%% + G5F5 1,2.10%%
T13 - Rotenona 4.10%% + G5F6 0,4.10°%
T14 - Rotenona 4.10%% + G5F6 1,2.10%%

5.2.6 Andlise dos dados

Os valores de mortalidade de S. frugiperda foram corrigidos pela mortalidade natural da
testemunha, utilizando a formula de ABBOTT (1925) e somente quando o0s niveis de
mortalidade, devido ao efeito dos produtos, atingiram valores superiores a 50% dos insetos
avaliados eram submetidos a analise de Probit, de acordo com a metodologia descrita por
FINNEY (1971), utilizando-se o programa de andlises estatisticas SAS (SAS INSTITUTE,
2001), para determinacgédo das concentracoes (CLsp), doses (DLsg) e tempos letais (TLsp). A razéo
de toxicidade (RT) foi obtida através do quociente entre a CLsy, DLsyp € TLsp do extrato que
apresentou menor toxicidade e as CLsgs, DLsgs € TLsgs dos demais extratos.

Os valores referentes a duragdo dos periodos larval e pupal e peso de pupas dos insetos
remanescentes foram corrigidos pelos desvios padrdo médios dos tratamentos controle

(testemunhas), para uniformizagéo dos dados quando necessario, e submetidos & anélise conjunta
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de variancia para agrupamento das médias dos tratamentos pelo teste de SCOTT-KNOTT (1974)
(P<0,05). Os dados referentes aos valores de mortalidade de pupas ndo foram suficientes para
realizacdo de andlise de variancia, sendo os tratamentos analisados por meio de médias e desvios

padréo.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para que fossem realizados os bioensaios preliminares com os extratos de D. scandens e
D. floribundus, representantes de seis grupos de timbd (Tabela 4) e com a rotenona purificada,
avaliados por contato em superficie contaminada (papel filtro) sobre lagartas de S. frugiperda,
foram demandadas grandes quantidades de extratos tendo como resultados baixos valores de
mortalidade dos insetos. Por estes motivos e devido a baixa quantidade de extratos disponiveis
para realizagdo dos experimentos, os bioensaios definitivos ndo foram realizados para esta via de

intoxicacéo.

5.3.1 Efeito de extratos e fracdes de timbd e da rotenona purificada sobre a mortalidade de
lagartas de S. frugiperda por contato topico e por ingestédo de dieta contaminada

Por contato tépico, 0s extratos de timbé G3 e G6 nas concentracdes de 60% e 30% (m v
provocaram os maiores valores de mortalidade de lagartas de S. frugiperda (variacdo entre 64,2%
e 72,5%, respectivamente), enquanto que os extratos G1 e G2 e a rotenona purificada
apresentaram valores de mortalidade inferiores a 9%, 18% e 31% dos insetos, respectivamente

(Tabela 18).

135



Tabela 18 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda avaliadas por contato topico com o0s extratos dos seis grupos de timbo (D.
scandens e D. floribundus) e com rotenona purificada.

Mortalidade média e desvio padréo (%)

Trat Concentragdo de G1* G2* G3* G4* G5* G6* Concentrag&o de rotenona
extratos (m v AM26GUA | AMO4MAO AM2IML AM22CZS AM24GUA AM 02 ML AMO06CZS purificada (m v')

T1 | 0% 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0 0,0+0 0% 0,0+0,0
T2 | 10% 7,5+4,6 8,8+8,4 1,7£3,9 25,9+10,5 8,3+7,5 13,349,0 5,0+7,8 1% 2,845,0
T3 | 20% 8,8+3,5 6,352 7,5+10,5 43,374 21,7+4.8 30,0+7,4 13,349,0 2% 8,3+5,0
T4 | 30% 7,544,6 11,348,4 10,8+10,8 42,5+11,3 30,0+7,4 72,5114 13,3£10,8 | 4% 8,3+5,0
T5 | 40% 8,8+3,5 8,8+6,4 29,2+10,8 | 38,3+12,0 30,0+4,7 68,3+10,3 36,7£9,4 | 6% 16,745,8
T6 | 50% 6,3+5,2 10,049,2 | 31,7119 43,3+£9,4 40,0+9,3 66,7+11,1 50,8128 | 8% 30,645,9
T7 | 60% 8,8+6,4 17,54¢9,8 | 64,2+#17,8 | 42,5+10,3 42,5+4,4 58,3+12,8 64,2+11,2 - -

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4: Grupo 4 (D. scandens -

AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML e AM06CZS); Trat.: Tratamento (T).
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As concentracdes dos extratos de timb6 superiores a 30% (m v''), quando aplicadas
topicamente, ndo aumentaram a mortalidade de lagartas de S. frugiperda na mesma proporgéo em
que as concentracBes foram elevadas, chegando a diminui-la para o extrato G4. Nessas
concentragdes elevadas, as lagartas mudaram de instares mais rapidamente, em pequenos
intervalos de tempo (4 a 12 horas), quando comparadas as menores concentracdes dos extratos
(10% e 20% m v™) e ao tratamento controle, o que pode ser uma estratégia de destoxificagdo ou
ocorréncia de provavel alteracdo hormonal relacionada a ecdise adotada pelos insetos nessas
condi¢cdes. DUCROT (2004) relata que a rotenona pode exercer efeito antialimentar e por sua vez
afetar potencialmente atividades bioldgicas ou provocar altera¢cBes hormonais, causando a morte
de insetos.

Por ingestdo de dieta contaminada, os valores de mortalidade de lagartas de S. frugiperda
foram mais elevados do que por contato tépico, mesmo sendo utilizadas concentracBes mais
baixas dos produtos. Todos os extratos de timbo, exceto o G1, provocaram valores de
mortalidade superiores a 50% dos insetos, com destaque para os extratos G3, G4, G5 e G6 que
promoveram mortalidades acima de 70% das lagartas a partir da concentracdo de 16.102%
(m m™). Nesses bioensaios, os valores maximos de mortalidade dos insetos provocados pelo

extrato G1 e pela rotenona purificada foram de 27,1% e 41,7%, respectivamente (Tabela 19).
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Tabela 19 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com os extratos dos seis grupos de timbé (D.
scandens e D. floribundus) e com a rotenona purificada.

Mortalidade média e desvio padréo (%)

Trat Concentragédo G1* G2* G3* Ga* G5* G6* Rotenona
(mm™) AM26GUA AMO04MAO AM2IML AM22CZS AM24GUA | AM 02 ML AM15CZS AM25GUA purificada
T1 0% 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
T2 2.10%% 0,0+0,0 25,0£8,3 35/449,2 | 27,1#153 | 25,0+139 | 39,6+2355 | 354471 | 39,6+153 18,8+13,9
T3 4.10%% 2,1+0,0 29,2+23,6 479+133 | 458+24,8 | 37,5¢17,3 | 54,2+#118 | 60,4+30,8 | 50,0+12,6 12,5173
T4 8.107% 12,5+4,0 29,2+19,2 77,1+131 | 68,8£10,7 | 66,7+19,2 | 62,5+14,8 | 64,6+259 | 64,6+10,7 29,2+23,1
T5 16.107% 12,5+4,0 37,5+¢21,0 81,3+194 | 89,6486 | 70,8+214 | 77,1%153 | 75,0+17,8 | 79,2+214 33,3+17,8
T6 24.10°% 18,8+1,8 62,5+13,6 87,5+16,7 | 958+7,7 | 68,8+18,8 | 83,3+218 | 77,1124 | 87,5+148 33,3+12,6
T7 32.107% 22,9459 64,6+9,6 875+12,7 | 93,8+8,6 | 81,3+#10,7 | 87,5+118 | 79,2118 | 89,6177 37,5+14,8
T8 40.107% 27,1+4.8 70,8+28,5 93,8+7,4 95,8+7,7 | 79,2+17,3 | 87,5+11,8 | 79,2+17,3 | 89,6+12,4 41,7+8,9

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4: Grupo 4 (D. scandens -

AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML, AM15CZS E AM25GUA); Trat.: Tratamento (T).
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Apesar dos elevados valores de mortalidade de lagartas de S. frugiperda, obtidos ao final
dos experimentos por ingestdo de dieta contaminada, houve variagdo na mortalidade acumulada
dos insetos em fungdo das concentragdes e do tempo de exposicao aos extratos de timbd ao longo
dos bioensaios. Quando as lagartas foram submetidas as maiores concentraces (16.10%%, 24.10
2%, 32.10% e 40.102% m m™) do extrato G3, os efeitos toxicos apareceram logo nos primeiros
dias e a mortalidade foi mais elevada, caracterizando o efeito knock-down. Foram observadas
mortalidades dos insetos apds permanecerem inativos por 2 a 3 dias ou durante ecdises
prolongadas. As lagartas remanescentes apresentavam coloracdo escura, reduziram a alimentacao
e manifestaram dificuldades para a realizacdo da ecdise (Figura 33). Em concentragcbes mais
baixas, quando a ecdise foi completada, alteragbes no crescimento e anormalidades

(deformacGes) geralmente foram observadas nos estadios subsequentes.

Figura 33 — Lagartas de S. frugiperda submetidas ao extrato de timbé G3 (AM21ML) por
ingestdo de dieta contaminada apresentando sintomas de redugdo da alimentagéo,

retardo do crescimento e prologamento de ecdises (A e B) e deformagdes (C). Fotos:
Alecio (2011).

Nesses bioensaios, enquanto o extrato G3 apresentou mortalidade de 71% das lagartas na
concentracéo de 8.10°% (m m™) nos primeiros sete dias de avaliacéo, a mesma concentracio dos
extratos G2, G4, G5 e G6 provocou, neste mesmo periodo, valores médios de mortalidade de 8%,

23%, 44% e 15% dos insetos, respectivamente. A mortalidade média de 71% de lagartas de S.
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frugiperda atingida aos sete dias pela concentracdo de 8.10%% m m™ do extrato G3 somente foi
alcancada aos 35, 20, 33 e 28 dias pelas concentracdes de 40.10%%, 24.102%, 32.10%% e
40.102% (m m™) dos extratos G2, G4, G5 e G6, respectivamente. Esses resultados podem ser
atribuidos a diferenca de composicao quimica dos extratos (Tabela 3), sendo observados elevados
valores de mortalidade para aqueles extratos com teores de rotenona e deguelina superiores a
40% (m m™), enquanto que o extrato G1 apresentou baixos teores desses constituintes e
proporcionou baixa mortalidade de lagartas de S. frugiperda.

As fracdes dos extratos de timbd G2F4, G3F6sol e G5F6, quando avaliadas isoladamente
nas concentragdes de 16.10%%, 12.102% e 12.10%% (m m™) por ingestao de dieta contaminada,
se destacaram por terem apresentado os maiores valores de mortalidade (20,8%, 54,2% e 37,5%,
respectivamente) de lagartas em cada grupo de extrato (Tabela 20).

A fracdo G3F6sol, constituida por elevados teores de rotenona, de deguelina e do
constituinte B e pequena quantidade do constituinte A (Figura 21) indica que esses constituintes,
nas quantidades e proporcGes apresentadas, podem ser apontados como 0s principais
responsaveis pela mortalidade de lagartas de S. frugiperda provocada pelos extratos de timbo.

Entretanto, os valores de mortalidade apresentados pelas fracbes dos extratos foram
inferiores aos observados para os extratos de timbo, principalmente para o G3, que provocou
77,1% de mortalidade das lagartas na concentracdo de 32.10%% (m m™), indicando que este
extrato possui outros constituintes ou quantidades e propor¢des mais adequadas para promoverem
elevados valores de mortalidade de S. frugiperda. Em termos gerais, os valores de mortalidade
observados para as fragGes dos extratos sobre os insetos foram menos expressivos do que oS

provocados pelos extratos brutos de timbo.
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Tabela 20 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracdes de extratos de timbd dos grupos

G2, G3 e Gb.
Mortalidade média e desvio padréo (%)

Concentra- G2* Concentra- G3* Go*
Trat. | = 9 (AMO4MAO ) 9 9 (AM21ML) (AM24GUA)

gao (mm-) F4 Fs | s mm) F5 F6sol F6sob F7 F8 F5 F6 F7 F8
T1 0% 0,0+0,0 | 0,0+0,0 0% 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
T2 210%% | 12,5483 | 42+83 | 1.10°% | 8,3+9,6 | 12,5+8,3 | 4,2+8,3 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 4,2+83 | 125+8,3 | 0,0+0,0 | 4,2+83
T3 410%% | 16,7+14 | 8,3+96 | 2.10°% | 4,2+83 | 29,2483 | 4,2+83 | 0,0+0,0 | 4,2+8,3 | 0,0+0,0 | 8,3+9,6 | 16,7+19 | 0,0+0,0
T4 8.107% 12,5+16 | 0,0+0,0 | 4.10%0% | 33,3+24 | 458+16 | 8,3+9,6 | 4,2+83 | 4,2+83 | 0,0+0,0 | 16,7+14 | 16,7+14 | 8,3+9,6
T5 12.10%% | 12,5483 | 42483 | 8.10°% | 16,7+14 | 50,0414 | 0,0+0,0 | 12,5+8,3 | 20,8416 | 0,0+0,0 | 29,2+16 | 29,2+16 | 16,7+19
T6 16.10°% | 20,8+8,3 | 8,3+17 | 12.10°% | 25,0+9,6 | 54,2+8,3 | 0,0+0,0 | 8,3+9,6 | 16,7+14 | 42483 | 37,5421 | 20,8+21 | 12,5+8,3
T7 20.10°% | 16,7+14 | 4,2+8,3 - -

*G2: Grupo 2 (L. floribundus - AM04MAO ); G3:

Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); Trat.: Tratamento (T).
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Houve interagdo positiva na mortalidade de lagartas de S. frugiperda quando as fragdes
obtidas dos extratos de timbo G3 (Tabela 21) e G5 (Tabela 22) foram associadas em baixas
concentragcdes com as fragcdes de mesmo grupo ou com a rotenona purificada. Nesses bioensaios,
0s maiores valores de mortalidade de lagartas de S. frugiperda foram de 62,5% para a associacéo
da fracdo G3F6sol com a fracdo G3F7 (Tabela 21) e de 41,7% para a combinacao da fracdo G5F5
com rotenona purificada (Tabela 22).

E importante destacar que a rotenona purificada, quando utilizada isoladamente na
concentracdo de 40.102% (m m™) provocou apenas 41,7% de mortalidade das lagartas (Tabela
19), enquanto que quando avaliada na concentragéo de 4.102% (m m™) associada com as fracdes
G3F6sol, G3F8 e G5F5 na concentracdo de 0,4.102% (m m™) provocou 54,2%, 45,8% e 41,7%
de mortalidade dos insetos, respectivamente (Tabelas 21 e 22).

Além disso, quando a rotenona foi associada as fragdes G3F6sol e G3F8 no mesmo
tratamento, a mortalidade dos insetos foi mantida em 50%, mesmo com reducgédo da concentracéo
da rotenona pela metade e da fracdo G3F6sol em 66% (Tabela 22), o que indica que outros
constituintes (deguelina, constituinte A e constituinte B) presentes nas quantidades encontradas
nessas fracdes potencializam a acdo tdxica da rotenona sobre a mortalidade de lagartas de S.
frugiperda. Nessa mesma associa¢do, quando a concentracdo da fragdo G3F8 foi reduzida de
0,4.10°% para 0,2.10%% (m m™), a mortalidade dos insetos diminuiu em 34%, sugerindo que 0s
constituintes presentes nesta fracdo, que ndo foram identificados, exercem papel determinante

nesta associagdo sobre a mortalidade de lagartas de S. frugiperda.
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Tabela 21 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com frac6es de extrato de timbd do Grupo 3 —
G3 (AM21ML) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fracfes deste extrato e com a rotenona purificada.

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
M Concentragdo Mortalidade | Concentracdo (m | Mortalidade Concentragdo Mortalidade Concentracdo Mortalidade (%)
(mm™) (%) m?) (%) (mm) (%) (m m)
T1 | 0% 0,0£00 | 0% 0,0£0,0 | 0% 0,0£00 | 0% 0,0+0,0
_20
T2 ggigsgzli%:}& %+ | 83+06 | Rotenona4.10%% 42483 | Rotenona 4.10%% 12,5416 | Controle (Solvente) 0,0£0,0
F6sol 1.2.107% + R 4.107% + F6sol 0,6.107% + ]
T3 ggngf,z. 1'0.2& 5+ | 20,8+16 thlfgs?onlao, . fo.zg/o 543424 gngsg;ig,z& %% | 16,7+14 | Rotenona2.10%% 4,240,0
24 2, G3F6sol 0,6.107% +
T4 g?igiﬁ%iﬁ%z& *| 83+96 ggtlfgsc’onlal“élfo.z&* 8,3+96 | G3F70,2.10%% + 20,816 | Rotenona 4.10%% 8,317
- - G3F8 0,004%
] ] G3F6sol 0,6.107% + ]
G3F6sol 1,2.10%9% + Rotenona 4.10%% + . Rotenona 2.10%0% +
TS | Garesob12.10%% | 4283 | G3r504.10%% 4,283 Sggzol'g:}% * 208£16 | arg0.4.10%% 33,3¢21
) ) . Rotenona 2.107% +
G3F6sol 1,2.107%% + Rotenona 4.10% + G3F6sol 0,6.107% + 2
T6 | G3r70.4.10%% 62,5£9.6 | Gar51,2.10%% 4283 | G3r70.4.10%% 0,00,0 ggigs%folf 1(/)‘32;;0 50,013
] . ] Rotenona 2.107% +
G3F6sol 1,2.107%% + Rotenona 4.107% + G3F6sol 1,2.107%% + 20
T7 | G3r71,2.10%% 16,7214 | Garesob 0,4.10%6 | 12216 | G3r70.2.10%0% 16,7+14 ggigs%ﬁblg 1(/)‘?2;“/0 0,0+0,0
2, 2, G3F6sol 1,2.107°% + Rotenona 2.10%% +
T8 | Gorooaiote 1| 333416 | GIEUEEI0 Me | 42183 | G3F70210%%+ 33,3t14 | G3F80,4.10°0 + 4,2417
- - G3F8 0,4.10%% G3F6sol 0,2.10%%
2, 2, G3F6sol 1,2.107°% + Rotenona 2.10%% +
Tg | SIFoNLEI0WT | gaxoe | Roenomalld % | 00500 | G3F70210%6+ 37514 | G3F80,2.1070%+ 8,3+13
oD e G3F80,2.10%% G3F6sol 0,2.10%%

*Trat.: Tratamento (T).
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Tabela 21 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda por ingestao de dieta contaminada (continuacéo...).

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
Concentragdo Mortalidade | Concentragdo (m | Mortalidade Concentragdo Mortalidade Concentracdo .
(M) 1 1 1 1 Mortalidade (%)
(m m) (%) m) (%) (m ) (%) (m )
-2,
2 G3F6sol 1,2.10% -2
T10 | G3F6sol 1,2.107% 83:06 | Rownonadld %+ 54500 | +G3F704.10%6 + | 208+16 | ~owenona210 %+ 35,8:8,3
G3F71,2.107% rotenona 0,2.10% G3F80,2.107%
] G3F6sol 1,2.107°% 2
Rotenona 4.10% + i Rotenona 4.10%% +
T11 - - G3F8 0,4.107%% 45,8+17 :-otcl;aﬁgzaof.l%%o/f + 25,017 G3F8 0,4.107% 8,3+4,2
24 Rotenona 4.107% +
T12 . . R s | 0,0£0,0 . . G3F80,2.107%0% + 8,318,3
e G3F6sol 0,4.10%%
Rotenona 4.107% +
T13 - - - - - - G3F80,4.10%% + 0,0£0,0
G3F6sol 0,4.10°%
20
T14 ) ) ) ) ) ) Rotenona 4.10% + 0,040,0

G3F80,2.10%%

*Trat.: Tratamento (T).
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Tabela 22 — Mortalidade de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracdes do extrato de timbo integrante do

Grupo 5 - G5 (AM24GUA) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fracdes e com a rotenona purificada.

Tratamento Bioensaio 1 Bioensaio 2
(T) Concentracdo (m m™) Mortalidade (%) Concentracdo (m m™) Mortalidade (%)
T1 Controle (Solvente) 0,040,0 Controle (Solvente) 0,040,0
T2 G5F7 7,12.10%% 20,8+16 Rotenona 4.107% 42483
T3 G5F7 7,12.10%% + G5F5 0,4.102% 4,2+8,3 Rotenona 4.10% + G5F5 0,4.10%% 8,319,6
T4 G5F7 7,12.10%0% + G5F5 2.107% 0,0£0,0 Rotenona 4.10% + G5F5 1,2.10%% 0,0£0,0
T5 G5F7 7,12.10%% + G5F6 0,4.102% 8,3+17 Rotenona 4.10% + G5F6 0,4.10%% 0,0£0,0
T6 G5F7 7,12.10%% + G5F6 2.107°% 20,8+25 Rotenona 4.10% + G5F6 1,2.10%% 8,3+17
T7 G5F7 7,12.10%% + G5F8 0,4.102% 8,349,6 Rotenona 4.10% + G5F8 0,4.10%% 8,3+17
T8 G5F7 7,12.10%0% + G5F8 1,2.107% 16,7+14 Rotenona 4.10% + G5F8 1,2.10%% 12,5+16
T9 - - Rotenona 4.10% + G5F7 0,4.10% 0,0+0,0
T10 - - Rotenona 4.10°% + G5F7 1,2.10°% 0,0+0,0
T11 - - Rotenona 4.102% + G5F5 0,4.102% 41,7421
T12 - - Rotenona 4.10% + G5F5 1,2.10% 0,0+0,0
T13 - - Rotenona 4.10°°% + G5F6 0,4.10°% 16,7+0,0
T14 - - Rotenona 4.10°% + G5F6 1,2.10°% 42483
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PHILOGENE et al. (2004) destaca que a rotenona apresenta elevada toxicidade para
insetos porque atua sobre o sistema nervoso e 0s mecanismos de respiragdo celular. Segundo
GOSSELIN (1984) e SILVA et al. (2002), a rotenona € toxica para insetos por ingestdo e contato,
reunindo, de acordo com CRAVERO et al. (1976), duas formas de intoxicacdo usadas para
controlar insetos-praga.

Todas essas constatacbes foram reforcadas pelos resultados das determinacgdes
toxicologicas, quando o extrato de timbd G3 apresentou, por ingestdo de dieta contaminada, a
maior toxicidade para lagartas de S. frugiperda, com CLs de 0,28 mg de extrato g” de dieta
(Tabela 23) e TLso de 10,2 horas para a concentragdo de 40.10%% (Tabela 24). Nesta mesma
concentracdo os extratos G2, G4, G5 e G6 apresentaram valores médios de TLs de 395, 80, 209
e 134 horas, respectivamente. O extrato G3 apresentou a maior RTsy quando comparado aos
demais produtos (Tabelas 23, 24, 25 e 26).

A menor toxicidade para lagartas de S. frugiperda, em funcdo dos baixos valores de
mortalidade, foi verificada quando os extratos brutos de timbo e suas fracdes foram avaliados por
contato tépico e por ingestdo de dieta contaminada, respectivamente. Nessas avaliacOes, as
determinacg6es toxicoldgicas puderam ser calculadas apenas para os extratos G3 e G6 por contato
tépico (DLso variaveis entre 0,18 a 0,34 pg de extrato g™ de inseto) e para a fragdo G3F6sol por

ingestdo de dieta contaminada (CLso de 0,50 mg de extrato g™ de dieta para a fragdo) (Tabela 23).
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Tabela 23 — Concentracdo (CLso) e dose (DLso) letal e Razdo de Toxicidade (RTso) de extratos e fracdes de timbo para lagartas de S.
frugiperda por ingestéo de dieta contaminada.

- o Inclinago CLs RTso" DLs, RTso? )
Grupo (G) | Espécie/amostra | Produto Via de intoxicacéo GL| n L EP (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC 95%) ¥~ | Prob.
D. floribundus/ x . . 1,6
G2 AMOAMAO Extrato | Ingestdo de dieta contaminada | 7 |286 | 0,45+0,08 (118 2.16) 1 - - 289 | 0,44
Ingestéo de dieta contaminada | 7 |238 | 041£0,05 | 28 w | 571 - - 256 | 0,2
Extrato e
D. scandens/ Contato t6pi 6 | 70 | 0,6740,07 - - 0,34 1 |112 001
G3 AMILML ontato topico 6710, 030 0.40) ,
G3F6sol | Ingestio de dieta contaminada | 5 |118| 043011 | o2 s | 320 - - | 120|045
D. scandens/ x . ; 0,4
G4 AM22C7ZS Extrato | Ingestdo de dieta contaminada | 7 |286 | 0,56+0,05 (0.30.0,50) 4,00 - - 292 | 0,39
D. scandens/ 5 . : 0,7
G5 AM24GUA Extrato | Ingestdo de dieta contaminada | 7 |238| 0,50+0,06 (0.49.0,96) 2,29 - - 240 | 0,46
b, scandens/ Ingestéo de dieta contaminada | 7 | 286 | 041£0,06 | (00 | 444 . - | 286|049
AMO2ML Extrato ” 0,18
Contato topico 6 | 70 | 0,88+0,09 - - © 16’7 0.20) 1,89 79,9 | 0,03
G6 Xi\ﬂsggrécj;gs/ Extrato | Contato topico 6 | 70 | 0,74+0,07 - - © 2705)’0 35) 1,13 90 | 0,05
D. scandens/ x . . 0,34
AM15C7ZS Extrato | Ingestdo de dieta contaminada | 7 |286 | 0,32+0,06 015 053) 4,71 - - 289 | 0,44
D. scandens/ x : . 0,37
AM25GUA Extrato | Ingestdo de dieta contaminada | 7 |238| 0,40+0,06 022 051) 4,32 - - 239 | 0,46

GL: graus de liberdade; n: nimero de insetos usados no bioensaio; EP: erro-padrdo da média; IC 95%: intervalo de confianca a 95% de probabilidade; 3*: qui-
quadrado; Prob.: probabilidade; CLsy: mg de extrato g” de dieta; DLsy: pg do extrato g™ do inseto; RTs": Razdo de Toxicidade da CLsy; RTsy’: Razdo de
Toxicidade da DLx.
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Tabela 24 — Tempo letal (TLs) e Razédo de Toxicidade (RTsp) dos extratos, fracdes e combinagdes
de fracbes de timbd com a rotenona purificada sobre lagartas de S. frugiperda por
ingestdo de dieta contaminada.

Tratamento/ Inclinacédo TLs RTso 2
Produto Concentracio (mm™) | G- | +Ep (IC 95%) (cosw) | * | Prob.
> 3948
40.10%% 238 | 039:005 | % o 25 | 2489 030
Extrato G2 20 489,3
(AMOIMAOC) 32.10%% 238 | 041101 | e 20 | 2400 045
> 606,1
24.10°%% 238 | 0,290,05 | 3 1 0a) 16 |2444]| 037
5 10,2
40.10°%% 238 | 0,20+0,04 09 30) 951 | 2324 | 059
> 354
32.10%% 238 | 025:005 | 75 274 | 2394 | 046
24.10%% 238 | 0281004 | 32 276 | 2377 | 049
Extrato G3 ( *4;6')
-2 ,
(AM21ML) 16.107%% 238 | 0382005 | "0, 218 | 2392 | 046
> 88,5
8.10°2% 238 | 0441004 | o\ O0 110 |2312]| 061
2 2533
4.102% 238 | 0285004 | (1, mae) 38 |2399]| 045
5 887.2
2.10%% 238 | 0812015 | P07 11 |2472]| 033
2 198,0
G3F6s0l 8.10%% 118 | 0,97+0,28 A7 49 | 1205 | 042
Fragdes do extrato | G3F6sol 12.102% 118 | 0,90+0,22 530 63 | 1190 | 046
G3 (AM21ML) . (122 - 212)
G3F6sol 1,2.10°2% + 169,9
C3F7 0.4.10%% 118 | 1,08+0,14 130 205) 57 |1145| 057
> 80,4
40.102% 238 | 0392005 | (o0 121 | 2403 | 045
> 98,2
24.10°2% 238 | 059:0,04 | 07 0 99 |1984| 097
2 1015
32.10%% 238 | 0431006 | (10 o 96 |2256]| 071
Extrato G4 -2 110,3
(AM22C75) 16.10°2% 238 | 0612005 | o170, 88 |2025| 095
2 240,9
8.10%% 238 | 0458007 | o 40 | 2386 048
> 622,5
4.10°%% 238 | 0332007 | (0% Toan 16 |2418]| 042
> 713.9
2.102% 238 | 034006 | (00 vu 14 |2410]| 043

EP: erro-padréo da média; TLsy: tempo letal em horas; RTsg obtida através do quociente entre a RTs, do produto que
apresentou menor toxicidade e as RTsps dos demais produtos; IC 95%: intervalo de confianca a 95% de
probabilidade; X*: qui-quadrado; Prob.: probabilidade.
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Tabela 24 — Tempo letal (TLs) e Razéo de Toxicidade (RTsp) (continuacéo...).

Tratamento/

Inclinacédo

TLso

RTso

2

Produto Concentragio (mm™) | G- | tEp (1co5%) | (acosw) | X | Prob
40.10%% 238 | 0,41+0,05 (136?70?'2% " 47 | 2376 | 049

32.10%% 238 | 0412006 | 2020 37 | 2394 | 046

(E;‘R;aztzgj n 16.107%% 238 | 0474006 | 4277 ?'32716) 35 | 2406 | 0,44
8.10%% 238 | 0350,06 | e x i 27 | 2392 046

24.10%% 238 | 0374006 | ey im0 19 | 2420 | 041

32.107°% 238 | 0526005 | 5000 48 | 2313 061

24.10°% 238 | 0414006 | 20 41 | 2397 046

Extrato G6 16.10%% 238 | 036£0.06 | 10 ner 36 | 2399 | 045
(AMo2ML) 40.10%% 238 | 0,46+0,06 442,0 22 | 2470 | 033

70, (316,4 — 608,0) ’ ’ ’

8.10%% 238 | 0,37+0,06 (618?355)’18.401) 11 | 2623 013

4.107%% 238 | 0,43+0,05 (619?13}1?270) 12 | 2981 001

32.10%% 238 | 0404005 | o, 8 71 | 2388 | 047

40.10%% 238 | 049:006 | (1 gy | 54 | 2409 | 043

Extrato G6 24.10°% 238 | 043007 | S0 38 [2392 | 047
(AMI5CZS) 16.102% 238 | 0,54+0,07 (230?%&6) 32 | 2399 | 045
8.10°% 238 | 0424006 | oo o 14 | 2478 | 032

4.107%% 238 | 0,34+0,07 726,1 13 | 2407 | 044

(4819 - 1.384)

EP: erro-padrdo da média; TLs,: tempo letal em horas; RTs, obtida através do quociente entre a RTsy do produto que
apresentou menor toxicidade e as RTsys dos demais produtos; IC 95%: intervalo de confianca a 95% de
probabilidade; X% qui-quadrado; Prob.: probabilidade.
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Tabela 24 — Tempo letal (TLsp) e Razéo de Toxicidade (RTsp) (continuagéo...).

Tratamento/ Inclinacéo TLs RTs 2
Produto Concentragio (mm™) | & | +Ep (IC95%) | (cosw)y | ¥ | Prob
2 29,7
40.10% 238 | 0,27+0,05 (107 53,0) 32,7 238,1 | 0,49
2 50,5
32.10% 238 | 0,33+0,05 (264 78,7) 19,2 238,0 | 0,49
2 31,1
24.107% 238 | 0,27+0,04 (126 54.4) 31,2 238,4 | 0,48
Extrato G6 16.10°%% 2 + 137,3 71 | 2391 | 047
(AM25GUA) 6.10% 38 | 0,331+0,04 (843 2135) , 39, 0,
2 158,3
8.10“% 238 | 0,13+0,05 (32 506,0) 6,1 240,0 | 0,45
-2 267,5
4.10°% 238 | 0,17+0,05 (1008 - 936.7) 3,6 240,0 | 0,45
2 623,2
2.107% 238 | 0,53+0,07 (4933 815.1) 1,6 269,0 | 0,08
29
Fracdes do extrato g’?’t': 6sol 0214i%)(')2°//0 ¥ 118 | 0,26+0,08 2388 41 | 1198 | 0,44
G3 (AM21ML) otenona =..9 7 (110~ %60)
associadas com a G3Fésol 0,4.107% + 9704
Rotenona 2.102% '

EP: erro-padrdo da média; TLs,: tempo letal em horas; RTs, obtida através do quociente entre a RTsy do produto que
apresentou menor toxicidade e as RTsys dos demais produtos; IC 95%: intervalo de confianca a 95% de
probabilidade; X% qui-quadrado; Prob.: probabilidade.

Tabela 25 — Razdo de Toxicidade (RTsp) entre os Tempos Letais (TLsg) de diferentes concen-
tracOes e grupos de extratos de timbd comparados as fragbes isoladas e combinadas
de extratos e associadas com a rotenona purificada.

Produto Concentra¢do (m m-2)
(grupos de extratos de raizes de timb6) | 2.10%% | 4.10°% | 8.102% | 16.10°% | 24.10% | 32.10% | 40.10%%
G2/AM04MAO - - - - 1,00 1,00 1,12
G3/AM21ML 1,00 3,28 9,67 6,83 17,22 13,82 43,33
G4/AM22CZS 1,24 1,34 3,55 2,76 6,17 4,82 5,50
G5/AM24GUA - - 2,38 1,09 1,22 1,86 2,12
G6/AMO2ML - 1,00 1,00 1,14 2,59 2,41 1,00
G6/AM15CZS - 1,15 1,23 1,00 2,39 3,58 2,48
G6/AM25GUA 1,42 3,11 541 2,22 19,49 9,69 14,88
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Tabela 26 — Razao de Toxicidade (RTso) entre os Tempos Letais (TLso) de diferentes concen-
tracOes e grupos de extratos de timbd comparados as fragcdes de extratos isoladas e
combinadas de extratos e associadas com a rotenona purificada.

Produto Concentracdo (m m-2)
(grupos de extratos de raizes de timb6) | 2.102% | 4.102% | 8.10%% | 16.10%% | 24.10% | 32.10°%% | 40.10°%%
G2/AM04MAO - - - - 1,6 2,0 2,5
G3/AM21ML 1,1 3,8 11,0 21,8 27,6 27,4 95,1
G4/AM22CZS 4,9 4,9 4,9 49 4,9 4,9 4,9
G5/AM24GUA - - 6,3 6,3 6,3 6,3 6,3
G6/AM0O2ML - 6,3 5,7 5,7 5,7 57 5,7
G6/AM15CZS - 5,7 4,0 8,8 9,9 9,6 12,1
G6/AM25GUA 6,3 1,6 2,7 3,5 1,9 3,7 4,7
Fragdes de extratos de raizes de timb6o e | Comparagdo das RTsqs dos extratos brutos de timbo com as fragdes
combinagdes isoladas e combinadas com outras fraces e com rotenona purificada
G3F6sol 8.10°% 57 1,2 11 3,6 4,1 4,8 2,2
G3F6sol 12.10°% 1,4 1,3 1,4 3,2 338 7,1 5,4
G3F6sol 1,2.10%% + G3F7 0,4.10%% 1,6 3,6 6,1 7,1 31,2 19,2 32,7
G3Fésol 0,4.10'2% + Rotenona 4.%0'2% 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1 4,1
o30S0l 0,410 B +G3F8 0,210+ 10 10 10 10 10 10 10

As concentracfes médias equivalentes as CLsg, obtidas para os extratos de timb6 G3 (3.10°
2% m m™), G4 (4.10°% m m™) e G6 (3,6.10%% m m™) por ingestéo de folhas contaminadas s&o
significativamente menores do que as determinadas por esta via de intoxicacdo para 0s extratos
G2 (16.10%% m m™), G5 (7.102% m m™) e fracdo G3F6sol (5.10%% m m™) e por contato tépico
para os extratos G3 (57,9% m v'') e G6 (40,6% m v™).

Em estudos similares, desenvolvidos para avaliar a toxicidade de diferentes espécies de
timbd, foram determinados valores de CLs, variaveis entre 150.102% e 575.102% (m v') para
insetos (GUSMAO et al., 2002; CORREA, 2006 e ALECIO et al., 2010) e de 200.10%% a
2.660.102% (m v*) para acaros (CORREA, 2011), indicando que os extratos de timbé G3, G4 e
G6 apresentam composicdo quimica mais adequada para provocar elevada toxicidade para S.

frugiperda.
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Essas diferencas sdo envidenciadas pelos valores das RTses, Onde 0 extrato G3 apresentou
0 maior valor desta variavel por ingestdo de dieta contaminada quando comparado aos demais
produtos (Tabelas 23, 24, 25 e 26). Quando as RTsgs dos TLsgs das diferentes concentragdes dos
extratos brutos de timb6 foram comparadas com as associacdes de fracbes, a combinagdo da
fracdo G3F6sol 1,2.102% com a fracdo G3F7 0,4.102% se destacou por ter apresentado elevada
toxicidade e RTsg superior a da maioria dos extratos (Tabela 26).

Os valores de TLsg e de RTso obtidos para a combinacdo das fragdes dos extratos de timbd
(Tabela 26) comprovaram a toxicidade e a ocorréncia de sinergismo dessas associagoes,
principalmente da fragdo G3F6sol com a fragdo G3F7 sobre a mortalidade de lagartas de S.
frugiperda, uma vez que quando os produtos foram avaliados isoladamente ndo foram toxicos e
qguando associados, em baixas concentracdes, tiveram seus efeitos potencializados, com valores
de mortalidade e tempos letais compativeis aos provocados pelos extratos brutos de timbo. Esses
resultados evidenciam que os extratos de timbo precisam apresentar elevados teores de rotenona e
deguelina associados aos constituintes A e B, principalmente, para promover elevada toxicidade

para lagartas de S. frugiperda.

5.3.2 Efeito de extratos e fracdes de timbo e da rotenona purificada sobre a duragdo do
periodo larval de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada

Todos os extratos de timbd e a rotenona purificada prolongaram a fase larval dos insetos
remanescentes por ingestdo de dieta contaminada, principalmente nas maiores concentracoes,

guando comparadas aos tratamentos controle (Tabela 27).
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Tabela 27 — Duracéo do periodo larval (dias) de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com os extratos de raizes
de seis grupos de timbd (D. scandens e D. floribundus) e com a rotenona purificada.

Duracédo do periodo larval e desvio padrédo (dias)

Trat Concelntra(;ﬁo G1* G2* G3* G4* G5* G6* Ro'ge_nona cvV
(m m ) AM26GUA AMO04MAO AM21ML AM22CZS AM24GUA AM 02 ML AM15CZS AM25GUA pUrlflcada
0%
L | (controle) 171a 16,7 a 168 a 171a 16,9 a 169a 16,7 a 171a 166a | 4%
T2 [ 2.10%% 188a 20,6 b 26,3 ¢ 26,7 d 24.1b 251 ¢ 21,6 b 26,6 ¢ 210b | 14.4%
T3 | 4.10%% 181a 209b 276¢€ 299¢€ 22.8¢ 282¢€ 231c 25.9d 200b | 12,5%
T4 | 8.10%% 2042 22,41 28,7 ¢ 355 ¢ 30,8 ¢ 295 ¢ 24,6 b 282 ¢ 238b | 13,6%
T5 | 16.10%% 2242 26,02 26,1a 44,8 b 271a 29,72 26,02 291a 263a | 14.2%
T6 | 24.10%% 2764 28,62 256a ; 2932 282a 349a 309a 280a | 16,0%
T7 [ 32.10%% 241a 3L4b 29,1b : 27.9b 30,2b 32,8b 32,8b 247b | 12,3%
T8 | 40.10%% 243a 315b ; : 358 b 343 b 32,8 b 32,5 b 2544 | 131%

*G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4: Grupo 4 (D. scandens -
AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML, AM15CZS E AM25GUA); Trat.: Tratamento (T); Médias

seguidas pela mesma letra na linha néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variagao.
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Nesses bioensaios foram observados valores de prolongamento da fase larval variaveis
entre 12,2 a 18,4 dias para os extratos G1, G2, G3, G5 e G6, com destaque para a concentracao
de 16.102% (m m™) do extrato G4, que prolongou a fase larval de S. frugiperda em 26,2 dias,
enquanto que a rotenona purificada apresentou 0os menores valores nesta variavel (8,7 dias na
concentracéo de 24.102% m m™).

As fracBes dos extratos de timbo G3F5, G3F6sol, G3F8, G5F6 e G5F7 (Tabela 28) e suas
combinagOes entre estas fracdes e com a rotenona purificada (Tabelas 29 e 30) provocaram
prolongamentos da fase larval de S. frugiperda menos pronunciados, variando de 1,8 a 10,8 dias,
em comparagdo aos extratos brutos de timbo. Ja as fragdes dos extratos G2F4, G2F5, G3F6sob,
G3F7, G3F8, G5F5 e G5F8, quando avaliadas isoladamente, ndo interferiram na duragdo do
periodo larval de S. frugiperda.

Quando as fracdes G3F6sol (1,2.10%% m m™) e G5F7 (1,78% m m™) e a rotenona
purificada (4.10°% m m™) foram avaliadas isoladamente, nessas concentracbes, no
apresentaram efeito sobre a duracdo do periodo larval de S. frugiperda. Entretanto, quando
associadas em diferentes combinag6es, G3F6sol e G3F7 com as demais fracGes dos extratos G3 e
a rotenona purificada com as fracbes G3F6sol, G3F7 e G3F8, prolongaram a fase larval de S.
frugiperda, indicando a ocorréncia de acdo de regulagdo de consumo quando essas fraces sao
combinadas.

O tratamento contendo 2.10°% (m m™) de rotenona purificada associada a 0,4.10%% (m
m™) das fracBes G3F6sol e G3F8 (Tabela 29) e outro constituido pela combinacéo das fracdes
G5F7 & 7,12.10%% (m m™) e G5F6 a 2.10%% (m m™) (Tabela 30) apresentaram valores de

prolongamento do periodo larval de 10,8 e 15,8 dias, respectivamente. Esses valores sao
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compativeis aos resultados obtidos com as maiores concentracdes dos extratos de timb6 G1, G2,
G3, G5 e G6 (12,2 a 18,4 dias) (Tabela 27) e apontam a ocorréncia de efeito sinergista entre essas
associacles, por terem sido avaliadas em concentracdes inferiores as usadas com os extratos, o
que sugere que as substancias presentes nessas fracdes (rotenona, deguelina e os constituintes A e
B) sdo as principais responsaveis pelo alongamento da fase larval de S. frugiperda provocado

pelos extratos brutos de timbo.
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Tabela 28 — Duracéo do periodo larval (dias) de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracdes de extratos de
raizes de timb¢ (D. scandens e D. floribundus).

Duracdo do periodo larval e desvio padrdo (dias)

Trat* Concentragédo G2* (AM04MAO ) G3* (AM21ML) G5* (AM24GUA) cv
(T (mm™) F4 F5 F5 F6sol | F6sob F7 F8 F5 F6 F7 F8
T1 0% 15,6 a 155a 16,0 a 16,0 a 16,0 a 16,0 a 16,0 a 144 a 144 a 144 a 144 a 6,6%
T2 | 1.10%% - - 16,6a | 171b | 168b | 16,1a 16,6 a 17,9 b 17,5b 16,1a 154 a 13/(;4
T3 | 2.10%% 166b | 170c | 191d | 197d | 162b | 152a | 165b | 186d | 17.4c¢ | 172¢ | 17.3¢ 1&5
T4 | 4.10%% 17,0b | 174b | 190c | 214d | 191c 157a | 169b 16,5a 18,8 ¢c 17,9b 17,0b | 9,12
T5 | 8.10%% 156a | 17,0b | 182c | 21,8e | 173b | 17,0b 17,8 ¢ 18,4 ¢c 18,2 ¢c 20,4 d 17,7 ¢ 1&)6
T6 | 12.10%% 159a | 16,8a | 188b | 229d | 163a | 166a | 19,1b 17,4 a 20,3¢ 18,5b 17,9b 1&)4
T7 | 16.10%% 164a | 17,7b - - - - - - - - - 1(?’9
%
T8 | 20.10%% 174a | 182a - - - - - - - - - 1;29

*Trat.: Tratamento (T); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); Médias

seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variagéo.
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Tabela 29 — Duracdo do periodo larval de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracdes do extrato de timbé
do Grupo 3 — G3 (AM21ML) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fracGes deste extrato e com a rotenona

purificada.
Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
Trat* . Periodo ~ Periodo x Periodo ~ Periodo
Concentracio Concentragéo Concentragéo Concentracdo
(M (m m) larval (mm) larval (mm) larval (mm) larval
(dias) (dias) (dias) (dias)
T1 | 0% 158a | 0% 16,0a | 0% 14.8a | 0% 14,2+0,7 a
20,
T2 ggigsguli%%& #* | 176a | Rotenona 4.10%% 176b | Rotenona 4.10%% 166b | Rotenona 2.10%% 193b
. Rotenona 4.10%% -
G3F6sol 1,2.107% + : G3F6sol 0,6.107°% + 2
T3 G3F5 1,2.102% 196b ;;/OG3F680| 0,4.10 21.8¢c G3F70.2.10°% 15,1a Rotenona 4.10“% 195b
-2, -2,
2 Rotenona 4.10“% G3F6sol 0,6.10°% + 2
T4 | SIFOSOLLALS T | 195b | +G3Fesol 1210 | 217c | G3F70210%%+ 1482 | goenoaz L) 18,1 b
D0 201 G3F8 0,016.10%% D0
-2 -2
2 20 G3F6s01 0,6.10% + Rotenona 2.10% +
T5 ggiggg:fféll%_zgj T o211c f‘gegnF%“g j‘ig_zo//" 207¢ | G3F70,4.102+ 172b | G3F80,2.102% + 247 ¢
etV 70 S F8 0,4.10%% G3F6sol 0,4.10%%
_20
6 | G3F6s0l 1,2.10%06 + Rotenona4.10%% | . | G3F6s0l 0,6.107% + 1584 ggt:g%”j 561_2, " ot 250
-20 - -20 ) -20 ] ). )
G3F70,4.10%% + G3F5 1,2.10%% G3F70,4.10%% G3F6s0l 0.4.10°%
-2 -2
2 Rotenona 4.10% 20 Rotenona 2.10% +
T7 Efi(szsol'oﬁ’;‘lo * | 212¢ | +G3F6s0b 04100 | 194c ggi?sg'zll%:%g %+ 153a | G3F80,4.10%% + 18.1 b
e 20 et G3F6sol 0,2.102%
7 -2, -2
2 Rotenona 4.10“% G3F6sol 1,2.10°% + Rotenona 2.10% +
T8 E;Eﬁjol'oﬁ’;m Pt 1 220c | +G3F6sob1210° | 198c | G3F70,2.10%% + 162a | G3F802.10%0% + 176b
I 20 G3F80,4.10%% G3F6sol 0,2.102%
] ] G3F6sol 1,2.107%% + ]
G3F6sol 1,2.1029% + Rotenona 4.10%% e Rotenona 2.107%% +
T9 N 18,3 a 2 18,7b | G3F70,2.10%% + 16,9 b 2 196 b
G3F8 1,2.10%% +G3F70,4.10%% G3F8 0.2.107% G3F80,2.10%%
=)
20 G3F6sol 1,2.10%% + 2
T10 | G3F6sol 1,2.10%% 1734 | Rotenona4.107% 210c | G3F704.10%% + 189p | Rotenona 4.10%% + 231 ¢

+ G3F7 1,2.10%%

rotenona 0,2.102%

G3F80,4.10%%

*Trat.: Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacao.
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Tabela 29 — Duracdo do periodo larval de lagartas de S. frugiperda (continuacéo...)

Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
Trat* « Periodo x Periodo x Periodo x Periodo
M Concent_ragao larval Concent_ragao (m larval Concentragao larval Concentraqao larval
(mm™) . m™) : (mm?) : (mm?) )
(dias) (dias) (dias) (dias)
Rotenona 4.102% G3F6sol 1,2&0‘2% + Rotenona 4.120'2% +
T11 - - + G3F80 4'10.2% 19,0b G3F70,2.10 02/0 + 19,4 b G3F80,2.10 %2+ 20,5b
T rotenona 4.10% G3F6sol 0,4.10“%
2 Rotenona 4.107% +
T12 - - fﬁ%’}%”i 121'18-222 197 ¢ - - G3F80,4.102% + 193b
- G3F6sol 0,4.10°%
Rotenona 4.107% +
i3 ) ) ) ) ) "~ | G3r80,2.10%% 18,4b
Rotenona 1% +
T14 - - - - - - G3F80,4.10°% + 18,6 b
G3F6sol 0,2.10°%
CcVv 12,4% CVv 11,2% CVv 17,6% CVv 15,9%
*Trat.: Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacao.
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Tabela 30 — Duracédo do periodo larval (dias) de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracdes do extrato de
timbd do Grupo 5 — G5 (AM24GUA) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fragdes de timb6 e com a
rotenona purificada.

Bioensaio 1 Bioensaio 2
Tratatamento (T) Concentracdo (m m™) Penc()g;;; ral Concentracdo (m m™) Periodo larval (dias)

T1 Controle (Solvente) 155a Controle (Solvente) 14,7 a
T2 G5F7 7,12.10%% 19,3 b Rotenona 4.10%% 14,4 a
T3 G5F7 7,12.10%% + G5F5 0,4.10 %% 21,2b Rotenona 4.10%% + G5F5 0,4.102% 15,6 b
T4 G5F7 7,12.10%% + G5F5 2.107°% 251c Rotenona 4.10%% + G5F5 1,2.10 %% 14,6 a
T5 G5F7 7,12.10%% + G5F6 0,4.10 7% 246¢ Rotenona 4.10%% + G5F6 0,4.102% 15,5b
T6 G5F7 7,12.10%% + G5F6 2.107% 31,3d Rotenona 4.10%% + G5F6 1,2.102% 18,9 ¢
T7 G5F7 7,12.10%% + G5F8 0,4.10°% 26,3 ¢ Rotenona 4.107% + G5F8 0,4.10 %% 139a
T8 G5F7 7,12.10%% + G5F8 1,2.10 %% 273¢ Rotenona 4.10%% + G5F8 1,2.102% 16,3b
T9 - - Rotenona 4.107% + G5F7 0,4.10 %% 15,6 b
T10 - - Rotenona 4.102% + G5F7 1,2.10 %% 16,4b
T11 - - Rotenona 4.102% + G5F5 0,4.10 %% -
T12 - - Rotenona 4.102% + G5F5 1,2.10 %% 16,7b
T13 - - Rotenona 4.102% + G5F6 0,4.10 %% 13,8 a
T14 - - Rotenona 4.107% + G5F6 1,2.10 %% 15,8b

cVv 24,7% CcV 18,6%

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacao.
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Entretanto, os prolongamentos da fase larval de S. frugiperda provocado por essas
associagGes foram menores do que os ocasionados pelo extrato bruto de timbd G4 (18,7 e 26,2
dias para as concentracBes de 8.10%% e 16.10%% m m™, respectivamente), indicando que este
extrato possui quantidades ou proporcGes mais adequadas desses compostos e/ou outros
constituintes que atuam com maior intensidade no prolongamento desta fase das lagartas de S.
frugiperda.

Produtos inseticidas de origem vegetal possuem efeito ap6s a ingestdo, inibindo algumas
das funcdes vitais, tais como reproducdo, alimentagdo, crescimento, sempre na dependéncia da
concentragdo utilizada antes de provocar mortalidade (RODRIGUEZ e VENDRAMIM, 1997;
ROEL e VENDRAMIM, 1999; OLIVEIRA et al., 2007).

SCHMUTTERER (1990) destaca que os insetos da ordem Lepidoptera sdo sensiveis ao
efeito regulador de crescimento promovido por extratos vegetais e que esse efeito pode resultar
em varios defeitos morfogenéticos e causar a morte dos insetos, dependendo da concentracdo do
produto. MORDUE et al. (1998) demonstraram que a deterréncia alimentar, associadas a
alteracdes no desenvolvimento e na ecdise, sdo as principais causas da mortalidade em insetos
polifagos, como S. frugiperda, S. littoralis e Schistocerca gregaria.

De acordo com MARTINEZ e EMDEN (2001) a inibicdo de crescimento de lagartas do
género Spodoptera é funcdo da reduzida ingestdo de alimentos, pouca habilidade da conversdo de
nutrientes em crescimento, enquanto o prolongamento da duracdo da fase larval se verifica em
geral pela reduzida ingestdo de alimentos em razdo da existéncia de um inibidor ou varios
inibidores no alimento. O atraso no desenvolvimento larval pode ser consequéncia da

inadequacdo nutricional do substrato alimentar (RODRIGUEZ e VENDRAMIM, 1996) ou da
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menor eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e digerido, resultado do desvio de parte da
energia para a degradacdo de substancias toxicas presentes no referido substrato (TANZUBIL e
MCCAFFERY, 1990).

Diversos efeitos bioldgicos, incluindo o prolongamento da fase larval e atividade
antialimentar de S. frugiperda causado pela ingestdo de produtos de origem natural tém sido
relatados na literatura (ROEL e VENDRAMIN, 1999; ROEL et al., 2000; Bogornie e
VENDRAMIM, 2003; OLIVEIRA et al., 2007; LIZARAZO et al., 2008; SANTIAGO et al.,

2008; CORREIA et al., 2009; LIMA et al., 2010; TIRELLI et al., 2010).

Desse modo, com base nos resultados destacados por esses autores, pode-se inferir que o
prolongamento da fase larval de lagartas de S. frugiperda foi provocado por efeitos associados
das substancias integrantes dos extratos de timbd, principalmente rotenona, deguelina e 0s
constituintes A e B, adicionadas a dieta alimentar dos insetos, especialmente nas proporcées
contidas nas fragbes G3F6sol e G5F7. Além disso, foram observadas visualmente reducdes
consideraveis no tamanho das lagartas de S. frugiperda nos tratamentos que provocaram 0S
maiores prolongamentos da fase larval (Figura 34), sendo necessario que as lagartas
remanescentes permanecessem se alimentando por um maior periodo de tempo, mesmo que em

pequenas quantidades, antes de atingirem a fase de pupa, o que reforca a hipdtese levantada.
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Figura 34 — Lagartas de S. frugiperda 10 dias ap6s o inicio dos bioensaios por ingestdo de dieta
contaminada com extratos de timb6 G1 (AM26GUA), G2 (AM04MAO), G3
(AM21ML), G4 (AM22CZS), G5 (AM24GUA) e G6 (AM02ML e AM25GUA) e
com a rotenona purificada. Fotos: Alecio (2011).

e

O retardo no inicio da fase de pupa promovido pela alimentacdo das lagartas de S.
frugiperda com dieta artificial tratadas com os extratos e fracGes de timbo isoladamente ou em

associacao de fracdes de extratos e com a rotenona purificada sugere que esses principios ativos
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dos timbos podem estar interferindo no sistema neurosecretor do cérebro dos insetos, alterando a
formacdo de cuticula e consequentemente as ecdises.

Além disso, o prolongamento da fase larval pode ser devido as alteracbes promovidas
pelos produtos tdxicos no canal alimentar das lagartas de S. frugiperda, principalmente na regido
do meséntero, que é o principal local de digestdo e absorcdo de alimentos e constitui a regido
mais vulneravel a acdo de elementos estranhos, afetando o crescimento e o desenvolvimento de
insetos, bem como de outros eventos fisiologicos (CORREIA et al., 2009).

Esses resultados tornam os extratos de timbo promissores para o controle de S. frugiperda
ndo apenas por causar mortalidade, mas também por afetar o desenvolvimento dos insetos,
prolongando a fase de larval, o que em condigdes de campo poderia contribuir para uma maior
exposicdo, deixando-os mais vulnerdveis a diversos tipos de agentes de mortalidade, tais como
inimigos naturais, ou evitar que os mesmos causem dano a cultura do milho.

Esses efeitos estdo incluidos entre acdes esperadas para 0s inseticidas botanicos, que sao
variaveis sobre os insetos, podendo ser toxica, repelente, causar esterilidade e deformacGes e
modificar o comportamento, o desenvolvimento ou reduzir a alimentacdo (BELL et al., 1990;

GUSMAO et al., 2002).

5.3.3 Efeito de extratos e fracdes de timbo6 e da rotenona purificada sobre a fase de pré-
pupa e pupa de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada

O percentual de empupamento foi inversamente proporcional a mortalidade de lagartas de
S. frugiperda em todos os tratamentos, excluindo-se os insetos que morreram na fase de pré-pupa
(Figura 35). Em todos os extratos de timbo foram observadas mortalidades de S. frugiperda na

fase de pre-pupa, com percentuais que variaram entre 2,1% a 4,2% em relagdo ao nimero total
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dos insetos de cada tratamento, principalmente nas maiores concentragdes, e se manifestaram,
nestes mesmos percentuais, apenas nas fragdes G2F4, G3F8 e G5F7, sendo ligeiramente
aumentados para 6,3% e 10,3% dos individuos quando as fra¢cBes do extrato G3F6sol, G3F8,
G5F7 e G5F8 foram associadas.

Esses efeitos podem ser atribuidos principalmente a acdo dos constituintes A e B, uma
que vez que a fracdo G5F7 possui maiores teores desses dois compostos do que de rotenona e de
deguelina (Figura 21) e quando a rotenona foi avaliada isoladamente ndo provocou mortalidades
na fase pré-pupa. Esses resultados sugerem ainda a ocorréncia de efeito aditivo ou sinérgico e

apontam essas fracdes como as principais responsaveis pela morte dos insetos na fase pré-pupa.

Figura 35 — Pré-pupas mortas de S. frugiperda produzidas pelos extratos e fragdes de timbd. Fotos:
Alecio (2012)
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A ocorréncia de individuos mortos na fase de pré-pupa também foi constatada por
GOVINDACHARI (1992), RODRIGUEZ (1995) e ROEL et al. (2000) quando avaliaram a
atividade inseticida de extratos de nim (Azadirachta indica) sobre lagartas de S. frugiperda. Esse
efeito poderia ser hipoteticamente atribuido a agdo dos constituintes A e B associados aos demais
compostos dos extratos de timbd presentes nas fracfes G2F4, G3F8 e G5F7 sobre o sistema
hormonal do inseto, provocando uma possivel reducdo na concentracdo do ecdisonio ou atraso de
sua liberagdo na hemolinfa, ou entdo alteracdo do nivel ou da atividade do horménio juvenil.

As lagartas de S. frugiperda ndo atingiram o estagio de pupa quando alimentadas com
dieta contaminada com extratos de timbé nas concentracdes de 40.10%% (m m™) para o grupo
G3, de 24.102%, 32.102% e 40.10°% (m m™) para o grupo G4, com a combinagéo das fracoes
G3F6sol 1,2.10%% (m m™) e G3F7 0,4.10%% (m m™) e com a associacdo da rotenona purificada
a 4.10°% (m m™) com a fracdo G5F6 a 0,4.10%% (m m™), em funcio de elevadas taxas de
mortalidade na fase larval e, por este motivo, ndo foi possivel avaliar o efeito desses tratamentos
sobre a fase de pupa dos insetos.

A duracdo do periodo pupal de S. frugiperda variou entre 11,9 e 13,6 dias e ndo foi
afetado significativamente pelos produtos em todos os bioensaios. Estes valores estdo proximos
dos obtidos por Giolo et al. (2002) (10,65 a 12,72 dias), quando estudaram a biologia de
populacdes de S. frugiperda coletadas na cultura do milho e mantidas em laboratorio (25+1 °C,
UR 70£15 % e fotofase de 14 h) alimentadas com dieta artificial e sdo semelhantes aos resultados
obtidos por ROEL e VENDRAMIN (1999), BOGORNIE e VENDRAMIM (2005) e
SANTIAGO et al. (2008), que também avaliaram produtos naturais sobre S. frugiperda e nédo

verificaram alteracdo na duragdo do periodo pupal deste inseto.
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O peso de pupas de S. frugiperda foi semelhante nos tratamentos controle (variaveis entre
260 a 292 g) de todos os bioensaios (Tabelas 31, 32, 33 e 34), sendo diminuido substancialmente
nas maiores concentracdes (32.10% e 40.10%% m m™) dos experimentos desenvolvidos com os
extratos brutos de timbo (129 a 213 g) e com a rotenona purificada (188 e 194 g), com destaque
para 0s extratos G3 e G4, onde o peso pupal nas concentracdes de 32.102% (129 g) e 16.10%%
(134 g) (m m™) foi reduzido em 52% e 49% quando comparado aos tratamentos controle (271 e
263 g, respectivamente) (Tabela 31).

Quando avaliadas isoladamente, as fracbes G2F4, G3F6sol, G5F6 e G5F7, a partir das
concentracdes de 16.102%, 8.102%, 12.10%% e 16.10%% (m m™), respectivamente, apesar de
menos efetivas, reduzirem significativamente o peso das pupas de S. frugiperda, com valores

variaveis entre 8% e 13%, quando comparados aos tratamentos controle (Tabela 32).
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Tabela 31 — Peso de pupas (g) de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com extratos de raizes de timbo de seis grupos (D.
scandens e D. floribundus) e com rotenona purificada.

Peso médio de pupas e desvio padréo ()

*
Trat* | Concentragdo G1* G2* G3* G4* G5* AM 02 Gé Rotenona cv

(M (mm?) AM26GUA | AMOAMAO | AM21IML | AM22CZS | AM24GUA ML AM15CZS | AM25GUA purificada

TL | 0% 272 a 273 a 271a 263 a 272 a 273 a 269 a 271 a 269 a 6,9%
T2 | 2.10%% 260 b 256 b 220 a 223 a 236 b 211b 245 b 214 b 257 b 15,0%
T3 | 4.107% 267 d 271d 181 a 232 ¢ 238 ¢ 217 b 230 ¢ 207 b 239 ¢ 17,9%
T4 |8.107°% 244 c 216 b 186 a 203 a 217 b 177 a 244 ¢ 191 a 221 b 13,5%
T5 | 16.10°% 235 b 189 b 200 b 134 a 206 b 212 b 219 b 204 b 212 b 12,3%
T6 | 24.10%% 199 b 220 b 159 a - 145 a 179 a 194 b 210 b 216 b 13,9%
T7 |32.10%% 201 b 198 b 129 a - 150 a 187 b 178 b 201 b 188 b 17,7%
T8 | 40.10%% 213 b 192 b - - 156 a 157 a 189 b 155a 194 b 12,9%

*Trat.: Tratamento (T); G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4:
Grupo 4 (D. scandens - AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML, AM15CZS E AM25GUA); Trat.:
Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacéo.

Tabela 32 — Peso de pupas (g) de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fragcdes de extratos de raizes de timbé dos
grupos G2, G3 e G5.

Peso medio de pupas e desvio padrao (g)

Trat* Concentrago (m m-) G2* (AM04MAO ) G3* (AM21ML) G5* (AM24GUA) cv
(T) G2F4 G2F5 G3F5 | G3F6sol | G3F6sob | G3F7 | G3F8 | G5F5 | G5F6 | G5F7 | G5F8
T1 | 0% 260 a 274 a 266 a 266 a 266 a 266a | 266a | 274a | 271a | 262a | 262a | 8,1%
T2 | 1.10%% - - 274 a 270 a 279 a 268a | 269a | 261a | 264a | 264a | 272a | 9,2%
T3 | 2.10%% 251a 271b 268 a 263 a 279b 271b | 264a | 260a | 258a | 260a | 261a | 9,4%
T4 | 4.10%% 249 b 272 ¢C 246 b 230 a 275¢ 264c | 260c | 273c | 269c | 250b | 254b | 9,7%
T5 |8.10%% 247 a 267 b 256 b 234 a 272b 263b | 244a | 260b | 250a | 245b | 250a | 8,7%
T6 | 12.10%% 238 a 263 b 259h 232 a 271b 265b | 255b | 265b | 248a | 243a | 265a | 8,4%
T7 | 16.10%% 232a 264 b - - - - - - - - - 7.2%
T8 | 20.10%% 233 a 269 b - - - - - -

*Trat.: Tratamento (T); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AMO4MA

Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variagéo.

0); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); Trat.:
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Tabela 33 — Peso de pupas (g) de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fracGes do extrato de timbo do Grupo 3 — G3
(AM21ML) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras frac6es e com a rotenona purificada.

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
M Concentrflgéo Peso de Concentragao (m m) Peso de Concentrf\géo Peso de Concentrlagéo Peso de
(mm™) pupa (9) pupa (9) (mm™) pupa (9) (mm~) pupa (9)
T1 | 0% 273a | 0% 276a | 0% 283a | 0% 292 a
_20
T2 ggigsguli%%& %% | 260a | Rotenona4.10%% 265a | Rotenona 4.10°% 254b | Rotenona 2.10%% 270 a
G3F6s0l 1.2.10%% + Rotenona 4.10%% + G3F6501 0.6.10%% + 5
T3 | G3Fr51.2.10%% 2623 | 53rgsol 0,4.102% 210¢ | G3r70210%% 283a | Rotenona 4.10%% 265a
] ] G3F6sol 0,6.107% + ]
G3F6sol 1,2.1020% + Rotenona 4.102% + N Rotenona 2.102% +
T4 | Fésob 0,4.10%9% 0L | Garesol12.10% | 24P | S3ETOZL0 Yo 2182 | G3rg.0,4.10%% 252
2 2 G3F6sol 0,6.107% + Rotenona 2.107% +
T5 ggﬁggg:}lfz-ll%.zgj 1 229p ggtég%”jr‘ fbl_g) ’ A+ | 2574 | G3F704.107+ 275a | G3F80,2.10%% + 179 ¢
etV 70 S F8 0,4.10%% G3F6sol 0,4.10%%
.20
76 | G3F6s0l 1,2.10%06 + Rotenona4.10%+ | ., | G3Fsol 0,6.10706 + 2708 ggtfg%”j 561_2, " ot 183 ¢
-20 - -20 -20 )T
G3F70,4.10%% G3F51,2.10%% G3F70,4.10%% Garesol 0410706
] ] ] Rotenona 2.107%% +
G3F6sol 1,2.1020% + Rotenona 4.102% + G3F6sol 1,2.1020% + 2
T7 Eh 220 b 2 250 a s 261a | G3F80,4.10%% + 266 a
F71,2.102% G3F6sob 0,4.10°% G3F70,2.10%% GaF6sol 0.2.10%06
2 2 G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 2.10%% +
T | SIFOSONLALOTOE | as7a | ROCORAID %or | 231b | G3F70210%6+ 273a | G3F80,2.10%% + 256 b
o e G3F80,4.10%% G3F6sol 0,2.10%%
] ] G3F6sol 1,2.1070% + ]
G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 4.10%% + BN Rotenona 2.107% +
T | G3r81.2.10%% 2583 | 53£704.10%% 251a ggg 8318202 ¥ 2633 | 53r802.10%% 226 b
2 G3F6sol 1,2.107% + 2
T10 | G3F6sol 1,2.10°% 2524 | ROtnONA4I0Do+ | o 0| G3R70.4.10%%6 + 241p | Rotenona4.10%%6 + 183 ¢

G3F71,2.10%%

rotenona 0,2.10"%%

G3F80,4.10%%

*Trat.: Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacéo.
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Tabela 33 — Peso de pupas (g) de S. frugiperda (continuacao...).

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
M Concentragdo Peso de Concentragao (m m) Peso de Concentragdo Peso de Concentragdo Peso de
(mm™) pupa () pupa () (mm™) pupa () (m m™) pupa ()
Rotenona 4.10°% + G3F6sol 1,2.%0'2% + Rotenona 4.19'2% +
T11 - - G3F8 0.4 1(')_2% 239 b G3F70,2.10% + 238 b G3F80,2.10% + 242 b
il rotenona 4.10%% G3F6sol 0,4.102'2%
2 Rotenona 4.10“% +
T12 . S e A I . - | G3F80,4.10%% + 253 b
e G3F6sol 0,4.102'2%
Rotenona 4.10“% +
T13 - - - - - - G3F8 0,2.102% 266 2
Rotenona 4.107% +
T14 - - - - - - G3F80,4.10%% + 277 a
G3F6sol 0,2.10%
CVv 11,3 CcVv 10,8% CcVv 10,5% CVv 14,6%

*Trat.: Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacéo.
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Tabela 34 — Peso de pupas (g) de lagartas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fra¢fes do extrato de timbd do

Grupo 5 — G5 (AM24GUA) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fragdes e com a rotenona purificada.

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2
(M) Concentracdo (m m'l) Peso de pupa (g) Concentragdo (m m'l) Peso de pupa ()
T1 | 0% 261 a 0% 262 a
T2 | G5F77,12.10%% 227 b Rotenona 4.10°% 249 b
T3 | G5F7 7,12.10°% + G5F5 0,4.10°% 218 b Rotenona 4.10°% + G5F5 0,4.10°% 256 a
T4 | G5F7 7,12.10%% + G5F5 2.10°% 191 ¢ Rotenona 4.10°% + G5F5 1,2.107% 248 b
T5 | G5F7 7,12.10°% + G5F6 0,4.10°% 231b Rotenona 4.10°% + G5F6 0,4.10°% 227 b
T6 | G5F77,12.10°% + G5F6 2.10°% 222 b Rotenona 4.10°% + G5F6 1,2.107% 245 b
T7 | G5F77,12.10°% + G5F8 0,4.10°% 189 c Rotenona 4.10°% + G5F8 0,4.10°% 272 a
T8 | G5F77,12.10°% + G5F8 1,2.10°% 160 c Rotenona 4.10°% + G5F8 1,2.10°% 251 b
T9 - - Rotenona 4.107% + G5F7 0,4.10°% 259 a
T10 - - Rotenona 4.10°% + G5F7 1,2.10°% 227 b
T11 - - Rotenona 4.107% + G5F5 0,4.10°% 260 a
T12 - - Rotenona 4.107% + G5F5 1,2.10°% 278 a
T13 - - Rotenona 4.107% + G5F6 0,4.10°% 246 b
T14 - - Rotenona 4.107% + G5F6 1,2.10°% 257 a
cVv 20,2% cVv 12,3%

*Trat.: Tratamento (T); Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05); CV: coeficiente de variacéo.
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Quando as fragdes foram associadas, houve interagdo positiva entre as combinagdes das
fracOes dos extratos G3 e G5 e destas fragdes com rotenona purificada (Tabelas 33 e 34). Nessas
associagdes, as interacdes mais efetivas foram promovidas por dois tratamentos, sendo o primeiro
constituido pela rotenona purificada (2.10%% m m™) combinada com as fracdes G3F8 (0,2.1072%
m m™) e G3F6sol (0,4.102% m m™) e o segundo contendo a combinacdo das fracdes G5F7
(7,12.10%% m m™) e G5F8 (1,2.10%% m m™), onde as pupas apresentaram peso médio 39%
menores (179 e 160 g) do que nos tratamentos controle (292 e 262 g, respectivamente). E
importante destacar que esses tratamentos, quando avaliados isoladamente nas mesmas
concentragdes, nédo interferiram no peso de pupas dos insetos e, quando isto ocorreu, as
concentracdes utilizadas foram mais elevadas. Devido a variagdo de constituicdo quimica e a
baixa efetividade apresentada pelas fracdes dos extratos de timbd quando avaliadas isoladamente,
os resultados indicam que todos os constituintes dos extratos de timbo6 (rotenona, deguelina e os
constituintes A e B) atuam conjuntamente, promovendo sinergismo entre as substancias sobre
esta variavel.

Nas menores concentracfes de rotenona purificada, dos extratos de timbo e de suas
fraches avaliadas isoladamente ou em diferentes combinacdes ndo foram observadas reducdes
significativas no peso de pupas de S. frugiperda, apesar de ter ocorrido em algumas dessas
concentragdes prolongamento da fase larval, conforme resultados apresentados anteriormente. O
prolongamento da fase larval sem a correspondente reducdo no peso de pupas se deva,
possivelmente, a presenca de doses baixas de substancias toxicas inseridas na dieta das lagartas.
Segundo TANZUBIL e MCCAFFERY (1990) doses baixas de produtos naturais podem provocar

inibicdo do crescimento e néo interferir na alimentagéo de S. frugiperda.
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A biomassa das pupas estd diretamente relacionada com a quantidade de alimento
consumido pelos insetos durante a fase larval (LIMA et al., 2006), o que indica que os extratos de
timbd, suas fracdes e as diferentes combinacdes entre fracGes e com a rotenona purificada, que
reduziram o peso das pupas, podem ter inibido a alimentacdo das lagartas de S. frugiperda,
provocando o efeito de deterréncia alimentar nos insetos, o que néo foi alvo de mensuracgao nas
avaliagdes realizadas. A reducdo da massa na fase de pupa dessa praga também foi observada por
ROEL e VENDRAMIN (1999); ROEL et al. (2000); TORRECILLAS e VENDRAMIM (2001);
SANTIAGO et al. (2008) e LIMA et al. (2010), quando avaliaram a eficiéncia de T. pallida e A.
indica para o controle de S. frugiperda.

Essa tendéncia de resultados foi mantida para a mortalidade de pupas. Os extratos de
timbd provocaram os maiores valores de mortalidade quando comparados ao nimero de insetos
remanescentes que atingiram a fase de pupa (Tabela 35), seguidos pelas associa¢Oes entre as
fracOes dos extratos e destas fracGes com a rotenona purificada (Tabelas 37 e 38). As fragdes dos
extratos (Tabela 36) e a rotenona purificada (Tabela 35), quando avaliadas isoladamente, foram
menos eficientes quanto a mortalidade de pupas.

Os maiores valores de mortalidade de pupas de S. frugiperda foram obtidos com as
concentracdes de 24.10%% e 32.10%% (m m™) do extrato G3 e 16.102% (m m™) do extrato G4
(Tabela 35) e com as associag¢Oes da rotenona purificada (4.10°% m m™) com a fracdo G3F6sob
(1,2.10%% m m™); das fracdes G3F6sol (1,2.10%% m m™) e G3F8 (0,4.10%% m m™) (Tabela 37)

e das fragbes G5F7 (7,12.10%% m m™) e G5F6 (2.10%% m m™) (Tabela 38).
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Tabela 35 — Mortalidade de pupas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com diferentes extratos de raizes de timbo (D.
scandens e D. floribundus) e com rotenona purificada, proporcional a quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa.

Mortalidade média e desvio padrao (%) de pupa proporcional a quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa

Trat* | Concentracdo G1* G2* G3* Ga* G5* G6* Rotenona
(T) (mm™) AM26GUA AM04MAO AM21ML AM22CZS AM24GUA AM 02 ML AM15CZS AM25GUA purificada
T1 | 0% 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 4,5+2,1 0,0+0,0 0,0+0,0 4,8+2,1
T2 [2.107% 0,0+0,0 4,2+1,4 15,8+4,0 20,8+4,1 0,0+0,0 9,5£2,7 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0£0,0
T3 [4.107% 2,1+0,0 0,0£0,0 11,1+3,6 13,3+3,6 0,0+0,0 15,4438 11,843,3 0,0+0,0 10,843,1
T4 [8.107% 8,9+1,0 6,5+2,4 30,045,0 50,045,4 25,0£2,0 20,0+4,1 8,3+2,9 20,0+4,1 10,0£3,1
T5 |16.10°% 8,9+1,0 8,5+1,0 33,345,8 100,040,0 12,5+1,4 28,6+4,9 16,7+4,1 8,3+4,4 11,143,2
T6 | 24.10°% 15,4+1,0 10,5+1,4 100,0+0,0 - 25,0£2,4 16,7+4,1 25,0£5,0 25,045,0 14,3+3,6
T7 [32107°% 19,2424 14,5+1,0 100,0+0,0 - 25,0+1,4 33,345,8 16,7+4,1 33,345,8 20,8+4,1
T8 | 40.107°% 22,5+2,7 16,0+2,0 - - 50,045,8 50,0+7,1 42,945,3 33,345,8 17,4+3,9

*Trat.: Tratamento (T); G1: Grupo 1 (D. scandens - AM26GUA ); G2: Grupo 2 (D. floribundus - AM04MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G4:

Grupo 4 (D. scandens - AM22CZS); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA); G6: Grupo 6 (D. scandens - AM 02 ML, AM15CZS E AM25GUA).

Tabela 36 — Mortalidade de pupas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com diferentes fracdes de extratos de raizes de
timbo (D. scandens e D. floribundus) proporcional a quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa.

Mortalidade média e desvio padrdo (%) de pupa proporcional & quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa

Trat* | Concentragédo G2* (AM04MAO ) Concentragédo G3* (AM21ML) G5* (AM24GUA)
(T) (mm™) G2F4 G2F5 (mm? G3F5 G3F6sol | G3F6sob | G3F7 G3F8 G5F5 G5F6 G5F7 G5F8
T1 0% 0,0£0,0 | 0,0£0,0 0% 0,0£0,0 | 0,0+£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
T2 2.107% 0,0£0,0 | 0,0£0,0 1.10%% 5,0+2,2 | 5,3+2,3 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0
T3 4.10°% 0,0£0,0 | 0,0£0,0 2.107% 48+22 | 0,0£0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 5,6+2,4 | 0,0+£0,0 | 5,0+2,3
T4 8.10°% 0,0+0,0 | 9,1+2,9 4.107% 21,4+4,3 | 18,2+4,6 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 11,8+3,3 | 0,0+£0,0 | 5,3%+2,3
T5 12.10°% 0,0£0,0 | 9,5%3,0 8.107% 15,8+3,7 | 20,0+4,2 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 4,8+2,2 | 7,7+2,8 | 6,7+2,8 | 11,8+3,3
T6 16.107% 5,6+2,4 | 5,0+2,2 12.10%% 11,1+£3,2 | 10,0£3,2 | 0,0+0,0 | 0,0+0,0 | 10,0£3,1 | 0,0+0,0 | 8,3+3,0 | 0,0+0,0 | 10,5+3,2
T7 20.10°% | 11,1+3,2 | 9,5+3,0 - - - - -

*Trat.: Tratamento (T); G2: Grupo 2 (D. floribundus -

AMO4MAO ); G3: Grupo 3 (D. scandens - AM21ML); G5: Grupo 5 (D. scandens - AM24GUA).
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Tabela 37 — Mortalidade de pupas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com fragcdes do extrato de timbé do Grupo 3 —
G3 (AM21ML) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fracdes e com a rotenona purificada proporcional a
quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa.

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2 Bioensaio 3 Bioensaio 4
M Concentracdo Mortalidade Concentragdo Mortalidade Concentragdo Mortalidade Concentragdo Mortalidade
(mm*) (%) (m m*) (%) (mm) (%) (mm) (%)
T1 | 0% 0,0£00 | 0% 0,0£0,0 | 0% 0,0£00 | 0% 43421
-2,
T2 S%F;FSglolfi%)%fyf 10,0+3,1 | Rotenona 4.102% 0,040,0 | Rotenona 4.10°%% 202447 | Rotenona 2.107%% 0,00,0
G3F6sol 1,2.107%6 Rotenona 4.10%% + G3F6sol 0,6.107°% + 2
T3 | [ Gars 1210%% 0000 | areeol 0.4.10%% 25,0450 | orr0210%% 11,84#3,3 | Rotenona 4.10% 0,0+0,0
G3Fésol 1,2.107°% 2 G3F6sol 0,6.107% + 2
T4 | +G3Fesob04.00 | 00400 | Jaero@EI O 217042 | G3F70,2.10%% + 278446 | poc O 2D Pt | 13,6435
%% - G3F8 0,004% "
G3F6sol 1,2.10°% Rotenona 4.10%% + G3F6sol 0,6.107% + Rotenona 2.107% +
T5 | +G3F6sob1,2.10° | 0,00, op 13,034 | G3F70,4.107+ 53t2,3 | G3F80,2.10°% + 46,7+5,2
2, G3F50,4.107% F8 0,4.102% G3F6sol 0,4.102%
] ] ] Rotenona 2.107% +
G3F6sol 1,2.10°% Rotenona 4.10%% + G3F6sol 0,6.107% + 2
T6 | G3r704.10%% | 0031 | Gars1210%% 174539 | G3r70,4.10%% 10,0431 ggigs%’félf 16?2;) 22,2+4,4
] ] ] Rotenona 2.107% +
G3F6sol 1,2.10°% Rotenona 4.10%% + G3F6sol 1,2.107% + 2
7 1 ve3rr1210% | 2900 | Gareson0,4.10% | 33349 | Gar70,2.10%% 10,532 ggigs%félg 16?2;) 5,0£22
2 2 G3F6sol 1,2.107% + Rotenona 2.107% +
g | C3FESOI1210% | 5,00 | ROWNONAALI0 D+ | o537 | G3F70,2.10706 + 77:28 | G3F80,2.10%0%6+ 18,2439
+ G3F8 0,4.107%% G3F6s0b 1,2.10%% G3F8 0.4.10%% G3FBsol 0.2 102%
] ] G3F6sol 1,2.10%% + ]
G3F6sol 1,2.107°% Rotenona 4.10%% + BN Rotenona 2.107% +
T | vears1210% | 100000 | Gar7 04102 190834 ) G5 8218202 ¥ 00400 | 53rg 0.2.10%% 13,6£3,5
] G3F6sol 1,2.10%% + 2
2 Rotenona 4.102% + e Rotenona 4.1072% +
T10 | G3F6sol 1,2107% | 10,0431 | o 1.2.10%% 174439 | G3F70,4.10°% + 292435 | Garg 0.4.10%0% 10,5+3,2
rotenona 0,2.10%

*Trat.: Tratamento (T).
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Tabela 37 — Mortalidade de pupas de S. frugiperda (continuacao...).

Trat* Bi?ensaio 1 _ Biciensaio 2 _ Bicgensaio 3 _ Bic~)ensaio 4 _
) Concentragéo Mortalidade Concentragéo Mortalidade Concentragéo Mortalidade Concentracéo Mortalidade
(mm?) (%) (mm™) (%) (mm™) (%) (mm™) (%)
, Rotenona 4.102% + G3F6sol 1,2.%0'2% + Rotenona 4.120'2% +
T11 | G3F6sol 1,2.10“% 0,0+0,0 G3F8 0.4 16.20/ 25,0+5,0 G3F70,2.107% + 41,7+4,5 G3F80,2.10°% + 5,0+2,3
e rotenona 4.10°% G3Fé6sol 0,4.102'2%
2 Rotenona 4.10% +
T12 . . ety T | 182139 . : G3F8 0,4.10%%6 + 10,043,1
- G3F6sol 0,4.10°%
Rotenona 4.107% +
s ] ] ] ] ] ] G3F80,2.107% 0,000
Rotenona 4.107% +
T14 - - - - - - G3F80,4.107% + 8,3+2,8
G3F6sol 0,2.10°%

*Trat.: Tratamento (T).
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Tabela 38 — Mortalidade de pupas de S. frugiperda por ingestdo de dieta contaminada com frages do extrato de timb6 do Grupo 5 —
G5 (AM24GUA) avaliadas de forma isolada e combinadas com outras fragGes e com a rotenona purificada proporcional a
quantidade de lagartas que atingiram a fase de pupa.

Trat* Bioensaio 1 Bioensaio 2
(T Concentracéo (m m™) Mortalidade (%) Concentracdo (m m™) Mortalidade (%)
T1 Controle (Solvente) 0,0+0,0 Controle (Solvente) 0,0+0,0
T2 | G5F77,12.10°% 13,3+3,5 Rotenona 4.10°% 43+21
T3 | G5F77,12.10°% + G5F5 0,4.10°% 8,3+3,0 Rotenona 4.10°% + G5F5 0,4.10°% 9,5+3,0
T4 | G5F7 7,12.10°% + G5F5 2.10%% 25,0+4,4 Rotenona 4.10°% + G5F5 1,2.10°% 0,0+0,0
T5 | G5F77,12.10°% + G5F6 0,4.10°% 17,6+3,9 Rotenona 4.10°% + G5F6 0,4.10°% 0,0+0,0
T6 | G5F77,12.10°% + G5F6 2.10%% 70,0+4,8 Rotenona 4.10°% + G5F6 1,2.10°% 20,0+3,9
T7 | G5F77,12.10°% + G5F8 0,4.10°% 20,0+4,1 Rotenona 4.10°% + G5F8 0,4.10°% 48+21
T8 | G5F77,12.10°% + G5F8 1,2.10°% 6,7+2,6 Rotenona 4.10°% + G5F8 1,2.10°% 5,9+2,4
T9 - - Rotenona 4.107% + G5F7 0,4.10%% 4,2+2.0
T10 - - Rotenona 4.10°% + G5F7 1,2.10°% 5,3+2,3
T11 - - Rotenona 4.107% + G5F5 0,4.10%% 0,0+0,0
T12 - - Rotenona 4.107% + G5F5 1,2.10%% 0,0+0,0
T13 - - Rotenona 4.107% + G5F6 0,4.10°% 5,3+2,3
T14 - - Rotenona 4.10°% + G5F6 1,2.10°% 4,8+22

*Trat.: Tratamento (T).
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Apesar de que os dados obtidos nesta variavel possam ndo ser conclusivos, em fungéo do
nimero reduzido de insetos que atingiram a fase adulta em alguns tratamentos e pela
impossibilidade de aplicacdo de teste estatistico, os resultados demonstram que as fragdes
G3F6sob e G3F7 néo apresentam efeito sobre a mortalidade de pupas (Tabela 36), uma vez que
nestas fracdes todos os insetos atingiram a fase adulta. Por outro lado, as fracbes G2F4, G3F5,
G3F6sol, G5F6 e G5F8 (Tabela 36), aléem da rotenona purificada (Tabela 35), provocaram os
maiores valores de mortalidade de pupas entre os produtos avaliadas isoladamente. A fracdo
G3F6sol possui 58,7% de rotenona e apresentou resultados similares aos provocados pela
rotenona purificada avaliada isoladamente e, por este motivo, os efeitos sobre a mortalidade de
pupas de S. frugiperda podem ser atribuidos principalmente a presenca da rotenona nos extratos
de timbo.

Esses resultados mantiveram uma relagdo com os resultados apresentados pelos
tratamentos em fases anteriores dos bioensaios. Foi observada a tendéncia de maior valor de
mortalidade ou menor viabilidade de pupas de S. frugiperda para os tratamentos que provocaram
os maiores valores de mortalidade de lagartas e de prolongamento da fase larval, assim como
menores percentuais de empupamento e de peso de pupas.

As pupas ndo viaveis (mortas) apresentavam, 5 a 8 dias apds o inicio desta fase, coloracéo
escura, aspecto murcho e retorcido, rompimento do casulo, deformacGes e normalmente
apresentavam pesos menores do que no tratamento controle (Figura 36). Tais constatagdes
indicam que o emprego de extratos de timbd, ricos em rotenona, pode reduzir a viabilidade pupal
de S. frugiperda, o que consequentemente afetar4 o nimero de descendentes futuros pela reducao

do nimero de insetos adultos.
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Figura 36 — Pupas de S. frugiperda viaveis (A) e ndo viaveis (B). Fotos: Alecio (2012).

Além disso, a associacéo da rotenona purificada (4.102% m m™) com a fracdo G3F6sob
(1,2.10%% m m™), apesar de néo ter provocado efeitos bioldgicos significativos nas fases de larva
e pupa, produziu adultos com deformidades acentuadas. Neste tratamento, dos vinte insetos que
atingiram a fase de pupa, dezessete eclodiram dando origem a adultos com alteracdes (Figura 37),
tais como asas e pernas atrofiadas, dificuldades para se desvencilharem dos casulos e mortalidade
poucas horas apdés a eclosdo das pupas. A fracdo G3F6sob diferencia-se quimicamente das
demais fracOes dos extratos de timbd principalmente por possuir 0 maior teor do constituinte A
(47,05%) e a menor quantidade de rotenona (15,05%) e como esse efeito bioldgico ndo foi
observado quando a rotenona purificada foi avaliada isoladamente, os resultados indicam que a
possibilidade do constituinte A afetar a viabilidade dos insetos adultos, impedindo ou
dificultando que os individuos completem o ciclo, 0 que a credencia como promissora para

composicao de formulagéo de inseticida para S. frugiperda.
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Figura 37 — Adultos de S. frugiperda com deformaces, apresentando asas e pernas atrofiadas e
dificuldade para se desvencilharem dos casulos. Fotos: Alecio (2012).

5.3.4 Efeitos bioldgicos de constituintes majoritarios de extratos de timbo sobre lagartas de
S. frugiperda por ingestao de dieta contaminada

A composicao quimica dos extratos dos seis agrupamentos (Tabela 3) e das quatro fracdes
de timb6 (Figura 21 e Tabela 39) e seus efeitos bioldgicos avaliados sobre lagartas de S.
frugiperda por ingestéo de dieta contaminada foram distintos e, com base nos resultados obtidos
é possivel inferir que: os tores de rotenona e deguelina sdo determinantes para promover elevados
valores de mortalidade de lagartas; a rotenona, quando utilizada isoladamente, apresenta baixa
toxicidade, porém exerce papel determinante sobre todas as variaveis analisadas, apresentando
efeito sinérgico quando associada principalmente com deguelina e constituinte B; elevados teores
do constituinte A reduzem, aparentemente, os efeitos toxicos dos demais constituintes de extratos
de timbd sobre a mortalidade dos insetos; os constituintes A e B sdo provavelmente as
substancias responsaveis por provocar mortalidades na fase de pré-pupa; todos os constituintes
dos extratos de timb¢ analisados (rotenona, deguelina e constituintes A e B), quando associados,

apresentam efeito sinérgico, reduzindo o peso de pupas; a mortalidade de pupas €& afetada
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principalmente pela presenca da rotenona e o constituinte A pode ser a substancia que afeta a

viabilidade de insetos adultos, impedindo ou dificultando que os individuos completem o ciclo.

Tabela 39 — Constituintes de fracdes de extratos de timbo identificados por Cromatografia em
fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massa (EM)

Grupo (G)/ Constituintes
Fracao (F) Rotenona/deguelina A B C* D* E*
G3F6sol 58,67% 7,08% 34,24% - - -
G3F6sob 15,05% 47,05% 37,88% - - -
G5F6 Néo identificado 21,89% 18,18% 4,26% 41,37% | 14,28%
G5F7 24,05% 30,81% 45,13% - - -

* Constituintes nado identificados.

As variagdes entre as quantidades e as proporcionalidades dos diferentes constituintes dos
extratos de timbd poderiam justificar as distor¢des encontradas na literatura quanto a toxicidade
dessas plantas para insetos. Diversos trabalhos relatam elevada toxicidade (AZEVEDO et al.,
2007; ALECIO et al.,, 2010; CORREA, 2011), enquanto outros ndo confirmam esse efeito
(DAHLEM et al., 2009; ALMEIDA, 2010; EFROM et al., 2011). Alguns estudos apontam a
rotenona como principal constituinte téxico (MARINOS et al., 2004; AZEVEDO et al., 2007;
ALECIO et al., 2010; LUCIO et al., 2011) e outros destacam que esta substancia apresenta baixa
toxicidade quando utilizada isoladamente e que depende da associacdo de outros compostos para
apresentar efeito toxico (CORREA, 2011; LI et al.,, 2011), a0 mesmo tempo em que nNOVOS
constituintes foram isolados e identificados a partir de extratos desses vegetais e apresentaram
efeitos bioldgicos sobre artropodes (HYMAVATHI et al., 2011; LI et al., 2011; JIANG et al.,
2012).

O fato é que os extratos de timbO, mesmo se tratando de plantas de mesma espécie,

apresentaram grande variagdo de composi¢do quimica, o que pode estar relacionado as diferengas
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genéticas, de idade e das condicGes edafoclimaticas das plantas, semelhantemente aos resultados
obtidos por MENDES (1960), o que refletiu nos efeitos bioldgicos sobre 0s insetos.

Desse modo, os resultados podem ajudar a esclarecer essas contradi¢des, indicando que o
efeito toxico dos timbds esta associado a atuacdo conjunta de diversos constituintes e que extratos
com elevados teores de rotenona e deguelina associados a presenca dos constituintes A e B
tendem a apresentar maior toxicidade para lagartas de S. frugiperda, demonstrando que o0s
extratos obtidos de plantas de timbé de mesma espécie apresentam efeitos toxicos variados,
dependentes das concentra¢des, do modo de exposicdo aos insetos, da composi¢do quimica e da
associacdo de constituintes, o que poderia justificar as distor¢es dos resultados encontrados na
literatura, deixando claro que a toxicidade desses vegetais depende de diversos fatores, ndo
podendo ser generalizada, sendo necesséria a realizacdo de estudos detalhados para melhor
elucidar os efeitos de todas essas varidveis para cada espécie de inseto alvo.

Os resultados apresentaram a tendéncia de efeito inseticida para S. frugiperda quando os
extratos de timbo apresentam teores elevados de rotenona e deguelina (50% a 60%), quantidades
intermediarias do constituinte B (30% a 40%) e baixos teores do constituinte A (10 a 20%). Essas
proporcOes de constituintes podem ser consideradas como as mais adequadas para a selecdo de
extratos, visando o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos para o controle de S.
frugiperda, levando-se em consideracdo a possibilidade de misturas ou combinagGes controladas

desses constituintes.
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5.4 CONCLUSAO

A toxicidade de extratos de timbo para lagartas de S. frugiperda é varidvel e estd
relacionada a atuagao conjunta de diversos constituintes;

A intoxicagdo por ingestdo de dieta contaminada é a via de contato mais efetiva para S.
frugiperda;

A rotenona apresenta baixa toxicidade quando utilizada isoladamente, porém provoca
mortalidade de pupas e apresenta efeito sinérgico, quando associada a deguelina e aos
constituintes A e B, sobre todos os efeitos biologicos causados pelos extratos de timbo sobre
lagartas de S. frugiperda;

Os extratos de timbd que possuem os maiores teores de rotenona e deguelina apresentam a
maior toxicidade para lagartas de S. frugiperda;

Os teores de rotenona e deguelina podem ser usados como indicativos de toxicidade dos
extratos de timbo para lagartas de S. frugiperda;

O constituinte A, quando presente em elevadas concentragdes nos extratos, possivelmente
atua como antagonista de mortalidade de lagartas de S. frugiperda;

O constituinte A pode ser a substancia que provoca deformacdes e afeta a viabilidade de
adultos de S. frugiperda;

Os constituintes A e B provavelmente provocam mortalidades na fase de pré-pupa de S.
frugiperda;

Os constituintes dos extratos de timbo, quando associados, reduzem o peso de pupas de S.

frugiperda;
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O extrato de timbé do Grupo 3 (G3) possui as quantidades mais adequadas de
constituintes e apresenta a maior toxicidade para lagartas de S. frugiperda;

Extratos de timbé com elevados teores de rotenona e deguelina, quantidades
intermediérias do constituinte B e baixos teores do constituinte A, em suas composi¢des
quimicas, sdo 0s mais promissores para o desenvolvimento de produtos biotecnolégicos para

controle de S. frugiperda.
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6. CONCLUSOES FINAIS

A intoxicacdo por ingestdo alimentar é a via de contato mais efetiva para adultos de C.
tingomarianus e lagartas de S. frugiperda;

A toxicidade dos timbos esta relacionada a composicdo quimica dos extratos, a forma de
exposicao e a espécie de inseto-alvo;

A composicdo quimica dos extratos de timbo influenciou decisivamente nos efeitos
toxicos bioldgicos sobre adultos de C. tingomarianus e lagartas de S. frugiperda;

A rotenona purificada utilizada isoladamente ndo foi toxica para adultos de C.
tingomarianus e apresentou baixa toxicidade para lagartas de S. frugiperda;

Extratos com elevados teores de rotenona e deguelina ndo séo tdxicos para adultos de C.
tingomarianus e apresentam elevada toxicidade para lagartas de S. frugiperda;

A rotenona pode apresentar efeito sinérgico sobre os efeitos toxicos bioldgicos dos
extratos dos timbds em lagartas de S. frugiperda, quando associada com deguelina e com 0s
constituintes A e B;

A rotenona ndo € a principal substancia toxica presente em extratos de timbo para adultos
de C. tingomarianus;

A toxicidade dos extratos de timb0 para adultos de C. tingomarianus pode estar
relacionada aos efeitos sinérgicos dos constituintes A e B;

O constituinte A pode exercer efeito antagonista de mortalidade de lagartas, provocar

deformacdes e afetar a viabilidade de adultos de S. frugiperda;

184



A associacgdo do constituinte A com o constituinte B pode provocar mortalidades na fase
pré-pupa de S. frugiperda e o peso de pupa dos insetos pode ser reduzido pela atuacdo conjunta
de vérios constituintes dos extratos de timbo;

Extratos com elevados teores de rotenona associados a deguelina sdo indicadores de
toxicidade para lagartas de S. frugiperda e de baixo efeito toxico para adultos de C.
tingomarianus;

A maior toxicidade para S. frugiperda é promovida quando os extratos de timb6 sdo
constituidos aproximadamente por %/1o de rotenona, /1 de deguelina, /1o do constituinte B, /1
do constituinte A e pequenas quantidades dos demais constituintes;

Os extratos de timbé G1 e G3 apresentam a maior toxicidade para adultos de C.
tingomarianus e lagartas de S. frugiperda, respectivamente, e sdo 0S mais promissores para o

desenvolvimento de produtos biotecnolégicos para o controle desses insetos.
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