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Resumo

O pimentdo é uma hortalica de grande importancia socioecondémica no Brasil. Esta entre as
dez hortalicas mais cultivadas no pais. Assim como a maioria das plantas cultivadas, muitos
artrépodes pragas estdo associados a essa cultura, entre eles algumas espécies de acaros, como
Tetranychus desertorum, relatado infestando plantios no municipio de Manaus. Na maioria
das vezes os acaros sdo controlados por produtos quimicos, que apesar de eficientes podem
acarretar problemas tanto a saide humana quanto ao meio ambiente. Nesse sentido, o presente
trabalho teve como objetivo estudar a toxicidade dos extratos de Derris rariflora Benth. e
Derris floribunda Benth. sobre T. desertorum em folha de pimentdo, visando a oferta de
produtos mais seguros, menos onerosos e de menor impacto ambiental. As plantas foram
coletadas em &reas naturais, lavadas, desidratadas e moidas. Em seguida, foram diluidas em
agua destilada, alcool etilico e acetona, nas concentracoes de 0,5, 1, 10, 20 e 30%, resultando
no extrato aquoso, etandlico e acetdnico, esses extratos foram analisados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Para os bioensaios, discos de folhas de pimentdo foram tratados
com o0s extratos por meio de imersdo e em seguida cada disco recebeu 8 acaros fémeas. A
rotenona comercial (98%) também foi testadas sobre os acaros, nas concentracées de 0,1, 0,5
e 1%. Foi verificado que a rotenona ndo estd presente nos extratos aquosos das espécies
estudadas. Nos extratos acetonico e etanolico foi verificado um teor de rotenona de 4,5 e 4%
para D. floribunda e 4,3 e 5% para D. rariflora, ndo diferindo entre si. A espécie D. rariflora
foi mais tdxica para o acaro quando comparada a D. floribunda. Entre os extratos, o etanélico
foi o mais toxico seguido do aquoso e acetdnico. As concentragdes de 20 e 30% causaram
maior percentual de mortalidade. A menor CLs, foi observada para o extrato etandlico de D.
rariflora. A rotenona comercial ndo foi toxica para T. desertorum. Contudo, com excecdo ao
extrato aquoso e acetdnico de D. floribunda, que ndo atingiram 50% de mortalidade, 0s

demais foram promissores para o controle de T. desertorum em folhas de piment&o.



Abstract

The pepper is a vegetable of great importance socioeconomic in Brazil. Is among the ten most
vegetables grown in country. Like most crops, many arthropods pests are associated with that
culture, including some species of mites such as Tetranychus desertorum, reported infesting
crops in Manaus. In most cases the mites are controlled by chemicals, which although
effective can lead to problems both human health and the environment. In that sense,
this work aimed to study the toxicity of extracts of Derris rariflora Benth. and Derris
floribunda Benth. on T. desertorum leaf Pepper, aiming to offer products safer, cheaper
and with less environmental impact. Plants were collected in natural areas, washed, dried and
ground. Were then diluted in water distilled ethanol and acetone at concentrations of 0.5, 1,
10, 20and 30%, resulting in aqueous extract, ethanol and acetone,
these extracts were analyzed by High Performance Liquid Chromatography Efficiency.
For bioassays, discs of pepper leaves were treated with extracts by dipping each disk and then
received eight female mites. The commercial rotenone (98%) was also tested on the mites
in concentrations of 0.1, 0.5 and 1%. It was found that rotenone is not present in agueous
extracts of the species. The extracts acetone and ethanol was found a rotenone content of 4.5
and 4% for D. floribunda and 4,3 e 5% for D. rariflora, not among them. The species
D. rariflora was more toxic to the mite when compared to D. floribunda. Among the extracts,
the ethanol was the most toxic followed by and aqueous acetone. The concentrations of 20
and 30% caused more mortality rates. The lowest LC50 was observed for the extract ethanolic
D. rariflora. Rotenone commercial was not toxic to T. desertorum. However, except the
aqueous extract of acetone and D. floribunda, which failed to achieve 50% mortality, the

others were promising for control of T. desertorum on pepper leaves.



1 INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) é uma hortalica de grande importancia
socioecondmica no Brasil. Esta entre as dez hortalicas mais cultivadas no pais (Halfeld-Vieira
et al., 2005). Assim como a maioria das plantas cultivadas, muitos artropodes pragas estdo
associados a essa cultura (Barbosa et al., 2008). Entre eles algumas espécies de &caros (Souza,
2003), como Tetranychus desertorum Banks (Acari: Tetranychidae), que tem sido registrado
infestando plantios na regido de Manaus (Vasconcelos et al., 2009), ocasionando perdas de
producdo. De modo geral, as folhas infestadas por acaros tetraniquideos apresentam manchas
esbranquicadas na face inferior e cloroticas na face superior. Quando intensamente infestadas
estas podem secar e cair precocemente, levando a planta a morte (Flechtmann, 1977).

Esta praga é controlada, basicamente, com aplicacdo de acaricidas, que é o método de
controle de populagdes de &caros mais utilizado no mundo (Pallini et al., 2007; Morais e
Flechtmann, 2008). Apesar de eficientes, 0s agrotoxicos podem apresentar uma serie de
problemas, como contaminacdo ambiental, residuos nos alimentos, intoxicacdo de agricultores
e consumidores, desequilibrios biolégicos devido a eliminacdo de inimigos naturais, e sele¢cdo

de populacdes de pragas resistentes (Carvalho et al., 2008).

Devido a tais problemas, a procura por formas alternativas de controle, como espécies
vegetais com atividade acaricida tem aumentado nos ultimos anos (Pontes et al., 2007).
Assim, o controle alternativo de acaros com extratos de plantas vem sendo estudado, com
alguns resultados promissores (Brito et al., 2006). No entanto, ainda sdo poucas as
informacGes encontradas na literatura sobre o uso de plantas toxicas no controle de &caros
(Vieira et al., 2006).

O uso de extratos de plantas apresenta diversas vantagens quando comparadas aos

acaricidas sintéticos, pois normalmente tém persisténcia reduzida, o que evita acumulo de
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residuo téxico no meio ambiente, pode ser seletivo a inimigos naturais, sdo biodegradaveis e
ndo apresentam os efeitos colaterais tipicos dos acaricidas convencionais (Pontes et al., 2007).

Algumas espécies de plantas tém acdo acaricida comprovada (Brito et al., 2006), como
é 0 caso dos timbds (Derris spp.) (Pereira et al., 2004), que tem como principios toxicos a
rotenona, elliptona, sumatrol, malacol, toxicarol e deglelina (Corbett, 1940, Krieger, 2010,
Mariconi, 1981 e Teixeira, 2003), porém a maioria dos trabalhos considera a rotenona mais
toxica em relacdo as demais. (Caminha Filho, 1940, Lébo et a.l, 2009). Essa substancia é
metabolizada pela via secundaria das plantas, acumulando-se em pequenas propor¢des nos
tecidos vegetais (Villalobos, 1996). A rotenona possui atividade inseticida e piscicida
(Dzenda et al., 2008), apresentando baixa toxicidade aguda a seres humanos (Robertson e
Smith, 2008).

Em funcdo da escassez de informacgfes abrangendo estudos sobre uso de plantas
acaricidas, fez-se necessario a realizacdo do presente trabalho, visando comprovar a
efetividade de extratos de timbos sobre T. desertorum e verificar se a toxicidade desses
extratos é causada pela rotenona, cuja toxicidade principal é referenciada pela literatura. Além
do mais ndo existe no mercado produtos alternativos para o controle deste acaro, o que torna
essas acOes de pesquisa de suma importancia, visando a oferta de produtos mais seguros,

menos onerosos e de menor impacto ambiental.

11



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a toxicidade dos extratos de Derris rariflora Benth. e Derris floribunda Benth.

sobre T. desertorum em folha de pimentéo .

2.2 Especificos

o Quantificar o teor de rotenona nos extratos aquoso, etanélico e acetbnico de
timbos;
o Comparar a eficiéncia de diferentes solventes na extracdo de rotenona em

raizes de timbo.

o Comparar a toxicidade das plantas, dos extratos e das concentracdes sobre a
mortalidade de T. desertorum;

o Determinar o Tempo Letal Médio (TLso) do extrato mais eficiente e respectiva
concentracdo sobre T. desertorum.

o Determinar a Concentracdo Letal Média (CLso) dos extratos sobre T.
desertorum;

o Comprovar se a rotenona presente nos extratos esta causando a mortalidade dos

acaros.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 A cultura do pimentéo

A espécie C. annum é uma solanécea perene, de origem americana, ocorrendo formas
silvestres desde o Sul dos Estados Unidos até o norte do Chile. Antes da colonizagdo
espanhola, o pimentdo ja era cultivado pelos indigenas (Filgueira, 2000). E uma cultura de
clima tropical, que se desenvolve adequadamente em locais com temperatura média entre 20 a
30 °C. A época de plantio depende do clima da regido. Em regides baixas, com altitude menor
que 400 m, e de inverno ameno, pode ser semeado o ano todo (Souza, 2003). A planta é
arbustiva, atingindo 50-80 cm de altura. E cultivada como planta anual, porém, na auséncia de
patdgenos pode permanecer como planta semi-perene.

O cultivo de pimentdo € uma atividade significativa para o setor agricola brasileiro,
ocupando anualmente, cerca de 13.000 ha de area cultivada, com producdo de
aproximadamente 280.000 toneladas de frutos (Reifschneider, 2000), sendo uma das dez
hortalicas mais cultivadas (Souza e Nannetti, 1998). Entre as solandceas é a terceira mais
cultivada, ficando abaixo apenas do tomate e da batata (Carmo, 2004). Segundo Reis e
Madeira (2009), o estado do Amazonas produziu 3.651 toneladas de pimentdo no ano de
2005, com uma éarea plantada de 199 ha, totalizando 1.207 produtores. Esta cultura também
possui grande importancia econdémica no exterior, principalmente nos Estados Unidos,
México, Italia, Japdo e India (Fonseca, 1986). Os frutos podem ser consumidos na forma
imatura (verdes) ou madura (vermelhos ou amarelos) (Souza e Nannetti, 1998).

A cultura do pimentdo ndo se desenvolve em solos compactados, mal drenados, rasos
ou salinos. Os solos indicados para o cultivo devem ser profundos, leves e bem drenados
(Reifschneider, 2000). Esta espécie prefere solos areno-argilosos, com o pH variando de 5,5 a
6,8 (Filgueira, 2000).
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O piment&o é geralmente cultivado em campo aberto, mas adapta-se bem ao cultivo
protegido (Henz et al., 2007). Neste tipo de ambiente, os produtores podem utilizar telas,
visando maior protecdo da cultura, principalmente de insetos pragas (Cardoso, 2007).
Segundo Alessandro (2001), o cultivo protegido possui algumas vantagens, como maior
seguranca na producéo, colheitas programadas e principalmente a qualidade dos frutos devido
a protecdo destes contra queimaduras do sol e chuvas fortes.

O habito de consumir hortalicas vem crescendo no municipio de Manaus, que
concentra quase a metade da populacdo do estado do Amazonas (Rodrigues et al. 2007), isso
devido ao aumento na oferta destes produtos pela incorporagdo da tecnologia de cultivo
protegido que proporcionou um significativo aumento na area cultivada em casa de vegetacao,
principalmente pimentdo. Em parte, este aumento do numero de produtores e da
produtividade é devido ao projeto de cultivo protegido de pimentdo no Municipio de

Iranduba, implantado pela EMBRAPA e governo do Amazonas (Gama et al., 2008).

3.2 Acaros na cultura do pimentdo

Entre os acaros, algumas espécies sdo pragas chave na cultura do pimentdo,
destacando-se: 0 acaro branco Polyphagotarsonemus latus (Banks) (Acari, Tarsonemidae) e o
acaro rajado Tetranychus urticae Koch (Acari, Tetranychidae), sobretudo em casa de
vegetacdo (Zhang, 2003). Segundo Echer et al. (2002), o &caro branco se destaca devido a sua
freqUente e severa ocorréncia em diversa areas produtoras. Este acaro causa grave danos a
planta (De Coss-Romero e Pefia, 1998), alimentam-se da superficie abaxial das folhas apicais
atacando as células mais superficiais da epiderme (Gui et al., 2001). As folhas apicais jovens
sdo severamente danificadas, ficando torcidas, mais rigidas e com margem ondulada (Bassett,
1981). Os frutos atacados podem apresentar rachaduras e as vezes reticulacBes (Gerson,

1992). Em geral inibem o crescimento da planta (Pefia e Bullock, 1994), podendo leva-la a
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morte. Mesmo ap6s a eliminacdo dos &caros, as folhas jovens continuam, por alguns dias,
apresentando os danos mencionados, sugerindo que estes possam ser proporcionados por
toxinas injetadas pelo acaro ao alimentar-se (Zhang, 2003).

Na regido de Manaus além de P. latus, o &caro vermelho, T. desertorum (Figura 1)
tem sido relatada ocasionando problemas na cultura do pimentdo (Vasconcelos et al., 2009).
Esta espécie foi descrita em 1900 nos Estados Unidos e foi relatada em mais de 180
hospedeiros nas Américas, Asia e Oceania (Bolland et al., 1998). Este 4acaro pertence a
familia Tetranychidae e seu desenvolvimento passa pelos estagios de ovo, larva, protoninfa,
deutoninfa e adultos. As fémeas tecem teias, recobrindo parcialmente a superficie das folhas
(Figura 2) (Flechtmann, 1977). Nos fios dessas teias, s&o depositados 0s 0vo0s, pequenos,
esféricos e brancos- amarelados (Figura 1) (Flechtmann, 1967). As larvas, ninfas e machos
possuem coloracao verde-amarelado, ja as fémeas sdo vermelho intenso (Flechtmann, 1977).

O desenvolvimento de T. desertorum é influenciado pela temperatura e umidade
(Vacante, 2010). O tempo de desenvolvimento de ovo a adulto é relativamente curto, de 5,8 a
11,2 dias. A duracdo media na fase de ovo é de 3,3 dias, sendo 2 dias no verao e 4 a 5 dias no
inverno. Cada estagio de desenvolvimento leva em torno de 1 a 1,5 dias no verdo e 1,3 a 3

dias no inverno, para completar-se (Jeppson e Baker, 1975).
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Figura 1- Fémeas adultas e ovos de Tetranychus desertorum em folha de
pimentdo. Foto: Raquel Corréa.

Figura 2- Teias de T. desertorum sob folhas de pimentdo. Foto: Raquel Corréa.
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Para identificacdo, os acaros sdo montados em laminas para microscopia em meio de
Hoyer (Krantz, 1975) e examinados ao microscopio éptico com contraste de fase. A espécie
T. desertorum ¢é caracterizada pelo edeago do macho, o qual apresenta na extremidade distal
(“cabega”) angulacdo posterior curvada ventralmente (Jeppson e Baker, 1975) (Figura 3). As
fémeas sdo maiores do que os machos e caracterizam-se por apresentarem a seta duplice
proximal do tarso | em alinhamento com as quatro setas tateis proximais (Flechtmann e

Bastos, 1972) (Figura 4).

S /
/

Seta duplice
proximal

Edeago
i \/"'/:. o
\ > EC%?
> G
S

s E N

Seta téteis
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Edeago—

Figura 4- Tibia e tarso da fémea T.
desertorum. Fonte: Pritchard e Baker
(1955).

Figura 3- Detalhes do edeago de T.
desertorum. Fonte: Pritchard e Baker
(1955).

Quando infestadas por T. desertorum, as folhas de pimentdo apresentam na face
inferior manchas esbranquicadas e na superior perda de brilho, clorose e pequenas manchas

marrons. Dependendo do nivel de infestacdo pode ocorrer a queda das folhas, ocasionando o
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depauperamento das plantas. Os sintomas sdo ocasionados pela destruicdo das células
vegetais (Bastos, 1981).

A espécie T. desertorum também é comumente encontrada infestando outras culturas
de importéancia econémica, como por exemplo Plaseolus vulgaris L. (Rivero e Vasques,
2009), Vitis vinifera L. (Juarez e Botton, 2008), Glycine max L. (Guedes et al, 2007, Roggia
et al., 2008), Fragaria vesca L. (Damasceno, 2008), Ipomea batatas L. (Mineiro et al, 2007),
Passiflora edulis Sims (Noronha, 2006), Ficus carica L. (Morais e (Flechtmann, 2008),
Lycopersicon esculentum Mill (Luz et al, 2002), entre outras.

De forma geral, os acaros praga sdo controlados mediante aplicacdo de acaricidas
organossintéticos, ndo raro com aplicacbes preventivas ou excessivas. Porém, existem
alternativas de controle de &caros com destaque para: resisténcia de plantas, uso de produtos
naturais, controle biologico, controle cultural e controle mecéanico (Moraes e Flechtmann,

2008).

3.3. Uso de extratos de plantas para o controle de acaros

De acordo com Brito et al. (2006), diversos compostos de origem vegetal tém acédo
acaricida devido a metabdlitos secundarios produzidos pela planta, como alcal6ides,
terpendides e compostos fendlicos. Estes compostos funcionam como defesa quimica das
plantas, atuando quantitativamente, como redutoras da digestibilidade, ou qualitativamente,
como toxinas para 0s artropodes.

Os extratos vegetais constituem uma promissora alternativa de controle de acaros
fitéfagos e atualmente tem sido alvo de estudos em centros de pesquisas (Goncalves et al.,
2001; Vieira et al., 2006). Apesar de algumas espécies de plantas ja possuirem agdo acaricida

comprovada (Brito et al., 2006), no Brasil ndo ha formulacbes comerciais de produtos de
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origem vegetal disponiveis para combater esses acaros (Gongalves et al., 2001), havendo
poucas informacdes abrangendo tais estudos (Vieira et al., 2006).

Segundo Ponteza et al. (2005), varios produtos de origem vegetal ja foram avaliados
para o controle de acaros fitofagos, destacando-se Azadirachta indica A. Juss., Datura
stramonium L., Lupinus termis Albus, Lavandula angustifélia Miller, Lavandula latifélia
Vill, Melissa officinalis L., Mentha piperita L., Salvia fruticosa Mill, Ocimum basilicum L.,
Abrus precatorius L., Ruta graveolens L., Dieffenbachia brasiliensis Veitch,
Stryphnodendron barbatiman Martius e Solanum melogena L, todos demonstraram resultados
promissores.

Entre os trabalhos com extratos de plantas sobre &caros fitofagos destacam-se:
Goncalves et al (2001) testaram o extrato aquosos de nim (Azadirachta indica A. Juss) e
cravo da india (Syzigium aromaticum L.) sobre o acaro verde da mandioca (Mononychellus
tanajoa Bondar) e perceberam que estes causaram toxicidade para adultos, mas ndo afetaram
a duracdo do periodo de incubacdo dos ovos. Mourao et al. (2004) avaliou a toxicidade aguda
e cronica de extratos de Oleo da torta de A. indica sobre fémeas de Oligonychus ilicis
(McGregor) (Acari: Tetranychidae) e verificaram que a taxa de populacional desses acaros
diminui a medida que as concentragdes (0,075mg/ml a 144mg/ml) aumentaram, atingindo a
mortalidade de 100%. Pontenza et (2006) verificaram que 0s extratos aquoso de
Dieffenbachia brasiliensis Bull., Ruta graveolens L. e Allium cepa L., se mostraram eficientes
no controle de Tetranychus urticae Koch, em casa de vegetacdo. Carvalho et al. (2008),
verificaram que os extratos aquosos de Annona squamosa L., Calendula officinalis L., Coffea
arabica L., Ricinus communis L., Ginkgo biloba L. e Nepeta cataria L. apresentaram
percentuais significativos de mortalidade de Oligonychus ilicis McGrego (Acari:

Tetranychidae).
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A utilizacdo de acaricidas a base de extratos de plantas tem se mostrado mais
vantajosa em relagdo ao uso indiscriminado de agrotoxicos, nos aspectos de seguranga ao
aplicador, sendo menos persistente e acumulativo no ambiente e nos alimentos e mais

seletivos a inimigos naturais (Lucini et al, 20010, Vieira et al., 2006; Potenza et al., 2006).

3.4 Os timbods

O timbo é um grupo de planta da familia Fabaceae, amplamente encontrada na regido
Amazonica, tanto em floresta primaria como em éareas ja desmatadas, 0s géneros mais
conhecidos € Derris, Lonchocarpus e Tephrosia (Tozzi, 1998; Alécio, 2007). A palavra timbo
tem origem Tupi, Ti = sumo, suco e mbo = cobra, significando, sumo de cobra, suco
venenoso ou suco que mata (Costa, 1996). Durante as pescarias, 0s indios empregavam a raiz
fresca desta planta, batendo-a e agitando-a na &gua, produzindo um liquido leitoso, com
cheiro muito forte e peculiar. Sob a acdo deste sumo, 0s peixes perdem o equilibrio, subindo
atordoados a superficie, onde nadam descontrolados, sendo capturados facilmente (Lima,
1987). Além da América do Sul, ha registros da utilizacdo desta préatica por tribos indigenas

da Asia e Africa (Homma, 2007).

Caminha Filho (1940) cita as variedades de timbo mais conhecidas no Norte
brasileiro, entre elas, Lonchocarpus nicou Benth (timbé macaquinho), Lonchocarpus urucu
Killip (timbé vermelho), Lonchocarpus. floribundus Benth (timbd venenoso), Derris.
guianensis Benth (timbd da mata), Derris. negrensis Benth (timborana de Gurupa), Tephrosia
brevipes Benth (timb6 do campo) e Tephrosia nitens Benth (timbé ajaré). Outra espécie de
timbd, Ateleia glazioveana Baillon, é citada por Anese et al. (2007), encontrada nas regifes

noroeste do Rio Grande do Sul e Oeste de Santa Catarina.
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O extrativismo da raiz de timbd teve importancia econdmica até a descoberta da
atividade inseticida do DDT em 1939. O seu declinio também esta relacionado com a reducdo
dos estoques naturais que eram mais acessiveis nos Estados do Para e Amazonas (Homma,
2007). Com a recente ascensdo da agricultura organica e pressao socioambiental para reducao
do uso de agrotdxicos, o interesse por essa planta tem despertado a realizagdo de pesquisas em
centros de pesquisa e pés-graduacdo, resultando em dissertacdes e teses. Como por exemplo,
os trabalhos de Costa (1996), que verificou o efeito da variabilidade de timbos de diferentes
regides da Amazonia sobre Musca domestica L. (Diptera: Muscidae), Correa (2006) que
estudou a acdo de extratos de Lonchocarpus floribundus Benth sobre Toxoptera citricida
Kirkaldy (Sternorrhyncha: Aphididae) e Alécio (2007) que pesquisou o efeito de Derris
amazonica Killip em populacdo de Cerotoma arcuatus (Coleoptera: Chrysomelidae). Porem,
a descontinuidade destas pesquisas constitui um grande gargalo para 0s programas de

aproveitamento da biodiversidade na Amazonia (Homma, 2007).

3.4.1 Género Derris

As plantas do género Derris pertencem a familia Leguminosae ou Fabaceae, sub-
familia Papilionoideae (Firmino, 1998) e tribo Dalbergieae (Mclndoo, 1919; Atchison, 1949
apud Saito e Lucchini, 1998).

Plantas deste género sdo encontradas na Malésia, na india e nas Filipinas. Foi citado
pela primeira vez na literatura em 1747, pelos chineses, onde descreviam que as raizes de
Derris spp. eram esmagadas em agua, resultando em uma emulséo leitosa para pulverizacdo
de hortalicas. A observacdo dessas hortalicas chamou atencdo de estudiosos que passaram a
pesquisar as propriedades tdxicas dessas plantas (Mclndoo, 1919 apud Saito e Lucchini,

1998).
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As espécies que mais se destacam quanto a toxicidade sdo: D. elliptica, D. urucu, D.
nicou, D. sericea, D. amazonica, D. raiflora e D. floribunda (Rocha e Zoghbi, 1982). As
duas ultimas espécies sdo endémicas do Brasil, com pré dominancia na Amaz0nia,
principalmente no Estado do Amazonas (Tozzi, 2010).

A espécie D. rariflora Benth possui ramos escandecentes ou prostados, lenhosos,
castanho avermelhados, cilindricos, finamente estriados, esparso e obscuramente lenticelados,
puberulentos a glabros, quando novos sdo flexiveis, angulosos, estiados, pubescentes, com
estipulas lenhosas, deltdides. Folhas com 3 ou 5 foliolos, com estipelas rudimentares, peciolos
e raquis com estrias bem marcantes. A inflorescéncia é pseudo- racemosa e terminal, esparso
fasciculada nos dois tercos superiores e nua no terco inferior basal, mais longa que as folhas,
com uma bractea oval minima na base (Tozzi, 1989) (Figura 5). Ja a Derris floribunda Benth
possui arbusto escandente, pequeno, rasteiro em lugares abertos e secos, na floresta atinge
grandes dimensdes, subindo em arvores altas. As flores sdo réseo- violaceas (Silva et al.,
1977). Folhas com 7 ou 9 foliolo (raramente 5 ou 11), estipulas ausentes, peciolo estriado no
geral com um sulco ventral, raquis semelhante ao peciolo, sub- angular. Inflorescéncia ereta,

pseudo- racemosa, auxiliar, multiflora e bractéolas (Tozzi, 1989) (Figura 6).
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Figura 5- Derris rariflora. a- Ramo com inflorescéncia; b- flor; c- calice; d- estandarte; e-
asas; f- quilha; g- androceu; h- gineceu. Fonte: Tozzi (1989).
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Figura 6- Derris floribunda. a- Ramo com inflorescéncia; b- botdo floral; c- flor; d- célice; e-
estandarte; f- asas; g- quilha; h- androceu; i- ginecei. Fonte: Tozzi (1989).
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3.4.2 Principio ativo e toxicidade dos timbds

Em toda Amaz6nia, os timbds sdo conhecidos como plantas portadoras de substancias
de violenta acdo toxica para animais de sangue frio (Pinto, 1953). Nas espécies de timbd,
encontram-se seis substancias toxicas, sdo 0s seguintes rotendides: rotenona, elliptona,
sumatrol, malacol, toxicarol e deglelina (Corbett, 1940, Krieger, 2010, Mariconi, 1981 e
Teixeira, 2003) (Figura 7). De acordo com com Mariconi (1981), as cinco Ultimas substancias
tém composicdo semelhante a rotenona, no entanto, sdo 5 a 10 vezes menos toxica para

insetos.
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Figura 7- Substancias toxicas dos timbos. Fonte: Teixeira (2003)

A rotenona (Cx3H20s) € um isoflavondide cristalino, inodoro e insipido,
biossintetizado pela via do metabolismo secundario da planta (Mascaro et al., 1998). E uma
molécula de meédia polaridade (Zubairi et al., 2004), foi utilizada como inseticida, pela
primeira vez, em 1848 (Mariconi, 1981). A sua distribuicdo varia nas diversas partes da

planta, sendo mais concentrada nas raizes. A idade da planta também influencia no teor de
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rotenona, decrescendo com a idade do vegetal (Homma, 2007). A rotenona é extremamente
solivel no cloroférmio, éter, acetona, tetracloreto de carbono e ainda nos derivados clorados

do etileno, é pouco solivel em &gua (Costa, 1996).

Quando pura, a rotenona decompde-se com relativa facilidade na presenca de luz e ar.
A persisténcia em &guas naturais varia de acordo com a estacdo do ano. Em temperatura de
20°C geralmente persiste por menos de um dia (Corbett, 1940). As formula¢des liquidas sdo

mais estaveis quando armazenadas em recipientes lacrados e escuros (Ling, 2002).

A rotenona é considerada um inseticida de contato e ingestdo, penetra pelo canal
alimentar, traquéias e tegumento (Mariconi, 1981). Essa substédncia mata por meio do
blogueio da respiragdo celular. Funciona como inibidor do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons, atuando entre 0 NAD" (uma enzima envolvida nos processos
metabolicos de oxi-reducdo) e a co-enzima Q (co-enzima responsavel pelo transporte de
elétrons na cadeia respiratoria), com a consequente falha das funcGes respiratorias (Santos,
2002). Os efeitos sdo similares aqueles produzidos por outros inseticidas que afetam o
transporte do elétron ou a fosforilagdo oxidativa, incluindo o antimicina, cianido e
dinitrofenol (Ling, 2002).

Acredita-se que a rotenona seja moderadamente tdxica para seres humanos, com uma
dose letal estimada entre 300 e 500 mg/kg. Segundo a Agencia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA), doses diarias de rotenona abaixo de 0,4mg/Kg, durante todo periodo
de vida, ndo acarretariam efeitos prejudiciais a seres humanos, quando ministrada por via oral
(Ott, 2006). Apesar disso, estudos baseados no modelo de toxicidade crénica sugerem que
doses baixas de rotenona ministradas em longo prazo podem induzir sintomas semelhantes
aos verificados na Doenca de Parkinson (Casacchia et al., 2009). Porém, esses efeitos s

foram observados quando a substancia foi ministrada por via intravenosa ou subcutanea
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(Bartarbet et al., 2000). Hien et al. (2003) objetivando verificar sintomas de toxicidade
cronica, ndo registraram mudanca patologica em ratos alimentados com dieta contendo doses
de 2,5mg/kg de rotenona durante 2 anos. Segundo Narongchai et al. (2005), a rotenona é
metabolizada pelo figado de mamiferos e a maior parte € eliminada pelas fezes. No entanto,
irrita o trato gastrointestinal, brénquios, conjuntivas e pele, causando vomitos, tosse, dispnéia,

dermatites, convulsdes e deficiéncias respiratorias.

3.4.3 Uso de timbd no controle de acaros fitéfagos

S&o poucos os trabalhos encontrados na literatura abrangendo o uso de timbd sobre
acaros de importancia agricola a maioria dos estudos é voltada para acaros de importancia
veterinaria (Pereira et al., 2004). Entre os trabalhos com acaros de importancia agricola esta o
de Castagnoli et al. (2005) que estudando &caros fitdfago, predador e generalista, Tetranychus
urticae Koch, Neoseiulus californicus McGregor e Tydeus californicus Banks,
respectivamente, verificaram que um produto comercial a base de Derris spp. (Rotena®) foi
mais toxica para ovos do que para fémeas de T. urticae e altamente toxica para as fémeas de
N. californicus e T. californicus. Em outro trabalho, Wongthong e Pimsamam (2007)
avaliaram a toxicidade do extrato aquoso de Derris elliptica Benth sobre Tetranychus
truncatus Ehara e encontraram uma Concentracdo Letal Média (CLsy) de 3,69%.
Roobakkumar et al. observaram (2010) um percentual de até 100% de mortalidade de
Oligonychus coffeae (Nietner) (Acari: Tetranychidae), utilizando o Derrismax®, um produto
comercial a base de Derris spp. Os autores citados atribuiram a toxicidade dos extratos e

produtos a base de Derris a rotenona, principio ativo ja discutido anteriormente.
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3.4.4 Timbos em sistema de cultivo

Os timbds sdo propagados de forma vegetativa, no inicio do periodo chuvoso (Lima,
1987). O plantio é realizado por meio de estacas de 30 cm de comprimento, provenientes de
haste com um minimo de 3 n6s. O espacamento recomendado é de 70 cm entre plantas e um
metro entre linhas, obtendo-se uma densidade média de 14 mil plantas por hectare (Homma,
2007). As plantas rebrotam em torno de uma semana ap6s o plantio e o rendimento pode
atingir 1 t/ha (Lima, 1987). Segundo Tozzi (1998) as plantas florescem somente em floresta
densa, isso pode ser confirmado pela auséncia de material reprodutivo na maioria dos

herbarios de instituicdes de pesquisa.

O arranquio das raizes do timbé exige grande forca fisica, os arbustos sdo cortados a
50 cm do solo e as raizes sdo arrancadas individualmente com as maos. Em Porto Rico, a
coleta manual das raizes € realizada ap0s a passagem de um trator de roda acoplado a um

arado (Homma, 2007).

Os timbds quando cultivados formam uma manta vegetal de boa espessura sobre o
solo, proporcionando protecéo e evitando a incidéncia direta do sol e da chuva. As radiculas
sdo ricas em nos, resultantes da associacdo simbidtica com a bactéria Rhizobium spp. (Lima,

1987).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Producéo das mudas de pimentéo

Para obtencdo de folhas de pimentdo utilizadas para alimentar os &caros da criacéo
estoque em laboratorio e para os bioensaios com o0s extratos de timbos, foram produzidas
mudas de pimentdo em casa de vegetacdo, localizada na area experimental da Faculdade de

Ciéncias Agrarias, no setor sul do campus da Universidade Federal do Amazonas (Figura 8).

Cobertura
plastica

Figura 8- Casa de vegetacdo utilizada para a producdo de pimentdo. Foto: Raquel
Corréa.

Foram utilizadas sementes de pimentdo cultivar IKEDA® Cascudo, semeadas em
copos plasticos de 250 mL, contendo substrato Plant Max Hortalicas HA®, em casa de
vegetacdo, a temperatura ambiente (£27°C). Apos atingirem 10 cm de altura, as mudas foram
transferidas para vasos plasticos com capacidade para 13dm? (Figura 9) contendo uma mistura

de solo de textura média e matéria orgénica na propor¢édo de 1:1. Os manejos culturais foram
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realizados de acordo com os recomendados por Filgueira (2000). Assim, apds o surgimento
das primeiras flores foi realizada a desbrota removendo todas as folhas abaixo destas, para
permitir o alongamento da haste durante o desenvolvimento. Nesta ocasido foi feito o
tutoramento das plantas com varetas de madeira, de aproximadamente 80 cm de
comprimento, que foram cravadas proximo a base das plantas e em seguida efetuado o
amarrio (Figura 10). As adubagdes foram feitas segundo Malavolta (1980), que sugere a
aplicacdo de nutrientes nas seguintes dosagens em mg/dm?®: N=300, P=200, K=150, Mg=15,
S=50, B=0,5, Cu=1,5, Fe=1,5, Mn=3, Mo=0 e Zn=5. A adubacdo foi realizada 15 dias antes
do transplante das mudas, adicionando 30% das doses de N e K, e todo conteudo de Mg e P.
Posteriormente, foram realizadas 8 adubac6es parcelada adicionando todo o restante do N, K
e Ca. Os demais nutrientes foram aplicados aos poucos, junto a agua de irrigacdo. As plantas

foram irrigadas diariamente.

Figura 9- Producdo de mudas de pimentdo em
vasos plasticos de 5 litros. Foto: Raquel Corréa.

Figura 10- Tutoramento das mudas de
pimentdo com varetas de madeira.
Foto: Raquel Corréa.
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4.2 Coleta e criacdo de acaros

Para criagéo estoque, folhas de pimentéo infestadas por T. desertorum foram coletadas
em uma area de producdo na Zona Leste do Municipio de Manaus, e transportadas em sacos
plasticos para o laboratorio.

No laboratorio, os acaros foram montados em Idminas de microscopia em meio Hoyer,
para confirmacdo da espécie, de acordo com as caracteristicas taxondmica mencionadas por

Jeppson et al. (1975) (Figura 11).
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Figura 11- (A) Acaros montados em laminas de microscopia em meio Hoyer; (B) Detalhes da fémea T.
desertorum em microscopia; (C) Detalhes do macho e edeago. Foto: Kedma Pereira.
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Os acaros foram retirados das plantas e removidos com auxilio de pincel de cerdas
finas, para a unidade de criagdo, montada em uma bandeja pléstica e constituida de uma folha
de pimentdo, com a superficie abaxial voltada para cima, sobreposta a uma folha de papel
filtro qualitativo e espuma de polietileno, nesta mesma seqliéncia. Para evitar a desidratacéo,
as bordas das folhas foram contornadas com algoddo umedecido com &gua destilada e
trocadas a cada trés dias. Diariamente a unidade foi umedecida com &gua destilada.

Para adapta-se as novas condi¢des de clima e unidade de criacdo no laborat6rio, foram
utilizados para os bioensaio acaros a partir da segunda geracdo, aproximadamente 35 dias
apos o inicio da criacdo em laboratério, com o objetivo de diminuir a mortalidade por stress

ambiental.
4.3 Coleta de timbo

Foram utilizados extratos da raiz das espécies D. rariflora e D. floribunda. Os pontos
de coleta foram georreferenciados com auxilio de um GPS para facilitar a localizacdo das
plantas em futuras coletas, caso fosse necessario. As plantas utilizadas para os estudos foram
coletadas na época chuvosa, entre os meses de dezembro de 2008 a marco de 2009. De acordo
com Scudeller et al. (2009), a precipitagdo no municipio de Manaus é sempre sazonal, o
trimestre mais chuvoso é fevereiro, marco e abril, com cerca de 325 mm de chuva para os dois
altimos meses. A espécie D. floribunda foi coletadas em bordas de floresta secundaria na
Comunidade Nossa Senhora do Livramento (03" 01'S e 60" 11°W), localizada na Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel Tupé e a espécie D. rariflora foi coletada em bordas de floresta
secundaria no Campus da Universidade Federal do Amazonas (03" 05'S e 59° 59 W), Zona
Leste de Manaus. A primeira area é caracterizada por solos do tipo argilo-arenosos, muito

Umidos e encharcados na época de maior pluviosidade, poucos férteis. Ja a area do Campus
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Universitéario tem predominéncia de latossolo amarelo de baixa fertilidade (Silva et al., 2007 e

Tucci et al., 2010).

Apos a localizacdo da planta, o solo ao seu redor foi removido com auxilio de enxada

descobrindo ao maximo suas raizes (Figura 12). Em seguida estas foram extraidas e separadas

do caule da plantas com auxilio de um facéo (Figura 13).

Figura 12- Coleta de raizes de timb6 com
auxilio de enxada. Foto: Raquel Corréa.

Figura 13- Separacdo de raizes do caule da planta,
com auxilio de facdo. Foto: Marcia Pena.

Algumas amostras de cada local foram prensadas para a confeccdo de exsicata
(Figuras 14 e 15) e encaminhadas ao Herbario do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da

Amazonia) para identificacdo das espécies.
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Figura 14- Exsicata de Derris rariflora. Figura 15- Exsicata de Derris floribunda.

Para evitar incidéncia direta da luz sobre o material coletado, este foi acondicionado
em saco plastico escuro e etiquetado com data, nome do coletor e local da coleta. Em seguida

foi transportado ao laboratério.

4.4 Obtencéo dos extratos

No laboratorio, as raizes foram desidratadas em estufa a 50°C, com circulacédo forcada
de ar, durante 48 horas. Apos a secagem foram trituradas em moinho tipo “faca” até obter um
po fino, o qual foi acondicionado em recipientes de vidro com tampa rosqueavel (Figura 16).

Em seguida, os recipientes foram recobertos por papel aluminio para proteger o material da

luz.
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Para possibilitar o calculo confiavel da CLso que requer um niimero minimo de cinco
concentragOes para ser determinada, o po da raiz de D. rariflora e D. floribunda foi pesado
em balanga analitica de precisdo (0,000) e em seguida diluida em &gua nas concentracdes de
0,5, 1, 10, 20 e 30% (massa/volume), ficando em repouso por 24 horas (extracdo a frio).
Posteriormente a solugdo foi filtrada em papel filtro com microfuros, Melitta®, resultando no
extrato aquoso (Figura 17).

Para a obtencdo dos extratos acetbnico e etandlico o procedimento adotado foi o
mesmo citado acima, porém substituindo a dgua destilada por alcool etandlico P.A. e acetona

P.A.

Figura 16- Timb6 em pé armazenado em
frasco de vidro rosqueavel. Foto: Raquel
Corréa.

Figura 17- Procedimento de
filtragem do extrato aquoso de timbo
em papel filtro Mellita®. Foto:
Raquel Corréa.

4.5 Analise de rotenona nos extratos

Para identificar e quantificar a rotenona nos extratos de timbo foi utilizado a técnica de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Uma amostra dos extratos (aquoso,
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acetonico e etandlico) de cada espécie na concentracdo de 30% (massa/volume) foi
encaminhada ao laboratério de analise cromatografica da UFAM. Em média, o rendimento do
extrato concentrado em ralacdo a raiz seca foi de 5,2%. No laboratério, esses extratos foram
concentrados em evaporador rotativo (Figura 18), resultando no extrato bruto. Para cada 1
mg deste extrato foi acrescentado 1 ml de metanol (MeOH) e em seguida foram
centrifugados. A suspenséo foi transferida para tubos de vial e em seguidas foram injetadas no

cromatografo.

Figura 18- Concentracdo do extrato em evaporador rotativo.

Foi utilizado para as analises o cromatdégrafo DAD — Shimadzu SPD — M10Avp
equipado com uma coluna Kromasil® C;s 4,6 mm x 15 cm x 5 pm (analitica), fixando-se o
c.d.o. em 325 nm (Figura 19) . A otimizacdo das condi¢cdes de separacdo em sistema de
gradiente foi obtida pela aplicacdo de uma fase movel que compreendeu de dois solventes:
solvente A (agua com 0,05% de TFA) e solvente B (acetonitrila a 100%) com um fluxo de
1mL min™, obedecendo aos seguintes gradientes: (0-3 min) 30% (B), (3-10 min) 30%-55%

(B), (10-30 min) 55-100% (B), (30-35) 100% (B). (35-38) 100-30% (B), (38-40) 30% (B). As
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injecOes das amostras foram feitas em triplicata (vi=10 ulL) e a detecgdo acompanhada com

sistema de fotodiodos entre 200-600 nm, durante 60 minutos.

Figura 19. Cromatografo DAD - Shimadzu SPD - MI10Avp, equipado com coluna
Kromasil®.

A rotenona (Sigma, 98%) foi utilizada como produto padrdo para identificacdo da
mesma nos extratos, por meio da comparacdo do tempo de retencdo. O padréao foi obtido por
meio de 1 mg/L de rotenona em MeOH, tomando aliquotas de 500uL para diluicdo seriada,
obtendo as concentracbes de 100, 50, 25, 12,5 e 6.25 mg/L. Em triplicata, essas
concentragdes foram injetadas no cromatografo e a partir do cromatogama, calculou-se a
média das areas dos picos. A curva de calibracdo (Figura 20) foi obtida por regressao linear
das areas medias e concentrag¢Ges do padréo.
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y =23014x + 58062
R®=0,9982
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Figura 20- Curva de calibracdo do padréo da rotenona e equacgéo da reta para
quantificacdo de rotenona nos extratos de timbo.

Para quantificar a rotenona nos extratos foi utilizada a equacgédo da reta y = 23014x +
58062, Rz = 0,9982, verificada por meio da curva de calibragdo do padrdo. Onde, y= média

das areas do pico de rotenona nos extrato e x= quantidade de rotenona verificada nos extratos.

4.6 Bioensaios com extratos

Esta parte do experimento foi realizada no Laboratério de Entomologia e Acarologia
Agricola- LEA/UFAM. Folhas de pimentdo foram cortadas em forma de disco (33 mm de
didmetro) e imersas nos extratos, nas respectivas concentracGes, durante cinco segundos
(periodo suficiente para a solucdo entrar em contato com a superficie foliar) (Figura 21). Cada
disco teve contato com aproximadamente 1ml da solucdo. O grupo controle foi imerso em

agua destilada, durante o mesmo periodo. Acondicionados em placas de Petri, os discos foram
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sobrepostos em papel filtro e este em espuma de polietileno (50 mm de didmetro) (Figura 22).

Para garantir a turgidez dos discos de folhas, as bordas foram contornadas com algodao

umedecido em &gua destilada.

Figura 21- Discos de folhas de pimentdo, Figura 22- Discos de folhas de pimentdo, sobre
imersos no extrato aquoso de timbo. papel filtro e espuma de polietileno, umedecidos.

Foram utilizados para 0s testes somente acaros fémeas no estagio adulto, pois segundo
Hell e Sabelis (1985), de forma geral, as fémeas representam 75% da populacdo de
tetraniquideos, além disso sdo responsaveis pela geracdo de descendentes, de forma sexuada ou
assexuada. Esses acaros foram repassados para os discos de folhas com auxilio de pincel de
cerdas finas sob microscopio estereoscopio. Cada disco recebeu oito fémeas. Posteriormente, as
unidades experimentais foram colocadas sobre bandejas plastica e mantidas em seguida postas
em camara climatizada tipo “B.0.D.” (Figura 23), a temperatura de 25,2 £ 0,2 °C, Umidade

Relativa de 83,5 + 5,8% e fotofase de 12h.
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Figura 23- Unidades experimentais em camara climatizadada tipo “B.0.D”.

As observacOes referentes a taxa de mortalidade foram verificadas a cada 24 horas
durante trés dias. Para isso, as unidades experimentais foram retiradas diariamente da camara
climatizada e analisadas individualmente sob microscépio estereoscopio. A morte foi
confirmada quando os individuos apresentavam imobilidade ap6s serem tocados com pincel

de cerdas finas. Por ocasido das avaliacOes as arenas foram reumedecidas com agua destilada.

4.7- Bioensaio com rotenona

A rotenona comercial (Sigma, 98%) foi testada sobre o acaro com objetivo de verificar
se a toxidez dos extratos estava sendo ocasionada por esta substancia, como afirma a maioria
dos autores (Caminha Filho, 1940; Castagnoli et al., 2005; Corbett, 1940; Costa, 1996;
Homma, 2007, Pereira et al., 2004 e Wongthong e Pimsamam, 2007).

A rotenona comercial foi diluida em acetona P. A, nas seguintes concentragées: 0,1,
0,5 e 1% (massa/volume), essas concentracfes estdo acima das concentragGes que estavam

presentes nos extratos de timbd do qual os acaros foram expostos. Posteriormente, discos de
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folhas de pimentdo foram imerso nas concentragfes durante cinco segundo e em seguidas
postos para secar naturalmente. Cada disco de folha recebeu aproximadamente 1 ml da
solugéo.

A mesma metodologia descrita no item 4.6 foi adotada para a montagem das unidades

experimentais e observagdo da mortalidade dos &caros.

4.8 Analise de dados

O experimento com extratos de timb6 sobre os &caros foi realizado em esquema
fatorial 2 x 3 x 5 (plantas x extratos x concentragdes), com oito repeti¢cdes por tratamento.

Nos bioensaios com a rotenona, foram utilizados 4 tratamentos (concentracbes e
controle) e oito repeticdes.

A mortalidade média de cada tratamento foi submetida a analise de variéncia e
comparada pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A CLso e TLso foi calculada para os extratos que atingiram 50% de mortalidade de
acaros. Para isso foi utilizada a analise de Probit (Finney, 1971) e respectivos intervalos de
confianca (1C-95%), com auxilio dos softwares EPA Probit Analysis Program 1.5° ou seu
analogo ndo paramétrico EPA Trimmet Spearmam-Karber Method 1.5®. Para a comparagéo
da toxicidade entre os extratos, foram utilizados os valores dos intervalos de confianca das
duas CLsg, as quais foram consideradas estatisticamente diferentes quando os seus Intervalo

de Confianca a 95% de probabilidade (IC-95%) ndo se sobrepuseram (Meister e Brink, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teores de rotenona nos extratos

O padrdo da amostra, estabelecido na caracterizagdo cromatogréfica da rotenona
comercial (Sigma®, 98%), foi utilizado para identificar esta substancia nos extratos de D.
rariflora e D. floribunda. A rotenona comercial foi detectada ap6s 18,56 minutos de eluicdo
(tempo de retencdo) (Figura 24). Esse tempo iniciou-se com a inje¢cdo da amostra no
cromatdgrafo até a deteccdo do ponto méaximo do pico da rotenona no sistema.

Segundo Schuler (2008), o tempo de retencdo de uma substéancia por meio de
cromatografia, pode ser influenciado pela natureza da fase estacionaria (coluna), considerando
a polaridade, a vazdo da fase movel, a tempetatura da coluna e a granulometria. Assim,
Milusheva et al. (2008) utilizando uma coluna cromatogafica Nucleosil® C-18 (4,0mm x
20cm, 15-25 um) registraram o tempo de retencdo da rotenona em 19 minutos, semelhante ao
tempo de retencao obtido no presente estudo. No entanto, Cavoski et al. (2008) (Coluna XDB
2,1mm x 25 cm x 5 pm), Caboni et al. (2008) (Coluna XDB 4,6mm x 15cm X 5 um) e
Marella et al. (2008) (Coluna C18, Waters Spherisorb 4,5mm x 15 cm, 5 um) detectaram

tempo de retencao da rotenona em 13,85, 12,27 e 10,5 minutos, respectivamente.

Rotenona

18.560

100

50 - 50
|

0 10 20 30 40 50 60
Minutos

Figura 24- Pico cromatografico do padréo da rotenona. Pico assinalado em vermelho mostra
0 tempo de retencdo da rotenona.
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Né&o foi observada a presenca de rotenona nos extratos aquosos de D. rariflora e. D.
floribunda. Os picos apontados no cromatograma ndo corresponderam ao tempo de retencao
do padrdo (Figuras 25 e 26). Isso é explicado por Cavosk et al. (2009), Zubairi et al. (2004) e
Yoon (2009), eles retratam que a rotenona por tratar-se de uma molécula de intermediaria
polaridade sua solubilidade em agua & bastante baixa, praticamente insoltvel. 1sso € reforcado
pelos estudos de Medeiros e Kanis (2010), quando afirmam que os flavonoides de média
polaridade sdo classificados com “muito pouco soluveis em agua”. De acordo Zubairi et al.
(2004) quanto menor a polaridade do reagente, mais eficaz serd 0 mecanismo de extracdo da
rotenona. Apesar deste conhecimento, € comum encontrar na literatura trabalhos que

consideram a rotenona como sendo a principal substancia toxica dos extratos aquosos (Corréa,

2006 e Filgueira, 2010).
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Figura 25- Cromatograma do extrato aquoso de D. rariflora.
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Figura 26- Cromatograma ma do extrato aquoso de D. floribunda.

A presenga de rotenona foi constatada nos extratos acetonico e etandlico de D.
floribunda e D. rariflora (Figuras 27, 28, 29 e 30), essa extracdo foi possivel porque o etanol
e acetona possuem polaridade mais baixa quando comparados a agua. De acordo com
Medeiros e Kanis (2010), a eficiéncia de extracdo dos principios ativos de plantas é
dependente principalmente da solubilidade dos solventes empregados na extracdo, desse
modo verificou-se que a rotenona foi solivel em etanol e acetona.

Picos relacionados a outras substancias também foram observadas no cromatograma.
Nunes et al. (2009), observaram que essas substancias estdo relacionadas na maioria das vezes
com a presenca de flavonoides, incluindo os demais rotendides dos timbds, como elliptona,
sumatrol, malacol, toxicarol e deguelina (Kamal e Mangla, 1993, Saito e Lucchini, 1998,
Thacke, 2002 e Vieira et al. 2004). Acredita-se que as substancias retidas em intervalos de
tempo proximos ao da rotenona estejam relacionadas a esses rotenodides, uma vez que as
estruturas quimicas dessas substancias assemelham-se com a estrutura da rotenona (Mariconi,

1981 e Teixeira, 2003). Segundo Gallo et al. (2002), a presenca de mais de um produto ativo
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nos inseticidas vegetais € considerada vantajoso, j& que reduz a possibilidade de

desenvolvimento de resisténcia pelas pragas.
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Figura 27- Cromatograma do extrato etanolico de D. floribunda Pico assinalado em vermelho
mostra o0 tempo de retencdo da rotenona.
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Figura 28- Cromatograma do extrato aceténico de D. floribunda. Pico assinalado em vermelho
mostra o tempo de retencao da rotenona.
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Figura 29- Cromatograma do extrato etantlico de D. rariflora. Pico assinalado em vermelho
mostra o tempo de retencdo da rotenona.
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Figura 30- Cromatograma do extrato acetdnico de D. rariflora. Pico assinalado em vermelho
mostra o tempo de retencao da rotenona.

Foi verificado um teor de rotenona de 4,5 e 4% nas raizes D. floribunda e 4,3 e 5%
nas raizes de D. rariflora, para os extratos acetonico e etandlico, respectivamente. Os teores
de rotenona verificados nestes extratos ndao diferiram entre si (Tabela 1). Isso mostra que 0s
reagentes utilizados (acetona e alcool), tiveram a mesma eficiéncia na extracdo de rotenona.
Zubairi et al (2005), avaliando extratores para 0s principios ativos dos timbds concluiram que
o etanol € o melhor extrator que a acetona para a maioria dos principios ativos dos timbos,

com excecdo a rotenona. De acordo com Yongguang e Chunji (2007) e Wenjie et al. (2009), o
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etanol também extrai eficientemente a deguelina, segundo rotendide mais importante do
género Derris.

Esses resultados mostram que o teor de rotenona também ndo diferiu estatisticamente
entre as plantas estudadas (Tabela 1). Porém, o fato das espécies terem sido coletadas em
diferentes areas impossibilita afirmar que o potencial genético para a sintese de rotenona ndo
seja significativo para D. rariflora e D. floribunda, pois segundo Cavoski et al. (2007) o teor
de rotenona é extremamente afetado pelas propriedades fisico-quimicas do solo.

Os teores de rotenona verificados para D. floribunda e D. rariflora foram préximos
aos encontrados para outras espécies de timbo. Costa et al. (2009) estudando a espécie Derris
urucu Killip. e Derris nicou Aubl., observaram um percentual de rotenona de 3,7 e 4,2%,
respectivamente. Alécio (2005) constatou um percentual de 3,7% em Derris amazbnica
Killip. Saito e Luchini (1998) obtiveram um teor de 5,5% em Derris elliptica Benth.. No
entanto, concentragdes mais baixas de rotenona foram registrados nas raizes de Derris
trifoliata Lour., a qual apresentou com um teor de 0,019% (Sumera e Conato, 2006). Essas
variacdes no teor de rotenona podem estar relacionadas com variabilidade genéticas das
espécies e/ou influéncia edafoclimaticas, pois segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007) os
metabolitos secundarios das plantas podem sofrer influéncia do ambiente circundante,

portanto, sua sintese pode ser frequentemente afetada pelas condi¢cdes ambientais.
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Tabela 1 - Areas do pico cromatografico e teores de rotenona dos extratos de timbo.

Areas dos picos

cromatogr_éfi_cos (mAU) Media das Teor de h{{leég:a dgo
TRATAMENTOS Triplicata areasdos  rotenona rotenona
(Extratos) 1 2 3 picos (mAU) (%) * (%)*
Acetonico D. floribunda
Repeticéo 1 1021052 950660 1071907 1011283,5 4,10 45a
Repeticéo 2 1158436 1341051 1007799 1174425 4,85
Etandlico D. floribunda
Repetigdo 1 1004670 985955 955406 982010,3 4,01 4,0a
Repetigdo 2 1066986 985955 955406 1002782,3 4,10
Acetonico D. rariflora
Repetigdo 1 1263123 882562 882562 1072842,5 4,40 43 a
Repetigdo 2 1240175 871599 1063260 1055887 4,33
Etanolico D. rariflora
Repetigdo 1 1124648 1129164 1133341 1131252,5 4,66 50a
Repetigdo 2 1361953 1439304 1180170 1309737 5,43

. Concentragdo de rotenona em 1mg de extrato bruto.

5.2 Toxicidade dos extratos

5.2.1 Toxicidade de D. rariflora e D. floribunda

Foi verificado que existe diferenca na toxicidade das duas espécies de timbo sobre T.

desertorum, sendo D. rariflora mais téxica do que D. floribunda (Tabela 2). De acordo com

Homma (2007), a toxicidade dos timbos varia com as espécies, porém, levando em conta que

as espécies utilizadas no presente trabalho foram coletadas em diferentes pontos geogréaficos,

como ja comentado anteriormente, essa diferenca de toxicidade pode estd associada a
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variabilidade genética das plantas e/ou ter sofrido influéncias de outros fatores como 0s
edafoclimatico, ja que a espécie D. rariflora foi coletada em latossolo amarelo, cuja
fertilidade de um modo geral é considerada baixa e o pH varia entre 4 e 5 (Ker, 1997), o
ponto de coleta é de baixo declive e D. floribunda, foi coletada em solos de caracteristicas
argilo- arenosa, bastante imidos na época chuvosa (Scudeller et al., 2009), de um modo geral
pouco férteis, o teor de areia chega a atingir 56%, pH em média 5,2 (Vieira, 1999), o local de
coleta é de médio declive. Os metabdlitos secundarios bioativos dos timbos podem ter sofrido
tal influéncia, pois de acordo com Morais (2009), os estimulos decorrentes do ambiente, no
qual a planta se encontra, podem redirecionar a rota metab6lica, ocasionando a biossintese de
diferentes compostos. Dentre estes fatores, o autor destaca as interagdes planta-
microrganismos, planta-insetos, planta-planta, idade e estadio de desenvolvimento, fatores
abidticos como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta,
bem como técnicas de coleta e pds-coleta. Estes fatores podem atuar isoladamente ou em
conjunto, influenciando no metabolismo secundario.

S&o poucos os trabalhos que retratam os timbos em sistema de cultivo e domesticacao
(Homma, 2008; Lima, 1987 e Tozzi, 1998), no entanto, Gobbo-Neto e Lopes (2007) dizem
gue o aprimoramento e o investimento em estudos de domesticacao, producdo biotecnoldgica
e melhoramento genético de plantas com propriedades bioativas, poderiam resultar na
obtencdo de matérias primas uniformes e de alta qualidade, quando comparadas aquelas
coletadas direto do campo. Esses autores ainda descrevem que existe uma a necessidade de
conducdo de experimentos que visem conhecer os diferentes fatores que podem levar a
variacdo dos metabolitos secundarios das plantas, com intuito de estabelecer parametros como
condicdes e a época de cultivo que possam conduzir a uma forma de manejo apropriado para

obtencdo da matéria prima vegetal com concentrac@es uniforme dos principios ativos.
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5.2.2 Toxicidade de extrato aquoso, acetdnico e etandlico

Foi verificada diferenca significativa de toxicidade entre todos os extratos testados. O
extrato etanolico foi o mais tdxico, seguido do extrato aquoso e acetdnico (Tabela 2).
Demonstrando que possivelmente o extrato etandlico seja mais eficiente na extracdo dos
principios ativos com atividade acaricida. Varios estudos tém atribuido a toxicidade dos
timbos a rotenona (Alécio, 2007, Caminha Filho, 1940; Corbett, 1940; Costa, 1996; Lima,
1987 e Pereira e Famadas, 2004), porém, no género Derris, podem esta presentes outros
rotendides tdxicos como deguelina, elliptona, sumatrol, toxicarol e malacou, possivelmente
existam outras substancia bioativas pouco conhecidas (Teixeira, 2003). Além dos rotendides,
Most (1973) também isolou do complexo tdxico dos timbos uma saponina de poder
espumifero, denominada de derrisidio, a qual parece desempenhar acdo de agente dispersivo
da rotenona.

Possivelmente o efeito toxico do extrato etandlico sobre T. desertorum ndo esteja
relacionado com a rotenona, pois neste caso, o etanol provavelmente esteja extraindo também
outras substancias bioativas ou em maior percentual, fazendo com que haja diferenca de
toxicidade entre os extratos obtidos com este solvente, isso é concretizado pela ndo diferenca
do teor de rotenona nos extratos etandlicos e aceténicos (Tabela 1), onde o primeiro foi mais
toxico (Tabela 2). A presenca de rotenodide no extrato etanolico foi confirmada em uma outra
espécie, porém do mesmo género, Derris urucu Killip, Lobato et al. (2009) e Solano et al.
(2008) isolaram além da rotenona, a deguelina, 6a,12a-desidrorotenona e
6a,12adesidrodeguelina.

A toxicidade dos extratos aquosos sobre T. desertorum provavelmente esteja ligada a
extracdo dos rotenodides, com excec¢do a rotenona, ou outras substancias bioativas, pois como
pdde ser observado no item 5.2.1 a rotenona ndo foi extraida em meio aquoso, 0 que prova

que esta substancia ndo foi a responsavel pela atividade tdxica, como afirma a maioria dos
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autores (Costa, 1996; Costa et al., 1999, Corréa, 2006 e Teixeira, 2003). Laupattarakasem et
al. (2004), registraram a presenca de isoflavondides a partir do extrato aquoso de Derris
scandens Benth, porém, embora a identificagdo desses compostos ndo tenha sido realizada, é
de conhecimento que os rotendides fazem parte dessa classe quimica, o que fortalece a
hipotese da presenca de rotendides no extrato aquoso de D. rariflora e D. floribunda.

De acordo com Lima (1987), as substancias bioativas dos timbos necessitam ser mais
pesquisadas para se ter conhecimento dos seus efeitos e se poderdo servir de matéria prima

para a obtencdo de produtos bioldgico, pois até entdo a rotenona € a substancia mais citada.

5.2.3 Toxicidade a diferentes concentragdes dos extratos

Entre os tratamentos controle a mortalidade variou de 0 a 6,2% (Tabela 2), sendo esta,
provavelmente, atribuida a fatores abioticos (estresse ambiental) e/ou bidticos (fisiolégicos ou
genéticos), ficando abaixo do maximo sugerido por Gonzaga et al. (2008) que ressaltam que
esse tratamento ndo deve apresentar mortalidade superior a 10%.

Todas as concentracdes testadas diferiram do controle, mostrando que foram toxicas
sobre T. desertorum. Foi observado que a taxa de mortalidade de acaros aumentou a medida
que as concentracbes aumentaram. De forma geral, as maiores taxas de mortalidade foram
observadas nas duas concentracdes mais elevadas. A excecdo do extrato acetonico de D.
floribunda a 30%, a mortalidade nas duas maiores concentracdes variou de 44,2 a 100,0%.
Para o extrato acetdnico de D. floribunda a 30% a mortalidade foi de 6,6%, provavelmente
devido a baixa concentracdo dos principios acaricidas contidos nesses extratos, com excecao a
rotenona, pois essa ndo diferiu dos demais tratamentos.

As duas menores concentracfes (0.5 e 1%) foram as que causaram menor taxa de
mortalidade, ndo diferindo entre si, possivelmente por apresentarem teores mais baixos de

substancias tdxicas. No geral essas concentracdes nao atingiram 50% de mortalidade e o
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extrato aquoso e etandlico de D. floribunda nas concentracbes de 0,5 e 1% ndo causaram
mortalidade de &acaros (Tabela 2). Porém, apesar do baixo percentual de mortalidade,
observou-se que quando em contato a essas baixas concentragfes, 0s &caros mostraram-se
inquietos, nas primeiras 24 horas, evitaram ficar sobre os discos de folhas de pimentéo,
refugiando-se nas paredes das placas de Petri. Visto que os derivados botanicos nem sempre
causam mortalidade, o efeito toxico pode ser de repeléncia (Roel, 2001), neste caso, surge a
hip6tese de que os extratos menos concentrados podem ter causado efeito repelente sobre 0s
acaros, porém para tal afirmagdo é necessario novos estudos, com a utilizacdo de
metodologias mais propicias.

Quando em contato com 0s extratos mais concentrados, 0S &caros mostraram-se
inquietos nas primeiras 24 horas, em seguida passaram a se movimentar menos, nas proximas
horas foi observado tremor, principalmente nas pernas e posteriormente foi detectada a
mortalidade. De acordo com Mascaro et al. (1998), essa sintomatologia de intoxicacdo é
coerente com a acdo toxica dos rotendides, que é a inibicdo da cadeia respiratoria
mitocondrial.

Entre as concentracdes testadas, a de 20% do extrato etandlico de D. rariflora seria a
mais indicada para o controle de T. desertorum, pois apesar de nao diferir da concentracédo de
30%, significa 0 uso de uma menor quantidade de matéria prima com a mesma eficiéncia
acaricida, o que a torna mais viavel economicamente. O Tempo Letal Médio (TLso) para este
extrato nesta concentracdo foi de 32,5 horas. 1sso significa que este extrato controlaria 50% da

populacdo de T. desertorum no percorrido tempo, apos a aplicacéo.
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Tabela 2- Mortalidade de T. desertorum sob diferentes concentragdes do extrato aquoso,
etanolico e acetonico de D. rariflora e D. floribunda.

Extratos Tukey
Concentragdes Plantas Mortalidade (%) CI#E:XtE:g?eS Pfaa;]r; s
Aquoso  Etanolico  Acetdnico (1) )
0% D. rariflora 6,2+3,8 3,3+3,3 5,0£3,1 d A
D. floribunda  0,0%0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 B
0,5% D. rariflora 44,2+139  5,0+3,1  28,8+129 C
D. floribunda  0,0%0,0 5,3+3,3 0,0+0,0
1% D. rariflora 39,5£3,8  30,946,6 29,3+12,2 c
D. floribunda  0,0%0,0 16,2+4,6  0,0+0,0
10% D. rariflora 53,3+7,9  80,2+19,8 54,2+11/4 b
D. floribunda 5,4+3,3 41,7+3,5 6,1+3,7
20% D. rariflora 57,5+¥17,7 100,0+0,0 51,6%9,3 ab
D. floribunda  31,8£10,5 38,9+3,7 6,1+3,7
30% D. rariflora 82,5+8,5 100,0+0,0 62,6+12,9 a
D. floribunda 44,2+17,7 82,5£10,9 6,6%4,1
Tukey para extratos (3) b a c -- --

(1) Letras minGsculas na vertical mostram o teste de Tukey (p<0,05) para as concentrages de 0 a 30%; (2) Letras
maidsculas na vertical mostram o teste de Tukey (p<0,05) para as espécies D. rariflora e D. floribunda; (3) Letras
italicas e mindsculas na horizontal mostram o teste de Tukey (p<0,05) para o extrato aquoso, etanélico e aceténico.
Tratamentos seguidos da mesma letra ndo diferem entre si.

5.3 Concentracdo Letal Média dos extratos

A eficacia de uma substancia é atribuida a concentracdo que pode controlar pelo

menos 50% da populacdo da praga (Castiglioni e Vendramin, 2003), de forma que quanto

menor a CLsp, maior a toxicidade do composto (Gallo et al., 1988).
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O extrato aquoso e acetdnico de D. floribunda ndo ocasionaram a mortalidade de 50%
da populagdo de &caros, assim, por seguranca, ndo foram calculadas as CLsy para estes
extratos, pois a preciséo desta informacao ficaria comprometida.

Nos demais casos, foram verificados que o extrato etandlico de D. rariflora apresentou
a menor CLsp (2%), ndo diferindo do extrato aquoso da mesma espécie (4,4%). O extrato
aquoso de D. rariflora também ndo diferiu do extrato etanolico de D. floribunda (13,8%). A
maior CLs foi observada no extrato aceténico de D. rariflora (26,6%), que diferiu de todas as
demais concentragdes (Tabela 3). Valores abaixo destes foi verificado no extrato aquoso de
Derris elliptica sobre Polyphagotarsonemus latus (Acari: Tarsonemidae) com uma CLso de
0,0037% (Worawong e Pimsamarm, 2005). Essa planta também foi toxica para Tetranychus
trucatus (Acari: Tetranychidae) com uma CLsp de 3,69% (Wongthong e Pimsamarm, 2007).

Esses resultados confirmam que o extrato etanolico de D. rariflora foi o mais toxico,
seguido do extrato aquoso da mesma espécie botanica. Esse resultado é relevante uma vez que
o etanol € um solvente de facil aquisicdo, pois ndo se encaixa na lista dos produtos
controlados pela policia federal, como é o caso da acetona, que tem 0 uso restrito e sujeito ao
controle e fiscalizacdo (Presidéncia da Republica, Decreto n° 4.262 de 10 de Junho de 2002),
aléem do mais, o etanol é um solvente de baixo custo quando comparado a outros solventes
organicos. A eficiéncia dos extratos obtidos em meio aquoso também é de grande relevancia,
principalmente para os pequenos produtores rurais, uma vez que a agua é um recurso de facil

acessibilidade, natural e menos oneroso (Hernandez e Vendramin, 1997).
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Tabela 3 - Concentragdo Letal Média dos extratos de timbo sobre T. desertorum.

Extratos CLso IC (95%)
Etandlico D. rariflora 20a 1,3-2,9
Aquoso D. rariflora 4,4 ab 1-12,8
Etanélico D. floribunda 13,8 bc 7,8-24,7
Acetbnico D. rariflora 26,6 C 17-41.8

Aquoso D. floribunda — —

Acetonico D. floribunda — —

CLso= Concentracdo Letal Mediana, IC= Intervalo de Confianca. Médias seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si.

5.4 Toxicidade da rotenona sobre T. desertorum

Para a metodologia adotada, sendo a rotenona considerada um produto de contato e
ingestdo (Mariconi, 1981), acredita-se que tenha entrado em contato com o organismo dos
acaros por estas vias. Assim, observou-se que nas primeiras 24 horas, os acaros ficaram
menos agitados, apresentaram tremor, principalmente nas pernas. Esses sintomas
provavelmente estejam relacionados a inibicdo da cadeia respiratdria mitocondrial, o que
reduziu o consumo de oxigénio celular (Almeida, 2010). Porém, essa sintomatologia néo
chegou a causar mortalidade significativa. Nas horas seguintes, ndo foram observadas
nenhuma anomalia.

N&o houve diferenca significativa entre as concentracdes testadas e o controle (Tabela
4), mostrando que a rotenona nao foi toxica para T. desertorum. Isso comprova que a
toxicidade dos extratos de D. rariflora e D. floribunda realmente ndo estava relacionada a

essa substancia, mas sim com outras substancias bioativas, ja discutidas anteriormente.
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Tabela 4- Mortalidade de T. desertorum sob diferentes concentragdes de rotenona.

Concentracdes (%) Mortalidade™
Controle Oa
0,1 2,5a
0,5 25a
1 2,5a

“ Numeros seguidos da mestra letra ndo difere entro si pelo teste de Tukey a 5%

De acordo com Casida (2002), uma das limitacdes para o comércio de produtos
botanicos para o controle de pragas é a oferta de produtos com padrées adequados e eficacia
de seguranca. Muitos produtos a base de raizes de diferentes espécies de timbo estdo sendo
vendidos no comeércio como rotenona. A autora relata que a analise de um produto vendido
livremente no comercio como “rotenona”, revelou a presenca de 11 estilbenos e mais 29
rotenoides, além de residuos dos reagentes que foram utilizados para extracdo, porém o rotulo
especificava a rotenona como sendo a principal substancia ativa, sem ao menos referenciar-se
aos outros componentes. Para Almeida (2010), erros de fabricacao e a falta de informacdes na
rotulagem de produtos a base de rotenona, como composicdo, dosagem, organismos alvos,
data de validade, tém causado o uso inadequado do produto e ineficacia. Esse fato
preocupante mostra que realmente existe uma necessidade de pesquisas que abranjam de
forma detalhada os estudos fitoquimicos dos timbos, de forma a identificar seus componentes
toxicos nas diferentes espécies botanicas, bem como o efeito sobre organismos alvo, sobre o
homem e meio ambiente.

Com excecdo ao extrato aquoso e acetdnico de D. floribunda, que ndo ocasionaram
50% de mortalidade dos acaros, 0s demais extratos testados mostraram-se de um modo geral,

promissores para o controle de T. desertorum, pois ocasionaram a mortalidade de 50% da
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populacdo, porém, sugere-se a realizagdo de novas pesquisas, incluindo a descricdo detalhada
das substancias bioativas que compdem essas espécies botanicas, bem como o efeito sobre T.
desertorum, incluindo acéo sinergista.

Embora se trate de extratos vegetais, é importante ressaltar que o uso e manuseio de
produtos a partir de timbo requerem alguns cuidados basicos, como a utilizacdo de
Equipamento de Protecdo individual (EPI), pois os principios ativos dos timbos podem ser
absorvidos pela pele ou trato respiratério de mamiferos, podendo causar conjuntivite,

faringite, dermatite, irritacdo gastrintestinal e pulmonar, nauseas e vémito (Costa et al., 1999).
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6 CONCLUSAO

o O teor de rotenona foi de 4,5 e 4% para D. floribunda e 4,3 e 5% para D. rariflora, nos
extratos acetbnicos e etandlicos, respectivamente.

o O élcool etilico e a acetona foram os solventes mais eficientes na extracdo de
rotenona;

o A espécie D. rariflora foi a mais tdxica para T. desertorum;

o O extrato etandlico apresentou maior toxicidade para o acaro;

o As concentragdes de 20 e 30% mostraram-se mais tdxicas sobre o acaro;

o O extrato etandlico na concentracdo de 20% € o mais indicado para o controle de T.
desertorum, com TLso de 32,5 horas.

o A CLso foi de 2 e 4,4% para 0 extrato etanolico e acetonico de D. rariflora, 13,8%
para o extrato etandlico de D. floribunda e 26,6% para o extrato aceténico de D.
rariflora.

o A rotenona ndo foi toxica para T. desertorum.
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