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RESUMO GERAL

Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) ou lagarta
falsa medideira, como é conhecida popularmente, é praga desfolhadora de diversas culturas
de importancia econdmica. Seu controle é feito quase exclusivamente através de inseticidas
quimicos, que nem sempre sdo eficientes devido ao habito da lagarta em permanecer na
face abaxial das folhas no terco médio da planta. Além disso, 0s agrotoxicos trazem
inimeras desvantagens como a contaminacdo ambiental, surgimento de linhagens
resistentes e riscos a saude humana. Uma das técnicas que visam diminuir estes impactos
ambientais € a utilizacdo de plantas com propriedades inseticidas. Entre as plantas com
propriedades inseticidas, as anonaceas destacam-se por possuirem em sua cOmposicao as
acetogeninas, cujo potencial inseticida ja foi comprovado. Assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos dos extratos brutos de sementes de Annona mucosa Jacg. e de
Annona crassiflora Mart. sobre lagartas de C. includens. Avaliaram-se concentra¢des dos
extratos contendo 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0% através de dois modos de aplicacdo: ingestdo de
folhas de soja tratadas e contato direto. Os tratamentos foram testados em lagartas de 1°, 3°
e 5° instares e para A. crassiflora avaliou se também o efeito sobre ovos. No capitulo I, A.
mucosa apresentou alta eficiéncia no controle de todos os instares avaliados, tanto pelo
método de ingestdo da folha tratada com extrato quanto pelo contato direto com o extrato,
demonstrando caracteristicas de toxicidade por sua acdo sobre o complexo de horménios
do crescimento. No capitulo 11, foram avaliados os efeitos de A. crassiflora em diferentes
fases do desenvolvimento de C. includens, e constatou-se que pelo método de contato, esta
espécie apresenta potencial inseticida, enquanto que pelo método de ingestdo, ndo se
obteve uma resposta imediata, mas observou-se efeitos subletais, impedindo assim, uma
segunda geracdo. Os extratos apresentam atividade inseticida para todos os instares, de
modo que no momento da aplicacdo independente da idade, as lagartas estdo susceptiveis a
acdo do extrato, bem como os dois métodos de aplicacdo apresentaram resultados

satisfatorios, fato que € importante devido ao comportamento da lagarta.

PALAVRA-CHAVES: Lagarta falsa medideira; Fitoinseticida; Acetogeninas.
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GENERAL ABSTRACT

Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) or soybean
looper, is a defoliator pest of economically important crops. Since 2003, this caterpillar has
become a major pest of soybeans, due to the increased use of insecticides and fungicides
which reduced the action of parasitoids and pathogens like the fungus Nomurea rileyi.
Thus, its control has relied almost exclusively on chemical insecticides, which are not
always efficient due to the habit of the caterpillar to stay on the abaxial surface of the
leaves, and moreover, due to the numerous disadvantages such as environmental pollution,
pest resistance and risks to human health. Currently, one of the techniques to reduce these
environmental impacts is the use of plants with insecticidal properties; this technique had
been used for thousands of years, but ended in oblivion due to the advent of synthetic
products, but today with so many disadvantages of chemicals, this technique comes back to
become an alternative to pest control. Among the plants with insecticidal properties the
Annonaceae, are noted for having in its composition the acetogenins known to be potential
insecticides. This study aimed to evaluate the effects of extracts of seeds Annona mucosa
and A. crassiflora on three instars of the soybean looper C. includens. In chapter one, A.
mucosa showed high efficiency against all instars of the soybean looper, evaluated both by
contact and ingestion. The results showed that the extract interferes with growth hormones,
leading to the death of the insects due to cuticle malformation. In chapter two, we
evaluated the effects of the extract of seeds of A. crassiflora on different instars and it was
found that the contact method was more efficient than the ingestion of treated leaves.
However after ingesting the extract there was no immediate response, but was observed
sublethal effects, preventing a second generation. The extracts showed insecticidal activity
against all instars, regardless of larval age and application method, indicating that, under
field conditions, larvae that do not get in contact with the product will be killed by the

ingestion of the extracts.

KEY-WODS: Soybean Looper; Phytoinsectcide; Acetogenins.
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INTRODUCAO GERAL

Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) ou
lagarta falsa medideira, como é conhecida popularmente, foi registrada atacando
aproximadamente 70 espécies vegetais de importancia econbmica, entre elas a soja,
algodao, feijdo, girassol, fumo, maracuja, tomate e diversas hortalicas (Moscardi et al.,
2012).

No Brasil, nos principais estados produtores de soja (Glycine max L.), C.
includens era considerada uma praga secundaria, controlada naturalmente por parasitoides
e fungos entomopatogénicos (Sosa-Gomez et al., 2003). No entanto desde 2003, este inseto
vem se destacando como principal praga em diversos estados como Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Goias, Séo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Bahia (Bueno et al., 2009;
Moscardi et al., 2012).

Essa mudanca de status de praga secundaria para praga principal, esta diretamente
relacionada ao surgimento da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi Sidow) no Brasil
durante a safra 2001/2002. A partir do registro deste fungo houve um aumento no uso de
fungicidas para o seu controle. Consequentemente, diminuiram as populacbes de fungos
entomopatogénicos, os quais controlavam naturalmente C. includens, como o fungo
Nomuraea rileyi (Farlow), acarretando o aumento das populagdes de C. includens nos
diversos estados produtores da soja (Sosa-Gomez et al., 2003; Sosa-Gomez et al., 2006).

Para o controle de C. includens, bem como de outras lagartas, na maioria dos
casos sdo utilizados inseticidas neurotdxicos que também favorecem a diminuicdo dos
inimigos naturais da praga. Além disso, nem sempre a aplicacdo é eficiente devido ao
habito da falsa medideira de permanecer na face abaxial da folha no terco médio da planta
de soja, ndo sendo atingida pelos produtos (Oliveira et al., 2010), fazendo com que as
doses sejam aumentadas, 0 que contribui para o surgimento de populacdes resistentes,
impactando ainda mais 0s inimigos naturais, além de aumentar o risco de contaminagédo
ambiental e & saude humana.

Mediante essa problematica, deve-se optar pela utilizacdo de técnicas e estratégias
de controle baseadas na filosofia do manejo integrado de pragas (MIP), as quais sdo menos
prejudiciais aos inimigos naturais, ao meio ambiente e ao homem (Isman, 2006).

Nos ultimos anos diversas estratégias de controle de pragas vém sendo
pesquisadas, destacando-se o uso de plantas com propriedades inseticidas. A utilizacdo de
inseticidas botanicos ou fitoinseticidas é uma técnica antiga. Por volta do ano 2000 a.C. na
india e no Egito plantas com propriedades inseticidas ja eram utilizadas para o controle de

pragas. A China também ja utilizou inseticidas de origem vegetal para o controle de pragas



de grdos armazenados por volta do ano 1200 a.C. (Moreira et al., 2006). Porém, durante a
Segunda Guerra Mundial, com o advento dos inseticidas quimicos, 0 uso de produtos
naturais caiu em esquecimento (Casida e Quistad, 1998).

Atualmente com tantos problemas decorrentes do uso excessivo de inseticidas
quimicos, a utilizagdo de produtos vegetais para o controle de pragas ressurge Como uma
alternativa para ser integrada na filosofia do MIP.

Os fitoinseticidas apresentam vantagens, pois possuem rapida degradacdo e acao,
baixa toxicidade a mamiferos, alguns apresentam seletividade a inimigos naturais e baixa
fitotoxicidade, sdo de facil obtencéo e reduzem os custos de producdo (Shin-Foon e Yu-
Tong, 1993; Moreira et al., 2006).

O potencial inseticida de diversas plantas ja foi comprovado cientificamente, entre
elas as mais promissoras sdo as das familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Annonaceae, Piperaceae e Canellaceae (Jacobson, 1989; Isman, 2006).

Dentre estas familias, a bioatividade das Annonaceae ja foi verificada para
diversas espécies de insetos, em especial sobre pragas da ordem Lepidoptera, como,
Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) (Leatemia e Isman, 2004;
Seffrin et al., 2010), Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) (Saito et al.,
2004; Alvarez-Colom et al., 2007; Blessing et al., 2010), Tuta absoluta Meyrick
(Lepidoptera: Gelichiidae) (Silva et al., 2007), Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae) (Fontana et al., 1998; Saito et al., 2004), Pseudaletia sequax
Franclemont (Lepidoptera: Noctuidae) (Fontana et al., 1998), Plutella xyllostela Linnaeus
(Lepidoptera: Plutellidae) (Laetamia e Isman, 2004; Dadang e Prijono, 2009; Trindade et
al., 2011), entre outras, que sdo pragas de diversas culturas. No entanto, algumas espécies
de anonas ainda ndo foram exploradas como € o caso de Annona mucosa Jacq. e de A.
crassiflora Mart., e em C. includens, nenhum estudo com fitoinseticidas foi realizado.

Devido a importancia de C. includens em diversas culturas e do potencial das
anonaceas como inseticidas, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de
extratos brutos de sementes de A. mucosa e de A. crassiflora sobre a lagarta falsa
medideira. Esta dissertacdo esta dividida em dois capitulos; no primeiro é abordado o
potencial inseticida de A. mucosa em lagartas de primeiro, terceiro e quinto instares, e no
segundo capitulo sdo avaliados os efeitos de A. crassiflora no desenvolvimento e
mortalidade de C. includens. Os resultados obtidos foram discutidos com base no potencial
de bioprospeccdo destas espécies vegetais e na possibilidade de sua utilizacdo em

programas de MIP.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alvarez-Colom, O.; Neske, A.; Popich, S. & Bardon, A. 2007. Toxic effects of
annonaceous acetogenins from Annona cherimolia (Magnoliales: Annonaceae) on
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Journal of Pest Science, v.80,
p.63-67.

Blessing, L. T.; Colom, O. A.; Popich, S.; Neske, A. & Bardon, A., 2010. Antifeedant and
toxic effects of acetogenins from Annona montana on Spodoptera frugiperda.
Journal of Pest Science, v. 83, p. 307-310.

Bueno, R. C. O. F,; Parra, J. R. P.; Bueno, A. F. & Haddad, M. L. 2009. Desempenho de
Trichogramatideos como potenciais agentes de controle de Pseudoplusia includens
Walker (Lepidoptera: Noctuidae). Neotropical Entomology, v.38, p.389-394.

Casida, J.E.; Quistad, G.B. 1998. Golden age of insecticide research: past, present, or
future? Annual Review of Entomology, v.43, p.1-16.

Dadang, E.D.F.; Prijono, D. 2009. Effectiveness of two botanical insecticide formulations
to two major cabbage insect pests on field application. J. ISSAAS, v.15, p.42-51.

Fontana, J.; Lancas, F.; Pasos, M.; Cappelaro, E.; Villegas, J.; Baron, M.; Noseda, M.;
Pomiiio, M.; Vitale, A.; Webber, A.; Maul, A.; Peres, W. & Foerster, L. 1998.
Selective Polarity- and adsorption- guided extraction/purification of Annona sp. polar
acetogenins and biological assay against agricultural pests. Applied Biochemistry
and Biotechnology, v.70, p.67-76.

Isman, M.B. 2006. Botanical insecticides, deterrents, and repellents in modern agriculture
and an increasingly regulated world. Annual Review of Entomology, v.51, p.45-66.

Jacobson, M. Botanical pesticides: past, present and future. In: Arnason, J.T.; Philogene,
B.J.R.; Morand, P. 1989. Insecticides of plant origin. Washington, DC, American
Chemical Society. v. 387, p.69-77.

Leatemia, J. A. & Isman, M. B. 2004. Toxicity and antifeedant activity of crude seed
extracts of Annona squamosa (Annonaceae) against lepidopteran pests and natural
enemies. International Journal of Tropical Insect Science, v.24, p.150-158.

Moreira, M. D.; Picanco, M. C.; Silva, E. M.; Moreno, S. C. & Martins, J. C. Uso de
inseticidas botanicos no controle de pragas in: Venzon, M.; Janior, T. J. P.; Pallini,
A. 2006. Controle alternativo de pragas e doencas. cap.5 — p.89.

Moscardi, F.; Bueno, A. F.; Sosa-Gomez, D. R.; Roggia, S.; Hoffmann-Campo, C. B.;
Pomari, A. F.; Corso, I. C.; Yano, S. A. C. 2012. Artrépodes que atacam as folhas da
soja. In: Hoffmann-Campo, B. C.; Corréa-Ferreira, B. S. & Moscardi, F. Soja:
manejo integrado de insetos e outros artropodes-praga, Brasilia, DF: Embrapa,
2012. 859p.

Oliveira, J.R.G.; Ferreira, M.C.; Roman, R.A.A. 2010. Diferentes didametros de gotas e
equipamentos para aplicagcdo de inseticida no controle de Pseudoplusia includens.
Engenharia Agricola, v. 30, p. 92-99.

Saito, M. L.; Pott, A.; Ferraz, J. M. G. & Nascimento, R.S. 2004. Avaliagéo de plantas com
atividade deterrente alimentar em Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e Anticarsia



gemmatalis Hubner. Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio Ambiente, v.14,
p.1-10.

Seffrin, R. C.; Shikano, I.; Akhtar, Y. & Isman, M. B. 2010. Effects of crude seed extracts
of Annona atemoya and Annona squamosa L. against the cabbage looper,
Trichoplusia ni in the laboratory and greenhouse. Crop Protection, v.29, p.20-24.

Shin-Foon, C; Yu-Tong, Q. 1993. Experiments on the application of botanical insecticides
for the control of diamondback moth in South China. Journal of Applied
Entomology, v.116, p.479-486.

Silva, A.P.T., Pereira, M.J.B., Bento, L.F. 2007. Extrato metan6lico da semente de
araticum (Annona coriacea) (Mart.) sobre a mortalidade da traca-do-tomateiro (Tuta
absoluta). Revista Brasileira de Agroecologia, v.2, p.1150-1153.

Sosa-Gomez, D.R. 2006 Seletividade de agroquimicos para fungos entomopatogénicos.

Embrapa Soja, Londrina, PR. Disponivel em:
http://www.cnpso.embrapa.br/download/artigos/seletiv fung.pdf. Acesso em: 07
Out. 2013.

Sosa-Gomez, D.R.; Delpin, K.E.; Moscardi, F. & Nozaki, M.H. 2003. The impact of
fungicides on Nomuraea rileyi (Farlow) Samson epizootics and on populations of
Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), on soybean. Neotropical
Entomology, v.32, p.287-291.

Trindade R.C.P.; Luna, J.S.; Lima, M.R.F.; Silva, P.P. & Sant’ana, A.E.G. 2011.
Larvicidal activity and seasonal variation of Annona muricata (Annonaceae) extract
on Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Revista Colombiana de
Entomologia, v.37.



CAPITULO |
Annona mucosa Jacq.: Um

fitoinseticida promissor para o
controle de Chrysodeixis includens

(Lepidoptera: Noctuidae)

“...Baseado nestes resultados, podemos inferir que Annona
mucosa apresenta potencial para bioprospeccao na area de
produtos fitossanitarios, podendo ser utilizada de duas
formas. Através da fabricacdo em pequena escala
(artesanal) para uso por pequenos e médios produtores, ou
através da sintese das moléculas bioativas para que possa

ser produzida em larga escala. ”
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Annona mucosa Jacg.: Um fitoinseticida promissor para o controle
de Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO: Varias espécies da familia Annonaceae tém sido estudadas devido ao potencial
inseticida de seus metabdlitos secundarios. Annona mucosa é uma espécie promissora para
o controle de pragas visto que ja foi eficiente para o controle de alguns insetos. Este
trabalho teve por objetivo avaliar o potencial inseticida do extrato bruto de sementes de A.
mucosa sobre a lagarta falsa medideira Chrysodeixis includens, que é praga de diversas
culturas. O extrato foi preparado e diluido em &gua com solubilizante nas concentragdes de
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0%, sendo estas testadas em lagartas de 1°, 3° e 5° instares através de
aplicacdo oral e topica. O extrato de A. mucosa apresentou efeito inseticida para C.
includens em todos os instares avaliados. Em lagartas de 1° instar observou-se uma alta
mortalidade apds 24 horas, pelos dois métodos utilizados. Para lagartas de 3° instar, pelo
método de ingestdo a mortalidade nas concentracdes ndo diferiu estatisticamente entre si.
Pelo metodo de contato sobre lagartas de 3° instar, apos 24 horas na maior concentragédo a
mortalidade atingiu 80%. Lagartas de 5° instar ap0Os ingerirem folhas tratadas,
apresentaram mortalidade significativa apenas ap0s 72 horas nas concentracdes entre 2,0 e
8,0% e por contato a mortalidade foi de 93,3% na maior concentracdo apos 24 horas da
aplicacdo. Os resultados mostram que A. mucosa € uma espécie promissora para 0

desenvolvimento de novas moléculas, para o controle de C. includens.

PALAVRAS-CHAVE: Annonaceae, Bioinseticida, Controle Alternativo, Desfolhador.
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Annona mucosa Jacg.: A promising phytoinsecticide for the control

of Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT: Several species of the Annonaceae family are studied due to their potential
insecticidal secondary metabolites. Annona mucosa is a promising species for pest control
as it has been proven for some insects. The crude extract of seeds of A. mucosa was
evaluated for its insecticidal potential on the soybean looper Chrysodeixis includens which
is a pest of many crops. The extract was prepared and diluted in water and solubilizer at
concentrations of 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0%, which were tested on larvae of the first, 3"
and 5™ instars through oral and topical application. The extract of A. mucosa showed
insecticidal effect against C. includens in all instars evaluated. On 1% instar larvae there
was a high mortality 24 hours after application, by both methods evaluated. For third instar
larvae mortality the method of ingestion, did not differ statistically among concentrations
tested, with higher mortality observed reached 60% for the 8% concentration after 120
hours of application. By contact on 3™ instar caterpillars, after 24 hours at the highest
concentration mortality reached 80%. Fifth instar caterpillars after eating treated leaves
attained significant mortality only after 72 hours at concentrations between 2.0 and 8.0%
while contact mortality was 93.3% at the highest concentration after 24 hours of
application. The results show that A. mucosa is a promising alternative for the development

of new molecules for the control of C. includens.

KEY-WORDS: Annonaceae, Bioinsecticide, Alternative Control, Defoliator.
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1. INTRODUCAO

Annona mucosa Jacqg. ¢ uma planta nativa da Floresta Amazbdnica e Mata
Atlantica, pertencente a familia Annonaceae, conhecida popularmente como biriba,
araticum, ariticum, condessa, fruta-da-condessa, fruta-de-conde ou graviola brava (Lorenzi
2002).

Diversos estudos apontam que 0s compostos quimicos conhecidos como
“acetogeninas de anonaceas” presentes na familia Annonaceae apresentam atividades
bioldgicas importantes, como atividade citotoxica, antitumoral, antimicrobiana, inseticida
entre outras (Ruprecht e McLaughlin 1990; Alali et al. 1999). Para A. mucosa ja €
comprovado seu potencial antimicrobiano e antifungico (Caetano e Dadoun 1987),
antitumoral e inibidor da sintese de ATP do complexo mitocondrial 1 (Shi et al. 1996;
1997; Gu et al. 1997; Chavez et al. 1999; Liaw et al. 2003), atividade leishmanicida (De
Lima et al. 2012), além de potencial inseticida (Alali et al. 1999; Ribeiro et al. 2013; Costa
et al. 2013).

Nos ultimos anos plantas com potencial inseticida vém se destacando em relagao
aos inseticidas quimicos, pois s&o menos nocivas ao meio ambiente e a0 homem (Isman
2006). Além disso, 0 uso excessivo e continuo de produtos neurotoxicos favorece o
surgimento de pragas resistentes aos principios ativos (Bueno et al. 2007; Boyer et al.
2012).

Boethel et al. (1992) abordam sobre a resisténcia a inseticidas, em populacGes de
plusiineos (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae), no sudoeste dos Estados Unidos, desde a
década de 1960, e destacam que a resisténcia das populacdes da regido pode ter sido
ocasionada devido as muitas aplicacdes em algumas culturas, como crisantemo e tomate,
onde o numero de aplicacdes de produtos sintéticos chega a 100 por ano.

Dentre os plusiineos, Chrysodeixis (=Pseudoplusia) includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) conhecida popularmente como lagarta falsa medideira,
€ uma praga ocorrente desde o norte dos Estados Unidos até o sul da América do Sul
(Alford e Hammond 1982). Ja foi registrada atacando aproximadamente 70 espécies
vegetais entre elas soja, algoddo, feijdo, girassol, fumo, maracuja, tomate e diversas
hortalicas (Herzog 1980; Benassi et al. 2012; Moscardi et al. 2012).

No Brasil, nos principais estados produtores de soja, C. includens era considerada
uma praga secundaria, sendo controlada naturalmente por parasitoides e fungos

entomopatogénicos (Sosa-Gomez et al. 2003). Porém, desde 2003, esta praga vem
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apresentando surtos nos estados de Mato Grosso do Sul, Goias, S&o Paulo, Parana e Mato
Grosso (Bueno et al. 2009).

Para o controle desta lagarta, na maioria das vezes é utilizado o controle quimico,
mas este, nem sempre é eficiente devido ao habito dela permanecer na face abaxial das
folhas no terco médio das plantas, ndo entrando em contato direto com o inseticida
(Oliveira 2010). Devido a isto, muitas vezes as dosagens de produtos sdo drasticamente
aumentadas, diminuindo as populacgdes de inimigos naturais e favorecendo o aparecimento
de populagdes resistentes.

Logo, é preciso que novas moléculas e novos modos de acdo com menores danos
ao meio ambiente e aos inimigos naturais, sejam pesquisados para serem utilizados em
programas de manejo integrado de C. includens (Viegas Janior 2003).

Considerando que A. mucosa ja apresentou potencial inseticida sobre espécies
como Aedes aegypty L. (Diptera: Culicidae) (Costa et al. 2013) e Sitophilus zeamays Mots.
(Coleoptera: Curculionidae) (Ribeiro et al. 2013), o presente trabalho teve como objetivo

avaliar o potencial inseticida desta planta sobre C. includens em condigdes de laboratorio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéao do extrato

Partes da planta (galhos, folhas, flores e frutos) de A. mucosa foram coletados
para identificacdo em Tangara da Serra — MT. Apds a confirmacdo da espécie, a exsicata
foi depositada no Herbario da Universidade do Estado de Mato Grosso, campus de Tangara
da Serra (UNEMAT/CUTS) sob o registro Ne 92. Dos frutos coletados foram retiradas as
sementes e estas foram desidratadas em estufa de circulagdo de ar a 40°C por 72 horas.
Apols a secagem, as sementes foram trituradas em moinho tipo faca e o p6 obtido foi
levado ao laboratorio de Bioquimica de Carboidratos da Universidade Federal do Parana,
onde foi submetido a deslipidificacdo por trés dias com solvente organico cloroférmio-
metanol (2:1), utilizando aparelho extrator Soxhlet em manta aquecida a 60°C até a
exaustao.

O material extraido foi rotaevaporado a 40°C para remocdo dos solventes,
obtendo-se entdo o extrato bruto. A partir destes extratos, foram feitas as diluicdes para as

concentragdes utilizadas nos bioensaios.
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2.2. Criacao de Chrysodeixis includens

As lagartas de C. includens utilizadas nos bioensaios foram obtidas da criacéo
estabelecida no Laboratorio de Entomologia da UNEMAT/CUTS. Na criacdo todas as
fases de C. includens foram mantidas em sala climatizada a 25+3°C e umidade relativa
(UR) de 70+10%.

Os adultos foram mantidos em gaiolas de PVC de (100mm x 200mm) (Figura 1A)
revestidas internamente com papel sulfite e a abertura superior fechada com tecido tipo
voil preso por um elastico (Figura 1B) e, na extremidade inferior por uma placa de Petri
contendo papel filtro e um recipiente, contendo algoddo embebido em solucdo de 10% de
mel para alimentacdo e o outro com agua (Figura 1C), o quais eram trocados trés vezes por
semana.

Os ovos obtidos foram destinados aos bioensaios e a manutencdo da criacdo. Para
manutencdo da criacdo, o substrato contendo ovos (papel sulfite e o voil) era recortado em
tiras, e estas colocadas na tampa de potes plasticos de 145 mL contendo dieta artificial de
Greene et al. (1976) (Figura 1D). Neste recipiente as lagartas eclodiram e permaneceram
por aproximadamente 10 dias, quando foram transferidas para copos de 50 mL com tampa
de acetato contendo a mesma dieta, onde permanecem até atingirem o estagio de pupa
(Figura 1E). As pupas foram retiradas dos copos e colocadas nas gaiolas de PVC. Apoés a
emergéncia dos adultos, estes eram mantidos nas gaiolas descritas anteriormente, até a

morte.

Figura 1 — Recipientes usados na criagdo de Chrysodeixis includens em dieta artificial. A —
gaiola de PVC; B — extremidade superior da gaiola (voil contendo ovos); C — extremidade
inferior da gaiola contendo mel 10% e agua embebidos em algoddo; D — Pote plastico de
145 mL contendo dieta artificial e lagartas de 1° instar; E — Copo de 50 mL com trés
lagartas de 4° instar.
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2.3. Bioensaios - Toxicidade por ingestédo e contato

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da
UNEMAT/CUTS em camaras climatizadas do tipo BOD a 25+1°C e UR 70+10%, com
fotoperiodo de 12 horas.

Os tratamentos para todos 0s bioensaios consistiram de extrato de sementes de A.
mucosa nas concentracdes 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0%. O extrato bruto foi solubilizado em
4gua com Polissorbato 80 (Tween 80®) a 5% e misturados por 5 minutos em agitador
magnético.

Os bioensaios foram realizados com delineamento inteiramente casualizado, com
cinco concentracdes e dois tratamentos controle (4gua e &gua + Tween 80®), cada
tratamento com 15 repeticdes de uma lagarta.

Ovos de 24 horas foram retirados da criagdo e colocados sob condigdes
controladas anteriormente citadas. As lagartas foram mantidas em recipientes plasticos de
145 mL com fundo de papel filtro e alimentadas com folhas de soja (var. convencional
Tucunaré), obtidas de cultivo em casa de vegetacdo. As folhas de soja depois de coletadas
foram lavadas em agua corrente, colocadas no recipiente com a lagarta, sendo que o
peciolo foi envolvido com algodao umido para evitar o ressecamento (Figura 2A).

Lagartas de 1° instar foram submetidas aos tratamentos 24 horas apds a ecloséo e,
para 0s demais bioensaios, as lagartas foram alimentadas até atingirem o instar desejado
(3° e 59), observando-se diariamente a liberacéo da capsula cefalica.

Dois modos de aplicacdo do extrato foram avaliados: ingestdo da folha tratada e
por contato direto. No método por ingestdo, o extrato foi aplicado na face adaxial das
folhas (Figura 2B). Para isso o extrato solubilizado era colocado em uma placa de Petrie a
face adaxial da folha de soja foi passada na solucdo e deixadas sobre a bancada com este
lado para cima por aproximadamente 30 minutos, para evaporacdo do excesso da solugédo
(Figura 2C). Apos esse periodo eram oferecidas para as lagartas por 24h, quando entdo era
realizada a primeira avaliacdo, e a folha trocada por uma nova sem tratamento.

No método por contato, aplicou-se no dorso de cada lagarta uma microgota (1 pL
para lagartas de 1° instar e 2 pL para lagartas de 3° e 5° instares) com auxilio de uma
micropipeta, sendo que, para as lagartas de 1° instar, a aplicacdo foi feita com o uso de
estereomicroscopio. Apoés a aplicacdo, as lagartas foram mantidas em condicGes

controladas e a mortalidade avaliada diariamente.
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Figura 2 — A - Recipiente de 145 mL contendo papel filtro no fundo e uma folha de soja
com o peciolo envolvido em algoddo umedecido B — Folha tratada na superficie adaxial;
C - Folhas deixadas sobre a bancada ap0s aplicagdo para secagem.

2.4, Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Como os
dados ndo atenderam os pressupostos de normalidade, os resultados de mortalidade foram
analisados através do teste de Kruskal-Wallis a 5% e as comparac6es entre os métodos de
aplicagdo foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney a 5%. A concentracdo letal de
metade das lagartas tratadas (CLsg) e CLgo foram calculadas pela anélise de Probit (Finney

1971). Para estas analises foi utilizado o software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS

O extrato de sementes de A. mucosa apresentou efeito inseticida para lagartas de
C. includens em todos os instares avaliados. As avaliagdes foram realizadas diariamente
por cinco dias, porém, como os resultados foram semelhantes, optamos por apresentar 0s
resultados de 24, 72 e 120 horas apds aplicacdo (HAA).

Em lagartas de 1° instar, observou-se uma alta mortalidade logo nas primeiras 24
horas apds a aplicacdo, tanto por contato, quanto por ingestdo (Tabela 1). Por ingestdo a
concentracdo de 4,0% apresentou mortalidade de 73,3% diferindo dos tratamentos
controle, enquanto que por contato as duas maiores concentracdes diferiram
estatisticamente dos tratamentos controle. Com o passar das horas a mortalidade teve um
aumento significativo para concentracdes menores pelo método de ingestdo, sendo que 72
HAA, as concentracdes de 1,0 e 2,0% apresentaram mortalidade superior a 80,0% e as
maiores concentragdes atingiram 100,0% de mortalidade. Estes resultados mantiveram-se
até 120 HAA.
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Pelo método de contato, 72 HAA a mortalidade permaneceu alta apenas nas duas
maiores concentracbes e 120 HAA a concentracdo de 2,0% também apresentou
mortalidade significativa (Tabela 1).

Em lagartas de 3° instar a mortalidade n&o diferiu estatisticamente pelo método de
ingestdo mesmo apds 120 HAA, sendo de 60% para a maior concentracdo (Tabela 2). No
entanto, 27,7% do total de lagartas mortas apds 72 HAA, nas concentra¢des de 2,0 a 8,0%
morreram presas na exdvia ou na capsula cefalica no momento da ecdise (Figura 3A-F).

Por contato, 24 HAA na concentracdo de 8,0% a mortalidade atingiu 80% e
diferiu estatisticamente dos controles (Tabela 2). Ap6s 72 horas a concentracdo de 4,0%
atingiu 86,6% de mortalidade e 120 HAA as duas maiores concentragcfes atingiram 93,3%
de mortalidade diferindo dos tratamentos controle (Tabela 2). Das lagartas mortas durante
as 120 horas de avaliacdo, 16,2% morreram como no método por ingestdo, presas na

exuvia durante a ecdise.

~

Figura 3 — Lagartas de Chrysodeixis includens de 3° instar apds ingestdo de folhas
tratadas com extrato, mortas presas a exdvia, 72 horas apds a ingestdo. A e B —
Concentracdo de 2,0%; C e D - Concentracdo de 4,0%; E e F - Concentracédo de 8,0%.
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Tabela 1 - Porcentagem de mortalidade (xDP) de Chrysodeixis includens de 1° instar expostas a diferentes concentragdes do extrato de Annona mucosa
por ingestdo e por contato, apos 24, 72 e 120 horas ap6s aplicacdo

Ingestao Contato
Trat.
24h 72h 120h 24h 72h 120h
Agua 0,0 £0,0 bt 6,6+25b 6,6+25b 0,0+£0,0c 0,0+£0,0c 0,0+£0,0c
Agua +Tween® 0,0+0,0b 6,6+25b 6,6+25b 20,0+ 4,1 bc 20,0+ 4,1 bc 20,0+ 4,1bc
0,5% 13,3+ 3,5ab 60,0 £5,0 ab 60,0 £5,0 ab 40,0 = 5,0 abc 40,0 = 5,0 abc 53,3+ 5,1 abc
1,0% 13,3+35ab 80,0t4,1a 86,6 £35a 60,0 £ 5,0 abc 66,6 + 4,8 ab 66,6 + 4,8 ab
2,0% 33,3+48ab 933+25a 933+25a 80,0 +4,1ab 80,0+ 4,1ab 86,6 £35a
4,0% 73,3+45a 100,0+0,0a 100,0+0,0a 933+25a 933+25a 93,3+25a
8,0% 26,6 +4,5ab 100,0+0,0a 100,0+0,0a 86,6 +35a 933+25a 93,3+25a
H 32,8 66,2 68,7 45,4 49,2 50,4

IMédias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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Tabela 2 - Porcentagem de mortalidade (xDP) de Chrysodeixis includens de 3° instar expostas a diferentes concentragdes do extrato de Annona mucosa

por ingestdo e por contato, apos 24, 72 e 120 horas ap6s aplicacdo

Ingestao Contato
Trat.
24h ™ 72h ™ 120h ™* 24h 72h 120h

Agua 0,0+0,0 6,6 £2,5 13,3+35 0,0+£0,0 0t 6,6+25b 6,6+25¢c
Agua +Tween® 0,0+0,0 13,3+35 20,0+4,1 0,0+00hb 20,0+4,1b 20,0+ 4.1 bc

0,5% 13,3+3,1 26,6 +4,5 26,6 £4,5 46,6 £ 5,1 ab 60,0 £ 5,0 ab 86,6 +35a

1,0% 26,6 £4,5 533+5.1 533+5.1 6,6+25b 66,6 + 4,8 ab 73,3+45ab

2,0% 13,3+35 46,6 5,1 533+5.1 40,0 £5,0 ab 60,0 £ 5,0 ab 80,0+ 4,1ab

4,0% 0,0+0,0 46,6 £5,1 46,6 £5,1 60,0 + 5,0 ab 86,6 +35a 933+25a

8,0% 13,3+3,5 46,6 £5,1 60,0 +5,0 80,0+4,1a 933+25a 93,3+25a

H 10,5 13,7 13,0 40,4 37,4 50,7

"$Ndo significativo Teste Kruskal-Wallis a 5%. !Médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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Quando avaliado o efeito do extrato de A. mucosa sobre lagartas de 5° instar de C.
includens por ingestdo, nas primeiras 24 horas apo6s aplicacdo ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos (Tabela 3). Apds 72 horas a concentracdo de 2,0% atingiu
86,6% de mortalidade diferindo dos tratamentos controle, e as concentracGes de 4,0 e 8,0%
atingiram 73,3% de mortalidade diferindo apenas do tratamento controle com agua. Apés
120 horas da aplicacdo por ingestdo, as concentracbes de 2,0 a 8,0% igualaram-se,
atingindo 93,3% de mortalidade (Tabela 3). Observou-se também que o extrato de A.
mucosa por ingestdo afetou a duragdo do 5° instar. Nas concentragdes de 0,5 e 1,0% houve
um aumento na mortalidade ap6s 72 horas (Tabela 3), e as lagartas ainda ndo haviam
entrado em estagio de pré-pupa, sendo que, em condi¢cdes normais, a duracdo média do 5°
instar a 25° C é de 2,4 dias e a fase de pré-pupa é de 1,4 dias (dados ndo publicados).
Nestes tratamentos também se observou a mal formacdo dos individuos que atingiram o
estagio de pupa, onde 20,0% destas estavam deformadas e ndo atingiram a fase adulta
(Figura 4).
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Figura 4 — Lagartas mortas em fase de pré-pupa no tratamento de 0,5%, apds 120 horas da
ingestdo do extrato.

Na aplicacdo do extrato por contato em lagartas de 5° instar, 24 horas apos
aplicacdo, a mortalidade atingiu 93,3% e ap6s 72 horas a mortalidade chegou a 100,0%
para a concentracdo de 8,0%. Nas menores concentragdes, apos 72 HAA, a mortalidade
teve aumentos significativos e apos 120 horas todas as concentragfes apresentaram
mortalidade superior a 70,0%, diferindo estatisticamente dos tratamentos controle (Tabela
3). Neste método de aplicacdo também se observaram lagartas mortas durante o estagio de
pré-pupa, e também se constatou que véarias lagartas mortas apresentavam edemas na

epiderme (Figura 5).

Figura 5 — Chrysodeixis includens de 5° instar, mortas apds aplicagdo de extrato de Annona
mucosa por contato, apresentando edema na epiderme.
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Nas avaliacdes de 24 horas pelo método de ingestdo em todos os instares, as
concentragdes menores apresentarem maior mortalidade em relagdo a maior concentragéo
(Tabelas 1, 2 e 3). Isso pode estar relacionado ao palato, sendo que nas menores
concentragdes o sabor deve ser mais palatavel, enquanto que na maior concentracdo o
sabor deve ser acentuado, repelindo a alimentagdo, no entanto, por falta de outro alimento
a lagarta é obrigada a se alimentar e com o passar das horas a mortalidade se iguala em
algumas concentragdes.

A aplicagdo por contato apresentou maiores taxas de mortalidade em relagdo ao
método por ingestdo e também seu efeito foi mais répido, pois em todos os instares
avaliados, ap6s 24 horas 0 método por contato apresentou mortalidade igual ou superior a
80%. Quando comparados estatisticamente 0os métodos de ingestdo e contato quanto a
mortalidade ao final de 120 horas ap6s aplicacdo, ndo foi constatada diferenca estatistica
entre ambos os métodos de aplicacéo, para nenhum dos instares, concluindo-se que ambos
0s metodos de aplicacao séo eficientes.

Através das concentracdes letais (CL) também € possivel observar que o0 método
por contato apresentou resultados em menor tempo apos a aplicagdo, porém ao final das
120 horas os valores da CL por ingestdo e por contato se equiparam.

As CLs 50 e 90 foram calculadas para 24, 72 e 120 horas (Tabela 4). Pelo método
de ingestéo, as CLso e CLgp ficaram com valores muito elevados para 24 horas em todos 0s
instares avaliados. No entanto apos 72 e 120 horas da aplicacdo, a CLso apresentou valores
menores (Tabela 4). Apenas a CLg para lagartas de terceiro mantiveram-se com valores
elevados. Pelo método de contato, em 24 HAA as CLs ja apresentavam concentracdes
pequenas e estas foram diminuindo no decorrer das avaliacGes. Lagartas de terceiro instar
foram mais resistentes as concentracdes de A. mucosa em relacdo as lagartas de primeiro e
quinto instares, por isso apresentaram maiores CLs, principalmente pelo método de

ingestao (Tabela 4).
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Tabela 3 — Porcentagem de mortalidade (xDP) de Chrysodeixis includens de 5° instar expostas a diferentes concentragdes do extrato de Annona
mucosa por ingestdo e por contato, apds 24, 72 e 120 horas apds aplicacdo

Ingestao Contato
Trat.
24h " 72h 120h 24h 72h 120h
Agua 0,0+0,0 6,6 +2,5ct 6,6+25¢c 0,0+£00hb 6,6+25b 6,6+25b
Agua +Tween® 0,0+0,0 13,3+3,5bc 13,3+3,5bc 0,0+£00hb 6,6+25b 6,6+25b
0,5% 13,3+35 40,0 £ 5,0 abc 66,6 + 4,8 abc 333+48ab 80,0t4,1a 86,6 £35a
1,0% 6,6 +25 66,6 + 4,8 abc 73,3+45ab 13,3+35b 66,6 + 4,8 ab 73,3t45a
2,0% 40,0 £5,0 86,6 £35a 93,3+25a 333+48ab 73,3t45a 73,3t45a
4,0% 200+41 73,3+x4,5ab 933+25a 53,3+5,1ab 80,0+41a 86,6 £3,5a
8,0% 13,3+3,5 73,3+x4,5ab 933+25a 933+25a 100,0+0,0 a 100,0+0,0a
H 14,8 35,8 54,2 44,9 51,0 56,9

S N&o significativo pelo Teste Kruskal-Wallis a 5%. IMédias seguidas pela mesma letra, minGscula na colunas ndo sdo significativamente diferentes (p< 0,05) segundo o Teste

Kruskal-Wallis a 5%.
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Tabela 4 — Concentracdo letal (CLsg e CLgo) (%) para o tratamento por ingestdo ou aplicagdo por contato do extrato de Annona mucosa para lagartas de

Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)

| L (% Ingestao Contato
nstar (%) 24h 72h 120h 24h 72h 120h
Clso 7,701 1,65 1,61 2,05 1,68 1,35
(1C95%) (7,3-8,0)2 (0,5-2,8) (0,4-27) (1,7-2,3) (1,1-2,1) (0,8-1,9)
10
Clgo 15,70 3,80 3,74 6,38 5,65 5,52
(1C95%) (14,9 - 16,4) (2,4-5,2) (2,3-5,1) (5,8-6,9) (4,8 -6,4) (4,6 -6,3)
Clso 109,38 6,41 4,59 4,05 1,55 0,40
(1C95%) (107,3 - 111,4) (6,3-6,5) (4,56 - 4,63) (3,96 - 4,13) (1,18 - 1,93) (-0,19 - 1,00)
30
Clgo 215,30 17,05 13,23 8,36 6,12 5,47
(1C95%) (211,3-219,3) (16,7 -17,3) (13,12 - 13,34) (8,18 - 8,54) (5,47 - 6,77) (4,68 - 6,26)
Clso 25,65 2,06 0,85 3,83 1,37 1,14
(1C95%) (24,57 - 26,72) (1,94 -2,17) (0,22 - 1,48) (3,70 - 3,96) (0,75 - 2,00) (0,38 - 1,90)
50
Clgo 51,20 8,18 5,33 7,48 5,28 4,91
(1C95%) (48,97 - 53,44) (7,90 - 8,46) (4,45 - 6,90) (7,23 -7,73) (4,34 -6,22) (3,87 -5,95)

Valores calculados pela Anélise de Probit. 2Intervalos de Confianca de 95% (IC).
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4. DISCUSSAO

Os resultados apontam que A. mucosa possui potencial inseticida, assim como
verificado para outras espécies do género Annona. Apesar da potencialidade das anonas,
poucos estudos foram realizados até 0 momento com esta espécie, sendo este o primeiro
trabalho sobre o efeito de A. mucosa em lepidopteros.

Para lagartas de primeiro instar, ap6s 72 horas da aplicacdo as concentragdes entre
1,0 e 8,0% foram eficazes através do método de ingestdo, enquanto que pelo método de
contato as concentracdes de 4,0 e 8,0% se sobressairam em relacdo aos controles. Em
lagartas de terceiro instar, porém, pelo método de ingestdo ndo se obteve resultado
satisfatorio, no entanto através do contato direto as duas maiores concentracfes tambem
foram eficientes para o controle de C. includens. A concentracdo de 2,0% ja se mostrou
eficiente 72 HAA, para controle de lagartas de quinto instar, confirmando assim o
potencial inseticida que A. mucosa apresenta.

O potencial de A. mucosa ja foi anteriormente avaliado sobre outros insetos
pragas como o gorgulho do milho (Sitophilus zeamays Mots. (Coleoptera: Curculionidae))
por Ribeiro et al. (2013), que testaram o efeito de diferentes partes da planta (folhas, galhos
e sementes) em diferentes solventes (hexano, diclorometano e etanol) e concluiram que o
extrato de sementes de A. mucosa na concentracdo de 300 mg Kg™ com solvente hexanico
proporcionou mortalidade de 98,0% e com solvente diclorometano 85,5%. Na
concentracdo de 1500 mg Kg™ para ambos os solventes a mortalidade atingiu 100%.

O efeito de sementes de A. mucosa tambem foi avaliado para larvas de Aedes
aegypti L. (Diptera: Culicidae) por Costa et al. (2013), constatando que 0 extrato
metanolico na concentracdo de 0,1 mg mL resulta em 100% de mortalidade apos 24 horas
da aplicacdo. Para lagartas de C. includens de primeiro instar, também se registrou uma
alta mortalidade (superior a 70%) ap6s 24 horas da aplicacdo, pelos dois métodos de
aplicacdo, confirmando o potencial inseticida de A. mucosa.

Apesar de ndo existirem estudos de A. mucosa sobre lepiddpteros, outras espécies
de anonas também apresentaram potencial inseticida sobre outros lepiddpteros praga.
Seffrin et al. (2010) testaram extratos metandlicos de A. atemoia (hibrido de A. cherimolia
X A. squamosa) e A. squamosa, em lagartas de 3° instar de Trichoplusia ni (Lepidoptera:
Noctuidae), por ingestdo e por contato e concluiram que A. squamosa foi mais eficiente na

deterréncia alimentar e na inibi¢do do crescimento larval.

25



No presente trabalho A. mucosa ndo apresentou resultados satisfatorios quanto a
mortalidade pelo método de ingestdo em lagartas de terceiro instar, porém se observou que
as lagartas morreram no momento da ecdise ficando presas a exuvia, podendo este
resultado estar ligado a inibicdo do crescimento larval assim como observado por Seffrin et
al. (2010) sobre T. ni.

O extrato etantlico de folhas de A. muricata causou 100% de mortalidade em
lagartas de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) alimentadas com folhas de couve
tratadas com o extrato na concentracdo de 5 mg mL™ (Trindade et al. 2011). As lagartas
mortas apresentavam coloracdo escura e tamanho reduzido (inibicdo do crescimento
larval), e, além disso, muitas lagartas morreram durante a ecdise por ndo se liberarem
completamente da exuvia, provavelmente pelo efeito dos componentes quimicos do extrato
no sistema hormonal da praga. Resultado como este foi registrado neste trabalho para
lagartas de terceiro instar, onde as lagartas morreram com coloracdo semelhante e algumas
no momento da ecdise, e no 5° instar, onde as lagartas ndo conseguiram atingir o estagio de
pupa, o que pode estar diretamente ligado aos horménios do crescimento.

A interferéncia hormonal das acetogeninas foi verificada por Blessing et al.
(2010) que avaliaram acetogeninas de A. montana (annonacin, cis-annonacin-10-one,
densicomacin-1, gigantetronenin, murihexocin-B e tucupentol) sobre Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e observaram que todas as acetogeninas oferecidas na
proporcao de 100 pug em dieta artificial, eliminaram 100% da praga na fase larval ou pupal.
Blessing et al. (2010) destacaram que para as acetogeninas, annonacin, cis-annonacin-10-
one e gigantetronenin, ndo foram detectadas correlagcdes entre a toxicidade e a capacidade
ja conhecida destas acetogeninas, de inibir a oxidacdo da NADH, indicando que esta ndo é
a Unica causa para a mortalidade larval. Esta constatacdo explica as alteracdes
morfologicas observadas nas lagartas e pupas de S. frugiperda, as quais sdo tipicas de
compostos que interferem na atividade hormonal de lepiddpteros, e que também foram
observadas no presente estudo para C. includens.

Acetogeninas de A. cherimolia também foram testadas sobre lagartas de S.
frugiperda por Alvarez Colon et al. (2007). Dentre as acetogeninas, squamocin ocasionou
100% de mortalidade no estagio larval, enquanto as demais acetogeninas testadas (itrabin,
cherimolin-1 e -2, neoannonim, almufiequin, motrilin, tucumanin e asimicin) apresentaram
um aumento significativo na duragédo da fase larval, morte na fase pupal e malformacéo no

abddmen e asas dos adultos, impedindo assim a proxima geracao.
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O presente estudo confirma o potencial inseticida de A. mucosa, como ja
registrado por outros autores, e este potencial pode estar relacionado as acetogeninas
descritas na composicdo de sementes de A. mucosa (Pettit et al. 1987; Shi et al. 1995; Shi
et al., 1996 (A e B); Chaves et al. 1999).

As acetogeninas sdo fortes inibidores da produgdo de ATP do complexo
mitocondrial I (NADH ubiquinona oxidoredutase) em insetos, e esta redugdo na producao
de energia tem como consequéncia a morte celular programada (apoptose) (Lewis et al.
1993; Ahammadsahib et al. 1993; Tormo et al. 1999), bem como apresentam
caracteristicas de compostos que interferem na atividade hormonal de lepidopteros
(Blessing et al. 2010), podendo ser estes 0os motivos da morte de C. includens no presente
estudo.

Com relacdo as concentracdes letais (CL) para matar 50 e 90% das lagartas, pelo
método de ingestdo, os valores foram elevados, principalmente para lagartas de terceiro
instar. Entretanto, ao final das avaliagfes as CLs do método de ingestdo e contato se
assemelham. Resultados similares foram registrados por Lima et al. (2009), que testaram
Oleo essencial de Piper hispidinervum (Piperaceae) sobre S. frugiperda e constataram que
0 aumento das CLs, nas avaliagdes iniciais, pode estar ligado ao efeito knock-down, no
qual inicialmente as lagartas apenas fazem a mordida de prova, e param de se alimentar por
algumas horas. SO apds determinado tempo elas voltam a se alimentar ingerindo assim o
extrato.

Baseado nestes resultados, podemos inferir que A. mucosa apresenta potencial
para bioprospeccdo na area de produtos fitossanitarios, podendo ser utilizada de duas
formas. Através da fabricacdo do extrato em pequena escala (artesanal) para uso por
pequenos e medios produtores, ou através da sintese das moléculas bioativas para que
possam ser produzidos os produtos comerciais em larga escala.

No primeiro caso a producdo artesanal pode ser feita através da reutilizacdo de
sementes que sdo descartadas de fabricas de sucos e sorvetes ou através do cultivo das
plantas pelo agricultor (Ribeiro et al. 2013). No segundo caso, mais estudos sdo
necessarios para a identificacdo dos compostos e estruturas moleculares e os modos de
acdo das acetogeninas de anonaceas. Métodos de acdo diferentes dos ja conhecidos
(neurotoxicos, inibidores de acetilcolinesterase, inibidores do canal de sodio, inibidores da

sintese de quitina, entre outros) podem ser registrados e utilizados para o controle de
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pragas que ja apresentam resisténcia aos principios e vias de acdo, disponiveis
comercialmente.

A partir do conhecimento das moléculas e estruturas quimicas dos compostos
ativos, sera possivel a producgdo de novos produtos a partir da molécula sintética, de forma
a serem produzidos em grande quantidade para comercializagdo, resultando no controle
eficaz da praga e com menores impactos ao meio ambiente.

Estudos de semi-campo e campo também devem ser realizados de forma a
confirmar os resultados obtidos em laboratério. Para novos estudos a concentracdo de 4,0%
deve ser explorada visto que apresentou bons resultados para todos os instares avaliados 72
HAA por ambos os métodos de aplicacgéo.

Conclui-se que A. mucosa é uma espécie promissora para o desenvolvimento de
novas moléculas para o controle de C. includens, porém mais estudos sdo necessarios para
verificar o potencial inseticida sobre outros lepidopteros praga, bem como sobre os
inimigos naturais, para que produtos com estas moléculas possam ser indicados em

programas de manejo integrado de pragas.
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Efeitos toxicos do extrato bruto de Annona crassiflora Mart. sobre a
lagarta falsa-medideira Chrysodeixis includens (Lepidoptera:
Noctuidae)

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de sementes de
Annona crassiflora sobre a lagarta falsa medideira, Chrysodeixis includens em diferentes
fases de desenvolvimento em condi¢bes de laboratério. O extrato foi testado nas
concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0% por dois métodos de aplicacdo, ingestdo da folha
tratada e contato direto com o extrato, e em diferentes fases do desenvolvimento, ovo, 1°,
3% e 5% instar. O extrato apresentou atividade ovicida em todas as concentragdes avaliadas.
Para lagartas em todos os instares 0 meétodo por contato apresentou mortalidade
satisfatoria. A exposicdo de folhas tratadas com extrato para ingestdo, ndo foi eficiente
apos 120 horas para nenhum dos instares avaliados, sendo que a maior mortalidade
registrada foi de 60,0% para lagartas de 1° instar na maior concentragdo. No entanto, outros
efeitos foram observados nas lagartas tratadas por ingestdo. Lagartas de 1° e 3° instar
tiveram um aumento na mortalidade ao longo do desenvolvimento, reduzindo o nimero de
lagartas que completaram o ciclo. Para lagartas de 1° instar, 93,3% morreram na
concentracdo de 4,0% até o final da fase larval, e para lagartas de 3° instar a mortalidade
atingiu os 86,0% para a maior concentracdo. A mortalidade no tratamento com lagartas de
5° instar, mesmo até o final do ciclo, ndo ultrapassou 60,0%, contudo, verificou-se que as
lagartas tiveram um prolongamento do quinto instar e uma alta ocorréncia de pupas
deformadas das quais ndo emergiram adultos, chegando a 70% na concentracdo de 8,0%.
Conclui-se que o extrato de A. crassiflora apresenta grande potencial para o controle de C.
includens, porém mais estudos sdo necessarios para comprovar estes resultados em
condicBes de semi-campo e campo, bem como estudos bioquimicos de identificacdo e

isolamento das moléculas bioativas.

PALAVRAS-CHAVE: Annonaceae, Bioinseticidas, Fitoinseticida, Desfolhadora.
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Toxic effects of crude extract of Annona crassiflora Mart. on the
Soybean Looper Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT: This study evaluated the effects of seed extract of Annona crassiflora on the
soybean looper at different stages of development in laboratory conditions. The extract was
tested at concentrations of 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 and 8.0 % by means of two methods of
application, ingestion of treated leaf and direct contact with the extract, and at different
stages of development, egg, 1%, 3™ and 5™ instar. The extract showed ovicidal activity at all
concentrations tested, however the solubilizer may have contributed towards this result.
The treatments by topical application were highly toxic to all instars. Ingestion of treated
leaves showed no efficiency after 120 hours for any instar evaluated, and the highest
mortality recorded was 60.0% for first instar at the 8% concentration . However, other
effects were observed in caterpillars that ingested the extract. First and 3" instar larvae
had an increased mortality during development, reducing the number of larvae that
completed the cycle. For 1% instar soybean looper, 93.3% died in the concentration of 4.0%
by the end of the larval stage, and in 3" instar larval mortality reached 86.0% at the highest
concentration. Mortality of 5" instar larvae did not exceed 60.0% at the end of the larval
stage, however it was observed that larvae had an extension of the fifth instar and a high
incidence of deformed pupae and emerging adults, causing 70% mortality at the
concentration of 8.0%. Thus, it is concluded that A. crassiflora extract has great potential
for pest control, especially for small and medium producers of the “Cerrado” region that
can get the fruit in native areas and can grow plants on their properties to obtain the crude

extract.

KEY-WORDS: Annonaceae, Bioinsecticides, Phytoinsecticide, Defoliator.
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1. INTRODUCAO

Conhecida popularmente como lagarta falsa medideira, Chrysodeixis
(=Pseudoplusia) includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), ja foi registrada atacando
aproximadamente 70 espécies vegetais entre elas soja, algodado, feijdo, girassol, fumo,
maracuja, tomate e diversas hortalicas (Moscardi et al., 2012).

No Brasil, nos principais estados produtores de soja, C. includens era considerada
uma praga secundaria, sendo controlada naturalmente por parasitoides e fungos
entomopatogénicos (Sosa-Gomez et al. 2003). No entanto desde 2003, apds o surgimento
da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi Sidow), C. includens vem se destacando
como praga priméaria em diversos estados como Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés,
Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul e Bahia (Bueno et al., 2009; Moscardi et al. 2012).

Este aumento no nivel populacional de C. includens ocorreu em virtude do
aumento no uso de fungicidas para o controle do fungo da ferrugem asiatica, que
consequentemente, diminuiu as populacbes de fungos entomopatogénicos, 0s quais
controlavam naturalmente C. includens, como o fungo Nomuraea rileyi (Farlow),
acarretando assim, o aumento das populagdes de C. includens nos diversos estados
produtores da soja (Sosa-Gomez et al., 2003, 2006).

Na maioria dos casos o controle desta lagarta é realizado com inseticidas
quimicos, porém, este método muitas vezes nao é eficiente devido ao habito desta praga de
permanecer na face abaxial das folhas, ndo entrando em contato direto com o inseticida
(Oliveira, 2010). Por este motivo muitas vezes as doses de produtos sdo aumentadas
drasticamente, diminuindo as populacbes de inimigos naturais e favorecendo o
aparecimento de populacgdes resistentes (Bueno et al., 2007). Mediante essa problematica o
controle de pragas deve optar pela utilizacdo de técnicas e estratégias de controle baseadas
na filosofia de manejo integrado de pragas (MIP), as quais sao menos prejudiciais aos
inimigos naturais e ao homem.

Entre as diversas técnicas consideradas para o MIP, a utilizacdo de plantas com
efeito tdxico para insetos fit6fagos, destaca-se por apresentar diversas vantagens em
relacdo aos produtos sintéticos, como rapida degradacdo no meio ambiente, baixa
toxicidade a mamiferos, menor custo e alguns apresentam seletividade a inimigos naturais
(Moreira et al., 2006).
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Devido aos resultados promissores com extratos vegetais para o controle de
insetos pragas, diversas familias de plantas tém se destacado como, por exemplo,
Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae, Piperaceae e Canellaceae, entre outras
(Jacobson, 1989; Isman, 2006).

Entre as familias com potencial inseticida, as anonaceas destacam-se por
possuirem em sua composigdo moléculas conhecidas como “acetogeninas de anonaceas”,
que apresentam atividade inseticida comprovada e podem ser uma alternativa no combate a
lepiddpteros desfolhadores (Alali et al., 1999; Ribeiro et al., 2013; Costa et al., 2013).

O efeito das Annonaceae foi verificado para diversas espécies de lepiddpteros
pragas como Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) (Leatemia e
Isman, 2004; Seffrin et al., 2010), Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae)
(Saito et al., 2004; Alvarez-Colom et al., 2007; Blessing et al., 2010), Tuta absoluta
Meyrick (Lepidoptera: Gelichiidae) (Silva et al., 2007), Anticarsia gemmatalis Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae) (Fontana et al., 1998; Saito et al., 2004), Pseudaletia sequax
Franclemont (Lepidoptera: Noctuidae) (Fontana et al., 1998); Plutella xyllostela Linnaeus
(Lepidoptera: Plutellidae) (Laetamia e Isman, 2004; Dadang e Prijono, 2009; Trindade et
al., 2011).

Apesar dos varios estudos com anonaceas, poucos foram realizadas até o
momento com Annona crassiflora Mart., principalmente sobre lepiddpteros praga. Desse
modo, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do extrato de sementes de A.
crassiflora sobre C. includens em diferentes fases de seu desenvolvimento em condicGes

de laboratério.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencédo dos extratos

O material vegetal foi coletado em areas de Cerrado do municipio de Tangara da
Serra — MT foi identificado e sua exsicata encontra-se depositada no Herbario da
Universidade do Estado de Mato Grosso campus de Tangara da Serra (UNEMAT/CUTS).

As sementes foram secas em estufa de circulacdo de ar a 40°C por 72 horas e apos

este periodo, foram trituradas em moinho tipo faca. O p6 obtido foi levado ao laboratério
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de Bioquimica de Carboidratos da Universidade Federal do Parana, onde foi submetido a
deslipidificagdo por trés dias com solvente orgénico cloroformio-metanol (2:1)
utilizando aparelho extrator Soxhlet em manta aquecida a 60°C até a exaustao.

O material extraido foi rotaevaporado a 40° C para remocdo dos solventes,
obtendo-se entdo o extrato bruto. A partir deste extrato, foram feitas as dilui¢bes

para as concentragoes utilizadas nos experimentos.

2.2. Criacao Estogue de Chrysodeixis includens

Ovos e lagartas de C. includens utilizadas nos experimentos foram obtidos da
criacdo estoque do Laboratdrio de Entomologia da UNEMAT/CUTS. A criacdo estoque foi
mantida em sala climatizada a 25+3°C e umidade relativa (UR) de 70+10%. Os adultos
eram acondicionados em gaiolas de PVC de (100mm x 200mm) revestidas internamente
com papel sulfite e a extremidade superior é fechada com tecido tipo voil preso por um
elastico e a outra extremidade inferior por uma placa de Petri forrada com papel filtro e um
recipiente contendo alimento (solucdo de mel a 10%) e agua.

Os ovos obtidos foram destinados aos bioensaios e a manutencdo da criacdo. Para
manutencdo da criacdo, o substrato contendo ovos (papel sulfite ou voil da gaiola) foi
recortado em tiras e estas colocadas na tampa de potes plasticos de 145 mL contendo dieta
artificial de Greene et al. (1976).

As lagartas que eclodiam permaneciam neste recipiente até atingirem o terceiro
instar, quando entdo eram transferidas para copinhos de 50 mL com tampa de acetato
contendo a mesma dieta, onde continuavam até atingirem o estagio de pupa. As pupas

eram entdo transferidas para gaiolas de PVVC onde permaneciam até o final do ciclo.

2.3. Experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia da
UNEMAT/CUTS em camaras climatizadas do tipo BOD a 25+1°C e UR 70+10%, com
fotoperiodo de 12 horas em delineamento inteiramente casualizado.

O extrato de A. crassiflora foi testado nas concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e

8,0%. Para atingir as concentragdes, o extrato foi diluido no solubilizante polissorbato 80
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(Tween 80®) a 10% e &gua, e agitado por 5 minutos em agitador magnético. Por isso dois
tratamentos controle foram incluidos, um com &gua e outro com agua+solubilizante. Para
cada tratamento foram feitas 15 repetigdes, com uma lagarta por repeticdo. No ensaio
ovicida foram realizadas 10 repeti¢cdes contendo 10 ovos em cada repeticéo.

2.3.1. Efeito sobre ovos

Tiras de voil contendo os ovos provenientes das gaiolas da criagcdo estoque, foram
recortadas de modo que cada tira contivesse 10 ovos de 24 horas, e cada uma destas foi
considerada uma repeticao, totalizando 10 repetices por tratamento.

As tiras foram mergulhadas nas concentracbes de cada tratamento por trés
segundos e colocadas sobre a bancada para evaporacdo do excesso de liquido por
aproximadamente 30 minutos. Apos secas cada tira foi acondicionada em tubo de ensaio de
vidro, com tampa de algodao, e mantidas em condi¢cdes controladas ja mencionadas e

avaliadas quanto a viabilidade dos ovos no quarto dia ap6s a aplicacao.

2.3.2. Efeito por contato

Para este experimento, ovos de 24 horas foram retirados da criacdo estoque e
colocados nas condigdes controladas ja& mencionadas. Para o ensaio com lagartas de 1°
instar, apds 24 horas da eclosdo estas foram submetidas aos tratamentos, para 0s demais
tratamentos as lagartas foram alimentadas até atingirem o 3° e 5° instar.

As lagartas foram mantidas em potes plasticos de 145 mL com fundo de papel
filtro e alimentadas com folhas de soja (var. convencional Tucunaré) obtidas de cultivo em
casa de vegetacao. Depois de colhidas as folhas eram lavadas em &gua corrente e colocadas
no pote contendo a lagarta, com o peciolo enrolado em algoddo Uumido para manter a
turgidez da folha.

Para avaliar o efeito do extrato por contato, uma microgota (1uL para lagartas de
1° e 3% instar e 2 L para lagarta de 5° instar) foi colocada sobre o dorso de cada lagarta
com auxilio de uma micropipeta e para as lagartas de 1° instar com uso de
estereomicroscopio. Apos a aplicacdo as lagartas foram mantidas em condicGes

controladas e avaliadas diariamente por cinco dias quanto a mortalidade.
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2.3.3. Efeito por ingestado

Para avaliar o efeito do extrato por ingestdo, o extrato foi aplicado na superficie
adaxial da folha de soja e deixada sobre a bancada para evaporacgdo do excesso da solucao
por aproximadamente 30 minutos. Apds este periodo a folha era oferecida a lagarta por 24
horas quando era realizada a primeira avaliagdo e a folha trocada por uma nova sem
tratamento.

Apods a aplicacdo, as lagartas eram mantidas em condigBes de temperatura e
umidade ja citadas e avaliadas diariamente por cinco dias quanto a mortalidade. Como a
taxa de mortalidade foi baixa mesmo apds cinco dias de avaliacdo, optou-se por avaliar o
efeito do extrato ate o final do ciclo, avaliando-se diariamente quanto & mudanca de instar,
de deformidades e mortalidade.

2.4. Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Apds
constatar que os resultados ndo atendiam aos pressupostos de normalidade, estes foram
analisados utilizando o teste de Kruskal-Wallis a 5%. Para estas analises foi utilizado o

software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito sobre os ovos

N&o houve eclosdo de lagartas em nenhuma das concentracdes testadas, as quais
diferiram estatisticamente do controle com agua (Tabela 1). O tratamento controle com
solubilizante quando comparado com a testemunha com agua, apresentou uma reducéo de
20% na eclosdo das lagartas, indicando uma participacdo do solubilizante na atuacdo do
extrato. No entanto, a auséncia de eclosdo larval em todas as concentracdes do extrato
demonstra a atividade ovicida de A. crassiflora ainda que com uma pequena participacao

do solubilizante.
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Tabela 1 — Porcentagem (xDP) de lagartas de Chrysodeixis
includens eclodidas no quarto dia apds aplicacdo de
diferentes concentragdes do extrato de Annona crassiflora

Tratamentos % Lagartas eclodidas
Agua 90,0 +1,0 at
Agua + Solubilizante 70,0 8,0 ab
0,5% 0,0£00b
1,0% 0,0£00b
2,0% 0,0£00b
4,0% 0,0£00b
8,0% 0,0£00b
H 58,0

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%.

3.2. Efeito por Contato

O extrato bruto de A. crassiflora pela aplicacdo por contato apresentou atividade
inseticida para lagartas de C. includens de 1° instar (Figura 1). Na primeira avaliacdo, ap0s
24 horas da aplicacdo, o extrato apresentou mortalidade de 80% na maior concentracao e
apos 120 horas da aplicacdo, a mortalidade neste tratamento chegou a 86%, diferindo
estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 1). Nas demais concentragdes nao houve
diferenca estatistica (Figura 1).

Em lagartas de terceiro instar, 0 extrato apresentou mortalidade superior a 50%
nas primeiras 24 horas apos a aplicacdo na maior concentracdo, entretanto ndo houve
diferenca estatistica dos demais tratamentos (Figura 2). Apenas ap0s 48 horas apds a
aplicacdo a maior concentracdo diferiu dos demais tratamentos atingindo 66% de
mortalidade. Transcorridas 96 horas, a mortalidade nas concentracGes de 4,0 e 8,0%
igualaram-se e diferiram estatisticamente das demais concentrac@es, permanecendo assim
até a Ultima avaliacdo (Figura 2).

Para lagartas de 5° instar, apenas ap0s 72 horas apds a aplicacdo o extrato
apresentou mortalidade na maior concentracdo diferindo das demais concentrac6es (Figura
3). A maior mortalidade registrada para este experimento foi de 93,3% para a concentracao
de 8,0% apds 120 horas da aplicacdo. Nesse bioensaio houve um aumento da mortalidade
apos 72 horas quando as lagartas iniciaram a fase de pré-pupa, ndo atingindo o estagio de

pupa (Figura 4).
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Figura 1 - Porcentagem de mortalidade de lagartas de 1° instar de Chrysodeixis includens,
apos aplicacdo por contato do extrato bruto de Annona crassiflora em diferentes
concentragoes.
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Figura 2 - Porcentagem de mortalidade de lagartas de 3° instar de Chrysodeixis includens,
apo6s aplicacdo por contato do extrato bruto de Annona crassiflora em diferentes
concentragdes.
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Figura 4 — Lagartas de Chrysodeixis includens mortas em pré-pupa ap0s 72 horas da
aplicacdo por contato do extrato bruto de Annona crassiflora.

3.3. Efeito por ingestao

A ingestdo de folhas tratadas com extrato de A. crassiflora por C. includens foi
pouco toxica ap6s 120 horas para os trés instares avaliados (Tabelas 2, 3 e 4). Diante deste
resultado, optou-se por avaliar o desenvolvimento e mortalidade das lagartas até o final do
ciclo, considerando a dura¢do do periodo larval e a formacao de pupas.

Nos tratamentos com lagartas de 1° e 3° instares houve um aumento na
mortalidade, reduzindo o numero de lagartas que completaram o desenvolvimento (Tabela

2 e 3). Para lagartas de 1° instar, 93,3% morreram na concentracdo de 4,0% até o final da

fase larval (Tabela 2).
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Para lagartas de 3° instar a mortalidade atingiu 86,0% para a maior concentracao
(Tabela 3) e no 5° instar, mesmo até o final do ciclo, ndo ultrapassou 60,0% (Tabela 4).

Quanto a duracdo total do periodo larval, para lagartas de 1° e 3° instar, em ambos
0s experimentos, ndo houve diferenca estatistica no tempo de desenvolvimento do periodo
larval (Tabelas 2 e 3). Em lagartas de 5° instar, considerou-se apenas a duragdo do instar
em questdo, e verificou-se que lagartas dos tratamentos tiveram um prolongamento do
instar, diferindo estatisticamente nas concentracdes de 1,0 e 4,0% (Tabela 4).

Com relacdo a formacdo de pupas, apenas em lagartas de 5° instar se observou
pupas deformadas das quais ndo emergiram adultos, variando de 20 a 70%, nas
concentracdes de 1,0 a 8,0%, valores estes, nao significativos se comparados com 0s

controles (Tabela 4).

Tabela 2 - Porcentagem (xDP) de mortalidade de lagartas de Chrysodeixis includens de 1°
instar apos 120 horas da ingestdo de folhas tratadas com extrato de Annona crassiflora,
porcentagem (xDP) de mortalidade durante todo o periodo larval, duracdo do periodo
larval (dias)

Tratamentos % Morta"dﬁ‘ﬁe % Mortalidade larval [;grria(l)(;;lé)
120 HAA larval ™
Agua 6,6 £2,6 13,0+ 35h! 16,5
Solubilizante 0,0+0,0 13,0+x35Db 16,1
0,5% 6,6 £2,6 66,0 + 4,8 ab 17,3
1,0% 33,3+49 66,0 + 4,8 ab 16,8
2,0% 20,0 +4,1 73,0+ 4,5ab 17,0
4,0% 46,6 £5,1 93,0+25a 18,0
8,0% 60,0 £ 5,0 73,0+ 4,5ab 16,5
H 24,6 35,51 7,01

"*Nzo significativo pela analise de variancia a 5%. 'Médias seguidas pela mesma letra na colunas nédo
diferem entre si (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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Tabela 3 - Porcentagem (xDP) de mortalidade de lagartas de Chrysodeixis includens de 3°
instar apds 120 horas da ingestdo de folhas tratadas com extrato de Annona crassiflora,
porcentagem (xDP) de mortalidade durante todo o periodo larval, duragdo do periodo
larval (dias)

. Duracédo
Tratamentos "/izl\gol_rlt:\h:gge Mortalidade larval perl’ogcilg
larval

Agua 6,6 +2,6 13,0+ 35¢ct 18,9
Solubilizante 6,6 + 2,6 20,0+ 4,1 bc 19,3
0,5% 20,0+4,1 66,0 + 4,8 abc 19,4
1,0% 13,3+35 80,0+4,1ab 18,0
2,0% 26,6 + 4,6 86,0+35a 18,5
4,0% 6,6 +2,6 46,0 £ 5,1 abc 18,6
8,0% 33,3+49 86,0+35a 20,0
H 7,64 34,97 8,98

*Nao significativo pela anélise de variancia a 5%. *Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na colunas
diferem entre si (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.

Tabela 4 - Porcentagem (xDP) de mortalidade de lagartas de Chrysodeixis includens de 5°
instar ap6s 120 horas da ingestdo de folhas tratadas com extrato de Annona crassiflora,
porcentagem (xDP) de mortalidade larval total, duracdo do 5° instar (dias)

Tratamentos W;%"ﬂ"ﬁﬁ‘ﬁe % Mortalidade larval ™* IE:S)Ouirr?sth?
Agua 0,0+0,0 0,0+0,0 5,0 bt
Solubilizante 6,6 £ 2,6 6,6 £ 2,6 54b
0,5% 0,0£0,0 26,0 +4,6 59b
1,0% 13,3+3,5 26,0 +4,6 70a
2,0% 33,3+49 33,0+49 6,1b
4,0% 20,0+4,1 60,0 £5,0 75a
8,0% 26,6 £4,6 33,0+£49 6,0b
H 12,32 17,55 36,72

"*Nzo significativo pela andlise de variancia a 5%. *Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na colunas
diferem entre si (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.

4. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que A. crassiflora apresenta atividade inseticida
através do contato com a praga em todas as fases do desenvolvimento avaliadas, enquanto

gue por ingestdo o extrato apresentou efeitos subletais, comprovando que, assim como



outras espécies de anonas, A. crassiflora é uma espécie promissora para o controle de
insetos pragas.

Com relacdo ao potencial ovicida, apesar do solubilizante ter afetado a viabilidade
dos ovos, nos tratamentos com o extrato em diferentes concentragdes a ecloséo de lagartas
foi totalmente inviabilizada. Até o momento ndo ha estudos sobre o efeito ovicida de
anonaceas sobre ovos de lepidépteros. Mas varios autores relataram o potencial ovicida de
outras espécies vegetais como Aspidosperma pyrifolium Mart. (Apocynaceae) e Melia
azedarach L. (Meliaceae) sobre ovos de P. xylostella, onde a inibicdo de eclosdo foi de
46,7 e 37,9% respectivamente (Torres et al., 2006).

A inviabilizacdo dos ovos pode estar relacionada a textura do cérion do ovo de C.
includens que assim como os ovos de P. xyllostella, apresentam textura rugosa que
favorece a fixacdo dos extratos vegetais mantendo-os aderidos a superficie do ovo
inviabilizando-o.

O efeito toxico de A. crassiflora sobre as lagartas de C. includens apresentou um
resultado rapido pelo método de contato, enquanto que, pelo método de ingestdo a
toxicidade ocorreu de forma mais lenta.

No experimento por contato houve o efeito inseticida logo nas primeiras 24 horas
apos aplicacdo na maior concentracdo. Enquanto que por ingestdo, observou-se uma alta
mortalidade ao longo do ciclo, ndo oferecendo uma resposta imediata, mas impedindo o
desenvolvimento de uma nova geracao.

Por ingestdo, Prates et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes quando
ofereceram extrato etandlico de sementes de A. crassiflora na concentracdo de 10,000 pg
mL™ em dieta artificial para S. frugiperda. O extrato apresentou uma mortalidade de
56,7%; as lagartas que ndo morreram continuaram sendo avaliadas e as que haviam
ingerido extrato tiveram um efeito negativo no desenvolvimento.

Apesar de neste trabalho as caracteristicas avaliadas ndo terem sido as mesmas de
Prates et al. (2000), foi possivel constatar que A. crassiflora interfere no desenvolvimento
larval de C. includens.

Leatemia e Isman (2004), ao avaliarem o efeito do extrato bruto de sementes de A.
squamosa sobre P. xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) por ingestdo, verificaram uma alta
mortalidade da lagarta, apds 12 dias de alimentacdo com discos de folhas tratados com o

extrato, reforgando mais uma vez o potencial das Annonaceaes.
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As anonaceas possuem em sua composicdo acetogeninas que apresentam um
potencial toxico estomacal, sendo eficazes para o controle de insetos mastigadores como 0s
lepidépteros (Isman, 2006). Baseando-se nesse potencial toxico, patentes ja foram
registradas sobre as acetogeninas de anonaceas, para o controle de insetos mastigadores e
sugadores (Mikolajczak et al., 1988).

Diversos autores registraram o potencial inseticida para outras espécies de anonas
sobre diversas espécies de insetos (Seffrin et al., 2010; Trindade et al., 2011; Ribeiro et al.,
2013; Costa et al., 2013), comprovando que as acetogeninas de anonaceas isoladas
interferem no desenvolvimento de lepiddpteros e possuem um alto potencial inseticida
(Alali et al., 1999; Morales et al., 2004; Castilho-Sanches et al., 2010).

As acetogeninas presentes nas anonaceas sao fortes inibidores da producéo de
ATP do complexo mitocondrial 1 (NADH ubiquinona oxidoredutase) em insetos, e esta
reducdo na producdo de energia leva as células a apoptose (morte celular programada)
(Lewis et al., 1993; Ahammadsahib et al., 1993; Tormo et al., 1999). Além disso, as
acetogeninas apresentam caracteristicas de compostos que interferem na atividade
hormonal de lepidopteros, conforme observado pelas alteraces morfologicas nas lagartas
e pupas de S. frugiperda por Blessing et al., (2010) e Prates et al. (2000), as quais sao
tipicas de compostos que interferem na atividade hormonal de lepiddpteros, e que tambem
foram observadas no presente estudo em C. includens.

Com relagédo a duracdo do periodo larval avaliado nos experimentos via ingestéo,
para lagartas de 1° e 3° instar, ndo foi verificado aumento no periodo larval. Ja no bioensaio
com lagartas de 5° instar, verificou-se a prorrogacdo na duracdo do instar. A média no 5°
instar é de cinco dias, comprovada pelo tratamento controle, e nos tratamentos de 1,0 e
4,0% que apresentaram uma menor mortalidade, houve um aumento na duracdo do instar
para sete dias.

Acetogeninas de A. cherimolia (itrabin, almunequin, asimicin e cherimolin 2)
foram testadas por ingestdo em S. frugiperda, e apresentaram um aumento na duracao do
periodo larval, algumas chegando a 50% a mais na duracdo do periodo (Alvarez Colon et
al. 2007). Outras acetogeninas como densicomacin, gitantetronecin, murihexocin-B,
tucupentol obtidas de A. montana também apresentaram um aumento na duracdo da fase
larval de S. frugiperda chegando a aumentar em 100% a duracédo desse estagio (Blessing et
al, 2010).
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Castilho-Sanches et al. (2010) destacam que os metabolitos secundarios de
anonaceas sdo promissores para o controle de diversos insetos pragas, tendo variages nas
concentragdes usadas para cada tipo de inseto. Além disso, mencionam a necessidade da
realizacdo de experimentos em semi campo e campo para comprovar os resultados obtidos
em laboratorio, bem como pesquisas voltadas para o efeito destes metabélitos sobre os
inimigos naturais das pragas.

Baseado no potencial ja comprovado de outras anonaceas, e dos bons resultados
para A. crassiflora no estudo de Prates et al. (2000) e no presente trabalho, conclui-se que
esta espécie de anona apresenta grande potencial para o controle de C. includens, em todos
0s instares avaliados, com destaque para a a¢do por contato, que apresentou resposta mais
rapida em relacdo ao metodo por ingestdo, que tambem foi eficiente ao longo do tempo,
impedindo uma proxima geracao da praga.

Apesar dos bons resultados obtidos no presente trabalho, mais estudos devem ser
realizados para desenvolver técnicas e modos de cultivo de A. crassiflora, para que seja
possivel o uso desta planta pela industria alimenticia e seus residuos possam ser
empregados em mais estudos e até mesmo em produtos secundarios, como 0s

fitoinseticidas.
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CONSIDERACOES FINAIS

“As plantas inseticidas sdo otimas fontes de substdncias
bioativas, sendo vidveis para programas de manejo
integrado de pragas, contribuindo para que o equilibrio do
meio seja alcancado, ndao deixam residuos quimicos, pois
sao moléculas existentes no meio, degradam rapidamente e
apresentam baixa toxicidade ao homem.”
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COSIDERACOES FINAIS

Os resultados aqui apresentados confirmam o potencial de A. mucosa e de A
crassiflora como fitoinseticidas para o controle de Chrysodeixis includens. Resultados
estes que se tornam ainda mais importantes se considerarmos as vantagens que as plantas
inseticidas oferecem ao meio ambiente e ao homem.

As plantas inseticidas sdo 6timas fontes de substancias bioativas, sendo viaveis
para programas de manejo integrado de pragas, possibilitando que o equilibrio do meio
seja alcangado, ndo deixam residuos quimicos, pois sao moléculas existentes no meio, que
degradam rapidamente e tém baixa toxicidade ao homem.

No primeiro capitulo, constatamos que Annona mucosa apresenta atividade
inseticida sobre C. includens pelos dois metodos avaliados, apresentando caracteristicas de
mortalidade que indicam que o modo de agdo das moléculas bioativas, pode estar
relacionado aos horménios da ecdise, que sdo do complexo de hormdnios do crescimento.
Ja no capitulo dois, A. crassiflora ndo mostrou resultado imediato de mortalidade,
principalmente pelo método de ingestdo, mas sim ao longo do desenvolvimento do inseto,
diminuindo a préxima geracao da praga.

Os dois modos de aplicacdo sdo importantes aliados, pois C. includens tem o
habito de permanecer na face abaxial das folhas de soja e de outras culturas onde é praga.
Entdo, no momento da aplicacdo, caso o produto ndo entre em contato diretamente com a
lagarta, atraves da ingestdo das folhas tratadas havera a intoxicacao e consequente reducéo
nos danos causados, eliminando a ocorréncia de uma nova geracdo da praga. Cabe
mencionar ainda que 0s extratos apresentam atividade inseticida para todos os instares, de
modo que, no momento da aplicacdo, todas as lagartas, independente da idade, estdo
susceptiveis a acao do extrato.

Apesar dos bons resultados aqui obtidos, € necessario que mais estudos sejam
realizados, principalmente em semi campo e campo a fim de comprovar a eficacia dos
extratos em condi¢des naturais e estudos de seletividade aos inimigos naturais. Outrossim,
no ambito da biogquimica torna-se necessario que estas moléculas sejam isoladas e
posteriormente sintetizadas para serem produzidas em larga escala, ou que mais estudos
sejam realizados para cultivar A. mucosa e A. crassiflora de forma que estas sejam mais
utilizadas na industria alimenticia e seus residuos sejam destinados & producdo de

fitoinseticidas.
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