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RESUMO

Ao longo de milhdes de anos de acdo da selegdo natural, determinadas
caracteristicas vegetais foram aprimoradas e resultaram em espécies de plantas
com diferentes niveis de suscetibilidade ao ataque de insetos herbivoros. Tais
caracteristicas sdo expressas de diferentes formas, entre estas, plantas capazes de
produzir substancias com propriedades inseticidas. E possivel que exista cerca de
duas mil plantas que apresentam possibilidades de uso no controle de organismos
prejudiciais a agricultura. O objetivo deste trabalho foi avaliar atividade inseticida de
extratos organicos e aquosos de Casearia javitensis em diferentes concentragdes
sobre Sitophilus zeamais em condicdes de laboratério. Os extratos utilizados nos
bioensaios foram concentrados em rota-evaporador (extratos organicos) e aparelho
liofilizador (extratos aquosos). Neste trabalho, foram utilizados seis tipos de extratos
de C. javitensis que foram testados sob dois tipos de exposi¢ao, totalizando 12
bioensaios. Os dados foram analisados por testes de comparagcées multiplas e por
meio de regressao linear. Os extratos mais promissores foram: extratos aquosos de
galhos e folhas, ambos em bioensaios de contato; e extratos diclorometanicos de
galhos em bioensaios de ingestdo. Entre os extratos diclorometanicos, a
concentracdo com maior efetividade no controle de S. zeamais € 10,4 mg/ml de
extrato de galhos aplicados através de ingestado de graos contaminados, mortalidade
registrada de 52%.



ABSTRACT

Over millions of years of action of natural selection, certain plant characteristics were
improved and resulted in plant species with different levels of susceptibility to attack
by herbivorous insects. These characteristics are expressed in different ways, among
these, plants can produce substances with insecticidal properties. There may be
about two thousand plants which have their uses in the control of organisms harmful
to agriculture. The use of plant extracts in storage environments aims to decrease in
all stages of development of individuals in the population causing damage. The
objective of this study was to evaluate insecticidal activity of organic and aqueous
extracts of Casearia javitensis in different concentrations on Sitophilus zeamais in
laboratory conditions. The extracts used in the bioassays were concentrated on rota-
evaporator (organic extracts) and freeze dryer apparatus (aqueous extracts). In this
work, we used six types of C. javitensis extracts that have been tested under two
types of exposure, totaling 12 bioassays. The data were analyzed by means of
multiple linear regression comparison test. The most promising extracts were
aqueous extracts of leaves and branches, both in contact bioassays; and
dichloromethanic extracts branches in intake bioassays. Among dichloromethanic
extracts, concentration more effectively in control of S. zeamais is 10.4 mg / ml
extract branches applied through ingestion of contaminated grains, registered
mortality of 52%.
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1. INTRODUGAO

1.1. Sitophilus zeamais Moltschulsky

Sitophilus zeamais Mothschulsky, o gorgulho-do-milho, foi descrito em
1855, e classificado inicialmente dentro familia Curculionidae, entretanto existem
trabalhos sugerindo uma reclassificagdo dentro da familia Dryophitoridae.
Aparentemente, ainda n&o existe consenso, e muitos trabalhos continuam a
classifica-lo como Curculionidae. Esta praga € comumente confundida com outra
praga de graos armazenados, S. oryzae (gorgulho-do-arroz), devido a aparéncia
externa, o tamanho e por infestar também graos-de-milho. As duas espécies podem
ser encontradas infestando um mesmo local, e aparentemente sem conflitos, pois as
duas espécies sdo encontradas quase que na mesma proporcdo. Isto poderia ser
explicado pela abundancia de recursos alimentares que pé.

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de propor uma técnica
para diferenciar estas espécies de curculionidae. Em 1961, Kuschel propbés a
diferenciagdo das espécies através de caracteres das genitalias do macho e da
fémea (Tavares 2006). HunKapiller e O’'Donnell (1967), propuseram a separagao
taxondmica através da morfologia da capsula cefalica das larvas de Sitophilus.

Os adultos de S. zeamais medem cerca de 3,0 mm de comprimento, sdo
de coloragao castanho-escura, com manchas avermelhadas nos élitros. O aparelho
bucal é modificado em rostro, com mandibulas mastigadoras. Nos machos o rostro é
mais longo do que nas fémeas. No pronoto sao facilmente observadas pontuagdes e
os élitros sdo densamente estriados. (Lorini e Schneider 1994).

O ciclo de vida completo de S. zeamais varia de 142 dias para os machos
e 140 dias para fémeas. O tempo de desenvolvimento entre a fase de ovo até a fase
adulta dura em média 34 dias. Uma fémea pode produzir em média 282 ovos ao
longo da vida, porém apenas 27% se desenvolvem até a emergéncia dos adultos.
(Santos e Fontes 1990)

No Brasil, S. zeamais é considerada umas das principais pragas de graos

armazenados, sobretudo, por possuir elevado potencial bidtico, infestacdo cruzada
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(capacidade de infestar tanto no campo quanto nos armazéns), elevado numero de
hospedeiros e pelo fato de tanto as larvas quanto os adultos serem potenciais
causadores de danos. Estes ainda contaminam os graos com seus residuos, além
de abrirem caminho para outros insetos e patdégenos (Caneppele et al. 2003; Gallo
et al. 2002). Os danos podem ser qualificados de duas formas: quantitativos e
qualitativos. Os danos qualitativos se caracterizam por perdas no valor nutritivo, na
aparéncia e uniformidade dos gréos e desvalorizagdo do produto pela presenga de
orificios. Os quantitativos estao relacionados com a perda de peso e diminuicdo da
massa e agua no interior do grao (Gallo et al. 2002; Anderson et al. 1990). Acredita-
se que esta praga tenha como origem a india e atualmente esta presente em todo o
mundo, especialmente abundante em regides tropicais (Tavares 2002).

Paises que cultivam graos enfrentam diversos problemas no periodo pos-
colheita, principalmente na regido tropical. Geralmente os graos sao estocados em
depdsitos ou armazéns antes de serem distribuidos aos compradores, ficando
suscetiveis ao ataque de pragas caso nao se adotem medidas preventivas.
Infestagbes causadas por pragas de grédos armazenados sao 0S maiores
responsaveis pelas perdas neste tipo de cultivo (Lazzari e Lazzari 2009). Segundo
Sinha (1995), aproximadamente 10% dos graos impréprios para uso sao danificados
por pragas.

1.2. Extratos botinicos como método de controle de insetos

Atualmente, no Brasil, como no resto do mundo, ha um enorme
investimento econbmico em pesquisas tecnolégicas que incrementam a
produtividade agricola, visando o aumento da producao de graos (Martins e Farias
2002). No entanto, o aumento da producado resultante desses esforgos tem sido
anulado em virtude das significativas perdas ocorridas pelo ataque de pragas. Os
prejuizos podem ocorrer desde a fase pré-colheita até a fase de armazenamento. As
pragas sao responsaveis em grande parte pela diminuigdo na produgao agricola, no
Brasil as perdas por esse tipo de problema podem chegar a 20% da produg¢ao anual
de graos (Ribeiro 2010; Tavares e Vendramim 2005).
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Os cuidados no armazenamento € que irao manter a qualidade dos graos
para futura comercializagdo (Embrapa 2012; Vilarinho 2012). Dentre os varios tipos
de mecanismos para evitar as perdas, o controle quimico € o mais largamente e
historicamente utilizado. Durante varias décadas, desde a 22 Guerra Mundial até o
inicio dos anos de 1990, sua aplicacdo se tornou praticamente indispensavel. Tido
como o unico método de controle de pragas agricolas rentavel, de facil manejo e
altamente efetivo. Entretanto, pesquisas posteriores revelaram que seus maleficios
aos seres Vivos e ao meio ambiente prevaleciam sobre os beneficios (Santos 1993;
Santos et al. 2009). As aplicagbes com inseticidas quimicos realizados de forma
descontrolada resultaram em uma série de impactos negativos, como mortalidade de
organismos né&o-alvos (por exemplo, polinizadores e inimigos naturais das pragas),
insetos resistentes, além da acumulacido de residuos toxicos no meio ambiente e

alimentos consumidos por animais e pelo homem (Bogorni e Vendramim 2003).

Devido a pressdes de organizagdes, midia e governos (que anteriormente
subsidiavam os inseticidas quimicos), o uso dessas substéncias passou a ser
controlado ou mesmo proibido. Assim, pesquisas tém buscado métodos alternativos
ao controle de pragas, mas com impactos reduzidos a natureza e ao homem (Roel e
Vandramim 2006).

Atualmente as plantas com substancias inseticidas representam um
consideravel recurso para o controle alternativo de pragas, doengas e invasoras,
porém esta informagédo é desconhecida pela maioria dos agricultores (Almeida et al.
1999). Os inseticidas derivados de produtos naturais ja foram muito utilizados até
1940, porém cairam em desuso com a popularizacao dos inseticidas quimicos apés
a 22 Guerra Mundial (Soares 2010).

Ao longo de milhdes de anos de agao da selegéo natural, determinadas
caracteristicas vegetais foram aprimoradas e resultaram em espécies de plantas
com diferentes niveis de suscetibilidade ao ataque de insetos herbivoros. Tais
caracteristicas sdo expressas de diferentes formas, entre estas, plantas capazes de
produzir substancias com propriedades inseticidas (Regnault-Roger 1997; Fazolin et
al. 2007).

Estas substancias séo liberadas pelo metabolismo secundario das plantas

que estdo intimamente ligadas as estratégias de defesa vegetal, seja contra o
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ataque de animais herbivoros, contra infecgdo microbiana ou mesmo, para proteger
as plantas contra os raios ultravioletas. Os metabdlitos secundarios sao
considerados compostos com potente atividade biolégica (Dewick 2009; Mann et al.
1994), que quando liberados causam mudangas fisiolégicas e/ou comportamentais
em outros organismos (Corréa e Sant’/Ana 2007).

Nos insetos, os metabdlitos secundarios podem inibir a alimentacéo e a
oviposicdo, provocar esterilizagdo, e interferir no desenvolvimento, sem
necessariamente causar a morte do inseto. As substancias inseticidas presentes nos
extratos vegetais podem ser encontradas em diversas partes da planta, desde a raiz
até as flores e frutos, incluindo resinas e 6leos essenciais (Medeiros 1990; Lacher
2000).

Algumas substancias botanicas tém atividade inseticida conhecida, tais
como, piretrinas (Chrysanthemum cinerariaefolium), rotenona (Lonchocarpus nicou),
nicotina (Nicotiana tabacum), cevadina (Veratrum album), rianodina (Ryania
speciosa), quassinoides (Quassia mara, Q. acutuan), azadiractina (Azadirachta
indica) e biopesticidas volateis. Estes ultimos sdo, normalmente, 6leos essenciais

presentes nas plantas aromaticas (Isman 2000).

O emprego de substancias extraidas de plantas com poder inseticida
apresenta vantagens quando comparados aos inseticidas quimicos. As substéncias
produzidas pelas plantas sao rapidamente degradadas (ndo se acumulando no meio
natural), acao rapida, baixa toxicidade a mamiferos (ndo sao téxicos ao ser humano,
quando a Concentragao Letal mediana-CLso tem como alvo os insetos), seletividade
(geralmente menos danosos a insetos benéficos) e baixa fitotoxicidade. Entretanto
essas substancias apresentam algumas desvantagens, pois se ele apresenta uma
rapida degradagao, devera ocorrer um maior numero de aplicagdes para se obter um
controle satisfatorio do inseto alvo. Além disso, alguns inseticidas vegetais podem
ser toxicos a insetos nao-alvo e peixes, como € o caso da rotenona e da nicotina.
Também, os compostos podem variar conforme a espécie e variedade da planta,
elementos climaticos (como luz, temperatura, umidade relativa e chuvas). E
finalmente, a falta de dados de pesquisa quanto a efeitos secundarios e toxicidade
cronica. (Moreira et al. 2005).
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Guerra (1985) afirma existir cerca de duas mil plantas que apresentam
possibilidades de uso no controle de organismos prejudiciais a agricultura e destaca
a importancia desta area de pesquisa.

Dentre as familias boténicas as espécies de Meliaceae (ordem
Sapindales) vém se destacando devido as suas propriedades inseticidas, tanto pelo
numero de insetos sobre o0s quais atuam quanto pela eficiéncia de seus extratos
(Vendramim1997). Entre as meliaceas, Azadirachta indica, popularmente conhecida
como “nim”, tem mostrado resultados promissores e seus extratos tém sido

reportados como tao potentes quanto inseticidas sintéticos (Vacari et al. 2004).

Outras familias botanicas que se destacam sdo Lamiaceae (Labiatae),
Umbelliferae, Asteraceae (Compositae), Lauraceae, Asteraceae, Annonaceae,
Canellaceae e Rutaceae. Das familias citadas, algumas sao facilmente encontradas,
e todas se destacam como promissoras para o desenvolvimento de novos

inseticidas de origem vegetal (Oliveira 1997; Jacobson 1989; Miana et al. 1996)

As plantas inseticidas podem ser empregadas na forma de pds, extratos
aquosos ou organicos (acetbnico, hexanico, cloroférmico, metandlico etc.) e dleos
(fixos ou essenciais). Para obtencdo dos extratos aquosos, apdés a coleta, a
secagem e moagem, os pos sao submetidos a imersdo em agua (a frio ou a quente),
homogeneizacédo e extragdo propriamente dita (por aproximadamente 24 horas) e
filtragdo (com a utilizagdo de um tecido fino, peneira ou papel filtro). Existem
diferentes formas para obtengdo de extratos organicos provenientes de plantas.
Para preparo destes extratos, uma das técnicas que pode ser utilizada é, apds a
secagem do material vegetal, a imersdo deste em solvente (hexano, metanol,
diclorometano), com posterior filtragem, evaporagdo a vacuo e concentragdo dos
extratos (Tavares 2006).

A eficiéncia de um extrato vegetal no controle de pragas em alguns casos
podera estar associada a forma como ele é aplicado sobre o inseto, e o0 método de
exposicao a ser empregado por sua vez deve levar em conta a biologia do inseto
(estagio de desenvolvimento, tempo de vida, etc.). Existem varios métodos de
exposicao as toxinas encontradas nos extratos vegetais. Muitos insetos sdo mais
suscetiveis a agdo das toxinas vegetais quando administrados através de ingestao

(na forma de pods, Oleos essenciais ou extratos liquidos aplicados sobre fonte
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nutricional). Outros s&o mais sensiveis ao contato com superficie de um substrato

impregnado ou em contato direto com a pele.

1.2.1. Controle de S. zeamais por meio de extratos botanicos

O uso de extratos vegetais em ambientes de armazenamento tem por
objetivo a diminuigdo de todos os estagios de desenvolvimento dos individuos da
populacdo causadora de dano (Gallo et al. 2002). Nesse sentido, estudos abordando
preparados vegetais via de intoxicagdo por contato (aplicagdo em substrato
impregnado ou sobre o inseto/tépica), ingestao (aplicagdo do extrato sobre a fonte
nutricional do inseto) ou fumigagdo (exposi¢ao por meio de vapor ou gas) contra
adultos de S. zeamais e outras pragas de graos armazenados ja, vém sendo
realizados. Os resultados indicam que os adultos tendem a ser mais suscetiveis que
os estagios de ovo e pupa, devido sua exposi¢cdo ao ambiente externo, o que nao
ocorre com os estagios iniciais que se encontram protegidos no interior do milho
(Rajendran e Sriranjini 2008).

Estrela et al. (2006) testaram a toxicidade de espécies de Piperaceae,
Piper hispidinervum e P. aduncum sobre S. zeamais, obtendo o resultado que
ambos sao eficientes no controle do gorgulho dependendo da forma de aplicagao. P.
hispidinervum mais eficiente quando a via de intoxicagcao é por superficie de contato,
enquanto que P. aduncum é mais eficaz quando a via de intoxicacado é por

fumigacéao e por contato por aplicagao topica.

Oliveira et al.(2012) testaram extratos aquosos e organicos de
Eschweilera pedicellata (Lecythidaceae) e Vitex cymosa (Vebenaceae) sobre S.
zeamais, e obtiveram os seguintes resultados: Extratos metandlicos dos galhos de
V. cymosa interferiram em mais de 40% na sobrevivéncia dos adultos pelo método
de ingestdo, e diminuir em 40% o numero de individuos na primeira geragéo F1,

atuando como redutor de infestacdo de S. zeamais.

Almeida et al. (2013), testaram extratos hidroalcodlicos de Mormodica
charantia (Curcubitaceae) e Capsicum baccatum (Solanaceae) sobre S. zeamais
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através de fumigacao, e obtiveram de C. baccatum mortalidade proximo a 100% a

partir de 4 ml de dose.

Ashamo et al. (2014), analisaram extratos aquosos de quatro espécies
vegetais, onde trés delas- Zanthoxylum zanthoxyloides (Rutaceae), Aristolochia
ringens (Aristolochiaceae), Colocasia esculenta (Araceae) - exibiram taxa de
mortalidade de S. zeamais préxima a 100% apds 24 horas da aplicagdo dos

tratamentos através de contato por superficie contaminada.

Kim e Lee (2014) testaram Oleos essenciais de Citrus x sinensis
(Rutaceae) e Ocimum basilicum (Lamiaceae) sobre duas pragas de graos
armazenados. Os 6leos essenciais de C.x sinensis, em S .zeamais a Clsy para
aplicagao tépica foi de 0,074 mg/adulto e por fumigagdo foi 0,106 mg/ml. Em
Tribolium castaneum (Tenebrionidae), para aplicagéo topica foi de 0,257 mg/adulto e
por fumigacdo foi 0,130 mg/ml. Com O. basilicum, em S. zeamais a CLsy para
aplicagao topica foi de 0,130 mg/adulto e por fumigagcédo foi 0,014 mg/ml. Em T.
castaneum, para aplicagao tépica foi de 0,361 mg/adulto e por fumigagao foi 0,020

mg/ml.

Lawal et al. (2015), analisaram extratos de folhas de Chromolaena
odorata (Asteraceae) com diferentes solventes sobre S. zeamais, em experimentos
de contato em superficie contaminada. O mais eficiente foi extrato metandlico, cuja
concentracao que obteve a ClLsg foi 39,13 ug/ml, seguido de etil-acetato com 46,63

mg/ml, e cloroférmio com 155,14 mg/ml e hexano com 372,61 mg/ml.

Napoledo et al. (2013), alisaram efeitos deletérios de folhas de
Myracrodruon urundeuva (Anacardiaceae) na forma de pds, ingeridos por S.
zeamais. A concentragao que ocasionou 50 % de mortalidade sobre os gorgulhos foi
72,4 mg/g (extrato/farinha de trigo) apés sete dias.

Ogendo et al. (2008), testaram o 6leo essencial de Ocimum gratissimum
(Lamiaceae) e dois de seus constituintes,através de fumigacdo, sobre cinco
espeécies de pragas de graos armazenados, entre eles S. oryzae. O 6leo essencial
na concentracdo de 1ul/L foi responsaveis por causar quase 100% de mortalidade
sobre Rhyzopertha Dominica (Bostrychidae), Oryzaephilus surinamensis (Silvanidae)

e Calosobruchus chinensis (Chrysomelidae) apos 24 horas, entretanto, S. oryzae
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(Curculionidae) e T. castaneum foram mais tolerantes com 94% e 23% de

mortalidade ap6s 168 horas.

Ribeiro et al. (2014), analisaram extratos de varias estruturas vegetais de
Annona montana (Annonaceae), Aristolochia paulistana (Aristolochiaceae) e C.
sylvestris (Solanaceae) através de graos contaminados ingeridos por S. zeamais. Os
extratos hexanico e diclorometanico de semente de A. montana foram os mais
efetivos, para a concentracado de 1,5 mg/kg observadas as seguintes médias: 100%
de mortalidade apdés 10 dias; 0,5 insetos emergidos apds 60 dias; 2,7 de graos
danificados.

Santos et al. (2014), analisaram extratos com diferentes solventes de
varias estruturas vegetais de Montrichardia linifera (Araceae) sobre S. zeamais. O

extrato hexanico de folhas apresentou atividade inseticida dose-dependente.

Savaris et al. (2014), analisaram extratos e 6leos essenciais das folhas de
Cunila angustifélia (Lamiaceae), através de contato por superficie contaminada,
sobre S. zeamais. O 6leo essencial apresentou resultados promissores, entretanto

os extratos organicos e aquosos nao demonstraram efetividade.

Suleiman et al. (2014), analisaram trés espécie de temperos Allium
sativum (Amaryllidaceae), Capsicum frutecens (Solanaceae) e Zingiber officinale
(Zingiberaceae) através de pds misturados ao sorgo ingeridos por S. zeamais. As
trés espécies demonstraram alta toxicidade sobre o gorgulho, provocando 100% de
mortalidade em todos os bioensaios.

Temitope (2014) analisou extratos de folhas de trés espécies de plantas
medicinais, Jatropha curcas (Euphorbiaceae), C. x cinensis e Psidium guajava
(Myrtaceae) sobre S. zeamais, através de ingestao de graos de milho tratados com
pods. Ainda que as trés espécies ndo tenham apresentado atividade inseticida, as
toxinas destas demonstraram afetar atividade fisioldgica normal dos insetos, ao

impedir o acasalamento e oviposicao

Martins et al. (2014), por meio de analises com extratos organicos e
aquosos de diferentes estruturas de Duroia macrophylla (Rubiaceae), em testes de

ingestdo de graos e superficie contaminada sobre S. zeamais, mostraram que
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extratos metandlicos dessa planta possuem toxicidade moderada sobre os

gorgulhos-do-milho.

Wei et al. (2014), analisaram extratos organicos de lllicium verum
(llliciaceae) sobre S. zeamais, onde todos apresentaram alta toxicidade. O extrato
etil-acetato foi o mais eficiente, apresentou CLsy com concentracdo de 21,2 pg/cm?
apos 72 horas de aplicagao.

1.2.2. Bioatividade de espécies da familia Salicaceae

Espécies da familia Salicaceae séo produtoras de um largo espectro de
substancias bioativas (Mosaddick et al. 2004), como as espécies do género Ryania
gue possuem substancias téxicas em todas as partes vegetais (Jefferies et al. 1992).
A substancia rianodina foi isolada da espécie Ryania speciosa, sendo que esta
substancia foi um dos primeiros produtos naturais utilizados como inseticidas (Roel
et al. 2000). Alguns géneros, tais como Laetia, Casearia, e Zuelania, contém ésteres
de diterpenos clerodanicos, as quais apresentam atividade citotdéxica e fagoinibitéria
(Beutler et al. 2000). Nos estudos realizados por Mosaddik et al. (2004), foram
avaliados os extratos de varios géneros de Salicaceae, como Casearia costulata, e
C. grewiifolia, C. grayi, C. multinervosa, Homalium brachbotrys, H. circumpinnatum,
Scolopia braunii, Xylosma terrae-reginae. Quanto a suas atividades antimicrobianas
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida albicans, e atividades citotoxicas e antioxidantes, reforcando o interesse
cada vez maior em pesquisas em areas meédico-farmacéuticas (Mosaddik et al.
2004). C. sylvestris tem sido bem trabalhada em estudos voltados aos efeitos
antitumorais, antifungicos, antibidticos, abortivos e de combate a ulceras (Silva et al.
1986, Basile et al. 1990, Barbosa et al. 1994, Bolzani et al. 1999).

O género Casearia tem se caracterizado pela ocorréncia de substancias
de interesse, como cumarinas, flavondides, lignanas, e diversos diterpenos,
especialmente os clerodanicos, sendo estes ultimos diretamente relacionados as
atividades antiulcerogénica, citotoxica e anti-inflamatéria apresentada pelos extratos
dessas plantas (Silva et al. 2008; Tininis et al. 2006; Esteves et al. 2005).
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Alguns tipos de plantas medicinais servem de indicio para estudos mais
detalhados de busca a atividade inseticida. Por meio de estudos fitoquimicos, busca-
se investigar e detectar classes de metabdlitos com possiveis aplicagdes como
inseticidas naturais. Uma variedade de substincias quimicas consideradas
inseticidas e detectadas em uma determinada espécie vegetal podem ser
encontradas em outras espécies de plantas. Tornando necessarios bioensaios que

comprovem ou n&o essa agao.

Dentro do manejo ecoldgico de pragas se busca a identificagcdo de um
extrato vegetal com uma concentragdo que diminua a populagéo de insetos-praga a
um nivel que nao cause danos a producio e principalmente que nao afete o meio

ambiente nem a populag¢ao dos inimigos naturais (Webber 2009).

1.2.2.1. Casearia javitensis Kunth

A espécie Casearia javitensis, conhecida como caneleira, mata-calado ou
canela-de-velho (regiao norte), era classificada dentro da familia Flacourtiaceae, que
foi extinta apds a revisao da APG Il (Angiosperm Phylogeny Group Il) de 2003. ,
atualmente as espécies de Casearia, e outros 50 géneros da extinta familia,
passaram a integrar a familia Salicaceae, que passou a ter no total 57 géneros.

C. javitensis possui porte arboreo, folhas oblongas, com a base obtusa e
borda do limbo serrilhada (Flora Brasiliensis 1871). Estas caracteristicas s&do em
fasciculos axilares e sésseis, e as flores sdo monoclamidias e dialissépalas. O fruto
€ uma capsula ovoide e subglobosa (Vasquez 2005). Ela é encontrada com grande
frequéncia na regiao Amazonica, sendo também relatada sua ocorréncia na floresta
Atlantica, na restinga e no Cerrado da regido nordeste do Brasil (Corréa 2007; Costa
et al. 2004). Buscando estudar a defesa foliar de espécies de restinga a herbivoria.
Corréa (2007) verificou, por meio de analises por cromatografia em camada delgada
e reagentes reveladores, as seguintes classes de metabolitos para C. javitensis:
quercetina, proantocianidinas, saposideos, triterpenos e esterdides. Tais metabdlitos
foram registrados em outras espécies de planta e sdo de reconhecida atividade

inseticida.
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Comandolli-Wyrepkowski (2010) estudou a fitoquimica e avaliou a
bioatividade de extratos orgénicos e aquosos de C. javitensis, e detectou uma forte
atividade antimicrobiana sobre a bactéria Aeromonas hydrophila com extratos
polares (aquoso e MeOH), além de baixa atividade citotéxica sobre Artemia salina
(Crustacea), organismo este muito sensivel a variagdes no ambiente. E ainda,
verificou que esses extratos, aquoso e MeOH, apresentaram poteciais antioxidante,
que pode ser devido a possivel maior concentracao de substancias fendlicas.

Os compostos fendlicos possuem diferentes efeitos sobre os insetos e
outros seres herbivoros em geral, atuam como deterrentes (dificultam a absorgéo de
nutrientes) do consumo foliar, inibidores de consumo foliar e formadores de radicais
livres (um dos responsaveis pelo envelhecimento celular, multiplicagdo desordenada
de células) (Appel 1993).

C. javitensis foi escolhida para este trabalho por a considerarmos como uma
espécie promissora para bioatividade inseticida, quando consideramos a sua
composi¢ao quimica. Ainda que, até o momento, ndo se encontre qualquer estudo
que relate qualquer tipo de reacao sobre Sitophilus zeamais ou a outro inseto.
Destaca-se a importancia de se utilizar uma planta adaptada totalmente ao Bioma
Amazbnico, caso no futuro, esta planta venha a ser empregada em um manejo
integrado de praga, seja possivel plantar e produzir em larga escala seus extratos
com finalidade de suprir a demanda para a regiéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade inseticida de extratos organicos e aquosos de Casearia
Javitensis em diferentes concentragdes sobre Sitophilus zeamais em condigdes

de laboratorio.

2.2. Objetivos Especificos

e Selecionar o0 modo de aplicagdo/exposicdo mais eficiente (contato ou
ingestdo) para cada tipo de extrato de C. javitensis testado no controle de S.
zeamais

e Identificar a concentragdo mais eficiente de cada extrato de C. javitensis no
controle de S. zeamais

e Determinar os extratos de C. javitensis mais promissores no controle de S.

zeamais
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Criagao estoque de Sitophilus zeamais Motschulsky

Todos os adultos de S. zeamais utilizados nos ensaios foram
provenientes de criagdo-estoque mantida no Laboratério de Entomologia Agricola do
INPA. Com frequéncia a criagdo-estoque original recebe individuos selvagens com
objetivo de obter uma maior heterogeneidade genética da populagéo de S. zeamais.

Os individuos foram criados em potes de vidro de 14 cm de altura por 8
cm de didmetro contendo milho (Zea mays L.) comercial, tipo duro, classe 2,
devidamente vedados com tecido do tipo Voile, presos por ligas de elastico para
evitar a fuga e permitir as trocas gasosas. Semanalmente essa criagao foi vistoriada,
e a manutencgao foi feita adotando o seguinte procedimento: (a) retirada dos adultos
com o auxilio de peneira (furos com abertura de 0,5 mm), (b) descarte dos
individuos mortos e graos inviaveis (padronizamos como inviavel os graos que
tiveram boa parte da sua composicao fisica consumida ou danificada), (c) limpeza
do recipiente, (d) graos viaveis introduzidos em novo recipiente e (e) os gorgulhos
vivos foram reintroduzidos juntos a adultos selvagens em recipiente limpo com gréos
de milho integros e sadios, para aumentar a variabilidade genética. Tal criagao foi
mantida com o objetivo de obter adultos entre 10 e 12 dias de idade em quantidade

suficiente para a realizacado dos experimentos.
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3.2. Obtencgao das plantas inseticidas

3.2.1. Local de Coleta

Foi realizada uma coleta no més de julho de 2014, municipio de Manaus,
no Campus da Universidade Federal do Amazonas - UFAM (03°0544”S,
59°568'24"W). A area do Campus da UFAM é constituida por floresta de plato,
floresta aberta, campinarana, areas de vegetagcdo secundaria e area antrépica
(Silva-Forsberg 1999). A vegetacdo do Campus da UFAM é caracterizada como
floresta secundaria com um numero grande de arvores jovens e espécies de
trepadeiras de floresta primaria (Prance 1975). Manaus tem clima do tipo "Am",

quente e umido ao longo de todo o ano (Classificagédo de Kdppen).

3.2.2. Método de Coleta

A espécie vegetal foi coletada com a utilizagdo de tesouras de poda. As
plantas foram postas a secar em ambiente climatizado em temperatura de 20°C+ 2°
e umidade relativa de 60%z=* 10%. A identificacdo das espécies vegetais foi realizada
por pesquisadores da Coordenacao de Pesquisas em Botanica do INPA e por meio
de comparagao com o material biolégico depositado no herbario do INPA. A exsicata
foi encaminhada ao herbario do instituto e depositada com respectivo nimero de
registro 261559.

3.3. Obtencgao dos Extratos

3.3.1. Extratos Aquosos

O preparo dos extratos foi feito com acompanhamento da equipe de
pesquisa do Laboratério de Bioprospecgao e Biotecnologia do INPA, municipio de

Manaus, Amazonas. Seguindo método adaptado de Tavares e Vendramim (2005),
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apos a coleta das folhas e os galhos de C. javitensis foram separados e transferidos
para secagem em uma sala climatizada, com temperatura média de 20°Ct 2°,
umidade relativa de 60%z+ 10%, abrigada de luz solar. Este procedimento visava a
retirada do excesso de umidade com objetivo de evitar sua deterioragdo pelos
fungos. Apos cerca de uma semana as folhas e galhos foram pré-cortados em
pedagos menores para que em seguida fossem moidos separadamente, até se obter
um fino pé de cada estrutura. Em seguida, cada um foi depositado em baldo de
Erlenmeyer (1,0 L de capacidade) e imersos em agua destilada (quantidade
suficiente para cobrir todo o pd). Os recipientes foram encaminhados para maquina
de ultrassom cuja fungao foi acelerar a agao de retirada de substancias quimicas do
poé pela substancia solvente (neste caso, a agua destilada) por 20 minutos a frio e
depois a substancia foi filtrada por meio de papel-filtro. Este processo é feito em
triplicata. Posteriormente, os extratos sdo depositados em um ultrafreezer a -80°C
por pelo menos 24h. S6 depois foram concentrados em liofilizador (onde ocorre a
retirada da agua, que passa da fase da fase sdlida para a gasosa através de vacuo,
deixando apenas o extrato vegetal bruto). Os rendimentos de todos os extratos
aquosos foram detalhados na (Tab. 1).

TABELA 1. Rendimento dos extratos aquosos de Casearia javitensis.

Extrato Rendimento
Folhas 1,29
Galho 19
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3.3.2. Extratos Organicos

Os extratos organicos de C. javitensis utilizados nos bioensaios ja se
encontravam preparados, e foram cedidos para este trabalho pela Dr. Cecilia
Verbnica Nunez (Laboratorio de Bioprospecgdo e Biotecnologia do INPA). Este
material foi proveniente de coletas efetuadas na Reserva Ducke entre os anos de
2005 e 2008, e se encontravam congelados em ultrafreezer a temperatura constante
de -80°C. A exsicata foi depositada no herbario do INPA, como material testemunha,
sob o numero de registro 230759. A quantidade de material cedido também esta

descrito na Tabela 3.

Os solventes utilizados na extracdo foram metanol (MeOH) e
diclorometano(DCM). A preparagdo dos extratos seguiu a ordem crescente de
polaridade dos solventes: DCM e MeOH. Cada extragao foi realizada em triplicata
usando ultrassom (a frio) por 20 minutos. Apds a filtragem, os extratos organicos
foram concentrados em rota-evaporador. Apds o preparo, os extratos foram
acondicionados em freezer a -20°C (Tab. 3).

TABELA 3. Rendimento dos extratos orgénicos de Casearia javitensis.

EXTRATO RENDIMENTO
Folha/DCM 0,169 g
Folha/Me OH 0,370 g
Galho/DCM 0,156 g
Galho/MeOH 0,370 g
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3.4. Concentragdes Obtidas Através De Diluicoes

Utilizou-se a férmula da Diluigido de Solucbes para se determinar todas as

concentracdes em cada um dos bioensaios.

CisV = CreVe

Apds o pré-estabelecimento das concentracdes procedeu-se as diluicoes
utilizando-se uma pipeta de precisédo (Fig. 1) para se determinar a quantidade exata
de solvente e de extrato bruto que foi colocado em cada recipiente para se obter as
diferentes concentragoes.

Figura 1: Pipeta automatica (1,0 ml)
utilizada nas diluicbes dos
extratos brutos.

Os recipientes onde ocorreram as diluicdes foram previamente
esterilizados para evitar qualquer tipo de contaminacao. Todas as concentracdes
foram obtidas a partir da solucdo estoque que era composta pelo extrato bruto
(compostos quimicos extraidos das plantas e concentrados por liofilizador ou rota-
evaporador) diluido em substédncia solvente, que para todos os efeitos eram
consideradas como a concentragao 100% (Fig. 2).
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Solugéo
estoque

Figura 2. Determinagdo das concentragbes a partir da
solucao estoque

3.5. Bioensaios

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

como proposto por Tavares e Vendramim (2005).

3.5.1. Mortalidade por Contato em Superficie Contaminada

Os ensaios de exposi¢cao de via respiratoria seguiram a metodologia
proposta por Huang et al. (1997; 1998) com modificagbes de Tavares e Vendramim
(2005). Foram utilizados extratos metandlicos de galhos e folhas, extratos
diclorometanicos de galhos e folhas e extratos aquosos de galhos e folhas. Em
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placas de Petri de 9,0 cm de didmetro foram postos discos de papel filtro no fundo,
depois, em cada placa foi inoculado 1,0 ml do extrato por meio de uma pipeta
mecanica. O extrato foi cuidadosamente espalhado por toda a superficie do papel
filtro, processo repetido em todas as outras placas, e em seguida as placas foram
deixadas a secar em temperatura controlada de laboratério (25°C £ 2°C, umidade
relativa de 60 + 10 %) por uma hora. Apds esse periodo, as placas de Petri
receberam cada uma 20 adultos ndo-sexados de S. zeamais com 10 a 15 dias de
idade. Em seguida, as placas foram tampadas, rotuladas e envolvidas com plastico
filme de PVC (policloreto de vinila), para evitar a fuga de S. zeamais. Apds cinco

dias da aplicagéo do bioensaio foram contabilizados os individuos mortos (Fig. 3 e

V4

'Y 1.0 ml de extrato

9ecm L__D

Figura 3. Procedimento seguido para montagem dos
bioensaios de mortalidade por contato com
superficie com’taminada por extratos de
Caseatria javitensis
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Figura 4. Placa de Petri com papel
filtro (a), aplicacdo dos
extratos (b) e placa de
Petri tampada (c).

Para cada extrato foram testadas cinco concentragbes por bioensaio.
Para cada concentracao foram feitas quatro repetigbes, igual numero de repeti¢cdes
para os testes com o grupo controle. A montagem do experimento com grupo
controle ocorreu tal como narrado no inicio deste topico, diferindo apenas na
substancia utilizada para impregnar o papel filtro, ao invés de extrato, utilizou-se a
substancia solvente (ex.: em experimentos com extratos aquosos de galhos, a

substancia utilizada no controle foi a agua destilada) (Fig. 5).

Controle

Figura 5. Desenho amostral dos bioensaios de contato com superficie
contaminada por extratos de Casearia javitensis. C1 a C5 sao as
concentracoes testadas



3.5.2. Mortalidade por Ingestao de Graos Tratados

Os experimentos de ingestdo tiveram base no trabalho realizado por
Llanos et al. (2008). Foram utilizados extratos metandlicos de galhos e folhas,
extratos diclorometénicos de galhos e folhas e extratos aquosos de galhos e folhas.
Inicialmente os graos de milho foram pesados dentro de potes de plastico de 500 ml
de capacidade, onde em cada um foi depositado 20 g de grédos de milho, depois, em
cada pote foi inoculado 2,0 ml do extrato por meio de uma pipeta mecanica. O
extrato foi cuidadosamente espalhado sobre os graos de milho, e depois, estes
foram mexidos por um minuto até que as superficies de todos os graos tivessem
contato com o extrato, processo repetido em todos os potes. Em seguida, os potes
foram deixados a secar em temperatura controlada de laboratério (25 C + 2°C,
umidade relativa de 60 + 10 %) por uma hora. Apdés esse periodo, os potes
receberam, cada uma, 20 adultos ndo-sexados de S. zeamais com 10 a 15 dias de
idade. Em seguida, os potes tiveram sua abertura vedada com tecido voile, o qual
ficou preso com ajuda de uma tampa de plastico com abertura quadrangular de
aproximadamente 2 x 2 cm. Essa vedagao permitia que ocorresse a livre passagem
de ar e impedisse a fuga de S. zeamais. Apos 15 dias da aplicagédo do bioensaio

foram contabilizados os individuos mortos (Fig. 6 e 7).

’

& 2.0 mlde extrato

Figura 6. Procedimento seguido para montagem dos bioensaios de
mortalidade por ingestdo de graos tratados por extratos de
Caseatria javitensis
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Figura 7. Graos de milho pesados em
balanca de precisdao (a),
aplicacdo do extrato sobre os
gréaos (b) e etapa final de
montagem do experimento (c).

Para cada extrato foram testadas cinco concentragbes por bioensaio.
Para cada concentracao foram feitas quatro repetigbes, igual numero de repeti¢cdes
para os testes com o grupo controle. A montagem do experimento com grupo
controle ocorreu tal como narrado no inicio deste topico, diferindo apenas na
substancia utilizada para impregnar o papel filtro, ao invés de extrato, utilizou-se a
substancia solvente (ex. em experimentos com extratos aquosos de galhos, a

substancia utilizada no controle foi a agua destilada) (Fig.8).

b= ——  ——
c2 c3

Controle C1

C4 Cca

Figura 8. Desenho amostral usado nos bioensaios de ingestao de graos
tratados por extratos de Casearia javitensis

33



3.4. Analise dos Dados

Inicialmente todos os dados dos bioensaios foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk para saber se os dados seguiam distribuigdo normal.

Para os dados que n&o seguiram distribuicdo normal, e era necessario
fazer comparagdes multiplas para identificar se existiam diferengas entre os grupos
e 0 qudo significativo era a diferenga, optou-se por usar o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, nivel de confianca de 5%. Para analise entre as médias de dois
grupos, optou-se pelo teste nao-paramétrico de Wilcoxon para amostras

independentes, nivel de confianga de 5%.

Além disso, cada um dos tipos de extratos foi submetido a analise de
regressao linear para apontar o quao forte era a relagdo dos extratos com a
mortalidade registrada de adultos de S. zeamais.

Os testes estatisticos foram feitos utilizando o programa de estatistica
Action como ferramenta de suplementar do Microsoft Excel 2010 e o programa de
estatistica R verséo 3.1.2 (2014).

Por convencéao, exclusivamente para este trabalho, adotamos os termos
contidos na Tabela 3, onde as porcentagens de mortalidade foram convertidas em
grupos nominais para melhor estabelecer comparagdes entre os extratos e facilitar o

entendimento o nivel do efeito de toxicidade sobre os adultos de S. zeamais.

Tabela 3. Conversao das porcentagens de mortalidade em niveis de toxicidade

Mortalidade (%) Nivel de Toxicidade

1-25 Baixa
26-50 Média
51-75 Alta

75-100 Muito Alta
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4. RESULTADOS

4.1. Analise Dos Bioensaios De Mortalidade

Neste trabalho, foram utilizados seis tipos de extratos de C. javitensis que
foram testados sob dois tipos de exposicao, totalizando 12 bioensaios. Durante toda
a pesquisa, foi utilizado um total de 10560 adultos de S. zeamais, com idades entre
10 e 15 dias, obtidos a partir da criagdo estoque do Laboratério de Entomologia
Agricola - INPA.

Ao analisarmos os testes de mortalidade de S. zeamais nos bioensaios de
contato (Tab. 4), verificou-se que: Os extratos aquosos de folhas de C. javitensis
apresentaram potencial inseticida sobre adultos de S. zeamais, a mortalidade média
foi de 26% = 8,1 e o nivel de toxicidade foi considerado médio. O maior percentual
de mortalidade ocorreu entre as concentragées 10,4 mg/ml e 15,6 mg/ml (35 % e
34%, respectivamente). Para os extratos organicos, diclorometano e metanol, as
mortalidades observadas para ambos ficaram abaixo das expectativas, o nivel de
toxicidade foi considerado baixo, jd que os percentuais de mortalidade ficaram
abaixo de 10%. Para as concentracdes utilizadas é possivel afirmar que nao ha
qualquer atividade inseticida.

Tabela 4. Mortalidade de Sitophilus zeamais em bioensaios de contato com papel
filtro contaminado por extratos de folhas de Caseatria javitensis.

Extratos Mortalidade (%) p-valor
Folha/Metanol 5x105mg/ml 7,3 x10° mg/ml 1,1 x 10" mg/ml 1,64 mg/ml 24,7 mg/ml
0% A % A 8% A 0% A 0% A 0,3370

Folha/Diclorometano 2x10°mg/ml 3,3 x 10" mg/ml 5x 102 mg/ml 7,5x 10" mg/ml 11,3 mg/ml

0% A 0% A 0% A 0% A 0% A 0,1210
) 1,3 mg/ml 6,5 mg/ml 10,4 mg/ml 15,6 mg/ml 21,74 mg/ml
Folha/Agua
27% A 14% B 35% B 34% AB 20% A 0,0610

- p-valor calculado por meio do teste de Kruskal-Wallis (p=0,05)

- Médias seguidas de mesmas letras na linha nao diferem entre si, determinadas pelo teste
de Wilcoxon para amostras independentes.

- Mortalidade corrigida pela formula de Schneider-Orelli

Mortal (%) em T — Mortal (%) em C «100
MC (%) = 100 - Mortal (%) em C
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De acordo com o resultado dos testes de mortalidade de S. zeamais nos
bioensaios de ingestdo de graos tratados (Tab. 5), observa-se que os extratos de
diclorometano de folhas ndo ocasionaram mortalidade sobre adultos de S. zeamais,
caracterizando a inexisténcia de qualquer atividade inseticida nas concentracoes
Testadas. Os extratos aquosos apresentaram baixa toxicidade para as
concentracgdes testadas, a mortalidade média registrada foi de 3,8%+4. Os extratos
metandlicos apresentaram baixa toxicidade também, com excec¢ao da concentracio
7,3 x10° mg/ml que registrou 15% de mortalidade de adultos de S. zeamais, as

outras nao passaram de 1%.

Tabela 5. Mortalidade de Sitophilus zeamais em bioensaios de ingestao de graos de
milho tratados com extratos de folhas de Casearia javitensis.

Extratos Mortalidade (%)** p-valor

5x105mg/ml  7,3x103mg/ml 1,1 x 10" mg/ml 1,64 mg/ml 24,7 mg/ml
Folha/Metanol
0% A 15% A 1% A 0% A 1% A 0,4167

2x10°mg/ml 3,3x103mg/ml  5x102mg/ml  7,5x 10" mg/ml 11,3 mg/ml
Folha/Diclorometano

0% A 0% A 0% A 0% A 0% A 0,4062
. 1,3 mg/ml 6,5 mg/ml 10,4 mg/ml 15,6 mg/ml 21,74 mg/ml
Folha/Agua
1% A 8% A 4% A 6% A 0% A 0,1729

- p-valor calculado por meio do teste de Kruskal-Wallis (p=0,05)

- Médias seguidas de mesmas letras na linha ndo diferem entre si, determinadas pelo teste
de Wilcoxon para amostras independentes.

- Mortalidade corrigida pela formula de Schneider-Orelli

Mortal (%) em T — Mortal (%) em C
MC (%) = 100 — Mortal (%) em C

]*100
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Quando se analisa os bioensaios de contato com os extratos de galhos de C.
Javitensis aplicados sobre papel filtro (Tab. 6), observou-se que: os extratos metandlicos e
de diclorometano nas concentragbes testadas ndo demonstraram toxicidade suficiente para
ocasionar a morte de adultos de S. zeamais em contato com a superficie contaminada.
Resultados um pouco melhores estéo relacionados aos bioensaios com extratos aquosos de
galhos onde quatro das cinco concentragbes testadas foram capazes de ocasionar a
mortalidade dos adultos de S. zeamais. O nivel de toxicidade variou entre baixo e médio, a e
o extrato aquosos na concentragao 13,88 mg/ml registrou 28% de mortalidade sobre

individuos adultos de S. zeamais.

Tabela 6. Mortalidade de Sitophilus zeamais em bioensaios de contato com papel
filtro contaminado por extratos de galhos de Casearia javitensis

Extratos Mortalidade (%) p-valor

5x 10 mg/ml 7,3 x10° mg/ml 1,1 x 10 mg/ml 1,64 mg/ml 24,7 mg/ml
Galho/Metanol
8% A 0% A 0% A 0% A 0% A 0,3426

2x105mg/ml 3,1 x10- mg/ml 4,6 x 102 mg/ml 6,9 x 10" mg/ml 10,4 mg/ml
Galho/Diclorometano

0% A 3% A 17% A 0% A 0% A 0,4147
) 8 x 10" mg/ml 4,144 mg/ml 6,64 mg/ml 9,97 mg/ml 13,88 mg/ml
Galho/Agua
19% AB 14% AB 20% AB 0%B 28% A 0,0148

- p-valor calculado por meio do teste de Kruskal-Wallis (p=0,05)

- Médias seguidas de mesmas letras na linha ndo diferem entre si, determinadas pelo teste
de Wilcoxon para amostras independentes.

- Mortalidade corrigida pela formula de Schneider-Orelli

Mortal (%) em T — Mortal (%) em C «100
MC (%) = 100 — Mortal (%) em C
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De acordo com os bioensaios com extratos de galhos de C. javitensis

aplicados sobre grdaos de milho (Tab. 7), foram observados que: os extratos

metandlicos e de diclorometano ndo apresentaram potencial inseticida sobre adultos

de S. zeamais quando a forma de intoxicagao foi por ingestdo de graos tratados. Ja

os extratos de diclorometano apresentaram atividade inseticida em quatro das cinco

concentracdes testadas, onde em apenas uma, na concentragédo 10,4 mg/mil, a

toxicidade foi considerada alta, quando foi registrado 52% de mortalidade sobre

adultos de S. zeamais.

Tabela 7. Mortalidade de Sitophilus zeamais em bioensaios de ingestdo de graos
tratados com extratos de galhos de Casearia javitensis

Extrato Mortalidade (%) p-valor

Galho/Metanol 5x105mgiml 7,3x10°mg/ml 1,1 x 10" mg/ml 1,64 mg/ml 24,7 mg/ml
0% A 0% A 0% A 0% A 0% A 0,9220

Galho/Diclorometano 2x10°mg/ml 3,1x10°mg/ml  4,6x102mg/ml 6,9 x 10 mg/ml 10,4 mg/ml
21% A 1% A 13% A 21% A sz 00192

Galho/Agua 8 x 10 mg/ml 4,14 mg/ml 6,64 mg/ml 9,97 mg/ml 13,88 mg/ml
0,2086

0% A

0% A 0% A 0% A

5% A

- p-valor calculado por meio do teste de Kruskal-Wallis (p=0,05)

- Médias seguidas de mesmas letras na linha ndo diferem entre si, determinadas pelo teste
de Wilcoxon para amostras independentes.

- Mortalidade corrigida pela formula de Schneider-Orelli

MC(%)=[

Mortal.(%) em T — Mortal (%) em C «100
100 — Mortal (%) em C
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4.2. Analise de Correlagao

Os extratos considerados mais promissores foram analisados a fim de

estabelecer a forga da correlagéo.

A relacdo estabelecida entre os extratos aquosos de folhas de C.

Javitensis e a mortalidade de adultos de S. zeamais nos bioensaios de superficie

contaminada (Fig. 9) é positiva, a mortalidade cresce com o aumento das

concentracdes. De acordo com o coeficiente de correlacao, existe uma relacdo do

tipo regular (r= 0,40), e o coeficiente de determinacao (R?) aponta que cerca de 16%

da variacdo que ocorre com a mortalidade tem como responsavel este extrato e

neste tipo de aplicagao.

Figura 9.

14
1
a

y=0,7937x+ 33172
1 R*=0,1604
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10

— o oo

Mortalidade de Adultos de S zeamais
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0 1 2 3 4

4]

Concentracdo de extrato de FO/H20 (mgiml)

Relacao entre mortalidade de Sitophilus zeamais e extratos aquosos de
folhas de Casearia javitensis aplicados sobre superficie contaminada.
Onde: 0 = controle; 1 = 1,3 mg/ml; 2 = 6,5 mg/ml; 3 = 4,62 x 10 mg/ml; 4
=15,6 mg/ml; 5 = 21,74 mg/ml.
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A relagdo estabelecida entre os extratos aquosos de galhos de C.
Javitensis e a mortalidade de adultos de S. zeamais nos bioensaios de contato com
superficie contaminada (Fig. 10) é positiva, a mortalidade cresce com o aumento das
concentracdes. De acordo com o coeficiente de correlacao, existe uma relacdo do
tipo regular (r= 0,64), e o coeficiente de determinacao (R?) aponta que cerca de 42%
da variacdo que ocorre com a mortalidade tem como responsavel este extrato e

neste tipo de aplicagao.

y=1,0254x+ 09615
R==0,4205 oo @

Moralidade de Adultos de S zeamais

Concertracio de extrato de Ga/H20 (mg/r)

Figura 10. Relacdo entre mortalidade de Sitophilus zeamais e extratos aquosos de
galhos de Caseatria javitensis aplicados sobre superficie contaminada. Onde:
0 = controle; 1 = 0,83 mg/ml; 2= 4,144 mg/ml; 3= 6,64 mg/ml; 4= 9,97 mg/ml;
5=13,88 mg/ml
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A relagdo estabelecida entre extratos diclorometanicos de galhos, nos
testes de ingestdo de graos contaminados, e a mortalidade de adultos de S. zeamais
(Fig. 11) apresentaram correlacdo moderada e positiva (r= 0,64). O coeficiente de
determinagdo apontou que cerca de 40,5% das variacdbes que ocorre com a

mortalidade tem como responsavel este extrato e neste tipo de aplicagao.

y=1,792x +1 654 i
R?=0,4048

15

Moralidad e de Aduttos de 5 zeamais

| 1 1 1 T T
0 1 z 3 4 5

Concentrago de edrain de Ga/DCM (mgiml)

Figura 11. Relacdo entre mortalidade de adultos de S. zeamais e concentragdes
progressivas de extratos diclorometénicos de galhos de C. javitensis
testados através de ingestdo de grdaos de milho contaminados. Onde: 0 =
controle; 1 =2 x 10 mg/ml; 2 = 3,1 x 10° mg/ml; 3 = 4,62 x 102 mg/ml; 4
=6,9 x 10" mg/ml; 5 = 10,4 mg/m.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, de acordo com os dados expostos, foi constatado
que C. javitensis apresenta potencial inseticida sobre S. zeamais. Os extratos com
melhor atividade foram: extratos aquosos de galhos e folhas, ambos em bioensaios
de contato; e extratos diclorometanicos de galhos em bioensaios de ingestao. Dentre
estes, os extratos diclorometanicos de galhos obtiveram os melhores resultados,
pois a mortalidade de S. zeamais registrada aumentava ao mesmo tempo em que as

concentragdes se elevavam, indicando dose-dependéncia.

Os resultados demonstram também que as substancias inseticidas estao
presentes tanto nos galhos quanto nas folhas. E importante ressaltar que tais
substancias foram extraidas com solventes diferentes (diclorometano e agua), o que
pode indicar duas ou mais classes de substancias inseticidas presentes na planta.
Sugerimos que os extratos desta planta sejam melhores estudadas a fim de detectar
quais substancias sao de fato responsaveis pela atividade inseticida, principalmente

os extratos aquosos, por se tratar de um solvente abundante e de facil acesso.

Trabalhos como o de Zuanazzi et al. (2000) afirmam que os compostos da
classe dos fendis, como os que estdo presentes em C. javitensis, as
proantocianidinas, tém papel biolégico envolvido na defesa quimica das plantas
contra o ataque de herbivoros vertebrados ou invertebrados e contra
microorganismos patogénicos, diminui¢do da palatabilidade pelo sabor adstringente,
dificultando a digestdo pela complexagédo dos taninos as enzimas digestivas,
formando produtos tdxicos no trato digestivo. Alguns autores sugerem que os
compostos fendlicos sdo extraidos de maneira mais eficiente por solventes com
polaridade igual ou proxima do metanol. No presente trabalho, os extratos
metandlicos ndo levaram a um aumento significativo na taxa de mortalidade de S.
zeamais. Existe a possibilidade dos extratos ndao serem tdxicos para S. zeamais,
entretanto, a baixa mortalidade registrada pode estar também relacionada as
concentragcdes empregadas nos bioensaios, ou ao método usado na extragdo do
extrato. Scalbert et al. (1989), afirmam que a extragdo de compostos fendlicos com
metanol seja mais eficaz com extragdo a baixas temperaturas e pressdo, ao
contrario do método empregado neste estudo, cujos os extratos forma obtidos por
meio de rota-evaporador, em que o solvente é separado do extrato vegetal bruto em
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um processo de aquecimento semelhante a um “banho-maria”. Teoricamente, isso
poderia ter levado a uma possivel destruicdo das substancias inseticidas pela
temperatura alta. Por isso sugerimos que estes extratos sejam objetos de futuras
pesquisas com outras metodologias de separagao do solvente do extrato bruto. Ou
até mesmo uma repeticao do teste, uma vez que muitos trabalhos utilizam a forma
de extragdo de metanol a quente (rota-evaporador) e registraram bons resultados
sobre insetos-praga, podemos citar Oliveira (2011) que utilizou extratos metandlicos
de flores e galhos de V. cymosa no controle de S. zeamais. Ademais, a quantidade
de extrato bruto obtido pode ter sido também um fator limitante, ja que impossibilitou

os bioensaios com concentracbes mais elevadas.

Embora, sem relatos de acdo inseticida em literatura, C. javitensis
apresenta em sua composicdo quimica substancias bioativas reconhecidamente
toxicas a insetos pragas e causadores de doengas, tais substancias foram relatadas
por Corréa (2006). E importante ressaltar que dentro do género Casearia, existem
espécies que serviram de base para estudos sobre controle de insetos nocivos ao
homem, como é o caso de C. sylvestris var. lingua, que em estudo de Rodrigues et
al. (2006) testaram e comprovaram atividade inseticida sobre ovos de Aedes aegypti
(Diptera). E mais, Ribeiro et al. (2014) testaram extratos hexanicos de ramos de C.
sylvestres e observaram que este causou mortalidade média de 37% 14,48 sobre S.
zeamais. E mediante as propriedades quimicas de ambas as espécies € a hipotese
de ‘“evolucdo paralela”, a qual postula que: insetos tendem a selecionar
preferencialmente plantas pertencentes a mesma familia botadnica ou a géneros
especificos, com excegdes, as quais tendem a sintetizar metabdlitos secundarios
semelhantes (Brues 1920, Pizzamiglio-Gutierrez 1991). Tudo isso, juntamente aos
dados coletado, leva-nos a crer que C. javitensis pode ser utilizada no controle de S.

zeamais.

Os seguintes fatores podem explicar também o fato de sido observado
também baixa mortalidade em extratos de C. javitensis neste trabalho -
especificamente falando de extratos diclorometanicos de folhas (bioensaios de
contato e ingestdo), aquosos de folhas (ingestado), diclorometanicos de galhos
(contato) e aquosos de galhos (ingestdo): a composi¢cao quimica da planta coletada
(sendo esta dependente das condigdes ambientais), forma como a substancia é

ministrada (contato, ingestao ou vapor), escolha do preparado (extrato, p6é ou éleo),
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susceptibilidade dos insetos, época de coleta, estagio de desenvolvimento da planta
coletada e técnica de extracdo (Regnault-Roger e Hamraoui 1995; Isman 2000;
Gobbo-Neto e Lopes 2007). Ressalta-se que mesmo plantas bastante estudadas
eventualmente podem nao apresentar nenhuma atividade devido a alteragdo de
algum dos fatores citados. Por exemplo, Liu et al. (2007), testaram extratos de 40
espeécies vegetais com comprovada agao sobre adultos de S. zeamais e Tribolium
castaneum por via de contato, fumigacao e deterréncia alimentar, entretanto dez

espécies nao apresentaram nenhum efeito sobre ambos os insetos avaliados.

Fazolin et al. (2007) sugerem que o efeito sobre a sobrevivéncia de
insetos-alvo depende da escolha do tipo de material a ser testado (pés, 6leos ou
extratos vegetais) e da composi¢ao quimica em associagao a escolha do método de
exposicdao. Mesmo os extratos que registraram baixa mortalidade ou mesmo
nenhuma atividade no presente trabalho, deveriam ser testados com outras
metodologias. Sugere-se aplicagdes com torre de Poter ou aplicagdes tdpicas, e
também testar os extratos na forma de pds ou se possivel testar os 6leos esséncias.
Tavares e Vendramim (2005) constataram essa variacdo na atividade inseticida de
Chenopodium ambrosioides (Chenopodiaceae), em que os extratos aquosos nao
obtiveram a mesma efetividade do p6 sobre S. zeamais. Importante ressaltar que um
estudo fitoquimico mais aprofundado deve estar atrelado aos bioensaios de
mortalidade. Além dos bioensaios de mortalidade, recomenda-se fazer testes de
repeléncia e testes de reducdo de infestagdo (redugdo da geracdo F1/progénie),
além de analises de reducao de peso, redugédo da longevidade e efeitos deletérios
(ma formacgao, alteracao do ciclo bioldgico, esterilizagdo).

Para este trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas entre
os métodos de exposicdo, pois S. zeamais foi tdo suscetivel aos bioensaios de
contato quanto aos bioensaios de ingestdo. Entretanto, os resultados demonstram
que cada extrato apresenta um método de aplicagdo que o torna mais eficiente.
Ainda assim, algumas questdes nao puderam ser respondidas neste trabalho, como
por exemplo, a razdo dos extratos diclorometanicos de galhos terem tido grande
atividade inseticida sobre S. zeamais nos bioensaios de ingestdo e terem sido
ineficiente nos bioensaios de contato. A mesma pergunta se faz para os extratos
aquosos de folhas e galhos, em que ambos apresentaram atividade inseticida nos
bioensaios de contato, mas foram ineficientes no bioensaios de ingestdo. Sobre
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essa ultima, Oliveira (2010) discorre sobre uma possivel explicagdo para a agéo dos
extratos vegetais em bioensaios de contato, por meio de cruzamentos de
informagcbes sobre a fiosiologia da cuticula dos insetos, que sao barreiras
fisicoquimicas naturais, e a capacidade de determinados extratos, principalmente os
de baixa polaridade, de quebrar essas barreira. Extratos lipofilicos (baixa polaridade)
como os diclorometanicos teriam maior efetividade em penetrar nas camadas mais
profundas da pele dos insetos, cuja a parte mais superficial da cuticula (epicuticula)
também ¢é lipofilica. Com base nisso, sugere-se que os bioensaios de contato com
extratos aquosos e diclorometanicos de galhos sejam novamente testados em outra

oportunidade.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho, a forma de exposi¢ao, entre extratos aquosos de C.
Javitensis testados sobre S. zeamais, que apresentou melhor atividade inseticida, foi
por meio de contato sobre superficie contaminada. Enquanto que entre os extratos
diclorometanicos, o bioensaio que obteve maior mortalidade de S. zeamais foi por
meio da ingestdo de gréos tratados. Quanto aos extratos metandlicos de C.
Javitensis, seriam necessarios novos testes com concentragdes mais altas para
verificar atividade inseticida e também para detectar qual meio de exposicado seria
mais vantajoso no controle de S. zeamais.

Entre os extratos diclorometéanicos, a concentracao com maior efetividade
no controle de S. zeamais é 10,4 mg/ml de extrato de galhos aplicados através de
ingestdo de graos contaminados. Entre os aquosos, as concentragdo com maior
efetividade foram 10,4 mg/ml e 15,6 mg/ml de extratos de folhas usados nos
bioensaios de contato em superficie contaminada.

De acordo com a analise dos dados de mortalidades e de correlagao, foi
possivel determinar que as substancias extraidas dos galhos de C. javitensis com
diclorometano e aplicadas por meio de ingestdo de grédos é o método mais promissor

no controle de S. zeamais.
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