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RESUMO

Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Erebidae) s&o importantes pragas desfolhadoras para diferentes
plantas cultivadas, especialmente na soja [Glycine max (L.) Merrill, onde séo
consideradas espécies-chave da cultura. Os inseticidas botanicos podem constituir
em uma valiosa ferramenta frente aos problemas recorrentes dos métodos
convencionais de controle, uma vez que majoritariamente apresentam menor
toxicidade para mamiferos e organismos néo-alvo e por se adequarem aos preceitos
da producéo organica ou de base ecoldgica. Visando encontrar alternativas para o
manejo de lagartas desfolhadoras da cultura da soja, a bioatividade do extrato
etandlico de sementes de Annona mucosa Jacq. (Annonaceae) foi avaliada sobre C.
includens e A. gemmatalis e comparada ao inseticida comercial botanico a base de
limonoides (Azamax® 1,2 EC, azadiractina + 3-tigloilazadiractol) por meio de ensaios
de laboratério e semi-campo. Nos ensaios preliminares (bioensaio de ingestdo), o
extrato etandlico de sementes de A. mucosa (ESAM) (CLso de 452,38 e 66,91 mg kg
! para C. includens e A. gemmatalis, respectivamente) apresentou um nivel de
atividade comparavel ou superior ao do bioinseticida Azamax® 1,2 EC utilizado como
controle positivo. Adicionalmente, o ESAM apresentou uma acdo mais rapida que o
controle positivo Azamax® 1,2 EC e efeito inibidor sobre o desenvolvimento dos
insetos. Em condicdes de semi-campo, a emulsédo aquosa do ESAM e Azamax® 1,2
EC ocasionaram mortalidades larvais acima de 95% para ambas as espécies-praga
expostas aos foliolos de soja tratados. Tal atividade foi semelhante a obtida com o
inseticida comercial sintético a base de flubendiamida (Belt 480 SC). Em adicao, os
efeitos toxicos subletais do ESAM sobre lagartas de C. includens e A. gemmatalis
foram avaliados apods 24 h de exposi¢cdo a meio artificial tratado em laboratorio e apos
168 h em semi-campo por meio de exposi¢éo a foliolos de soja tratados nas CL's so0
previamente estimadas para cada espécie, ESAM nao ocasionou deterréncia
alimentar para lagartas de terceiro instar de C. includens e A. gemmatalis expostas
ao meio artificial tratado. Em condi¢ges de semi-campo, ESAM néo afetou as espécies
estudadas quanto a mortalidade e desfolha apdés 72 h de exposi¢cdo. Foram
registrados indices de mortalidade de 38 e 44 % para lagartas de C. includens e de
27 e 39% para lagartas de A. gemmatalis ap0s 120 e 168 h, respectivamente. Embora

nao tenha sido constatado significativo efeito deterrente alimentar nos ensaios,



verificou-se uma reducéo na desfolha ocasionada por ambas as espécies apos 120 e
168 h de exposicdo, sugerindo uma reducdo no consumo ao longo do tempo em
decorréncia da toxicidade pés ingestdo do extrato. Além do efeito letal toxico, os
resultados demonstraram a promissora bioatividade do ESAM em concentra¢cdes nao
letais sobre lagartas de C. includens e A. gemmatalis, ressaltando o potencial deste

derivado botanico como ferramenta no manejo integrado de lepidépteros-praga.

Palavra-chave: Lagarta-falsa-medideira. Lagarta-da-soja. Inseticidas botanicos.

Anonéaceas. Acetogeninas. Mortalidade. Deterréncia.



ABSTRACT

Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) and Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Erebidae) are two important defoliating insect of soybean
[Glycine max (L.) Merrill]. Botanical insecticides might have an important role in
integrated pest management programs as alternatives to synthetic insecticides,
especially in organically based production systems, also in the most of cases these
compounds have low toxicity to mammals and non-target organisms. To develop an
alternative tool for control of C. includens and A. gemmatalis, efficacy of ethanolic
extracts from seeds of Annona mucosa Jacq. (Annonaceae) and limonoid-based
biopesticide formulation (Azamax® 1.2 EC, azadiractin + 3-tigloylazadirachtol) were
evaluated throught laboratory and greenhouse trials. In an initial screening, ethanolic
extracts from seeds of A. mucosa (ESAM) (LCso = 452.38 and 66.91 mg L for C.
including and A. gemmatalis, respectively) was equivalent to the mortality caused by
positive control limonoid-based biopesticide formulation Azamax® 1.2 EC and showed
a faster kill time and pronounced larval growth inhibition after 168 h of exposure. In
greenhouse trials, ESAM (as an emulsifiable concentrate formulation) and Azamax®
1.2 EC, both at LCe values previously estimated, were compared with a diamide-
based commercial insecticide (flubendiamide 480 SC) for mortality after 168 h of
exposure to larvae on soybean plants; all treatments caused high larval mortality (>
90%). This study evaluated the sublethal effects of ESAM at their previously estimated
concentrations LC’so after 24 and 168 h of exposure to artificial media and soybean
leaves treated, respectively. In laboratory trial ESAM were not antifeedant agents on
third-instar C includens and A. gemmatalis larvae. In greenhouse trial, ESAM did not
reduced C. includens and A. gemmatalis foliar consumption after 72 h of exposure.
Nevertheless, ESAM significantly decreased ingested food of both species after 120
and 168 h of exposure, suggesting the insects post-ingestion toxicity. Additionally,
was observed 38 and 44% mortality of C. includens and 27 and 39 % mortality of A.
gemmatalis after 120 and 168 h, respectively, of exposure. Thus, the results of this
study indicate that ESAM represents a potential source of insecticidal compounds with
lethal and sublethal activities against C. includens and A. gemmatalis and may be a

useful component for the integrated management of this important pest species.



Keywords: Soybean looper. Velvetbean caterpillar. Botanical insecticides. Soursop

family. Acetogenins. Mortality. Antifeedant.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o maior exportador de soja do mundo [Glycine max (L). Merrill] e o
segundo maior produtor do grdo, com uma area estimada em 115 milhdes de
toneladas, com uma area cultivada de 35 milhdes de ha na safra 2018/2019 (CONAB,
2019; LIMA et al., 2019). Dentre as espécies desfolhadoras que atacam a cultura da
soja, Anticarsia gemmatalis Hiibner (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) se destacam por ocasionar expressivas perdas na
cultura (MOSCARDI et al., 2012; FORMENTINI et al., 2015; LUZ et al., 2019) e por
representarem os principais lepidopteros-praga na cultura da soja (LUZ et al., 2019).

Chrysodeixis includens tem sua presenca registrada apenas no Hemisfério
ocidental, onde ha relatos de sua ocorréncia desde o norte dos Estados Unidos até o
sul da América do Sul (KOGAN, 1981; ALFORD; HAMOND, 1982). No Brasil, até a
década de 1990 o inseto-praga era considerado praga secundaria; no entanto, sua
presenca se intensificou a partir de 2003, principalmente na cultura da soja, e
atualmente sua presenca é relatada em diferentes culturas o ano todo (SORGATTO
et al., 2015).

As lagartas no ultimo estagio de desenvolvimento possuem entre 40 e 45 mm
de comprimento e sdo caracterizadas pela coloracdo verde-clara, com presenca de
listra longitudinais brancas e pontuacées pretas (SOSA-GOMEZ et al., 2010). As
pupas se fixam sob teias na parte abaxial das folhas das plantas e este periodo dura
entre 7 e 9 dias. Inicialmente possuem coloracéo verde-clara brilhante e, préximo a
emergéncia, assumem coloracdo marrom (SOSA-GOMEZ et al., 2010). As mariposas
possuem 35 mm de envergadura, sendo as posteriores de coloragdo marrom e as
anteriores de coloracdo escura com presenca de duas manchas prateadas na parte
central (GALLO et al., 2002; SOSA-GOMEZ et al., 2010). A longevidade do adulto é
cerca de 14 dias, podendo variar conforme a temperatura (MASON; MACK, 1984).

O comportamento alimentar € caracterizado pelo aspecto rendilhado deixado
nas folhas, uma vez que, lagartas a partir do terceiro instar se alimentam do limbo
foliar deixando as nervuras intactas (BUENO et al.,, 2007). O inseto ocorre
principalmente durante o periodo reprodutivo da soja, podendo ocasionar danos
econdmicos, além de ser mais tolerante aos inseticidas convencionais em

comparacdo com A. gemmatalis. Em adicdo, C. includens também pode atacar
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vagens ja formadas de soja, o que potencializa seus danos sobre a cultura (MARTINS
et al., 2015; TOMQUELSKI et al., 2015; LUZ et al., 2019).

Anticarsia gemmatalis, também conhecida como lagarta-da-soja, € comum em
todos os paises americanos e pode acarretar prejuizos, principalmente na cultura da
soja, em razao da desfolha ocasionada pelas formas imaturas durante os estadios
vegetativo e reprodutivo da cultura (HOFFMANN CAMPO et al., 2000; FUGI, 2003;
REICHERT COSTA, 2003). A soja é considerada seu principal hospedeiro; no entanto,
as lagartas podem atacar culturas que sucedem a mesma, como amendoim, girassol
e alfafa (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000).

As mariposas possuem colora¢do marrom, cinza ou bege, com envergadura de
aproximadamente 40 mm. As fémeas depositam os ovos de maneira isolada na parte
inferior das folhas, ramos e peciolos, principalmente aqueles localizados no terco
meédio-inferior da planta (LEPPLA, 1976; HOFFMAN-CAMPO et al., 2000). Durante o
dia, as mariposas sdo encontradas em locais sombreados na base da planta ou sob
vegetacao natural ao redor de areas de soja (GALLO et al., 2002; MOSCARDI et al.,
2012).

As lagartas medem entre 3 e 9 mm nos dois primeiros instares e possuem 0s
dois primeiros pares de pernas vestigiais podendo ser confundidas com C. includens.
Possuem coloracédo verde, com estrias longitudinais brancas sobre o dorso, podendo
assumir outras cores na falta de alimento ou em alta densidade populacional
(HOFFMAN-CAMPO et al., 2000; GALLO et al., 2002). A fase de pupa ocorre no solo,
sob profundidade de até 2 cm e dura de nove a dez dias.Inicialmente, as pupas séo
verde-claras, tornando-se marrom-escuras e brilhantes com o decorrer do tempo
(HOFFMAN-CAMPO et al., 2000).

Chrysodeixis includens e A. gemmatalis sdo geralmente controladas a partir da
aplicacdo de inseticidas sintéticos, bem como pelo uso de plantas transgénicas
expressando toxinas de Bt. Dentre os grupos de inseticidas utilizados controle, se
destacam as benzoilureias e diamidas do acido ftalico inseridos no mercado nos
ultimos anos; além de piretroides, organofosforados e carbamatos (GALLO et al.,
2002; TOMQUELSKI et al., 2015).

O uso abusivo de inseticidas convencionais e seus efeitos negativos sobre o
meio ambiente tém estimulado o aumento de pesquisas com inseticidas botanicos nas
ultimas décadas, tornando a identificacdo de novos compostos derivados de plantas
extremamente atrativa & comunidade cientifica (CASTILLO-SANCHEZ et al., 2010;
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TAK et al., 2015; TOGNI et al., 2019). O desenvolvimento de métodos de controle
alternativos aos inseticidas quimicos e que se adequem aos preceitos da producao
organica ou de base ecoldgica sdo extremamente importantes para a sustentabilidade
dos sistemas de producdo (TOGNI et al. 2019).

Os inseticidas botanicos podem constituir em uma valiosa ferramenta frente
aos problemas recorrentes dos métodos convencionais de controle, uma vez que em
sua composicdo se encontram misturas complexas com diferentes compostos
bioativos, reduzindo a presséo de selecao e retardando o surgimento de populacdes
de insetos resistentes (ISMAN, 2006; RATTAN, 2010). Além disso, a possibilidade de
obtencdo de derivados botanicos por meio de espécies nativas com alta
disponibilidade de matéria-prima pode permitir sua aplicacdo em larga escala e de
forma sustentavel (ISMAN; SEFFRIN, 2014; RIBEIRO et al., 2016).

O advento dos inseticidas sintéticos (organoclorados, organofosforados e
carbamatos) a partir da Segunda Guerra Mundial, associado a limitacdes dos
inseticidas botanicos como baixo efeito residual e variagbes na eficiéncia e
concentragdo de ingredientes ativos, fizeram com que seu uso fosse reduzido
gradativamente (EL-WAKEIL, 2013). No entanto, o uso de inseticidas sintéticos vem
sendo associado a problemas ambientais, toxicidade a organismos nao alvo; bem
como a rapida selecdo de populacdes de insetos resistentes para a maioria dos
ingredientes ativos, minimizando progressivamente sua eficiéncia (PERRY et al.,
1998; EL-WAKEIL, 2013).

Em 1990, autoridades norte-americanas se posicionaram frente a este cenario,
por meio de medidas regulamentares, substituindo produtos quimicos de interesse por
outros que representavam menores riscos a saude humana e para o meio ambiente;
esta acdo denominada “politica de risco reduzido” (HEDIN et al., 1997), foi um dos
fatores que alavancaram o retorno das pesquisas por métodos alternativos ao quimico
convencional para o controle de pragas (PRAKASH; RAO, 1997).

Cronologicamente, os inseticidas botanicos podem ser divididos em trés grupos
distintos (REGNAULT-ROGER et al., 2005, p. 313 apud EL-WAKEIL, 2013). O
primeiro grupo compreende 0s inseticidas botanicos de primeira geragdo e consistem
em compostos provenientes de folhas de plantas de Nicotiana tabacum L.
(Solanaceae), de raiz ou rizomas de espécies de Derris, Lonchocarpus,e Tephrosia
(Fabaceae), de sementes de Schoenocaulon officinale (Schlecht & Cham)

(Melanthiaceae), de flores de Chrysanthemum cinerariaefolium Vis. (Asteraceae), da
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madeira do arbusto Ryania speciosa Vahl. (Flacourtiaceae) e os 6leos essenciais,
principalmente os provenientes das familias Lamiaceae e Myrtaceae. O segundo
grupo é constituido pelos inseticidas botanicos de segunda geracdo, 0s quais Sao
provenientes da sintese de N. tabacum e os oriundos de sementes do nim indiano
Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae). Por fim, no terceiro grupo estéo incluidos os
potenciais inseticidas botanicos da atualidade, com destaque para os ésteres de
acucar provenientes das folhas de tabaco (N. gossei) e derivados de espécies da
familia Annonaceae.

A familia Annonaceae é encontrada principalmente em regides tropicais da
Ameérica, Africa e Sudeste da Asia e tem como caracteristica o porte arboreo ou
arbustivo e o caule lenhoso (KIILL, COSTA, 2003; BLESSING et al., 2010).
Pertencente a ordem Magnoliales, o grupo € constituido por 2.500 espécies e 135 a
géneros encontrados em todo mundo. No Brasil, foram identificados 33 géneros e 250
espécies (CHATROU et al.,, 2004; SOUZA; LORENZI, 2005). Algumas espécies,
principalmente as do género Annona, despertam o interesse no mercado internacional
tanto no segmento de frutos in natura como no segmento de frutas processadas
(LEMOS, 2014). A extracdo de compostos bioativos € outro segmento que também
desperta interesse, sendo estes usados com finalidade pesticida, alelopatica e
medicinal (INOUE et al., 2009).

O potencial inseticida da familia Annonaceae vém chamando a atencao desde
meados da década de 80, com a descoberta das acetogeninas, as quais demostraram
ampla atividade biolégica (OCAMPO; OCAMPO, 2006). Desde a descoberta da
acetogenina uvaricina, pelo menos 400 compostos desta classe ja foram descritos.
Estes compostos estdo presentes em folhas, ramos e sementes, principalmente em
espécies dos géneros: Annona, Asimina, Goniothalamus, Rollinia, Uvaria e Xylopia
(ZENG et al., 1996; ALVAREZ et al., 2008).

As acetogeninas sdo 0s principais compostos bioativos presentes na familia
Annonaceae e sao quimicamente caracterizadas por uma estrutura comum,
geralmente formado por 35 a 37 atomos de carbono, apresentando um terminal de y-
lactona q, B-insaturada na cadeia de hidrocarboneto ligada a lactona na posicéo 2. Ha
geralmente uma, duas, ou, mais raramente, trés anéis tetra-hidrofurano (THF),
contendo alguns grupos de oxigénio funcionais (BLESSING et al., 2012).

O principal sitio de acdo das acetogeninas é no complexo | mitocondrial (NADH:

ubiguinona redutase) atuando na inibicdo do transporte de elétrons e levando a morte
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celular programada (LONDERHAUSEN et al., 1991; ALALI et al., 1999; GUPTA et al.,
2011). No entanto, estudos recentes apontam um novo sitio de acdo por meio da
interacdo molecular de fosfatos da membrana celular com os anéis tetrahidrofuranos,
bem como em disfungBes no intestino médio de insetos expostos aos derivados
(BLESSING et al., 2010; BOMBASARO et al., 2011; FIAZ et al., 2019).

Os inseticidas botanicos derivados de Annonaceae vém sendo utilizados
principalmente a partir de extratos de suas sementes. No género Annona a espécie
Annona mucosa Jacq. € considerada uma das mais promissoras, representando
potencial candidata a producdo de inseticidas botanicos a serem utilizados para
protecdo de lavouras no Brasil (RIBEIRO et al., 2014; ANSANTE et al., 2015; LIAW,
2016; SOUZA et al., 2017). Com base na literatura, paises tropicais possuem um
maior potencial para o desenvolvimento de inseticidas botanicos provenientes de
sementes de Annonaceae, uma vez que possuem disponibilidade de matéria-prima a
baixo custo e/ou a partir de residuos das industrias de processamento de polpa
(LEATEMIA; ISMAN 2014a).

Estudos realizados por diversos autores demonstraram a bioatividade de
derivados de Annonaceae sobre lepidopteros-praga, como: Trichopusia ni (HUbner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (LEATEMIA; ISMAN 2004a; LEATEMIA; ISMAN 2004b),
Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) LEATEMIA; ISMAN 2004b),
Rachiplusia nu (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae) (COLOM et al., 2007), Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (COLOM et al., 2007; BLESSING et
al., 2010; TOLOSA et al.,, 2014; ANSANTE et al., 2015; RIBEIRO et al., 2016;
HIDALGO et al., 2018), C. includens (TOLOSA et al., 2014; MASSAROLI et al., 2016),
A. gemmatalis (TOLOSA et al., 2014; FIAZ at al., 2018), e Helicoverpa armigera
(HUubner) (Lepidoptera: Noctuidae) (SOUZA et al., 2017; SOUZA et al., 2019).

Considerando-se a perspectiva de que as acetogeninas continuem a ser
empregadas no manejo de pragas por meio de formulacdes provenientes de extratos
brutos ou parcialmente refinados, e que a espécie A. mucosa é considerada a principal
candidata ao desenvolvimento de inseticidas botanicos no Brasil (LEATEMIA; ISMAN
2004a; RIBEIRO et al.,, 2014), o presente estudo teve como objetivo avaliar a
bioatividade do extrato etandlico proveniente de sementes de A. mucosa (ESAM), por
meio da avaliacdo de efeitos letais e subletais sobre os lepidopteros-praga C.

includens e A. gemmatalis, a fim de oferecer mais subsidios que viabilizem a
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comercializacdo e aplicacdo deste inseticida botanico em plantios de soja sob

diferentes sistemas de cultivo.
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CAPITULO 1 - Efeitos toxicos de formulacdo derivada de acetogeninas de
Annonaceae e de inseticida comercial botéanico a base de limonoides sobre
Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae)

Resumo

Derivados de Annonaceae ricos em acetogeninas vém se destacando nas Ultimas
décadas como uma ferramenta para o0 manejo de pragas em sistemas agricolas de
base orgéanica ou ecoldgica, sendo o extrato etandlico de Annona mucosa (ESAM,
composto majoritario: acetogenina bis-tetrahidrofuranica roliniastatina-1) considerado
como um dos mais promissores. Visando encontrar alternativas para o manejo de
lagartas desfolhadoras da cultura da soja, o efeito do ESAM foi avaliado sobre duas
espécies de noctuideos (Lepidoptera): Chrysodeixis includens (Walker) e Anticarsia
gemmatalis Hibner em comparacdo ao inseticida comercial botanico a base de
limonoides (Azamax® 1,2 EC, azadiractina + 3-tigloilazadiractol) por meio de ensaios
de laboratério e semi-campo. Nos ensaios preliminares (bioensaio de ingestdo),
ESAM (CLso de 66,91 e 452,38 mg L' para A. gemmatalis e C. includens,
respectivamente) apresentou atividade comparavel ou superior a do bioinseticida
Azamax® 1,2 EC, utilizado como controle positivo para as duas espécies de
lepidopteros-praga. Além disso, ESAM apresentou uma acdo mais rapida (TLso de
27,23 e 51,01 horas para A. gemmatalis e C. includens, respectivamente) do que
Azamax® 1,2 EC. Em condicGes de semi-campo (casa-de-vegetacdo), a emulsédo
aguosa do ESAM (formulacdo pré-comercial) e o bioinseticida a base de limonoides,
ambos na Cloo, ocasionaram mortalidades larvais acima de 95% para ambas as
espécies-praga expostas aos foliolos de soja tratados. Esse indice foi semelhante ao
obtido com o inseticida comercial sintético a base de diamida (flubendiamida, Belt 480
SC) na concentragéo fornecida pelo fabricante. Dessa forma, ESAM se apresenta
como uma promissora alternativa para o manejo de C. includens e A. gemmatalis,
podendo ser inserido em programas de manejo integrado de pragas da cultura da soja,

principalmente em cultivos organicos ou de base ecoldgica.

Palavras-chave: Lagarta-falsa-medideira; lagarta-da-soja; plantas inseticidas;

anonaceas; extrato etanolico
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Introducao

Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis
Hubner (Lepidoptera: Erebidae) sdo importantes pragas desfolhadoras de diferentes
espécies cultivadas, especialmente da soja [Glycine max (L.) Merrill, Fabaceae], onde
sdo consideradas pragas-chave da cultura (Togni et al. 2019). Recentemente, C.
includens vem se destacando no cenario agricola brasileiro, especialmente na regiao
do cerrado onde, além da soja, sua ocorréncia também € relatada na cultura do
algodao, Gossypium hirsutum L. (Busoli et al. 2014; Baldin et al. 2014; Bortolotto et al.
2015; Specht et al. 2015). Sua adaptacdo em se alimentar de plantas ndo hospedeiras
favorece o aumento populacional e propicia sua manutencdo no campo mesmo na
entressafra, uma vez que essas plantas atuam como pontes temporarias ou pontes
verdes entre diferentes cultivos (Zulin et al. 2018).

Em soja, o0 manejo de populacdes de A. gemmatalis e C. includens é realizado
principalmente por meio de aplicacdes de inseticidas sintéticos (Bel et al. 2017; Stacke
et al. 2019) e por transgenia, a partir de plantas que expressam proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis Berliner (Luz et al. 2019; Stacke et al. 2019). O uso da
tecnologia Bt na producdo de soja tem aumentado significativamente nos dltimos
anos, principalmente devido a lucratividade, alta demanda do mercado nacional e
internacional e disponibilidade de diferentes tecnologias de sementes (ISAAA 2018;
Luz et al. 2019).

O desenvolvimento de métodos de controle alternativos aos inseticidas
guimicos é extremamente importante para a sustentabilidade dos sistemas de
producdo (Togni et al. 2019). O uso abusivo de inseticidas convencionais e seus
efeitos negativos sobre o0 meio ambiente estimularam o aumento de pesquisas com
inseticidas botanicos nas ultimas décadas, o que tornou a identificacdo de novos
compostos derivados de plantas extremamente importante (Castillo-Sanchez et al.
2010; Tak et al. 2015; Togni et al. 2019). Os inseticidas botanicos podem constituir em
uma valiosa ferramenta frente aos problemas recorrentes dos métodos convencionais
de controle, uma vez que em sua COMpPOSICA0 se encontram misturas complexas com
diferentes compostos bioativos, o que retarda o surgimento de populacdes de insetos
resistentes (Isman 2006; Rattan, 2010). Além disso, se adequam perfeitamente aos
preceitos da producéo organica ou de base ecoldgica.

As acetogeninas representam uma classe de moléculas de ocorréncia exclusiva

em alguns géneros da familia Annonaceae a qual tem sido considerada o grupo
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detentor de aleloquimicos mais promissores nas ultimas trés décadas (Gupta et al.
2011). A atividade inseticida das acetogeninas é relacionada a sua atuacao na enzima
NADH: ubiquinona redutase (complexo I) do sistema de transporte de elétrons na
mitocondria, levando a morte celular programada em detrimento da privacdo da
producdo de ATP (Londerhausen et al. 1991, Alali et al. 1999). No entanto, pesquisas
mais recentes vém sugerindo um novo sitio de acdo por meio da interacdo das
acetogeninas com fosfatos da membrana celular, levando a desidratacéo e gerando
danos irreversiveis a sua estrutura e funcdes biolégicas (Bombasaro et al. 2011,
Blessing et al. 2012).

Os inseticidas botanicos derivados de Annonaceae vém sendo utilizados
principalmente a partir de extratos de suas sementes, sendo a espécie Annona
mucosa Jacg. considerada uma das mais promissoras e principal candidata para a
producado de inseticidas botanicos a serem utilizados para protecado de lavouras no
Brasil (Isman and Seffrin, 2014; Ribeiro et al. 2014; 2016; Bernardi et al., 2017, Souza
et al., 2019). Em adicdo, paises neotropicais possuem uma grande diversidade de
espécies cultivadas de Annona e, consequentemente, elevado potencial para o
desenvolvimento de inseticidas botanicos proveniente de sementes de Annonaceae,
uma vez que possuem disponibilidade de matéria-prima a baixo custo ou a partir de
subprodutos (sementes e cascas) das industrias de processamento de polpa (Isman
and Seffrin, 2014, Ribeiro et al., 2016).

Material e Métodos
Coleta do material vegetal e preparacdo dos derivados
As sementes de A. mucosa foram obtidas de frutos maduros coletados de exemplares
cultivados em Piracicaba, SP, Brasil (22° 42'287S;47°37°59”W; elevagao: 534 m).
Exsicatas das espécies estudadas, previamente identificadas pelo Prof. Dr. Renato
Mello-Silva [Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias/Universidade de Séo
Paulo (IB/USP)], encontram-se depositadas no Herbario E.S.A. do Departamento de
Ciéncias Biologicas da ESALQ/USP, em Piracicaba, SP, Brasil.

Apés a coleta e separacdo dos frutos, as sementes foram secas em estufas
com circulacdo de ar forcada a 40 °C por um periodo de 48 a 72 horas e,
posteriormente, moidas em moinho de facas para obtencdo de um pé fino, o qual foi
armazenado em vidros herméticos e mantidos em freezer doméstico (- 10 °C) até sua

utilizacgéo.
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O extrato organico foi obtido por maceracéo em solvente etanol (na proporcéo
de 5:1 p/v). Para isso, 0 p6 vegetal foi mantido em repouso com o solvente em um
frasco hermeticamente vedado por periodo de trés dias, passando posteriormente por
filtragem em papel filtro. A torta restante foi ressubmetida ao solvente etanol, todo o
processo foi repetido por trés vezes. O solvente remanescente na solucao filtrada foi
eliminado em evaporador rotativo a 50 °C e a pressao de -600 mmHg. Por fim, a torta
foi mantida em camara com fluxo de ar até a evaporacdo completa do solvente, sendo

posteriormente determinado o rendimento de extragéo (27,81%).

Insetos

Os insetos utilizados nos bioensaios foram provenientes da criagcdo estoque mantida
em laboratorio (T= 25 + 2 °C; U.R.= 70 + 10% e fotofase de 14 h). Os adultos foram
foram alimentados a partir de algoddo umedecido em solucdo de agua + mel a 10%

(p/v) e as lagartas foram mantidas em meio artificial (Greene et al. 1976).

Bioensaios

Os ensaios laboratoriais foram conduzidos sob condi¢Ges controladas (T= 25 + 2 °C,
UR= 65 £ 10% e fotoperiodo= 14 h), enquanto que o bioensaio com plantas de soja
(semi-campo) foi conduzido em casa de vegetacdo sob temperatura e umidade semi-
controladas durante o més de janeiro de 2017 na Fazenda Experimental Lageado,
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, em Botucatu, Estado de S&o Paulo, Brasil (22°
51’S, 48° 26'W e altitude de 770 m).

Bioensaios laboratoriais

Toxicidade letal e subletal (avaliacdo em concentracdo diagnostica)

A fim de avaliar a bioatividade do ESAM sobre lagartas de A. gemmatalis e de C.

includens, foi utilizada a concentracdo diagnéstica de 1.000 mg L' por meio de

exposi¢cdo ao meio artificial tratado. O nivel de atividade foi comparado ao do inseticida

botanico a base de limonoides (Azamax® 1,2 EC) na mesma concentragao.
Inicialmente, o ESAM foi solubilizado em uma solucéo de solventes organicos

[acetona:dgua, 1:3, v/v], na propor¢cdo de 5 mL de solucéo para cada 300 g de meio

artificial, conforme descrito por Ansante et al. (2015). Aléem do extrato etandlico, foram

utilizados como controles negativos agua deionizada (empregada na solubilizacéo do
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inseticida comercial botanico Azamax® 1 EC ) e a solucéo de solventes [acetona:agua
(1:3, v/v)], empregada solubilizacdo do ESAM.

Os tratamentos (1,5 mL de cada dieta) foram acondicionados em placas de
Elisa (TPP® Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Cantdo Schaffhausen) com
auxilio de um micropipetador. Apos 24 horas da deposicéo, cada célula foi infestada
individualmente com uma lagarta neonata de cada uma das espécies (bioensaios
conduzidos separadamente). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo que para cada tratamento foram utilizadas seis repeticdes, sendo cada
repeticdo constituida por uma placa de Elisa (24 células), totalizando 144 lagartas
expostas por tratamento (n = 144). A mortalidade das lagartas foi avaliada diariamente
por um periodo de sete dias. ApGs o sétimo de exposi¢do também foi avaliado o peso
larval das lagartas sobreviventes.

Curva de concentracdo-resposta e estimativa do tempo letal médio
Com base nos resultados preliminares, ESAM foi novamente avaliado a fim de estimar
a CLso e CLoo (concentracfes necessarias para matar 50 e 90% das lagartas expostas,
respectivamente) e a ECso (concentracdo necessaria para reduzir em 50% o peso das
lagartas sobreviventes). Para isso, foram utilizadas cinco concentracfes de cada
tratamento, as quais foram definidas com base na formula proposta por Finney (1971).
Foram utilizados os mesmos procedimentos experimentais descritos no ensaio
anterior. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado e foram ultilizadas
quatro repeticdes por tratamento, cada qual consistindo de uma placa de Elisa (24
células), totalizando 96 lagartas por concentracéo estimada (n = 96).

O tempo necessario para matar 50% das lagartas de C. includens e A.
gemmatalis (TLso) foi estimado para o ESAM na concentracdo de 1.000 mg Lt. Para
isso foram utilizados o0s mesmos procedimentos experimentais descritos

anteriormente.

Eficacia comparada do ESAM e inseticidas comerciais de origem natural e
sintética (teste em casa-de-vegetacgao)

A eficAcia do ESAM (CLoo = 885,70 e 288,36 mg L para C. includens e A. gemmatalis,
respectivamente) em condicbes de semi-campo (casa de vegetacdo) foi comparada
ao inseticida comercial botanico Azamax® 1,2 EC (CLgo = 1.000 mg L%, para ambas

as espécies) e o inseticida sintético a base de flubendiamida Belt® (480 g i.a.L%;
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suspensao concentrada, Bayer SA, Sao Paulo, SP, Brasil) nas concentracdes de 240
mgi.a Ltpara C. includens e 96 mgi.a L! para A. gemmatalis.

Para preparo da emulsdo aquosa do ESAM (formulacdo pré-comercial), a
solucdo do extrato etandlico foi solubilizada em solventes organicos [acetona:agua
(3:1, v/v), 100 g L] sendo em seguida adicionado o emulsificante Tween® 80 na
concentracdo de 10 g L e dgua deionizada. O teste foi realizado com plantas de soja
(MG/BR46 Conquista) entre 30 e 45 dias. Cada planta foi cultivada em vasos de 5,0 L
contendo solo e substrato (Plantmax®) na proporc¢éo de 3:1.

As plantas foram pulverizadas com o0s respectivos tratamentos por meio de
uma pistola tipo gravidade (Modelo Arprex; Equipamentos para Pintura Majam Ltda.,
Sé&o Paulo, SP, Brasil), acoplada a um compressor de ar ajustado para propiciar uma
pressdo de 0,5 kgf cm. A pulverizacao foi realizada até o ponto de escorrimento e,
apos a secagem da pulverizacdo, uma folha de cada planta foi infestada com 10
lagartas neonatas provenientes da criacdo mantida em laboratério. Posteriormente foi
acoplada uma gaiola feita em “voil” sobre as folhas, a fim de evitar a fuga dos insetos.
O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo que para cada
tratamento foram utilizadas 12 repeti¢cdes, sendo cada repeticdo constituida por uma
planta de soja, totalizando 120 lagartas por tratamento (n = 120). Durante 0s ensaios,
as plantas infestadas permaneceram acondicionadas sobre bancadas em casa de
vegetacao e apos seis dias da infestacdo, a mortalidade foi determinada. A lagarta foi
considerada morta quando néo apresentava nenhum tipo de reagéo (movimento) apos
ser levemente tocada com pincel fino.

Modelos lineares generalizados (Nelder e Wedderbum, 1972) foram utilizados
para a analise das variaveis estudadas. A verificacdo da qualidade do ajuste foi feita
por meio do grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulacao
(Demétrio e Hinde, 1997; Hinde e Demétrio, 1998). Quando houve diferenca
significativa entre os tratamentos, multiplas comparactes (teste de Tukey, p<0,05)
foram realizadas por meio da fungéo glht do pacote Multicomp, com ajuste dos valores
de p. Todas as analises foram realizadas através do software estatistico “R”, verséo
2.15.1 (R Development Core Team, 2012).
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Resultados
Bioatividade em condi¢cfes laboratoriais
Em relacdo a lagarta C. includens foi observada uma mortalidade acumulada apos
168 h de de exposicao aos tratamentos ESAM e ao inseticidas comercial de origem
botanica Azamax® 1,2 EC de 99 e 81%, respectivamente (Tabela 1). A partir da
avaliacdo da mortalidade acumulada foram estimadas as concentracfes letais e
subletais do ESAM para as lagartas C. includens (CLso = 452,38 mg L%, CLoo = 885,70
mg L) e A. gemmatalis (CLso = 66,91 mg L, CLoo = 288,36 mg L) (Tabela 2). Os
tratamentos ocasionaram 100% de mortalidade para A. gemmatalis has mesmas
condicbes de exposicao.

Os tempos letais médios (TLso) estimados para as lagartas de C. includens e
A. gemmatalis foram de respectivamente 51,01 h (95% IC = 46,21 — 55,59 h, x? = 6,14,
gl =5, n=144) e de 27,23 h (95% IC = 25,96 — 28,80 h, x2 = 0,02, gl = 5, n = 144)

guando expostas ao meio artificial tratado com o ESAM (Tabela 3).

Bioensaios em condi¢cdes de semi-campo

Sob condigbes de semi-campo, ESAM nas CL’sgo previamente estimadas (885,70 e
288,36 mg L? para C. includens e A. gemmatalis, respectivamente) ocasionou
mortalidade superior a 95% das lagartas de C. includens e A. gemmatalis ap6s 168 h
de exposicdo aos foliolos de soja tratados, sem diferir do inseticida comercial de
origem botanica (Azamax® 1 EC, limonoides) (CLso = 1.000 mg L para ambas as
espécies) e do inseticida sintético a base de flubendiamida (Belt® 480 SC) na
concentracdo de 240 mgi.aL? para C. includens e 96 mgi.a L para A. gemmatalis
(Tabela 4).

Discusséo

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram demonstar a promissora acéao
inseticida do extrato etandlico de sementes de A. mucosa (ESAM) sobre C. includens
e A. gemmatalis, com bioatividade comparada a inseticidas comerciais registrados
para o controle de ambos insetos-praga no Brasil. A bioatividade do ESAM foi
evidenciada em laboratério e semi-campo, com indices de mortalidade acima de 95%
para lagartas de A. gemmatalis e C. includens apos 168 h de exposi¢do, contatando-
se, por outro lado, maior suscetibilidade de lagartas de A. gematalis em relacéao a C.
includens. Em estudo semelhante, o efeito téxico do ESAM e das acetogeninas mono
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e bis-tetrahidrofurano foi relatado sobre lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) expostas a meio artificial tratado, onde foi observado que a
acetogenina majoritaria bis-tetrahidrofurano esquamocina foi a Unica que ocasionou
100% de mortalidade larval (Colom et al. 2007). Resultados semelhantes foram
observados em estudos que avaliaram a bioatividade de diferentes espécies do
género Annona (A. mucosa, Annona muricata L., Annona reticulata L. e Annona
sylvatica A. St-Hil.), bem como da acetogenina majoritaria bis-tetrahidrofurano
roliniastatina-1 sobre lagartas de S. frugiperda e Helicoverpa armigera (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) com destaque para o ESAM, que ocasionou 100% de
mortalidade nos estagios larvais, sendo sua atividade comparavel aos inseticidas
sintéticos recomendados para o controle desses lepidopteros-praga no Brasil
(Ansante et al. 2015, Souza et al. 2017).

Neste estudo, o tempo letal médio do ESAM sobre as lagartas de C. includens
e A. gemmatalis foi de 51,01 e 27,23 h, respectivamente estudos que avaliaram a
acao de derivados de anonaceas através da estimativa do tempo letal médio em
lepidépteros-praga corroboram com os dados da literatura, sendo observado a
mortalidade média dos individuos em periodos proximos a 36 h. O tempo letal médio
estimado para lagartas de S. frugiperda e H. armigera expostas ao ESAM foi de 32,72
h (Ansante et al. 2015) e 45,15 h (Souza et al. 2017), respectivamente. Estudos
comparativos da acdo do ESAM em relagcdo a inseticidas comerciais botanicos e
sintéticos ressaltam sua promissora bioatividade. Em estudo comparando a a¢éo do
ESAM (CLoo = 1.882 mg L) em relagéo ao inseticida comercial botanico Azamax® 1,2
EC em uma concetracéo 2,1 vezes maior (4.000 mg L), ndo foi observada diferenca
significativa entre o tempo letal médio dos tratamentos (TLso = 32,72 h e TLso = 37,25
h, respectivamente) (Ansante et al. 2015). Além disso, oS mesmos autores
observaram diferenca significativa entre o ESAM e o inseticida comercial sintético
clorantraniliprole (Premio® 20 SC, 562,25 mg L), tendo sido observada uma acéo
duas vezes mais rapida do ESAM em relacdo ao inseticida comercial sintético
(Ansante et al. 2015). Em estudo semelhante, a acdo do ESAM (TLso = 34,95 h) sobre
a lagarta H. armigera ndo diferiu de maneira significativa do inseticida comercial
botanico a base de acetogeninas Anosom® (TLso = 39,78 h) na concentracédo de 2.000
mg L?, dose recomendada do produto comercial para o controle do inseto-praga
(Souza et al. 2017).
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Em condi¢cdes de semi-campo, o ESAM formulado (apds 168 h de exposicéo)
ocasionou uma mortalidade > 95% de lagartas de C. includens e A. gemmatalis, nédo
sendo observada diferencga significativa em relag&o ao inseticida comercial botanico
Azamax® 1,2 EC bem como o inseticida comercial sintético a base de flubendiamida
(Belt® 480 SC). ESAM e o inseticida comercial botanico a base de acetogeninas
Anosom® 1 EC também causaram mortalidades superiores a 90% para 0s
lepidépteros-praga Trichoplusia ni (Hubner]) (Lepidoptera: Noctuidae) (Ribeiro et al
2014) e H. armigera (Souza et al. 2017), e para ambos os trabalhos foi ressaltado que
os derivados de Annonaceae foram tdo ativo quando os inseticidas comerciais
utilizados como controles positivos.

O extrato etandlico de sementes de A. mucosa (ESAM) pode ser considerado
como uma potencial ferramenta no manejo de lepidopteros desfolhadores na soja,
principalmente em pequenas propriedades, considerando a simplicidade do preparo
do mesmo e a disponibilidade da matéria-prima. Nossos resultados ampliam o
conhecimento sobre a bioatividade do ESAM sobre insetos-praga, contibuindo com os
demais estudos que buscam a viabilidade da aplicagcdo do inseticida botanico em
menor escala ou em sistemas de producdo de alimentos de base organica ou

ecologica.
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Tabela 1. Mortalidade (% = EP) e peso larval (mg) de lagartas de Chrysodeixis includens e de Anticarsia

gemmatalis apés 168 h de exposicdo ao meio artificial tratado com o extrato etandlico de sementes de

Annona mucosa (ESAM, roliniastatina-1) e a bioinseticida comercial a base de limonoides (Azamax® 1,2 EC)

na concentragcdo de 1.000 mg Lt em condicdes de laboratério.

Chrysodeixis includens

Anticarsia gemmatalis

Tratamentos : :
Mortalidade (%) * Peso larval (mg) 2 Mortalidade (%) * Peso larval (mg) ?
ESAM3 98,61+0,88 a 1,27+0,36 b 100,00 + 0,00* --
Azamax® 1,2 EC 81,25+3,53 b 0,80%£0,29 b 100,00 + 0,00* --
Controle (acet:agua, . 6,94+0,88 ¢ 21,52+3,06 a 12,50 £ 2,15 67,76 + 3,93
Controle (agua) 9,03+1,67 c 25,88+4,27 a 14,58 + 3,18 75,15+ 1,98
F 240,65 25,126 0,3001"s 2,8241"
df 3,20 3,20 1,10 1,10
Valor de p <0,0001 <0,0001 0,5958 0,1238

1 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferengas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuicao

gquase-binomial seguido por teste post hoc de Tukey, p<0,05);
2 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre os tratamentos (GLM com distribui¢édo
Gaussiana seguido por teste post hoc de Tukey, p<0,05);
SESAM: Extrato etandlico das sementes de Annona mucosa;
*Tratamento ndo incluido na andlise (variancia nula);

ns N&o significativo.
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Tabela 2. Estimativa da CLso e CLeo (Mg L) e intervalo de confianca do extrato etandlico de sementes de Annona mucosa

(ESAM, roliniastatina-1) incorporado em meio artificial sobre lagartas de Chrysodeixis includens e Anticarsia gemmatalis

apos 168 h de exposicéo.

Espécie n' Slope + EP (p value) LCso (IC?) LCoo (IC?) x°® gl* h°

ﬁz[ﬁgg:'x's 576 3,93+ 0,71 (p<0,0001) 452,38 (219,57 — 604,11) 885,70 (666,49 — 1.651,00) 0,92 3 0,82

Anticarsia 526 4 89 4 0,27 (p<0,0001) 66,91 (38,04 — 93,60) 288,36 (237,94 —359,19) 7,93 3 2,64
gemmatalis

1n: nimero de insetos testados;

2 |C: intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro;
() y2: valor de qui-quadrado de Person;

4 g.l.: graus de liberdade;

5> h.: fator de heterogeneidade;
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Tabela 3. Estimativa do tempo letal médio (TLso, em horas) e intervalo de confianga do extrato

etandlico de sementes de Annona mucosa (Annonaceae) para lagartas de Anticarsia gemmatalis

e Chrysodeixis includens mantidas em meio artificial (1.000 mg L™1).

Espécie n'  Slope + EP (p value) TLso (IC?)

x2 @ g4 hs

Chrysodeixis 144 4 44 + 0,24 (p<0,0001) 51,01 (46,21 — 55,59)
includens

Anticarsia 44 10,00 + 1,23 (p<0,0001) 27,23 (25,96  28,80)
gemmatalis

6,14 5 1,21

0,02 5 0,004

1n: nimero de insetos testados.

2 |C: intervalo de confianca a 95% de probabilidade de erro.
() x2: valor de qui-quadrado de Person.

4g.l.: graus de liberdade.

Sh.: fator de heterogeneidade.
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Tabela 4. Mortalidade (% + EP) de lagartas de Chrysodeixis includens e de Anticarsia gemmatalis apés 168 h de exposicéo

ao extrato etandlico de sementes de A. mucosa (ESAM, roliniastatina-1), inseticida comercial botanico a base de limonoides

(Azamax® 1,2 CE) e inseticida comercial a base de flubendiamida (Belt 480 SC) em foliolos de soja tratados em condi¢Ges de

semi-campo.
Tratamentos Chrysodeixis includens Anticarcia gemmatalis

Dose Mortalidade*! E.C? Dose Mortalidade? E.C?
ESAM3 885,70 mgL! 9750+263a 97,28 288,36 mg L* 98,33+1,12a 96,00
Azamax® 1,2 EC 1.000,00mgL?* 9500+3,13a 9455 1.000,00 mgL? 99,17+£0,83a 99,04
Flubendiamida 240,00 mg Lt 100,00 £ 0,00* 100,00 96,00 mg L* 100,00 £ 0,00 100,00
Controle (agua deionizada) 830£264b - 9,17+288b -
g/‘/’\:‘)”f'ﬁw(e”;it%%?@',/ %9;%‘/’0)1'10 8,00+290b - 750+2,79b -
F 512,76 177,90
df 4,55 4,55
p <0,0001 <0,0001

1 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferengas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuicdo quase binomial seguido

por teste post hoc de Tukey, p<0,05);
2 E.C.: Eficacia de controle calculada pela formula de Abbott (1925);

3 ESAM: Extrato etandlico de sementes de Annona mucosa.
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CAPITULO 2 - Efeito deterrente alimentar e inibicdo do desenvolvimento larval
de derivado botanico rico em acetogeninas sobre Chrysodeixis includens
(Lepidoptera: Noctuidae) e Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae) em
testes laboratoriais e semi-campo

Resumo

Derivados de sementes de Annonaceae ricoS em acetogeninas apresentam
promissora atividade inseticida sobre diferentes insetos-praga de importancia
agricola, porém os efeitos subletais desses compostos ainda sao pouco explorados e
compreendidos. Assim, a a¢ao inibitoria ao desenvolvimento e deterréncia alimentar
do extrato etandlico de sementes de Annona mucosa Jacq. (ESAM) em concentracdes
nao letais (CLso) previamente estimadas, foi avaliada sobre lagartas de C. includens
(CLso = 452,38 mg L1) e A. gemmatalis (CLso = 66,91 mg L") por meio de ensaios em
condi¢cBes de laboratério e semi-campo. Em laboratério foi constatado que o ESAM
reduziu em mais de 90% a viabilidade larval, mas néo ocasionou efeito deterrente
alimentar em ambas as espécies expostas ao meio artificial tratado. Em condic¢des de
semi-campo, a emulsdo aquosa do extrato etandlico de A. mucosa (ESAM pré-
formulado, na CLso previamente estimada) ndo causou mortalidade significativa apos
72 h de exposicao; no entanto, apds 120 e 168 h foi observada mortalidade de 38 e
44 % de lagartas de C. includens e 27 e 39 % de lagartas de A. gemmatalis,
respectivamente. Além disso, a presenca do ESAM proporcionou uma significativa
reducdo da taxa de desfolha de plantas de soja para ambas as espécies-praga apos
120 e 168 h de exposi¢cdo. Dessa forma, derivados de sementes de A. mucosa, ricos
em acetogeninas, constituem uma alternativa importante para o manejo das duas
principais espécies-praga desfolhadoras da cultura da soja no Brasil, especialmente

para sistemas de cultivo de base orgéanica ou ecoldgica.

Palavras-chave: Lagarta-falsa-medideira; lagarta-da-soja; anonaceas; inibicao

alimentar
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Introducéo

Anticarsia gemmatalis Hubner (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens
Walker (Lepidoptera: Noctuidae) sao consideradas as principais pragas desfolhadoras
da cultura da soja no Brasil (Sosa-Gomes 2004; Panizzi 2013; Bel et al. 2017). Apesar
de sua reconhecida polifagia e preferéncia por leguminosas (Fabaceae), intensos
surtos populacionais de C. includens também vem sendo reportados, nos ultimos anos
em algodao, principalmente na regido do cerrado brasileiro (Busoli et al. 2015). O uso
de controle quimico e plantas transgénicas expressando proteinas de Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) representam os principais métodos de controle para C.
includens e A. gemmatalis nas lavouras do Brasil (Stacke et al. 2019, Luz et al. 2019).

Chrysodeixis includens é relacionada a redugfes severas na area foliar e
intenso dano econdmico na cultura da soja, especialmente se a desfolha ocorrer
durante o periodo reprodutivo da cultura, sendo esta mais tolerante aos métodos de
controle convencionais em relacdo a A. gemmatalis (Moscardi et al. 2012, Specht et
al. 2015; Luz et al. 2019). Além disso, o habito da lagarta em ficar na regido do
“baixeiro” e no interior das plantas, resulta na necessidade de utilizagdo de doses
elevadas de produtos quimicos para melhorar o controle (Degrande; Vivan 2008),
sendo recentemente relatadas populacbes com alta frequéncia de resisténcia aos
principais grupos de inseticidas disponiveis, incluindo piretroides e reguladores de
crescimento (Stacke et al. 2019).

Os inseticidas botanicos tém sido amplamente investigados e considerados
como valiosa ferramenta frente aos problemas recorrentes dos métodos
convencionais de controle, principalmente em sistemas agricolas de base orgéanica ou
ecologica (Castillo-Sanchez et al. 2010, Tak et al. 2015, Togni et al. 2019). Isso se
deve ao fato de que na composicéo dos inseticidas botanicos se encontram misturas
complexas de diferentes compostos bioativos, os quais tem contribuido para retardar
0 processo de evolucdo de populacdes resistentes (Kumar et al. 2003, Isman 2006,
Isman 2014). Além disso, a possibilidade de producao dos derivados botanicos a partir
de espécies nativas com alta disponibilidade de matéria-prima viabiliza sua aplicacéo
em larga escala (Isman e Seffrin, 2014; Ribeiro et al. 2016).

As sementes obtidas de frutos maduros de Annona mucosa Jacq.
(Annonaceae), espécie nativa da regido Neotropical, sdo consideradas como
importante fonte de derivados bioativos passiveis de serem utilizados na producéo de

inseticidas botanicos no Brasil (Isman e Seffrin 2014; Ribeiro et al. 2014; Ribeiro et al.
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2016). O extrato etandlico bruto preparado a partir de sementes de A. mucosa (ESAM)
€ composto por uma mistura de alcaloides, triglicerideos e acetogeninas de estruturas
quimicas diversificadas, sendo sua toxicidade relacionada principalmente a presenca
da acetogenina majoritaria bis-tetrahidrofuranica roliniastatina-1 (Ansante et al. 2015,
Souza et al. 2017), o qual pode ser utilizado como marcador quimico para o controle
de qualidade das formulacbes a serem desenvolvidas. De modo geral, as
acetogeninas atuam como inibidores do complexo | (NADH: ubiquinona
oxidoredutase) do sistema de transporte de elétrons mitocondrial (Lewis et al. 19983;
Gupta et al. 2011). No entanto, estudos recentes demonstram diferentes mecanismos
de acdo em insetos expostos as concentracfes subletais, principalmente no sistema
digestdrio dos insetos-alvo (Costa et al. 2016, Fiaz et al. 2018).

Além da toxicidade letal, efeitos subletais de derivados de anonaceas vém
sendo reportados para diferentes espécies de lepidopteros-praga, como Plutella
xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Leatemia e Isman et al. 2004), Trichoplusia ni
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (Ribeiro et al. 2014), Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Ribeiro et al. 2016), A. gemmatalis (Fiaz et al. 2018)
e Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) (Souza et al. 2019). Desta
forma, o presente estudo avaliou, através de ensaios conduzidos em condicfes de
laboratério e semi-campo, os efeitos do ESAM no comportamento alimentar e em
parametros biologicos das lagartas C. includens e A. gemmatalis em laboratorio e

casa de vegetacao.

Material e Métodos
Coleta do material vegetal e preparacéo do extrato etandélico bruto
Sementes de A. mucosa foram obtidas de exemplares cultivados em Piracicaba, SP,
Brasil (22° 42'28”S;47°37°59”W; elevagao: 534 m), e posteriormente encaminhadas
para o Prof. Dr. Renato Mello-Silva (Departamento de Botanica do Instituo de
Biociéncias da USP), visando a identificacdo botanica. A respectiva exsicata se
encontra depositada no Herbario do ESA do Departamento de Ciéncias Biologicas da
ESALQ/USP.

Para a preparagao do extrato, as sementes foram desidratadas em forno a 40°
C por um periodo de 48 a 72h. Posteriormente, o material foi moido em moinho de
facas para a obtencdo de um po fino o qual foi armazenado em recipientes de vidro

herméticos e mantidos em freezer doméstico (-10° C) até o uso.
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Para obtencdo do extrato organico, foi feita a maceracéo a frio em solvente
etanol na proporcéo de 5:1 (p/v), sendo o po fino mantido em repouso no solvente por
trés dias, sendo, posteriormente filtrado através de papel filtro. A torta restante foi
ressubmetida ao solvente etanol, e esse processo foi repetido por trés vezes. O
solvente da solucéo foi eliminado em rotaevaporador a 50° C e a pressao de -600

mmHg, sendo determinado o rendimento de extracdo da espécie (27,81%).

Insetos testados
Os insetos utilizados foram provenientes de criacao de laboratério (T= 25 £ 2°C, U.R.=
70 £ 10% e fotoperiodo= 14h), sendo as lagartas mantidas em dieta artificial (Greene

et al.1976) e os adultos alimentados com solucdo de agua + mel a 10% (p/p).

Bioensaios

Os ensaios laboratoriais foram conduzidos sob condi¢cbes controladas, enquanto que
0s bioensaios com plantas de soja foram realizados em casa de vegetacdo sob
condi¢cbes de temperatura e umidade semi-controladas durante o més de dezembro
de 2016, na Fazenda Experimental Lageado, Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
em Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (22° 51’S, 48° 26’W e altitude de 770 m).

Bioensaios laboratoriais

Efeito do ESAM sobre aspectos bioldégicos de duas espécies de lepiddpteros-

praga da soja

O efeito do ESAM sobre aspectos bioldgicos de C. includens e de A. gemmatalis foi
avaliado na CLso previamente estimada para as duas espécies-praga (452,38 e 66,91
mg kg, respectivamente), por meio de exposicdo ao meio artificial tratado. Para isso,
o extrato foi inicialmente solubilizado em uma solucdo de solventes organicos
[acetona:agua, 1:3, v/v], na proporcao de 5 mL de solucéo para cada 300 g de meio
artificial, de acordo com o método descrito por Ansante et al. (2015). Dada a
termoinstabilidade dos compostos naturais presentes no derivado em teste, o extrato
solubilizado foi adicionado ao meio artificial somente quando a temperatura atingiu
50°C. Como controle negativo foi utilizada a solu¢do de solventes [acetona:agua, 1:3,

v/v] empregada na solubilizacdo do extrato.
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AplOs a incorporacdo dos tratamentos ao meio artificial, estes foram
depositados individualmente em recipientes plasticos (22 cm x 14 cm), onde foram
mantidos por um periodo de 24 horas para que ocorresse o resfriamento do meio,
bem como a evaporacgdo dos solventes usados na solubilizagdo. Apos esse periodo,
os meios foram fracionados em cubos de aproximadamente 4 cm? (cerca de 15 mL),
os quais foram depositados individualmente em recipientes plasticos (100 mL) com
tampa. Cada recipiente foi infestado com uma lagarta neonata (até 24 horas de idade).

As lagartas foram mantidas nos copos plasticos (unidades experimentais) até
a formacédo de pupas, que foram acondicionadas em placas de Petri de poliestireno
(96 mm @ x 21 mm altura), onde permaneceram até a emergéncia do adulto. As
varidveis avaliadas foram mortalidade diaria, duracdo das fases larval e pupal, peso
de pupas com 24 horas e porcentagem de pupas e adultos defeituosos.

Os ensaios foram conduzidos separadamente por espécie-praga alvo, sendo,
em ambos os casos, adotado o delineamento inteiramente casualizado, contendo 12
repeticdes por tratamento. Cada repeticao foi constituida por 10 recipientes plasticos,
totalizando 120 lagartas expostas por tratamento (n= 120).

Efeito deterrente alimentar do ESAM para duas espécies de lepiddpteros-praga

A atividade deterrente alimentar do ESAM foi avaliada através da incorporacao do
mesmo em meio artificial em concentragdes subletais (CL2s e ClLso) previamente
estimadas, ou seja, 276,55 e 452,38 mg kg para lagartas de C. includens e de 22,95
e 66,91 mg kg'para lagartas de A. gemmatalis.

Os procedimentos de incorporacdo dos tratamentos foram o0s mesmos
descritos anteriormente. ApoOs a preparacao e solidificacdo, o meio artificial tratado
com os referidos tratamentos foi cortado em pedacos de dimensdes aproximadas de
1,5 cm x 1,5 cm, individualmente pesados e acondicionados em placas de Petri (9 cm
de diametro x 2 cm de altura) contendo papel filtro umedecido ao fundo. Cada placa
foi infestada com uma lagarta de terceiro instar das respectivas espécies e 0s ensaios
conduzidos separadamente por espécie-praga alvo.

A possivel perda de 4gua do meio artificial foi verificada por meio de aliquotas
de 10 pedacos inteiros que foram pesados no inicio e no final do experimento para
ajuste da umidade. Foi adotado o delineamento inteiramente casualizado com 20

repeticdes por tratamento (n= 20). Os pedacos de meio artificial tratado oferecidos as
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lagartas foram pesados apos 24 h da infestacdo, sendo o consumo determinado pela

diferenca entre o peso inicial e o peso final.

Bioensaio em condi¢cOes de semi-campo

A atividade inseticida do ESAM em concentracao subletal (CLso), sobre C. includens
(CLso=452,38 mg L) e A. gemmatalis (CLso = 66,91 mg L), foi avaliada em condicéo
de semi-campo em plantas de soja com 72, 120 e 168 h de infestacdo. Para isso, uma
emulsdo aquosa (pré-formulacdo) foi preparada por meio de uma solucdo de
solventes organicos [acetona:agua (1:3, v/v) (100 g L], adicionando-se
posteriormente o emulsificante Tween® 80 a concentracéo de 10 g L.

O ensaio em casa de vegetacao foi realizado em plantas de soja com 30-45
dias. As plantas foram cultivadas em vasos de 5 L contendo solo e substrato
(Plantmax®) na proporcéo de 3:1 (v/v) e pulverizadas com os respectivos tratamentos
por meio de uma pistola tipo gravidade (Modelo 5A Arprex), acoplada a um
compressor de ar ajustado para propiciar uma pressao de 0,5 kgf cm. A pulverizacdo
foi realizada até o ponto de escorrimento e, apos a secagem dos residuos, o primeiro
trifélio totalmente expandido foi infestado com 10 lagartas neonatas oriundas da
criacdo mantida em laboratério. Posteriormente, foi acoplada uma gaiola
confeccionada de tecido fino (voil) sobre os trifolios infestados, a fim de evitar a fuga
dos insetos.

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado, sendo cada tratamento
foi constituido por 10 plantas de soja para cada periodo de infestacdo avaliado (72,
120 e 168h), com 6 repeticbes por tratamento (n= 60). Durante o ensaio, as plantas
infestadas permaneceram acondicionadas sobre bancadas em casa de vegetacao. A
mortalidade e a taxa de desfolha foram determinadas para cada periodo de infestacgéo,
sendo a desfolha quantificada por meio do aplicativo BioLeaf (Machado et al. 2016).
As lagartas expostas foram consideradas mortas quando ndo apresentaram nenhum

tipo de reacdo apds serem levemente tocadas com pincel fino.

Andalises estatisticas

Modelos lineares generalizados (Nelder e Wedderbum 1972) foram utilizados para a

andlise das variaveis estudadas. A verificacdo da qualidade do ajuste foi feita por meio
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do grafico meio-normal de probabilidades com envelope de simulagdo (Demétrio and
Hinde 1997; Hinde e Demétrio 1998). Quando houve diferenca significativa entre os
tratamentos, multiplas comparacdes (teste de Tukey, p<0,05) foram realizadas por
meio da fungcdo glht do pacote Multicomp. Todas as andlises foram realizadas
utilizando-se o software estatistico “R”, verséo 2.15.1 (R Development Core Team
2012).

As curvas de sobrevivéncia larval foram analisadas pelo método Kaplan-Meier,
por meio do modelo de regressdo paramétrico com distribuicdo Weibull, sendo a
comparacao entre os tratamentos realizada pelo teste de log-rank, a analise foi

realizada utilizando o software SigmaPlot Versédo 11.0 (Systat Software 2008).

Resultados
Inibicdo do desenvolvimento e efeito deterrente alimentar do ESAM em testes

laboratoriais

Na CLso previamente estimada, ESAM ocasionou a mortalidade total de lagartas de
C. includens (Tabela 1, Fig 1) um valor superior a 90% de lagartas de A. gemmatalis
expostas ao meio artificial durante 168 h (Tabela 1, Fig 2). A duracéo do periodo larval
de foi de aproximadamente 11 dias para ambas as espécies (Fig 1, Fig 2).
Independentemente da concentracdo testada (CL2s e CLso previamente
estimadas), ndo houve diferenca significativa no consumo do meio artificial tratado por
lagartas de terceiro instar de C. includens (F = 0,881, P = 0,419) (Tabela 2) e A.
gemmatalis (F = 1,545, P = 0,228) (Tabela 2) expostas ao meio artificial tratado em

comparacao ao controle negativo, apds 24 horas de exposicao.

Mortalidade larval e taxa de desfolha de duas espécies de lepidGpteros-praga

expostas ao ESAM: bioensaio em condi¢des de semi-campo

Na concentracdo equivalente a CLso previamente estimada, ESAM n&o ocasionou
mortalidade significativa de lagartas de C. includens (F = 0,322, P = 0,582) (Tabela 3)
e de A. gemmatalis (F = 0,102, P = 0,756; Tabela 3) ap0s 72 h de exposi¢cdo em
condi¢cBes de casa de vegetacdo. No entanto, foi verificado que o extrato ocasionou
mortalidade significativa em ambas as espécies apds 120 (C. includens, F = 35,58, P
< 0,0001; A. gemmatalis, F = 35,71 P < 00,0001, Tabela 3) e 168 h (C. includens, F =
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64,28, P < 0,0001; A. gemmatalis, F = 47,87, P < 0,0001; Tabela 3) de exposicdo a
trifélios de soja tratados.

Com relacdo a taxa de desfolha, também n&o foi constatada diferenca
significativa entre o ESAM e o controle apds 72 h de exposicdo para ambas as
espécies (C. includens, F = 0,681, P = 0,415; A. gemmatalis, F = 0,299, P = 0,588;
Tabela 4). As lagartas de C. includens e A. gemmatalis ocasionaram desfolha
significativamente menor nos foliolos tratados com ESAM apo6s 120 (C. includens, F
= 59,17, P < 0,0001; A. gemmatalis, F = 60,71, P < 0,0001; Tabela 4) e 168 h (C.
includens, F = 118,3, P < 0,0001; A. gemmatalis, F = 470,2, P < 0,0001; Tabela 4) de

exposicao aos trifolios de soja tratados.

Discusséo
A compreensdo do efeito das concentracfes subletais € fundamental para a
implementacdo de novos compostos no manejo de pragas, uma vez que tais fatores
podem afetar a fisiologia e o comportamento do inseto-alvo (Muller, 2018; Margus et
al. 2019), bem como representar um fator agravante na evolugao da resisténcia de
insetos a inseticidas (Greesel et al. 2011, Casida e Durkin 2013, Nansen et al. 2016,
Guedes et al. 2017. Margus et al. 2019). A atividade de acetogeninas em
concentracdes subletais vem sendo associada a disfungdes fisiolégicas no intestino
médio dos insetos expostos, interferindo de maneira negativa no transporte e
absorcao de nutrientes, conduzindo a alterac¢des significativas no desenvolvimento e
mortalidade larval (Fiaz et al. 2018). Em nossos estudos, ESAM ocasionou
mortalidade larval acima de 90% para lagartas de C. includens e A. gemmatalis apdos
10 dias de exposi¢cao ao meio artificial tratado. Em estudo semelhante, foi relatada
uma taxa de mortalidade de 90% em lagartas de A. gemmatalis expostas a
concentracdes 37,14 mg L (= CLso) até 72 h de exposicédo (Fiaz et al. 2018). Além
disso, foram observadas reducdes de aproximadamente 60% da viabilidade em
lagartas de S. frugiperda (Ribeiro et al. 2016) e 37% em lagartas de H. armigera
(Souza et al. 2019) expostas ao meio tratado com o0 ESAM nas concentracdes letais
medianas estimadas para as respectivas espécies-praga.

Nossos resultados demostraram que o ESAM ndo causa alteracdes
significativas no comportamento alimentar de lagartas de terceiro instar de C.
includens e de A. gemmatalis ap0s 24 h de exposicdo. A auséncia do efeito deterrente

alimentar constatada em nossos ensaios destacam a atividade do ESAM em doses
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nao letais, uma vez que a atividade deterrente alimentar é relacionada com a reducao
da eficacia do manejo apés periodos continuos de exposicédo através da tolerancia
dos insetos-alvo aos compostos (Isman, 2002). Em estudo semelhante, ao avaliar o
comportamento alimentar de lagartas de H. armigera n&o foi observada diferenca
significativa entre os intervalos exposicéo de 6, 12, 18 e 24 h ao meio artificial tratado
com o ESAM, ndo sendo observada reducédo no consumo nos diferentes periodos
avaliados (Souza et al. 2019). No entanto, foi observado reducdo de
aproximadamente 29% na conversao de alimentos, o que resultou na reducao de 86%
no peso das lagartas expostas (Souza et al. 2019). Além disso, em estudo avaliando
o efeito de acetogeninas isoladas sobre o consumo de lagartas de S. frugiperda de
segundo instar apds 24 h de exposicao, também nao foi observada diferenca entre o
consumo de lagartas expostas a meio artificial tratado com acetogeninas e o lagartas
expostas a meio artificial ndo tratado (Alvarez-Colom et al. 2007).

Em condicbes de semi-campo, lagartas de C. includens e A. gemmatalis
expostas a foliolos de soja tratados com o ESAM reduziram a taxa de desfolha de
maneira significativa a partir de 72 h de exposi¢éo. Sendo assim, embora o ESAM néao
apresente efeito deterrente alimentar, nossos resultados sugerem que sua
bioatividade esteja relacionada a toxicidade pés-ingestédo, podendo ser observada em
testes de longo prazo (> 24 h) (Isman, 2002). Além disso, a mortalidade das lagartas
de C. includens e A. gemmatalis expostas a foliolos de soja tratados com 0 ESAM
também so foi observada de maneira significativa a partir de 72 h de exposi¢gdo. Em
estudos semelhantes, foi observado que o extrato etandlico de Annona squamosa L.
(Annonaceae) na menor concentracdo avaliada (7,5%) reduziu de maneira
significativa a viabilidade de lagartas de terceiro instar de P. xylostella apos 72 h de
exposicdo, sendo que em maiores concentracdes (15% e 30%) foi observada uma
reducdo na mortalidade dos individuos nos periodos de 48 e 72 h, respectivamente
(Laetemia e Isman 2004). Em estudo recente, foram observadas mortalidades de 30
(CLzs), 70 (CLso) e 90% (CLgo) em populacdes de lagartas de terceiro instar de A.
gemmatalis apos 72 h de exposicao (Fiaz et al. 2018). Os mesmos autores também
relataram alteragdes fisiologicas no intestino médio de lagartas de A. gemmatalis
expostas a diferentes concentragcdes da acetogenina isolada esquamocina. Os
autores observaram concentracdes significativas de vacuolos autofagicos no intestino

médio de lagartas de A. gemmatalis a partir da CLso testada, apos 72 h de exposicao,
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0 que justifica a bioatividade de derivados de Annonaceae em dosagens subletais
sobre insetos-praga (Fiaz et al. 2018).

Embora o efeito subletal seja pouco abordado, seu conhecimento é
fundamental devido suas possiveis consequéncias na resisténcia de insetos a
inseticidas, bem como na dinamica populacional dos insetos (Guedes et al. 2017;
Margus et al. 2019). Considerando-se que insetos-praga podem ser expostos a niveis
subletais em funcéo da degradacgédo do inseticida por fatores abidticos (luz solar, chuva
ou temperatura) (Desneux et al. 2015), o conhecimento da atividade subletal em
inseticidas derivados botanicos € de extrema importancia uma vez que eles séo
menos persistentes no ambiente em relacdo aos inseticidas sintéticos (Isman 2014).
Nossos resultados demonstram a promissora atividade do ESAM em concentracdes
nao letais, sugerindo a auséncia de atividade no comportamento alimentar, bem como
alta taxa de mortalidade larval (>90%), resultando possivelmente na reducédo da
progénie. Além disso, A. mucosa é comumente cultivada no Brasil, sendo configurada
como matéria-prima abundante e de facil acesso, o que torna viavel a producdo em
pequena e média escala suprindo um maior nimero de aplicacées e tentando manter

o equilibrio ecoldgico.
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Fig. 1. Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas
de Chrysodeixis includens mantidas em meio artificial
contendo o extrato etandlico de sementes de Annona
mucosa (ESAM) na concentracdo equivalente a CLso
(452,32 mg kg') previamente estimada.
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Fig. 2. Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier) de lagartas de
Anticarsia gemmatalis mantidas em meio artificial contendo o
extrato etanolico de sementes de Annona mucosa (ESAM) na
concentracéo equivalente a CLso (66,91 mg kg') previamente
estimada.
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Tabela 1. Viabilidade e duracdo da fase larval de C includens (CLso = 452,38) e A. gemmatalis (CLso
= 276,55) mantida em meio artificial com o extrato etandlico de sementes de Annona mucosa
(ESAM).

Tratamentos Chrysodeixis inclundens Anticarsia gemmatalis

Viabilidade (%) Duracéo (dias)! Viabilidade (%) Duracéo (dias)?
ESAM (=CLso) 0,00 £ 0,00* 0,00 = 0,00* 7,50+ 2,18 8,92 (9)
Controle (acet:agua) 93,33+ 0,57 14,60 £ 0,28 100,00 £0,00* 12,99 £0,10
F - - - -
df - - - -
Valor de p - - - -

1 N&o avaliados (variancia nula)
2 Dados nao analisados devido a pequena unidade amostral. O valor entre paréntesis representa o nimero de lagartas
sobreviventes nos referidos tratamentos.
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Tabela 2. Consumo (médias + EP) de lagartas de terceiro instar de

Chrysodeixis includens e Anticarsia gemmatalis apos 24 h de exposicdo ao

meio artificial tratado com o extrato etandlico de sementes de Annona mucosa

(ESAM).
Tratamentos Chrysodeixis includens Anticarsia gemmatalis
Consumo (g)"s Consumo (g)"s
ESAM (= CLso) 0,131 £ 0,007 0,103 £ 0,006
ESAM (= CLzs) 0,126 + 0,005 0,119 £+ 0,005
Controle (acet: agua) 0,137 + 0,004 0,117 £ 0,008
F 0,881 1,545
df 2,42 2,42
Valor de p 0,419 0,228

nsDiferenca néo significativa entre os tratamentos (GLM com distribuicdo Gaussiana, p<0,05)
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Tabela 3. Mortalidade (% + EP) de lagartas de Chrysodeixis includens (CLso = 452,38 mg L) e Anticarsia gemmatalis (CLso =
66,91 mg L) expostas a foliolos de soja tratados com a emulsédo aquosa do extrato etandlico de sementes de Annona mucosa

(ESAM preé-formulado), apés 72, 120 e 168 h de exposi¢do em teste de semi-campo.

Tratamentos Chrysodeixis includens Anticarsia gemmatalis
72"s 120¢ 168! 72" 120! 168!
ESAM (= CLso) 12,2+0,25 37,7+0,3la 44,2+0,34a 8,89+1,62 26,67+1,72a 38,89+0,34a
Controle (acet:agua (1:3, v/iv) 10,0+0,27 13,3+0,23b 12,2+0,14b 7,78+£1,18 4,44+1,28Db 556+154b
+ Tween 80®, 0,5 %))
F 0,322 " 35,58 64,28 0,102 35,71 47,87
df 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10 1,10
Valor de p 0,582 <0,001 <0,0001 0,756 <0,001 <0,0001

1 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencas significativas entre os tratamentos; (GLM com distribuicdo quase-binomial seguido por
teste post hoc de Tukey, p<0,05);
ns Diferenca néo significativa entre os tratamentos (GLM com distribuicdo quase-binomial, p<0,05);



Tabela 4. Desfolha (% * EP) ocasionada por lagartas de Chrysodeixis includens (CLso = 452,38 mg L) e Anticarsia gemmatalis

(CLso = 66,91 mg L) expostas a foliolos de soja tratados com a emulsdo aquosa do extrato etanélico de sementes de Annona

mucosa (ESAM pré-formulado), apds 72, 120 e 168 h de exposicdo em teste de semi-campo.

Tratamentos Chrysodeixis includens Anticarsia gemmatalis
72" 120! 168! 72ns 120! 168!
ESAM (= CLso) 0,13+0,03 0,74+0,10a 5,18+0,36a 1,72 £ 0,29 326+0,35a 7,11+0,26 a
Controle (acet:agua) (1:3, 0,17+0,04 1,79%+0,09b 9,82+0,20b 200+0,39 10,31+0,36b 18,07+0,39b
v/v) + Tween 80°, 0,5 %))
F 0,681 59,17 118,3 0,299 60,71 470,2
df 1,34 1,34 1,34 1,34 1,34 1,34
Valor de p 0,415 <0,0001 <0,0001 0,588 <0,0001 <0,0001

1 Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam diferencgas significativas entre os tratamentos (GLM com distribuicdo Gaussiana seguido por

teste post hoc de Tukey, p<0,05);
ns Diferenca néo significativa entre os tratamentos (GLM com distribuicdo Gaussiana, p<0,05);
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CONSIDERACOES FINAIS

A agricultura intensiva, associada ao uso abusivo de inseticidas sintéticos, tem
sido relacionada a sérios impactos ecolégicos. Nos ultimos anos, diversos estudos
foram conduzidos a fim de obter opcfes alternativas aos inseticidas sintéticos no
manejo sustentavel de pragas. Sendo assim, muitas espécies botanicas vém
demonstrado sua promissora atividade inseticida; podendo ser utilizadas por meio de
extratos brutos ou da extracao de seus compostos majoritarios para a confeccéo de
novos derivados inseticidas.

Provenientes da familia Annonaceae, os derivados das sementes de espécies
tropicais do género Annona séo considerados potenciais candidatos a producéo de
inseticidas botanicos a serem utilizados para protecéo de lavouras no Brasil e sua
bioatividade tem sido relatada em diversos estudos sobre diferentes insetos-praga na
dltima década. Em nosso estudo, o extrato etandlico de sementes de A. mucosa
(ESAM) apresentou promissora atividade inseticida letal sobre lagartas de C.
includens e A. gemmatalis, ocasionando mortalidade superior ao inseticida botéanico a
base de limondides Azamax® 1.2 E. C e semelhante ao inseticida comercial de origem
sintética a base de flubendiamida Belt® 480 SC em condicdes de laboratério e semi-
campo.

A atividade de acetogeninas em concentracdes néao letais vem sendo associada
a disturbios no intestino médio dos insetos expostos, afetando o transporte e absor¢ao
de nutrientes dos insetos expostos. Neste trabalho, ESAM em concentracao nao letal
afetou a viabilidade de lagartas de C. includens e A. gemmatalis expostas; no entanto,
nao apresentou efeito deterrente alimentar. Contudo, foi verificada a redugédo do
consumo de ambas as espécies apos 72 h de exposicao a foliolos de soja tratados,
sugerindo o efeito pos ingestdo do extrato.

A promissora bioatividade do ESAM demonstrada em nosso trabalho associada
a abundancia de matéria-prima e facilidade de obteng&o do extrato (maceragdo em
etanol) a baixo custo destacam o potencial de derivados da familia Annonaecea como
potencial ferramenta no manejo integrado de insetos-praga em pequena e média

escala.
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