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Efeito inseticida das fragdes hexanica, etérea e etandlica de Piper tuberculatum Jacq.
(Piperacea), sobre Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae).

Autora: Ruty de Sousa Melo
Orientagdo: Dr. Luiz Evaldo de Moura Padua
Co-orientacdo: Dr? Antdnia Maria das Gragas Lopes Citd

RESUMO GERAL - Na tentativa de se reduzir impactos ao meio ambiente causados por
produtos sintéticos, estudou-se o potencial inseticida de frutos verdes de Piper tuberculatum
fracionado em solventes de polaridade crescente. Foram eles: hexano, éter etilico e etanol a
70 %. Os extratos foram elaborados a partir da extracdo do fruto desidratado em cada
solvente. Destes, cinco doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg) foram adicionadas a
100 g de dieta artificial de Bowling e oferecidas a larvas de Spodoptera frugiperda. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis. A testemunha foi a dieta de Bowling sem extrato.
Cada tratamento foi composto por uma dose do extrato da semente ou da polpa, com cinco
repeticdes sendo quatro parcelas cada uma. Os resultados confirmaram o poder inseticida da
planta estudada, sendo que no extrato hexanico, tanto da semente quanto da polpa, as doses a
partir de 50 mg possuem efeito toxico letal sobre larvas de S. frugiperda; o extrato etéreo da
polpa provoca 100 % de morte dos insetos, em todas as doses estudadas e no extrato etéreo
das semente a dose que leva o inseto teste a morte é partir de 20 mg; o extrato etandlico da
polpa de P. tuberculatum provoca 100 % de mortalidade larval em S. frugiperda nas doses a
partir de 10 mg e o extrato etandlico das sementes provoca 0 mesmo percentual de

mortalidade larval nas doses a partir de 50 mg.

Palavras chave: planta inseticida, metaboélitos secundarios, extratos vegetais, pimenta-de-

macaco, lagarta militar.
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Insecticidal effect of hexane fractions, ether and ethanolic of Piper tuberculatum Jacq.
(Piperaceae), on Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae).

Escritor: Ruty de Sousa Melo
Guidance: Dr. Luiz de Moura Evaldo Padua

Co-supervisor: Dr? Antonia Maria das Gracas Lopes Cito

GENERAL ABSTRACT: In an attempt to reduce environmental impacts caused by
synthetic products the insecticidal potential of unripe fruits of Piper tuberculatum fractioned
in solvents of increasing polarity was studied. They were: hexane, ethyl ether and 70%
ethanol. The extracts were prepared from the extraction of dried fruit in each solvent. Of
these, five doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg and 250 mg) were added to Bowling’s
artificial diet and offered to larvae of Spodoptera frugiperda. The experimental delineation
used was entirely randomized and the treatments were analyzed through Kruskal-Wallis test.
The witness was Bowling’s diet without extract. Each treatment was composed of one dose
or pulp of seed extracts, with five replicates with four plots each. The results confirmed the
insecticidal power of the studied plant, and in the hexane extract of the seed as well as of the
pulp, the doses from 50 mg have lethal toxic effects on larvae of S. frugiperda; the ether
extract of the pulp causing 100% death of insects in all studied doses and in the ether extract
of the seeds which leads the insect to death starts from 20 mg, the ethanol extract of the pulp
of P. tuberculatum causing 100% larval mortality in S. frugiperda in doses from 10 mg; and
the ethanol extract of the seeds causes the same percentage of larval mortality in doses from

50 mg.

Keywords: insecticide plant, secondary metabolites, plant extracts, long pepper, fall army

worm.



12

1 INTRODUCAO GERAL

A agricultura tem sido muito bem-sucedida, satisfazendo uma demanda crescente de
alimentos. O rendimento de grdos basico aumentou, 0s precos cairam e a taxa de aumento da
producdo de alimentos excedeu em relacdo a populacdo nos ultimos anos. Esse impulso na
producdo se deu em funcdo de avancos cientificos e inovacdes tecnoldgicas, incluindo o uso
de inseticidas para o combate as diversas pragas que desafiam os produtores (GLIESSMAN,
2005). Esses inseticidas, embora usados com relativo sucesso, provocam graves problemas
que tem incentivado o desenvolvimento de alternativas ao seu uso (LOVATTO et al., 2004 ).
Dentre as alternativas de controle, todos os métodos e procedimentos, viaveis ecoldgica e
economicamente, que tornem a populacdo de insetos praga abaixo do nivel de dano
econbmico sdo aceitaveis. Esta metodologia se chama, segundo a FAO, Manejo Integrado de
Pragas (TORRES et al., 2006).

O controle de insetos passou por trés fases antes de chegar ao Manejo Integrado de
Pragas. Primeiro eram usados produtos naturais como caldas e férmulas como o uso de
tabaco, alho e outras plantas, mais tarde veio o uso de formula¢bes quimicas, os chamados
defensivos ou agroquimicos. A terceira fase foi denominada de fase da crise, onde se pode
perceber que 0s custos com agrotdxicos eram muito altos e as conseqiiéncias a salde muito
negativas (ZABIN et al., 2009).

Na tentativa de se reduzir impactos ao ambiente causados por produtos sintéticos, vém
crescendo o numero de pesquisas baseadas nas substancias toxicas existentes nas plantas que
tem potencial inseticida.

As plantas possuem suas proprias defesas, que as protegem de outras plantas, insetos,
bactérias, virus, fungos, nematdides, acaros, mamiferos e outros animais herbivoros. Estas
defesas sdo de natureza quimica e, normalmente, envolvem substancias do metabolismo
secundario, as quais podem ser chamadas de fitotoxinas ou aleloquimicos (PINTO et al.,
2002). Compostos fitotoxicos, tém a propriedade de interromper o pastejo, podendo o efeito
ser temporario ou permanente (GILARDON et al,. 2001). As fitotoxinas geralmente agem
sobre o sistema nervoso central dos insetos e sdo especificas para determinadas espécies. Os
componentes do metabolismo secundario das plantas aparentemente ndo apresentam funcéo
alguma, porém, alguns compostos quimicos deste metabolismo, as protegem por sua
capacidade de repelir e de intoxicar seus inimigos, tais como: terpenos (piretréides, 6leos

essenciais, limondides), fendis (acido caféico, isoflavonodides) e compostos nitrogenados
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(alcaloides, glicosidios cianogénicos, glucosinolatos, inibidores de protease) (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

A identificacdo e o isolamento de compostos vegetais com propriedade inseticida
representam alternativa promissora a incorporacdo de novas substancias ao manejo de pragas
(LANZNASTER et al., 2007).

Entre as plantas que apresentam potencial inseticida estdo as espécies da familia
Piperaceae. As espécies de Piperaceae encontram-se evolutivamente nas bases das
Angiospermae, no entanto, o papel dos metabdlitos secundarios no processo evolutivo de
Piperaceae € ainda muito pouco conhecido (KATO et al., 2004).

O género Piper se destaca dentro da familia por conter espécies que apresentam
metabolitos secundarios, como lignanas e amidas, usados na defesa contra a herbivoria. Duh
& Wu (1990), identificaram o alcaldide piplartina como um dos componentes de efeito toxico
de P. aborescens. Vérias lignanas, amidas de longa cadeia e ésteres graxos, foram isolados de
extratos de plantas do género Piper, substancias estas reconhecidas por sua acédo inseticida,
comparavel a de piretroides (BOLL et al., 1994 apud MIRANDA et al., 2002).

Trabalhos como os de Castro et al. (2008); Silva & Castro (2006) e Navickiene et al.
(2007) comprovaram o efeito inseticida da espécie Piper tuberculatum alcancando 6timos
indices de mortalidade quando trabalharam extratos aquosos e organicos, respectivamente,
destas em Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis.

Dentro deste contexto desenvolveu-se esta pesquisa com o objetivo de se estudar 0s
efeitos inseticidas dos extratos hexanicos, etéreos e etandlicos das sementes e polpa de P.
tuberculatum.

Este trabalho foi constituido por uma introducdo, revisao de literatura, trés capitulos
e um topico contendo consideraces finais.

No primeiro capitulo, foram estudados os efeitos inseticidas dos extratos hexanicos,
extratos de baixa polaridade, das sementes e polpa de P. tuberculatum sobre a biologia de S.
frugiperda. No segundo capitulo foram avaliados os efeitos inseticidas da fracdo etérea,
extrato de média polaridade, de P. tuberculatum sobre a biologia de S. frugiperda e no
terceiro capitulo, foram avaliados os efeitos inseticidas dos extratos etanolicos, extratos de
alta polaridades, de P. tuberculatum sobre S. frugiperda.

Os capitulos 1, 11 e 11l estdo apresentados na forma de artigos cientificos de acordo

com as normas da Revista Caatinga para posterior submisséo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracdes sobre o manejo de pragas na agricultura

Na agricultura o conceito de praga estid diretamente relacionado com os efeitos
econémicos produzidos, e é dado no sentido numérico, onde uma determinada populagéo de
insetos se evidencia com seus estragos, afetando a producdo. Assim, a presenca do inseto na
cultura ndo implica a presenca de praga, sendo que a populacdo entra como elemento unitario
na determinacdo do momento exato em que medidas devem ser adotadas para evitar prejuizos
econdmicos (BOARETTO & BRANDAO, 2000).

O combate as pragas € realizado, principalmente, mediante aplicacbes frequentes de
inseticidas quimicos, como método predominante para reduzir o risco de danos econémicos
em lavouras. (MOSCARDI & SOUZA, 2002).

Os agrotéxicos no Brasil tém trazido uma série de consequéncias tanto para o
ambiente como para a saude do trabalhador rural. Em geral, essas consequéncias sdo
condicionadas por fatores intrinsecamente relacionados, tais como o uso inadequado dessas
substancias, a falta de utilizacdo de equipamentos de protecdo, a precariedade dos
mecanismos de vigilancia e a alta toxicidade de certos produtos (OLIVEIRA-SILVA et al.,
2001). Mesmo quando utilizados de forma adequada, 0s agrotoxicos causam impacto
ambiental, muitas vezes bastante consideravel.

Aos poucos estd sendo mudado o conceito da producdo agricola. O consumidor tem
pedido produtos sadios, o agricultor pede mais seguranca e o ecologista demanda a protecao
do meio ambiente.

Dentro do contexto da procura de alternativas aos inseticidas quimicos é importante o
estabelecimento do Manejo Ecoldgico de Pragas.

O Manejo Ecologico de Pragas (MEP) é caracterizado pela acdo pro ativa do homem
em relacdo a espécie-praga, € o manejo de prevencdo da explosdo populacional de espécies-
chave no agroecossistema, aproveitando o maximo da biodiversidade (controle biol6gico)
com a tecnologia, usando o manejo de pragas em sitio especifico (agricultura de precisao)
(BRECHELT, 2004).
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2.2 Inseticidas naturais

Denominam-se inseticidas naturais os produtos derivados de plantas ou de partes de
plantas, podendo ser o proprio material vegetal ou partes dele, normalmente moido ate ser
reduzido a po, ou seus produtos derivados por extracdo aquosa ou com solventes organicos,
tais como &lcool, éter, acetona, cloroférmio dentre outros (AGUIAR-MENESES, 2005).

2.2.1 Consideragdes sobre o desenvolvimento da pesquisa com plantas

As primeiras descricdes sobre o estudo das plantas referem-se ao uso de plantas
medicinais e remontam as sagradas escrituras e ao Papiro de Ebers. Este documento foi
descoberto e publicado por Ebers, que o traduziu em 1890. O Papiro foi encontrado na casa
mortuaria de Ramsés 11, mas pertenceu possivelmente a XVIII dinastia. Descreve cerca de
100 doengas e um grande nimero de obras de natureza animal e vegetal, citando plantas
como: lirio, flor de lis, mirra e 6leo de ricino (GUEMEZ-SANDOVAL, 2009).

Antes da era Cristd (460-377 a. C.) Hipocrates defendia o uso das plantas como guia
na escolha de medicamentos (LOPES, 2009). Mas, somente Teofrasto (século 1V a. C.) foi
quem compds uma obra que tratava do surgimento das plantas (“Sobre a historia das plantas”
e “Sobre as causas das plantas”), o que ia contra 0s interesses da época, representados pela
identificacdo de espécies e seu uso na medicina e agricultura (SILVA, 2008).

Farmacéuticos e quimicos ja no século XIX se distinguem no isolamento de
constituintes ativos a partir de plantas ou de produtos vegetais. Nesta época foram descobertos
0 Opio e Serturner e em 1816 a morfina foi isolada. Pelletier e Caventou isolaram a estricnina,
em 1818 (DUARTE, 2005). Em 1828, a uréia foi sintetizada acidentalmente a partir do
cianeto de prata e cloreto de amonio e na metade do século XIX Hoff e Le Bel, isoladamente,
propuseram a estrututa tetraédrica do carbono, lancando as bases fundamentais da
estereoquimica. Lewis em 1916 prop0ds a ligacdo covalente, quando Vvérias estruturas ja eram
conhecidas. E nas décadas de 20 e 30 foram isoladas e identificadas varias substancias
esteroidais. Apds a Segunda Guerra, com a disponibilidade do carbono radioativo foi possivel
0 estudo da biossintese dos produtos naturais e foram elucidadas as primeiras etapas quimicas
da fotossintese, até entdo as vias biogenéticas eram de natureza especulativa. A introducéo
dos métodos espectroscdpicos e das diferentes modalidades de cromatografia na fitoquimica
alterou gradualmente os objetivos e a filosofia dos trabalhos de isolamento e de determinacgéo
estrutural de produtos naturais (PINTO et al., 2002).
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2.2.2 Acao dos inseticidas naturais

Os inseticidas naturais podem ter acdo toxica, repelente e ou antialimentar; podem agir
sobre Orgdos ou moléculas alvo e neste caso tem a capacidade de interferir nos processos
normais da ecdise, sendo denominados de reguladores de crescimento; ou podem interferir no
metabolismo respiratério das células, podem também inibir a maturacdo dos ovos; acdo por
contato ou ingestdo quando s@o absorvidos pelo tegumento dos insetos, pelas vias
respiratorias afetando o sistema nervoso central e causando a morte do inseto rapidamente
(KATHRINA & ANTONIO, 2004).

A extensdo dos efeitos e o tempo de acdo destes inseticidas sé&o dependentes da
dosagem utilizada, de maneira que a morte ocorre nas dosagens maiores e os efeitos menos

intensos e mais duradouros nas dosagens menores (ROEL, 2001).

2.2.3 Vantagens e desvantagens dos inseticidas naturais

Os derivados botanicos podem causar diversos efeitos sobre os insetos e apresentam
vantagens e desvantagens em relacdo aos sintéticos. Dentre as principais vantagens estdo o
fato de serem facilmente preparados a partir de restos de colheita ou de varias espécies
vegetais reconhecidamente eficientes, por meio artesanal, semiindustrial e industrial; sdo
facilmente biodegradados; contribuem para a seguranca alimentar; por conterem mais de um
principio ativo e pouca persisténcia, S0 mMenos Propensos a promover resisténcia ou
tolerdncia em pragas e patogenos. E dentre as desvantagens estd o fato de serem menos
eficientes que os produtos quimicos sintéticos; os resultados nem sempre sdo imediatos; em
geral, é necessario um maior nimero de aplicacdes; normalmente, ndo sdo encontrados nas

lojas agropecuarias e geralmente ha a necessidade de sinergistas (ESCALONA et al., 1998).

2.3 Metabolismo secundario das plantas

Os vegetais respondem a estimulos ambientais bastante variaveis, de natureza fisica,
quimica ou biologica. Fatores tais como fertilidade e tipo do solo, umidade, radiagdo solar,
vento, temperatura e poluicdo atmosférica, dentre outros, podem influenciar e alterar sua
composi¢do quimica. Além desses, ha interagdes e adaptacbes coevolutivas complexas, que se
produzem entre planta-planta, planta-animal e planta-microorganismos de um dado

ecossistema. Como exemplo, tem-se a interacdo inseto-planta que depende da presenca, no
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tempo certo e na quantidade apropriada, de determinados compostos volateis, responsaveis
por aromas caracteristicos. Essas substancias volateis, difundidas com facilidade a partir da
evaporacdo, constituem verdadeiro elo de comunicacdo entre a fonte produtora e 0 meio
ambiente (ALVES, 2001). Em diversas situacGes de estresses bidticos e abioticos, novas rotas
biossintéticas sdo iniciadas a partir de metabdlitos primarios, desencadeando a producédo de
substancias quimicas com grande variabilidade estrutural (ZHAOA et al., 2005).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos quimicos, 0s quais Sao
divididos em dois grupos, metabolitos primarios e secundarios. O metabolismo primario é
considerado como uma série de processos envolvidos na manutencdo fundamental da
sobrevivéncia e do desenvolvimento (DIXON, 2001). J& os metabdlitos secundarios estdo
relacionados com compostos especificos produzidos pelas plantas, ndo sendo cruciais do
ponto de vista da sobrevivéncia, mas sim de sua protecdo e é especifico a determinados
grupos de plantas. Alguns sO estdo presentes em determinadas espécies e cumprem uma
funcdo ecoldgica especifica, como por exemplo, atrair 0s insetos para transferir-lhes o pélen
OuU a animais para que estes possam consumir seus frutos e assim poder disseminar suas
sementes (VERPOORTE et al., 1999).

Além de poderem ser agentes alelopaticos (responsaveis por favorecer a competicao
com outras plantas), também podem ser sintetizados em resposta a dano em algum tecido da
planta, assim como protecdo para a luz UV e outros agentes fisicos agressivos. Os metabolitos
secundarios tém a caracteristica de se acumularem em 6rgdos especificos ou em certas fases
do desenvolvimento e representam menos de um por cento do total da massa seca (RIGOTTI,
2009).

Metabdlitos secundarios produzidos e libertados por plantas, bactérias e fungos estdo
envolvidos numa variedade de processos ecoldgicos, nomeadamente como semioquimicos e
alelopatinos. Adicionalmente, e para além das suas possiveis fun¢bes ecoldgicas, muitos dos
metabolitos secundarios sdo fitotdxicos, constituindo uma fonte relativamente inexplorada de
novos herbicidas (DIAS & DIAS, 2010).

Os metabolitos primérios sdo os aminodcidos, nucleotideos, os agucares e os acil
lipideos que se inter-relacionam com os metabdlitos secundarios (Figura 1). Os principais
grupos de metabolitos secundarios sdo: terpenos, compostos nitrogenados e 0s compostos
fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2004).



18

co?

v Fotosssintese

METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO
Eritrose-4-fosfato

; 3-Fosoglicerato
Fosfoenolpiruvato Piruvato (3-PGA)

A
Ciclo do acido | 4 Acetil CoA
Ticarboxilico
v A v
Aminoacidos v v 4 o
Rota do Acido Alifaticos . -
Chiquimico Rota do Acido l Rota do Acido Rota do
Mevalonico | Malénico MEP
v
Aminoacidos
aromaticos v

Produtos secundarios
nitrogenados

v v
vy

» | Compostos Terpenos
» | Fendlicos )

FIGURA 1. Principais rotas de biossintese dos metabdlitos secundarios nas plantas e suas
inter-relagcbes com o metabolismo primario (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Elicitores bidticos sdo compostos que induzem respostas de defesa em células vegetais
contra infecgbes microbianas, em particular a produgdo de fitoalexinas. Fitoalexinas sé&o
compostos com atividade antibiotica, de baixo peso molecular, formados e acumulados em
células vegetais em resposta as infeccdes por microrganismos. Elicitores de natureza abiotica
também tém sido observados. Em geral, a elicitacdo de uma cultura celular resulta na sintese
de um novo composto que algumas vezes ndo é encontrado na planta intacta (MARASCHIN
& VERPOORTE, 2005).

2.3.1 Terpenos

Os terpenos séo constituidos de unidades pentacarbonadas derivadas do isopreno (Cs).
Tipicamente as estruturas contém esqueletos representados por (Cs) e séo classificados como
hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cyp), sesquiterpenos (Cys), diterpenos (Cyo), sesquiterpenos
(Czs), triterpenos (Czp) e tetraterpenos (Cso). Alguns tém agdo no crescimento e
desenvolvimento vegetal, mas a maioria deles esta relacionado a defesa vegetal. Pode-se citar
como terpenos as fitoecdisonas, que evitam o desenvolvimento de insetos; outros compostos
sdo os limonoides, como é o caso da azadiractina; os 6leos essenciais como do hortela-
pimenta e do limdo, que conferem sabor amargo as frutas citricas e os piretréides muito
utilizados nos inseticidas comerciais (TAIZ & ZEIGER, 2004).
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As Saponinas tém acdo detergente e emulsificante. Acredita-se que tem a capacidade
de desorganizar membranas celulares ap6s entrar na corrente sanguinea (a¢do hemolitica) e
tem a propriedade de complexacdo com esteroides, razdo pela qual frequentemente
apresentam acdo antiftingica (SIMOES et al., 2000).

Outro tipo de terpeno sdo os glicosideos cardioativos que tem poder de acarretar
disfuncdo celular, interferindo na regulagdo da bomba soédio-potéssio, resultando na
diminuicdo da freqléncia cardiaca e aumento na intensidade na forca de contracdo do
miocardio, além de sintomas gastrointestinais como: nauseas, vomitos, dores abdominais,
diarréia e anorexia. A overdose pode levar a paradas cardiacas e morte. Os insetos podem ser
repelidos por esta substancia devido a seu sabor amargo (VICKERY & VICKERY, 1981).

2.3.2 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos presentes nas plantas possuem diferentes efeitos sobre os
herbivoros. A ativacdo desses compostos ocorre por oxidacdo. Esses compostos sao
deterrentes de consumo foliar, inibidores da digestdo e formadores de radicais livres. O efeito
deterrente esta relacionado a sensacdo adstringente, decorrente da capacidade dos compostos
fendlicos em precipitar proteinas. A inibicdo da digestdo pode ocorrer devido a formacdo de
pontes de hidrogénio, ou ainda pela formacdo de ligacdes covalentes, com proteinas e enzimas
digestivas. Entretanto, as condicdes alcalinas do trato digestivo (pH > 9), também podem
inibir a formacdo das pontes de hidrogénio, tornando esse efeito menos provavel de ocorrer
em insetos (APPEL, 1993). Radicais de hidroxila formados durante a oxidagdo dos compostos
fendlicos possuem acdo toxica, pois sdo responsaveis pela ruptura da integridade da
membrana e por distrbios de metabolismo no epitélio intestinal. Em lagartas, as ligacGes
covalentes do acido clorogénico com proteinas monoméricas inibem a absorcdo de
aminoacidos (FELTON et al., 1989; FELTON & DUFFEY, 1991).

Sado exemplos de compostos fendlicos o acido caféico e ferdlico, que impedem a
germinacdo e crescimento de plantas quando encontrados no solo; &cido salicilico que confere
resisténcia sistémica a patdgenos vegetais; isoflavondides que agem como fitoalexinas
sintetizadas em resposta a infec¢Ges por fungos e bactérias; outros importantes compostos
fendlicos séo os taninos que inibem o ataque de herbivoros devido sua adstringéncia (TAIZ &
ZEIGER, 2004).

A lignina é um polimero de compostos fendlicos aromaticos que pode ser formado em

resposta a ferimentos e ao ataque de patdgenos. Ha4 uma forte evidéncia de que a lignificacao
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€ um importante mecanismo na resisténcia a doengas. Tem sido observado o aumento dos
niveis da lignina em muitas espécies de plantas, a partir de infecgdes causadas por organismos

patogénicos, tais como, fungos, bactérias, virus e nematddeos (STICHER et al., 1997).

2.3.3 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados podem apresentar acdo toxica ou deterrente. Os principais
na defesa vegetal sdo: os glucosideos cianogénicos (decompBem-se rapidamente quando a
planta é lesada, liberando o &cido cianidrico (HCN). Sua presenca inibe a alimentacdo de
insetos e de outros herbivoros, tais como lesmas e caracois); os alcaléides (devido a sua
toxicidade geral e a capacidade de deterréncia. Entre os alcaldides mais conhecidos tem-se:
nicotina, atropina, cocaina, codeina, morfina e estricnina); glucosinolatos (liberam os
compostos responsaveis pelo odor e pelo paladar caracteristico de vegetais como repolho,
brdcolis e rabanete) e aminoacidos ndo-protéicos (exercem sua toxicidade de varias maneiras.
Alguns blogueiam a sintese ou a absor¢do de aminoacidos protéicos; outros podem ser
erroneamente incorporados as proteinas levando a producdo de enzima ndo-funcional)
(YAMADA, 2004).

2.4 Elaboracéo de extratos vegetais com solventes organicos

Os estudos fitoquimicos se iniciam pela pesquisa da espécie alvo, incluindo o
levantamento em literatura cientifica, pesquisa etnobotanica e observacdo do uso popular,
seguidos das etapas de isolamento, elucidacdo estrutural e identificacdo dos constituintes mais
importantes do vegetal, os metabolitos secundarios (TOLEDO et al., 2003)

Um fator importante é o que se refere as condi¢Bes da planta como a idade, tipo de
tecido a ser coletado, estadio de desenvolvimento, as circunstancias ambientais e o tempo de
colheita. O processamento deve ser imediato a colheita para que as substancias ndo se percam
(KOOY et al., 2009).

O passo seguinte para a obtencdo de um extrato vegetal é a trituragdo ou maceragéo da
planta, seguido da escolha do solvente mais adequado para isolar seus constituintes quimicos.

Solventes organicos sdo substancias obtidas a partir do refino do petréleo cru
(constituido por hidrocarbonetos, enxofre, oxigénio, compostos nitrogenados e tragos de
metais). Sdo produtos quimicos liquidos a base de carbono, compostos de diversas estruturas

quimicas, utilizados para dissolver outras substancias organicas (DIARMID & AGNEW,
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1995). De um modo geral, s&o substancias organicas de baixa toxicidade para o ser humano
(ALI, 1995).

Cada solvente tem um perfil diferente de compostos que sdo extraidos e ndo existem
solventes de extracdo universal. Por isso € importante a escolha certa do solvente
(VERPOORTE et al., 2008).

Apo0s a escolha do solvente, o material vegetal deve ser submetido a um processo de
particdo liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes, como hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol, visando uma semi-purificacdo das substancias
através de suas polaridades (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998). Pequenas diferencas na
polaridade ja condicionam a grandes diferencas nos metabdlitos secundarios extraidos
(VERPOORTE et al, 2008). A figura 2 ilustra os procedimentos descritos e indica as
provaveis classes de compostos separados (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

PLANTA I
e—c

Maceragao com MeOH (cerca de 10 dias)
Evaporagao de solvente
- N H = hexano
EXTRATO METANOLICO BRUTO DCM = diclorometano
AE = acetato de etila
Suspensao em H,0 B = butanol

Partigao sucessiva

B
N "EXTHATO L)El

EXTRATO DE
HEXANO

BUTANOL

EXTRATO DE EXTRATO DE
DICLOROMETANO ACETATO ETILA

esterdides flavonsides gli
cosilados
terpenos taninos
saponinas
acetofenonas carboidratos

lignanas flavondides
flavondides metoxilados taninos
sesquiterpenos xantonas

lactonas acidos triterpénicos
triterpenos saponinas
cumarinas compostos fendlicos
em geral

FIGURA 2. Esquema geral de particdo e separacdo provavel dos principais metabolitos
secundarios presentes em plantas (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Para identificar os principios ativos, 0s extratos semi-puros devem passar por ensaios

biologicos e aquele que apresentar efeito de interesse, deverd ser submetido aos
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procedimentos cromatogréficos para o isolamento e a purificagdo dos compostos. E assim
serdo novamente avaliados (SAITO et al., 2006).

2.5 A familia Piperaceae e o0 género Piper

P. tuberculatum Jacq., pertence a familia Piperaceae, género Piper que estdo descritas
a sequir:

A familia Piperaceae contém 12 géneros e 1.400 espécies, sendo 700 pertencentes ao
género Piper distribuidas em todas as regiGes tropicais, com 170 espécies no Brasil
(FACUNDO et al., 2008 a).

As plantas pertencentes a esta familia sdo ervas eretas ou escandentes, subarbustos,
arbustos ou pequenas arvores, terrestres ou epifitas. Folhas estipuladas, alternas, opostas ou
verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de consisténcia e formas das mais diversas,
tricomas muito variados, geralmente dotadas de glandulas translucidas. Flores aclamideas,
diminutas, monoclinas ou diclinas, protegidas por bractedlas pediceladas ou sésseis,
sacadogaleadas ou peltadas, dispostas esparsas ou congestas em espigas, formando umbelas
ou ndo, ou dispostas em racemos, axilares ou terminais, opostos ou ndo as folhas. Estames 2-
6, livres ou adnatos as paredes do ovario; anteras rimosas, bitecas ou unitecas. Ovario
stpero, séssil, geralmente imerso na raque, ou pedicelado, unilocular, uniovulado; 6vulo
basal, ort6tropo; estilete presente ou ausente, 1-4 estigmas variaveis na forma. O fruto é uma
drupa, séssil ou pedicelado. Endosperma escasso, apresentando perisperma e embrido
minimo (GUIMARAES & GIORDANO, 2004).

As espécies de Piperaceae foram investigadas extensivamente como uma fonte de
metabolitos secundarios. Estudos quimicos realizados nas espécies brasileiras revelaram a
ocorréncia dos pironas, lignoides e de chromenos além das varias amidas que mostraram que
plantas desta familia podem ser poderosas quanto & agdo insecticida e fungicida. Os
componentes temporarios das partes aéreas de espécies de Piperaceae foram sujeitados a um
numero de investigacOes e sdo misturas variaveis com predominancia dos monoterpenes e
sesquiterpenes embora os diterpenes e os fenilpropandides igualmente foram detectados
(NAVICKIENE et al., 2006).

Luize et al. (2005), citam que dentre os metabdlitos secundarios estdo 0s que

conferem efeitos anti Tripanossoma cruzi e antileishmanial.
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Cinco géneros da familia Piperaceae estdo presentes no Brasil: Ottonia Spreng., Piper
L., Peperomia Ruiz & Paiva, Pothomorphe Mig. e Sarcorhachis Trel (GUIMARAES &
GIORDANO, 2004).

Araujo Janior et al. (1996), relata que no género Piper, um dos maiores géneros da
familia Piperaceae, as amidas compreendem o maior grupo de substancias consideradas
importantes pelos autores, sem descartar a presenca de algumas aristolactamas, substancias
vastamente distribuidas entre a familia Aristolochiaceae.

As espécies P. aduncum, P. amalago, P. vicosanum, P. submarginalum, P. hispidum e
Pothomorphe umbellata foram analisadas para identificacdo dos éleos volateis sendo que se
atingiram valores superiores a 80% de identificacdo. Houve predominancia de compostos de
natureza sesquiterpénica nas composicGes quimicas das espécies analisadas, com excecao de
P. hispidum, P. submarginalum e P. vicosanum onde a predominancia na composicédo foi de
monoterpenos. Dentre 0s compostos majoritarios, os mais frequentes, nas nove espécies
estudadas, foram B-pineno (9/9) e espatulenol (9/9) seguidos por E-cariofileno (8/9), 6xido de
cariofileno (8/9), a-pineno (7/9), germacreno D (7/9) e limoneno (6/9). As variagdes
observadas na composicdo dos compostos terpénicos, presentes nos Oleos volateis das
espécies de Piperaceae foram atribuidas a fatores edafo-climéaticos (MESQUITA et al., 2005).

Experimentos visando determinar a atividade inseticida da piperina, cinamoil amida e
tetraidropiperina, extraidas de frutos secos de P. nigrum, em adultos de Lucilia cuprina e
Musca domestica foram realizados. Solugfes das substancias foram aplicadas topicamente na
regido torcica das moscas e a toxicidade foi determinada em 24 e 48 horas apds o tratamento.
A tetraidropiperina foi a Unica substancia que demonstrou atividade inseticida em ambas as
espécies. As DLsy para L. cuprina e M. domestica foram 16,25 ¢ 7,65 ug/ mosca,
respectivamente, em 24 horas apds o tratamento. Foram observados resultados semelhantes 48
horas ap6s o tratamento, sendo as DLsy de 18,03 e 6,57 pug/ mosca, respectivamente. Machos
de L. cuprina foram mais resistentes a tetraidropiperina que fémeas. Porém, fémeas de M.
domestica se mostraram mais resistentes ao inseticida que machos (BARBIERI JUNIOR et
al., 2007).

Estudos realizados por Silva et al. (2007 b) com a espécie P. aduncum L. sobre
Aetalion sp. (Hemiptera: Aetalionidae), praga de importancia econdmica no Amazonas,
concluiram que, tanto o extrato aquoso, nas concentracdes de 10, 20 e 30 mg. mL-1, de raizes
como o de folhas de P. aduncum, apresentaram atividade inseticida sobre adultos de Aetalion
sp. O extrato de folhas de P. aduncum apresentou menor toxicidade (CLsp = 20,9 mg. mL-1)

do que o extrato de raizes (CLso = 20,2 mg. mL-1), mas ndo foram estatisticamente distintos.
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Os autores atribuem a mortalidade dos insetos a presenca do fenilpropanoide dilapiol ja
encontrado nessa planta o qual possui atividade inseticida.

O extrato das folhas e raizes de P. aduncum também apresentaram atividade inseticida
sobre Aetalion sp. (FACUNDO et al., 2008 a).

Oleos essenciais nas concentracdes, em ulL/ L de P. aduncum (20,0; 36,0; 44,0; 52,0;
68,0; 84,0; 100,0) e P. hispidinervum (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,6; 1,0) foram testados quanto a
toxicidade sobre adultos de Zabrotis subfasciatus (Boh). Os valores de CLsy estimados para
0s Gleos de P. aduncum e P. hispidinervum foram de 101,35 ¢ 0,62 ul / L, respectivamente. P.
hispidinervum foi 163,46 vezes mais toxico, em relacdo a P. aduncum. (GUSMAO et al.,
2009). Tais resultados foram atribuidos ao 6leo de P.aduncum por este ter como compostos
majoritarios dilapiol (73,97 %), safrol (3,92 %) e sarisan (2,84 %). Quanto a P.
hispidinervum, a analise cromatografica apontou o safrol como componente majoritario, com
94,72 % (ESTRELA et al., 2006 apud GUSMAO et al., 2009).

Fazolin et al. (2005), avaliaram o efeito da aplicagdo de contato tdpica, do Oleo
essencial de P. aduncum, e da acdo por contato com superficie contaminada (papel-filtro) de
diferentes concentracdes do 6leo, por meio da mortalidade e consumo foliar de Cerotoma
tingomarianus. Foi verificado que a toxicidade do 6leo de P. aduncum para o inseto foi alta,
considerada a CLsp = 0,06 mL de 6leo/ cm? e DLs; = 0,002 mL de dleo/ mg de C.
tingomarianus. A mortalidade alcangou praticamente 100% nas concentracdes de 1% do Gleo
na avaliacdo por contato (papel-filtro) e de 5 % a 30 % nas concentracGes aplicadas
topicamente. Os resultados também apontaram para a reducéo significativa do consumo foliar
dos insetos nas concentracdes de 2,5 % e 5 %, além da reducdo do TLsy em funcdo do
aumento das concentragfes. O 6leo de P. aduncum apresentou neste experimento efeito
inseticida para C. tingomarianus na concentracdo de 0,04 % por contato, provocando ainda
distarbios fisiologicos pela acdo da aplicacao topica em concentracfes superiores a 2,5 %.

Ligndides encontrados na espécie Piper solmsianum, foram estudados quanto ao seu
esqueleto quimico e foi verificado que apresentam atividades de inibicdo do crescimento e
desenvolvimento de Chrysomya megacephala (mosca varejeira), assim como a toxicidade e a
atividade que afeta o apetite dos insetos. A lignana grandisina, principal metabolito
secundario das folhas de P. solmsianum, com o tipo 8.8 de esqueleto quimico apresentou
inibicdo do crescimento reduzindo a viabilidade de ovos, larvas e adultos, alterou o
desenvolvimento p6s-embrionario em todas as fases do ciclo de vida e mostrou efeito ovicida
e larvicida sobre estes insetos. Esta substancia causou reducdo no peso larval e redugdo do
tamanho das moscas adultas (CABRAL et al., 2007).
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Lima et al. (2009) estudando a atividade inseticida de P. hispidinervum sobre S.
frugiperda constataram que esta planta causa reducdo alimentar e mortalidade, sendo o safrol
(82 %) seu constituinte majoritario. Verificaram mortalidade no teste de ingestdo em lagartas
de 1° instar com CLsp = 16,2 mg/ mL e para lagartas de 3° instar a CLso = 9,4 mg/ mL com
reducdo alimentar CLso = 0,72 mg/ mL; e de toxicidade aguda no teste de contato topico com
DLso = 277,91 ng/ lagarta, apos o intervalo de tempo de 96 horas, sendo também observados
sintomas de neurotoxicidade, como o efeito knock-down.

O exemplar de P. callosum estudado por Andrade et al. (2007), apresentou alto teor
de safrol (78 %) nas folhas e galhos finos. Os mesmo autores relatam que as duas maiores
aplicacGes para o safrol natural é a sua conversdo quimica em piperonal e butoxido de
piperonila. Estudaram ainda neste experimento a toxicidade de extratos de P. callosum
através do bioensaio com Artemia salina (larvas de camardo), sendo que um valor de CLsg
abaixo de 1000 pg. mL-L é considerado como bioativo. O 6leo essencial apresentou CLsg <
1000 pg. mL-L, podendo ent&o ser considerado toxico.

Extratos de Azadirachta indica, Piper nigrum, Camellia sinensis, Anthemis nobilis e
Croton tiglium foram avaliados em ensaio de toxicidade a Callosobruchus maculatus nos
tempos de exposicdo de 5, 10, 15, 20 e 25 min. A. indica e P. nigrum foram os mais eficientes
e embora ndo tenham diferido, entre si, evidenciaram que P. nigrum se sobressaiu aos demais
extratos, pois sua acao foi de total eficiéncia (100 %) a partir dos 10 min de exposi¢do. A
principal causa das altas mortalidades de C. maculatus com extrato de P. nigrum € a
“piperina”, principal componente dessa planta. Os frutos desta piperacea tém acdo toxica
comprovada sobre muitas espécies de insetos praga de sementes e grdos armazenados
(ALMEIDA et al., 2004).

Atividade larvicida contra o Aedes aegypti, foi evidenciada no éleo essencial de quatro
espécies de Piper da regido Amazbnica, P. gaudichaudianum, P. permucronatum, P.
humaytanum e P. hostmanianum (MORAES et al., 2007 apud FACUNDO et al., 2008b).

2.6. Piper tuberculatum Jacq. var. tuberculatum

Plantamed (2009) lista uma série de espécies do género Piper e dentre elas as
variedades de P. tuberculatum:
P. tuberculatum Jacq., 1792;
P. tuberculatum var. alleni Trel., 1940;

P. tuberculatum var. cangrejalense Trel., 1940;
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P. tuberculatum var. majus C. DC., 1869;

P. tuberculatum var. minus C. DC., 1869;

P. tuberculatum var. obtusifolium C. DC., 1894;

P. tuberculatum var. rigido-membranaceum C. DC., 1869;
P. tuberculatum var. scandens Trel. & Yunck., 1950;

P. tuberculatum var. tuberculatum.

A pimenta-de-macaco (P. tuberculatum) é distribuida no Continente Americano e
Antilhas. No Brasil é encontrada nos estados do Amazonas, Para, Maranhdo, Piaui, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes aproximadas a 550
m, em encosta Gmida, em capoeiras e em locais brejosos (GUIMARAES & GIORDANO,
2004).

No Ceara é conhecida como pimenta-de-macaco ou pimenta-longa, considerada planta
medicinal com atividade analgésica, sedativa e também como antiofidica (LANZNASTER et
al., 2007).

Séo arbustos com 2,0 a 2,5 m de altura; ramos pubérulos. Folhas com bainha alada;
peciolo 0,5 a 1,0 cm de comprimento; pubérulo; lamina oblongo-eliptica ou ovado-eliptica,
8,0 a 12,5 x 4,0 a 6,0 cm, base assimétrica, apice agudo, papiraceo-membranécea, brilhante
(Figura 3), glabra na face adaxial, pubérula nas nervuras na face abaxial; nervuras ascendentes
em namero de 8 a 10 pares, peninérveas, dispostas até o apice da lamina. Espigas eretas, com
4,0 a 7,0 cm de comprimento (Figura 4); pedunculo com 1,0 a 1,5 cm comprimento;
bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente franjadas. Estames 4. Drupa tetragonal,
ovada ou subobovada, lateralmente comprimida, glabra, 3 estigmas sésseis (GUIMARAES &
GIORDANO, 2004).
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MELO, R. S. (2009)

FIGURA 3. Piper tuberculatum
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MELO, R. S. (2009)

FIGURA 4. Fruto de Piper tuberculatum

A relacdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais extraidos dos talos finos e
frutos de P. tuberculatum, suas quantidades relativas e respectivos indices de retencdo (IR)
estdo representados na Tabela 1 (FACUNDO et al., 2008 b).



TABELA 1. Composi¢do quimica (%) dos talos finos e frutos de Piper

tuberculatum.

P. tuberculatum

Componentes (IR) Talos finos Frutos
a-pineno 930 4,4 4,9
canfeno 949 - 0,5
verbeneno 961 0,1 0,2
sabineno 969 3,3 4,7
B-pineno 975 0,1 0,1
a-felandreno 1003 - -
p-cimeno 1025 - -
limoneno 1028 2,6 3,6
canfonelal 1123 15 0,6
trans-pinocarveol 1140 1,7 0,9
pinocarvona 1158 0,2 0,2
mirtenal 1190 0,5 1,7
mirtenol 1194 0,2 1,3
verbenona 1200 0,6 0,5
carvona 1250 - 0,2
Monoterpenos [ 15,2 19,4
a-cubebeno 1354 0,5 0,6
o-copaeno 1380 2,1 4,4
-borboneno 1388 0,7 2,8
B-elemeno 1395 6,0 10,0
(E)-cariofileno 1415 17,7 12,3
y-elemeno 1430 0,5 -
aromadendreno 1437 0,3 0,1
a-humuleno 1450 1,3 0,3
allo-aromadendreno 1457 - 1,1
germacreno-D 1483 - 0,3
B-selineno 1490 0,7 -
o-muuroleno 1503 0,6 0,7
B-bisaboleno 1513 15 0,9
cis-calameneno 1523 0,5 -
5- cadineno 1530 - 1,7
elemicina 1557 - -
trans-nerolidol 1567 4,3 3,9
spatchulenol 1580 - 53
6xido de cariofileno 1584 32,1 26,6
6xido de humuleno 1610 3,9 -
dilapiol 1621 -
a-muurolol 1644 4.8
apiol 1678 - -
Sesquiterpenos - 77,5 71,0
Fenilpropandides - -
Total - 92,7 90,4

Facundo et al. (2008 b).
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Foram identificados 92,7 % dos constituintes quimicos detectados no éleo essencial

dos talos finos de P. tuberculatum, dos quais 15,2% sdo monoterpenos e 77,5 % sao
sesquiterpenos. Os constituintes majoritarios foram o 6xido de cariofileno 32,1 % e o (E)-
cariofileno 17,7 %. Do 6leo essencial dos frutos foram identificados 90,4 % dos constituintes,
sendo 19,4 % de monoterpenos e 71,0 % de sesquiterpenos e 0s constituintes majoritarios
foram (E)-cariofileno com 12,3 % e o 6xido de cariofileno 26,6 %. Do extrato etandlico dos
frutos de P. tuberculatum foram obtidos e identificados dois esterdides, o B-sitosterol e o
stigmasterol, em mistura, duas amidas, a piplartina e a dihidropiplartina, e um derivado do
acido cinamico, o acido 3,4,5-trimetoxi-dihidrocinamico (FACUNDO et al., 2008 b).
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Estudos fitoquimicos com folhas, sementes, talos e raizes de P. tuberculatum
realizados nos estados do Amazonas, Ceara, Paraiba e Sdo Paulo, revelaram a presenca de 15
amidas (piplartina, dihidropiplartina, piplartina-dimerica A, pelitorina, piperlonguminina,
dihidropiperlonguminina, piperina, dihidropiperina, piperina S, piperdardina, piperidina-
2E,4E-decadienamida, piperetina, N-(12,13,14-trimetoxidihidrocinnamoil)-delta(3)-
piperidin-2-ona, cis-piplartina, fagaramida), uma aristolactama (cefaranona B), e trés
derivados do acido cinamico (&cido 3,4,5-trimetoxicinamico, 6,7,8-trimetoxidihidrocinamato
de metila e trans-6,7,8-trimetoxicinamato de metila) (BRAZ-FILHO et al., 1981; ARAUJO-
JUNIOR et al.,1996; ARAUJO-JUNIOR et al., 1999; NAVICKIENE et al., 2000; CUNHA &
CHAVES, 2001; SILVA et al., 2002; CHAVES et al., 2003; MIRANDA et al., 2003 apud
FACUNDO et al., 2008 b).

A piperina e a piplartina apresentam efeito antichagésico, quando extraidas em etanol
(SILVA et al., 2007 a) sendo que a piplartina também apresenta efeito antinoceptivo em
camundongos (LANZNASTER et al., 2007) e atividade antiglicemiante que foi identificada
por Paynter & Davidson (1995), quando estudaram o extrato metanolico das folhas.

Além de serem muito citados por suas diversas utilidades na farmécia as espécies de
Piper também possuem efeito toxico a insetos.

Estudo objetivando avaliar o potencial inseticida do extrato de P. tuberculatum sobre o
curugueré-do-algodoeiro, Alabama argillacea foi realizado por Miranda et al. (2002). Foram
feitas aplicacdes topicas do extrato de P. tuberculatum no térax de lagartas de terceiro instar,
usando-se microaplicador com seringa calibrada para a liberacdo de 2 mL de solugdo. Tendo
sido avaliada a mortalidade larval em 24, 48 e 72 horas apds a aplicacdo. Os resultados
demonstraram que em 72 horas ap6s a aplicacdo a DLs, correspondente foi 219 mg de extrato
por inseto e confirmaram o potencial inseticida do extrato sobre o curuqueré-do-algodoeiro
(MIRANDA et al., 2002).

No Estado do Amazonas uma pesquisa estudou atividade inseticida de 56 espécies de
direfentes familias distribuidas na regido. Delas 28 familias, tais como: Anacardiaceae,
Apocynaceae, Asteraceae, Clusiaceae, Bignoniadeae e Piperaceae. De Piperaceae 10 espécies do
género Piper foram analisadas quanto sua toxicidade. Das espécies foram preparados extratos
aquosos, etandlicos e metanolicos e testados sobre larvas de A. aegypti. Os extratos metandlicos
das folhas, frutos e talos de P. tuberculatum foram altamente letais a espécie estudada,
matando 100% das larvas de A. aegypti e teve sua atividade estatisticamente igual a apenas
sete outras das espécies avaliadas. A toxicidade foi atribuida pelos autores a presenca do
dilapiol (POHLIT et al., 2004).
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Navickiene et al. (2007) afirmaram que a toxicidade de P. tuberculatum é devida a
presenca da amida isobutilica 4,5-diidropiperlonguminina. Estes autores desenvolveram
estudos da atividade inseticida dessa amida 4,5-diidropiperlonguminina em Diatraea
saccharalis. Foram usadas sementes de P. tuberculatum, e delas as substancias foram
extraidas (2x) em diclorometano: metanol (2:1). O extrato bruto foi submetido a
cromatografia em coluna (CC) de silica gel utilizando-se hexano: acetato de etila em
gradiente de polaridade, fornecendo a fracdo 13, que, apds lavagem em triclorometano, levou
ao isolamento da amida. A andlise realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) dos extratos obtidos das diversas partes da planta (sementes, folhas e caules) e
também das plantulas cultivadas in vitro (folhas, caules e raizes) permitiu constatar que a
amida estava presente em todos os tecidos, tanto nas cultivadas in vivo quanto nas in vitro. A
amida foi avaliada em diferentes concentragcdes nos insetos. Foram aplicadas gotas de 1 mL
de solucéo por larva, nas concentracdes 0,0; 0,02 mg; 0,04 mg; 0,06 mg; 0,08 mg; 0,10 mg e
0,12 mg do ingrediente ativo por mL do solvente (metanol). O valor de DLsg ficou entre as
doses maiores que 0,08 mg e menores que 0,10 mg i. a./ inseto. Concluiram neste trabalho
gue a substancia apresenta grande potencial inseticida.

A atividade inseticida das piperamidas isoladas de P. tuberculatum foi estudada
também em bioensaio como 0 mosquito Aedes atropalpus L. e foi comprovada a toxicidade
ao inseto (SCOTT et al., 2002).

O extrato etanolico, diluido em agua e Tween, de P. tuberculatum foi avaliado por
Sallet et al. (2008) e foi verificado elevado efeito tdxico em adultos de Acanthoscelides
obtectus causando mortalidade de 100 % dos insetos que tiveram contato com papel
contaminado pela solugdo. A planta teve seu efeito comparado a Momordica charantia,
Solanum rugosus e Syszygium malaccensis, sendo que neste experimento foi a mais toxica a
A. obtectus.

Em outro ensaio, extratos dos frutos fresco e desidratados de P. tuberculatum foram
testados quanto a toxicidade sobre S. frugiperda. O bioensaio foi realizado utilizando
diferentes concentragOes dos extratos aquosos (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 %) que
foram oferecidas as lagartas na forma de folhas previamente tratadas. Os dois extratos
apresentaram toxicidades similares e provocaram elevados percentuais de mortalidade em
todas as concentragdes, reduziram o consumo, nas concentragdes a partir de 30 % e
prolongaram o periodo larval dos insetos, nas concentracGes a partir de 20 % (CASTRO et
al., 2008).
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A pimenta-de-macaco por ser uma planta adaptada as condicdes brasileiras e por ter
abundante producdo de folhas e frutos possibilita seu estudo nos diversos seguimentos da
ciéncia. Assim, pode ser fonte de renda alternativa para produtores rurais se requerida sua

demanda pela industria.

2.7 Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

2.7.1 Biologia de S. frugiperda

A lagarta-do-cartucho (S. frugiperda) também conhecida como lagarta-militar é uma
das principais pragas da cultura do milho. Tem uma grande oferta de hospedeiros em virtude
da sucessdo de culturas, como soja e milho, ou com plantios escalonados de diferentes
culturas em areas proximas com fenologia diferente como € o caso da soja, milho e algodao
que sdo cultivados no verdo, além de plantas de cobertura na entressafra, como o milheto
(BARROS & TORRES, 2009).

As mariposas desta espécie medem cerca de 35 mm de envergadura, possuem as asas
anteriores pardo-escuras e as posteriores branco-acinzentadas. As lagartas tém sua coloragéo
variada de acordo com a idade e vdo de cinza-escuro a marrom. Apresentam uma faixa dorsal
com pontos pretos na base das cerdas. Possuem a cdpsula cefalica com a sutura adfrontal ndo
alcancando o vértice da cabeca. Chegam a medir 50 mm. Findo o periodo larval, o inseto
entra no solo para se transformar em pupa. As pupas tém coloracdo avermelhada e medem
cerca de 15 mm (GALLO et al., 2002).

As mariposas pdem de 1.500 a 2.000 ovos e ap0s trés dias as lagartas eclodem. A
duracdo do periodo larval é de 12 a 30 dias e das pupas de 8 a 25 dias dependendo das
condic@es climaticas. (GALLO et al., 2002).

2.7.2 Criacdo de S. frugiperda em laboratorio

A criagdo de insetos faz parte da histéria do homem e se iniciou com a criagdo de

abelhas e bichos-da-seda. Hoje a manutencdo de colbnias de insetos em laboratério é
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imprescindivel as modernas estratégias de manejo de pragas quando sdo exigidos suprimentos
continuos de insetos (PARRA, 1998).

Basicamente sdo trés os tipos de criagdo de insetos: criagdo massal, onde s&o
envolvidas producdes diarias de milhares de insetos; criagdo comercial geralmente na
producdo de inimigos naturais a serem usados em programas de controle bioldgicos; e a
producdo em pequena escala. Neste tipo de criacdo apenas uma pessoa € suficiente para
conduzir o trabalho e sdo chamadas de criagdes de pesquisa (PARRA, 2002).

Para isto foram elaboradas as dietas artificiais usadas nas fases larvais. Uma dieta
corretamente formulada possui propriedades fisicas e contém produtos quimicos que
estimulam e mantém a alimentacdo, nutrientes em proporcdes balanceadas para produzir
Otimo crescimento e desenvolvimento e deve ser livre de contaminantes (PARRA, 1998). Os
anticontaminantes mais usados sdo: acido acético, formaldeido, metilparaidroxibenzoato de
sodio (nipagin), hipoclorito de sodio, benzoato de sddio, sorbato de potéssio e antibioticos
como estreptomicina, penicilina e acromicina. A autoclavage e a radiagdo ultravioleta também
podem ser usadas como anticontaminantes, bem como ajustes do pH para evitar contaminacdo
por bactérias (ALVES & MOINO, 1998).

Para a criacdo de S. frugiperda em laboratério além de condi¢cdes Otimas de
temperatura, umidade e fotofase, deve-se observar a escolha da dieta para a fase larval. A
dieta artificial de Bowling (1967) é uma alternativa pratica e econdémica para este fim, pois
evita a necessidade de um cultivo para alimentacdo dos insetos, além de ser econdmica,
economizar tempo nos experimentos, ter todos 0s nutrientes essenciais a sobrevivéncia, ter
boa resisténcia a microorganismos, por conter em sua férmula conservantes e diminuir a mao-
de-obra.

A criacdo de insetos com uso desta dieta permite a obtencdo de organismos teste, em
grandes quantidades, para realizacdo de experimentos em regiGes e épocas onde ndo ha
insetos disponiveis no campo, por forca dos fatores climaticos (WEBBER et al., 2009).

Larvas criadas em dieta artificial de Bowling (1967) em temperatura de 27 + 2 °C, UR
60 + 10 e fotofase de 12 horas, tém em média: viabilidade de 74 % e duracgdo larval de 24
dias; enquanto que as pupas tem em média: viabilidade de 89,2 %, duracdo de 7,4 dias e peso
de 208,9 mg (SANTIAGO et al., 2008).

De acordo com Ferraz (1982), a melhor temperatura para o desenvolvimento e
atividade de S. frugiperda esta entre 15 °C e 38 °C, sendo que nas temperaturas mais elevadas
a velocidade de desenvolvimento € maior, mas normalmente provoca reducdo da populagéo.

A mesma autora recomenda a temperatura de 25 °C para o desenvolvimento de S. frugiperda.
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O ciclo total do inseto criado em folhas de algoddo e milho, respectivamente, é de
43,36 e 38,14 dias, nas condicOes: temperatura de 25 £ 2 °C, UR 60 + 10 e fotofase de 14
horas (VELOSO et al., 1983).

Devido ao canibalismo (GALLO et al., 2002) as lagartas em criacdo laboratorial
devem ser mantidas em recipiente individual como tubos de ensaio (no caso da dieta
artificial), copos ou placas de petri, tampados, respectivamente, com algoddo ou filme PVC
com pequenos orificios para que ocorram as trocas gasosas. As fases de pupa dos insetos

podem ser mantidas em tubos de ensaio também tampados com algodao.

Alguns autores tém utilizado como métodos de criagdo de mariposas de S. frugiperda,
como Castro et al. (2008) e Webber et al. (2009), tubos de PVC (10 cm de didmetro e 20 cm
de altura) ou garrafas pet, revestidos com papel para receber as posturas, tampados com placa
de petri ou tecido fixado com elastico. O alimento fornecido pode ser uma solucdo de mel a
10 %.
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CAPITULO 1

EFEITO INSETICIDA DA FRACAO HEXANICA DE Piper tuberculatum JACQ.
(PIPERACEAE) SOBRE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE).
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EFEITO INSETICIDA DA FRACAO HEXANICA DE Piper tuberculatum JACQ.
(PIPERACEAE) SOBRE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).

RUTY DE SOUSA MELO", LUIZ EVALDO DE MOURA PADUA? ANTONIA
MARIA DAS GRACAS LOPES CITO®

RESUMO: A identificacdo de produtos naturais que possam substituir ou reduzir o uso
de produtos sintéticos na agricultura € motivo de muitas investigacdes no meio
cientifico. Nos ultimos anos € crescente 0 numero de pesquisas com plantas da familia
Piperaceae tanto por seus efeitos farmacoldgicos quanto por seus efeitos inseticidas.
Neste trabalho avaliou-se o efeito inseticida dos extratos hexanicos das sementes e
polpa de Piper tuberculatum sobre a biologia de Spodoptera frugiperda. De cada
extrato foram testadas cinco doses e estas adicionadas a dieta artificial de Bowling. A
dieta com os extratos foi colocada em tubos de ensaio e posteriormente inoculadas as
larvas de S. frugiperda. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, sendo eles:
dois extratos (semente e polpa) e cinco doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg
por 100 g de dieta). A testemunha foi a dieta de Bowling sem extrato. As variaveis
estudadas foram: tempo larval, viabilidade larval, periodo pupal, peso de pupas,
viabilidade de pupas, longevidade de adultos e tempo médio de morte. Concluiu-se que
0 extrato hexanico tanto das sementes quanto da polpa de P. tuberculatum nas
concentragdes a partir de 50 mg/ 100 g de dieta artificial possui efeito toxico letal sobre
100 % das larvas de S. frugiperda.

Palavras-chave: pimenta longa, extratos vegetais, lagarta do cartucho.
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INSECTICIDAL EFFECT OF HEXANE FRACTION OF Piper tuberculatum
JACQ. (PIPERACEAE) ON Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).

ABSTRACT: The identification of natural products that can replace or reduce the use
of synthetics in agriculture is causing many investigations in the scientific environment.
In recent years there have been an increasing number of researches on plants of the
Piperaceae family for their pharmacological effects as well as for their insecticidal
effect. In this paper the insecticidal effect of the seed and pulp hexane extracts of Piper
tuberculatum into the biology of Spodoptera frugiperda was assessed. Of each extract
five doses were tested and they were added to Bowling’s artificial diet. The diet with
the extracts was placed in test tubes and then inoculated to larvae of S. frugiperda. The
experimental design used was randomized and the treatments were analyzed by the
Kruskal-Wallis test, namely: two extracts (seeds and pulp) and five doses (10 mg, 20
mg, 50 mg, 150 mg and 250 mg per 100 g diet). The witness was Bowling’s diet
without extract. The variables studied were: larval time, larval viability, pupal stage,
pupal weight, viability of pupae, adult longevity and death average time. It was
concluded that both the hexane extract of the seeds as of the pulp of P. tuberculatum at
concentrations of 50 mg per 100 g of artificial diet has lethal toxic effect on 100% of
the larvae of S.frugiperda.

Keywords: long pepper, plant extracts, fall army worm.
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INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), € a principal praga do milho em regides tropicais e subtropicais das
Américas (ESCRIBANO et al., 1999). O controle deste inseto é geralmente realizado
com produtos quimicos sintéticos. As aplicagdes de inseticidas freqlientemente sdo
tardias e acima do nivel de controle (GRUTZMACHER et al., 2000). Além disso, 0s
agrotoxicos podem ter impacto sobre a salde humana, assim este problema tem
merecido atencdo da comunidade cientifica em todo o mundo, sobretudo nos paises em
desenvolvimento (MOREIRA et al., 2002).

Novas substancias sdo necessarias, portanto, para o efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econémica e
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e baixo impacto
ambiental (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Algumas plantas, ao longo da sua evolucdo, desenvolveram sua prépria defesa
quimica contra os insetos herbivoros, sintetizando metabodlitos secundarios com
propriedades inseticidas, isto €, com atividade contra os insetos (DEQUECH et al.,
2008). Estes produtos as defendem do ataque por herbivoros potenciais. Podem ser
diretamente prejudiciais aos herbivoros ou modificar seu desenvolvimento, assim
aumentando sua susceptibilidade. Na maioria dos casos, 0s inseticidas botanicos sdo
menos toxicos aos seres humanos do que inseticidas quimicos (WIESBROOK, 2004).

A familia Piperaceae foi investigada extensivamente como uma fonte de
metabdlitos secundarios e ficou verificado que plantas desta familia podem ser
poderosas quanto a acdo insecticida e fungicida (NAVICKIENE et al., 2006). Dentre as
espécies que produzem metabdlitos secundarios na familia Piperaceae, estd a espécie
Piper tuberculatum Jacq. var. tuberculatum. De 90,4 % dos constituintes quimicos
detectados do 6leo essencial dos frutos de P. tuberculatum, 19,4 % s&o monoterpenos e
71,0 % sdo sesquiterpenos (FACUNDO et al., 2008). Esta planta, possui entre outras
acOes provocadas por estes metabolitos, atividade tripanocida (SILVA et al., 2007),
sedativa (LANZNASTER et al., 2007) e inseticida (MIRANDA et al., 2002; SCOTT et
al., 2002; POHLIT et al., 2004).
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Este trabalho objetivou avaliar o efeito, em laboratorio, das fragdes hexanicas
das sementes e polpa de P. tuberculatum sobre a biologia de S. frugiperda.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Fitossanidade, do
Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do
Piaui, em Teresina — PI, em sala climatizada com temperatura de 28 £ 2 °C, UR de 60
1 20 °C e fotofase de 12 horas.

Para a realizacdo dos ensaios, foi mantida uma criagdo de S. frugiperda, com a
fase larval criada em dieta artificial de Bowling (1967) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial de Bowling (1967) para criagéo
de Spodoptera frugiperda.

Composi¢édo Quantidade

Feijdo carioca 100,00 g
Levedura de cerveja 15,00 ¢
Acido ascorbico 3,009
Nipagin (metilparahidroxibenzoato) 1,009
Benzoato de sodio 0,50¢g
Formaldeido 1,009
Agar (+ 250 mL de agua destilada) 9,009
Agua destilada 375,00 mL

Quantidade suficiente para 100 tubos de ensaio de 8 cm de alturae 1,5 cm
de didmetro até 1/3 do volume com a dieta.

Para a preparacdo da dieta, o feijdo foi cozido em microondas e adicionado aos
ingredientes solidos e a &gua. A seguir fez-se a homogeneizacdo em liquidificador
doméstico. O Agar foi dissolvido em 250 mL de agua destilada e levado ao microondas
para total dissolugcéo e depois misturado aos demais constituintes da dieta. Ainda quente
a dieta foi distribuida nos tubos de ensaio, previamente autoclavados, e posta para
esfriar para que se pudesse colocar uma larva de S. frugiperda por tubo. O procedimento
foi realizado em capela de fluxo laminar para diminuir os riscos de contaminacao.

Os adultos de S. frugiperda foram criados em gaiolas de PVC tampadas com

placa de petri e alimentadas com solugé@o de mel a 10 %.
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A espécie P. tuberculatum foi identificada no Instituto de Pesquisa Jardim
Botanico do Rio de Janeiro pela Dr? Elsie Franklin Guimardes. Os frutos verdes foram
coletados as margens do Rio Poty na EMBRAPA Meio-Norte e processados no
Laboratorio de Nutricdo Animal da Universidade Federal do Piaui. Os extratos foram
preparados no Departamento de Quimica, no Laboratério de Produtos Naturais do
Centro de Ciéncias da Natureza da Universidade Federal do Piaui.

Dos frutos, foram retirados e descartados os talos apds a desidratacdo em estufa
com circulacdo forcada de ar a 65 °C por 72 horas. As sementes foram retidas na
peneira durante a trituracdo em moinho de facas e posteriormente trituradas em moinho
bola. As sementes e polpa (500 g cada) foram extraidas com hexano a temperatura
ambiente, durante trés dias, sendo a cada dia sonicadas por 30 minutos e apds esse
periodo, o extrato foi filtrado para separacdo do sobrenadante (filtrado) e do residuo.
Com o residuo, repetiu-se o procedimento de extracdo mais duas vezes. O
sobrenadante, obtido das trés extragdes, foi posteriormente submetido a eliminacdo do
solvente em rota evaporador e em seguida foi liofilizado, para render 9,45 g (1,89 %)
de extrato de sementes e 22, 74 g (4,06 %) do extrato da polpa.

O extrato hexanico foi utilizado nos ensaios de atividade inseticida.

As amostras foram pesadas e divididas em doses que foram adicionadas a dieta
artificial de Bowling (1967) e acondicionadas em tubos de ensaio colocados na
horizontal, tampados com algoddo. Em cada tudo foi introduzida uma lagarta de S.
frugiperda recém eclodida. Ap6s um dia da introducdo foi verificado se as lagartas
estavam vivas ou mortas, através do toque com pincel de pélos. As observacGes
referentes ao desenvolvimento dos insetos foram feitas diariamente.

As variaveis estudadas foram: tempo larval (indica quanto tempo o inseto passou
nesta fase e inclui tanto as larvas que prosseguiram no ciclo quanto as que morreram);
viabilidade larval (% de larvas que resistiram aos extratos); periodo pupal (tempo da
fase pupal, que inclui tanto os insetos que conseguiram se transormar em adultos,
guanto os que morreram ainda nesta fase); peso de pupas; viabilidade de pupas (% de
pupas que resistiram aos extratos); longevidade de adultos e tempo médio de morte.

Este foi calculado pela formula:



© 00 N oo o b~ W N e

W W W N N DD DN DN DD DD DNDDN P PR, RPr R R PR
N P O © 0 N OO O B WO N P O © 0N OO0 O b W N — O

50

T™M =X (D1xN1+D2xN2+ ... Dn X Nn)/ Total de larvas mortas pelo extrato
Onde: TM = tempo médio de morte
D= dia de avaliacéo

N= numero de larvas mortas pelo extrato

As variaveis por ndo apresentarem variancias homogéneas foram submetidas a
analise ndo-paramétrica. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado e os tratamentos foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis a 5 % de
probabilidade. Foram realizadas cinco repeticdes e quatro parcelas. Os tratamentos
foram dois extratos (extrato hexanico da semente e extrato hexanico da polpa) e cinco
doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg por 100 g de dieta). A testemunha foi a
dieta artificial de Bowling (1967) sem extrato. Foi também realizada analise de
sobrevivéncia dos insetos fazendo-se uma analise entre a menor dose estudada e a

testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na variavel tempo médio de morte (Tabela 2), a testemunha se igualou aos
tratamentos do extrato hexanico da polpa. Sendo que na testemunha a mortalidade se
deu provavelmente a fatores naturais ja que 75 % das larvas de S. frugiperda foram
viaveis. No extrato hexanico da polpa, o tempo médio de morte das larvas de S.
frugiperda afetadas pelo extrato foi 0 mesmo tempo médio da mortalidade natural
ocorrida. 1sso pode ser explicado pelo fato de larvas recém eclodidas serem mais
sensiveis a fatores ambientais e principalmente a agentes toxicos como é o caso das
larvas criadas em dieta contendo P. tuberculatum. Logo nos primeiros dois dias os
extratos nas concentracfes de 50, 150 e 250 mg provocaram 100 % de mortalidade dos
insetos nos dois extratos. Foi observado que nas primeiras horas de inoculagédo na dieta,
as lagartas se retorciam e ndo se alimentavam indicando que a agdo do extrato, neste

caso foi por contato.
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Tabela 2. Tempo médio de morte larval, tempo larval, viabilidade larval, periodo pupal, peso de pupas e
longevidade de adultos de Spodoptera frugiperda criadas sob dieta artificial de Bowling (1967) contendo

diferentes concentragdes de extrato hexanico de polpa e sementes de Piper tuberculatum.

Extrato Tempo Tempo Viabilidade Viabilidade Periodo Pesode Longevidade

hexanico médiode larval larval (%) de Pupas pupal pupas de adultos
Polpa morte (dias) (%) (dias) (mg) (dias)
(mg) (dias)
10 3.21a 8.87b 37.50a 25.00 a 8.50 a 182.50 a 750 a
20 4.45a 8.37b 50.00* 50.00* 7.50* 236.00* 3.50*
50 2.05a - - - - - )
150 2.00a - - - - - )
250 2.15a - - - - - )
0 - 350a 3240 a 75.00 a 70.00 a 825a 188.80a 9.38a
Semente
o 000
10 10.86a 16.40b 31.25b 20.00 b 7.75a 19550a 9.5.00a
20 26lab 1258b 31.25b 37.50 ab 7.62a 221.75a 6.50 a
50 2.00b - - - ) ) i}
150 2.00b - - - ) ) i}
250 2.00b - - - ) ) i}
0 3.50a 3240a 75.00 a 70.00 a 8.25a 188.80a 9.38a

*Valor sem repeticdo, dado ndo analisado. Médias seguidas de mesma letra, na coluna limitada pela
hachura, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.

Apesar de se igualarem a testemunha, as lagartas de S. frugiperda tratadas com os
extratos apresentavam subdesenvolvimento, crescimento lento e pouca mobilidade,
muitas vezes aparentemente mortas, sendo necessaria observagdo minuciosa com 0
toque do pincel. Cunha et al. (2006) também verificaram reducédo de peso de lagartas da
espécie Tuta absoluta alimentadas com dieta contendo extrato hexanico,
diclorometanico e metandlico de Trichilia pallens.

Este tipo de comportamento pode ser devido a deterréncia alimentar que causa
enfraquecimento nos individuos afetados. Em observacdo visual notou-se o consumo
lento da dieta com extrato pelas lagartas.

Embora no teste de Kuskal-Wallis tenha sido constatado a igualdade entre as
médias da testemunha e da dose 10 mg, no tempo médio de morte, foi relizada analise
de sobrevivéncia para verificar-se o desenvolvimento do efeito toxico do extrato
(Figura 1). Os resultados da analise de sobrevivéncia foram significativos. Pode-se
observar que a dose 10 mg provocou uma queda brusca na sobrevivéncia de S.
frugiperda em relacdo a testemunha e que enquanto a testemunha cessou queda na
sobrevivéncia por volta do quinto dia, a dose 10 mg passou dos 10 dias ha mesma

variavel.
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Figura 1. Sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda
tratadas com o extrato hexanico da polpa (HP) de Piper

tuberculatum na dose 10 mg e na testemunha.
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Variancia (VL) = 3,0032
Qui-quadrado (WL) = 40,539
Graus de liberdade = 1

(p) = <0,0001

No extrato hexanico das sementes a resposta de sobrevivéncia das larvas foi

semelhante ao que ocorreu com o extrato hexanico da polpa (Figura 2), porém a

mortalidade foi um pouco mais gradativa passando dos 50 dias de observacéo.
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Figura 2. Sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda
tratadas com o extrato hexanico das sementes (HS) de Piper

tuberculatum na dose 10 mg e na testemunha.

Com relacdo ao tempo larval, todos os tratamentos diferiram da testemunha tendo
apresentado médias menores. Este fato se deu devido a mortalidade das larvas nos
tratamentos logo nos primeiros dias de avaliagdo. Em observacdo visual, pode-se
observar que nas concentracbes de 10 e 20 mg o extrato hexanico da polpa
proporcionou menor tempo larval que o extrato hexanico das sementes nas mesmas
concentracdes. Esta reducdo no tempo larval do extrato hexanico da polpa se deu
devido a mortalidade das larvas e ndo pelo encurtamento desta fase de
desenvolvimento.

O extrato hexanico de P. tuberculatum apresentou atividade larvicida sob S.
frugiperda. Todas as concentragBes diferiram da testemunha no extrato hexanico da
semente. No extrato hexanico da polpa a dose 10 mg se igualou a testemunha e a dose
20 mg ndo pode ser analisada por apresentar média de apenas quatro lagartas, ou seja,

uma repeticdo. Nos extratos hexanicos das sementes e da polpa as concentragbes 50
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mg, 150 mg e 250 mg proporcionaram os melhores resultados, inviabilizando 100 %
das larvas. Estes resultados concordam com o experimento realizado por Castro et al.
(2008), onde foi obtido 100 % de mortalidade das larvas de S. frugiperda alimentadas
com folhas de milho tratadas com extrato aquoso dos frutos desidratados de P.
tuberculatum nas concentracdes de 30, 40 e 70 %. No entanto, no presente
experimento, estes resultados foram conseguidos em doses mais baixas porque 0S
extratos eram mais concentrados por se tratarem de extratos obtidos a partir de
solventes organicos. As doses expressas em percentual, correspondem, respectivamente
a 0,50 %, 0,15 % e 0,25 %.

Paynter & Davidson (1995), identificaram um alcal6ide amida, provavelmente a
piplartina em P. tuberculatum a partir de extrato metanolico. Navickiene et al. (2007)
comprovaram a toxicidade de P. tuberculatum a Diatraea saccharalis e atribuiram esse
efeito a amida isobutilica 4,5-diidropiperlonguminina.

No estudo do 6leo essencial dos frutos de P. tuberculatum foram identificados
90,4 % dos constituintes, sendo os constituintes majoritarios (E)-cariofileno com 12,3
% e o Oxido de cariofileno 26,6 % (BRAZ-FILHO et al., 1981; ARAUJO-JUNIOR et
al.,.1996; ARAUJO-JUNIOR et al., 1999; NAVICKIENE et al., 2000; CUNHA &
CHAVES, 2001; SILVA et al., 2002; CHAVES et al., 2003; MIRANDA et al., 2003
apud FACUNDO et al., 2008).

Possivelmente a acdo tdxica em larvas de S. frugiperda foi causada por algum ou
alguns destes constituintes, pois segundo Taiz & Zeiger (2004) os alcaléides e 0s
terpenos estdo envolvidos na defesa vegetal incluindo acdo inseticida.

O tratamento com extrato hexanico da semente de P. tuberculatum interferiu na
viabilidade de pupas na concentracdo de 10 mg. Nas concentra¢des de 50, 150 e 250
mg ndo foi possivel avaliar esta variavel porque os insetos ndo chegaram a fase pupal.
Estes resultados podem ser comparados com a agdo inseticida de Stryphnodendron
coriaceum, verificada por Webber & Padua (2009), em dieta artificial contendo extrato
a 10 %, que também provocou 100 % de mortalidade das larvas de S. frugiperda. No
tratamento extrato hexanico da polpa, a dose 10 mg se igualou a testemunha, enquanto
a dose 20 mg provocou morte dos insetos, tendo sobrevivido apenas insetos relativos a

uma repeticdo, tornado inviavel a analise estatistica.
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O periodo pupal de S. frugiperda néo foi afetado pelos extratos. Porém, os insetos
que empuparam e foram expostos aos extratos hexanicos da polpa nas concentragdes 10
e 20 mg, apesar de na andlise terem se igualado estatisticamente com a testemunha,
alguns insetos ndo chegaram a fase adulta, morrendo ainda na fase de pupa. Barbosa et
al. (2009) utilizando extratos aquosos de Cymbopogon nardus e Momordica charantia
também ndo observaram efeito destes no periodo pupal de S. frugiperda.

Nos dois extratos hexanicos utilizados, o peso de pupas ndo mostrou variagdo
entre a testemunha e os demais tratamentos. J& Borgoni & Vendramim (2005)
estudando efeito subletal de extratos aquosos de Trichilia Sp. sobre S. frugiperda,
verificaram que os extratos de folhas de T. elegans e T. casaretti reduziram o peso de
pupas.

Tanto no extrato de polpa quanto no de sementes os tratamentos com aplicacédo
dos extratos hexanicos ndo diferiram da testemunha quanto a longevidade de adultos.
Estes resultados sdo compardveis aos de Maroneze & Gallegos (2009) que néo
observaram efeito na longevidade de fémeas e machos de S. frugiperda quando tratados

com extrato aquoso de folhas de Melia azedarach.

CONCLUSAO

O extrato hexanico tanto da semente quanto da polpa de P. tuberculatum nas
concentracdes a partir de 50 mg/ 100 g de dieta artificial possui efeito tdxico letal sobre
larvas de S. frugiperda.

As demais varidveis bioldgicas, com exce¢do da viabilidade de pupas tratadas
com as doses 10 e 20 mg do extrato hexanico das sementes, ndo sdo influenciadas pelos

extratos estudados.
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CAPITULO 2

POTENCIAL INSETICIDA DO EXTRATO ETEREO DE Piper tuberculatum
JACQ. (PIPERACEAE) SOBRE Sopodoptera frugiperda (SMITH, 1797)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).
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POTENCIAL INSETICIDA DO EXTRATO ETEREO DE Piper tuberculatum JACQ.
(PIPERACEAE) SOBRE Sopodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE).

RUTY DE SOUSA MELO"Y, LUIZ EVALDO DE MOURA PADUA? ANTONIA MARIA
DAS GRACAS LOPES CITO®

RESUMO: As substancias de defesa dos vegetais podem ser utilizadas pela ciéncia na
elaboracdo de inseticidas naturais. A familia Piperaceae tem sido estudada nos ultimos anos e
se mostrado promissora quanto a sua capacidade de intoxicar insetos. Neste trabalho avaliou-
se o efeito inseticida dos extratos etéreos das sementes e polpa de Piper tuberculatum sobre a
biologia de Spodoptera frugiperda. A dieta artificial de Bowling contendo os extratos foi
colocada em tubos de ensaio e posteriormente inoculadas as larvas de S. frugiperda. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, sendo eles: dois extratos (semente e polpa) e cinco
doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg por 100 g de dieta). A testemunha foi a dieta
de Bowling sem extrato. As variaveis estudadas foram: tempo larval, viabilidade larval,
periodo pupal, peso de pupas, viabilidade de pupas, longevidade de adultos e tempo médio de
morte. Pbde-se concluir que os extratos etéreos da polpa e das sementes de P. tuberculatum
sdo eficientes inseticidas quando administrados a lagartas recém eclodidas de S. frugiperda a
partir da dose 10 e 20 mg, respectivamente.

Palavras chave: extratos vegetais, inseticida botanico, lagarta militar.
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INSECTICIDAL POWER OF ETHER EXTRACT OF Piper tuberculatum JACQ.
(PIPERACEAE) ON Spodoptera frugiperda (SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE).

ABSTRACT: The use of vegetable defenses can be used by science in the development of
vegetable insecticide. The family Piperaceae has been studied in recent years and has been
promising as for its ability to intoxicate insects. This study evaluated the effect of insecticide
hexane extracts of seeds and pulp of Piper tuberculatum on the biology of Spodoptera
frugiperda. The Bowling’s diet containing extracts were placed in test tubes and then
inoculated to larvae of S. frugiperda. The experimental design was randomized and the
treatments were analyzed by the Kruskal-Wallis test, namely: two extracts (seeds and pulp)
and five doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg and 250 mg per 100 g diet). The witness was
Bowling’s diet without extract. The variables studied were: larval time, larval viability, pupal
stage, pupal weight, viability of pupae, adult longevity and death average time. It was
concluded that the ethereal extract of the pulp and seeds of P. tuberculatum insecticides are
effective when administered to newly hatched larvae of S. frugiperda from 10 and 20 mg
dose, respectively.

Keywords: plant extracts, botanical insecticide, fall army worm.
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INTRODUCAO

O uso dos agrotoxicos no meio rural brasileiro tem trazido prejuizos tanto para o
ambiente como para a saude do trabalhador e do consumidor. Por outro lado, as técnicas de
controle de pragas alternativas aos agrotoxicos sdo, hoje, uma realidade, tanto em termos da
produtividade quanto em relacdo aos custos, além de apresentarem um potencial de
contaminacdo humana ou ambiental muito menor, ou mesmo desprezivel (PERES et al.,
2005).

Uma alternativa para atenuar esses problemas € a utilizacdo de aleloquimicos extraidos
de plantas (DEQUECH et al., 2008). As principais plantas das quais foram obtidas
substancias com atividade inseticida pertencem aos géneros Nicotiana (Solanaceae),
produtoras de nicotina e nornicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea
(Fabaceae), produtoras de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas
e Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (VIEIRA & FERNANDES, 1999).

A familia Piperaceae é pantropical com espécies distribuidas pelas Américas desde o
México até o sudoeste da Argentina (FIGUEIREDO & SAZIMA, 2000).

Espécies desta familia tem apresentado acdo toxica a diversos tipos de organismos
como moluscos (RAPADO, 2007), insetos (SILVA et al., 2007), fungos (CUNICO et al.,
2003), e bactericida, além de serem usadas também na medicina popular (SILVA et al.,
2007).

O Nordeste brasileiro conta com quatro géneros de Piperaceae: Ottonia Spreng.,
Peperomia Ruiz & Paiva., Piper L. e Pothomorphe Mig., ndo tendo sido assinalado o género
Sarchorhachis Trel, exclusivo das Regibes Sudeste e Sul do Brasil (GUIMARAES &
GIORDANO, 2004).

No género Piper pode-se citar a espécie Piper tuberculatum com uma das que tém
potencial inseticida comprovada por alguns autores tais como Miranda et al. (2002), Pohlit et
al. (2004), Navickiene et al. (2007) e Castro et al. (2008). Porém os estudos relacionados a
esta plantas ainda sdo escassos.

Neste contexto, este trabalho propds a elaboragdo do extrato etéreo de sementes e polpa

de P. tuberculatum para verificacao de seu efeito inseticida.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal do Piaui (UFPI), no Centro
de Ciéncias Agrarias (CCA), no Departamento de Fitotecnia — Laboratorio Fitossanidade.
Teresina — PIl. A espécie P. tuberculatum foi identificada no Instituto de Pesquisa Jardim

Boténico do Rio de Janeiro pela Dr? Elsie Franklin Guimaraes.

Coleta dos frutos

Os frutos verdes de P. tuberculatum foram colhidos na EMBRAPA Meio-Norte, as

proximidades do Rio Poty, em Teresina — PlI.

Processamento dos frutos

O processamento foi realizado no Laboratdrio de Nutricdo Animal do Departamento
de Zootecnia, CCA — UFPI.

Os frutos verdes foram desidratados em estufa com circulacdo de ar forcada a 65 °C
por 72 horas e triturados em moinho de facas, ocasido em que as sementes foram separadas
por retencdo nas peneiras e posteriormente trituradas em moinho bola. As amostras (sementes

e polpa) foram acondicionadas em frascos plasticos.

Preparacdo dos extratos

Os extratos foram preparados no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento
de Quimica do Centro de Ciéncias da Natureza — UFPI.

Aproximadamente 500 g de amostra (sementes/ polpa) foram inicialmente extraidas
com hexano, solvente de baixa polaridade, a temperatura ambiente, durante trés dias, sendo a
cada dia sonicado por 30 minutos e apds esse periodo, o extrato foi filtrado para separacdo do
sobrenadante (filtrado) e do residuo. Com o residuo repetiu-se o procedimento mais duas
vezes. Os sobrenadantes das trés extracGes foram reunidos apos a eliminacdo do solvente em
rotaevaporador e assim foi gerado o extrato hexanico (1). O residuo ap6s a extragdo com
hexano foi submetido a extracdo com éter etilico, solvente de média polaridade, seguindo o

mesmo procedimento, para gerar apos a eliminagdo do solvente o extrato etéreo (2) com 9, 01
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g de extrato das sementes e 13, 74 g de extrato da polpa, com rendimento de 1,80 % e 2,40
%, respectivamente. O extrato (2) foi utilizado nos testes de atividade inseticida.

Criacéo do inseto cobaia (Spodoptera frugiperda)

Larvas de S. frugiperda foram coletadas em cultivo de milho em area experimental
no Dapartamento de Fitotecnia, CCA/UFPI e criadas em dieta artificial de Bowling (1967)
(Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial de Bowling (1967) para criagcdo

de Spodoptera frugiperda.

Composi¢édo Quantidade
Feijao carioca 100,00 g
Levedura de cerveja 15,00 g
Acido ascorbico 3,009
Nipagin (metilparahidroxibenzoato) 1,009
Benzoato de sodio 0,50¢g
Formaldeido 1,009
Agar (+ 250 mL de agua destilada) 9,009
Agua destilada 375,00 mL

OBS.: Quantidade suficiente para 100 tubos de ensaio de 8 cm de altura e

1,5 cm de didmetro até 1/3 do volume com a dieta.

Na preparacdo da dieta foram homogeneizados, em liquidificador até formar uma
pasta lisa: o feijdo previamente cozido em microondas, a 4gua e os ingredientes sélidos. O
Agar foi misturados aos 250 mL de agua e dissolvido em microondas por aproximadamente 3
minutos e adicionado aos demais ingrediente. A dieta, ainda quente, foi distribuida em tubos
de ensaio autoclavados. O procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar esterilizada
com radiagéo ultravioleta para diminuir os riscos de contaminag&o.

Os tubos de ensaio foram, apds conter as lagartas, posicionados na horizontal sobre
bancada em sala climatizada com temperatura de 28 + 2 °C, UR de 60 + 20 e fotofase de 12
horas.

As pupas de S. frugiperda foram mantidas em tubos de ensaio e os adultos em
gaiolas confeccionadas com canos de PVC (20 cm de altura e 10 cm de diametro) tampados

com placa de petri e alimentados com solucéo de mel (10 %) e agua.
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Montagem do experimento

De cada extrato foram pesadas cinco concentra¢des (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg,

250 mg) e adicionadas a 100 g da dieta artificial de Bowling (1967), ainda morna e colocadas

nos tubos de ensaio. Apdés a solidificacao da dieta, lagartas recem eclodidas de S. frugiperda,

foram inoculadas. As observagdes da mortalidade foram feitas com auxilio do toque de um
pincel de pélos.

Foram estudadas as seguintes varidveis: tempo larval, viabilidade larval, periodo pupal,

peso de pupas, viabilidade de pupas, longevidade de adultos e tempo médio de morte larval

dos insetos usados no ensaio. Os calculos do tempo médio de morte foram calcualdos pela

férmula;

TM=X(D1XxN1+D2xN2+ ... Dn X Nn)/ Total de larvas mortas pelo extrato
Onde: TM = tempo médio de morte média
D= dia de avaliagéo

N= namero de larvas mortas pelo extrato

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as amostras por nao
apresentarem variancias homogéneas foram submetidas a analise ndo-paramétrica, sendo
realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Os tratamentos foram dispostos
em cinco repeticbes e quatro parcelas e constituidos por dois extratos (extrato etéreo da
semente e extrato etéreo da polpa) e as cinco doses. A testemunha foi a dieta de Bowling
(1967) sem extrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente experimento as doses 50, 150 e 250 mg/ 100 g de dieta provocaram tempo
médio de morte de 2 dias ap0s inoculagdo das lagartas recém eclodidas na dieta contendo os
extratos etéreos da polpa (ETRP) (Tabela 2) . Esta variavel ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo as doses nos tratamentos e a testemunha néo foi avaliada por falta de
dados, demonstrando ter sido significativamente diferente dos tratamentos contendo P.
tuberculatum. As doses 20, 50, 150 e 250 mg apresentaram as melhores respostas no extrato
etéreo das sementes (ETRS). Deve-se considerar que larvas recém eclodidas, sdo mais

sensiveis aos fatores ambientais e especialmente a inseticidas que larvas de idade mais
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avancada, entdo quando se aumentou a dose dos extratos a resisténcia dos insetos foi
diminuida. Nas doses 150 e 250 mg do ETRP, as larvas ndo conseguiram se alimentar e

morreram |090 gue expostas ao extrato.

Tabela 2. Tempo médio de morte larval, tempo larval, viabilidade larval, viabilidade de pupas, periodo pupal,
peso de pupas e longevidade de adultos de Spodoptera frugiperda criadas em dieta artificial de Bowling

(1967) com diferentes concentragdes dos extratos etéreos de polpa e sementes de Piper tuberculatum.

Dose (mg)  Tempo Tempo Viabilidade Viabilidade Periodo Pesode Longevidade

médio de larval larval (%) de Pupas pupal pupas de adultos
morte (dias) (%) (dias) (mg) (dias)
dias
i
10 o 6.60 a 7.18b 25.00* B 12.00* 233.00* ;
20 g 3.65a 437b - B - B 15.00*
50 E ‘_5_ 210a 2.87b 50.00* 25.00* 4.00* 188.00* -
150 38 200a - - - i i -
250 X 2.00a - - - - - -
0 26.00 * 24.45a 95.00 75.00 8.15 187.00 7.92

AL LA LA S LA LA LA LA AL LSS LSS LSS LSS AL AL AL AL,

10 g 818a  1265ab  37.50b  37.50ab  845a  19225a  14.00a
20 g o 433ab  762bc  37.50b 25.00 b 875a  229.00a -

50 @& 206b 4.50 be 25.00% - 1.00* 50.00% -
150 o E 360ab  220bc - - - - -
250 £°  210b 0.68 ¢ - - - - -

0 26.00*  2445a  9500a 75.00 a g15a  187.00a 7.92b

*Valor de uma s6 repeticdo, dado ndo analisado estatisticamente. Médias seguidas de mesma letra, na coluna

limitada pela hachura, ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.

Com relagdo ao tempo larval, o tratamento ETRP diferiu da testemunha em todas as
doses estudadas. Através dos dados de viabilidade de pupa e tempo larval é possivel observar
que todas as larvas tratadas com as doses 10, 20, 150 e 250 mg / 100 g de dieta, morreram
logo nos primeiro dias. Nas doses 150 e 250 mg/ 100 g de dieta, referente ao ETRP, todas as
larvas morreram logo que foram expostas a dieta contendo o extrato. Este fato demonstra que
neste caso a morte foi causada pelo contato das larvas com P. tuberculatum j& que as mesmas
ndo tiveram tempo de se alimentar. Em observagdo visual foi possivel perceber que as larvas
logo que inoculadas na dieta se contorciam e imediatamente morriam. O fato do extrato ser
ardente, picante, pode ter provocado esta reagéo.

A atividade dos metabolitos secundarios de P. tuberculatum, tem sido estudada na
farmacologia e ha algum tempo na entomologia. Pohlit et al. (2004) atribui a toxicidade do
extrato metanolico de P. tuberculatum ao dilapiol. Os extratos das folhas, frutos e talos foram
avaliadas sobre larvas de Aedes aegypti. Os resultados comprovaram alta letalidade a
espécie estudada, matando 100 % das larvas. Navickiene et al. (2007) atribui a toxicidade de
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P. tuberculatum a presenca da amida isobutilica 4,5-diidropiperlonguminina. A amida 4,5-
diidropiperlonguminina foi encontrada em varias partes da planta como folhas, frutos,
sementes e raizes. Esta substancia foi extraida em metanol e avaliada sobre larvas de
Diatraea saccharalis. O valor de DLs, ficou entre as doses maiores que 0,08 mg e menores
que 0,10 mg i. a./ inseto.

No tratamento ETRS apenas as larvas tratadas com a dose 10 mg se igualaram as larvas
do tratamento testemunha para a variavel tempo larval e os melhores resultados foram
conseguidos com as doses 20, 50, 150 e 250 mg, onde o tempo larval médio variou de zero a
quatro e meio significando morte das larvas e ndo encurtamento desta fase dos insetos.

Em todos os tratamentos a viabilidade larval de S. frugiperda foi afetada pelos extratos
etéreos de P. tuberculatum. Enguanto a viabilidade larval no tratamento testemunha foi de
95 %, a viabilidade no tratamento ETRP foi muito baixa ndo sendo possivel a analise
estatistica visto que ndo haviam dados suficientes. Nas doses 10 e 50 mg apenas uma
repeticdo apresentou resposta. J& nas doses 150 e 250 mg tanto no ETRP quanto no ETRS a
viabilidade larval foi de 0 %.

Em observacéo visual pode-se verificar que o ETRS proporcionou viabilidade larval de
S. frugiperda mais alta que no ETRP, sendo de 37,5 % nas doses 10 e 20 mg/ 100 g de dieta,
tendo estas diferido da testemunha. No tratamento ETRS na dose 50 mg apenas uma lagarta
chegou a fase de pupa, mas ndo completou o ciclo biologico. E as doses 150 e 250 mg
provocaram 100 % de mortalidade nos insetos logo nos trés primeiros dias. Miranda et al.
(2002) avaliaram a mortalidade larval as 24, 48 e 72 horas de lagartas de terceira instar de
Alabama argillaceae tratadas com aplicagdes tépicas de P. tuberculatum. Os resultados
mostraram que em 72 horas a DL 5, foi de 219 mg de extrato de sementes elaborados a partir
de diclorometano-etanol (2:1) por lagarta.

A viabilidade de pupas também foi afetada pelos extratos. Nesta variavel é possivel
perceber que o ETRP foi mais eficiente que o ETRS, pois quando se observa as doses 10 e
20 mg de cada extrato, o ETRS possuiu viabilidade de pupas de 37,5 e 25 %,
respectivamente, enquanto que no ETRP nenhum inseto chegou a fase de pupa nas referidas
doses.

No ETRS as larvas tratadas com as doses 10 e 20 mg conseguiram chegar a fase pupal,
sendo que os insetos tratados com a dose 10 mg se igualaram a testemunha, apresentando
viabilidade pupal de 37, 5 e 75 %, respectivamente.

As variaveis periodo pupal, peso de pupas e longevidade de adultos no tratamento

ETRP ndo passaram por andlise estatistica por ndo apresentarem dados suficientes, apenas
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dados isolados, j& que as larvas morreram logo nos primeiros dias de avaliagdo. As larvas
tiveram tempo larval medio que variou de 2,87 a 7,18 dias.

Com relacdo ao ETRS, a variavel periodo pupal, ndo houve diferenca significativa
entre a testemunha e as doses 10 e 20 mg. Apenas uma lagarta alcancou a fase de pupa na
dose 50 mg do ETRS. Logo que a metamorfose ocorreu foi possivel observar que a pupa
estava morta, pela auséncia de movimentos e pela consisténcia amolecida do inseto. E na
dose de 20 mg apesar de os insetos terem alcancado a fase pupal, ndo se transformaram em
adultos.

Os resultados deste trabalho corroboram varios trabalhos envolvendo a toxicidade da
familia Piperaceae, por exemplo a atividade larvicida contra A. aegypti, que foi descoberta no
Oleo essencial de quatro espécies de Piper da regido Amazonica, sendo elas: P.
gaudichaudianum, P. permucronatum, P. humaytanum e P. hostmanianum (MORAES et al.,
2007 apud FACUNDO et al., 2008). O extrato de P. nigrum também tem acdo inseticida,
com eficiéncia de 100 %, a partir dos 10 min de exposic¢do sobre Callosobruchus maculatus.
A principal causa da alta mortalidade de C. maculatus com extrato de P. nigrum é a piperina,
principal componente dessa planta (ALMEIDA et al., 2004). Lima et al. (2009) estudando a
atividade inseticida de Piper hispidinervum sobre S. frugiperda constataram que esta planta
causa reducdo alimentar e mortalidade, sendo o safrol (82 %) seu constituinte majoritario.

CONCLUSOES

Em laboratério, os extratos etéreos da polpa e das sementes de P. tuberculatum sdo
eficientes inseticidas quando administrados a lagartas recém eclodidas de S. frugiperda a
partir da dose 10 mg/ 100 g de dieta artificial de Bowling (1967), no ETRP e 20 mg no
ETRS.

O extrato etéreo da polpa de P. tuberculatum tem efeito mais rapido e eficiente que o
extrato etéreo das sementes de P. tuberculatum provocando 100 % de morte de S. frugiperda,

em todas as doses estudadas.
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DETERMINACAO DO EFEITO INSETICIDA DO EXTRATO ETANOLICO DE
Piper tuberculatum JACQ. (PIPERACEAE) SOBRE Spodoptera frugiperda (SMITH,
1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RUTY DE SOUSA MELO"Y, LUIZ EVALDO DE MOURA PADUA? ANTONIA MARIA
DAS GRACAS LOPES CITO®

RESUMO: Os metabdlitos secundarios das plantas podem ser fontes inesgotaveis de
estudos, pois tem a funcédo de defender as plantas contras organismos externos e assim podem
ser usados na elaboracdo de inseticidas naturais. Piper tuberculatum é uma planta do género
Piper que produz substancias com atividade inseticida. Assim, avaliou-se o potencial
inseticida dos extratos etandlicos das sementes e polpa de P. tuberculatum sobre Spodoptera
frugiperda. A dieta de Bowling contendo os extratos foi colocada em tubos de ensaio e
posteriormente, colocadas as larvas recém eclodidas de S. frugiperda. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado e os tratamentos foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis, sendo eles: dois extratos (semente e polpa) e cinco doses (10 mg, 20
mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg por 100 g de dieta), sendo cinco parcelas por repeticdo. A
testemunha foi a dieta sem extrato. As varidveis estudadas foram: tempo larval, viabilidade
larval, periodo pupal, peso de pupas, viabilidade de pupas, longevidade de adultos e tempo
médio de morte. Péde-se concluir que o extrato etandlico da polpa de P. tuberculatum
provoca 100 % de mortalidade larval em S. frugiperda nas doses a partir de 10 mg/ 100 g de
dieta artificial de Bowling e o extrato etanolico das sementes provoca 0 mesmo percentual de
mortalidade larval nas doses de 50 e 150 mg/ 100 g de dieta artificial.

Palavras-chave: planta inseticida, inseticida botanico, lagarta militar.
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DETERMINATION OF THE INSECTICIDAL EFFECT OF ETHANOL EXTRACT
OF Piper tuberculatum JACQ. (PIPERACEAE) ON Spodoptera frugiperda (SMITH,
1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT: The secondary metabolites of plants can be inexhaustible sources of studies, in
that they have the function of defending the plants against external bodies and thus can be
used in the preparation of natural insecticides. Piper tuberculatum is a plant of the genus
Piper producing substances with insecticidal activity. Thus, we evaluated the insecticidal
potential of ethanol extracts of the seeds and pulp of P. tuberculatum on Spodoptera
frugiperda. Bowling’s diet containing extracts were placed in test tubes and then placed the
newly hatched larvae of S. frugiperda. The experimental design was randomized and the
treatments were analyzed by Kruskal-Wallis, namely: two extracts (Seeds and pulp) and five
doses (10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg and 250 mg per 100 g diet), being five parcels for
repetition. The witness was the diet without the extract. The variables studied were: larval
time, larval viability, pupal stage, pupal weight, viability of pupae, adult longevity and death
average time. It was concluded that the ethanol extract of the pulp of P. tuberculatum causing
100% larval mortality in S. frugiperda at doses from 10 mg / 100 g of Bowling’s artificial
diet and the ethanol extract of the seeds causes the same percentage of larval mortality at
doses 50 and 150 mg / 100g of artificial diet.

Keywords: insecticide plant, botanical insecticide, fall army worm.
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INTRODUCAO

O controle de pragas é geralmente realizado com produtos quimicos sintéticos que
acarretam diversos problemas, tais como residuos nos alimentos, destruicdo de inimigos
naturais, intoxicacgoes, insetos resistentes, entre outros efeitos diretos e indiretos (ROEL et
al., 2000).

A lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é uma das principais pragas do milho.
Até os 30 dias de desenvolvimento da cultura pode causar prejuizo de 15 %, ja no
florescimento de até 3 %. Os inseticidas praticamente sdo a Unica ferramenta utilizada para o
controle de pragas da cultura do milho, principalmente os carbamatos, inibidores da sintese
de quitina, espinosinas, organofosforados e os piretroides que podem ser utilizados mas ha
indicios de perda de eficacia. No milho, S. frugiperda é a praga que sofre as maiores pressées
de selecdo, devido principalmente ao numero de aplicacdes de inseticidas a qual é submetida.
Algumas regides produtoras que cultivam milho no verdo pulverizam a praga praticamente o
ano todo e alguns grupos de inseticidas, como os inibidores da sintese de quitina, j& mostram
necessidade do aumento das aplicacGes e dosagens por hectare (BARROS, 2009).

A busca de outros métodos de controle inclui a utilizacdo de produtos que sejam menos
agressivos ao ambiente, dentre os quais podem ser citados os inseticidas de origem vegetal
(ROEL et al., 2000).

Os metabdlitos primarios sdo compostos envolvidos nas funcdes basicas das
plantas, tais como a respiracdo e a biosintese dos aminoacidos e outros componentes
necessarios para sua sobrevivéncia. Os metabdlitos secundarios sdo especificos de
algumas espécie, tem um papel na interacdo de uma planta com seu ambiente, que
pode ser uma outra planta ou, por exemplo, em caso das plantas para atrair
polinizadores, ou a defesa as pragas e as doencas e também estdo relacionados com o
sabor e a cor de nosso alimento (VERPOORTE et al., 2007).

Por muitos anos o metabolismo secundario das plantas foi negligenciado na
ciéncia. Eram considerados produtos desnecessarios nas plantas, sem funcgdo aparente.
Gradualmente, o reconhecimento do papel importante de metabolitos secundarios das
plantas aumentou. Por exemplo, nos termos da resisténcia as pragas e a doencas
(VERPOORTE, 1998; TAIZ & ZEIGER, 2004).
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Existem critérios importantes usados na identificacdo de plantas que
provavelmente possuem algumas destas substancias e incluem: quimiotaxonomia,
uso tradicional ou observacdes ecoldgicas da planta. As observacdes ecoldgicas
podem ter originado na antiguidade. Os usos tradicionais das plantas sdo baseados em
observagGes cuidadosas, por exemplo, preparagfes inseticidas que sdo derivadas das
plantas ndo atacadas por insetos (VERPOORTE, 1998).

Dentre as plantas com propriedade inseticida, destacam-se aquelas pertencentes a
familia Piperaceae, incluindo-se, Piper tuberculatum Jacq., comumente conhecida por
pimenta-de-macaco.

E também considerada planta medicinal com propriedades estimulante, carminativa
(BRAGA, 1953 apud GUIMARAES & GIORDANO, 2004) analgésica, sedativa e também
como antiofidica (LANZNASTER et al., 2007). Do extrato etanolico dos frutos de P.
tuberculatum foram obtidos e identificados dois esteroides, o B-sitosterol e o stigmasterol, em
mistura, duas amidas, a piplartina e a dihidropiplartina, e um derivado do acido cinamico, o
acido 3,4,5-trimetoxi-dihidrocindmico (BRAZ-FILHO et al., 1981; ARAUJO-JUNIOR et
al.,1996; ARAUJO-JUNIOR et al., 1999; NAVICKIENE et al., 2000; CUNHA & CHAVES,
2001; SILVA et al., 2002; CHAVES et al., 2003; MIRANDA et al., 2003 apud FACUNDO
et al.,, 2008). O mesmo extrato, etandlico, das folhas, demonstrou atividade tripanocida
(SILVA et al., 2007).

Obijetivou-se neste estudo verificar o efeito do extrato etandlico de P. tuberculatum.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Entomologia do Departamento de
Fitotecnia, do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).
A espécie P. tuberculatum foi identificada no Instituto de Pesquisa Jardim Botanico do Rio

de Janeiro pela Dr? Elsie Franklin Guimaraes

Coleta e preparo das amostras de P. tuberculatum

Para o experimento foram usados frutos verdes de P. tuberculatum coletados na
EMBRAPA Meio-Norte em area proxima ao Rio Poty, em Teresina — PI.

Logo apds a coleta, os frutos foram processados no Laboratério de Nutricdo Animal do
Departamento de Zootecnia no CCA/ UFPI. Os materiais foram desidratado em estufa com
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circulagéo forgada de ar por 72 horas & 65 °C e triturado em moinho de facas. As sementes
foram separadas durante a trituracdo dos frutos e posteriormente foram processadas em
moinho do tipo bola.

A preparacdo dos extratos vegetais das amostras (sementes e polpa) foi realizada no
Laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias da
Natureza da UFPI.

Aproximadamente 500 g de amostra (sementes/ polpa) foram inicialmente extraidas
com hexano, solvente de baixa polaridade, a temperatura ambiente, durante trés dias, sendo a
cada dia sonicada por 30 minutos e apos esse periodo, o extrato foi filtrado para separacdo do
sobrenadante e do residuo. Com o residuo repetiu-se o procedimento por mais duas vezes. Os
sobrenadantes das trés extracfes foram reunidos e ap6s a eliminacdo do solvente em
rotaevaporador os extratos obtidos foram congelados, liofilizados e assim produziu-se o
extrato hexanico (1). O residuo ap6s a extracdo com hexano foi submetido a extragdo com
éter etilico e etanol/ agua (70: 30 %), seguindo 0 mesmo procedimento, para render, apds a
eliminacdo dos solventes os extratos: hexanicos (1) - sementes: 9,45 g (1,89%) e polpa: 22,74
g (4,06 %); etéreo (2) - sementes: 9,01g (1,80 %) e polpa: 13,74 g (2,45 %) e etandlico (3) -
sementes: 11,98 g (2,39 %) e polpa: 16,91 g (3,01 %).

Coleta e criacdo de S. frugiperda

As larvas foram coletadas em plantas de milho de aproximadamente 40 dias, na area
experimental do Departamento de Fitotecnia do CCA/ UFPI e criadas em tubos de ensaio

contendo como alimento a dieta artificial de Bowling (1967) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo da dieta artificial de Bowling (1967) para manutencdo da fase larval de

Spodoptera frugiperda em laboratdrio.

Composic¢do Quantidade
Feijdo carioca 100,00 g
Levedura de cerveja 15,00 g
Acido ascérbico 3,00¢g
Nipagin (metilparahidroxibenzoato) 1,00 g
Benzoato de sédio 0,50¢g
Formaldeido 1,009
Agar (+ 250 mL de agua destilada) 9,009
Agua destilada 375,00 mL

Obs.: quantidade suficiente para 100 tubos de ensaio de 8cm de altura por 1,5 cm de didmetro, até 1/3
de dieta por tubo.
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Para o preparo da dieta, o feijdo previamente cozido, os ingredientes sélidos e a agua
foram triturados em liquidificador doméstico. Ao Agar foi adicionada agua e dissolvido em
microondas por aproximadamente 3 minutos e depois misturado as demais substancias e
batido em liquidificado até formar uma pasta homogénea. A dieta, ainda quente, foi
distribuida em tubos de ensaio autoclavados. Apds esfriar, as lagartas foram introduzidas.
Todo o procedimento foi realizado em capela para evitar contaminagdes.

A criacdo foi mantida em sala climatizada com temperatura de 28 + 2 °C, UR de 60 *
20 % e fotofase de 12 horas.

Na passagem da fase larval para fase de pupas os insetos foram colocados em tubos
limpos e tampados com algoddo. A fase adulta foi mantida em gaiolas de PVC de 20 cm de
altura e 10 cm de diametro, tampadas com placas de petri de mesmo diametro. As gaiolas
foram forradas com papel para receberem as posturas. As mariposas foram alimentadas com

solugéo de mel a 10 %.

Aplicacdo dos extratos etandlicos na dieta artificial de Bowlig (1967)

Do extrato etanolico das sementes e do extrato etandlico da polpa foram testados cinco
concentragdes: 10 mg, 20 mg, 50 mg, 150 mg e 250 mg. Cada concentragdo foi
homogeneizada em 100 g da dieta, morna e colocada nos tubos até 1/3 do volume antes de
solidificar. Apds a solidificacdo, lagartas de S. frugiperda recém eclodidas foram inoculadas
com auxilio de um pincel de pélos.

Diariamente foi observado o desenvolvimento e mortalidade dos insetos. Para
comprovar a mortalidade das larvas foi utilizado para o toque, um pincel de pélos.

Variaveis estudadas: tempo larval, viabilidade larval, periodo pupal, peso de pupas,
viabilidade de pupas, longevidade de adultos e tempo médio de morte larval que foi calculado

pela formula:

TM=X(D1XxN1+D2xN2+.... Dn X Nn)/ Total de larvas mortas pelo extrato
Onde: TM = tempo médio de morte média
D= dia de avaliagéo

N= numero de larvas mortas pelo extrato
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Procedimento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e as médias foram
analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis porque as amostras ndo tiveram
variancias homogéneas. Os tratamentos foram dispostos em cinco repeticdes e quatro
parcelas, sendo eles: dois extratos (extrato etandlico da semente e extrato etandlico da polpa)
e as cinco doses. A testemunha foi a dieta de Bowling (1967) sem extrato. Foi realizada
analise de sobrevivéncia para acompanhar a queda na sobrevivéncia dos insetos tratados com

a menor dose e comparé-los com a testemunha.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As larvas tratadas com a dose 250 mg no extrato etandlico da polpa (ETAP), tiveram
um tempo médio de morte de apenas dois dias, tendo sido esta a dose com melhores
resultados (Tabela 2). As doses 10, 20, 50 a 150 mg se igualaram a testemunha demonstrando
gue os insetos nestas doses demoraram mais tempo para morrer. No extrato etanodlico das

sementes (ETAS) todas as doses se igualaram a testemunha.

Tabela 2. Tempo médio de morte, tempo larval, viabilidade de pupas, periodo pupal, peso de pupas e
longevidade de adultos de Spodoptera frugiperda mantidas em dieta artificial de Bowling (1967)
contendo diferentes doses dos extratos etandlicos da polpa e sementes de Piper tuberculatum.

Dose Tempo Tempo Viabilidade Viabilidade Periodo Pesode Longevidade

(mg) médio de larval larval (%) de Pupas pupal pupas de adultos
morte (dias) (%) (dias) (mg) (dias)
W//f//f///’///’/ﬁf’ Extrato etandlico da polva o2 A A A s
3.65ab 3.75b 25.00* 25. 00* 9. 00* 194 00* 10. 00*
20 9.70 a 8.35hb B
50 13.15a 11.55b B B B B B
150 8.10a 7.56 b ) ) B ) B
250 2.00b B B B h B h

11.00 a 3145a 75.00 70.00 7.03 204.00 7.33

10.87 a 2415a 50.00 ab 37.50 a 7.18a 168.50 b 4.25a
20 791a 13.75 ab 25.00 b 25.00a 8.00a 173.25 ab 575a
50 2.58 ab 2.30b 25.00* 25.00* 8.00* 174.00* 20.00*
150 2.20 ab 0.87b B B B B B
250 6.58 ab 13.12 ab 25.00 b 25.00a 8.00a 119.50 b 8.00a

0 11.00 a 3145a 75.00 a 70.00 a 7.03a 204.60 a 7.33a
*Valor Gnico, ndo analisado por ndo ter havido repeticdes. Médias seguidas de mesma letra, na coluna

limitada pela hachura, ndo diferem entre si pelo teste de kruskal-Wallis a 5 % de probabilidade.
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Na figura 1 pode-se acompanhar a queda na sobrevivéncia das larvas tratadas com os

extratos da polpa.

Individuos vivos

25—

Vivas ETAF 10 20
" . O Variancia (VL) = 2,5371
5 Qui-quadrado (WL) = 8,6875

Graus de liberdade = 1
(p) = 0,0032

-y
|

Sobrevivéncia
T
T

+ \ivas AL
Testemunha

Intervalos de tempo

Figura 1. Sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda
tratadas com extrato etandlico da polpa de Piper tuberculatum
(ETAP) e com a testemunha.

A sobrevivéncia das larvas de S. frugiperda tratadas com o ETAP na dose 10 mg
apresentou uma queda brusca logo nos primeiros dias quando a grande parte dos insetos
testados morreu. A testemunha se manteve com a taxa de sobrevivéncia sempre acima do
ETAP dose 10 mg, sendo que quando houve queda na sobrevivéncia, esta queda foi bem mais
gradativa.

Na figura 2 pode-se observar o grafico da analise de sobrevivéncia das larvas tratadas
com o ETAS dose 10 mg, nele observa-se que a taxa de sobrevivéncia das larvas tratadas com
0 ETAP dose 10 mg foi mais baixa.
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Individuos vivos

25—

Vivas ETAS 10 20+ .
ma Variancia (VL) = 3,7439
' Qui-quadrado (WL) = 4,8236

Graus de liberdade = 1
(p) 0,0281

o
1

Sobrevivéncia
]
}

o
|
T

+ Vivas
Testemunha

0 I I I I
0 20 40 50 80

Tempo (dias)

Figura 2. Sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda
tratadas com extrato etandlico das sementes (ETAS) de
Piper tuberculatum e com a testemunha.

O menor tempo larval provocado pelo ETAP foi na dose 250 mg. Todas as larvas
tratadas nesta concentragdo morreram logo que entraram em contato com a dieta contendo o
ETAP. No momento da inoculagdo as larvas se contorciam. Esse fato pode ter acontecido
devido a ardéncia de P. tuberculatum e aos metabdlitos secundarios existentes nesta planta.

As demais doses do ETAP proporcionaram as larvas menores tempos larvais quando
comparadas com a testemunha. Todas as larvas a partir da dose 20 mg morreram. Ao morrer
as larvas tinha aparéncia escurecida e corpo amolecido. Mesmo algum tempo apds a
avaliacdo visual ndo foram atacadas por fungos, reforgando assim a agdo antifungica de P.
tuberculatum ja citadas por alguns autores como Navickiene et al. (2006) que estudando
especies brasileiras de Piperaceae revelaram a ocorréncia de pyrones, lignoides e de chromenes
além das varias amidas que mostraram que plantas desta familia podem ser poderosas quanto
a acdo fungicida e inseticida.

O tempo larval esta, neste caso, relacionado ndo somente com o efeito do extrato, mas
também com a viabilidade larval. Ou seja, o fato de 0 ETAP na concentracdo 50 mg ter tido
média de tempo larval de 11,55 dias, ndo significa que as larvas abreviaram seu ciclo em

relacdo a testemunha, pois se for verificado a viabilidade larval é possivel observar que
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nenhum inseto sobreviveu, a viabilidade foi de 0 %. Os melhores resultados no tratamento
ETAS foram observados nas larvas tratadas com as doses 50 e 150 mg, tendo as larvas
tratadas com as demais doses se igualado aos resultados da testemunha.

Do extrato etanolico dos frutos de P. tuberculatum foram obtidos e identificados dois
esterdides, o B-sitosterol e o stigmasterol, em mistura, duas amidas, a piplartina e a
dihidropiplartina, e um derivado do acido cindmico, o acido 3,4,5-trimetoxi-dihidrocinamico
(FACUNDO et al., 2008)

Silva et al. (2007) encontraram no extrato bruto de P. tuberculatum duas promissoras
substancias antichagésicas: piperina e piplartina. Estes mesmo autores comprovaram que 0
extrato etandlico desta planta tem acdo tripanocida frente a forma epimastigota da cepa Y de
Tripanosoma cruzi com CL 50 igual a 20 pg/ mL. A atividade inseticida das piperamidas
isoladas de P. tuberculatum foram estudadas também em bioensaio com o mosquito Aedes
atropalpus L. e foi comprovada sua toxicidade ao inseto (SCOTT et al., 2002).

Navickiene et al. (2007) afirmaram que a toxicidade de P. tuberculatum é atribuida a
presenca da amida isobutilica 4,5-diidropiperlonguminina. Estes autores desenvolveram
estudos da atividade inseticida da amida 4,5-diidropiperlonguminina em Diatraea
saccharalis. A amida foi avaliada em diferentes concentragdes nos insetos. O valor da DLsg
ficou entre as doses maiores que 0,08 mg e menores que 0,10 mg i.a./inseto. Concluiram
neste trabalho que a substancia apresenta grande potencial inseticida.

O dilapiol também foi responsabilizado pelo efeito inseticida de P. tuberculatum em
experimento expondo A. aegypti a extratos metanolicos das folhas, frutos e talos desta planta,
que se mostrou altamente letal a fase larval do inseto em teste (POHLIT et al., 2004).

O extrato etanolico, diluido em agua e Tween, de P. tuberculatum foi avaliado por
Sallet et al. (2008) e foi verificado elevado efeito toxico em adultos de Acanthoscelides
obtectus causando mortalidade de 100 % dos insetos que tiveram contato com papel
contaminado pela a solugéo.

O extrato etandlico de P. tuberculatum foi bastante eficiente quanto a toxicidade a
larvas de S. frugiperda em laboratorio. A viabilidade larval dos insetos tratados com o ETAP
de P. tuberculatum foi afetada, tendo todas as doses se diferido da testemunha. Nas doses a
partir de 20 mg/ 100 g de dieta a viabilidade foi zero, sendo que na dose 10 mg apenas uma
repeticdo apresentou resultado para esta variavel e foi desconsiderada na analise estatistica.
O ETAS proporcionou diminuicdo da viabilidade larval a partir da dose 20 mg, sendo que a

dose 10 mg se igualou a testemunha.
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Estatisticamente, os melhores resultados, no referido extrato foram conseguidos na
dose de 150 mg com viabilidade de 0 %. Esta dose em percentual corresponde a 0,15 % da
dieta, estes resultados foram semelhantes a estudos semelhante realizados por Webber et al.
(2009) com extrato alcoolico de Stryphnodendron coriaceum nas concentracdes de 2 e 4 %
que causaram 100 % de mortalidade de S. frugiperda.

A variavel viabilidade de pupas no ETAP néo foi analisado por insuficiéncia de dados e
no ETAS a variavel ndo foi afetada pelos extratos, sendo esta de 70 % na testemunha que foi
estatisticamente igual as doses aplicadas que apresentou viabilidade larval de 37, 5 % na dose
10 mg do ETAS e 25 % nas doses 20 e 250 mg. Este resultado também ocorreu em ensaio
realizado por Santiago et al. (2008) onde verificaram que os extratos aquosos de Ruta
graveolens, Momordica charantia, Lippia sidoides e Ricinus communis avaliados néo
diferiram estatisticamente entre si, indicando ndo terem influéncia sobre a viabilidade pupal
de S. frugiperda. Porém nesse experimento o extrato aquoso de R. communis a 10 %
promoveu aumento na duracgdo da fase pupal diferindo significativamente da testemunha.

Nos insetos que sobreviveram, o periodo pupal ndo foi afetado pelos extratos tendo
todos se igualado a testemunha. Barbosa et al. (2009) em avaliacdo da acdo inseticida do
extrato aquoso de folhas de capim citronela (Cymbopogon nardus) sobre S. frugiperda,
também ndo obteve resultado significativo em relacéo ao periodo pupal.

Nos tratamentos com ETAS as doses 10 e 250 mg/ 100 g de dieta tiveram menor peso
em relacdo a testemunha, tendo se igualado a dose 20 mg, porém, tendo esta, apresentando
diferenca significativa em relacdo a testemunha. Apesar de neste experimento o peso de
pupas nao ter sido bruscamente afetado pelos extratos, outros extratos vegetais tem
apresentado efeito significativo nesta fase de desenvolvimento de S. frugiperda como ocorreu
em experimento realizado por Roel et al. (2000) que testaram o0 extrato de acetato de etila de
Trichilia pallida Swartz, na concentracao de 0,006 % e verificaram que este extrato afetou a
fase pupal, alongando a duracgéo e reduzindo o peso sem afetar a viabilidade de S. frugiperda.

A longevidade de adultos ndo foi afetada pelo extrato em nenhuma das doses estudadas
do ETAS.

CONCLUSAO

O extrato etanolico da polpa de P. tuberculatum provoca 100 % de mortalidade larval

em S. frugiperda nas doses a partir de 10 mg/ 100 g de dieta artificial de Bowling (1967) e 0
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extrato etanolico das sementes provoca o mesmo percentual de mortalidade larval nas doses
de 50 e 150 mg/ 100 g de dieta artificial de Bowling (1967).
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho constata-se que a pimenta-de-macaco é uma alternativa promissora ao
uso de inseticidas convencionais comprovada pela sua toxicidade a S. frugiperda. Outro
aspecto a ser considerado é a alta producao e facilidade de coleta de frutos e folhas que esta
planta apresenta e sua abundancia, rusticidade e adaptabilidade a diversas regiGes do pais
tornando facil sua aquisicao e uso.

Diante dos resultados expostos nesta pesquisa pode-se perceber a necessidade de novos
estudos relacionados aos efeitos inseticidas de P. tuberculatum como ensaios de campo,
fracionamento das doses em intervalos menores, determinacdo da dose letal e tempo letal
para os insetos em teste, isolamento das substancias toxicas e realizacdo de novos ensaios
bioldgicos com objetivo de identificar moléculas com potencial para se trabalhar na
agricultura.

Os extratos elaborados neste trabalho apresentaram dificuldade de manipulagéo durante
a homogeneizacdo na dieta artificial de Bowling, devido a sua consisténcia oleosa e alta
viscosidade, assim para realizacdo de ensaios de campo, sugere-se 0 estudo de substancia
inerte a ser incorporada aos extratos para que estes possam ser avaliados em ensaios de

campo nas doses estudadas nesta pesquisa.
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