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RESUMO

A lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) é considerada uma das
principais pragas que afetam a produgao de milho no Brasil. Este trabalho teve como
objetivo avaliar, in vitro, a eficiéncia ovicida e larvicida do extrato aquoso de
Myriophyllum aquaticum sobre a lagarta S. frugiperda. Macrofitas aquaticas da
espéecie M. aquaticum foram coletadas no reservatério do rio Verde, posteriormente
limpas, secas e processadas para extracdo em dois diferentes liquidos extratores
(aquoso e hidroetandlico 80% v/v). Apds a extragdo, os extratos liquidos foram
liofilizados e armazenados até o uso. Para determinar a atividade inseticida,
quantificou-se o teor de compostos fendlicos totais, sendo selecionado o extrato com
maior concentragdo desses compostos para o experimento. Em um bioensaio, foi
utilizado um delineamento experimental inteiramente randémico, expondo as lagartas
a sete concentragdes do extrato de M. aquaticum (0 — testemunha, 1, 5, 10, 100, 500
e 1000 mg/L) para avaliar o potencial ovicida e larvicida, utilizando exposigao tdpica e
de superficie (n= 5 por tratamento). O extrato hidroetandlico apresentou maior
rendimento e teor de compostos fendlicos, quando comparados ao extrato aquoso.
Apesar da presenga de compostos fendlicos, ndo foi observada atividade ovicida ou
larvicida em S. frugiperda apds o periodo de exposicado, independentemente do tipo
de exposig¢ao (topica ou de superficie). Desta forma, sugere-se a investigagao de
outras solugdes extratoras em estudos futuros, considerando também a extracao de
plantas em diferentes estacbes do ano, uma vez que isso pode influenciar na

composicéo fitoquimica e no potencial efetivo de extratos na atividade inseticida

Palavras-chave: bioinseticidas, pragas do milho, extratos vegetais



ABSTRACT

The fall caterpillar (Spodoptera frugiperda) is considered one of the main pests
directly impacting corn production in Brazil. The aim of this study was to in vitro assess
the ovicidal and larvicidal efficacy of aqueous extract from Myriophyllum aquaticum on
the S. frugiperda caterpillar. Aquatic macrophytes of the M. aquaticum species were
collected from the rio Verde Reservoir, cleaned, dried, and processed for extraction
using two different solvents (aqueous and hydroethanolic 80% v/v). After extraction,
the liquid extracts were lyophilized and stored until use. To investigate potential
insecticidal activity, the total phenolic compound content was quantified, and the
extract with the highest phenolic content was selected for the experiment. In a
bioassay, a completely randomized experimental design exposed caterpillars to seven
concentrations of M. aquaticum extract (0 — control, 1, 5, 10, 100, 500, and 1000 mg/L)
to test ovicidal and larvicidal potential, using both topical and surface exposure (n=5
per treatment). The hydroethanolic extract showed higher yield and phenolic
compound content when compared to the aqueous extract. Despite the presence of
phenolic compounds, no ovicidal or larvicidal activity was observed in S. frugiperda
after the exposure period, regardless of the type of exposure (topical or surface). Thus,
it is suggested to explore other extracting solutions in future studies, also considering
the extraction of plants in different seasons, as this may influence the phytochemical
composition and the effective potential of extracts in insecticidal activity.

Keywords: Bioinsecticides, corn pest, vegetal extracts.



1 INTRODUGAO

A lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda) € considerada como uma das
principais pragas que afetam diretamente na produgdo de milho no Brasil, causando
elevados custos uma vez que é necessario realizar muitas aplicagdes de inseticidas
ao longo do ciclo da cultura (LIBERA et al. 2022. NGEGBA et al. 2022; PHAMBALA
et al. 2020; RIOBA et al. 2020). E, ainda, o uso de pesticidas quimicos para o controle
desses organismos tem afetado diretamente a saude de diferentes organismos nao-
alvo, incluindo o ser humano, demandando pela busca por novas alternativas de
controle (BREVAULT; CLOUVEL, 2019; COSSOLIN et al. 2019).

Desta forma, o uso de solugdes baseadas na natureza (SbN) tem contribuido
com os setores agricolas no desenvolvimento de técnicas sustentaveis de manejo,
seguranga alimentar e viabilidade econdmica, controle de pragas agricolas e redugéao
dos impactos da contaminacdo quimica dos ambientes (ARNES-GARCIA,
SANTIVANEZ, 2021; BREVAULT; CLOUVEL, 2019). As SbN sao definidas, como:
"Acbes de protecao, gestdo sustentavel e restauracdo de ecossistemas naturais ou
modificados que abordam os desafios sociais de forma eficaz e adaptativa,
proporcionando simultaneamente beneficios ao bem-estar humano e a
biodiversidade" (COHEN-SCHACHAM et al. 2016).

O uso de extratos vegetais pode ser considerada uma SbN eficiente para o
combate de patdgenos e pragas (SONG et al. 2019; KITAMURA et al. 2021;
KITAMURA et al. 2023; NGEGBA et al. 2022). Tal tecnologia sustentavel é
considerada eficiente, visto que € uma tecnologia de controle que nao elimina
subprodutos toxicos ao ambiente e que apresentam manejos ecoldogicos que
contribuem para a preservagao da biodiversidade, pois reduzem o uso de substancias
com potenciais ecotoxicologicos (SONG et al. 2019; BRITTO et al. 2021). Ainda, os
extratos de plantas podem apresentar constituintes que podem ser consideradas
alternativas para a reducido do uso/substituicio de compostos quimicos sintéticos
utilizados no manejo de insetos pragas. (BRITTO et al. 2021; NGEGBA et al. 2022).

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo avaliar in vitro a eficiéncia
ovicida e larvicida de extrato aquoso de Myriophyllum aquaticum sobre as lagartas S.
frugiperda. A hipotese do presente trabalho € que os extratos de M. aquaticum
apresentem potencial inseticida, visto que € uma espécie conhecida pelo alto teor de
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compostos fendlicos, principalmente quando extraidas utilizando a agua como
solvente (KITAMURA et al. 2023). Sabe-se que os compostos fendlicos € uma classe
de substancias produzidas pelo metabolismo secundario que podem apresentar
potencial inseticida (BAUER et al. 2009; BREVAULT; CLOUVEL, 2019). Desta forma,
espera-se que o extrato aquoso de M. aquaticum seja eficaz para combater ovos e/ou

larvas de S. frugiperda.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao, coleta e processamento de amostras vegetais de M. aquaticum

Para a obtenc&o dos extratos vegetais foram coletadas macrofitas da espécie
Myriophyllum aquaticum (Vell.) Verdc no reservatorio do Rio Verde, localizado na

regidao do municipio de Araucaria, Parana, nas coordenadas 25 S 908.1 49 W 28 03.1
(Fig. 1).

Figura 1. Ponto de coleta de Myriophyllum aquaticum (Vell.) Verdc, municipio de Araucaria, PR.

Fonte: Adaptado de Google Earth

As plantas foram coletadas manualmente e transportadas para o
laboratério. Posteriormente o material vegetal foi lavado em agua corrente para a
remogao de impurezas ou sujeiras grosseiras e, foram secas a 30°C £ 3°C em estufa
por 15 dias para a completa desidratagdo. Apds a secagem, o material foi triturado em

liquidificador e peneirado para a padronizagédo granulométrica (malha de 0,5 mm).

2.2 Preparo dos extratos vegetais

Para a obtencdo dos extratos vegetais, o material vegetal pulverizado foi
pesado (20 g) e posteriormente foi adicionado o liquido extrator na proporgao de 20%
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(20 g para 100 mL de solvente). A extragao foi realizada em banho ultrassénico por
trés ciclos de 45 minutos. A cada ciclo, o solvente de extracao foi filtrado e os residuos
vegetais retornavam ao frasco, para que uma nova etapa fosse realizada pela
renovagao do solvente. Ao final dos trés ciclos, obteve-se aproximadamente 300 mL
de extrato liquido. Foram utilizados dois tipos de liquidos extratores: agua purificada
em sistema de osmose reversa e solugédo hidroetandlica 80% (v/v), que forneceram
respectivamente o extrato aquoso e o extrato hidroetandlico. Apds a extragado, os
extratos liquidos foram filtrados e, os materiais contendo etanol foram rotaevaporados
para a remogao do solvente (KITAMURA et al. 2021).

Apds a obtencdo dos extratos, foi feito o congelamento a -80 °C em
ultrafreezer e posteriormente foi realizada a liofilizagdo. Os extratos liofilizados foram
armazenados a -20 °C, até o preparo das amostras para os testes de inibi¢ao.

2.3 Andlise de compostos fendlicos dos extratos vegetais

A determinagdo de fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau (AMERINE;OUGH, 1976). Para tanto, foram preparadas solugbes-estoque
de 100 mg.L" dos extratos liofilizados de M. aquaticum para a investigag&o preliminar
fitoquimica.

Em um baléo volumétrico (volume de 10 mL), foram adicionados 5 mL de agua
de osmose, 150 pL dos extratos de M. aquaticum e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu
(SigmaAldrich®). A solugdo foi mantida por trés minutos em repouso e,
posteriormente, foram adicionados 2 mL de solugéo de carbonato de sddio (Na2COs3)
15% e agua de osmose até completar o volume de 10 mL. Apds o preparo, os baldes
foram armazenados em locais protegidos de luz para evitar a fotodegradagéo dos
compostos, por um periodo de duas horas.

Apods as duas horas, a analise foi realizada pela leitura em espectrofotometro
UV-Vis (UV-1800%, SHIMADZU). Foi utilizado o comprimento de onda de 765 nm para
as leituras em cubetas de 10 mm. Para a quantificagdo dos compostos fendlicos totais
foi utilizada a curva de calibragdo a partir de solugdes de acido galico, conforme

regressao linear obtida de R?= 0,999.

2.4 Bioensaios
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Os bioensaios foram conduzidos no laboratério de Inovagao da empresa Total
Biotecnologia e Comércio (BIOTROP) em Curitiba (Parana), durante o periodo de
margo a junho de 2023.

Sementes de milho comerciais foram semeadas em vasos plasticos de 5L
contendo fibra de coco, areia e vermiculita e foram mantidos em casa de vegetacéao
(empresa Total Biotecnologia e Comércio (BIOTROP) em Curitiba — Parana) para
producao de biomassa para alimentagao das lagartas.

As lagartas e ovos de S. frugiperda foram obtidas de criagdo da empresa
Pragas.com. Os bioensaios foram conduzidos sob delineamento inteiramente com
distribuicdo randémica, com sete tratamentos, onde foram avaliadas as concentragdes
de O (testemunha) 1, 5, 10, 100 e 500 e 1000 mg/L.

A atividade ovicida foi determinada utilizando papel cartdo azul (4 x 2 cm)
contendo ovos com até 24 horas de idade, colados equidistantes com solugao de
goma arabica 20% com auxilio de um pincel fino e lupa. Nos cartdes foram borrifadas
as solugdes preparadas dos extratos vegetais com um borrifador plastico (30 mL).
Apds a secagem, os cartdes foram colocados em placas de Petri e fechadas com filme
plastico PVC. A deterioracdo ou eclosao dos ovos foram avaliadas diariamente
durante sete dias.

A atividade larvicida foi avaliada de duas maneiras: por aplicagao topica e por
exposicdo de superficie. Para a aplicagdo tépica, as lagartas foram colocadas
individualmente sobre folhas de milho nao tratadas, que foram previamente colocadas
em bandejas plasticas de 16 pogos, contendo agar-agua para manter a umidade (n=
1 lagarta por poco) e entdo 2 uL das solu¢des do extrato vegetal (ou controle) foram
aplicados topicamente com o auxilio de uma micropipeta no mesotorax de lagartas de
S. frugiperda. Para a avaliacado de exposigao de superficie, discos de papel filtro foram
umedecidos com 0,8 mL das solugbes do extrato vegetal (ou controle) e apds a
secagem foram colocados em placas de Petri, juntamente com um cubo de dieta
artificial (Greene et al., 1976) para alimentacédo das lagartas. Em cada placa foram
colocadas 5 lagartas.

A avaliagdo da atividade larvicida constou na contagem de numero de dias

necessarios para causar a mortalidade das lagartas, e foi considerada morta as
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lagartas que permaneceram mortas apos serem tocados/estimulados com o auxilio

de uma pinga.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento dos extratos obtidos de M. aquaticum

O extrato hidroetandlico apresentou maior rendimento, quando comparado ao
extrato aquoso (p < 0,0001) (Fig. 2). Sabe-se que o rendimento de extratos
provenientes de macréfitas aquaticas, podem se diferir devido as diferencas de
extragao dos compostos soluveis pelo liquido extrator (SILVEIRA, 2012). Desta forma,
compostos mais polares e hidrofilicos podem ser extraidos com maior facilidade com

a utilizagao de solugdes etandlicas e metandlicas (MATOS, 2009).

Figura 1. Rendimento dos extratos hidroetandlicoss e aquosos lioflizados de Myriophylllum aquaticum.

*Indica diferencga significativa (p<0,05) pelo teste Anova de uma via seguido pelo pés-teste de Tukey
(n=3).
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3.2Concentragao de compostos fendlicos totais dos extratos de M. aquaticum

O extrato hidroetandlico e aquoso apresentaram em sua composicdo a
presenca de compostos fendlicos. No entanto, o extrato hidroetandlico apresentou
maiores teores de fendlicos totais, quando comparadas ao extrato aquoso (p < 0,001)
(Fig. 3).
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Figura 3. Teor de compostos fendlicos totais (mg.mL") de extratos hidroetandlico e
aquoso de Myriophyllum aquaticum (n=3). *Indica diferen¢a significativa (p < 0,05), quando
comparados por Anova de uma via seguido pelo pés-teste de Tukey.
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Sabe-se que as solugdes de solventes organicos misturados com agua,
aumentam o rendimento de extracdo de compostos fendlicos (SIMOES, 2010). Isso
pode corroborar para os valores de rendimentos e de teor de fendlicos totais para o
extrato hidroetandlico. Tais caracteristicas sdo de interesse, visto que a presenca de
compostos fendlicos € uma forma de defesa contra predadores de macrofitas do
género Myriophyllum (BAUER et al. 2009). Diante disso, esses resultados corroboram

para as investigagdes de testes inseticidas contra a lagarta Spodopetera frugiperda.

3.3 Avaliacao do potencial inseticida de M. aquaticum

Ap0ds o periodo experimental ndo foram constatadas alteragdes na eclosao dos
ovos para nenhum dos tratamentos, demonstrando que ndo houve potencial ovicida
(Tabela 1). Similarmente, nenhuma das concentragées do extrato hidroetandlico
causaram a mortalidade de lagartas de S. frugiperda, seja para a exposigao tépica,
quanto para a exposicdo de superificie, evidenciando que nao houve atividade
larvicida (Tabela 1). Tal resultado pode sugerir uma falta de eficacia das
concentracdes testadas ou indicar uma possivel resisténcia dos ovos de S. frugiperda

aos compostos presentes nos extratos de M. aquaticum.
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Tabela 1. Potencial inseticida de diferentes concentragdes de extrato hidroetanodlico de
Myriophyllum aquaticum (0, 1, 5, 10, 100, 500 e 1000 mg/L) sobre ovos e lagartas de Spodoptera
frugiperda.

Taxa de sobrevivéncia apés exposicao ao extrato hidroetanélico (%)

Tratamentos (mg/L)

Ovicida Larvicida (topico) Larvicida (superficie)
0/Testemunha 100 100 100
1 100 100 100
5 100 100 100
10 100 100 100
100 100 100 100
500 100 100 100
1000 100 100 100

O uso de extratos vegetais para o controle de pragas agricolas tem gerado
interesse para diferentes estudos, pois podem ser alternativas viaveis para a reducao
de custos para a produgao agricola, pode reduzir danos ambientais e efeitos para
organismos nao-alvo além de reduzir a dependéncia por inseticidas quimicos (RIOBA
et al. 2020, NGEGBA et al. 2022). Estudos ja evidenciam o potencial de extratos
vegetais contra S. frugiperda, com potenciais inseticidas acima de 66% (PHAMBALA
et al. 2020; RIOBA et al. 2020). Entretanto, no presente estudo, o extrato
hidroetandlico de M. aquaticum nao apresentou atividade ovicida e/ou larvicida sobre
S. frugiperda.

Biopesticidas derivados de plantas podem apresentar mecanismos de acao
para a inibigdo de desenvolvimento de ovos e larvas, causar a mortalidade de lagartas
e/ou interferir na taxa de fecundidade e na ovoposicdo de individuos adultos
(NGEGBA et al.,, 2022). Dentre algumas classes de compostos que apresentam
bioatividade inseticida contra S. frugiperda, destacam-se: compostos fendlicos e dleos
essenciais (RIOBA et al. 2020, NGEGBA et al. 2022; PAREDES-SANCHEZ et al.
2021). Os metabdlitos que podem apresentar efeitos ovicidas e larvicidas, induzindo
toxicidade celular, inibigdo de crescimento e mortalidade de S. frugiperda sao:
alcaléides, triterpendides, saponinas e taninos (PAREDES-SANCHEZ et al. 2021).

Apesar de M. aquaticum apresentar compostos fendlicos (KITAMURA et al.
2021; KITAMURA et al. 2023), como alcaldides, terpendides, saponinas e taninos
(CHENG et al. 2008; KITAMURA et al. 2023; WANG et al. 2017; ZHU et al. 2021), ndo
foi observada atividade bioinseticida. Entretanto, tal resultado pode estar relacionado
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com a mudanga de composicado de fitoquimicos, visto que os compostos fendlicos
podem variar no decorrer das diferentes estagdes do ano em M. aquaticum, podendo
alterar a bioatividade de extratos dessa planta (KITAMURA et al. 2023). Sabe-se que
plantas do género Myriophyllum podem apresentar variagdes na sua composi¢ao
fitoquimica, sendo uma das justificativas, a protegcado contra a herbivoria por alguns
insetos (BAUER et al., 2009). Desta forma, a falta de resultados obtidos no presente
estudo pode estar relacionada com o periodo da coleta realizada e, por isso, estudos
futuros devem levar em consideragdo a sazonalidade de coleta das plantas para

investigar o potencial inseticida de plantas, como M. aquaticum.
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4 CONCLUSAO

O uso de extratos hidroetandlicos de M. aquaticum para combater ovos e
lagartas de S. frugiperda nao foi eficiente. Apesar do extrato apresentar maiores
teores de compostos fendlicos, nao foi possivel observar nenhuma atividade inseticida
para as condi¢des testadas no presente estudo. Desta forma, sugere-se para estudos
futuros o teste com extratos de plantas coletadas em diferentes estagdes do ano e
com diferentes solugdes extratoras, visto que isso pode alterar a fitoquimica das
plantas e, consequentemente, interferir na maior atividade inseticida dos produtos

testados.
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