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BIOATIVIDADE E PERFIL FITOQUIMICO DE EXTRATOS DE Ludwigia spp.
SOBRE Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE)

RESUMO GERAL

A familia Brassicaceae contém inlmeras espécies vegetais utilizadas na alimentacao
humana. Contudo, pragas como Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae)
sdo responsaveis por danos que afetam a produtividade de forma quantitativa e
qualitativa. Diante da evolucdo da resisténcia a diversos inseticidas sintéticos, a utilizacdo
de extratos botanicos tem-se mostrado uma alternativa para o controle dessa praga. Sendo
assim, verificamos a biotividade de Ludwigia tomentosa (Cambess.) H. Hara, Ludwigia
longifolia (DC.) H. Hara, Ludwigia sericea (Cambess.) H. Hara e Ludwigia nervosa
(Poir.) H. Hara, por meio de extratos aquosos e etandlicos, sobre desenvolvimento,
alimentacdo e oviposicdo de P. xylostella; e realizou-se também a triagem fitoquimica
dos extratos. Os extratos aquosos de L. tomentosa e L. longifolia prolongaram o estagio
larval e reduziram o peso das pupas de P. xylostella. L. tomentosa causou maior
mortalidade larval e reduziu a fecundidade e fertilidade ovos de P. xylostella e, L. sericea
reduziu a viabilidade dos ovos. A partir da utilizacdo de extratos etandlicos, L. tomentosa
foi responsavel por reduzir o peso das pupas de P. xylostella e, L. sericea influenciou
negativamente a fertilidade dos ovos. O consumo foliar foi reduzido a partir da utilizagédo
do extrato aquoso de L. tomentosa, enquanto L. longifolia e L. nervosa estimularam a
alimentacdo das larvas. Os extratos etandlicos foram classificados como fagodeterrentes,
com excecdo de L. nervosa que foi fagoestimulante. Todos dos extratos foram
classificados como dissuasores de oviposicdo em fémeas de P. xylostella, independente
do solvente utilizado. Além disso, a triagem fitoquimica mostrou que 0s extratos aquosos
e etandlicos das plantas continham compostos fendlicos, flavonoides, taninos
condensados e alcaloides, substancias capazes de inibir o consumo de alimentos e
interferir na morfologia e fisiologia das larvas, pupas e adultos. Contudo, ndo recomenda-
se 0 uso do extrato de L. nervosa, pois ndo provocou mudancas significativas no
desenvolvimento e oviposicdo de P. xylostella, além de ser fagoestimulante para as larvas.
Os extratos de L. tomentosa, L. longifolia e L. sericea provocaram severas alteractes
bioldgicas, afetando negativamente o desenvolvimento, alimentagdo e reproducéo de P.
xylostella.

Palavras-chave: Atividade bioldgica; Bioinseticida; Dissuasdo de oviposicao;
Fagodeterrente; Traga-das-cruciferas.
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BIOACTIVITY AND PHYTOCHEMICAL SCREENING OF Ludwigia spp.
ABOUT Plutella xylostella (LINNAEUS, 1758) (LEPIDOPTERA:
PLUTELLIDAE)

ABSTRACT

The Brassicaceae family contains numerous plant species used in human food. However,
pests such as Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) are responsible for
damages that affect productivity in a quantitative and qualitative way. Faced with the
evolution of resistance to several synthetic insecticides, the use of botanical extracts has
proved to be an alternative for the control of this pest. Therefore, we verified the
bioactivity of Ludwigia tomentosa (Cambess.) H. Hara, Ludwigia longifolia (DC.) H.
Hara, Ludwigia sericea (Cambess.) H. Hara and Ludwigia nervosa (Poir.) H. Hara,
through aqueous and ethanolic extracts, on development, feeding and oviposition of P.
xylostella; and we perform phytochemical screening of the extracts. The aqueous extracts
of L. tomentosa and L. longifolia prolonged the larval phase and reduced the pupae weight
of P. xylostella. L. tomentosa caused higher larval mortality and reduced the fecundity
and fertility of P. xylostella eggs, and L. sericea reduced egg viability. From the use of
ethanolic extracts, L. tomentosa was responsible for reducing the weight of P. xylostella
pupae, and L. sericea negatively influenced egg fertility. The foliar consumption reduced
from the use of the aqueous extract of L. tomentosa, while L. longifolia and L. nervosa
stimulated larvae feeding. Ethanol extracts were classified as phagodetergent, with the
exception of L. nervosa, that was phagostimulant. All extracts were classified as
oviposition deterrents in P. xylostella females, regardless of the solvent used. In addition,
phytochemical screening showed that the aqueous and ethanolic extracts of the plants
contained phenolic compounds, flavonoids, condensed tannins and alkaloids, substances
capable of inhibiting food consumption and interfering with the morphology and
physiology of larvae, pupae and adults. However, the use of L. nervosa extract is not
recommended, as it did not cause significant changes in the development and oviposition
of P. xylostella, in addition to being a phagostimulant for the larvae. The extracts of L.
tomentosa, L. longifolia and L. sericea caused severe biological alterations, negatively
affecting the development, feeding and reproduction of P. xylostella.

Keywords: Biological activities; Bioinsecticide; Dissuasion of oviposition;
Phagodeterrent; Diamondback moth
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1. INTRODUCAO GERAL

A familia Brassicaceae é composta por vegetais muito populares cultivados tanto
para fins comerciais como de subsisténcia (MAZHAWIDZA & MVUMI, 2017). Esses
vegetais contribuem significativamente para a seguranca alimentar das familias e
acrescentam variedade as dietas basicas de cereais (UUSIKU et al., 2010). Entretanto, os
artropodes-praga dessas espécies tem causado perdas qualitativas e quantitativas
(DOBSON et al., 2002). Cerca de quatro a cinco bilhdes de dblares americanos sdo gastos,
anualmente, no controle do microlepiddptero Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) em todo o mundo, sendo economicamente a praga mais importante que ataca
plantas da familia Brassicaceae (FURLONG et al., 2013).

O uso de plantas com propriedades inseticidas € uma prética relativamente antiga
(ROEL et al., 2000; GALLO et al., 2002) e, as substancias extraidas de vegetais foram
amplamente utilizadas no controle de insetos até a descoberta de inseticidas
organossintéticos, na primeira metade do século passado. As variagdes na eficiéncia do
controle, devido as diferencas na concentracdo do ingrediente ativo entre plantas e,
principalmente, o baixo efeito residual, que refletia na necessidade de varias aplicacdes
em curtos periodos, fez com que os inseticidas vegetais fossem gradativamente
substituidos pelos sintéticos (MACHADO et al., 2007).

Contudo, no decorrer dos anos, verificou-se que o0 uso incorreto dos inseticidas
sintéticos mostrou ser prejudicial a saide humana, podendo também causar problemas
ecologicos (contaminacao de recursos hidricos, ar e solo) (MOHAMMED et al., 2019),
contaminar produtos alimenticios, selecionar e favorecer o aumento da populagdo de
individuos resistentes, favorecer a recorréncia de pragas e, promover a eliminacdo de
organismos ndo-alvos (WILLIAMSON et al., 2008; PIMENTEL, 2009); e inimigos
naturais (SHAKEEL et al., 2017).

As plantas produzem uma grande variedade de compostos bioativos com
propriedades inseticidas, como metabdlitos secundarios capazes de interferir na nutricéo,
desenvolvimento, reproducéo e sobrevivéncia de insetos (PERES et al., 2017; COUTO et
al., 2019) e que podem agir contra um numero limitado de espécies praga e adequado
para uso em programas integrados (GUPTA & DIKSHIT, 2010).

Na literatura sdo destacados inumeros estudos sobre a influéncia de extratos
vegetais das familias boténicas Myrtaceae (SOUZA et al., 2019), Rubiaceae (PERES et
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al., 2017), Anonnaceae (AMALIA & YUSA, 2018; COUTO et al., 2016), Meliaceae,
Anacardiacea (COUTO et al., 2016; COUTO et al., 2019), Fabaceae (FONSECA et al.,
2018), sobre o desenvolvimento, alimentacdo ou a oviposigdo de P. xylostella. Dessa
forma, buscamos verificar se o extrato foliar de Ludwigia spp. (Onagraceae) possuem
atividade bioldgica sobre caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, resultando em
alteracdes negativas no desenvolvimento, comportamento alimentar e de oviposigédo e

reproducéo de P. xylostella.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Importancia nutricional e econdmica das Brassicas

A familia Brassicaceae apresenta grande valor econdmico e nutricional e é
composta por 338 géneros e 3709 espécies (FAHEY et al., 2001). No Brasil existem sete
géneros e cerca de 50 espécies amplamente distribuidas pelas regifes (SOUZA &
LORENZI, 2005). O género Brassica € constituido por hortalicas como o repolho
(Brassica oleracea var. capitata), couve-de-folhas (Brassica oleracea var. acephala),
couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), brocolis (Brassica oleracea var. italica),
mostarda (Brassica juncea), entre outras (FILGUEIRA et al., 2008).

As bréssicas possuem um lugar importante na culinéria e dieta da populagdo como
um dos alimentos de extrema importancia na nutricio humana (BALKAYA &
YANMAZ, 2005; VELASCO et al., 2007; LEMOS et al., 2011). As Brassicas sdo fonte
de vitaminas, acido folico, &cidos graxos e minerais essenciais (especialmente K, Ca, Mg,
Fe e Cu) (JAHANGIR et al., 2009). A anélise direcionada mostrou o efeito positivo das
referidas hortalicas na prevencéo ao cancer devido a presenca de fitoquimicos promotores
da saude, como glucosinolatos, polifendis e carotendides (FERRERES et al., 2009,
BECERRA-MORENO et al., 2013; SAMEC & SALOPEK-SONDI, 2018).

Folhas de couve (B. oleracea var. acephala), sdo geralmente consumidas frescas
em saladas, cozidas de maneiras diversas, ou em forma de sucos. Na medicina tradicional,
a couve tem sido usada por séculos, principalmente para curar gastrite e Ulcera gastrica
(LEONTI & CASU, 2013). Estudos mostram efeitos positivos como regresséo de ulcera
gastrica (LEMOS et al., 2011) e propriedades antigenotdxicas de grande importancia
farmacologica, podendo ser benéficas para a prevencdo do cancer (GONCALVES et al.,
2012), e combate a obesidade (KUERBAN et al., 2017).
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Contudo, o microlepdoptero Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), conhecido popularmente como traca-das-cruciferas, € economicamente a
praga mais importante da familia Brassicaceae. Cerca de quatro a cinco bilhdes de dolares
sdo gastos, anualmente, em seu controle em todo o mundo (FURLONG et al., 2013),
devido o severo ataque das larvas, sendo que 62 a 78 % de folhas sé@o consumidas por
uma Unica larva (GANGURDE & WANKHEDE, 2009), e assim, o crescimento das
plantas torna-se atrofiado devido a alimentacdo excessiva de larvas, resultando em
reducdo da quantidade e qualidade de culturas (GANGURDE & WANKHEDE, 2009).

2.2. Ciclo de vida de Plutella xylostella

Plutella xylostella é conhecida popularmente como traca-das-cruciferas, € um
microlepidoptero com quatro estagios em seu ciclo de vida: adulto, ovo, larva e pupa
(TALEKAR & SHELTON, 1993). A espécie possui ciclo de vida curto, que pode variar
conforme a temperatura, ou seja, em 15°C o ciclo dura em média 34 dias enquanto que
em temperaturas elevadas em torno de 35°C, o ciclo se completa em 12 dias (CASTELO
BRANCO et al., 1997). A fase larval possui quatro instares com duracdo dependente da
temperatura ambiente e da qualidade do alimento (planta hospedeira). Sob condicgdes
favoréaveis, a fase larval dura de 4 a 6 dias e com duracdo do periodo pupal varia de 4 a
15 dias, dependendo da temperatura (TALEKAR & SHELTON, 1993).

Os adultos sdo marrons acinzentados, com corpo de 9 mm de comprimento e
envergadura de cerca de 12-15 mm (REID & CUTHBERT, 1960), sendo que, quando em
repouso e com as asas dobradas, € possivel visualizar trés ou quatro areas similares a
forma de um diamante no dorso da mariposa, por esse motivo conhecida popularmente
em alguns paises como “traga-das-costas-diamante” (MASON, 2021). A expectativa de
vida dos adultos é de 16 dias para fémeas e 12 dias para os machos (MASON, 2021). As
Mariposas adultas sdo mais ativas no fim de tarde e a noite. Os adultos geralmente
acasalam no anoitecer do mesmo dia que emergem; e se ha plantas hospedeiras, as fémeas
iniciam a oviposicdo em poucas horas apds o acasalamento (TALEKAR & SHELTON,
1993; ASMAN et al., 2001), com o periodo de oviposi¢éo € de aproximadamente 10 dias.
Cada fémea pode ovipositar mais de 200 ovos, que séo colocados na face abaxial e adaxial
das folhas, de forma que sejam protegidos da luz solar direta e onde h& protegéo do vento
e da chuva (TALEKAR & SHELTON, 1993).
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Ovos sdo geralmente ovipositados nas concavidades das folhas (TALEKAR &
SHELTON, 1993; SILVA & FURLONG, 2012), isolados ou em pequenas aglomeracoes
(JUSTUS, 2000). Eles variam de 0,3 e 0,6 mm de diametro, s&o elipticos, apresentando
coloracdo alaranjada (OOl & KELDERMAN, 1979). Geralmente a eclosdo acontece
depois de 4-8 dias, com o0 escurecimento do ovo e rompimento do corion, sendo que
fatores como fotoperiodo, temperatura, idade e condicdo de alimentacdo na fase larval
podem interferir na quantidade e fecundidade dos ovos (HARCOURT, 1957).

A duracéo da fase larval pode variar de acordo com o clima e fonte de alimento
(MASON, 2021). Sob condicdes favoraveis, a fase larval dura de 4 a 6 dias (TALEKAR
& SHELTON, 1993), com quatro instares larvais. No primeiro instar, a coloracdo da
lagarta é esbranquicada e alimenta-se do parénquima foliar (HARDY, 1938) devido ao
seu habito minador. Nos seguintes instares ocorre a mudanca de cor para verde-clara e as
larvas passam a alimentar-se da face inferior da epiderme da folha, brotos e caules e, em
alguns casos, atacam a inflorescéncia (HARDY, 1938).

No quarto instar a larva pode alcancgar de 8 a 10 mm de comprimento (GALLO et
al., 2002). No estagio pré-pupal as larvas cessam o consumo foliar e posteriormente
iniciam a confeccdo do casulo para o proximo estagio, fase pupal (TALEKAR &
SHELTON, 1993). A coloracdo das pupas varia de amarela, verde clara ou branca, até
marrom escuro ou preto, conforme se aproxima o estagio adulto, com comprimento médio
de 7 mm (HARDY, 1938). Dependendo das condi¢bes ambientais, a fase de pupa dura
em média de 3 a 8 dias, (GALLO et al., 2002; MEDEIROS et al., 2003; MAU &
KESSING, 2007).

O tempo de desenvolvimento de P. xylostella depende dos fatores abi6ticos como
temperatura e umidade. A taxa de desenvolvimento € mais rapida em ambientes quentes
e mais lento em condic¢des frias. Ha sobreposicdo de geracdes no campo (ZHU et al.,
2018), sendo que nas regides tropicais e subtropicais do mundo, é verificada a existéncia
de 10 a 21 geracGes em um ano (OKE et al., 2010), enquanto estas séo de 4 a 20 geragdes
nas regides temperadas (VICKERS et al., 2004).

2.3. Inseticidas botanicos

Na agricultura, os insetos-praga constituem grande preocupagdo por afetarem
diretamente a producdo de plantas cultivadas. Inseticidas sintéticos sdo o método mais

utilizado no controle dessas pragas. Contudo, a pressdo seletiva exercida sobre as



16

populacdes-praga seleciona cada vez mais insetos resistentes, juntamente, a falta de
seletividade, que desempenha papel negativo sobre seus inimigos naturais como
parasitoides e predadores (DEDRYVER et al., 2010; EL - WAKEIL et al., 2010).

Considerando que a utilizacdo de inseticidas sintéticos vem preocupando o
consumidor, principalmente no que diz respeito aos possiveis residuos deixados nos
alimentos, novos métodos de controle sdo necessarios com a perspectivas de controle da
praga e auséncia de dano ao meio ambiente e saide humana. Nos ultimos cinquenta anos,
0os estudos relacionados a metabolitos secundarios das plantas aumentaram
significativamente (BOURGAUD et al., 2001) devido a importantes funcdes bioldgicas
e ecoldgicas que desempenham, incluindo compostos defensivos (BALDIN et al., 2019).

As plantas desenvolveram diversas vias metabdlicas secundarias, que produzem
uma infinidade de novos compostos, que sao classificados como metabolitos secundarios
(MIRESMAILLI & ISMAN, 2014). Os compostos com acao inseticida existem em quase
todas as classes de metabolito secundario e, sendo assim, os estudos na busca dessas
plantas e de seus constituintes decorreu na descoberta de novas moléculas com diversos
efeitos, entre eles, inseticidas.

Na literatura, os terpenos, sdo classificados como substancias que sdo toxicos ou
deterrentes de alimentac&o de varios insetos herbivoros (BOHNENSTENGELET et al.,
1999) os alcaloide, por apresentarem alta toxicidade a insetos em funcéo da interferéncia
no sistema nervoso (TOMIZAWA & CASIDA, 2005; LIU et al, 2008); os compostos
fenolicos, por possuirem substancias blogueadoras de consumo foliar, inibidoras de
digestdo e formadoras de radicais livres, sendo que o efeito bloqueador esta ligado a
sensacdo adstringente, decorrente da capacidade dos compostos fendlicos de precipitar
proteinas (APPEL 1993); e, os flavonoides, como a rutina e outras quercetinas, por
causarem mortalidade (SALUNKE et al., 2005), reducdo de oviposicao, e reducdo de
larvas recém-emergidas.

O potencial inseticida de produtos naturais geralmente € verificado a partir da
utilizacdo do extrato bruto das plantas, e, posteriormente, ap6s comprovado o potencial,
pode ser realizado o isolamento dos compostos. Os extratos botanicos das plantas podem
ser preparados a partir das folhas, caule ou raiz da espécie vegetal, por métodos como
maceracao, infusdo, decoccdo, percolacdo ou destilacdo. Esses sd@o preparados com
diversos solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, etanol) e

agua. Posteriormente, o0s extratos ativos sdo fracionados através de métodos
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cromatograficos existentes e as fracdes obtidas sdo re-testadas, repetindo-se 0 processo
até a obtencdo do (s) composto (s) ativo (s) ou da mistura decompostos ativos.

Os produtos a base de plantas sdo frequentemente descritos como benignos em
artropodes benéficos e no ecossistema (DUBEY et al., 2011; KEDIA et al., 2015), e
apresentam rapida decomposicdo ap0os a exposicdo a atmosfera (DUBEY et al., 2011)
reduzindo o risco de residuos nos alimentos, além de serem seletivos (AMOABENG et
al., 2013).

2.4.Espécies de Ludwigia e composicéo fitoquimica

O género Ludwigia pertence a familia Onagraceae (Myrtales), possui 82
espécies descritas e apresenta uma distribuicdo pantropical (OZIEGBE & FALUYI,
2012). O género tem as caracteristicas de uma planta pioneira, especialmente em torno de
rios, corregos e ambientes Umidos ou inundados (KISSMANN & GROTH, 2000).

Ha muitos estudos na literatura sobre as propriedades das espécies de Ludwigia,
sendo elas fontes promissoras de fitoquimicos antioxidantes (CHAI et al., 2015; YAKOB
et al., 2012), com atividade antibacteriana (AHMED et al., 2005; MABOU et al., 2016),
antifangica (OYEDEJI et al., 2011) e anticancerigenos (CHAI et al., 2015).

Entre as espécies com maior quantidade de informacg6es na literatura estdo:
Ludwigia adscendens (L.) H. Hara, consumida como vegetal na China e é utilizada no
tratamento de tosse, gonorréia, sarampo, erisipela e furinculo (CHAI et al., 2015); possui
compostos como &cido galico (OOH et al., 2014); flavonoides como quercetina,
quercetina 3-O-ramnosideo ou quercitrina, quercetina 3-O-galactosideo, quercetina 3-O-
glicosideo, quercetina 3-O-rutinosideo, 3-O-glucosideo de kaempferol, miricetina 3-O-
ramnosideo ou mirricitrina e miricetina 3-O-galactésido) (AVERETT et al., 1990;
GLASBY, 1991), hiperina, rutina, kaempferol (MARZOUK et al. 2007), além de
terpenos, triterpendides, outros fenois, taninos e alcaldéides (AHMED et al., 2005).

Triagem fitoquimica mostrou que Ludwigia octavalvis (Jacg.) P. H. Raven,
possui flavonoides, fendlicos, saponinas, esterdides e taninos como 0s principais
constituintes quimicos (YAKOB et al., 2012). Entretanto, Ludwigia abyssinica A.Rich. e
Ludwigia decurrens Walter revelaram a presenca de apenas alcaldides e taninos
(OYEDEJI et al., 2011). Em relacdo a espécie Ludwigia leptocarpa (Nutt.) Hara, esta
apresenta em sua composicdo quimica flavonoides (MABOU et al., 2014) e saponinas
(MABOU et al., 2015) que foram isoladas da planta inteira a partir do extrato metanolico.
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4.0BJETIVO GERAL

Avaliar a bioatividade dos extratos, aquosos e etandlicos, de Ludwigia
tomentosa, Ludwigia longifolia, Ludwigia sericea e Ludwigia nervosa sobre o
desenvolvimento, reproducdo e comportamento de alimentacdo e oviposicdo de P.

xylostella, bem como analisar a triagem fitoquimica das espécies vegetais estudadas.

5.HIPOTESE
1 - Os extratos aquosos e etanolicos de Ludwigia spp. causam alteracdes fisiologicas em

P. xylostella, bem como, sdo fagodeterrentes e dissuasores de oviposicdo da espécie
praga.
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CAPITULO I - Bioatividade e perfil fitoquimico de extratos aquosos de Ludwigia spp.
no controle de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

* Artigo publicado na Revista Insects - ISSN: 2075-4450
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Bioatividade e perfil fitoquimico de extratos aquosos de Ludwigia spp. no controle

de Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae)

Eliana Aparecida Ferreiral, Rosilda Mara Mussury !

! Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande
Dourados, Rodovia Dourados-Itahum, km 12, Dourados, Mato Grosso do Sul 79804-970,

Brasil;

RESUMO

Testou-se a bioatividade de extratos aquosos de Ludwigia spp. (Myrtales: Onagraceae)
sobre o ciclo biolégico de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae).
Avaliou-se a duragdo e a viabilidade das larvas, pupas e adultos, bem como a influéncia
na fecundidade, fertilidade e viabilidade dos ovos de P. xylostellae, posteriormente,
realizou-se triagem fitoquimica dos extratos. Os extratos de L. tomentosa e L. longifolia
prolongaram o estagio larval e reduziram o peso das pupas de P. xylostella. L. tomentosa
causou maior mortalidade larval e reduziu a fecundidade e fertilidade ovos de P.
xylostella, e L. sericea reduziu a viabilidade dos ovos. Os compostos fenolicos,
flavonoides, taninos condensados e alcaloides foram mais abundantes em L. nervosa, L.
tomentosa, L. sericea e L. longifolia. Os extratos de L. tomentosa, L. longifolia e L.
sericea produziram substancias capazes de inibir o consumo alimentar, causar alteragdes
morfologicas e transformacdes fisioldgicas na prole e oviposicdo dos adultos de P.
xylostella.

Palavras-chave: Antibiose; Atividade bioldgica; Extrato botanico; Onagraceae; Traca-

das-cruciferas.

ABSTRACT

We tested the bioactivity of aqueous extracts of Ludwigia spp. (Myrtales: Onagraceae)
on the biological cycle of Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae). We
assessed the duration of and viability during the larval, pupal and adult phases, as well as
the influence of the extracts on the fecundity and hatching of P. xylostella eggs.
Subsequently, we phytochemically screened the extracts. The extracts of L. tomentosa
and L. longifolia reduced the pupal weight instead of prolonging the larval stage of P.
xylostella. The L. tomentosa effect caused higher larval mortality and reduced the
fecundity and hatching of P. xylostella eggs, and L. sericea reduced the egg survival. The
phenolic compounds—flavonoids, condensed tannins and alkaloids—were more
abundant in L. nervosa, L. tomentosa, L. sericea and L. longifolia. The L. tomentosa, L.
longifolia and L. sericea extracts were bioactive, and these species showed the best results
regarding their ability to control P. xylostella populations, because these plants produce
substances able to inhibit food consumption and interfere with the morphological and
physiological transformations of the offspring and the oviposition of adults.

Keywords: Antibiosis; Biological activity; Botanical extract; Diamondback moth
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1.INTRODUCAO

O microlepdoptero Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae),
conhecido popularmente como traga-das-cruciferas, € economicamente a praga mais
importante da familia Brassicaceae. Cerca de quatro a cinco bilhdes de dolares sdo gastos
anualmente em seu controle em todo o mundo [1]. Devido aos elevados danos
econdmicos, o controle quimico tem sido o mais utilizado no manejo de P. xylostella [2]

A utilizagdo de inseticidas com diversas formulacbes tem aumentado o
rendimento do controle nas culturas, contudo, 0 uso excessivo resulta em maior pressao
de selecdo, o0 que ja levou ao desenvolvimento de resisténcia a mais de 95 diferentes
inseticidas [3].

Quando usados incorretamente, 0s inseticidas sintéticos podem ser prejudiciais a
salde humana, causar problemas ecoldgicos [4], danos ao ambiente (contaminacdo de
recursos hidricos, ar e solo), contaminar produtos alimenticios, aumentar a frequencia de
individuos resistentes na populacgdo, favorecer a recorréncia de pragas e a eliminacao de
organismos ndo-alvos [5,6], sendo também prejudiciais a sobrevivéncia dos inimigos
naturais [7]. Portanto, é necessario adotar técnicas e taticas menos prejudiciais, mas
igualmente eficazes no controle de P. xylostella.

Extratos de espécies vegetais apresentam efeito inseticida comprovado, pois sdo
constituido de uma diversidade de compostos ativos. Estes compostos podem agir
sinergicamente, sendo atraentes, desalojantes ou repelentes [8,9,10,11,12,13]. Os
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas sdo utilizados como protecdo aos
microrganismos e artropodes fitéfagos [14]. Estes compostos tornam-se candidatos
naturais para o desenvolvimento de novos produtos que possam ser utilizados no controle.

Compostos extraidos de plantas podem ser incorporados ao Manejo Integrado de
Pragas (MIP), podendo atuar como inseticidas de contato, repelentes ou que promovam a
supressao da alimentacdo e/ou da reproducéo [15]. Produtos a base de plantas podem ser
seletivos aos artropodes beneficos [16] e apresentarem rapida decomposicdo apos a
exposicao a atmosfera [17] reduzindo o risco de residuos nos alimentos. Os inseticidas
botanicos podem ser seletivos [18] e geralmente ndo causam resisténcia, assim como 0s
inseticidas sintéticos [19,20].

Vaérios estudos foram realizados para determinar o potencial inseticida de 6leos e
extratos botanicos de certas espécies de plantas das familias - Myrtaceae [21] Rubiaceae
[22], Anonnaceae [23,24], Meliaceae, Anacardiacea [24,25], Apocynaceae [26,27],
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Fabaceae [28] - e Rutaceae [29] sobre o desenvolvimento e/ou oviposicdo de P. xylostella
e, consequentemente, a ocorréncia de antibiose e antixenose.

Algumas espécies do género Ludwigia apresentam fontes promissoras de
fitoquimicos anticancerigenos [30] e antioxidantes [30,31,32], com atividade
antibacteriana [31,32,33] e antifungica [34]. No entanto, ndo foram relatados estudos
mostrando o potencial inseticida desse género. Este estudo, portanto, testou a hipotese de
que espécies desse género possuem potencial inseticida contra P. xylostella.

Ao analisar as agdes antibacterianas e antifungicas de L. decurrens Walter [34],
L. abyssinica A. Rich. e L. leptocarpa (Nutt.) Hara, foram encontrados saponinas [31], e
em L. adscendens (L.) H. Hara verificou-se a presenca de taninos, alcal6ides, flavonoides,
terpenos, triterpendides e fenadis.

Os metabdlitos secundarios das plantas, como os flavonoides, podem provocar
mudancas fisioldgicas e morfoldgicas nos insetos [22]. Eles podem agir como substancias
fagodeterrentes [35], assim como os alcaloides [36] e taninos [37].

Compreender seus efeitos no ciclo de vida de P. xylostella pode melhorar o
conhecimento e incentivar futuros investimentos em pesquisas sobre esse género vegetal.
Nosso objetivo foi, assim, testar a bioatividade de extratos aquosos de espécies de

Ludwigia sobre P. xylostella.

2. MATERIAL E METODOS

Os bioensaios e a obtencdo dos extratos foram realizados nas dependéncias do
Laboratorio de Interacdo Inseto-Planta, pertencente a Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS,
Brasil. A triagem fitoquimica foi realizada no Centro de Estudos em Recursos Naturais
da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS) em Dourados, MS, Brasil.

2.1. Criacdo e mantencao de Plutella xylostella

Os individuos foram mantidos & 25 + 2°C, umidade relativa de 55 + 5% e
fotoperiodo de 12 h. As pupas foram coletadas e colocadas em gaiola plastica transparente
(9 cm de comprimento x 19 cm de largura x 19 cm de altura) onde permaneceram até a
emergéncia dos adultos (Fig.1). Os adultos foram alimentados com solugdo de mel de
Apis mellifera L. a 10%. Discos de couve cortados com cortador manual de 8 cm de
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diametro foram colocados sobre papel de filtro, trocados diariamente e utilizados como
substrato de oviposicdo, sendo 0s ovos obtidos transferidos para gaiolas plésticas
esterelizadas (30 cm de comprimento x 15 cm de largura x 12 cm de altura). Apds a
emergéncia, as larvas permaneceram nestes recipientes até atingirem a fase de pupa
(Fig.1). Folhas de couve organica (B. oleracea var. acephala) higienizadas com solucéo
de hipoclorito de s6dio a 5% e posteriormente lavadas em agua corrente serviram como
substrato de alimentacdo das larvas. As folhas de couve foram dispostas com a face
abaxial livre, sendo distribuidas as larvas e, em seguida, colocada outra folha de couve
com a face abaxial voltada para as larvas (Fig. 1). Este procedimento foi realizado

diariamente, até a formacdo das pupas [38].
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Figura 1. Esquema da metodologia adaptada para criacéo de Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae), em laboratério. Dourados, MS. 2021. Fonte: Imagem adaptada
de [39].

2.2. Colera do material botanico
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Folhas totalmente expandidas de Ludwigia tomentosa (Cambess.) H. Hara, de
Ludwigia longifolia (DC.) H. Hara, de Ludwigia sericea (Cambess.) H. Hara e de
Ludwigia nervosa (Poir.) H. Hara foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul
(22°11'54.92"S; 54°46'52.15"0), no outono dos anos de 2018 e 2019, no periodo
matutino, em uma area localizada na zona de transicdo entre Floresta Mata Atlantica e
Cerrado em inicio de regeneracdo (sucessdo secundaria), com a predominéncia de
herbaceas (gramineas e samambaias) e arbustivas.

As especies vegetais foram identificadas pelo Prof. Dr. Sandro Menezes,
especialista do Laboratdrio de Botanica Aplicada, e os espécimes voucher (excicatas das
espécies) foram depositados no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) sob a numeragédo 6391 - L. tomentosa, 6389 - L. longifolia, 6388 - L. sericea e
6390 - L. nervosa. A coleta do material botanico foi autorizada pelo Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e pelo Conselho de Gestdo do
Patrimdnio Genético (CGEN / MMA) sob o0 nimero ASQECACES.

2.3. Obtencéo dos extratos aquosos

Inicialmente as folhas das espécies de L. tomentosa, L. longifolia, L. sericea e L.
nervosa foram higienizadas e secas em estufa de circulacao forgada de ar durante trés dias
na temperatura maxima de 40°C (£1°C). Posteriormente, essas folhas foram maceradas
em moinho de facas industrial até a obtencdo de um pé fino. Os extratos aquosos foram
preparados a partir de 5 g da matéria vegetal (p6 das folhas) e 50 mL de agua destilada.
Utilizou-se filtro de papel para separar o material sélido do extrato. Os extratos foram
entdo acondicionados em vidros herméticos e mantidos refrigerados a 10°C por 24 horas.

Foram obtidos extratos na concentracédo (peso / volume) a 10%.

2.4. Bioatividade dos extratos sobre P. xylostella

A metodologia de avaliacdo da bioatividade dos extratos vegetais foi baseada em
[22]. Os testes foram conduzidos em laboratdrio a temperatura de 25 + 2 °C, 55 + 5% de
UR e fotoperiodo de 12 h. Discos de folha de couve (Brassica oleracea var. acephala)
com 4 cm de didmetro foram imersos nos diferentes tratamentos (4 extratos na
concentracdo de 10%, e 1 controle), onde o tratamento controle consistiu de discos

imersos agua destilada. Posteriormente, os discos foram colocados sobre papel filtro por
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10 min. para secaram em temperatura ambiente, para a remoc¢édo do excesso de umidade,
e depois transferidos para placas de Petri. Em cada placa de Petri foram inseridas uma
larva de P. xylostella recém-emergidas (0-24h). As larvas foram monitoradas até
transformarem-se em pupas, obtendo-se assim o periodo de duracédo larval. A primeira
avaliacdo da mortalidade foi feita em 48h ap6s o confinamento das larvas nas placas de
Petri, pois as larvas de primeiro instar permaneceram no parénquima foliar,
contabilizando-se o nimero de individuos mortos e substituindo os discos de folha de
couve por outros do mesmo tratamento. As avaliagbes seguintes foram realizadas
diariamente e os discos de folha trocados a cada 24h até que as lagartas alcangcassem a

fase de pupa (sobrevivéncia larval) (Fig. 2).
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Figura 2. Detalhamento da metodologia utilizada para avaliacdo de parametros
bioldgicos de Plutella xylostella apds exposicéo aos extrados aquosos de L. tomentosa, L.
longifolia, L. sericea e L. nervosa em laboratorio. Dourados, MS. 2021. Fonte: Imagem
adaptada de [39].

As pupas foram pesadas em balanca analitica (Bel Mark Analytical Balance -
0,001 g) 24 horas ap06s a pupagdo (peso das pupas) e individualizadas em tubos de ensaio

até que os adultos emergissem (sobrevivéncia pupal). Posteriormente, dez casais (0-24h)
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de cada tratamento, foram individualizados em gaiolas (24 cm de comprimento, 19 cm de
largura 10 cm de altura), com discos de folhas de couve (8 cm de didmetro) trocados
diariamente e servindo de substrato de oviposicao para avaliar o desempenho reprodutivo.
Os discos com ovos foram transferidos para placas de Petri para contagem do numero de
ovos (fecundidade) e acompanhamento da eclosdo (fertilidade), sendo avaliados sob
microscopio estereoscopio marca Motic série SMZ-168.

A duracéo (dias) e a sobrevivéncia (%) de larvas e pupas, 0 peso de pupas (mg),
longevidade de fémeas e de machos (dias), razdo sexual [RS= fémea/ (fémea + macho)],
fecundidade (nimero total de ovos ovipositados), fertilidade (numero de larvas recém-
emergidas) e viabilidade dos ovos (porcentagem de sobrevivéncia) foram os parametros
avaliados.

2.5 Determinacéo do conteudo polifendlico total

O total polifendlico foi determinado de acordo com o método de reagente de Folin-
Ciocalteu [40] em uma amostra de 1000 ug mL-1. A absorvancia foi analisada por
espectrofotometro (FENTO 700 PLUS) (A =760 nm). O acido galico (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) foi usado como padrdo em concentragdes variando de 5 a 1000 pg mL-
1. Os resultados foram expressos em miligramas de &cido galico por grama do peso seco

do extrato.

2.6 Determinacéo de flavonoides totais

Os flavonoides totais foram determinados usando solugdo de metanol AICI3 a 2%
a 1000 pL que foi adicionado aos extratos (1000 pg mL-1). Ap6s 15 min de incubagéo, a
absorbancia da mistura final foi medida usando espectrofotometro (FENTO 700 PLUS)
(A = 430 nm) [40]. A rutina (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada como padrdo em
concentragdes variando de 1 a 50 pg mL-1. 50 pg/ mL. O teor de flavonoides foi expresso

em miligramas por gramas de peso seco do extrato.

2.7 Determinacéo de tanino condensado

Para o teor de tanino condensado, as amostras foram misturadas com 5 mL de

vanilina-HCI (8% de HCI aquoso concentrado e 4% de vanilina em metanol). O metanol
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foi usado como branco e uma curva padrdo de catequina. A mistura foi incubada em
banho-maria por 20 min e, em seguida, a absorbancia foi medida a 510 nm [41]. Os

resultados foram expressos em catequina miligramas por gramas de peso seco do extrato.

2.8 Determinacéo de alcaloides

A quantificagdo dos alcaloides totais das amostras foi determinada de acordo com
o0 procedimento desenvolvido por [42]. Na analise, 40 mL de extrato na concentracao de
1000 pg / mL foram utilizados e acidificados para pH 2-2,5 com HCI 1N e 4 mL de
reagente Dragendorff e centrifugados a 2400 rpm e 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo foi tratado com 1 mL de alcool etilico solGvel; 2 mL de sulfito de
sodio a 1% foram adicionados e centrifugados a 2400 rpm / 30 minutos, depois 0
sobrenadante foi descartado e o residuo foi tratado com 2 mL de &cido nitrico
concentrado; o conteido resultante foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL; o
volume foi preenchido com agua destilada; Posteriormente, 1mL desta solucdo foi
tomado e 5 mL de 3% (p/ v) de tioureia foi adicionado; a mistura de &cido nitrico e tiouréia
foi usada como branco; para a amostra foi lida a 435 nm. A berberina Sigma — Adrich,
St. Louis, MO, USA) foi empregada como padrdo e a linearidade foi obtida entre 40 e
200 pg / mL. O teor de alcaloides foi expresso em miligramas por grama e peso seco do

extrato.

2.9. Determinagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada usando o indicador de radical
livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) [43]. A
porcentagem de inibi¢do por cada concentracao foi usada para obter os valores de I1C 50,
correspondente a concentragdes minimas de antioxidante necessarias para reduzir a
concentracgéo inicial de DPPH em 50%. O experimento foi conduzido em sala sob abrigo
deluza25+1°C. Paracalcular as concentra¢des inibitorias minimas (IC 50), os extratos
foram preparados com agua destilada nas seguintes concentrages: 5, 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100 pg / mL. Com base na atividade de sequestro das diferentes dilui¢des
da amostra, um gréafico foi tracado com o percentual de reducdo de DPPH no eixo Y e a
concentragéo dos extratos (pg / mL) no eixo X para determinar a concentracdo da amostra

necessaria para reduzir 50% do DPPH e um coeficiente de correlagdo. Os coeficientes (r)
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obtidos para as amostras foram 0,989 para L. tomentosa, 0,991 para L. longifolia, 0,990

para L. sericea e 0,986 para L. nervosa.

2.10. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos
(4 extratos aquosos obtidos de 4 espécies do género Ludwigia e 1 controle) com 10
repeticdes de cinco subamostras, com um total de 50 larvas por tratamento. Na fase
reprodutiva, cada repeticdo foi representada por uma gaiola contendo um casal de P.
xylostella (n=10). A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05), pois ndo houve
normalidade dos dados. Todas as analises (2,5, 2,6, 2,7, 2,8 e 2,9) foram realizadas em
triplicata e os resultados sdo expressos como média * intervalo de confianca (95%). Os
dados foram analisados na plataforma e p <0,05 foi considerado indicativo de diferencas

significativas entre as amostras comparadas.

3.RESULTADOS

O extrato aquoso de L. longifolia prolongou a fase larval, de P. xylostella (y~ =
16,801; gl = 4; p = 0,0021) (tabela 1). No entanto, L. tomentosa causou uma maior
mortalidade em larvas de P. xylostella (3> = 10,100; p = 0,0387), além de, juntamente a
L. longifolia, ter prolongado a duragdo das pupas (x> = 9,8882; p = 0,0423 (Tabela 1). A
sobrevivéncia das pupas (y* = 562; p = 0,2176) e a razéo sexual de P. xylostella n&o foram
alteradas (% = 0,2849; gl = 4, p = 0,9908) (tabela 1). Observou-se que 0 peso das pupas
tratadas com L. longifolia (3,87 mg) e L. tomentosa (4,58 mg) foram significativamente
reduzidos quando comparados ao controle (5,38 mg) (x> = 21,202; p = 0,0002) (Tabela
1). Na fase adulta de P. xylostella, os extratos ndo influenciaram significativamente a
longevidade dos machos (y? = 3,5399; p = 0,4718), fémeas (y* = 6,6539; p = 0,1553), € 0
periodo de oviposigdo (x> = 3,2754; p = 0,5128) (Tabela 2). Observou-se reducio de
fecundidade (¥*= 19,846; p=0,0005) (Tabela 2) e fertilidade de P. xylostella para o extrato
de L. tomentosa (y?= 11,421; p= 0,0222). A viabilidade dos ovos foi reduzida apenas pelo
extrato de L. sericea (x® = 11,421; p = 0,0491) (Tabela 2).
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Tabela 1. Duracdo (dias) e sobrevivéncia (%) das larvas e das pupas, peso das pupas (mg) e razdo sexual (+ EP) de Plutella xylostella (L.,
1758) (Lepidoptera: Plutellidae) tratadas com extrato aquoso de Ludwigia spp. e mantidas a 25 £ 2°C, 55 £ 5 de UR e, 12h fotoperiodo

Fase larval Fase pupal
x Lo Duragdo das  Sobrevivéncia Peso das
T Duracdo das Sobrevivéncia ~
ratamentos larvas (dias) das larvas (%) pupas das pupas pupas Razéo sexual
(dias) (%) (mg)
Controle 6,54+0,24b 8800+44a 595+0,13b 9350+3,33a 538+0,15a 0,38 +0,09 a
n= 50 n=>50 n=44 n=44 n=44 n=41

L. tomentosa 6,76 £+0,32ab 62,00x7,0b 6,47 +0,18 a 88,83+4,71a 4,58+0,14 bc 0,43+0,09 a
n=50 n= 50 n=31 n=31 n=31 n= 27

L. longifolia 7,72+0,17a 7200+x68ab 6,42+0,14a 77,30%x8,39a 3,87+0,27c 0,42+0,11a

n= 50 n= 50 n= 35 n= 35 n= 35 n= 27
L. sericea 6,56 +0,13b 80,00+x6,0ab 6,25+0,10ab 9750+250a 4,92+0,13ab 0,39+0,09 a
n=50 n=50 n=40 n=40 n=40 n= 39

L. nervosa 734+0,29ab 86,00+52ab 6,01+0,11ab 86,66+4,86a 5,11+0,23ab 0,45+0,10a
n= 50 n= 50 n=43 n=43 n=43 n=37

* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. n= nimero de
individuos avaliados.
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Tabela 2. Longevidade de machos e de fémeas (dias), periodo de oviposicdo (dias) e fecundidade, fertilidade (nUmero de larvas recém-
emergidas) e viabilidade dos ovos (porcentagem de sobrevivéncia) de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) expostas aos

extratos aquosos de Ludwigia spp. e mantidas a 25 + 2°C, 55 £ 5 de UR e, 12h fotoperiodo

Longevidade

Longevidade de - Periodo de . - Viabilidade

Tratamentos - chos (dias) de(gei;rgas oviposicao (dias) Fecundidade Fertilidade dos ovos (%0)
19,10 + 1,81a 18,60 + 1,5a 1390+0,8a 299,40 +13,8a 18560+ 150a 62,60+559a

Controle n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
21,70+ 2,02 a 13,20+ 15a 11,30+ 15a 184,40 +20,3b  88,60+17,0b 46,92 £ 6,40 a

L. tomentosa n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
22,20+ 2,08 a 18,40+ 1,7 a 13,40+10a 210,90 £10,0ab 129,80+ 18,3ab 62,05+8,54a

L. longifolia n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
22,70+ 1,80 a 16,30+ 1,0a 12,30+ 1,1a 297,70+29,3a 110,90+24,2ab 38,13+7,41b

L. sericea n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
L nervosa 17,50+ 1,96 a 17,70+ 1,7 a 13,70+ 15a 229,50 +31,6 ab 115,40+24,1ab 47,397,724

' n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

* Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. n= namero de
individuos avaliados.
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A atividade antioxidante foi mais expressiva para L. longifolia, L. sericea, L.
tomentosa e L. nervosa respectivamente. Assim como compostos fenolicos, flavonoides,
taninos condensados e alcaloides foram encontrados em quantidades mais expressivas
nos extratos de L. nervosa, L. tomentosa, L. sericea e L. longifolia, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 3. Atividade antioxidante (IC 50 - concentracdo inibitoria minima), compostos

fenolicos, taninos condensados, flavonoides e alcaloides dos extratos aquosos de

Ludwigia spp.
Extratos Atividade Compostos Taninos
antioxidante fenélicos Flavonoides condensados  Alcaloides
IC50 (ng mL*) (mg g*) (mg g*) (mg g) (mg g*)

L. tomentosa  12,8+0,3 299,4+0,7 162,3+0.9 32,5+0,2 11,2+0.1
L. longifolia 149+0,4 289,7+0,8 144,9+0.8 30,9+0,1 10,4 + 0.1
L. sericea 13,5+0,2 2915+12 153,7+15 31,8+0.1 10,7+0.1
L. nervosa 96+0,1 312,4 +0,9 188,8 +1.3 34,3+0.2 12,5 +0.2
4.DISCUSSAO

O efeito de antibiose ocorrido pelos extratos de L. tomentosa, L. longifélia e L.
sericea foi caracterizada pela ocorréncia de mortalidade acentuada dos individuos na fase
larval, reducdes nos parametros de peso das pupas, fecundidade, fertilidade e da
porcentagem de viabilidade dos ovos. Esse fendbmeno ocorre quando substancias
interferem ou inibem o consumo alimentar, promovendo alteracdes morfoldgicas e
fisioldgicas, que requerem intensa atividade bioquimica [44,45,46,47].

A triagem fitoquimica mostrou que as espécies de Ludwigia spp. apresentaram
todas as classes de compostos aqui investigadas (compostos fenolicos, flavonoides,
taninos condensados e alcaloides) e atividade antioxidante de forma que os resultados
encontrados neste estudo sdo atribuidos a algumas dessas classes. O prolongamento da
fase larval observada no tratamento com L. longifolia é devido a presenca de substancias
que dificultam a alimentacdo por estenderem o estagio larval devido a uma menor
conversdo dos alimentos ingeridos [48]. Ocasionalmente, isso pode levar a morte das

larvas, principalmente quando se utiliza o extrato de L. tomentosa, conforme observamos.
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Também pode ter causado a reducao nos pesos das pupas quando as larvas foram tratadas
com os extratos de L. tomentosa e L. longifolia.

Estudos com herbivoros demonstraram sua capacidade de bloquear o consumo
foliar, inibir a digestdo e, também, criar radicais livres. Este Gltimo pode romper a
membrana e causar distdrbios no intestino dos insetos [49], além de retardar o
desenvolvimento da pupa [50], conforme observado para todos os extratos estudados.

Os flavonoides sdo responsaveis pelo crescimento reduzido das larvas [51] e
sobrevivéncia das pupas [52], alimentacdo prejudicada, inibicdo da digestao e liberacédo
de radicais livres [53]. Flavondides como a quercetina 3-arabinosideo, quercetina 3-
glicosideo e quercetina 3-rutinosideo ja foram identificados em algumas espécies de
Ludwigia [54] e capazes de atuar como fagodeterrentes, dependendo das concentragdes
utilizadas [35].

Os taninos sdo outra classe de compostos com efeitos anti-alimentares [55]. Os
alcaloides observados também podem interferir no controle neuroenddcrino pela
inativacdo da acetilcolinesterase nas larvas, causando neurotoxicidade [56], além de
diminuicdo do peso e aumento da mortalidade. Isso € indicado por uma diminui¢do
significativa nas proteinas, glicogénio, lipidios e na atividade da enzima digestiva a-
amilase [36].

Ao interferir na alimentacdo das larvas (sem causar a morte), 0s compostos podem
influenciar o nimero de ovarios e, portanto, reduzir a producdo de ovos [57]. Estudos
demonstraram o impacto biolédgico do flavonoide rutina na fertilidade e sobrevivéncia de
ovos de P. xylostella [22], bem como do alcaloide piperina em ovos de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) [58]. Este mesmo alcaloide foi
encontrado em L. hyssopifolia (G. Don) Exell [59]. A presenca tanto de flavonoides
quanto de alcaloides pode explicar alguns dos resultados referentes a fertilidade, nimero
de larvas recém emergidas e quantidade de ovos que sobreviveram dos extratos de L.
tomentosa e L. sericea.

Ao analisar os compostos fenolicos, flavonoides, taninos condensados, alcaloides
e atividade antioxidante de cada espécie, foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas (p < 0,05). As espécies que apresentaram bioatividade neste estudo nédo
foram as que apresentaram maiores quantidades de compostos fendlicos, flavonoides,
alcaloides e taninos condensados. L. sericea, L. longifolia e L. tomentosa apresentaram

maior atividade antioxidante, que pode estar diretamente ligada a presenca de certos
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flavonoides como a quercetina [60]. No entanto, ainda é necessario continuar estudando
esses casos para entender as interacdes sinérgicas entre 0S compostos.

Dentre as espécies de Ludwigia aqui estudadas, a triagem fitoquimica de
compostos mostrou que L. nervosa possui maior quantidade de compostos fendlicos,
flavonoides, taninos e alcaloides. No entanto, o uso do extrato aquoso dessa planta em P.
xylostella ndo reduziu o numero de insetos nos testes que realizamos. Algumas ideias sao
levantadas e devem ser melhor estudadas, como o uso de outros solventes e o uso de
outras partes da planta (casca do caule e folhas) - fatores que podem influenciar os
resultados obtidos [61]. Tais achados estdo bem descritos na literatura cientifica, com
estudos mostrando que o extrato aquoso da casca do caule de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville a 10% né&o afetou a oviposigdo de P. xylostella [62]. No
entanto, o extrato aquoso da folha na mesma concentracéo inibiu a oviposicdo das fémeas
[63]. Em outro estudo, o extrato metandlico das folhas e casca do caule de S. adstringens
suprimiu a oviposicao em todas as concentragdes testadas, causando uma diminuigéo na

fertilidade e no nimero de larvas recém-emergidas [28].

5. CONCLUSAO

Os extratos aquosos de L. tomentosa, L. longifolia e L. sericea
apresentaram biotividade sobre P. xylostella, pois alteraram negativamente importantes
caracteristicas bioldgicas do inseto-praga. O extrato de L. longifolia prolongou a fase
larval e pupal e reduziu o peso das pupas, sendo que as duas Ultimas caracteristicas
também foram modificadas a partir da exposicao ao extrato de L. tomentosa, que também
ocasionou mortalidade larval, reducdo de fecundidade e fertilidade; e o extrato de L.
sericea foi responsavel por baixa viabilidade dos ovos. Além disso, 0s extratos aquosos
dessas plantas continham compostos fendlicos, flavonoides, taninos condensados e
alcaloides, substancias que séo capazes de inibir o consumo de alimentos e interferir nas

transformac6es morfoldgicas e fisiologicas da prole e oviposicdo de adultos.
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CAPITULDO II - Triagem fitoquimica e atividade bioldgica de extratos etandlicos de
Ludwigia spp. sobre Plutella xylostella (L.1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

*Manuscrito formatado nas normas na Revista Insects - ISSN: 2075-4450
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Triagem fitoquimica e atividade bioldgica de extratos etandlicos de Ludwigia spp.
sobre Plutella xylostella (L.1758) (Lepidoptera: Plutellidae)

Eliana Aparecida Ferreirat, Rosilda Mara Mussury*

! Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade Federal da Grande
Dourados, Rodovia Dourados-Itahum, km 12, Dourados, Mato Grosso do Sul 79804-970,
Brasil;

RESUMO

A busca por meios para o controle de Plutella xylostella (L.1758) (Lepidoptera:
Plutellidae), principal praga das Brassicaceae, tem sido estimulada pelo impacto
ambiental dos inseticidas utilizados e relatos de populacbes resistentes. Os extratos
botanicos surgem como alternativa de controle devido a presenca de uma gama de
substancias quimicas, denominadas metabolitos secundarios, que causam mortalidade,
interferem na alimentacdo ou reproducédo. Sendo assim, verificou-se a atividade bioldgica
de extratos etandlicos de Ludwigia spp. sobre P. xylostella. Avaliou-se parametros
associados ao estagio larval e oviposicdo da espécie-praga, bem como, a andlise
fitoquimica dos extratos para determinacao de classes de compostos. Os extratos de L.
longifolia e L. nervosa, ndo provocaram mudancas significativas em nenhum dos
parametros avaliados. Em contrapartida, os extratos de L. tomentosa e L. sericea
causaram antibiose em individuos de P. xylostella, onde o peso das pupas e a fertilidade
dos ovos (larvas recém-emergidas) foram reduzidos, respectivamente. A triagem
fitoquimica mostrou que as quatro espécies possuem grupos de compostos que foram
responsaveis pelas alteracdes identificadas no desenvolvmento da espécie-praga.

PALAVRAS- CHAVE: Antibiose; Bioinseticida; Efeito antialimentar; Traca-das-

crussiferas.
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ABSTRACT

The search for new compounds for the control of Plutella xylostella (L., 1758)
(Lepidoptera: Plutellidae), the main pest of the Brassicas culture, has been stimulated by
the environmental impact of the insecticides currently used and reports of resistant
populations. Botanical extracts appear as an alternative form of control due to the
presence of a range of chemical substances, called secondary metabolites, which can
cause totality, anti-food effects or suppression of oviposition. Thus, we verify the
biotivity of ethanol extracts from Ludwigia spp. biology of P. xylostella. To this end, we
carry out a bioassay to assess development and reproduction. We also performed the
phytochemical analysis of the extracts in order to verify the presence and quantity of
flavonoids, phenolic compounds, alkaloids and condensed tannins, in addition to the anti-
toxicity activity. The extract of L. tomentosa was bioactive in the pupal phase of P.
xylostella, and stood out in relation to the other species studied here, as it reduced pupal
survival and weight. The L. sericea extract reduced the number of emerged larvae,
compromissing the female reproductive system. However, L. longifolia and L. nervosa,
despite also presenting all classes of compounds that were analyzed in the study, did not
cause significant changes on biology of P. xylostella. The extracts of L. tomentosa and L.
sericea caused antibiosis in individuals of P. xylostella and can be used for population
control of the species based on the results obtained.

Keywords: Antibiosis; Bioinsecticide; Antifeedant; Diamondback moth.
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1.INTRODUCAO

Plutella xylostella (L.1758) (Lepidoptera: Plutellidae), popularmente conhecida
como traga-das-cruciferas, é a principal praga das hortalicas pertencentes a familia
Brassicaceae [1]. Estratégias de controle utilizando inseticidas sintéticos tem apresentado
falhas, uma vez que o inseto pode ter desenvolvido resisténcia a eles [2,3], inclusive ao
biopesticida, Bacillus thuringiensis [4,5] devido a m& utilizagdo e aplicacdo dos produtos.

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) preconiza a combinagdo de diferentes
métodos de controle, incluindo o desenvolvimento e a utilizacdo de inseticidas botanicos
[6,7] que podem apresentar menor toxicidade, multiplicidade de modos de agéo [8], além
de conter inimeros aleloquimicos com mecanismos de acao diferentes e complexos que
podem atrasar a evolucdo da resisténcia a esses inseticidas [9].

Algumas espécies do género Ludwigia mostram-se como fontes promissoras de
fitogquimicos antioxidantes [10,11]), com atividade antibacteriana [12,13], e antifungica
[14]. Em estudo com extratos aquosos de Ludwigia ssp. foi verificado que estas
apresentam perfil fitoquimico capazes de alterar negativamente pardmetros bioldgicos
ligados ao desenvolvimento das larvas e desempenho reprodutivo dos adultos de P.
xylostella, assim adicionando a literatura informacgdes de que o extrato aquosos de
espécies do género também possuem potencial inseticida contra o inseto-praga [15].

Diferentes solventes sdo usados para a extracdo de substancias presentes em
extratos vegetais, visto que a solubilidade de uma substancia organica esta relacionada
principalmente com sua estrutura molecular e com a polaridade das ligacGes, podendo
elas serem polares ou apolares [16]. Considerando que cada solvente possui a capacidade
de solubilizar diferentes substancias quimicas, e a inexisténcia de informagdes sobre quais
os efeitos que os extratos etandlicos de espécies de Ludwigia possuem sobre o ciclo de
vida de P. xylostella, objetivou-sevestigar a capacidade dos extratos etandlicos de

Ludwigia spp. em afetar negativamente o desenvolvimento e reproducéo de P. xylostella.

2.MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Interacdo Inseto-Planta na
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS, Brasil. A preparacao

dos extratos e a determinacdo das classes de compostos foi realizada no Laboratério de



53

Quimica da Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS), Dourados, MS,

Brasil.

2.1. Coleta do Material botanico

Folhas totalmente expandidas da parte média e superior das plantas de Ludwigia
tomentosa (Cambess.) H. Hara, Ludwigia longifolia (DC.) H. Hara, Ludwigia sericea
(Cambess.) H. Hara e Ludwigia nervosa (Poir.) H. Hara foram coletadas em Dourados
Mato Grosso do Sul (22°11'54.92"S; 54°46'52.15"0), no perido matutino, nas estacfes
de outono dos anos de 2018 e 2019. A autorizacdo para coleta de material botanico foi
concedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ)
/ Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN / MMA) sob 0 nimero de cadastro
A9ECACSH. Os espécimes voucher foram depositados no herbario da Universidade
Federal da Grande Dourados- UFGD sob a numeragdo 6391 — L. tomentosa, 6389 - L.
longifolia, 6388 — L. sericea e 6390 — L. nervosa.

2.2. Obtencéao dos extratos etanolicos

Inicialmente as folhas das espécies de L. tomentosa, L. longifolia, L. sericea e L.
nervosa foram higienizadas e secas em estufa de circulacao forcada de ar durante trés dias
4 40°C £1°C e, maceradas em moinho de facas industrial até a obtencdo de um pé fino.
Utilizou-se 75 g de folhas em 300mL de &lcool (95%) por 7 dias consecutivos. Este
processo foi realizado por 5 vezes consecutivas, totalizando 1,5 L de extrato. O extrato
filtrado foi concentrado em rotaevaporador a 60°C e pressao reduzida. Obteve-se: Massa
de 6,489 para L. sericea e rendimento de 8,64%; massa de 14,629 para L. tomentosa com
rendimento de 19,49%; a massa de 28,819 para L. nervosa e rendimento de 38,41% e;
massa de 14,689 para L. longifolia e rendimento de 19,57%. Solubilizou-se 2g do extrato
em 200 mL de &gua destilada para obtencdo da concentracdo de 1%, contudo o extrato
apresentou solubilizacdo de 60%, sendo assim, a concentracdo final foi de 0,6%. Os
extratos foram entdo acondicionados em vidros herméticos e mantidos refrigerados (10
°C)

2.3. Criacédo e manutencéo de Plutella xylostella
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Larvas e pupas de P. xylostella coletadas em areas de cultivo de couve (Brassica
oleracea var. acephala) nas cidades de Dourados e Itapora, foram levadas ao laboratério
com condigOes constantes de temperatura (25 £ 2°C), umidade relativa (55 + 5%) e
fotoperiodo (12 h) para multiplicagdo. As larvas foram mantidas em gaiolas plasticas (30
cm de comprimento x 15 cm de largura x 12 cm de altura) esterilizadas durante toda a
fase larval, e foram alimentadas com folhas de couve organica devidamente higienizada
com solucdo de hipoclorito de sodio a 5% e posterioemente lavadas em agua corrente

(Fig. 1).
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Figure 1. Esquema da metodologia usada para criacdo de Plutella xylostella em
laboratdrio. Dourados, MS. 2021. Fonte: Imagem adaptada de Matias et al., 2017[17]

Os individuos em estadio de pupa foram transferidos para gaiola plastica
transparente (9 cm de comprimento x 19 cm de largura x 19 cm de altura) para a
emergéncia dos adultos e posteriormente a copula. Os adultos foram alimentados com
solucéo de mel de abelha Apis mellifera L. a 10%. Discos de couve com 8 cm de didametro
foram colocados sobre papel de filtro e utilizados como substrato de oviposicdo, sendoo
conjunto trocado diariamente, e o0s discos com ovos transferidos para vasilhas

esterilizadas de plastico, reiniciando o ciclo (Fig. 1) [18].
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2.4. Bioatividade dos extratos sobre P. xylostella

Os testes de bioatividade dos extratos etanolicos sobre larvas de P. xylostella
foram conduzidos em laboratério em condi¢des constantes de temperatura (25 + 2°C),
umidade relativa (55 + 5%) e fotoperiodo (12 h). Discos de folha de couve (Brasica
oleracea var. acephala com 4 cm de didmetro) foram imersos nos respectivos extratos
etanolicos (4 Ludwigia sp.) e dgua destilada (tratamento controle) por 1(um) minuto, e
distribuidos em bandejas plasticas para secarem naturalmente por 20 minutos.
Posteriormente, larvas de primeiro instar foram retiradas da criacdo (n= 50) estoque e
dispostas em placas de Petri (9 cm de diametro), com um disco de papel filtro (9 cm de
diametro), e um disco de couve tratado. A primeira contagem de mortalidade das larvas
(sobrevivéncia larval) ocorreu apds 48h do inicio do bioensaio, haja vista que no primeiro
instar as larvas possuem habito minador e geramente estdo no parénquima foliar. As
contagens seguintes e substituicdo dos discos tratados foram realizadas a cada 24h até que

as larvas alcancassem a fase de pupa (duracéo larval) (Fig. 2).
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Figura 2. Detalhamento da metodologia experimental para determinar parametros

bioldgicos de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae), apos a exposicao
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aos extrados aquosos de L. tomentosa, L. longifolia, L. sericea e L. nervosa em

laboratdrio. Dourados, MS. 2021. Fonte: Imagem adaptada de Matias et al. [17]

Apos a formacao das pupas, estas foram individualizadas em tubos ensaio onde
permenceram até a emergéncia dos adultos sendo avaliada a sobrevivéncia e duracao
desse estagio (duracdo do estagio de pupa). As pupas, apds 24 h do empupamento, foram
pesadas em balanca analitica (Bel Mark Analytical Balance - 0,001 g).

Ap0s a emergéncia dos adultos, foi realizada a sexagem e calculada a razéo sexual
[RS= fémea/ (fémea + macho)] para cada tratamento. Posteriormente foram formados
casais de P. xylostella (0 — 24h), oriundos dos tratamentos controle (n=6), e dos referidos
extratos de L. tomentosa (n= 3), L. longifolia (n=5), L. sericea (n=7) e L. nervosa (n=5).

Os casais foram individualizados em gaiolas plasticas (24 cm de comprimento, 19
cm de largura 10 cm de altura), com discos de folhas de couve (8 cm de diametro) como
substrato de oviposi¢do. Também forma obtidos dados para a longevidade dos adultos
(dias) e o periodo de oviposicdo (dias). Diariamente substituiu-se os discos de couve e
avaliou-se 0 numero de ovos (fecundidade) sob microscépio estereoscopio e
proveidenciou-se 0 acompanhamento da avaliacdo da fertilidade (larvas recém-

emergidas) e a porcentagem de viabilidade (sobrevivéncia) dos ovos.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos
(4 extratos etanolicos oriundos de plantas do género Ludwigia e 1 controle) com 10
repeticdes de cinco subamostras, com um total de 50 larvas por tratamento. Na fase
reprodutiva, cada repeticdo foi representada por uma gaiola contendo um casal de P.
xylostella. A normalidade dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados
foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal Wallis (P<0,05). Todas as analises
(2,5; 2,6; 2,7; 2,8 e 2,9) foram realizadas em triplicata e os resultados séo expressos como
média = intervalo de confianca (95%). Os dados foram analisados na plataforma R e
p<0,05 foi considerado indicativo de diferencas significativas entre as amostras

comparadas.

3.RESULTADOS
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Né&o foi observada diferenca significativa entre os tratamentos para os parametros
de duracéo larval (x*= 0,5817, gl= 4, p = 0,9651) e das pupas (y>= 7,8284, gl= 4, p =
0,0980) e para a sobrevivéncia das larvas (y°= 6,9483, gl= 4, p = 0,1386) (Tabela 1).

As pupas resultantes das larvas expostas ao extrato de L. tomentosa apresentaram
sobrevivéncia significativamente reduzida em relagéo aos tratamentos com L. longifolia
e L. sericea (y°= 10,246, gl= 4, p = 0,0364) (Tabela 1). Em contrapartida, o peso das
pupas foi marcadamente reduzido, para o tratamento L. tomentosa em relagéo ao controle
(x%= 9,4024, gl= 4, p = 0,0517). No houve diferenca significativa para razdo sexual (x>=
5,1936, gl= 4, p = 0,2680) (Tabela 1), longevidade de machos (x*>= 3,5938, gl= 4, p =
0,4638) e de fémeas (= 0,2076, gl= 4, p = 0,9950) (Tabela 2). Ao considerarmos o
periodo de oviposicio (x°= 1,8867, gl= 4, p = 0,7566), e a fecundidade (x>= 4,6862, gl=
4, p = 0,3210), e a viabilidade dos ovos (x*= 7,7312, gl= 4, p= 0,1019), ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos (Tabela 2). A fertilidade foi marcadamente
reduzida para o extrato de L. sericea (= 9.4586, gl= 4, p = 0,0506) (Tabela 2).
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Tabela 1. Duragéo (dias) e sobrevivéncia (%) das larvas e das pupas, peso das pupas (mg) e razéo sexual (£ EP) de Plutella xylostella

(L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) expostas ao extrato etandlico de Ludwigia spp. e mantidas a 25 + 2°C; 55 £ 5 de UR e; 12h fotoperiodo

Fase larval

Fase pupal

Duracéo das

Sobrevivéncia

Duracéo das

Sobrevivéncia

Peso das pupas (mg) Razéo sexual

larvas (dias) das larvas pupas (dias) das pupas (%)
(%)

6,06 £0,31a 80,00 +5,16 a 6,65+0,15a 85,00 + 9,57 ab 6,21 +0,18a 0,69+0,11a

Controle n= 50 n= 50 n= 40 n=40 n= 40 n= 34
5,90+ 0,87 a 36,66 £ 9,54 a 541+1,09a 52,83+13,21b 3,58+1,13b 0,25+0,17 a

L. tomentosa n= 50 n= 50 n=18 n=18 n=18 n=9
6,23+0,44 a 63,33 +9,54 a 715+0,13a 96,66 + 3,33 a 6,23+0,30a 0,42 + 0,06 a

L. longifolia n=50 n=>50 n=31 n=31 n=31 n=30
6,43+0,34 a 70,00 +13,41 a 733+0,40a 96,66 + 3,33 a 5,63 +0,39 ab 0,49+0,14a

L. sericea n=50 n=50 n= 35 n=35 n= 35 n=34
6,20+ 0,48 a 53,33 +14,29 a 575+1,17a 72,50 + 16,00 ab 476 +0,98 ab 0,41+0,15a

L. nervosa n=50 n=50 n= 26 n= 26 n= 26 n=18

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. n= nimero de

individuos avaliados.
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Tabela 2. Longevidade de machos e de fémeas (dias), periodo de oviposicdo (dias), fecundidade, fertilidade (nGmero de larvas recém-
emergidas) e vibilidade dos ovos (%) de Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) expostas aos extratos etanolicos de Ludwigia
spp. e mantidas a 25 + 2°C; 55 £ 5 de UR e; 12h fotoperiodo

Longevidade de  Longevidade de Periodo de Fecundidade Fertilidade Viabilidade dos ovos

Tratamentos machos (dias) fémeas (dias)  oviposicéo (dias) (%)
19,83+ 1,70 a 15,00+ 1,18 a 10,33+091a 32650+29,19a 255+2148a 79,17 + 3,83 a

Controle n==6 n==6 n==6 n==6 n==6 n==6
17,66 +4,91 a 13,66 + 2,18 a 8,33+0,88a 215,00+ 70,67a 137 £ 60,57 ab 56,00 + 13,00 a

L. tomentosa n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
17,60 + 3,62 a 15,80+ 2,87 a 9,00+2,34a 228,40 £ 64,94a 106,00 + 52,47 ab 33,60+ 14,78 a

L. longifolia n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5 n=>5
18,28 + 3,12 a 15,71 +2,96 a 10,00+ 152a 17257+47,05a 99,28+33,65b 51,43+1222a

L. sericea n=7 n=7 n=7 n=7 n=7 n=7
23,80+ 0,58 a 14,80+ 3,78 a 8,00 +2,38 a 236,8+4358a 159,4 + 29,46 ab 67,80+ 7,48 a

L. nervosa
n=5 n=5 n=5 n=5 n=5 n=5

*Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis ao nivel de 5% de probabilidade. n= ndmero de

individuos avaliados
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4.DISCUSSAO
Alguns fitoquimicos presentes nas plantas sdo dissuasores ou inibidores da

alimentacdo em larvas de P. xylostella [19], e quando o extrato botéanico é aplicado sobre
as folhas de couve para o controle da espécie-praga agem como inibidores, podendo ser
capazes de mascarar 0s compostos estimulantes de alimentacdo existentes naquele
substrato de alimentagéo [20], o que explica a reducdo do peso das larvas de P. xylostella
ocasionado pelo extrato etandlico de L. tomentosa. Os compostos fenolicos séo
considerados blogueadores do consumo foliar, devido a sensacéo de adstringencia gracas
a capacidade dos compostos de precipitar proteinas; inibidores de digestdo; e formadores
de radicais livres que possuem a¢do tdxica levando a ruptura da membrana e distdrbio do
metabolismo no epitélio intestinal do inseto [21]. Outro fator que deve ser levado em
consideracdo, € a ativacdo do mecanismo citocromo P-450, ferramenta utilizada pelos
insetos para a desintoxicacdo defensiva [22], onde existe maior gasto de energia para
degradar os compostos toxicos e menor conversao dos nutrientes ingeridos [23].

Quando as larvas ingerem compostos quimicos capazes de provocar disturbios
metabolicos, os efeitos negativos tendem a surgir na fase de pupa, periodo de intensa
atividade bioguimica devido as transformacgdes morfoldgicas e fisioldgicas que envolvem
a participacédo de enzimas e hormonios, os quais podem ter sua atividade prejudicada pela
acdo do fitoquimico na fase larval, devido a reducdo da assimilacdo de substancias
essenciais ou a formacdo de reservas [24]. Em estudos com o flavonoides rutina e
quercetina, a rutina ocasionou reducdo do peso das pupas quando incorporado a dieta
artificial das larvas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) [25],
e a quercetina ocasionou modificacdo para 0 mesmo parametro biol6gico em Anticarsia
gemmatalis Hubner (Lepidoptera. Noctuidae) [24]. Na literatura ha relatos que Ludwigia
adscendens (L.) H. Hara possui em sua composi¢ao os flavonoides quercetina [27,26], e
rutina [27]. Considerando que espécies do mesmo género podem compartilhar
substancias bioativas, isso explica acdo do extrato de L. tomentosa.

Embora néo tenha sido observada reducdo no nimero de posturas, a utilizagdo do
extrato de L. sericea, reduziu a fertilidade dos ovos de P. xylostella. A reducéo do numero
das larvas recém-emergidas pode estar associada a quantidade ou qualidade de nutrientes
absorvidos na fase larval, que pode influenciar o niUmero de ovariolos por ovario e reduzir

a producdo e a qualidade dos ovos [28]. Bioinseticidas, além de agéo letal, podem alterar
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varios aspectos da fisiologia e do desenvolvimento, reduzindo a aptiddo reprodutiva de
adultos que foram expostos as substancia na fase larval [29]. A partir da reducdo da
fertilidade dos ovos, também havera reducdo do numero de individuos na préxima
geracdo, consequentemente causando menos danos as lavouras [19].

As plantas geralmente apresentam um conjunto de substancias responsaveis pela
defesa contra herbivoros, e algumas podem agir sinergeticamente, sendo capazes de
potencializar a eficacia de outras por uma variedade de mecanismos [30], e assim
provocar alteracdes mofoldgicas e/ou fisioldgicas sobre um inseto. Acreditamos que 0s
extratos etandlicos de L. longifolia e L. nervosa ndo apresentaram bioatividade sobre P.
xylostella, apesar de também possuirem as classes de compostos investigados, devido a
variedade de fitoquimicos que cada espécie possui, visto que cada extrato pode ou néo
afetar diferentes caracteristicas bioldgicas de uma espécie praga, e a ocorréncia de

sinergia entre eles.

5.CONCLUSAO

Os extratos etandlicos de L. tomentosa e L. sericea causaram efeito de antibiose
pois alteraram negativamente parametros bioldgicos, como peso e a fertilidade dos ovos
(larvas recém-emergidas), respectivamente, de P. xylostella. Tais achado foram
atribuidos a presenca de fitoquimicos pertencentes as classes de compostos investigadas,

pois afetaram a alimentacéo e a capacidade reprodutiva de P. xylostella.
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RESUMO

As plantas produzem uma grande variedade de compostos bioativos com propriedades
inseticidas, como metabdlitos secundarios capazes de interferir na nutri¢do e reproducao
de espécies-praga como Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae). Sendo assim, o
objetivo dessa pesquisa foi averiguar o efeito dos extratos aquosos e etandlicos de
Ludwigia spp. (Myrtales: Onagraceae) sobre a alimentacao e oviposicdo de P. xylostella.
Os testes de plasticidade alimentar e de oviposicdo com chance de escolha foram
realizados utilizando-se extratos aquosos e etanolicos de Ludwigia spp. O extrato aquoso
de L. tomentosa resultou em reducgéo de aproximadamente 81% na alimentag&o larval em
relacdo ao controle, com Indice Antialimentar (1A) de 52%. Os extratos aquoso e
etandlico de L. nervosa atuaram estimulando a alimentacdo larval. A oviposicao foi
significativamente reduzida nas folhas de couve tratadas com extratos aquoso e etandlico
de Ludwigia spp. Os extratos aquosos promoveram uma redugdo media de 90% na
oviposicdo quando comparados ao controle, e um indice de Dissuasdo de Oviposicio
(ODI) acima de 61% foi classificado como impedimento de oviposicdo. Além disso, 0s
extratos etanolicos afetaram 81% da oviposicao, com um ODI acima de 41%. Bioensaios
devem ser realizados para esclarecer o uso dos extratos aquoso e etanolico de L. nervosa,
pois atuaram como fagoestimulantes nos testes de alimentacdo e como deterrentes nos
testes de oviposicdo. Os extratos de L. longifolia e L. tomentosa apresentaram os melhores
resultados, interferindo na escolha do hospedeiro para alimentacdo e oviposicdo em P.
xylostella e representando uma alternativa para o controle da traga-das-cruciferas.

PALAVRAS- CHAVE: Antixenose; Bioinseticida; Dissuasdo de oviposicao;

Fagodeterrente; Fagoestimulante.
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ABSTRACT

Plants produce a wide variety of bioactive compounds with insecticidal properties, such
as secondary metabolites capable of interfering with the nutrition and reproduction of pest
species such as Plutella xylostella. Thus, the objective of this study was to evaluate the
effects of agueous and ethanolic extracts of Ludwigia spp. (Onagraceae) on the feeding
and oviposition of P. xylostella. Choice bioassays were performed using aqueous and
ethanolic extracts. The aqueous extract of L. tomentosa resulted in an approximately 81%
reduction in larval feeding compared to that in the control, with an antifeedant index (Al)
of 52%. The aqueous and ethanolic extract of L. nervosa acted by stimulating larval
feeding. The oviposition was significantly reduced in the kale leaves treated with aqueous
and ethanolic extracts of Ludwigia spp. The aqueous extracts promoted an average 90%
reduction in oviposition when compared to that in the control, and an oviposition deterrent
index (ODI) above 61% was classified as an oviposition deterrent. In addition, ethanolic
extracts affected 81% of oviposition, with an ODI above 41%. Bioassays should be
performed to clarify the use of aqueous and ethanolic extracts of L. nervosa as they acted
as phagostimulants in the feeding tests and as deterrents in the oviposition tests. The
extracts of L. longifolia and L. tomentosa showed the best results, interfering with the
host choice for feeding and oviposition in P. xylostella and representing an alternative for
the control of diamondback moths.

Keywords: Antixenosis; Bioinsecticide; Dissuasion of oviposition; Phagodeterrent;

Phagostimulant.
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1. INTRODUCAO

A traca-das-cruciferas (Plutella xylostella L.) (Lepidoptera: Plutellidae) é
mundialmente reconhecida como uma importante espécie praga que ocasiona danos
substanciais a cultura das brassicas, representadas por hortalicas como repolho, couve-
flor, brocolis, couve, entre outras [1,2]. Os danos causados geralmente causam
depreciacdo do produto no mercado, interfere no crescimento da planta provocando a
morte ou perda total da producdo [3]. O status de praga € mantido na auséncia de inimigos
naturais efetivos, e sua capacidade de desenvolver resisténcia a pesticidas sintéticos [4]
que sdo a principal tatica para o controle de pragas [5].

O rapido ciclo de vida de P. xylostella, associado a pressao de sele¢do constante
causada por repetidas aplicacfes de inseticidas durante uma estagdo de crescimento,
permitiu o0 inseto evoluir a resisténcia a uma ampla gama de inseticida, incluindo
inseticidas sintéticos e toxinas de Bacillus thuringiensis [6]. Essa resisténcia, juntamente
com a demanda do consumidor por produtos com baixo residuo, destaca a necessidade de
Novos compostos para controlar o inseto [4].

Como resultado, houve um aumento na busca por métodos alternativos de
controle de pragas, incluindo o controle de biopesticidas. Até 0 momento, existem quatro
categorias de produtos botanicos comerciais eficazes: piretrinas, rotenonas, azadiractinas
e Oleos essenciais [7]. O controle de insetos usando compostos derivados de plantas
representa uma alternativa importante no manejo integrado de pragas, pois as plantas
produzem uma grande variedade de compostos bioativos com propriedades inseticidas,
como metabolitos secundarios capazes de interferir na nutricdo, desenvolvimento,
reproducdo e sobrevivéncia [8,9,10], dissuaséo, toxicidade, esterilidade e crescimento
regulamentar [11,12,13]. Apesar de muitas dessas substancias de origem natural estarem
sujeitas a rapida degradacdo ambiental, elas contém numerosos produtos quimicos com
mecanismos de acdo diferentes e complexos que devem atrasar a evolucdo da resisténcia
a inseticidas [14]. As substancias bioativas sdo percebidas pelos insetos por sensilas,
estrutura especializada da epiderme que atua como um receptor para a percepc¢ao de uma
variedade de estimulos ambientais mediando o comportamento dos insetos [15].

Espécies de Ludwigia podem ser encontradas em grande parte do territdrio

brasileiro, em areas umidas ou alagadas [16]. As Espécies do género sdo reportadas na
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literatura por apresentarem propriedades medicinais [17], antibacterianas [18],
antioxidantes [19] e antifungicas [20] e inseticidas [10].

Analises fitoquimicas mostraram que a espécie Ludwigia adscendens (L.) H.
Hara contém flavonodides como a quercetina, além de terpenos, triterpendides, outros
fendis, taninos e alcaldides [21]. Ludwigia octavalvis (Jacq.) P. H. Raven possui
flavondides, fendis, saponinas, esterdides e taninos como metabolitos secundéarios [18].
No entanto, Ludwigia abyssinica A.Rich e Ludwigia decurrens Walter revelaram apenas
a presenca de alcaldides e taninos [20]. Triagens fitoquimicas mostraram que as espécies
Ludwigia tomentosa (Cambess.) H. Hara, Ludwigia longifolia (DC.) H. Hara, Ludwigia
sericea (Cambess.) H. Hara e Ludwigia nervosa (Poir.) H. Hara possuem metabélitos
secundarios como flavonoides, compostos fendlicos, taninos condensados e alcaloides, e
que essas substancias sdo capazes de inibir o consumo de alimentos e interferir nas
transformac6es morfoldgicas e fisioldgicas da prole de P. xylostella e na oviposi¢cdo com
exposicdo a extratos aquosos durante a fase larval [10].

Considerando que entender o modo de acdo dos extratos permite que eles sejam
usados de forma mais eficiente e que ndo ha informaces sobre o efeito de Ludwigia na
escolha do hospedeiro para alimentacdo e oviposicdo, propomos testar a seguinte
hipotese: 0s extratos aquoso e etandlico de Ludwigia spp. causam efeito antialimentar das
larvas e pode dissuadir a oviposi¢do em fémeas de P. xylostella.

2.MATERIAL E METODOS

Os extratos foram preparados e os bioensaios conduzidos no Laboratério de
Interacdo Inseto-Planta da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais da
Universidade Federal de Grande Dourados (UFGD) em Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil. Os bioensaios e a criacdo ocorreram em ambiente controlado com temperatura
constante de 25 + 2 °C, umidade relativa do ar de 55 + 5% e fotoperiodo de 12h. As folhas
de couve utilizadas nos experimentos foram coletadas de plantas que tinham
aproximadamente a mesma idade, ou seja, cerca de 60 dias apds o plantio, e foram

adquiridas em hortas locais.

2.1. Material botanico
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Folhas totalmente expandidas de Ludwigia tomentosa (Cambess.) H. Hara, de
Ludwigia longifolia (DC.) H. Hara, de Ludwigia sericea (Cambess.) H. Hara e de
Ludwigia nervosa (Poir.) H. Hara foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul
(22°11'54.92"S; 54°46'52.15"0). O material boténico foi coletado pela manha nas
estacBes de outono dos anos de 2018 e 2019, durante as fases fenoldgicas de floracéo e
frutificacdo. As espécies vegetais foram identificadas por especialista do Laboratério de
Botanica Aplicada e os espécimes depositados no Herbario da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), com os seguintes nimeros de registro: 6391 - L. tomentosa,
6389 - L. longifolia, 6388 - L. sericea e 6390 - L. nervosa. A coleta do material botanico
foi autorizada pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) e pelo Conselho de Gestdo do Patriménio Genético (CGEN / MMA) sob o
namero A9ECACSG.

2.2. Preparo dos extratos aquoso

As folhas coletadas previamente foram higienizadas e secas em estufa de ar
forcado por 72 h a 40 °C + 1 °C. Posteriormente, as folhas foram moidas em moinho
industrial, sendo adicionados 5 g de matéria vegetal a 50 mL de agua destilada. A solucéao
permaneceu em ambiente refrigerado a 10 °C por 24 horas e, em seguida, foi filtrada com
auxilio de papel de filtro para obtencdo de extratos aquosos brutos na concentracdo de

10% (peso / volume).

2.3. Preparo dos extratos etandlico

As folhas foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar durante trés dias na
temperatura maxima de 40°C (x1°C). Apds esse periodo, as folhas foram trituradas em
moinho industrial até a obtengdo de um po fino. Utilizamos 75 gramas de planta em 300ml
de alcool (95%) por 7 dias consecutivos. Este processo foi realizado por 5 vezes
consecutivas, totalizando 1,5 litros de extrato. O extrato filtrado foi concentrado em
rotaevaporador a 60 °C, a pressdo reduzida. Obtivemos massa 6,489 para L. sericea e
rendimento de 8,64%; massa de 14,629 para L. tomentosa com rendimento de 19,49%;

para L. nervosa a massa obtida foi de 28,81g e rendimento de 38,41%; para L. longifolia
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a massa foi de 14,689 e o rendimento de 19,57%. Solubilizamos 2g do extrato em 200
mL de agua destilada para obtermos a concentracdo de 1%, contudo o extrato apresentou

solubilizacdo de 60%, sendo assim, passamos a utilizar a concentracdo de 0,6%.
2.4. Criagéo de Plutella xylostella

A criacdo de P. xylostella (Figura 1) foi realizada a partir de pupas coletadas em
area de plantio organico de Brassica oleracea var. acephala, localizada no municipio de
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil, seguindo a metodologia adaptada de Barros et
al.[22].
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Figura 1. Esquema de metodologia adaptada para criacdo de Plutella xylostella
(L., 1758) (Lepidoptera: Plutellidae). Fonte: Imagem adaptada de Matias et al. [23].

2.5. Bioensaio de atividade antialimentar P. xylostella

Para os bioensaios com escolha, as larvas de terceiro instar de P. xylostella ficaram

em jejum por 4 h. Os discos de couve (B. oleracea var. Acephala, 4 cm de diametro)
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foram imersos nos respectivos tratamentos (extratos aquoso e etandlico de 4 plantas do
género Ludwigia) e controle (Agua destilada) por um minuto e posteriormente distribuidos
em bandejas plasticas secar naturalmente por 20 min.

Para a realizacdo do bioensaio quatro discos de couve foram distribuidos na placa
de Petri (9 cm de diametro e 1,5 cm de altura) de forma transversal e equidistante, sendo
dois imersos nos respectivos extratos e os outros dois imersos em agua destilada
(tratamento controle). Os discos de couve foram colocados sob um disco de papel filtro
umedecido (9 cm de diametro) (Fig. 2). Posteriormente, trés larvas de terceiro instar de
P. xylostella foram adicionadas a placa de Petri, onde permaneceram por 48 h. Os
bioensaios ocorreram em ambiente controlado com temperatura constante de 25 + 2 °C,

umidade relativa de 55 * 5% e fotoperiodo de 12 h.

Larvas de P xylostella
Disco de papel filiro

Disco controle Dusco tratado

Y a 2
g J @ ! X ¥

Dssco controbe

L-”P

Disco tratado
Codn extrato

Figura 2. Representacdo esquematica do bioensaio de atividade antialimentar com

chance de escolha com larvas de Plutella xylostella.

Para avaliar o consumo foliar das larvas de P. xylostella, os discos foliares foram
digitalizados para verificar a area foliar consumida usando o software ImageJ [24] e 0
indice antialimentar (1A) [25,26,27] foi calculado.

2.6. Bioensaio de dissuaséo de oviposicao de P. xylostella

Os bioensaios de dissuasdo de oviposicdo com multipla escolha a partir da
utilizacdo de extratos aquosos e etanolicos foram realizados separadamente, sendo assim,
cada bioensaio contou com 5 tratamentos, sendo 4 extratos (referente as espécies de
Ludwigia) e 1 controle (agué destilada). Os bioensaios foram realizados com adultos de

P. xylostella com até 12 horas de idade, oriundos da criagdo mantida em laboratorio, e
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sem contato prévio com os extratos. Discos foliares de couve foram imersos nos
diferentes tratamentos e apds secarem de forma natural por 20 minutos, foram dispostos
em gaiolas plasticas.

Para o bioensaio com multipla escolha os discos foliares tratados (4 cm de
diametro) foram dispostos de forma circular e equidistantes no interior de uma gaiola
plastica (30 cm de comprimento x 15 cm de largura x 12 cm de altura) (Fig. 3), sendo um
disco foliar de cada tratamento com extrato e dois discos do tratamento controle (agua
destilada), totalizando seis discos por gaiola (Fig. 3).

Trés casais de P. xylostella foram mantidos por quatro dias nas gaiolas de
oviposicdo e foram alimentados com solucdo de mel da abelha Apis mellifera L. a 10%.
Os ovos foram contabilizados 24, 48, 72 e 96 horas, sendo que, a cada intervalo, os discos
foliares foram trocados por novos discos tratados e o indice de Dissuas&o de Oviposicao
(ODI) de Huang e Renwick [28] foi calculado. Os bioensaios foram realizados em
ambiente controlado com umidade relativa de 55 + 5%, temperatura constante de 25 + 2
°C e fotoperiodo de 12 h.

Algodio com mel

I

gl __ Adultos de Discos com posturas

——— v & Piutelia xylostella

g Disco de papel filtro -
P v { Contagem de ovos
) 72

Discos de couve
com extrato

Disco de couve
com extrato

Discos controle

Figura 3. Representacao esquematica do bioensaio de oviposi¢cdo com mdltipla escolha.

2.7.Analise Fitoquimica dos Extratos

As triagens fitoquimicas para o extrato aquoso estdo descritas em Ferreira et al.

[10] (Capitulo 1) e as analises do extrato etandlico foram realizadas nas mesmas amostras

de plantas no mesmo periodo de coleta.
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2.7.1.Compostos fendlicos, flavonoides e taninos

As amostras foram preparadas na concentracdo de 1000 pug/mL para analise. Os
testes foram avaliados em triplicata. Os compostos fendlicos foram determinados
empregando o método do reagente de Folin-Ciocalteu e a absorbancia em 760 nm foi
medida usando um espectrofotometro (FEMTO 700 PLUS, FEMTO, S&o Paulo, Sao
Paulo, Brasil) [29]. Acido galico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi usado como
padrdo em concentracdes de 5-1000 pg/mL. Os resultados sao expressos em miligramas
de acido galico por grama de peso seco do extrato. Os flavonoides foram determinados
pelo método do reagente AICI3. A absor¢do em 430 nm foi medida usando um
espectrofotobmetro (FEMTO 700 PLUS) [28]. A rutina (SigmaAldrich, St. Louis, MO,
EUA) foi usada como padrdo em concentracGes de 1-50 pg/mL. O os resultados sdo
expressos em miligramas por grama de peso seco do extrato. O tanino condensado foi
determinado pelo método da vanilina [29]; a absor¢do foi medido em 510 nm [30]. Rutina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi usada como padrdo em concentracoes de 0,1—
50 pg/mL. Os resultados sdo expressos em catequina miligramas por grama de peso seco

do extrato.

2.7.2.Determinacéo do teor de alcaloides

O teor total de alcaloides nas amostras foi quantificado de acordo com o
procedimento desenvolvido por Oliveira et al. [31] e a absorbancia a 435 nm foi medida.
Berberina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi empregado como padrdo e a
linearidade foi obtido entre 40 e 200 pg/mL. Os resultados sdo expressos em miligramas
de berberina por grama de peso seco do extrato.

2.7.3. Determinacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo indicador de radicais livres

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) [32]. Os
extratos foram preparados com &gua destilada nas seguintes concentrag6es: 5, 10, 20, 200,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A porcentagem de inibicdo por cada concentragéo
foi usada para obter os valores de I1C50.

2.8. Andlise estatistica
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2.8.1. Bioensaio de preferencia alimentar

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de cinco
tratamentos (4 extratos e 1 controle) e 10 repeticdes para cada tipo de extrato (aquoso e
etanolico). Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk. Para
0 bioensaio com chance de escolha, utilizou-se o teste de Mann Whitney para comparar
0 controle e 0s grupos de tratamentos. Para todos os testes utilizou-se o nivel de

significancia a 5% de probabilidade.

2.8.2. Indice Antialimentar

O Indice Antialimentar (1A) foi calculado usando a formula IA= (C — T)/ (C +
T)*100; onde, C representa o controle, e T a area foliar tratada consumida pelas larvas
[33,34,35]. Este indice distingue se o extrato € fagoestimulante (valores negativos) ou

fagodeterrente (valores positivos).

2.8.3. Bioensaio de oviposicdo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado constituido de cinco
tratamentos para cada tipo de extrato, sendo quatro de extratos e um controle (agua
destilada). Os tratamentos foram constituidos de 10 repeti¢des. Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade Shapiro Wilk. Como os dados ndo apresentaram
normalidade, os dados obtidos a partir dos bioensaios de oviposi¢do, com multipla
escolha foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste
de Kruskal — Wallis. Para todos o0s testes utilizou-se o nivel de significancia a 5% de

probabilidade.

2.8.4. Indice de Dissuasdo de Oviposicdo (ODI)

O indice de Dissuasdo de Oviposicdo (IDO) foi calculado, segundo Huang e
Renwick [28], como segue ODI = (Cn — Tn)/ (Cn+ Tn)*100; onde, Cn e Tn representam
0 namero de ovos ovipositados no controle e folhas tratadas, respectivamente. Se o ODI
for maior que zero, entdo é classificado como dissuasor; se 0 ODI for igual a zero, entéo

é neutro; e se o ODI for negativo, entdo é considerado um estimulante. Os tratamentos
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que sdo estatisticamente insignificantes ainda sdo rotulados como dissuasores e/ou

estimulantes.

3.RESULTADOS

3.1. Plasticidade alimentar

No teste de escolha do extrato aquoso, observou-se que L. nervosa e L.

longifolia apresentaram valores negativos de IA, estimulando a alimentacdo das

larvas; em contrapartida, o extrato aquoso de L. tomentosa (W = 85,00; p = 0,0088)

apresentou

IA de 52,13%,

destacando-se entre 0s demais tratamentos como

fagodeterrente. Além disso, em comparacdo com o controle, L. tomentosa reduziu a area

foliar consumida em 80,92% (Tabela 1).

Tabela 1. Area foliar consumida por larvas de Plutella xylostella e indice Antialimentar

(1A) causado pelos extratos aquosos de Ludwigia spp. apds exposicao alimentar.

Area foliar consumida (cm?)

Tratamento + EP Valordep 1A% Classificacéo

EXTRATO AQUOSO

Controle Extrato
L. tomentosa 0,42+0,12a 0,08+0,03b 0,0088 52,13 Fagodeterrente
L. longifolia 0,15+0,07a 0,09+0,02a 0,8451 (-)15,53 Fagoestimulante
L. sericea 0,21+0,06a 0,10+0,03a 0,3254 11,49 Fagodeterrente
L. nervosa 0,11+0,03a 0,23+0,06a 0,1387  (-) 27,58 Fagoestimulante
EXTRATO ETANOLICO

Controle Extrato
L.tomentosa 0,31+0,10a 0,23+£0,06a  0,7617 8,18 Fagodeterrente
L. longifolia 0,28+0,05a 0,22+0,07a  0,3442 23,79 Fagodeterrente
L. sericea 052+009a 0,32+0,11a 0,1506 29,42 Fagodeterrente
L. nervosa 042+013a 036+009a 0,9705 (-) 2,16  Fagoestimulante

EP — Erro padrdo; IA — indice antialimentar. Médias seguidas por letras distintas na

coluna diferem entre si ao nivel de significancia a 5% de probabilidade.

Também ndo houve diferenca significativa no consumo de area foliar entre os

tratamentos extrato etandélico e a testemunha. O extrato etanélico de L. nervosa, assim
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como no bioensaio com extrato aquoso, atuou estimulando a alimentacéo das larvas de P.
xylostella (Tabela 1). O valor de IA mais significativo foi encontrado para L.
sericea (29,42%), seguido de L. longifolia (23,79%); ambos foram classificados como
fagodeterrentes (Tabela 1).

Comparando os tipos de solvente, observamos que apenas L. longifolia apresentou
variacdo em seu efeito, pois no extrato aquoso atuou como fagoestimulante; a0 mesmo
tempo que no extrato etandlico reduziu a alimentacdo das larvas, atuando como

fagodeterrente (Tabela 1).

3.2. Oviposicao

No teste de multipla escolha, o nimero de posturas realizadas pelas fémeas de P.
xylostella foi menor para todos os extratos quando comparado ao tratamento controle (2
=10,317, gl =4, p =0,0354) (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio de ovos ovipositados por Plutella xylostella em bioensaios de
multipla chance de escolha, e indice de Dissuasdo de Oviposicdo (IDO), a partir da

utilizacdo de extratos aquoso e etanolico de Ludwigia spp.

NUmero de ovos  Valor de

Tratamento + EP 0* IDO %
EXTRATO AQUOSO
Bioensaio com chance de escolha
Controle 4940+17,07a 0,0335 -
L. tomentosa 4,30+2,02b 70,69
L. longifolia 1,40+ 0,65b 76,42
L. sericea 9,20+3,74b 61,23
L. nervosa 6,00+285hb 66,88

EXTRATO ETANOLICO
Bioensaio com chance de escolha

Controle 64,70+ 1456a 0,0182 -

L. tomentosa 14,90+ 6,33 b 60,02
L. longifolia 570£1,96Db 73,70
L. sericea 158+580Db 49,64
L. nervosa 121+490Db 41,73

EP — Erro padrdo; IDO - indice de Dissuasdo de Oviposicdo. Médias seguidas por letras

distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia a 5% de probabilidade.
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Os extratos aquosos de Ludwigia spp. reduziu a oviposi¢do em fémeas de P.
xylostella em 89,41% em média. No entanto, L. longifolia e L. tomentosa foram os
tratamentos que obtiveram o menor nimero médio de ovos, com reducdo na oviposi¢do
de 97,16% e 91,29%, respectivamente. Em comparacdo com o controle, L. nervosa e L.
sericea promoveu uma reducdo na oviposicao superior a 80% (Tabela 2)

Adicionalmente, os extratos aquosos, especialmente L. longifolia e L. tomentosa,
foram responsaveis por valores de ODI acima de 60%, com valores de ODI de 76,42% e
70,69%, respectivamente (Tabela 2). Em geral, os extratos aquosos foram classificados
como inibidores de oviposi¢do por Apresentarem ODI positivos.

No teste de escolha, observou-se que as fémeas tiveram preferéncia de oviposicao
por discos tratados com agua destilada (controle). Houve diferenca significativa entre os
tratamentos com extrato etandlico e o tratamento controle (y 2 = 11,880, gl = 4, p =
0,0182), e os extratos etandlicos de Ludwigia spp. reduziu a oviposicdo em 81,24% em
média (Tabela 2).

Em comparacdo com o controle, os tratamentos com L. longifolia e L. nervosa
foram os que mais afetaram a oviposicao, reduzindo a oviposi¢cdo em 91,19% e 81,29%,
respectivamente; consequentemente, esses tratamentos tiveram valores de ODI de
73,70% e 60,02%, respectivamente (Tabela 2). De maneira geral, os extratos etanélicos
obtiveram IDO acima de 40%, indicando efeito deterrente dos extratos e,
consequentemente, preferéncia para oviposi¢cdo por discos tratados com agua destilada
(Tabela 2)

A atividade antioxidante foi mais proeminente em L. longifolia, L. sericea, L.
tomentosa e L. nervosa, nessa ordem. Os compostos fenodlicos, flavonoides, taninos
condensados e alcaloides foram encontrados em maior quantidade nos extratos de L.

nervosa, L. tomentosa, L. sericea e L. longifolia, nessa ordem (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antioxidante (ICso - concentracdo inibitéria minima), compostos
fendlicos, taninos condensados, flavonoides e alcaloides do extrato etandlico de Ludwigia

SPp.

Atividade Compostos ) Taninos )
Extratos o _ Flavonoides Alcaloides

antioxidante fenolicos condensados

IC50 (ugmL™)  (mgg™) (mg g*) (mg g*) (mg g?)
L. tomentosa 44,7 +0,4 189,8 £2,8 123,7 £1,3 33,8 £0,3 15,9 +0,2
L. longifolia 49,7 +0,2 182,4 £1,1 101,1+11 30,1+04 14,8 0,2
L. sericea 47,8+ 0,5 1796+1,3 117609 32,3x0,7 15,3+0,3
L.nervosa 414+05 201,1+21 1329%x12 349+0,6 16,7+ 0,5

4.DISCUSSAO

A triagem fitoquimica dos extratos aquosos e etandlicos mostraram que Ludwigia
spp. apresentaram as classes de compostos investigados - compostos fendlicos,
flavonoides, taninos condensados e alcaloides - e nossos resultados podem ser atribuidos
aalgumas dessas classes. Ludwigia spp. contém substancias que dificultam a alimentacao,
prolongando a fase larval devido a uma menor conversao alimentar ingerida [36]. 1sso
pode ocasionalmente levar a morte ou reducdo do crescimento das larvas [37],
sobrevivéncia das pupas [38], alimentacdo prejudicada, inibicdo da digestdo e liberacdo
de radicais livres [39].

Os compostos mais relatados na literatura que afetam a alimentacéo ou oviposigédo
de insetos pertencem aos grupos alcaloide, flavonoide, terpenoide e fenol [33,34].
Flavondides como a quercetina 3-arabinosideo, a quercetina 3-glicosideo e a quercetina
3-rutinosideo ja foram identificados em algumas espécies de Ludwigia [40] e podem atuar
como fagodeterrentes, dependendo das concentraces usadas[41]. No entanto, outros
tipos de flavonoides podem causar mortalidade de adultos e reduzir a oviposicdo e a
emergéncia de larvas quando 0s ovos entram em contato com essas substancias [33].
Assim, 0s compostos secundarios presentes nas espécies estudadas do género Ludwigia

comprometeram tanto a alimentagdo quanto a oviposicao de P. xylostella.
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Nossas observacBes corroboram com as informacdoes obtidas nos capitulos
anteriores, onde os autores analisaram as acOes desses extratos em relagdo ao ciclo de
vida do inseto. Olhando para os bioensaios realizados e os resultados obtidos no presente
estudo, isso nos levam a interpretar que a acdo fagoestimulante, principalmente em
extratos aquosos de L. longifolia, compromete o desenvolvimento dos individuos, com
reducdo significativa do peso pupal. Foi constatado também que os extratos etandlicos
resultaram em reducao no peso das pupas - principalmente para L. tomentosa - 0 que pode
ser devido a fagodeterréncia do extrato, como observado neste estudo pelo baixo consumo
de discos - mostrando que os extratos etandlicos de Ludwigia spp. foram, em sua maioria,
menos preferidos para consumo. A redugéo no consumo de folhas quando os insetos estéo
em contato com extratos de plantas geralmente é resultado de substancias fagodeterrentes
ou intoxicacdo subletal, impedindo a alimentacdo e a digestdo [7]. O extrato de L.
tomentosa apresentou melhores resultados no bioensaio de platicidade alimentar, sendo
responsavel pela reducéo do consumo foliar, 0 que a campo caracterizaria uma boa forma
de controle, visto que nas culturas de couve as folhas sdo o produto de comercializacao.

Para os extratos aquoso e etanolico de L. nervosa, observou-se um estimulo
alimentar, fazendo com que as larvas de P. xylostella consumissem mais discos tratados
do que discos controle. Esse resultado pode ser atribuido a sensibilidade das larvas a
diferentes aleloquimicos e aos cairomonios percebidos pelas larvas - substancias que
estimulam a alimentacdo - fazendo com que as larvas mordam o teste dos discos e
continuem se alimentando [33]. Alguns tipos de flavondides, como apigenina e
naringenina [41], podem induzir respostas comportamentais variaveis e também podem
atuar como fagoestimulantes ou fagodeterrentes [42]. O alto consumo de alguns extratos
— quando atuam como fagoestimulantes — nem sempre é vantajoso para 0s insetos, pois o
aumento da ingestdo de alguns fitoquimicos pode resultar em efeitos subletais que
prejudicam seu desenvolvimento.

Em realgédo aos bioensaios de oviposicdo, com extratos aquosos e etanolicos, as
fémeas de P. xylostella ovipositaram preferencialmente nos discos controle, indicando
um efeito dissuasor da oviposicdo. O extrato aquoso e etanolico de L. longifolia foi capaz
de causar os maiores indices de dissuasdo nos dois tipos de bioensaios (com e sem chance
de escolha). Quando um inseto pousa na planta, a percepg¢éo das caracteristicas quimicas

e fisicas é de grande importancia para que ocorra ou ndo a oviposicao [43]. Um conjunto
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de fatores pode ter contribuido para a dissuasdo de oviposi¢do da traca-das-cruciferas. O
primeiro fator é decorrente da presenca de fitoquimicos nos extratos de Ludwigia spp.
que provocaram alteracdes na fisiologia e comportamento dos adultos de P. xylostella,
refletida na capacidade de oviposicao. O outro seria a presenca de substancias repelentes
no extrato, restringindo a chegada de mariposas no substrato de oviposigdo [27]. A
dissuasdo da oviposicao foi observada por outros autores ao avaliar os efeitos de extratos
botanicos de Melia azedarach, Azadirachta indica [44] e Pachyrhizus erosus contra P.
xylostella [45].

Na utilizacdo de extratos etandlicos de espécies de Ludwigia no ciclo de vida de
P. xylostella (Capitulo I1), observou que o nimero médio de larvas recém-emergidas foi
significativamente reduzido para L. sericea. Neste estudo, considerando a sobrevivéncia
dos ovos, ndo houve diferenca significativa, embora tenha sido reduzida em todos 0s
tratamentos com extratos etandlicos. Para o extrato aquoso, a ovideterréncia observada
no presente trabalho é refletida na pesquisa de Ferreira et al. [10], que observaram que a
sobrevivéncia dos ovos foi reduzida por extratos de L. sericea e que na fase adulta de P.
xylostella—além da reducéo da fecundidade e do nimero de larvas recém-emergidas para
todos os tratamentos, houve diferenca significativa para o extrato de L. tomentosa.

Considerando estudos anteriores envolvendo analises fitoquimicas com extratos
aquosos de Ludwigia spp.[10], quando comparados com os resultados encontrados para
0 extrato etandlico, hd um padrdo em relacéo a quantificacdo de compostos secundarios
para cada espécie. As diferentes respostas obtidas nos bioensaios devem-se a
especificidade de extracdo de compostos secundarios que cada solvente possui, 0 que
resulta em diferentes respostas quanto ao consumo foliar e oviposigdo em P. xylostella.

5.CONCLUSAO

O consumo de folhas foi reduzido quando o extrato de L. tomentosa foi
utilizado. L. longifolia e L. nervosa estimularam a alimentagdo larval. Os extratos
etandlicos foram classificados como fagodeterrentes - com excecdo da L. nervosa, que
agiu como fagoestimulante. Todos os extratos foram classificados como inibidores da
oviposicdo em fémeas de P. xylostella, independentemente do solvente utilizado. Houve

reducdo significativa na oviposicdo de ovos para ambos os tipos de extratos,
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especialmente L. tomentosa e L. longifolia. Alem disso, a triagem fitoquimica mostrou
que os extra tos etanpolicos Ludwigia continham compostos fendlicos, flavonoides,
taninos condensados e alcaloides, substancias capazes de interferir na alimentacao e
oviposicdo em P. xylostella, representando uma alternativa para o controle da traca-das-

cruciferas.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho somam-se ao conhecimento sobre extratos de
espeécies vegetais potencialmente capazes de controlar populagdes de espécies-praga por
meio de alteragdes fisioldgicas e comportamentais, além de apresentar resultados inéditos
a respeito da atividade bioldgica de espécies pertencentes ao género Ludwigia
(Onagraceae) sobre P. xylostella.

A partir da exposic¢do das larvas aos extratos aquosos de L. tomentosa e L. longifolia
houve prolongamento do estagio larval e reducdo do peso das pupas de P. xylostella. L.
tomentosa causou mortalidade larval e reducdo da fecundidade e fertilidade ovos de P.
xylostella, sendo que L. sericea reduziu a viabilidade dos ovos. O consumo foliar foi
reduzido a partir da utilizacdo do extrato de L. tomentosa. L. longifolia juntamente a L.
nervosa estimularam a alimentacéo das larvas.

Quando usado extratos etandlicos, L. tomentosa foi responséavel reduzir o peso das
pupas da espécie-praga, e L. sericea influenciou negativamente a fertilidade dos ovos. Os
extratos etandlicos influenciaram a alimentacdo das larvas de P. xylostella, e foram
classificados como fagodeterrentes, com excecdo de L. nervosa que foi fagoestimulante.
Todos os extratos foram classificados como dissuasores de oviposi¢cdo em fémeas de P.
xylostella, independente do solvente utilizado.

Os extratos de Ludwigia provocaram mudancas deletérias, afetando negativamente
0 desenvolvimento, alimentacdo e reproducdo de P. xylostella. Tais achados foram
atribuidos compostos fenolicos, flavonoides, taninos condensados e alcaloides presentes
na composic¢do fitoquimica das plantas, pois sdo substancias capazes de inibir o consumo
de alimento pelas larvas, e interferir nas transformac6es morfoldgicas e fisiologicas dos
individuos, além de dissuadir a oviposi¢cdo das fémeas. Portanto, os extratos de L.
tomentosa, L. longifolia e L. sericea sdo promissores para o controle de P. xylostella e

pode se constituir em um componente Gtil para 0 manejo dessa importante espécie-praga.



