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RESUMO

O clima de uma localidade pode mudar ao longo do tempo através de
alteracdes ambientais antropicas, como o0 desmatamento para implantacdo de
monoculturas, o que favorece o aumento da temperatura e altera o ciclo de vida das
pragas. Na cultura da soja, a lagarta Helicoverpa armigera ataca desde a fase
vegetativa até a reprodutiva, causando prejuizos na producdo. Para seu controle sdo
utilizados produtos quimicos causadores de problemas ambientais, desta maneira as
plantas com potencial inseticida sdo uma alternativa promissora no controle de
pragas por ndo agredirem o ambiente. Assim, este trabalho teve como objetivo
conhecer o impacto das mudancgas climaticas nas geracbes de H. armigera nos
municipios produtores de soja sobre influéncia dos biomas matogrossenses e avaliar
o potencial fitoquimico da fruta do conde Annona mucosa sobre esta praga. Para
quantificar o nimero de geracdes de H. armigera no periodo atual (2010-2014) e em
2100 com as mudancas previstas no cenario A2 foram usados modelos
matematicos. Foram elaborados mapas para avaliar o efeito do aumento da
temperatura no nimero de geracdes da praga, nos biomas presentes no estado.
Para conhecer a atividade inseticida de A. mucosa foram testados sobre lagartas de
H. armigera o extrato bruto, quatro fracdes (hidrometandlica, acetato de etila,
hexanica e cloroférmica) e fracBes ricas em acetogeninas. Nestes bioensaios foi
avaliada a mortalidade de lagartas. A identificacdo dos compostos foi feita através
de uma andlise de ressonancia magnética nuclear e cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. Apos testar a distribuicdo dos dados foi aplicado o
teste de comparacao de médias. No periodo atual e na projecdo para o ano de 2100
0s municipios do Estado apresentaram temperatura 6tima para o desenvolvimento
de H. armigera, fazendo com que a praga expresse seu maior potencial reprodutivo.
Na projecdo para o ano de 2100 a praga apresentara entre 13,86 e 17,30 geracdes
anuais e o ambiente mais propicio para seu desenvolvimento serd em areas de soja
no Bioma amazobnia. As maiores concentracbes do extrato bruto de A. mucosa
causaram a mortalidade de lagartas de H. armigera. Nos bioensaios com fracdes, a
hexéanica apresentou melhores resultados na mortalidade de lagartas. Os compostos
ativos identificados nesta fracdo foram acetogeninas e acidos carboxilicos. Os

resultados desta pesquisa trazem um alerta, pois indicam que no futuro a lagarta



helicoverpa pode ser um fator limitante na producédo de soja no Bioma amazdnia,
que é a nova fronteira agricola do Pais. A fruta do conde apresenta-se como fonte
de moléculas ativas, para a geracdo de novos produtos a serem utilizados no

manejo desta lagarta na cultura da soja.

Palavras chave: Numero de geragles, temperatura Otima, acetogeninas, acidos

carboxilicos, fracdes.



ABSTRACT

The climate of a location can change over time through anthropogenic
environmental changes such as deforestation for monoculture, which favors
increasing temperature and changes the life cycle of pests. On soybeans, the
Helicoverpa caterpillar attacks from the leaf to the pod, causing losses in production.
For their control chemicals are used causing environmental problems, this way the
plants with insecticide potential are a promising alternative in pest control because
they don’t harm the environment. This paper aimed to know the impact of climate
change on generations of H. armigera in soy producing cities under the influence of
Mato Grosso biomes and evaluate the phytochemical potential of count fruit about
this plague. To quantify the number of H. armigera generations in the current period
(2010-2014) and in 2100 with the expected changes in the A2 scenario mathematical
models were used. Maps were designed to evaluate the effect of temperature
increase in the number of pest generations on the biomes present in the state. To
know the insecticide A. mucosa activity for H. armigera caterpillars, the crude extract,
four fractions (hydromethanol, ethyl acetate, hexane and chloroform) and rich
fractions acetogenins were tested. In these bioassays and mortality of caterpillars
was evaluated. The identification of compounds was performed by a nuclear
magnetic resonance analysis and gas chromatography-mass spectrometry. After
testing the data distribution, comparison test of averages was used (Kruskal-Wallis).
In the current period and in the projection for the year 2100 the state municipalities
showed optimum temperature for the development of H. armigera, causing the pest
to express their greatest reproductive potential. In the projection for the year 2100 the
pest presents between 13.86 and 17.30 generations per year and the best
environment for their development is in soybean fields of biome Amazon. The highest
concentrations of crude extract of A. mucosa caused the caterpillars of H. armigera
mortality. In bioassays with fractions, the hexane showed better results in caterpillar
mortality. The active compounds identified in this fraction were acetogenins and
carboxylic acids. The results of this research bring a warning, since they indicate that
in the future Helicoverpa caterpillar may be a limiting factor in soybean production in
the Amazon biome , which is the new agricultural frontier of the country. The fruit of
Count presents itself as a source of active molecules for the generation of new

products to be used in the management of this caterpillar in soybean.



Keywords: Number of generations , optimum temperature , acetogenins , carboxylic

acids, fractions.



INTRODUCAO

O clima a nivel regional é determinado por fatores como incidéncia dos raios
solares conforme a posi¢cdo geogréfica, a altitude, as massas de ar, a continentalidade e
também pelas correntes maritimas. Estes fatores que determinam a variacdo de
temperatura, de umidade do ar, variagdo dos ventos e chuvas de uma localidade ao longo
do ano (RIBEIRO, 1993).

As mudancas climaticas regionais ocorrem através das alteracdes ambientais que
podem ser decorrentes do processo de antropizacdo, no qual a vegetacao original de uma
determinada area é substituida por produtos de interesse agricola ou até mesmo para
habitacdo. Estas mudancas véao alterar a capacidade de retencédo de agua do solo, a taxa
de evapotranspiracdo e consequentemente alterara o regime pluviométrico local,
permitindo assim, alteracées na variacdo de temperatura durante as estacdes climaticas
anuais (NOBRES, 2008).

As mudangas climaticas estao descritas no relatério do Painel Intergovernamental
onde sao registradas diferentes possibilidades de mudancas climéticas, gerando cenarios
futuros diferentes (Al, A2, Bl, B2), os quais exploram caminhos alternativos de
desenvolvimento e incorporam uma série de possibilidades demogréficas, econdmicas e
tecnologicas resultantes das emissfes de gases do efeito estufa. Estas previsdes sao
usadas para prever futuras alteraces climaticas, e seus pressupostos basicos sobre o
desenvolvimento socioeconémico, tecnoldgico e demografico, sendo estas o ponto de
partida de muitos estudos sobre as avaliacdes de impacto das mudancas climaticas
(IPCC, 2007).

O cenario Al pressupfe um crescimento econdmico global muito rapido, um
maximo de populacdo mundial até a metade do século, e a rapida introducdo de novas
tecnologias mais eficientes. Este cenario € subdividido em trés direcOes alternativas de
mudanca tecnoldgica, sendo elas: AL1FI - uso intensivo de combustiveis fosseis com
aumento de temperatura em uma estimacdo 6tima de 4,0°C com intervalo provavel de
2,4°C a 6,4°C; Al1T- fontes de energia nao fossil, com aumento de temperatura em uma
estimacgao otima de 2,4°C com intervalo provavel de 1,4°C a 3,8°C; - A1B equilibrio entre
as fontes de energia fossil e ndo fossil com aumento de temperatura em uma estimacao
otima de 2,8°C com intervalo provavel de 1,7°C a 4,4°C (IPCC, 2007).



O cenario B1 descreve um mundo convergente com a mesma populagdo global
que Al, mas com uma evolugdo mais rapida de estrutura econdémica em direcdo a uma
economia de servi¢cos e informacdo. Neste cenario o aumento de temperatura € estimado
em 1,8°C, com intervalo provavel de 1,1°C a 2,9°C (IPCC, 2007).

O cenério B2 descreve um mundo com populacdo intermediéria e crescimento
econbmico intermediario, mais focado em solugbes locais para alcancar a
sustentabilidade econdémica, social e ambiental. O aumento de temperatura em uma
estimacéao 6tima é de 2,4°C com intervalo provavel de 1,4°C a 3,8°C (IPCC, 2007).

O cenério A2 descreve um mundo muito heterogéneo com forte crescimento da
populacdo, com desenvolvimento econdémico lento e mudanca tecnolégica lenta. O
aumento de temperatura em uma estimacédo oOtima de 3,4 °C com intervalo provavel de
2,0°C a 5,4°C (IPCC, 2007).

A partir dos cenarios do IPCC a EMBRAPA - Meio Ambiente, (2010) lancou o
atlas digital dos cenarios climaticos projetados para o Brasil, no qual estima as
temperaturas mensais e por estacdes do ano para cada regido do Pais. No Mato Grosso
a anomalia de temperatura entre 2070 e 2100 no cenério A2 pode chegar a 5,4°C.

Nos ultimos trinta anos o Cerrado foi palco da expansdo da fronteira agricola
visando incrementar a producdo de carnes e graos para exportacdo, tamanha expansao
pode ter causado a extingdo de 20% de espécies endémicas (BRASIL, 2016). Cerca de
67% das areas de Cerrado sdo consideradas altamente modificadas e apenas 20%
encontra-se em seu estado original (SIQUEIRA NETO et al., 2011).

O clima no Cerrado € do tipo Tropical de savana segundo a classificacdo de
Kbdppen, as chuvas ficam concentradas durante o verdo nos meses de outubro a abril
sendo 0 més com maior precipitacdo o de dezembro. A estacdo seca vai de maio a
setembro, sendo junho, julho e agosto os meses mais secos. Este periodo também
compreende o inverno, além do mais, € uma época em que podem ocorrer fendbmenos
conhecidos como friagens decorrentes da invasdo do anticiclone polar que podem
acarretar chuvas e queda nas temperaturas por até trés dias (PICCILLI, 2007).

Irigaray et al. (2011) alertam que as alteracGes causadas no bioma Cerrado
devido ao avanco do agronegdécio podem alterar o periodo de chuvas e deixar o periodo
de seca mais extenso e quente, colocando a producéao de gréos e outros produtos sob

risco.



A Amazobnia é a mais recente fronteira agricola no estado de Mato Grosso, com a
necessidade continua de producdo de alimentos, 0 avango sobre o territério amazonico so
necessita de mercado, infraestrutura e tecnologia para acontecer (MUELLER e MARTHA,
2008). Atualmente cerca de 80% da area que o bioma ocupa no estado permanece sem
desmate (ALENCAR et al., 2004). A Amazonia do estado de Mato Grosso possui clima
Tropical de monc¢des, segundo a classificacdo de Koppen, com inverno ausente em
relacdo a queda nas temperaturas e precipitacdo o ano todo, com volumes maiores
durante o verdo (1500mm) e menores durante o inverno (60 mm).

As mudancas no ambiente como a substituicAo da floresta por pastagens ou
areas de monocultura vem contribuir com o aumento de temperatura local auxiliando
ainda mais o processo de savanizacdo de parte da Floresta Amazbnica onde apenas
espécies mais adaptadas a seca prolongada e ao fogo sobreviveriam, neste ambiente. A
agricultura e pecuéria seriam beneficiadas com condigfes de seca na Amazdnia, pois 0
excesso de chuvas é apontado como o responsavel pela baixa produtividade nesta regido
(NOBRE, 2001).

Dentre os fatores ambientais a temperatura do ar € quem promove 0S maiores
efeitos na fisiologia dos insetos, podendo interferir diretamente na taxa de reproducéo, no
periodo de oviposicdo, na fecundidade e na fertilidade destes organismos (RODRIGUES,
2004). Estas influéncias variam conforme o clima de cada localidade, logo seus efeitos
devem ser elucidados com maior precisdo possivel, a fim de gerar conhecimento que
auxilie no planejamento agricola (MEDEIROS et al., 2005).

Estes aumentos de temperatura vao interferir diretamente na agricultura alterando
0 regime pluviométrico, aumentando a temperatura e também alterando a taxa de
evapotranspiracdo do solo, além de interferir no ciclo de organismos relacionados com a
agricultura como pragas e inimigos naturais (PARRY et al., 1990). Wilson e Maclean,
(2011) afirmam que as mudancgas climaticas alteram as condigbes ambientais, podendo
tornar determinado local mais propicio para o desenvolvimento de lepiddpteros ou até
mesmo impedir 0 estabelecimento de populagdes.

Segundo Silveira Neto et al. (1976), para completar o desenvolvimento, 0s insetos
necessitam de calor e este € medido em graus dia recebidos. Se o valor de graus dia for
maior, seu desenvolvimento sera completado em menos tempo e consequentemente

havera mais geracdes em determinado intervalo de tempo.



A interferéncia das mudancas climéticas sobre o nimero de geracdes de pragas
agricolas pode ser determinada por modelos matematicos como o uso de graus dia, neste
caso utiliza-se a quantidade de graus dia que a espécie em estudo requer para completar
seu desenvolvimento e a temperatura do ar, sendo esta uma variavel independente dos
demais fatores ambientais, gerando assim as previsdoes de ocorréncia, as quais podem
ser utilizadas para melhor entendimento sobre a dindmica populacional da espécie,
conforme cada localidade (AFONSO et al., 2009; PESSOA et al., 2014).

Dentre as pragas ocorrentes atualmente na cultura da soja, a lagarta Helicoverpa
armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) € quem apresenta maior adaptabilidade as
condicdes ambientais e as possiveis mudancas climéticas, pois possui alta taxa de
reproducdo e pode sobreviver em condicbes ambientais desfavoraveis. Esta praga ja
ocorre na Europa, Asia, Africa e Oceania e recentemente América do Sul, além de
apresentar uma grande mobilidade podendo se deslocar até 1.000 km (EPPO, 1981;
CZEPAK et al., 2013).

Esta praga teve seu primeiro registro no Brasil no ano de 2013 nos estados de
Goias, atacando cultivos de soja e algoddo, nos estados de Mato Grosso e Bahia
(CZEPAK et al., 2013). Contudo esta lagarta ja consome mais de 60 plantas cultivadas
em outras partes do mundo, conferindo assim, seu habito polifago (PAWAR et al., 1986).

Entre as culturas atacadas por H. armigera destaca-se a soja, que € uma das
principais commodities de Mato Grosso, com uma produgéo estimada de 28 milhdes de
toneladas para a safra 2015/2016 (CONAB, 2016). Estes valores, todavia, podem ser
afetados pela ocorréncia desta praga que permanece durante todo o ciclo da planta,
consumindo desde folhas e caule, até as estruturas reprodutivas, gerando assim danos
diretos & producdo (AVILA et al., 2013).

Kretschmar et al. (2014) afirmam que em paises de clima subtropical H. armigera
pode ter em um ano de trés a cinco geragcfes durante a primavera e que em paises de
clima tropical a mesma pode completar até 12 geragcfes por ano. Em estudo, Qureshi et
al. (1999) baseados na temperatura e fotoperiodo de 1964 até 1994 estimaram quatro
geracdes de H. armigera a cada ano em Okayama no Japao onde o clima é temperado.

Por ser uma praga introduzida, H. armigera tem causado muita preocupacgao, pois
pode disseminar-se pelo Pais, onde ndo encontra inimigos naturais especificos que
controlem suas populacbes além de adaptar-se rapidamente as condicbes ambientais,

como excesso de calor, frio e seca (FITT, 1989; AVILA et al., 2013). O principal método
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empregado para o controle desta praga € o controle quimico, o qual apresenta
desvantagens como a contaminacdo ambiental, ressurgéncia de pragas, diminuicdo dos
inimigos naturais e até problemas de saude para o homem. Uma alternativa promissora
aos produtos quimicos é o uso de plantas com propriedades inseticidas para o controle de
pragas, pois possuem rapida degradacdo no ambiente reduzindo assim, o impacto a
organismos ndo alvo e ainda podem ser associados a outras estratégias de controle
(CAVALCANTE; MOREIRA; VASCONCELOS, 2006; MOREIRA, et al., 2006).

No Brasil sdo autorizados temporariamente 0 uso de 11 produtos quimicos para o
controle de H. armigera, logo, a busca por novas moléculas com menor impacto no meio
ambiente e que sejam eficientes no controle da praga se faz necessaria, uma vez que, o
processo de expanséo da agricultura deve seguir o caminho da sustentabilidade, visando
a preservacdo do ambiente (AVILA et al., 2013)

Segundo Medeiros et al. (2005) produtos naturais extraidos de plantas sédo fontes
de substancias bioativas compativeis com programas de manejo integrado de pragas
(MIP). Estas substancias, na sua maioria, sdo provenientes do metabolismo secundario
de plantas com potencial inseticida e podem ser encontradas nas raizes, folhas e
sementes, sendo caracterizadas como rotendides, piretroides, alcaléides e terpendides
(VASCONCELOS, 2006).

Dentre os varios compostos presentes nas plantas, apenas os provenientes do
metabolismo secundario sdo separados pela fitoquimica classica. Para chegar a
identificacdo dos compostos bioativos de uma planta muitas etapas sdo necessarias,
como a obtencdo de extrato bruto, extratos semi-puros, fracées e compostos puros, além
dos testes para determinagéo da concentracéo letal (CECHINEL FILHO e YUNES, 2008).

Para a separacdo dos compostos secundarios primeiramente é extraido da parte
da planta o extrato bruto com solvente pouco polar como etanol ou metanol, como
resultado obtém-se uma mistura rica em compostos com polaridade afim ao do solvente
extrator. Em seguida deve-se realizar o fracionamento destes compostos, o principal
método utilizado € o liquido-liquido, no qual solventes de polaridades crescentes vao
sendo adicionados a massa da planta, visando a semi-purificacdo dos compostos
conforme sua polaridade, selecionando assim grupos de compostos quimicos diferentes
(CECHINEL FILHO e YUNES, 2008). Apos testes bioldgicos e a comprovacéo da eficacia

de algumas fracBes provenientes de extrato bruto, se faz necessaria a identificacdo dos



compostos presentes e as proporgdes destes nestas misturas (CECHINEL FILHO e
YUNES, 2008).

Para tanto, o emprego de técnicas cromatograficas, inicialmente com colunas
abertas com fase estacionaria de silica gel e a fase mével com solventes de diferentes
polaridades. O acompanhamento da eluigdo das substancias ao longo dos procedimentos
de purificacdo e isolamento pode ser feito por cromatografia de camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia e até mesmo bioensaios de atividade biolégica.
Com produtos mais puros a fase movel empregada pode ser alterada usando, em alguns
casos, sefadex, poliamida ou celulose e a fase mdvel sendo um Unico solvente. Estes
procedimentos devem ser realizados até que se obtenham as substancias bioativas
(CECHINEL FILHO e YUNES, 2008).

De acordo com Jacobson (1989), as familias de plantas que podem ser usadas
como fontes de metabdlitos secundarios sdo Annonaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Euphorbiaceae, Meliaceae, Piperaceae e Rutaceae. Dentre estas familias destaca-se a
Annonaceae que € uma das mais promissoras fontes de moléculas bioativas, devido a
diversidade de metabdlitos secundarios (PINHEIRO, 2009).

Visto que a familia anonaceae tem potencial para ser fonte de novas moléculas
para o controle de praga e as mudancas climaticas podem interferir no desenvolvimento
da praga de formas diferentes em cada bioma do Mato Grosso, este trabalho teve como
objetivo analisar o impacto das mudancas climaticas nas geracfes de H. armigera nos
municipios produtores de soja sobre influéncia dos biomas matogrossenses e avaliando o
potencial fitoquimico de Annona mucosa sobre esta praga.

Esta dissertagdo € composta por dois artigos, o primeiro intitulado de “Efeitos das
mudancas climaticas sobre Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae) nos
biomas mato-grossenses”. E o0 segundo apresenta como titulo “Fitoquimica dos
compostos ativos de Annona mucosa, no controle de Helicoverpa armigera Hubner

(Lepidoptera: Noctuidae)
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Efeitos das mudancas climaticas sobre Helicoverpa armigera Hibner
(Lepidoptera: Noctuidae) nos biomas matogrossenses

Effects of climate change on Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera:
Noctuidae) in Mato Grosso biomes

[Ciéncia rural]

RESUMO

Helicoverpa armigera pode ter seu desenvolvimento alterado em funcdo do
aumento de temperatura proveniente das alteracdes no clima. Este trabalho teve
como objetivo avaliar o impacto do aumento da temperatura, derivado das
mudancas climaticas, no numero de geracdes de H. armigera nas areas produtoras
de soja situadas nos biomas Amazonia e Cerrado presentes no estado de Mato
Grosso. Os dados diarios de temperatura do estado foram preenchidos no software
Clima. Para quantificar o numero de geracdes de H. armigera no periodo atual
(2010-2014) e na projecao para 2100 foram usados modelos matematicos. Foram
elaborados mapas para avaliar o efeito do aumento da temperatura no nimero de
geracoes da praga em funcédo dos biomas presentes no estado. Na atualidade e no
ano de 2100 a temperatura média das localidades estudadas concentrou-se dentro
da faixa 6tima para desenvolvimento de H. armigera, fazendo com que a praga
expresse seu maior potencial reprodutivo, com uma previsdo de 10 a 17 geracdes
anuais. Neste contexto esta praga que ocorre nos municipios produtores de soja do
Cerrado acompanhard o avanco da fronteira agricola sobre o Bioma amaz6nia no

estado de Mato Grosso.

Palavras chave: Temperatura, Numero de geracdes, Amazonia Cerrado,

lagarta
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ABSTRACT

Helicoverpa armigera can have their development changed due to the
temperature rise from the climate changes. This study aimed to know the impact of
climate change in the number of H. armigera generations under the influence of Mato
Grosso biomes in soy producing areas. Daily data of the state temperatures were
filled on software Clima. To quantify the number of H. armigera generations in the
current period (2010-2014) and in the projection for 2100 mathematical models have
been used. Maps were designed to evaluate the effect of temperature increase in the
number of pest generations according to the present biomes in the state. Nowadays
and in the year 2100 the average temperature of the locations studied were
concentrated within the optimum range for H. armigera development, making the
pest express its greatest reproductive potential, with a forecast 10-17 generations per
year. In this context this plague that already occurs in the cerrado soy producing
municipalities monitor the advance of the agricultural frontier into the Amazon biome

in the state of Mato Grosso.

Keywords: Temperature, number of generations, Amazonia, Cerrado ,
caterpillar
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INTRODUCAO

A ocorréncia de insetos praga pode ser determinada pelas condicbes
climaticas de uma localidade, pois afetam diretamente o desenvolvimento e o
comportamento e indiretamente a alimentagédo (SILVEIRA NETO et al. 1976). Porter
et al. (1991) destacam que, os locais de ocorréncia, o periodo de hibernacao, a taxa
de desenvolvimento, 0 niumero de geracfes, bem como o periodo de ocorréncia de
pragas pode ser alterado pelas mudancas climaticas.

As mudancas climaticas para o Centro Oeste do Brasil foram previstas pela
Embrapa Meio Ambiente (2010). Estas alteracbes sé&o descritas para cada més do
ano e variam entre 3,4 °C e 4,7 °C para o periodo de 2070 a 2100 no cenario
pessimista (A2), onde ocorrera forte crescimento populacional e o desenvolvimento
econdmico e as mudancas tecnolégica seréo lentas (IPCC, 2007). De acordo com
Assad e Pinto (2008) com estas mudancas a soja, que possui 0 maior valor de
producdo da agricultura brasileira, deve ser a cultura mais afetada com perdas de
41,39% (7,6 bilhdes de reais) em 2070 no estado de Mato Grosso.

Os insetos necessitam de calor para completar seu desenvolvimento, e este
¢ medido em graus dia recebidos. Se o valor de graus dia for maior, seu
desenvolvimento sera completado em menos tempo e consequentemente havera
mais geracdes em determinado intervalo de tempo (SILVEIRA NETO et al., 1976).

Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) teve seu primeiro
registro no Brasil no ano de 2013. Originaria da Austrélia, a praga se disseminou e
hoje ocorre em varios continentes, tais como: Europa, Asia e Africa (CZEPAK et al.,
2013; EPPO, 1981). Esta praga apresenta grande mobilidade e alta capacidade de
sobrevivéncia, podendo completar varias geracdes ao ano (FITT, 1989). Desde sua
ocorréncia no Brasil, vem causando prejuizos as principais culturas agricolas do
Pais (SUGAYAMA et al., 2015).

Insetos herbivoros como H. armigera podem ser influenciados diretamente
pelas mudancgas climaticas, sofrendo impactos em sua fisiologia e comportamento. A
temperatura exerce efeitos mais relevantes sobre estes organismos do que qualquer
outro fator do clima (BALE et al., 2002).
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Os graus dia e a temperatura do ar podem ser utilizados para prever o
namero de geracdes de pragas agricolas, estas informacdes podem ser geradas
através de modelagem matematica (AFONSO et al., 2009; PESSOA et al., 2014).

Afonso et al. (2009) estimaram o numero de geracfes de dois bidtipos de
lagarta do cartucho no arroz e no milho, nas condi¢cdes atuais e em trés cenarios
futuros de aumento de temperatura, com aquecimento de 1°C, 3°C e 5,8°C, nos
préximos 90 anos. No ano de 2009, o numero de geracdes do bidtipo arroz foi de 6 e
no bidtipo de milho variou de 7 a 8 por ano. Com o incremento na temperatura estes
biétipos podem apresentar até 14 geracdes anuais. Esta previsdo de crescimento
das populacbes de S. frugiperda pode ser um fator limitante, para a expansao da
cultura do milho e do arroz no Rio Grande do Sul.

Moraes et al. (2014), com dados de temperatura atuais e previsbes de
mudancas climaticas, estimou o niumero de geracdes para a atualidade e para o final
do século em dois cenérios (B1 e A2) para populacdes da mosca negra do citros
Aleurocanthus woglumi Autor (Hemiptera: Aleyrodidae). Durante os anos de 2001 a
2007 foram estimadas 15 geracGes anuais e verificou-se que com as mudancas
climaticas até o final do século, o nUmero de geracfes terd um aumento de até 50%
na populacdo, dessa forma, isso pode acarretar prejuizos as safras de citros e
gueda na qualidade e produtividade dos frutos.

Pessoa et al. (2014) estimaram que H. armigera apresenta 3 geracdes
durante o periodo de cultivo da soja (outubro a fevereiro) na regido Guaira, Sao
Paulo. A quarta geracdo da praga estaria na fase de pupa (enterrada no solo)
durante a colheita. Se restos de plantas de soja, soja tiguera ou guaxa ficassem no
local, o nimero de geracfGes poderia chegar até oito, permitindo assim, que esta
praga migrasse para outras culturas na regiao.

Mediante as possiveis alteracbes climaticas que vao interferir no
desenvolvimento de pragas € notdria a necessidade de conhecer como esse
processo ocorrera no Mato Grosso, portanto este trabalho teve como objetivo
analisar* o impacto do aumento da temperatura, derivado das mudancas climaticas,
no namero de geragBes de H. armigera nas areas produtoras de soja situadas nos

biomas Amazodnia e Cerrado presentes no estado de Mato Grosso.
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MATERIAL E METODOS
Local e instalagcdes

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Meteorologia, vinculado ao
Centro de pesquisas e Desenvolvimento Agro ambientais — CPEDA da Universidade
do estado de Mato Grosso, Campus de Tangara da Serra. Os dados diarios de
temperaturas maxima, minima e média em °C das estacfes meteorologicas do
estado do Mato Grosso foram cedidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) (Tabela 1). As falhas nas séries temporais dos anos de 2010 a 2014 foram
preenchidas no software Clima.

Para esta pesquisa foram selecionados 0s municipios com maior producao
de soja, por meio dos dados disponibilizados on-line pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2015) e identificados através de niumeros para melhor
entendimento dos mapas. Para delimitar a qual bioma o municipio pertence utilizou-

se como referéncia Missawa et al. (2008).



Tabela 1: EstacBes meteoroldgicas do estado do Mato Grosso.

Estacao Latitude [Longitude| Altura (m) | Estacdo Latitude [Longitude Altura (m)
Agua Boa 14°00'S | 52°12'W 400 Juina 11°22'S 58°43'W 442
Alta Floresta 09°50'S | 56°06'W 283 Nova Maringa 13°02'S 57°05'W 370
Alto Araguaia 17°33'S | 53°22'W 692 Novo Mundo 12°31'S 58°13'W 330
Alto Taquari 17°48'S | 53°17'W 851 Paranatinga 14°25'S 54°02'W 460
Apiacas 09°33'S | 57°23'W 220 Pontes e Lacerda 15°15'S 59°20'W 254
Céceres 16°02'S | 57°41'W 118 Porto Estrela 15°21'S 57°13'W 134
Campo Novo dos Parecis | 13°47'S | 57°50'W 572 Queréncia 12°37'S 52°13'W 350
Campo Verde 15°31'S | 55°08'W 736 Rondondpolis 16°27'S 54°34'W 227
Carlinda 10°00'S | 55°47'W 290 Santo Antonio do Leste | 14°55'S 53°53'W 648
Comodoro 13°42'S | 59°45'W 600 Sao José do Rio Claro | 13°27'S 56°39'W 350
Confresa 10°39'S | 51°34'W 240 Salto do Céu 15°08'S 58°06'W 300
Cotriguacu 09°54'S | 58°34'W 200 Séo Félix do Araguaia 11°37'S 50°43'W 195
Cuiaba 15°37'S | 56°06'W 176 Sinop 11°58'S 55°33'W 345
Gaucha do Norte 13°11'S | 53°15'W 388 Sorriso 12°33'S 55°43'W 365
Guarantéa do Norte 09°57'S | 54°53'W 345 Tangara da Serra 14°39'S 57°25'W 387
Guiratinga 16°20'S | 53°45'W 510 Nova Ubirata 13°24'S 54°45'W 396
ltiquira 17°10'S | 54°30w | 522 | Vila Belada Santissima| jgonag | 5gesowy 198
Trindade
Juara 11°16'S | 57°31'W 292

13
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Determinacdo do numero de geracdes de H. armigera

O numero provavel de geracbes anuais de H. armigera foi estimado com
base em suas exigéncias térmicas (SILVEIRA NETO et al. 1976), para este, foram
utilizados os valores de temperatura média do ar e temperatura base de H. armigera
(Tb), que de acordo com Jallow e Matsumura (2001) é 10,5 °C. O célculo de soma

térmica foi realizado por meio da formula:

GD=Tmed-Thase
Onde: GD = Graus dia
Tmed = Temperatura média

Thase = Temperatura base

O numero de geracdes de 2010 até 2014 para cada municipio produtor de
soja do Mato Grosso foi calculado com os dados das estagBes meteorolégicas no
presente estado, por meio do somatoério de graus dias acumulados (GDA) dividido
pela quantidade de graus dias que este inseto requer para completar seu
desenvolvimento (SILVEIRA NETO et al.,, 1976). Conforme Jallow e Matsumura,
(2001), H. armigera necessita de 416,1 GDA, na temperatura de 25°C, considerada
Otima para o desenvolvimento desta praga. O calculo de niumero de geracfes foi
realizado por meio da férmula:

> GD

416,1
Onde:
GD = Graus dias

Para verificar a influéncia das mudancas climaticas sobre o numero de
geragOes de H. armigera em 2100 foram somados a temperatura média de cada
més do ano de 2014 o acréscimo de temperatura (AT), previsto no cenario A2
(EMBRAPA- MEIO AMBIENTE, 2010). O calculo foi realizado por meio da formula
abaixo adaptada de Afonso et al. (2009):

(Tmed més + AT) — Tb*(Qd)
416,1
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Onde: Tmed = Temperatura média por més
AT = Adicional de temperatura

Tb = Temperatura base do inseto

Qd = Quantidade de dias do més

Para a geracdo dos mapas de temperatura do ar no estado e o nimero de
geracdes de H. armigera no cenario A2 no Mato Grosso, foi utilizado o software
ArcGIS. Neste, foram inseridos os dados de numero de geracdes de 2010 a 2014 e
de 2100, estes dados de numero de geracbes de cada estacdo climatica foram
interpolados pelo método de krigagem a fim de representarem todo o estado
(JAKOB, 2002). Nos mapas, ainda foram acrescidos dois shapes: o primeiro delimita
os biomas (BRASIL, 2004) e o segundo delimita os municipios produtores de soja
(IBGE, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois periodos avaliados, a temperatura no estado forneceu condicdes
Otimas para o desenvolvimento de H. armigera. Nos anos de 2010 a 2014 as
temperaturas variaram entre 22°C e 26°C. Na projecao, a temperatura variou entre
25°C e 29°C. Estes intervalos de temperatura de 22°C a 30°C séao relatados por
Mironidis e Savopoulou-Soutani (2008) como faixa 6tima para o desenvolvimento e
reproducao desta espécie.

No bioma amazobnia, durante os anos de 2010 a 2014, os municipios de
Sinop(14), Santa Carmem(l), Brasnorte(0), Nova Ubirata(12) ,Vera(4), Nova
Maringa(2), Tapurah(11) e Ipiranga do Norte(13) apresentaram temperaturas entre
24 e 26°C (Figura 1A). Na projecao de temperatura para 2100 estes municipios
apresentara uma variacdo de 27°C e 30°C (Figura 1B), indicando que a praga
encontra, neste bioma, 6timas condi¢cfes para o seu desenvolvimento.

Com o0 avanco da fronteira agricola neste bioma, as mudancas climaticas
agravadas por este processo podem trazer resultados alarmantes para o mesmo, tal
como a reducéo de precipitagdo em 27% (CANDIDO et al., 2007). Com condicdes de
seca na Amazo0nia, a agricultura e a pecuaria seriam beneficiadas, pois o0 excesso de

chuvas é apontado como o responsavel pela baixa produtividade nesta regido
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(FEARNSIDE, 2009), com o avanco da cultura da soja sobre o bioma amazbénia
facilitaria a disseminacao de H. armigera.

Outros modelos climaticos estimam que as elevagfes de temperatura na
Amazobnia possam chegar a 14°C em média, com picos de temperatura de até 50°C,
acarretando a morte de grande parte das arvores nativas (FEARNSIDE, 2009). Com
um aumento na temperatura nestas propor¢des, 0 numero de geracdes que pode
ocorrer neste cenario seria superior as 17 geracoes relatadas neste trabalho.

O incremento na temperatura favorece diretamente o desenvolvimento de H.
armigera, reduzindo o ciclo de vida da praga e consequentemente aumentando o
namero de geracdes, como pode ser observado nos municipios de Santa
Carmem(1), Nova Ubirata(12), Sinop(14), Brasnorte(0), Vera(4), Nova Maringa(2),
Tapurah(11) e Ipiranga do Norte(13) que apresentaram de 12 a 14 gerac¢des anuais
para o periodo de 2010 a 2014 (Figura 2A). Estes resultados sdo proximos aos
indicados por Kretschmar et al. (2014) que relatam a ocorréncia de 13 geracdes ao
ano em paises com clima tropical. Na projecdo para 2100, o numero de geracgdes de
H. armigera aumentara para 15 a 17 geracdes/ano nas mesmas localidades (Figura
2B).
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Figura 1: Temperatura média no estado de Mato Grosso nos anos de 2010 a 2014(A) e no ano de 2100 (B).
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Nos municipios inseridos nos Biomas Amazo6nia e Cerrado, como Nova
Mutum(6), S&o José do Rio Claro(8) e Sorriso(3), a variagdo de temperatura foi
semelhante a dos municipios presentes exclusivamente, no Bioma Amazonia,
ou seja, de 3°C para o periodo de 2010-2014 e 4°C, para a projecao de 2100,
dentro da mesma faixa de temperatura (Figura 1A).

O numero de geracdes de H. armigera variou de 12 a 14 gerac¢des/ano
nos municipios de Sorriso(3), Nova Mutum(6) e S&o José do Rio Claro(8). A
projecdo para 2100 indica que esta espécie poderd apresentar de 16 a 17
geracdes/ano (Figura 2B), assim a praga encontra neste bioma, o6timas
condi¢bes para sua propagacao.

Na municipalidade de Tangara da Serra(10) com extensao territorial no
Bioma Cerrado, a temperatura variou entre 23,0 °C e 24,0°C sendo a menor
apresentada dentre os municipios produtores de soja, em Campo Novo do
Parecis(7) e Diamantino(9), a temperatura média variou entre 24,0°C e 25,0°C
durante os anos de 2010 a 2014. E no municipio de Lucas do Rio Verde(5) a
temperatura variou entre 25,0°C e 26,0°C (Figura 1A), indicando que em
consequéncia deste bioma apresentar temperatura mais baixa em relacdo aos
demais o desenvolvimento de H. armigera sera mais lento, acarretando em
menor nimero de geragoes.

No ano de 2100, o municipio de Diamantino(9) apresentara média de
temperatura que pode variar entre 28,0°C e 29,0°C; Lucas do Rio Verde(5)
entre 29,0°C e 30,0°C; Tangara da Serra(10) e Campo Novo do Parecis(7)
entre 27,0°C e 28,0°C (Figura 1B), indicando que a praga tera condicdes para
se desenvolver e favorecendo sua migracdo para o Bioma amazonia.

Nos municipios de Campo Novo do Parecis(7) e Diamantino(9), o
ndamero de geracdes durante os anos de 2010 a 2014 variaram entre 12,0 e
13,0 por ano. Ja em Tangara da Serra(10), o numero de geracdes variou entre
11,18 e 12,04 e no municipio Lucas do Rio Verde(5) o numero de geracdes
variou entre 12,90 e 13,76 por ano. Na projecédo para o ano de 2100, estas

localidades apresentaréo entre 14,72 e 17,30 geragOes da praga (Figura 2A).
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Figura 2: Namero de geracfes de Helicoverpa armigera no estado de Mato Grosso nos anos de 2010 a 2014(A) e no ano de

2100 (B).
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Neste contexto, esta praga que ocorre nos municipios produtores de
soja do bioma Cerrado acompanhara o avanco da fronteira agricola sobre o
bioma Amazonia no estado de Mato Grosso.

CONCUSAO

Os municipios produtores de soja no bioma Cerrado apresentam
condicbes H. armigera favoraveis para o desenvolvimento da praga, tanto na
atualidade como na projecdo, permitindo o avanco de H. armgera no Bioma
Amazobnia apresentando niumero maior de geracdes em municipios localizados

na fronteira agricola.
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Fitoquimica dos compostos ativos de Annona mucosa no controle de
Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)

Phytochemistry of the active compounds of Annona mucosa the control of

Helicoverpa armigera Hubner (Lepidoptera: Noctuidae)

[Pesquisa Agropecuaria Brasileira]

Resumo

A producéo de soja pode ser afetada pela ocorréncia de pragas, bem
como Helicoverpa armigera e para o controle de tais pragas séo utilizados
produtos quimicos que causam prejuizos ao ambiente. Como alternativa as
plantas com potencial inseticida. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o
potencial inseticida de Annona mucosa sobre H. armigera. As concentracdes
testadas foram 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0%, para extrato bruto e fracdes. Foram
utilizadas lagartas de 1° e 3° instar para bioensaios com aplicacdo topica e
avaliada a mortalidade das lagartas. A identificagdo dos compostos foi feita
através de uma analise de ressonancia magnética nuclear e cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas. As maiores concentracdes do
extrato bruto de A. mucosa causaram a mortalidade de lagartas. Nos
bioensaios com fragbes, a hexanica apresentou melhores resultados. Os
compostos ativos presentes nesta fracdo foram acetogeninas e acidos
carboxilicos. O isolamento de substancias ativas mostrou-se eficiente contendo
fracbes com substancias ativas, podendo ser considerada uma importante

alternativa para o manejo desta praga.

Palavras chave: lagarta, soja, fracdes, isolamento, acetogeninas,

acidos carboxilicos.
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ABSTRACT

Soybean production may be affected by the occurrence of pests such as
Helicoverpa armigera and to control these pests chemicals that cause damage to the
environment are commonly used. As an alternative plants with insecticide potential.
The aim of this research was to evaluate the insecticide potential of Annona mucosa
over H. armigera. The concentrations tested were 0.5; 1.0; 2.0; 4.0 and 8.0% for
crude extract and fractions. First and third instar caterpillars were used for bioassays
with topical application and the mortality of caterpillars was evaluated. The
identification of compounds was performed by a nuclear magnetic resonance
analysis and gas chromatography-mass spectrometry. The highest concentrations of
crude extract of A. mucosa caused the s and caterpillars mortality. In bioassays with
fractions, the hexane showed better results. The active compounds present in this
fraction were acetogenins and carboxylic acids. Isolation of active substances
showed efficiency containing fractions with active substances being considered an

important alternative for pests control.

Keywords: pest, soybeans, alternate control.
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Introducao

A soja (Glycine max) € a commodity de maior importancia para o Pais, sendo o
principal produto de exportacdo no meio agricola. O estado de Mato Grosso destaca-
se no cenario nacional pela alta producéo deste grédo com produtividade estimada de
26.441 milhdes de toneladas (CONAB, 2015).

A producao de soja pode ser afetada pela ocorréncia de insetos praga, dentre
0S quais se ressalta Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) que ocorre
desde os estagios iniciais do desenvolvimento da soja até a colheita (AVILA et al.,
2013).

O principal método de controle utilizado para H. armigera € o controle quimico,
porém no Brasil, por ser exdtica, sdo poucos os produtos liberados para seu controle
(AVILA et al., 2013). Uma alternativa promissora para o combate a esta praga sio as
plantas com propriedades inseticidas, as quais ainda podem ser associadas com
outros métodos de controle (CAVALCANTE et al., 2006).

Ansante et al. (2015) ofertaram dieta artificial para lagartas recém-nascidas de
S. frugiperda, tratadas com extratos bruto de folhas, galhos e sementes de Anonna
cacans, A. montana, A. mucosa, A. reticulata e A. sylvatica. O extrato com maior
acao inseticida foi o de sementes de A. mucosa que causou mortalidade de 83,4%
das lagartas. Apés estes resultados, eles particionaram o extrato bruto de A. mucosa
em duas fracdes, hidrometandlica e hexanica e ofertaram 842,9 mg KG™ do extrato
misturada a dieta artificial, assim obtiveram na particdo hexénica 63,5 % de
mortalidade e, na particdo hidroalcdlica, 100% de mortalidade das lagartas apos sete
dias da aplicacdo. Neste trabalho, os autores ainda isolaram a acetogenina
roliniatatin-1 a qual causou 87,5% de morte das lagartas apos sete dias da aplicacao
na concentracdo de 84,3 mg KG™.

Ahmad et al. (2013) aplicaram NeemAzal (1 % de azadiractina CE) sobre
lagartas de H. armigera e obtiveram como resultado, a morte das lagartas foi alta
nos estadios iniciais em comparacdo aos estadios tardios, em todas as
concentracoes.

Sable et al. (2011) obtiveram 70 e 73,33% de mortalidade em lagartas de
terceiro instar H. armigera apés cinco dias de tratamento com extratos metanélicos

de frutos de Azadirachta indica e Callophyllum inophyllum, respectivamente.
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Com a alta capacidade de gerar danos econdmicos a cultura da soja, é
evidenciada a necessidade de novos produtos para o controle de H. armigera, assim
este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial inseticida de Annona mucosa

sobre diferentes fases de desenvolvimento de H. armigera.

Material e métodos

Na Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Tangara da Serra,
onde fica localizado o laboratério de Entomologia no Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento Agroambientais — CPEDA, foram realizados os bioensaios de
atividade inseticida, bem como o processo de obteng&o do extrato bruto e a particao
através do método liquido-liquido. Na Universidade Federal de Alagoas, campus de
Macei6, no Laboratorio de Pesquisas em Recursos Naturais — LPgRN, foi realizado o
processo de isolamento e identificacdo dos compostos quimicos presentes no
extrato, bem como o bioensaio de monitoramento de atividade bioldgica.

Cultivo de soja em casa de vegetacao

Para alimentar as lagartas dos bioensaios, foi cultivada a soja convencional
da variedade ST 660 em vasos de 8 quilos de capacidade em casa de vegetacéo na
UNEMAT, campus de Tangara da Serra — MT. O cultivo ocorreu durante os meses
de fevereiro a setembro de 2015 e a adubacdo utilizada foi o NPK comercial
(nitrogénio, fésforo e potassio) com 10% de cada composto.

Para o plantio de soja durante o periodo de vazio sanitario, de 1° de junho a
15 de setembro, foi requerida uma solicitagdo de autorizacdo para o plantio de
cultivo excepcional junto ao INDEA-Instituto de Defesa Agropecuaria do Estado de
Mato Grosso. ApOs a autorizagao realizou-se o cultivo da soja em casa de vegetacao
com aplicacdo semanal dos seguintes fungicidas: Trifloxistrobina + Protioconazol
(0,4L\ha); Azoxistrobina + Ciproconazol (0,3L\ha); Azoxistrobina + Benzovindiflupir

(300¢g\ ha) e Fluxapiroxade + Piraclostrobina (0,2 L\ha).

Criacéo de Helicoverpa armigera
As lagartas de H. armigera foram obtidas, inicialmente, através da Empresa

BUG, em S&o Paulo, para estabelecimento da criagdo. Estas foram mantidas em
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sala climatizada 24,7°C + 1,0 °C e U.R. 60% =10 % no Laboratério de Entomologia
da UNEMAT/CUTS.

Os adultos foram mantidos em gaiolas de acasalamento de PVC de 300 mm
revestidas internamente com papel sulfite. A extremidade superior foi fechada com
tecido tipo voil preso por um elastico que serviu de substrato de oviposicdo, e na
base por um papel kraft. No interior desta, foram colocados dois recipientes: um com
algodao embebido em agua e outro com solucdo de mel e cerveja a 40%, que servia
como alimento para os adultos de H. armigera. Os recipientes eram substituidos a
cada dois dias, metodologia adaptada de Vilela (2014).

O tecido do tipo voil contendo ovos de H. armigera foi recortado em tiras, e
estas, colocadas em potes plasticos de 1L até a eclosdo. Posteriormente, as lagartas
eram transferidas para potes de 145 ml contendo dieta artificial de Greene et al.
(1976) modificada para H. armigera. Neste recipiente, as lagartas permaneceram por
aproximadamente 2 dias, quando foram transferidas para tubos de vidro (8x2x2 cm)
com tampa de algodao do tipo boneca contendo a mesma dieta. Ao atingirem a fase
de pupa, estas foram sexadas e colocadas em potes plasticos de 1L forrados em
seu interior com uma folha de papel toalha até sua emergéncia, metodologia
adaptada de Vilela (2014).

Os machos, durante este periodo, permaneciam na temperatura de 25°C, e
as fémeas eram colocadas em estufas do tipo B.O.D. na temperatura de 23°C a fim
de sincronizar a emergéncia dos mesmos. Os adultos emergidos eram transferidos

para gaiolas de acasalamento, metodologia adaptada de Vilela (2014).
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Obtencao e fracionamento dos extratos

Exsicata de A. mucosa foi depositada sobre o nimero do Voucher 964 no
Herbario - TANG da Universidade do Estado de Mato Grosso campus de Tangara da
Serra (UNEMAT/CUTS).

Frutos de A. mucosa foram coletados e dissecados e as sementes foram
levadas a estufa de circulacdo de ar a 40°C por 72 horas. Ap0s a secagem, as
sementes foram trituradas em moinho tipo faca rotativa para obtencéo do po.

Para preparar o extrato bruto, foram utilizados 500 gramas do pé misturados
a 1.500 ml de solvente metanol, ficando em imersdo por 72 horas. Este extrato foi
filtrado em papel filtro e concentrado em rotaevaporador a temperatura de 40°C a
presséo reduzida (PITON et al., 2014). Este processo de extracao foi repetido por
trés vezes com o0 mesmo po sendo todos reunidos em um Unico recipiente de
extrato.

Foi utilizado o processo de particao liquido — liquido suspendendo o extrato
bruto em metanol e fazendo-se a particdo com hexano trés vezes cada com 300 ml
(300ml x 3). Ao metanol adicionou-se agua até atingir uma relacdo de 6:4 (metanol:
agua), seguindo-se a particdo com cloroférmio (300ml x 3) e acetato de etila (300ml|
x 3). Ao final, obteve-se as fracdes em hexano (138,27 g), cloroférmio (95,08 g),
acetato de etila (3,73 g), e hidrometandlica (11,72 g). Este procedimento foi
adaptado de (CECHINEL FILHO e YUNES, 2008).

A fracdo hexano foi selecionada por apresentar maior atividade inseticida.
Em seguida foi submetida a uma filtracdo em silica, para tanto, foi solubilizada em
cloroférmio e impregnada na silica. Apés 12 horas de repouso, para evaporacdo
total do solvente, este produto foi macerado e submetido a uma filtragcdo em silica
com um litro dos seguintes solventes: hexano, hexano \ cloroformio 15%, hexano \
cloroférmio 1:1, cloroférmio e cloroférmio \ metanol 1:1. Apés a filtracdo, os produtos
foram reduzidos em rotavapor a pressao de 600 mmHg e a temperatura de 35°C.
Este procedimento foi adaptado de (ANSANTE et al., 2015).

Apés testes de atividade biologica, foi constatado que a fracdo de hexano
obtida na filtracdo em silica foi novamente a mais ativa e, esta foi submetida a uma
coluna de silica, para isso, foi solubilizada em cloroformio e impregnada na silica
apos 12 horas de repouso para evaporacdo total do solvente. Este produto foi
macerado e colocado na coluna de silica a fim de purificar o material. Neste

procedimento foram utilizados 0s seguintes solventes em ordem crescente de
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polaridade: hexano, hexano \ cloroformio 5%, hexano \ cloroformio 10%, hexano \
cloroformio 15%, hexano \ cloroférmio 20%, hexano \ cloroformio 1:1, cloroférmio e
cloroférmio \ metanol 1:1. Apenas as fragdes hexano e hexano / cloroférmio 15%
apresentaram material em quantidade suficiente para prosseguir com o processo de
isolamento, sendo que, apos a confirmacado da inatividade biologica as demais foram
descartadas. Este procedimento foi adaptado de (ANSANTE et al., 2015).

Ap6s o acompanhamento da retencdo das substancias atraves de
cromatografia em camada delgada, realizada com o hexano e hexano cloroférmio
provenientes da coluna de silica, p6de-se observar que a fracdo hexano
apresentava maior pureza, entdo foi submetida a uma coluna de sefadex e em
seguida foi solubilizada em metanol e submetida a uma coluna de sefadex com
metanol. Este procedimento foi realizado duas vezes, sendo o primeiro com 200mg e
o0 segundo com 500 mg de produto. Neste procedimento, a maior quantidade de
material ficou retida no intervalo de 9 a 18, sendo os demais reunidos em trés grupos
de 1 & 8; de 9 ao 54 ficaram individualizadas; 55 - 66 foram reunidas bem como do
69 ao 75. Este procedimento foi adaptado de (GARCEZ et al., 2007).

Monitoramento

As cromatografias em camada delgada (CDD) das fragOes obtidas foram
realizadas para monitorar a distribuicdo qualitativa dos grupos quimicos presentes
nas amostras. Esta separacdo se da por adsorcdo soélido-liquido onde os
componentes da mistura sao carreados pela fase movel (liquida) e separados pela
sua diferenca de afinidade com a fase estacionaria solida. Neste caso, utilizamos
cromatoplacas de silica gel 60 F254 de aluminio. A amostra foi impregnada na placa
a meio centimetro da base e colocadas na cuba, contendo a fase mével hexano \
cloroférmio 75% e eluidas por capilaridade até a extremidade superior da placa.
ApoOs a eluicédo, as placas eram retiradas da cuba e secas a temperatura ambiente,
mergulhadas em solucdo reveladora sulfato cérrico e colocadas em estufa de
esterilizacdo para a queima do revelador, este procedimento permitia a visualizagéao
do resultado da elui¢cdo. Este procedimento foi adaptado de (ANSANTE et al., 2015).

A andlise do perfil quimico das amostras ativas foi realizada em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da marca Shimadzu, equipado com bomba e
degaseificador LC- 10 AD vp; Amostrador proeminense SIL 20A HT; Detector SPD m

203, Controladora SCL — 10A. A concentracdo das amostras foi de 0,0001%, o
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volume da amostra injetada foi de 20uL, a coluna cromatografica utilizada foi C18 e
as condi¢des da cromatografia foram de 5% de metanol de 0 até 25 minutos, 100%
de metanol de 25 até 30 minutos e retorno & 5% de metanol de 30 até 40 minutos. A
vazéao utilizada foi de 1 mL por minuto, conforme metodologia de ANSANTE et al.
(2015).

Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) em salas climatizadas a temperatura de 24,7°C = 0,5°C e U.R. 62% * 8%.
Foram testadas as concentragdes de 0,5%; 1,0%; 2,0%; 4,0% e 8,0% do extrato e
grupo controle com o solubilizante. Nos bioensaios com lagartas haviam 30
repeticbes, cada uma contendo uma lagarta. Nos bioensaios com ovos, eram 15
repeticdes contendo 30 ovos em cada.

Os foliolos de soja utilizados para alimentar as lagartas durante o bioensaio
foram coletados das plantas em casa de vegetacdo e lavados em agua corrente
para posteriormente serem oferecidas as lagartas.

Para os bioensaios com extrato bruto, as lagartas de 1° instar de 0 a 24
horas foram acondicionadas em potes de plastico de 145 ml contendo um papel filtro
no fundo, um foliolo de soja para servi-las de alimento e um algoddo umedecido com
agua foi colocado na base do peciolo da folha para manté-la turgida. Dentro destes
recipientes as lagartas eram submetidas aos tratamentos através da aplicacéo topica
de uma (1 pL) no dorso, ap6s a aplicacdo o pote era fechado com tampa plastica.
Como controle, foi utilizado o solubilizante DMSO (20%). Diariamente era avaliada a
mortalidade larval e novos foliolos sem extrato eram fornecidos sempre que
necessario. O mesmo procedimento foi aplicado nos biensaios com lagartas de
terceiro instar.

As fracbes foram avaliadas sobre as lagartas de 1° instar conforme
procedido nos bioensaios com extrato bruto. Para solubilizar a fragdo hexanica foi
utilizado Tween (10%); para a fragdo cloroférmica, DMSO (10%); para a fracdo
acetato de etila, metanol (20%) e hidrometanélica com agua.

Para a realizacdo dos bioensaios com as fragdes provenientes do sefadex,
inicialmente foram realizados bioensaios para monitorar onde estavam as
substancias inseticidas dentre as fracbes obtidas na filtragdo em silica. Os

tratamentos foram a fracdo em hexano, fracdo em hexano \ cloroférmio 15%, fracéo
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em hexano \ cloroférmio 1:1, fracdo em cloroférmio e fracdo em cloroférmio \ metanol
1:1, na concentragdo de 0,1% e diluidos em alcool etilico P.A. que também foi
utilizado como controle. Foi aplicado no dorso das lagartas 1pL da solucdo e as
lagartas foram alimentadas com dieta artificial de Greene. As avaliacbes ocorreram a
cada 24 horas durante trés dias.

Em seguida foram testadas a fracdo hexano, e as que foram originadas do
procedimento em sefadex (F9 C1, F9 C2, F12 C2, F15 C1 e F32 C1). As fragcbes C1
e C2 sao provenientes do primeiro e segundo sefadex, respectivamente. Foram
realizados bioensaios com lagartas de primeiro e terceiro instares com as
concentragdes de 0,05%, 0,1% e 0,2% e como controle o solubilizante alcool etilico
PA. O método de aplicacado utilizado foi tépico no qual 1uL foi aplicado no dorso das
lagartas. Em todos os bioensaios foram adotadas 30 repeticBes por tratamento. A
avaliacdo foi realizada a cada 24 horas durante 15 dias e, apdés a aplicacdo, as
lagartas eram alimentadas com folhas de soja.

Identificacéo

A identificacdo dos compostos foi realizada através de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogenio®! e Carbono® em equipamento Bruker 400 onde foi
injetada a amostra diluida em cloroférmio deuterado. A cromatografia gasosa foi
realizada em cromatégrafo a gas da marca Shimadzu equipado com injetor Split. O
método utilizado SPL: 250 °C; pressdo do gas de arraste 83,4KPa; vasédo de 61,7
mL/min; razdo de separacdo 50 e coluna Rtx — 1 de 30 metros. A rampa de
aquecimento iniciou com 40°C durante 5 minutos e a cada minuto a temperatura era
elevada em 8°C até que chegasse a 300°C onde permaneceu por dez minutos.
Acoplado ao cromatografo, foi utilizado um detector por ionizacdo em chama do tipo
FID 300°C.

Analise estatistica

Para as analises foi usado o programa estatistico R Studio®. Foi realizado
um teste de normalidade (Shapiro-Wilk) para verificar se ha normalidade na
distribuicdo dos dados, em seguida foi realizado um teste de homocedasticidade das
variancias (Bartlett). Como os dados de mortalidade de lagartas ndo apresentaram
normalidade, nem a homocedasticidade, foi aplicado o teste de comparacdo de

médias ndo paramétrico (Kruskal-Wallis).
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Resultados e discusséo

As lagartas de primeiro instar submetidas ao tratamento com extrato bruto
apresentaram nas concentracfes de 2,0, 4,0 e 8,0% mortalidade acima de 96,0%
(Tabela 1). Em lagartas de terceiro instar, houve diferenca significativa entre os
tratamentos, com mortalidade de 83,33 a 96,67% das lagartas nas concentracdes de
1,0, 2,0, 4,0 e 8,0% (Tabela 1).

As altas mortalidades registradas nos bioensaios com extrato bruto
reafirmam o potencial inseticida de A. mucosa constatada em outros trabalhos com
lepidépteros a exemplo do realizado por Ribeiro et al. (2014) que, ao misturar na
dieta artificial das lagartas de T. ni, extrato bruto de A. mucosa e de A. sylvatica
obteve 97,5% e 60,0%, respectivamente, de mortalidade das lagartas.

Ansante et al. (2015) usaram o mesmo método de aplicacdo do extrato bruto
de A. mucosa que Ribeiro et al. (2014), porém sobre lagartas da espécie S.
frugiperda e obtiveram 83,4% de mortalidade das lagartas sete dias apdés a

aplicacao.
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Tabela 1. Porcentagem + EP da mortalidade durante a fase larval com aplicacdo de extrato bruto de Annona mucosa sobre

lagartas de primeiro e terceiro instar de Helicoverpa armigera por aplicacéo tépica.

N Primeiro instar Terceiro instar
Controle 30 50,00 + 0,50 b* 53,33+ 0,50 ¢
0,5% 30 56,66 + 0,50 b 70,00 + 0,46 bc
1,0% 30 66,66 + 0,47 b 83,33+ 0,37 ab
2,0% 30 100,00 + 0,00 a 96,67 +0,18 a
4,0% 30 100,00 + 0,00 a 90,00 + 0,30 ab
8,0% 30 96,00 + 0,17 a 87,00 + 0,34 ab
Valor P 0,00423 0,00027
Valor T 1,97361 1,97361

IMédias seguidas pela mesma letra (mindscula) nas colunas ndo sdo significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%. Médias

seguidas pela mesma letra (mailscula) nas linhas nao sao significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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Nos bioensaios com as fracbes provenientes do procedimento de particao
liquido-liquido, a fragdo hexanica causou mortalidade acima de 93,33% das lagartas
de primeiro instar nas concentracdes de 2,0%, 4,0% e 8,0%.

A Fracao cloroférmica apresentou 86,66% de mortalidade das lagartas. Ja a
fracdo de acetato de etila as concentragdes testadas diferiram do grupo controle. A
fracdo hidrometandlica ndo apresentaram atividade sobre as lagartas de primeiro
instar (Tabela 2).

Na comparacado entre os bioensaios, fracdes mais eficientes para o controle
de lagartas de primeiro instar de H. armigera foram hexanica seguida de acetato de

etila.
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Tabela 2: Porcentagem + EP da mortalidade durante a fase larval com aplicacdo das fracdes hexanica, cloroférmica, acetato de

etila e hidrometandlica do extrato bruto de Annona mucosa sobre lagartas de primeiro instar de Helicoverpa armigera por aplicacao

topica.
N Hexanica* Cloroférmica** Acetato de etila*** Hidrometandlica****
Controle 30 46,66 + 0,50 ¢ * 43,33 +0,50 C 26,66 + 0,44 b 36,66 + 0,49 S
0,5%" 30 66,66 + 0,47 ab 73,33+ 0,44 ab 83,33+0,37 a 50,00 + 0,50
1,09%" 30 50,00 + 0,50 b 60,00 + 0,49 b 90,00 + 0,30 a 53,33 + 0,50
2,0%" 30 93,33+0,25a 60,00 + 0,49 bc 76,66 + 0,43 a 46,66 + 0,50
4,0%" 30 96,66 + 0,18 a 73,33+0,44b 86,66 + 0,34 a 43,33 + 0,50
8,0%" 30 100,00 + 0,00 a 86,66 + 0,34 a - 36,66 + 0,49
Valor P 0,00502 0,72094 0,02511 0,72094
Valor T 1,97369 1,97369 1,97646 1,97369

Solubilizante: *Tween; *DMSO, ***Alcool metilico, ***Agua. Médias seguidas pela mesma letra (minGscula) nas colunas ndo s&o significativamente
diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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No bioensaio de monitoramento de atividade biolégica, apos 72 horas da
aplicacdo, apenas a fracdo hexanica causou mortalidade das lagartas. Este
resultado indica que o isolamento das substéncias ativas deveria prosseguir com
esta fracdo (Tabela 3). Este procedimento de triagem com material biolégico €&
importante, pois através deles que se reduz o numero de amostras a serem
trabalhadas, tornando o trabalho mais simples, objetivo e vidvel (CECHINEL FILHO
e YUNES, 2008).

Tabela 3: Porcentagem + EP da mortalidade apos 72 horas da aplicacédo das frac6es
de Annona mucosa obtidas na filtracdo em silica: Hexano, Hexano \ Cloroférmio 15%
Hexano \ Cloroformio 1:1, Cloroférmio, Cloroférmio \ Metanol 1:1 e controle com
Alcool etilico PA sobre lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera por

aplicacao topica.

Tratamento Porcentagem = EP
Controle n 0,0+£0,00b
Hexano 3 4 50,0+ 0,57 a
Hexano \ Cloroféormio 15% 4 0,0+£0,00b
Hexano \ Cloroférmio 1:1 4 0,0+£0,00b
Cloroférmio 4 0,0+£0,00b
Cloroférmio \ Metanol 1:1 4 0,0+£0,00b

P valor 0,06333394

T valor 2,100922

IMédias seguidas pela mesma letra (minUscula) nas colunas ndo sao significativamente diferentes

(p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.

Nos bioensaios com as fracdes provenientes do sefadex, os resultados mais
promissores foram obtidos com a fracdo hexano 3 e F15C1 que, na concentracao de
0,05% sobre lagartas de primeiro instar causaram a mortalidade acima de 96,0%
das lagartas. Na fracdo F9 C1 e F9 C2 apresentam mortalidade abaixo de 65%.

A fracdo F12 C2 nas concentracdes 0,1 e 0,2% apresentaram mortalidade
acima de 86,0% das lagartas. A Fracdo F32 C1, na concentracdo de 0,1%, causou
86,66% de mortalidade das lagartas (Tabela 4).

As fracBes mais promissoras nestes bioensaios foram a hexano 3, que deu
origem as demais fragdes, seguida da Fracdo F15 C1, que se apresentou rica em
acidos carboxilicos saturados e insaturados, seguida da fracdo F12 C2, que é rica

em acetogeninas.
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O éacido hexadecandico é um acido carboxilico saturado. Este, foi
identificado como principal constituinte do 6leo presente nas sementes de Pachira
aguatica (Bombacaceae) e o extrato bruto da semente desta planta apresentou
atividade inseticida sobre a broca-do-café (Hypothenemus hampei) (Coleoptera:
Scolytidae), todavia ndo ha qualquer confirmacdo de que este composto seja
responsavel pela atividade inseticida (SOUZA et al., 2012).

Outro é&cido carboxilico € o hexadecanoato de metila, que representa
(5,95%) da fragdo com maior potencial inseticida sobre lagartas S. frugiperda. Esta
fracdo é derivada do extrato metanilico de Trichilia claussenii (MELIACEAE),
entretanto ndo ha qualquer confirmacdo de que este composto seja responsavel
pela atividade inseticida (NEBO et al., 2010).

As acetogeninas sdo as principais componentes dos extratos de plantas do
género Annona, sdo compostos com cadeia longas de carbono, cerca de 35 a 37
compdem sua estrutura. Atualmente existem aproximadamente 500 acetogeninas
provenientes de anonaceas identificadas (MOGHADAMTOUSI et al., 2015).

Colom et al. (2007) testaram acetogeninas provenientes do extrato
metanolico de sementes de A. cherimolia sobre S. frugiperda (Neoannonin, Itrabin,
Almuiequin, Asimicin, Squamocin, Motrilin, Cherimolin — 1, Cherimolin 2 e
Tucumanin). sendo que o resultado mais promissor foi com Squamcin, que causou
100% de mortalidade das lagartas, ja as demais acetogeninas apresentaram entre
10 e 30% de mortalidade.

Ansante et al. (2015) identificaram e isolaram a acetogenina Rolliniastatin-1
do extrato de semente de A. mucosa. Ao misturar esta substancia a dieta artificial e
ofertarem para as lagartas, eles obtiveram 87,5% de mortalidade apds sete dias da

aplicacao.
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Tabela 4: Porcentagem + EP da mortalidade com 15 dias ap0s a aplicacao das fragdes hexano 3, F9 C1, F9 C2, F12 C2, F15Cl e

F32 C1 provenientes do sefadex (hexano 3) sobre lagartas de primeiro instar de Helicoverpa armigera por aplicacéo topica.

Hexano 3 F9 C1 F9 C2 F12 C2 F15C1 F32 C1
Controle 13,33+0,34c" 16,00 £ 0,37 b 10,00 £0,30 b 16,67 £ 0,37 c 16,66 + 0,37 c 13,33+0,34c
0,05% 100,00 + 0,00 a 50,00 + 0,50 a 63,33+ 0,49 a 50,00 £0,50 b 96,66 + 0,18 a 60,00+0,49b
0,1% 76,66 £ 0,43 b 63,33+0,49 a 56,66 + 0,50 a 86,66 + 0,34 a 63,33+£0,49b 86,66 + 0,34 a
0,2% 76,66 £ 0,43 b 46,66 + 0,50 a 60,00 + 0,49 a 86,66 + 0,34 a 63,33+£0,49b 70,00 £ 0,46 ab
Valor P 0,0000050323 0,002849343 0,023314350 0,0037361690 0,00096 0,0719488300
Valor T 1,98063 1,98063 1,98063 1,98063 1,98062600 1,98063

IMédias seguidas pela mesma letra (mindscula) nas colunas ndo sédo significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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Resultados promissores também puderam ser observados nos testes com
lagartas de terceiro instar. A fracdo hexano causou 93,33% de mortalidade nas
lagartas de terceiro instar quando foram tratadas com a concentracdo de 0,05%. As
concentracfes testadas das fracbes F9 C1, F12C2, F15C1 e F32C1 diferiram
estatisticamente do controle. Ndo obstante, mortalidades acima de 80% foram

registradas apenas nas fragdes hexano 3, FOC1, FOC2 e F12C2( Tabela 5).
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Tabela 5: Porcentagem + EP da mortalidade com 15 dias apds a aplicagédo das fragdes hexano 3, F9 C1, F9 C2, F12 C2,F15Cle
F32 C1 provenientes do sefadex (hexano 3) sobre lagartas de terceiro instar de Helicoverpa armigera por aplicacéo topica.

Hexano 3 F9 C1 F9 C2 F12 C2 F15C1 F32 C1
Controle 16,66 £ 0,37 ¢’ 16,66 0,37 b 20,00+ 0,40 c 13,33+0,34 Db 10,00+ 0,30 b 10,00 +0,30 b
0,05% 93,33+0,25a 96,66 0,18 a 83,33+ 0,37 ab 83,33+0,37 a 63,33+0,49a 76,66 +0,43 a
0,1% 86,66 = 0,34 ab 83,330,37 a 73,33+£0,44 b 73,33+0,44 a 56,66 +0,50a 63,33+0,49a
0,2% 73,33+0,44 b 90,00 0,30 a 93,33+0,25 a 73,33+0,44 a 60,00+ 0,49a 63,33+0,49a
Valor P 0,0001002902 0,00000048 0,0019187750 0,023314350 0,023314350 0,071953700
Valor T 1,98063 1,98063 1,98063 1,98063 1,98063 1,98063

IMédias seguidas pela mesma letra (mindscula) nas colunas ndo séo significativamente diferentes (p>0,05) segundo o Teste Kruskal-Wallis a 5%.
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A menor concentracdo (0,05%) das fracOes testadas sobre lagartas de
terceiro instar causou maior mortalidade nas fracdes hexano 3, F9C1l e F12C2
(tabela 5). Neste caso, as maiores concentracfes testadas causaram um fenémeno
conhecido como hormese, que € uma resposta compensatoria do inseto sob a
exposicao a um agente prejudicial ou téxico (FORBES, 2000). Como resposta, 0s
insetos amenizaram a agdo do produto testado causando a diminuicdo da
mortalidade em relacdo as menores concentracées. Em lagartas de primeiro instar
este fendmeno pode ser observado nas fragcbes Hexano 3 e na fracdo F15C.

As fracdes FOC1 e FO9C2 provavelmente ndo causaram alta mortalidade das
lagartas de primeiro instar, pois estas teriam realizado o processo de ecdise no
terceiro dia de vida, liberando a ctina impregnada com produto permanecendo assim
pouco tempo exposta para acdo. No entanto as lagartas de terceiro instar
permaneceram neste estagio de desenvolvimento por mais tempo permitindo acao
do produto.

Nos bioensaios com as lagartas de terceiro instar as fracbes mais eficazes
foram: F9 C1; hexano 3, F9 C2 e F12 C2. J& nos bioensaios com lagartas de
primeiro instar as mais eficazes foram: hexano 3; F12C2 e F15C1. A discrepancia
entre as fracdes mais ativas nos bioensaios, com primeiro e terceiro instar, podem
estar relacionadas a suscetibilidade das lagartas de primeiro instar ao acido
carboxilico presente na fracdo F15C1, ja as lagartas de terceiro instar sdo mais
resistentes a estes acidos. Conforme observado por Hafez et al. (1997), as lagartas
de terceiro instar possuem o0 tegumento com maior quantidade de quitina
depositada, este fator faz com que o produto aplicado sobre a praga tenha menor
penetracdo e, assim, menor eficiéncia em relacdo a aplicacdo nas lagartas de

primeiro instar.

Concluséo
As substancias ativas isoladas de A. mucosa indicam o potencial desta
espécie no desenvolvimento de novos produtos para o manejo de H. armigera no

Brasil.
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CONSIDERACOES FINAIS

Mediante os resultados, H. armigera apresenta uma grande ameaca a
producéo de soja no estado de Mato Grosso, visto que 0s municipios produtores de
soja do estado apresentam boas condigcbes para o desenvolvimento da praga
principalmente no Bioma amazbnia, onde ocorrera o avanco da nova fronteira
agricola. Com a perspectiva de aumento da populacdo de H. armigera e a falta de
registro de produtos para o controle desta praga, € crescente a necessidade de
busca por novas moléculas para o controle eficiente da mesma, para tanto A.

mucosa se mostrou eficiente no controle desta praga.



