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Se a luta é muito grande, nunca perca a fé, olhai para
Deus... Ele entrard na guerra e pelejard por vocé.
Levante os seus olhos e veja o sobrenatural acontecer,
pois as promessas de Deus nunca falham... Ele ndo
desiste de vocé, modifica a sua trajetoria e lhe entrega a

vitoria, tudo por seu imenso amor.
Ele néo desiste 11!

Marquinhos Gomes — “Ndo Morrerei ”(adaptado)



Dedico,

A Deus, minha inspiracdo, minha forca, meu amor
maior.

Aos meus pais Paulo e Edna Moraes.

Ao Meu esposo e filhos Luiz, Luize e Emmanuel

Guimardes



AGRADECIMENTOS

A DEUS, pois sem Ele nada em minha vida seria possivel, quando tudo parecia perdido Ele
me deu forgas e me resgatou em rumo a vitoria.

Aos meus pais PAULO e EDNA pelo grande incentivo, amor incondicional e dedicagiio para
que eu pudesse chegar até aqui com dignidade e forca de vontade.

Aos meus amores LUIZ e LUIZE, pela forga, apoio, afeto, carinho e por acreditar que tudo
seria possivel. Ao meu baby Emmanuel que ainda no ventre materno, me acompanhou nesta
jornada.

A CAPES (Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior ) pela bolsa
concedida;

A Universidade Federal Rural da Amazdnia - UFRA, pela realizagio do curso de Doutorado;
Ao coordenador do curso de Doutorado, Prof° Dr. Francisco de Assis Oliveira, pelas palavras
sabias de apoio, incentivo e colaboragdo para conclusio deste curso.

As secretarias da P6s-graduagio, Shyrlei e Shyrle pelo carinho, amizade e disponibilidade em
colaborar com seus atendimentos.

Ao Prof. Dr. Roberto Cesar Lobo e o Prof Dr. Wilson Maia pela disponibilidade na
orientacdo e pelo conhecimento repassado.

Aos graduandos da UFRA, Thiago, Alan e Néjla pela ajuda e momentos de descontracdo no
LABIN/ICA/UFRA;

Ao Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) pela logistica na pessoa da Dra. Anna Luiza
Ikiu-Borges, Coordenadora do Departamento de Boténica e do Lab. de Briologia, pela grande
ajuda e colaboragdo em todos os momentos que precisei utilizar as dependéncias da
Institui¢do para estudo, identificac@o e triagem das espécies de briéfitas.

A Universidade Federal do Pari na pessoa da Dra Eloisa Andrade, Coordenadora do
Laboratorio de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON), pela disponibilidade em realizar
as analises fitoquimicas, junto a Rafaela, técnica deste mesmo laboratério, pelo auxilio na
prepara¢io das amostras dos aromas e leitura cromatografica.

Aos Doutores Alberto e Mara Arruda, coordenadores do Laboratério da Central de Extracio
Quimica da Universidade Federal do Para (UFPA). A equipe deste laboratério na pessoa do
Elinaldo pela permissdo e auxilio na preparagdo dos extratos, e aos novos amigos Manolo e
Jesiel, Doutorandos essenciais para preparagio dos extratos, quanto na preparagio das
concentracgdes testadas.

Aos membros da banca examinadora pelas contribuigdes feitas no trabalho;



As Dra. Manuela Fernandes da Silva e Maria das Gragas Zoghbi, por aceitar a me orientar
no inicio do curso, mesmo nio podendo dar continuidade no decorrer do doutorado.

A Dra. Regina Lobato Lisboa m3e na careira cientifica que me ensinou muito do que sei e do
que sou como pesquisadora.

Aos professores deste curso pelos conhecimentos repassados;

A minha inseparavel amiga e irmi de alma, Rita de Céssia, amiga para toda vida e todos os
momentos, seja na elabora¢do desta Tese ou em qualquer momento. uma parceria eterna.

Ao meu compadre M.Sc. Alcindo Martins, pela amizade e incentivo.

As briblogas e colegas de trabalho do Laboratério de Briologia-MPEG, Ana Claudia, Ana
Paula, Eline, Eliete e Luciana pelos bons e momentos de alegria.

Ao Dr. Alessandro Rosério (MPEG), pelo incentivo, apoio, além da grande amizade.

A Dra. Ely Simone pela amizade e pelo seu apoio no momento em que precisei.

Ao bolsista de PIBIC, Giovani, aluno da Dra. Ana Claudia, que se prontificou a colaborar
regando as mudas de milho.

Ao grande “Doquinha” funciondro desta instituicdo, pessoa agradabilissima e sempre
disponivel para tudo que precisei para condugio do experimento.

Aos colegas de Doutorado pelo companheirismo durante o curso;

A todos que de maneira direta ou indireta contribuiram para a realizagio deste trabalho O meu

muito obrigado.



SUMARIO

RESUMO GERAL
ABSTRACT GENERAL

1. CONTEXTUALIZACAO..

1.1. IMPORTANCIA E ATIVIDADE BIOLOGICA DAS BRIOFITAS

12. PROPRIEDADE ANTIFAGICA (FAGODETERRENTE) E/OU
INSETICIDA DAS BRIOFITAS

1.3 A CULTURA DO MILHO, O DANO CAUSADO PELA LAGARTA-DO-
CARTUCHO Spodoptera Frugiperda E A PERSPECTIVA DO USO DE
EXTRATOS DE BRIOFITAS COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DE
PRAGAS..

REFERENCIAS BIBLIOGAFICAS

2. Constituintes Quimicos volateis de duas espécies de briéfitas
(Bryophyta), ocorrentes na Amazonia brasileira, Para, Brasil
RESUMO.

ABSTRACT

2.1. INTRODUCAO.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. AREA DE ESTUDO E ESCOLHA DAS ESPECIES DE MUSGOS

2.2.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

2.2.3 OBTENCAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS

2.2.4 ANALISE DO CONCENTRADO VOLATIL EM POR CG-EM

2.2.5 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 CONSTITUINTES MAJORITARIOS

REFERENCIAS

3. EFEITO DO EXTRATO DE Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt.
(Bryophyta) SOBRE A LAGARTA-DO-CARTUCHO Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) EM MILHO (Zea mays L.).
RESUMO

ABSTRACT

3.1. INTRODUCAO

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO.
3.2.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO

3.2.3 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES

3.2.4. BIOENSAIO EM LABORATORIO

3.2.4.1 Criacao de spodoptera frugiperda

3.2.4.2 Experimento: Teste por ingestao sem chance de escolha

3.2.4.3 Procedimentos estatisticos

3.2.4.4.Analise dos dados

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

19
23

~
.

37
38
42

43
44
44
45
45
46
52

64
65
65
66
68
68
69
69
70
70
71
72
72
73



3.3.1 FAGODETERRENCIA 73

3.3.1.1 Apos 24 horas 73
3.3.1.2 Apos 48 horas 74
3.3.1.3. Apés 72 horas 76
3.3.2 MORTALIDADE 79
3.3.2.1 Apés 24 horas 79
3.3.2.2 Apés 48 horas 80
3.3.2.3 Apos 72 horas 81
REFERENCIAS 86

4. EFEITO DE EXTRATO DE Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex
Miill. Hall. (Bryophyta) NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) EM MILHO (Zea mays 1..) 93
RESUMO 93
ABSTRACT 94
4.1 INTRODUCAO 95
4.2. MATERIAL E METODOS 97
4.2.1 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO 97
4.2.2 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO 98
4.2.3 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES 99
4.2.4 BIOENSAIO EM LABORATORIO 99
4.2.4.1. Criacéo de Spodoptera frugiperda 99
4.2.4.2. Experimento: teste por ingestio sem chance de escolha 100
4.2.4.3. Delineamento experimental 101
4.2.4.4.Analise dos dados 101
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO 102
4.3.1 HERBIVORIA 102
4.3.1.1 Apés 24 horas 102
4.3.1.2 Apés 48 horas 103
4.3.1.3 Apés 72 horas 105
4.3.2 MORTALIDADE 107
4.3.2.1 Apos 24 horas 107
4.3.2.2 Apés 48 horas 108
4.3.2.3 Apés 72 horas 110
REFERENCIAS 113
CONCLUSOES GERAIS 120

ANEXOS 122



11

RESUMO GERAL

As briofitas (musgos, hepaticas e antoceros), sdo plantas amplamente distribuidas no mundo
com aproximadamente 15.100 espécies. As analises quimicas deste grupo tiveram inicio no
século XIX e nas ultimas décadas, as pesquisas fitoquimicas dos constituintes briofiticos e sua
atividade biolégica vem progredindo. Isto € possivel devido ao maior entendimento sobre a
biologia das suas espécies e ao refinamento progressivo em técnicas analiticas.
Aproximadamente 1.000 espécies de briofitas ja foram analisadas quanto a sua quimica e os
resultados demonstraram que as substancias identificadas sdo de interesse, pertencendo as
classes dos terpenos, compostos aromaticos e fendlicos, aldeidos, esterdides, acetogeninas,
alcaloides (flavonoides), taninos, saponinas, acidos graxos, glicosideos cardiacos, onde
apresentaram aromas caracteristicos, sabor amargo ou pungente, além de exiber propriedades
medicinais, antibioticas, antifiingicas, antiviral, antifigicas, citotéxicas entre outras. No
Brasil, o conhecimento quimico se restringe apenas a dois trabalhos de bri6fitas. Diante de um
campo promissor para ciéncia e considerando as comprovagdes ciéntificas, o presente
trabalho teve como objetivo determinar a composi¢do quimica de Sematophyllum subsimplex
Hedw. Mitt. e Leucobryum martiamum (Hornsch.) Hampe ex Miill Hall. ocorrentes na
Amazdnia brasileira e avaliar a bioatividade dos seus compostos no controle da lagarta-do-
cartucho Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) no 2° instar em milho.
As coletas foram realizadas no Parque Ecoldgico de Gunma, municipio de Santa Barbara,
Para, o material foi seco ao sol e conservado em ambiente refrigerado. Foi feito o processo de
identificagdo, triagem, e desidratagdo e os constituintes volateis foram obtidos por micro
destilacio-extracio simultdnea (DES) e analisados por cromatografia de fase
gasosa/espectometria de massas (CG-EM) em sistema Thermo. O extrato foi obtido por
trituracdo e maceracdo a frio com etanol PA e diluido em dimetilsulféxido (DMSO). Foram
aplicados cinco tratamentos (2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/pL e o controle com DMSO) para a
realizacdio dos testes de mortalidade e fagodeterréncia sobre as lavas de 2° instar de S.
Jrugiperda com avaliag3o nos intervalos de 24, 48 e 72 horas. Os dados experimentais foram
submetidos a anélise de varidncia, para fagodeterréncia e suas médias comparadas pelo teste
U de Mann-Whitney e para mortalidade foi aplicado o teste de Fischer com modificacio de
Tocher. Foram identificados 42 constituintes quimicos, pertencentes ao grupo terpenos,
acidos graxos, aldeidos, hidrocarbonetos aromaticos, alcool, ésteres e éteres. O
hidrocarboneto aromético naftaleno obteve maior 4rea relativa em ambas as espécies, o
composto Safrol ¢ constatado pela primeira vez em musgo. De acordo com as analises do
composto volatil pode-se estimar que as espécies estudadas s3o fontes de terpenos, acidos
graxos, aldeidos aromaticos. Os bioensaios com S. subsimplex revelaram que a concentracio
de 0,25pug/ul foi positiva para fagodeterréncia logo apds 24 horas, e mortalidade acentuada
em todas as concentracdes dos tratamentos sugerindo efeito téxico. Para Leucobryum
martianum, a aplicacdo do extrato sugeriu fagodeterréncia independente da concentragio, e na
mortalidade o tratamento na concentragdo de 0,25pg/pl apresentou um possivel efeito téxico
apos 48 horas. Conclui-se que a concentragdo de 0, 25pg/ul, € suficiente para contrololar a
lagarta no 2° instar. Este trabalho é o primeiro no Brasil a testar os efeitos inseticida e/ou
fagodeterrente (antifagico) das espécies de musgos selecionadas para o estudo, servindo como
subsidio para trabalhos futuros que também possam enveredar para esse ramo promissor que ¢
o conhecimento dos constituintes quimicos ativos de bri6fitas.

Palavras-chave: Fitoquimica, Extratos vegetais, Sematophyllum subsimplex, Leucobryum
martianum, Inseticida, Fagodeterréncia.
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ABSTRACT GENERAL

Bryophytes (mosses, liverworts and hornworts) are widely distributed plants in the world with
approximately 15,100 species. The chemical analyzes of this group began in the nineteenth
century and in recent decades, the phytochemical researches of the bryophytes constituents
and their biological activity is progressing. This is possible due to the greater understanding
of the biology of their species and the progressive refinement in analytical techniques.
Approximately 1,000 species of bryophytes have been analyzed for their chemical and the
results demonstrated that the identified substances are of interest, belonging to the classes of
terpenes, aromatic and phenolic compounds, aldehydes, steroids, acetogenins, alkaloids
(flavonoids), tannins, saponins, fatty acids, cardiac glycosides, which showed characteristic
aromas, bitter or pungent taste, besides exhibiting medicinal, antibiotic, antifungal, antiviral,
antifeedant, cytotoxic, and other properties. In Brazil, the chemical knowledge is confined to
two works of bryophytes. Facing a promising field for the science and considering the
scientific evidences, the present study aimed to determine the chemical composition of
Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. and Leucobryum martianum (Hormnsch.) Hampe ex
Miill. Hal. occurring in the Brazilian Amazon, and assess the bioactivity of its compounds in
controlling of the fall armyworm Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)
in the second instar on corn. The collections were made in Parque Ecologico de Gunma,
municipality of Santa Barbara, Para State, the material was dried under the sun and kept
refrigerated. The process for identifying, sorting, and dehydration was performed and the
volatile constituents were obtained by micro simultaneous distillation extraction (SDE) and
analyzed by gas chromatography / mass spectrometry (GC-MS) in Thermo system. The
extract was obtained by trituration and cold maceration with PA ethanol and diluted in
dimethylsulfoxide (DMSO). Five treatments were applied (2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 ug/uL. and
the control with DMSO) for the realization of mortality and antifeedant tests in larvae of
second instar of S. frugiperda with evaluation at intervals of 24, 48 and 72 hours. The
experimental data were subjected to analysis of variance, for antifeedant and their means
compared by Mann-Whitney U test and for mortality was applied Fischer's test with Tocher’s
modification. 42 chemical constituents were identified belonging to the group of terpenes,
fatty acids, aldehydes, aromatic hydrocarbon, alcohol, esters and ethers. The aromatic
hydrocarbon naphthalene obtained the highest relative area in both species, the safrole
compound is found for the first time in moss. According to the analyzes of the volatile
compound, it is possible to estimate that studied species are sources of terpenes, fatty acids,
aromatic aldehydes. The bioassays with S. subsimplex revealed that the concentration of 0.25
ug/ulL were positive for the antifeedant effect after 24 hours and increased mortality in all
treatment concentrations, suggesting toxic effect. To Leucobryum martianum, the application
of the extract suggested antifeedant effect independent of concentration, and in mortality the
treatment in the concentration of 0.25 pg /uL presented a possible toxic effect after 48 hours.
It was concluded that the concentration of 0.25 pg/ulL is sufficient to control the caterpillar in
the second instar. This work is the first in Brazil to test the insecticide effects and/or
antifeedant activity of species of mosses selected for the study, serving as a resource for
future works that may also embark to this promising branch that is the knowledge of the
active chemical constituents of bryophytes.

Keywords: phytochemical, plant extracts, Sematophyllum subsimplex, Leucobryum
martianum, insecticide, antifeedant activity.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1 IMPORTANCIA E ATIVIDADE BIOLOGICA DAS BRIOFITAS

As briofitas sdo representadas por trés linhagens distintas de plantas criptogdmicas
terrestres: os antoceros (Antocerotophyta), as hepaticas (Marchantiophyta) e os musgos
(Bryophyta) (CRANDALL-STOTLER; STOTLER, 2000; STOTLER; CRANDALL-
STOTLER, 2005; GOFFINET; BUCK, 2004). Estdo amplamente distribuidas no mundo com
15.100 a 18.000 espécies (GRADSTEIN et al., 2001), sendo 1.521 listadas para flora do
Brasil e 561 para Amazénia brasileira (COSTA, 2010).

Sdo plantas avasculares, de porte discreto no ecossistema, apresentando uma estrutura
relativamente simples, devido ndo possuirem epiderme e nem cuticula (RAO, 1982; GLIME,
2007). Apesar do tamanho diminuto (maioria até 10 cm), esse grupo possui ampla
distribui¢do geogréafica, ocupando quase todos os ecossistemas terrestres; toleram situagdes
ambientais extremas, com exce¢do dos ambientes marinhos, onde ainda ndo foi relatada
nenhuma ocorréncia (DELGADILLO; CARDENAS, 1990; FRAHM, 2003; LEMOS-
MICHEL, 2001; LISBOA, 1993). '

A importéncia ecolégica das bridfitas é de grande relevancia (SHEPHERD, 2003),
pois s20 pioneiras no processo de sucessdo vegetacional, estabilizando o solo, proporcionando
meio adequado para germinacdo das sementes e estabelecendo as comunidades vegetais
(WELCH, 1984). Auxiliam na composi¢io da biomassa dos ecossistemas, no controle da
erosdo do solo e assoreamento dos rios, ja4 que geralmente desenvolvem-se em tapetes
extensos que conseguem reter grande quantidade de agua (ANDO; MATSUO 1984; GLIME,
2007). Crescem em habita diversos, colonizam diferentes substratos (inclusive cupinzeiros e
concretos), tendo preferéncia por lugares imidos e sombrios, devido 4 dependéncia da agua
para se reproduzir (DELGADILLO; CARDENAS, 1990; FUDALIL 2000, GLIME;
SAXENA, 1991; LISBOA, 1993; MORAES, 2006; SCHOFIELD, 1985).

Um dos principais usos das briofitas é como indicadores ambientais ou bioindicadores
(ANDQO; MATSUO, 1984; GLIME, 2007). Como indicadores ecoldgicos, estudos mostram
serem boas indicadoras da qualidade do solo nas florestas, das condigdes de pH e niveis de
4gua; como indicadores de depésitos minerais, podem concentrar minerais do solo ou do
substrato que se encontram. Algumas espécies s3o associadas a depdsitos minerais como os

“musgos do cobre” que ocorrem em ambientes com alta concentracio deste mineral
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(SCHATZ, 1995). S#o indicadoras de polui¢io ambiental, pois concentram a deposicio de
material seco sobre seu gametofito, por transportarem agua e nutrientes com facilidade entre
as células devido a falta de vasos lignificados e por acumularem metais de forma passiva.
Estudos nesse sentido sdo desenvolvidos principalmente na Europa, China e Japio (ANDO;
MATSUO, 1984; CAMPOS, 1999; FATOBA et al, 2012; FOAN, SIMON, 2012; GLIME,
2007, LISBOA; ILKIU-BORGES, 1995; LISBOA; ILKIU-BORGES, 1996; MORAES;
LISBOA, 2006; RAO, 1982; SCHATZ, 1995).

Economicamente, podem ser empregadas em decoragfio, como meio de cultura para
orquideas, em jardinagem, como aditivo para o solo, combustivel (turfa), material de
enchimento, acondicionamento e transporte de mudas e vasos de bonsai. Sio utilizadas na
fabricagdo de uisque escocés e produzem fragrancias e sabores caracteristicos (ANDO;
MATSUO, 1984; DELGADILLO; CARDENAS; 1990; DING, 1982; GLIME, 2007; 2013;
MOLOZZI et al., 2003; WU, 1982).

E possivel que uma das caracteristicas que ajudou as briofitas a sobreviver e manter,
seu lugar na flora atual tenha sido o seu teor de compostos biologicamente ativos. Estes
protegem as plantas delicadas, nio somente de fungos, virus e microorganismos, mas de
insetos e lesmas, que s3o comuns nos habitas das britfitas. Esses componentes bioquimicos
provavelmente vém compensar a falta de uma cuticula espessa ¢ do cortex em bridfitas
(PERES, 2004; SAXENA; HARINDER, 2004; SIMOES, 2007).

O uso das bridfitas como plantas medicinais é conhecido desde tempos antigos, por
distintos grupos étnicos (FERNANDEZ; SERRANO, 2009). Algumas espécies de Barbula
Hedw, Bryum Hedw, Mnium W.m, Phhilonotis Brid, e as espécies Octoblepharum albidum
Hedw e Polytrichum juniperum Hedw. eram utilizadas por indios norte-americanos como
medicamentos, para curar feridas, hematomas, queimaduras, febre e dores no corpo
(STURTEVANT, 1954, FERNANDEZ; SERRANO, 2009). Na Franca, Marchantia
polymorpha L. foi consumida para aumentar a diurese (BASILE et al., 1998).

Na cultura européia utilizavam espécies do género Sphagnum por suas propriedades
absorventes (bandagens) e seus efeitos bactericidas, sobretudo em forma de compressas para
tratar feridas durante a primeira guerra mundial (FERNANDEZ, SERRANO, 2009). Assim
como uso antibidtico na Asia, Alemanha (FRAHM, 2004), Inglaterra (WREN, 1956), China
(DING, 1982; WU, 1982), india (WATTS, 1891) e conhecido no Brasil (PINHEIRO et al.,
1989).
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0 uso do extrato etandlico de Rhodobryum giganteum (Schwaegr.) Par. incrementa o
fluxo de sangue na aorta em mais de 30%, sendo seu efeito clinicamente comprovado para a
cura de angina, quando administrado em ratos brancos (LL; ZHAO, 2009).

Contudo, apesar das analises quimicas das briéfitas terem comegado no inicio do
século XIX, apenas em 1970 os biologos, quimicos e farmacéuticos comegaram a ter interesse
na composi¢io quimica desse grupo de plantas (FERNANDEZ; SERRANO, 2009). Supde-se
que esse extenso periodo sem estudos seja atribuido a demora para aquisi¢do de grandes
quantidades de material (mesma espécie), bem como 08 procedimentos laboriosos necessarios
para obtencdo de substéncia pura (ZINSMEISTER et al., 1991; BASILE et al.,1998).

Asakawa e colaboradores (1982; 1995) alavancaram os estudos sobre os constituintes
quimicos de briofitas, reportando muitas informacdes onde comprovaram que €ssas plantas
contém grandes quantidades de metabdlitos secundarios de interesse, pertencentes a diversas
classes quimicas como terpenos (mono, di, tetra e sesquiterpenos), cOmpostos aromaticos
(naftaleno, flavonoides, bisbibenzyl), alcalbides, aldeidos, acidos carboxilicos, acidos graxos,
compostos fendlicos, glicosideos, esterdides e taninos e alcoois. Foram reportados muitos
novos esqueletos moleculares encontrados somente em bri6fitas, como por exemplo,
pinguisanes, isolado pela primeira vez de Aneura pinguis (L.) Dumort. e alguns
sesquiterpenos que sdo enantiomeros de plantas vasculares (ASAKAWA, 1981; 1982; 19902,
1990b; 1993; 1995; 1999; 2001; 2007, ASAKAWA et al., 1980; 1988; 2013; WADA;
MUNAKATA, 1971).

Atualmente as pesquisas fitoquimicas dos componentes briofiticos tém alcangado
grande interesse cientifico, e os conhecimentos vém crescendo rapidamente. Um fato que
favoreceu e colaborou com melhores estudos foi o refinamento progressivo das técnicas
analiticas, no qual poucos miligramas de uma substAncia passaram a ser suficientes para 2
caracterizacdo de sua estrutura (FERNANDEZ; SERRANO, 2009).

Aproximadamente 1.000 espécies de briéfitas ja foram investigadas quanto aos seus
componentes quimicos organicos, € as informacdes sobre os resultados encontram-se em
diferentes regides do mundo como China, Japdo, India, Estados Unidos, Nova Zelandia,
Nigeria, entre outras (ADEBIYI et al, 2012; ADIO, 2005a, 2005b; ASAKAWA, 1982, 1990a,
1990b, 1993, 1995, 1999, 2007, 2008; BHATTARAI et al, 2008; CANSU et al, 2013; CLARKE;
ROBINSON, 2008: DEY; NATH De, 2012; FATOBA et al., 2003, 2012; FRAN; KIRCHHOFF,

2002: FRAHM, 2004; GUO LEI et al,, 2008; JOCKOVIC et al, 2008; NAGASHIMA et al., 2002;
PEJIN et al,, 2012: RAUHA et al., 2000; SABOVLIEVIC et al., 2010, 2011, 2012; SABOVLIEVIC

et al., 2001; XIE; LOU, 2009).
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No Brasil, esse conhecimento € incipiente, restringindo-se a apenas a dois trabalhos: o
primeiro, realizado no estado do Para, onde foram testados os efeitos antibactericidas dos
extratos de 25 espécies de briofitas (musgos e hepaticas), incluindo Sematophyllum
subsimplex (Hedw). Mitt. e Leucobryum martianum (Hornsch.)) Hampe ex C. Muell
(PINHEIRO et al., 1989). O segundo, desenvolvido no estado do Ceara, analisou o extrato do
musgo Octoblepharum albidum Hedw e sua atividade antibactericida, cujos testes mostraram
atividade inibitoria para todas as linhagens de bactérias testadas (VIDAL et al., 2012).

O grupo dos musgos e dos antoceros s3o quimicamente menos estudados em relacio
ao das hepaticas, devido este tltimo grupo, conter em sua estrutura oleocorpos, que acumulam
terpendides lipofilicos arométicos, destacando-se o género Plagiochila (Dumort.) Dumort.
(Asakawa, 1981). De todo conhecimento quimico, farmacolégico, como fontes de cosméticos
e drogas agricolas, associado ao grupo de briofitas foram testados e comprovados o potencial
antimicrobiano (antifingica, antibacteriana, antiviral) citotoxico, antioxidante, anti-
inflamatoério, carcinogénico, inibigdo enzimética e alelopatica, cardiotdnica (aumento do fluxo
sanguineo coronario), “antifeedant” (fagodeterrente), inseticida e toxicidade diante de
moluscos e peixes (ABHIJIT; JITENDRA, 2012; ANDE et al., 2010; ASAKAWA et al,
1980; 1988; BUKVICKI et al., 2012; FRAHM; KIRCHHOFF, 2002; HAINES; RENWICK,
2009; MARKHAM et al., 2006; NAGASHIMA et al., 2004; SABOVLJEVIC et al., 2001;
VATS; ALAM, 2013). Muitos componentes apresentam aromas caracteristicos € um intenso
sabor amargo ou pungente (ALAM, 2012; ASAKAWA, 2007).

Pode-se afirmar que as atividades bioldgicas encontradas nos constituintes quimicos
de bri6fitas, assim como os efeitos da aplicagdo dos seus extratos, descritos em literatura,
evidenciam que o grupo possui um potencial para substéincias ativas pouco comuns dentro do
estudo da quimica de produtos naturais e que em muitas ocasides incluem novos tipos
estruturais (ASAKAWA, 1981). Isto abre perspectivas e ideias para refletir sobre a sua

aplicabilidade em diferentes areas do conhecimento.

1.2. PROPRIEDADE ANTIFAGICA (FAGODETERRENTE) E/OU INSETICIDA DAS
BRIOFITAS

Como norma geral as briofitas nfio sdo lesadas por insetos, caracdis ou lesmas
provavelmente devido a presenga de compostos antifagicos (ASAKAWA et al., 1988;
DVIDSON; LONGTON, 1987; GLIME, 2007). Benesova et al. (1969) isolaram um



17

sesquiterpeno, conhecido como pungsona da hepética Aneura pingues (L.) Dum., onde este
composto possui forte efeito antifagico. Wada e Munakata (1971), testaram a atividade deste
composto frente a Spodoptera littoralis Boisduval, um lepdoptero que ocorre no japio que em
estado de larva se alimenta de folhas e apresentou uma inibicdo da alimentagdo na
concentracdo de 0.5%.

Nas briofitas, especialmente nas hepaticas, existem muitos compostos antifagicos,
como o gymnocolin de Gymnocolea inflata (Huds.) Dumort ou os isolados de Jasmesoniella
autumnalis (DC.) Steph, sobre diferentes espécies de Spodoptera. Também encontra-se os
precursores ou intermedidrios da rota de sintese de alguns compostos com mesmo efeito,
como o poligodial, isolado de Porella vernicosa Lindb., que além de acdo antifagica é
importante para sintese de outo composto, 0 warburganal, que se mostrou potente frente a
Spodoptera exempata (Walker) (ASAKAWA, 1982; 2007). O composto plagiochiline A, é
um sesquiterpeno que possui uma forte propriedade pungente sobre a mesma espécie de
lagarta, e pode ser encontrado em espécies de Plagiochila fruticosa Mitt., P. Hattoriana
Inoue, P. ovalifolia Mitt. e P. yokogurensis Stephani (ASAKAWA, 1982).

Estudos mais recentes mostram como os extratos de bridfitas atuam como venenos
estomacais. Um deles, desenvolvido na Universidad de Bonn, levou Frahm e Kirchhoff
(2002) a testarem o efeito antifagico (fagodeterrente) do extrato do musgo Neckera crispa
Hedw. e da hepatica Porella obtusata Gros Mome sobre a lesma Arion lusitanicus Mabille
(Gastropoda: Pulmonata: Arionidae). Os resultados mostraram-se satisfatorios, concluindo
que o extrato € também um bioinseticida fraco (veneno estomacal) em pragas animais.

Saxena e Harinder (2004) realizaram testes em casa de vegetagio com ingredientes
ativos responséveis por efeitos antimicrobianos. Foram isolados e identificados o Polygodial
de espécies do género Porella, o Norpiguisone de Conocephalum conicum L. Dumort e
Lunularin de Lunularia cruciata L., onde revelaram que plantas de tomate, pimenta, pepinos e
trigo tratadas com os extratos das hepaticas foram distintamente menos afetadas por infecgdes
fungicas de Phytophtora infestans Mont. do que as plantas niio foram tratadas. No entanto,
esses extratos, segundo autores nio tém sido aplicados em ambientes agricolas.

Labbe” et al. (2005) estudaram os compostos quimicos da espécie Balantiopsis
cancellata (Nees) Steph., onde isolaram quatro ésteres sendo 2-phenylethyl benzoate, 2-
phenylethyl ciscinnamate, 2-phenylethyl #ans-cinnamate e isotachin B. Estes foram testados
no controle da atividade fagodeterrente sobre a lagarta Spodoptera litioralis Boisd.

(Lepidoptera), cujo resultado foi positivo para fagodeterréncia.
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Markham et al. (2006) avaliaram a atividade inseticida a base de proteinas de 23
espécies entre samambaias € musgos, contra os insetos praga da lagarta-do-cartucho do milho,
Spodoptera frugiperda J. E. Smith e lagarta-da-espiga Helicoverpa zea (Boddie)
(Lep.:Noctuidae). Os extratos protéicos do musgo Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid e das
samambaias Asplenium platyneuron (L.) BSP., Athyrium pycnocarpon (Spreng.) Tidstr.,
Gymnocarpium dryopteris (L.) Newmn e Onoclea sensibilis L., causaram reducdo de danos
nos discos das folhas de soja Glycine max. (L.) Merr. utilizadas nos experimentos, como
também no crescimento larval.

Perry et al. (2008), relataram a presenca dos sesquiterpenos Clavigerin A, B ¢ C na
hepatica Lepidolaena clavigera (Hook f) Trevis, da Nova Zeladndia. Estes compostos
apresentaram atividades antifagica e citotoxica sobre os insetos Tineola bisselliella Hummel
(Lepidoptera) e larva Anthrenocerus australis Hope (Coleoptera).

Haines e Renwick (2009) compararam a aceitabilidade e qualidade de quatro espécies
de musgo na pré-ingestdio e poOs-ingestdo da lagarta generalista, Trichoplusia ni Hiibner
(Lepidoptera: Noctuidae), as espécies Bryum argenteum Hedw. Climacium americanum
Brid., Leucobryum glaucum (Hedw.) e Sphagnum warnstorfii Russ foram comparadas com
duas dietas de controle (alface e gérmem de trigo). Nos ensaios sem chance de escolha, as
lagartas consumiram menos da dieta e mais do controle. O tinico musgo consumido em
quantidade o suficiente para avaliar as respostas do pds-ingestivo foi C. americanum. Nos
ensaios com chance de escolha, o musgo L. glaucum foi pouco consumido e os resultados
evidenciaram atividade fagodeterrente para a maioria dos musgos citados.

Ande et al. (2010) avaliaram a atividade inseticida de quatro espécies de musgos sendo
Calymperes afzelii SW., Thuidium gratum (P. Beauv.) Jaeg, Bryum coronatum Schwaegr. e
Barbula lambarenensis (Hook.) Spreng_, contra a broca do caule do milho. Todos os extratos
testados apresentaram alguma atividade toxica contra o ataque da lagarta. O de C. afzelii e B.
coronatum que obtiveram atividade melhor do que o Tricel, o inseticida inorganico que foi
usado como controle.

Atualmente as abordagens quimicas de britfitas tem sido bem sucedidas tanto para
descobrir elevados niveis de compostos, as vezes com novas caracteristicas estruturais, quanto
para testar o0 uso de extratos para atividades biologicas relevantes, direcionadas para o
desenvolvimento de novos farmacos ou agroquimicos. E fato que, para o Brasil, nio ha
estudos quimicos das bridfitas no controle da antifagia e /ou mortalidade em insetos, bem

como quanto ao potencial dos seus compostos quimicos briofiticos. Portanto, este trabalho €
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pioneiro neste sentido, onde se analisou as espécies Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt.
e Leucobryum martianum Hampe ex Miill. Hal.

1.3. A CULTURA DO MILHO, O DANO CAUSADO PELA LAGARTA-DO-CARTUCHO
Spodoptera Frugiperda E A PERSPECTIVA DO USO DE EXTRATOS DE BRIOFITAS
COMO ALTERNATIVA NO CONTROLE DE PRAGAS.

O milho (Zea mays) é uma cultura de grande importancia para a economia no mundo,
sendo um produto estratégico para nutrigio humana e animal, principalmente na avicultura,
suinocultura e bovinocultura (de corte e de leite) e por seu valor agrondmico no sistema
plantio direto. Além dessas finalidades, o milho € cultivado para a extra¢do do bioetanol nos
Estados Unidos, como também ¢é utilizado na industria quimica e alimenticia, de onde se
obtém mais de quinhentos derivados (ALVES; AMARAL, 2011; CASA et al., 2006).
Concomitantemente a varias espécies agronOmicas de plantas, o milho vem sendo bastante
utilizado em trabalhos envolvendo sistemas agroflorestais (DANIEL et al., 2004).

O Brasil € considerado o terceiro maior produtor de grios no mundo, refletindo em
acréscimos de produtividade, sendo o milho cultivado em 95,6% dos municipios brasileiros
(FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006; LANDAU, 2010). No levantamento da safra
2012/13, foram produzidos cerca de 79.077,9 mil toneladas de grios (safras normal e
safrinha) em uma éarea de aproximadamente 15,84 milhdes de hectares, sendo considerada
uma safra recorde, com evoluc3o de 8,4% ao se comparar com o desempenho da safra anterior
(AGRIANUAL, 2013; CONAB, 2013). Entretanto, existem alguns fatores que contribuem
para a perda de produtividade desta cultura, destacando-se os insetos-praga.

Dentre as pragas que atacam o milho, a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda J.
E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) ¢ considerada a praga-chave, provocando prejuizos
irreparéaveis, pois danifica a cultura nos seus diferentes estadios fisiologicos (BIANCO, 1991;
ROSA et al., 2009). As perdas de produtividade no Brasil pelo ataque desta praga podem
chegar a 60%, dependendo do genétipo, estadio de desenvolvimento da planta e época de
cultivo (CARVALHO, 1970; CRUZ; TURPIN, 1982; CARNEVALLI; FLORCOVSKI, 1995;
CRUZ et al., 1999).

Os insetos recém-eclodidos geralmente iniciam sua alimentacdo pela casca dos
proprios ovos, posteriormente raspam a folha sem perfurar. As lagartas maiores,

especialmente a partir do segundo instar, comegam a migrar para outras plantas, dirigindo-se,
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em menor numero, para a regido do cartucho, onde se alimentam das partes mais tenras,

causando danos as espigas. (GRUPOCULTIVAR, 1999).

Nos ultimos anos a ocorréncia de S. frugiperda tem sido generalizada logo apos a
emergéncia da cultura, reduzindo o nimero de plantas na area. Esse ataque necessita de
cuidados especiais, principalmente se na primeira safra o manejo for inadequado. (CRUZ,
1995; CRUZ et al., 1999). A opc¢io pelo controle deve ser efetuada entre os estadios de 3 ¢ 10
folhas desenvolvidas e quando forem constatadas 20% de plantas atacadas. No entanto, para a
semeadura de safrinha, o nivel de controle ocorre quando aproximadamente 10% das plantas
apresentam o cartucho com sintoma de ataque (CRUZ; TURPIN, 1982; CRUZ, 1997; CRUZ
et al., 1999).

O controle de S. frugiperda, tem sido realizado principalmente com agrotéxicos
(defensivos agricolas), que s3o aplicados assim que a ocorréncia da lagarta é detectada, e na
maioria das vezes, sem a adogdo de critérios minimos de manejo, o que pode ocasionar o
enfraquecimento do controle (PEREIRA, 2007).

Paralelamente ao consumo de agrotéxicos no Brasil, vem a grande preocupagio da
sociedade com o meio ambiente, devido aos residuos de pesticidas nos alimentos,
contaminagZo da cadeia alimentar, resisténcia de patdgenos e insetos-praga a certos principios
ativos, gerando um desequilibrio biologico e reduc¢do da biodiversidade; como também a
intoxicac@o de agricultores (BETTIOL; MORANDI, 2009).

O emprego de estratégias de manejo integrado deve ser inserido nos programas de
controle da lagarta-do-cartucho, com a finalidade de obtencdo de resultados econdmicos e
ecologicos favoraveis (FARINELLI; FORNASIERI FILHO, 2006), pois este inseto também
pode provocar danos em outras gramineas (Poaceae) de importincia agrondmica como arroz,
trigo, sorgo, entre outras (BUSATO et al., 2002; CRUZ, 1995; CRUZ; MONTEIRO, 2004).

Dentre essas estratégias, esta a utilizag@o de produtos naturais derivados de plantas na
forma de extratos orgénicos, como uma alternativa no manejo desta praga (GUERRA, 1985;
LEAOQ, 1996; SANTIAGO et al., 2008; SMITH, 2005; SOUZA, 2004). E um método viavel e
eficaz, para redugdo dos custos, preservagio do ambiente e dos alimentos contra
contaminag¢o quimica, tornando-se pratica adequada  agricultura sustentivel (KEITA et al.,
2001; ROELD, 2001).

A agdo dos compostos quimicos extraidos das plantas confere nas pragas um efeito
que pode ser por repeléncia, fagodeterréncia (inibi¢do total ou parcialmente a ingestdo de
alimentos), inibicdo de oviposi¢do, alteragdes no sistema hormonal, distirbios no

desenvolvimento, deformacGes, infertilidade e mortalidade nas diversas fases (ROELD, 2001;
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SAITO;, LUCCHINI, 1998, VENDRAMIM; GUZZO 2009). E importante salientar que o
sucesso das investigacOes depende, principalmente, do grau de interacdo entre a Biologia,
Quimica, Farmacologia e a Agronomia (PHILIPPI JR., 2000; VIEGAS-JUNIOR, 2003).

Nesse sentido as bridfitas tem chamado a atenc¢do dos pesquisadores por ser um grupo
diverso, com varias substincias quimicas com bioatividade muito interessante (DULGER et
al., 2005; CHOBOT et al,, 2006; MILAR et al., 2007, SABOVLIEVIC et al.,, 2006, 2010.
SINGH et al., 2007; TONGUC; MERCILI, 2007, ULKA; KARADGE, 2010; VELJIC et al.,
2009, 2010). Porém, apesar do refinamento progressivo em técnicas analiticas, o
conhecimento relacionado a fitoquimica das bri6fitas ainda € incipiente embora muitos novos
compostos para a ciéncia tenham sido descritos a partir de espécies do grupo
(SABOVLIEVVIC; SABOVLIEVIC, 2008). A falta de projetos que possam interligar o
conhecimento de profissionais da quimica, ciéncias agrarias com a briologia em busca de uma
mesma proposta ciéntifica, contribuem bastante para essa caréncia de informagdes.

A potencialidade das espécies de briofitas para producdo de extratos com atividade de
inseticidas organicos e de fagodeterréncia entre outras aplicabilidades é fato notoério. Portanto,
a importancia desse estudo justifica-se pelo fato de que com o amplo conhecimento botéinico
das bridfitas, surge a necessidade de direcionar também as investiga¢cdes ciéntificas para uma
area de diferente aplicagdo como a fitoquimica a qual ja é desenvolvida fora do Brasil.

O conhecimento cientifico deste grupo de plantas no Brasil e na Amazénia, se resume
apenas em dois trabalhos de PINHEIRO et al. (1989) e VIDAL et al. (2012) porém, nenhum
esta relacionado com a proposta aqui apresentada.

Diante do exposto, foram levantadas duas hipéteses para este estudo: a) Os
componentes quimicos organicos presentes nas espécies de musgos Sematophyllum
subsimplex (Hedw). Mitt. e Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hall
apresentam atividades bioldgicas de interesse; b) as substdncias presentes nos extratos dos
musgos Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt. e Leucobryum martianum (Hornsch.)
Hampe ex Miill. Hal. possuem potencial biolégico com efeito inseticida e/ou fagodeterrente

no controle de Spodoptera frugiperda J E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae).

OBJETIVO GERAL

Identificar a composi¢do quimica de duas espécies de musgos Bryophyta e testar a

bioatividade dos seus compostos na forma de extratos no controle de larvas de 2° instar de
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Spodoptera frugiperda JE. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) no milho (Zea mays) em

condicdes controladas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar os constituintes volateis das espécies de musgo Sematophyllum subsimplex
(Hedw.). Mitt. e Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hal. que ocorrem na
Amazdnia brasileira.

2. Avaliar o efeito da acfo inseticida e/ou fagodeterrente (antifagica) dos extratos etandlicos
de Sematophyllum subsimplex (Hedw.). Mitt. e Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex
Miill. Hal. em larvas de 2° instar de Spodoptera frugiperda JE. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae) em folhas de milho.

Esta Tese foi organizada em quatro capitulos. Capitulo 1: Contextualizacio Geral
Capitulo 2 (Artigo 1): Constituintes quimicos volateis de duas espécies de Britfitas
(Bryophyta), ocorrentes na Amazonia brasileira, Para, Brasil; Capitulo 3 (Artigo 2): Efeito do
extrato de Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. (Bryophyta) sobre a lagarta-do-cartucho,
Spodoptera frugiperda ] E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em milho (Zea mays L.); Capitulo
4 (Artigo 3): Efeito do extrato de Leucobryum martianum (hornsch.) Hampe ex Miill. Hal.
(Bryophyta) no controle de Spodoptera frugiperda JE. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em
milho (Zea mays L.).

Os trés artigos est@o formatados de acordo com as normas das revistas as quais serio
submetidos, porém, a formatacdo das margens e paginas estid de acordo com as normas de

apresentac@o de Tese da Universidade Federal Rural da Amazonia.
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2. Constituintes Quimicos volateis de duas espécies de briofitas
(Bryophyta), ocorrentes na Amazonia brasileira, Para, Brasil

RESUMO

As bridfitas sdo um grupo de plantas com uma grande diversidade de espécies
distribuidas mundialmente. Nos altimos anos, devido ao desenvolvimento de novas técnicas
analiticas tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos de
bri6fitas, conseguindo elucidar os componentes quimicos organicos do grupo, suas estruturas
moleculares complexas, assim como avaliar a atividade dos seus extratos. A caréncia de
informagdes sobre a fitoquimica das espécies ainda é uma grande lacuna, portanto visando
contribuir com o conhecimento dos compostos quimicos volateis das briofitas, o objetivo
deste trabaltho foi determinar os constituintes quimicos volateis das espécies de musgo
Sematophyllum subsimplex e Leucobryum martianum ocorrentes na Amazo6nia Brasileira. As
amostras foram coletadas no Parque Ecolégico de Gunma, municipio de Santa Barbara, Para,
secas, identificadas, triadas com auxilio de pinga e lupa, conservadas em local refrigerado e
submetidas a extrac@io através de destilacio-extracio simultdnea (DES) para a obtengfo dos
compostos volateis, que foram analisados por cromatografia gasosa/espectrometria de massas
(CG-EM). Foram identificados 42 constituintes quimicos nos extratos pentanicos das duas
espécies estudadas, pertencentes principalmente ao grupo dos terpenos, hidrocarbonetos
aromaticos, acidos graxos e aldeidos. O hidrocarboneto aromatico naftaleno foi predominante
em ambas as espécies (S. subsimplex, 26,62% e L. martianum,72,51%). Leucobrium
martianum € a primeira espécie de musgo a apresentar o composto Safrol. Este estudo foi o
primeiro relato da composi¢do quimica para os dois taxons selecionados, onde os resultados
apontam estes musgos com fontes naturais de compostos como terpenos, acidos graxos e

aldeidos.

Palavras-chave: Musgos, Compostos Quimicos, Sematophyllaceae, Leucobryaceae

Artigo a ser submetido na Revista Brasileira de Farmacognosia



Volatile chemical constituents of two species of bryophytes (Bryophyta), occurring in the
Brazilian Amazon, Para State, Brazil

ABSTRACT

The bryophytes are a group of plants with a wide variety of species distributed worldwide. In
recent years, due to the development of new analytical techniques, it has been verified a great
scientific breakthrough involving the chemical studies of bryophytes, managing to elucidate
the organic chemicals of this group, their complex molecular structures, and to evaluate the
activity of their extracts. The lack of information on the phytochemical of the species is still a
big gap, so to contribute to the knowledge of the volatile chemical compounds of bryophytes,
the aim of this study was to determine the volatile chemical constituents of mosses species
Sematophyllum subsimplex and Leucobryum martianum occurring in the Amazon Brazilian.
The samples were collected in Parque Ecologico do Gunma, municipality of Santa Barbara,
Pard State, dried, identified, screened with the aid of tweezers and magnifying glass, kept
refrigerated and submitted to extraction by simultaneous distillation-extraction (SDE) to
obtain the volatile compounds, which were analyzed by gas chromatography / mass
spectrometry (GC-MS). Were identified 42 chemical constituents in pentanics extracts of the
two studied species, belonging mainly to the group of terpenes, aromatic hydrocarbons, fatty
acids and aldehydes. The aromatic hydrocarbon naphthalene was predominant in both species
(S. subsimplex, 26.62% and L. martianum, 72.51%). Leucobrium martianum is the first moss
species to present the compound safrole. This study is the first report of the chemical
composition for the two selected taxa, in which the results show these mosses as natural

sources of compounds such as terpenes, fatty acids and aldehydes.

Keywords: mosses, chemical compounds, Sematophyllaceae, Leucobryaceae
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2.1. INTRODUCAOQO

As briofitas sdo representadas por trés linhagens distintas de plantas criptogamicas
terrestres: antoceros (Antocerotophyta), hepaticas (Marchantiophyta) e musgos (Bryophyta)
(Crandall-Stotler & Stotler, 2000; Stotler & Crandall-Stotler, 2005; Goffinet & Buck, 2004).
Est3o amplamente distribuidas no mundo com 15.100 espécies (Gradstein et al., 2001), sendo
1.527 listadas para flora do Brasil, 571 para Amazonia brasileira e 331 para o estado do Para
(Costa, 2014).

As analises quimicas deste grupo tiveram inicio no século XIX e apesar do porte
discreto no ecossistema (maioria até 10 cm), nas Gltimas décadas, as pesquisas fitoquimicas
dos constituintes briofiticos e de sua atividade biolégica vem progredindo. Isto é possivel
gragas 20 maior entendimento sobre a biologia das suas espécies e ao refinamento progressivo
em técnicas analiticas, de forma que uns poucos miligramas de uma substincia sio suficientes
para a caracteriza¢do de sua estrutura, que em muitas ocasides incluem novos tipos estruturais
(Asakawa 2007, 2008; Fernandez & Serrano, 2009; Dey & Nath De, 2012; Mues, 2000).

Aproximadamente 1.000 espécies de bridfitas ja foram analisadas quanto aos seus
compostos quimicos organicos em diferentes regides do mundo como China, Japdo, India,
Estados Unidos, Nova Zelandia e Nigeria. As informacdes sobre os resultados destas
pesquisas demonstraram que estes componentes pertencem a diversas classes como terpenos
(mono-di-tetra e sesquiterpenos), compostos aromaticos (naftaleno, flavondides, bisbibenzil,
etc.), além de alcaloides, aldeidos, acidos carboxilicos, acidos graxos, compostos fenolicos,
glicosideos, esterdides e taninos. (Adebiyi et al., 2012; Adio 20052, b; Asakawa, 1982, 1990a,
b, 1993, 1995, 1997, 1999, 2007, 2008; Bhattarai et al., 2008; Cansu et al., 2013; Chobot et
al., 2006;.Clarke & Robinson, 2008; Dey & Nath De 2012; Dulger at al., 2005; Fatoba et al.,

2003, 2012; Fran & Kirchhoff 2002; Frahm 2004; Guo Lei et al, 2008; Jockovic, 2008;
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Mues, 2000; Nagashima et al., 2002; Pejin et al., 2012; Rauha et al., 2000; Sabovljevic A. et
al., 2006, 2010, 2011, 2012; Sabovljevic M. et al., 2001; Schmidt, 1996; Singh et al., 2007,
Tonguc & Mercili, 2007; Veljic et al., 2009, 2010, Xie & Lou, 2009 e outros).

As bridfitas apresentam diversas atividades biologicas reportadas em literatura, onde
foram comprovadas propriedades medicinais, farmacéuticas, citotoxicas, antimicrobianas
(antibacteriana, antivirais e antifiingicas), antioxidantes, antifagicas, inseticidas, aplicacio em
cosméticos e tolerdncia a metais pesados, como exemplo, as hepaticas Plagiochasma japonica
que exibiu atividade antitumoral, antifiingica, antimicrobiana, inibigio da liberagdo de
superéxido e relaxamento muscular e Pfilidium pulcherrimum (Weber) que apresentou
atividade antifiingica e antibacteriana (Banerjee, 1974; Bland, 1971; Basile et al.,, 1998a, b;
Ding, 1982; Dey & Nath De, 2012; Frahm, 2004; Ivanova et al., 2007; Lahlou et al., 2000;
Niu et al., 2006; Pinheiro et al., 1989; Schuster, 1966; Shi et al., 2008, 2009; Shen et al,
2010; Sturtevant, 1954; Turner et al., 1983; Veljic et al., 2010; Wu, 1982).

O grupo das hepaticas € o mais investigado, pois possuem oleocorpos (acetogininas)
que s3o facilmentes extraidos com solventes organicos e acumulam uma grande quantidade de
terpenos lipofilicos (mono-, sesqui- e diterpenos) e compostos aromaticos (bibenzyls, bis-
bibenzyls, benzoatos, cinamatos, fendis, naftalenos, phthalides), alguns com odores tnicos
que caracterizam o potencial farmacéutico, como em Plagiochila ru.ﬁfans Lindenb, com
cheiro de hortela-pimenta, devido a presenca de varios monoterpendides (Asakawa, 1980,
1981; Heinrichs et al., 2001; Schuster, 1966).

Em particular, algumas espécies de hepaticas produzem sesquiterpenos unicos, com
esqueletos de carbono ainda n3o isolados em plantas vasculares e outros que podem
corresponder aos enantidomeros encontrados em plantas superiores como limoneno,

felandreno, ex-thujene, sabinene, ex-pineno. Atualmente, mais de 400 novos compostos
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foram isolados e as suas estruturas elucidadas (Asakawa, 1982, 1990, 1993, 1995; 2007; Lu,
2005).

O grupo dos musgos apresentam interesse devido possuirem abundancia de aldeidos e
terpenos (principalmente mono-, sesqui- e diterpenos), além de compostos aromaticos,
flavonoides, biflavondides, hidrocarbonetos (saturado, mono-e di-insaturados), entre outros;
sdo muito utilizados na medicina tradicional para tratamento de ossos quebrados, doengas
oculares, curar feridas, hematomas, queimaduras, como diréticos, incremento do transito de
sangue na aorta em 30%, entre outras. (Ando, 1983, Ando & Matsuo, 1984; Basile et al,,
1998; Cansu, 2010, 2013; Ding, 1982; Garnier et al., 1969; Harris, 2008; Lopez-Saez, 1996,
Mues, 2000, Ri, 1590; Suire, 1972; Wu, 1982).

Estudos comprovaram varias atividades biolégicas nos extratos de espécies de
musgos, como ac¢do antibacteriana, antifiingica, inseticida, anti-inflamatéria e alelopatica
(Ande et al,, 2010; Asakawa, 2007; Basile et al., 1999, 2003; Chobot, 2006; Dulger, 2009;
Dulger et al.,, 2005, Fatoba et al, 2003; Labbe et al., 2005; Madsen & Pates, 1952;
Nakagawara et al., 1992; Pinheiro et al., 1989; Sabovljevic et al., 2011; Ucuncu, 2010; Vidal
et al, 2012).

O grupo dos antoceros sdo menos estudados e 0 que se tem reportado s3o terpenos
(sesqui e triterpenos), esteroides e compostos aromaticos, em torno de dez compostos para
essas trés classes (Mues, 2000). Ademais, revela o acido rosmarinico com propriedades
antifiingicas, antibacterianas, antivirais, antioxidante e antiinflamaté6ria (Fernandez & Serrano,
2009).

No Brasil ¢ Amazdnia, essas plantas estdo bem estudadas quanto a sua floristica,
taxonomia e ecologia. Entretanto, as primeiras referéncias sobre a pesquisa quimica de
britfitas sdo atribuidas a dois trabalhos: o primeiro realizado no estado do Para, por Pinheiro

et al. (1989), onde foi testado o potencial antibactericida de 25 espécies de bri6fitas, tendo os
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efeitos dos extratos comprovados para algumas espécies e o segundo refere-se ao de Vidal et
al. (2012), desenvolvido no estado do Cear4, onde foi feita uma analise quimica do extrato do
musgo Octoblepharum albidum Hedw e testada sua atividade antibacteriana, isoladamente e
em associacdo com aminoglicosideos, contra seis linhagens bacterianas. Os testes mostraram
atividade inibitoria para todas as linhagens de bactérias, de interesse para area médica.

A importancia de se enfocar cada vez mais a pesquisa na area quimica de bri6fitas é
devido possuirem principios ativos muito variados e interessantes do ponto de vista quimico e
medicinal. Deve-se enfatizar que novos compostos para a ciéncia ja foram descritos a partir
dessas plantas com destaque o grupo das hepaticas, seguido dos musgos (Mues, 2000).

As espécies de musgos Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt. e Leucobryum
martianum (Hornsch.) Hampe ex Mull Hal,, tratadas neste estudo, pertencem as familias
Sematophyllaceae e Leucobryaceae respectivamente, as quais sdo de ocorréncia comum em
toda a regiio amazdnica, com seu conhecimento botanico bem explorado (Ilkiu-Borges et al.,
2004; Lisboa & Maciel, 1994; Lisboa & Nazaré, 1997; Lisboa et al., 1998, 1999; Santos &
Lisboa, 2003; Souza & Lisboa, 2005; Moraes, 2006; Tavares-Martins et al., 2014).

De acordo com a literatura consultada ndo foram encontrados estudos da composigio
quimica das espécies selecionadas nesta pesquisa. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
conhecer os constituintes volateis dos musgos Sematophyllum subsimplex Hedw. Mitt. e
Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill Hal,, sendo de grande importancia para

ciéncia, como um passo fundamental, para contribuir com pesquisas futuras.
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1 AREA DE ESTUDO E ESCOLHA DAS ESPECIES DE MUSGOS

O Parque Ecolégico do Gunma esta localizado no municipio de Santa Barbara,
nordeste do estado do Pard, Amaz6nia Oriental Brasileira (01°13°00.86”°S e 48°17°41.18°W),
possui uma area de 400 ha de floresta nativa tropical umida e 140 ha de 4rea aberta para uso
multiplo, a qual tem sofrido diversas alteragdes em decorréncia do crescimento urbano, sendo
o Parque drenado pelos igarapés Tracuateua e Tauarié.

A flora do Parque foi estudada através do Projeto “Inventario Floristico e Analise
Fitossociologica dos Ambientes do Parque Ecolégico do Gunma, Municipio de Santa
Béarbara, PA”, cujos resultados estdo publicados em Almeida et al. (2003). Estes autores
implantaram 20 parcelas permanentes de 1 hectare cada, sendo 15 em ambientes de floresta
primaria de terra firme, duas em floresta secundaria ou capoeira, duas em igapd e uma em
varzea. O resusltado dos inventarios da Brioflora foi deste Parque encontra-se no trabalho de
Fagundes et al. 2014 (no prelo), intitulado: Riqueza e Aspéctos Ecoldgicos das Comunidades
de Briofitas (Bryophyta e Marchantiophyta) de um Fragmento de Floresta de Terra Firme no
Parque Ecolégico de Gunma, municipio de Santa Barbara, Para Brasil.

De acordo com a classificacio de Koeppen, esta area possui tipo climatico Af; —
tropical imido, com temperatura média anual de 26°C, minima de 22°C e méaxima de 31°C. A
precipitacdo pluviométrica anual varia de 2500 a 3000 mm e a umidade relativa do ar atinge
ca. 85% (SUDAM, 1984). Os solos variam incluindo latossolos e concressionarios lateriticos
na terra firme e hidromoérficos aluviais na varzea (Almeida et al., 2003).

As espécies Sematophyllum subsimplex Hedw. Mitt. e Leucobryum martianum

(Hornsch.) Hampe ex Miill. Hall. Foram selecionadas para esta pesquisa, pois, apresentam
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ampla distribuicio em florestas tropicais, especialmente na Amazdnia (Moraes, 2006). Sio
espécies conhecidas, bem descritas e ilustradas em literatura, de facil identificagio em campo
e laboratorio (Costa, 1988; Florschiitz-De Waard, 1996; Buck, 1998; Visnadi, 2006;Yano,
1992). A selegio das espécies também baseou-se em estudos fitoquimicos relacionados com
as mesmas espécies ou géneros dos taxons selecionados (Pinheiro et al., 1989; Velji¢ et al.,

2008; Haines & Renwick, 2009; Olofin, 2013).

2.2.2 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As amostras foram coletadas em ecossistema de floresta secundaria de terra firme,
proximo do igarapé e da entrada das parcelas dos igap6s, a espécie S. subsimplex sobre tronco
de arvore viva e L. martianum sobre o solo, com média intensidade de raios solares, seguindo
as técnicas de coleta de Yano (1989). Este ambiente possui sua preservagio ameacada pela
atividade antrépica existente nas proximidades desta area. As amostras foram identificadas no
Laboratério de Briologia do Museu Paraense Emilio Goeldi. O material boténico foi lavado,
seco ao sol por trés dias, conservado em sala refrigerada, sendo a triagem das espécies
realizada com auxilio de pinga (Flume 5) e estereomicroscopio (Leica, Wild M3Z), o que
levou dois a trés méses. Devido as britfitas ocorrerem em tapetes com vérias espécies
agregadas (Richards, 1984), procedeu-se a separaciio apenas dos espécimes de musgos
selecionados para o estudo, incluindo-se apenas o gametdfito (parte vegetativa), devido ndo
apresentarem o esporofito no momento da coleta.

A identificagdo foi feita pela autora do presente estudo, que é especialista em bri6fitas,
com auxilio de literatura especializada (Yano, 1992; Florschiitz-De Waard, 1996), a

classificacio taxondémica foi feita de acordo com Goffinet et al. (2008). O material
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testemunho foi incorporado ao Herbario Jodo Murga Pires (MG) do Museu Paraense Emilio

Goeldi MPEG), Belém, Para, Brasil.

2.2.3 OBTENCAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS

Apébs o processo de identificacdio, separacdo, secagem das espécies a4 temperatura
ambiente e pesagem em balanga de precisZo (2,6 g - suficiente para as espécies em estudo), as
mesmas foram submetidas a micro destilagdo-extragio simultdnea (DES). Usou-se um
extrator tipo Nickerson & Likens da Chrompack, e n-pentano (2 mL) como solvente,
acoplado a um sistema de refrigeracdo para manuten¢do da temperatura da agua de
condensagdo entre 5-10° C, durante 2 horas. A extragdo foi realizada no Laboratério de
Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON), da Universidade Federal do Para (UFPA) e

todas as extracdes foram feitas em duplicatas.

2.2.4 ANALISE DO CONCENTRADO VOLATIL EM POR CG-EM

Os concentrados volateis foram analisados por cromatografia de fase gasosa/
espectometria de massas (CG-EM) em sistema Thermo, modelo DSQII equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25 um de espessura do filme); gés de
arraste hélio, ajustado para fornecer uma velocidade linear de 32 cm/s, (medidos a 100°C);
temperatura do injetor 240°C; tipo inje¢o: sem divisdo de fluxo. Foi injetado 0,1 pl da
solu¢do pentanica; temperatura do forno programada para 60-240° C (3° C/min). EM: impacto
eletrénico, 70 Ev; temperatura da fonte de ions e partes de conexio 200 °C; faixa de massas

39 a 450 daltons.



2.2.5 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Cada constituinte foi identificado através da comparagio de seu espectro de massas e
indices de retencio (IR) com os de substincias padrio existentes nas bibliotecas do sistema do
equipamento (NIST, WILEY, ADAMS) e, com os dados da literatura (Adams, 2007). Os IR
foram obtidos utilizando a série homéloga dos n-alcanos (C8-C26) nas mesmas condi¢des
cromatograficas, e calculados através da equagdo de Van den Dool e Kratz (1963). A
quantificacdo dos constituintes foi obtida através de CG, em equipamento Thermo/Focus,
equipado com detector de ionizagdo de chamas (DIC), nas mesmas condi¢des operacionais do

CG-EM, exceto o gas de arraste que foi o hidrogénio.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os constituintes identificados nos extratos pentanicos das duas espécies encontram-se
relacionados nas Tabelas 1 e 2 em ordem crescente de seus indices de retengdo (IR), bem
como a porcentagem dos compostos identificados. Na analise cromatografica foram
detectados 39 constituintes quimicos para S. swbsimplex, com 28 identificados,
correspondendo 63,88% do total e 20 compostos para L.martianum, com 14 identificados,
representando 95,44% do total dos constituintes.

A composicdo quimica volatil de S. subsimplex (Tabela 1) foi constituida
predominantemente de aldeidos (1,3,5,6,8,9,10,11,12,¢,14) terpenos (sesquiterpenos)
(2,15,19), écidos carboxilicos (22,24,25,27), compostos fendlicos (17,19,20), hidrocarboneto
aromatico (7), ester (13, 26), éter (21,28), cetona (16) e alcool (4). Os componentes
majoritarios foram naftaleno (26,62%), derivado do acido ftalico (13,98%), curcufenol

(7,74%), acido hexadecanodico (7,51%), n-nonanal (5,41%), (2E)- heptenal (4,61%).
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Em se tratando de L. martianum (Tabela 2) a composigdo quimica volatil pertence ao
grupo dos acidos carboxilicos (11,13,14), compostos fendlicos (2,9), hidrocarbonetos
aromaticos (1), sesquiterpeno (5), alcool (12), aldeido (2), cetona (1) e eter (9). Os
componentes majoritarios foram naftaleno (72,51%), derivado do acido ftalico (7,09%), acido

hexadecandico (5,08%), hexadecanol (4%) e/ salicilato de 2-etilhexila (1,2%).

2.3.1 CONSTITUINTES MAJORITARIOS

Foi identificado alto teor do hidrocarboneto aromatico naftaleno nas duas espécies,
sendo 26,62% em S. subsimplex e 72,51% em L. martianum. De acordo com Asakawa (1995)
e Rycroft et al. (1998), foi constatado a presenca do naftaleno e seus derivados em algumas
espécies de hepaticas como Plagiochila subdura Inoue. L, Adelanthus decipiens (Hook.)
Mitt., Pellia epiphylla (L.) Corda, Scapania undulata H. Buch, Triandrophyllum subtrifidum
(Hook. & Taylor) Fulford & Hatcher. Entretanto, os autores ndo quantificam a porcentagem
relativa encontrada nessas espécies.

Harmens et al. (2011) e Wilson (1989) também reportaram a presenca de naftaleno em
algumas espécies de musgos, onde foi observado quantidades expressivas. Os taxons
Abietinella abietina (Hedw.) M. Fleisch., Scleropodium purum (Hedw.) Limpr. e Hypnum
cupressiforme Hedw. provenientes de areas rurais na Austria e Repilica Tcheca, apresentaram
aproximadamente 2,6% a 7,3% deste hidrocarboneto em sua composi¢ao quimica (Krommer
et al., 2007; Holoubek et al., 2000). Em H. cupressiforme e Dicranum scoparium Hedw. foi
constatado um derivado do naftaleno — acenafteno - com 45,3 % e 4,1 %, respectivamente

(Foan et al., 2010; Holoubek et al., 2000, 2007).



Tabela 1. Constituintes quimicos (%) identificados extrato pentinico de S. subsimplex
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N°® Constituintes IR (%)
1 (2E)- heptenal 947 4,61
2 2 pentilfurano 984 1.5
3 (2E)- octenal 1049 1,33
4 (2E) - octenol 1060 213
5 n-nonanal 1100 5.41
6 (2E) - nonenal 1157 0,58
7 naftaleno 1178 26, 62
8 decanal 1201 1,15
9 (2E, 4E) - nonadienal 1210 1,39
10 (2E) - decenal 1260 2,08
11 (2E, 4Z) - decadienal 1292 1.16
12 (2E, 4E) - decadienal 1315 1,36
13 1- metoxi-4-metil-biciclo[2.2.2]octano 1341 1,13
14 (2E)- undecenal 1357 1.3
15 (E)-B-ionona 1487 0,43
16 (E)-3,6-epoxi-B- ionona 1467 .3
17 benzofenona 1626 0,71
18 cis-diidrojasmonato de metila 1092 0,44
19 curcufenol 1717 1,74
20 salicilato de 2-etilhexila 1807 0.5
21 galaxolide 1913 0,66
22 derivado do 4cido ftalico 2171 13,98
23 hexadecanoato de metila 1921 0,65
24 4cido hexadecanéico 1959 751
25 derivado do 4cido ftilico 2470 0,65
26 linoleato de metila 2095 2,07
27 10-octadecenoato de metila 2085 1,92
28 p-metoxicinamato de 2-etilhexila 2088 117
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Tabela 2. Constituintes quimicos (%) identificados no extrato pentdnico de L. martianum

Constituintes IR (%)
1 Naftaleno 1178 72,51
2 safrol 917 0.43
3 (2E, 4E)-decadienal 1315 0,38
4  2-metilpropanoato de 2-metil-2,2-dimetil-1- (2-hidroxi-1 — 1347 0.34

metiletil)-propil :
5 maaliol 1566 0,61
6 ftalato de dietila 1590 0.49
7 cis-diidrojasmonato de metila 1654 0.73
8 salicilato de 2-etilhexila 1807 1,2
9  Galaxolido 1913 1,15
10  6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 1754 0.87
11  derivado do acido ftalico 2008 7,09
12 Hexadecanol 29 <4
13 derivado do 4cido fialico 2534 0,56
14  4cido hexadecanoico 1939 5,08

E sabido que espécies de bridfitas sintetizam naturalmente o hidrocarboneto aromatico
naftaleno (Asakawa, 1995; Wilson, 1989). Porém, supde-se que quando a presenca deste
composto se d4 em uma porcentagem muito alta, parte desta pode ser advinda de poluentes
orgénicos persistentes (POPs), uma vez que as bridfitas tém grande facilidade de retencio e
absor¢do de residuos de impurezas ambientais (Harmens et al., 2011; Wilson, 1989).

O naftaleno ¢ frequentemente encontrado no solo e ambientes aquaticos (Irwin et al.,
1997), tendo biodisponibilidade usualmente alta no ambiente (Gesto et al., 2009). Na area de
estudo as duas espécies foram coletadas sobre tronco de 4rvore viva proxima ao solo e sobre o
solo, proximas a 4rea de igarapé, onde ha visitas de pessoas, que podem vez por outra deixar
residuos industriais ¢ domésticos, além desta area estar proxima a estrada e com a vegetacio

suscetivel ao contato com fumaca de escaspamentos de motores.
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O galaxolido encontrado em S. subsimplex e L. martianum, pertencente a classe dos
almiscares sistéticos policiclicos. E utilizado na fzibricat;'eio de perfumes como fragrincias e
fixadores (Carballa et al., 2004, 2005 e 2007). Esta substincia pode ser encontrada em
produtos de cuidados pessoais e de limpeza sendo detectadas no meio ambiente (aguas
naturais) (Kolpin, 2002, Daniele & Marcia, 2006), sendo também encontrada em varios
sistemas aquaticos e biota, particularmente aqueles que recebem aguas residuais (Rimkus,
1999, Yamagishi et al., 1981, 1983). Na literatura consultada ndo foi encontrado referéncia
deste composto em bridfitas.

Em se tratando dos terpendides de acordo com literatura (Asakawa, 2001; Mues, 2000)
os terpenos (mono- € sesqui) sd3o mais abundantes em hepaticas e raros em musgos. Neste
estudo houve ocorréncia de sesquiterpenos, o que sugere que, apesar de serem
morfologicamente diferentes das hepéaticas, alguns musgos podem ser evolutivamente
relacionados com as hepéticas, a exemplo a espécie Plagiomnium acutum (Lindb.) T. J. Kop.,
possue em sua composi¢do quimica os sesquiterpenos enf-f-cedreno, a-cedreno, a-acoradieno
e o diterpeno (+)-dolabela-3,7-dien-18-0l (Asakawa, 2001; Toyota et al., 1998).

O sesquiterpeno curcufenol majoritario em S. subsimplex majoritario, ja foi encontrado
em hepéticas, como ar-curcumene segundo Asakawa (1995) e Bukvicki (2012). Este é um
também isolado e identificado como derivado do sesquiterpeno aromatico a-curcumeno em
animais marinhos (corais e esponja) (Gaspar et al., 2004; Salama et al., 2003). (E)-B-ionona é
um sesquiterpeno presente nesta espécie, e encontrado também em outros musgos como
Tortula muralis Hedw (Uciincii et al., 2010).

Em L. martianum foi encontrado o sesquiterpeno maaliol (0,61%). Foi relatada
também a presenga deste composto em bridfitas especialmente em hepatica do género

Plagiochila (Adio, 2005a, b). Asakawa (1995) cita a presenca deste composto nas espécies
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Plagiochila dura De Not. e P. lecheri J. Maaliol também foi isolado da hepatica Lepidozia
Jfauriana (Sasakava, 2013).

Monoterpenos como o- ou B-felandreno, 83-careno e a-pineno ja foram identificados
em musgos de Splachnum rubrum Hedw, espécie referida como primeiro relato de
monoterpeno em musgos por Asakawa (1995).

A maioria dos musgos contém quantidades consideraveis de 4acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa, como o acido aracdonico (ARA), acido eicosapentaendico
(EPA) que n3o ocorrem nas plantas vasculares (Asakawa, 1995). Neste trabalho houve uma
predominéncia de acidos graxos nas espécies estudadas, o que pode ser confirmado por outros
estudos quimicos com bridfitas, uma vez que ha grande ocorréncia destes compostos tanto em
musgos quanto em hepaticas (Asakawa, 1995). Além disso, alguns desses constituintes
quimicos costumam ser semelhantes para os dois grupos de bridfitas supracitados
(Asakawa,1982; Huneck, 1983).

O acido hexadecanoico foi representativo tanto em S. subsimplex (7,51%) como em L.
martianum (5,08%). Este composto estd presente em hepaticas dos géneros de Asterella P.
Beauv., Lophocolea De Not. e Marchantia L. (Asakawa 1995; Chopra & Kumra, 1988;
Sabovljevic et al., 2001) e no musgo Tortula muralis Hedw. (Uciincii et al., 2010). Este acido
¢ conhecido como acido palmitico (triacilglicerol) que é semelhante aos encontrados nas
sementes oleosas.

O é4cido ftalico foi representativo em ambas as espécies com 13,96% em S.subsimplesx
e 7,09% L. martianum. Este composto tem efeito de repelencia e acaricida em insetos, porém
pode ser um contaminante quando utilizado inadequadamente como plastificante, pois é um
precursor tipico para gerar ftalatos, e conferir flexibilidade para fabrica¢io do plastico (Liang,

et al., 2013; Mayer Jr, 1973).
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O aldeido n-nonanal foi representativo em S. Subsimplex (5,41%), estando presente
também em outros musgos como Homalothecium Ilutescens (Hedw.) H. Rob., Hypnum
cupressiforme Hedw, Pohlia. nutans (Hedw.) Lindb. e Rhodobryum giganteum (Schwaegr.)
Par. (Li & Zhao, 2009; Uciincii et al, 2010), assim como nas hepaticas Conocephalum
Japonicum (Thunb) Grolle e Porella cordaeana (Huebener) Moore.

Os aldeidos (2F)-heptenal (4,61%), (2E)-decenal (2,08%), (2E,4Z)- decadienal
(1,16%) e (2E,AE)-decadienal (1,36%) foram identificados em S. Subsimplex, sendo este
Gltimo encontrado também em L. Martianum (0,38%). Estes compostos si0 comuns em
espécies de musgos Tortula muralis Hedw. e Pohlia. nutans (Hedw.) Lindb e hepéticas como
H. Splendens (Cansu et al., 2013; Uciincii et al., 2010). Neste estudo esses aldeidos foram
representados por baixa porcentagem. Segundo Filho (1997), muitas vezes, ndo importa a
concentragdo do composto e sim a funcionalidade deste na planta.

As moléculas dos aldeidos sdo altamente tdxicas podendo causar modifica¢bes em
proteinas e acidos nucléicos (Sophos & Vasiliou, 2003; Sunkar et al., 2003), como também
insetos e protozoarios (Croft et al.,1993).

Safrol, foi detectado no extrato penténico de L. martianum (0,43%). De acordo com a
literatura consultada este € o primeiro registro desse constituinte em musgos. Este composto é
um alilbenzeno natural de distribui¢do ampla no reino vegetal (Costa, 2000).

O presente estudo representa o primeiro registro da composi¢do quimica volatil de S.
subsimplex e L. martianum pertencentes as familias Sematophyllaceae Broth. e
Leucobryaceae Schimp. respectivamente, cujos resultados indicaram que essas espécies sio

fontes naturais de terpenos, alilbenzeno, acidos graxos, aldeidos e ésteres.
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3. EFEITO DO EXTRATO DE Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt. (Bryophyta)
SOBRE A LAGARTA-DO-CARTUCHO Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) EM MILHO (Zea mays L.)

RESUMO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais importantes do mundo por constituir a
base da alimentagdo humana e animal. Um fator importante que ocasiona perdas extremas de
até 60% na produgdo € o ataque da lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda J. E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae) praga chave desta cultura. O seu controle € realizado principalmente
com aplicacdo de inseticidas sintéticos, que acarretam uma série de impactos negativos no
meio ambiente. A seleg@o de novas espécies de plantas com potencial inseticida, associada ao
Manejo Integrado de Pragas, tem sido considerada a tecnologia mais promissora no controle
de pragas. Dessa forma, as bridfitas constituem um grupo em potencial, para a descoberta de
substancias biologicamente ativas, que podem ser utilizadas no controle de pragas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito fagodeterrente e/ou inseticida do extrato etandlico, do
musgo Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt. (Bryophyta) em diferentes concentragdes,
em larvas de 2° instar da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, em folhas de milho
(Zea mays L.) em condi¢gdes controladas. O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Bioecologia de Insetos da Universidade Federal Rural da Amazdnia (UFRA) / ICA. A criag¢do
das lagartas foram feitas em laboratorio, sob condi¢Oes de temperatura de 24 + 2°C, umidade
relativa de 70 + 10%, a partir de posturas oriundas da UFRA. Apés a preparagio do extrato
etandlico de S. subsimplex, adicionou-se 50 ul nos discos foliares de milho nas concentragdes
de 2,0%; 1,0%; 0,5% e 0,25% pg/pl e o controle com DMSQO, com cinco repetigdes, em testes
sem chance de escolha. Foram selecionadas 25 lagartas de 2° instar, para serem alimentadas
com as folhas de milho tratadas, sendo inoculadas uma larva em cada placa de petri. Foram
medidas as taxas de herbivoria e mortalidade apds 24, 48 e 72 horas da aplicagio do extrato
vegetal. Os dados experimentais foram submetidos a analise de wvaridncia, para
fagodeterréncia, e suas médias comparadas pelo teste U de Mann-Whitney (Siegel. 1956).
Para mortalidade foi aplicado o teste de Fischer (Siegel. 1956). Todos os testes sdo
unilaterais, utilizam um nivel de confianga de a = 0,05. Para verificar a significincia de
diferencas ndo tdo extremas foi utilizado a Modificagdo de Tocher. Todas as analises foram
realizadas através do pacote BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). Observou-se que a concentra¢io
de 0,25ug/ul foi positiva para fagodeterréncia logo apds 24 horas, enquanto que para
mortalidade em todas as concentragGes, verificou-se morte, sugerindo efeito toxico. Este é o
primeiro trabalho cientifico reportando a atividade inseticida e/ou fagodeterrente do extrato do
musgo Sematophyllum subsimplex sobre larvas de 2° instar de Spodoptera frugiperda.

Palavras-chave: Britfitas, Sematophyllaceae, Controle de insetos, Fagodeterrente, Inseticida
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Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. (Bryophyta) extract effect on fall armyworm
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) on corn (Zea mays L.)

ABSTRACT

The corn (Zea mays 1..) is one of the most important cereals in the world as it is the basis of
human and animal nutrition. An important factor that causes extreme losses of up to 60% in
production is the attack of the fall armyworm Spodoptera frugiperda J.E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), the key pest of this crop. Your control is mainly done with the application of
synthetic insecticides, which cause a number of negative impacts in the environment. The
selection of new plant species with insecticidal potential, associated with the integrated pest
management, has been considered the most promising technology to control pests. Thus, the
bryophytes are a potential group in the discovery of biologically active substances, which can
be used to control pests. The aim of this study was to evaluate the antifeedant and/or
insecticide effect of the ethanol extract of the moss Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt.
(Bryophyta) in different concentrations, on larvae in 2nd instar of the fall armyworm,
Spodoptera frugiperda, on maize leaves (Zea mays L.) under controlled conditions. The work
was conducted in Laboratorio de Bioecologia de Insetos of the Universidade Federal Rural da
Amazdnia (UFRA) / ICA. The creation of the caterpillars were made in the laboratory, under
conditions of temperature of 24 + 2 °C, relative humidity of 70 = 10%, of postures from
UFRA. After preparation of the ethanol extract of S. subsimplex, was added 50 pL. on corn
leaf discs in concentrations of 2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 pg/pL and the control with DMSO, with
five replications, in no-choice tests. 25 larvae in 2nd instar were selected to be fed with the
treated maize leaves, and one larva was inoculated into each Petri dish. Herbivory and
mortality rates were measured after 24, 48 and 72 hours of application ot the plant extract.
The experimental data were submitted to analysis of variance, for antifeedant, and their means
compared by Mann-Whitney U test (Siegel, 1956). For mortality was applied Fischer's test
(Siegel, 1956). All tests are one-sided, and use a = 0.05 confidence level. To test the
significance of not as extreme diferences, was used the Tocher’s modification. All analyzes
were performed using the BioEstat 5.0 software (Ayres et al., 2007). It was observed that the
concentration of 0.25 pg/pL were positive for antifeedant after 24 hours, while mortality in all
concentrations, it was found death, suggesting toxic effect. This is the first scientific work
reporting the insecticide and/or antifeedant activity of extract of the moss Sematophyllum
subsimplex on larvae of 2nd instar of Spodoptera frugiperda.

Keywords: Bryophytes, Sematophyllaceae, insect control, antifeedant activity, insecticide
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3.1. INTRODUCAO

A cultura do milho esta entre as culturas produtoras de gridos que mais contribui para a
sustentabilidade da humanidade seja pela produgio direta de alimento ou através de sua
conversio em proteina animal o que justifica o seu amplo cultivo no pais e no mundo (Barros,
2009). O Brasil € o terceiro produtor mundial em grios, onde no levantamento de 2012/13, a
produc@o ficou estimada em 79.077,9 mil toneladas nas safras normal e safrinha. Esse
desempenho proporcionou um recorde de producdo de milho no pais, onde representou um
incremento de 8,4% ao se comparar com o desempenho da safra anterior (Agrianual, 2013;
Conab, 2013; Landau, 2010).

O agroecossistema do milho inclui uma ampla variedade de artropodes, porém poucos
apresentam caracteristicas de uma praga-chave, com regularidade de ocorréncia, abrangéncia
geografica e potencialidade para causar danos economicamente significativos no Brasil e nas
Américas como a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda J. E. Smith,
(Lepidoptera: Noctuidae) (Barros, 2012; Sa et al. 2009).

A fémea adulta deposita seus ovos nas folhas do milho, as lagartas de primeiro instar
iniciam sua alimenta¢fo nos tecidos verdes, causando o sintoma conhecido como “folhas
raspadas”. Lagartas maiores furam a folha e, sem controle, destroem as plantas, podendo se
alimentar do colmo, atacar o pedinculo, impedindo a formacdo dos grios. (Cruz, 1995;
Valicente e Tuelher, 2009).

A média percentual de prejuizos depende do estadio em que a planta se encontra,
onde, até os 30 dias de desenvolvimento da cultura podem alcangar de 15%, chegando entre
37% a 60% no florescimento (Barros, 2012; Carvalho, 1970; Cruz, 1995, 1997; Cruz e
Turpin, 1982; Cruz et al. 1999; Sarmento et al. 2002; Silva-Filho e Falco, 2003).

Comumente, o controle da lagarta-do-cartucho no Brasil € realizado através de
inseticidas sintéticos, aplicados, via de regra sem muito critério, principalmente sem levar em
conta os principios do Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Diéz-Rodriguez e Omoto, 2001).
Como resultado deste uso intensivo, uma série de impactos negativos pode ocorrer no meio
ambiente, tals como: contaminar Os agroecossistemas, afetar os organismos ndo-alvo,
selecionar populagdes resistentes, além de aumentar os custos de produgio e contaminar os
graos com residuos toxicos (Diéz-Rodriguez € Omoto, 2001; Roel, 2001).

E importante mencionar que as substncias oriundas do metabolismo secundério de

plantas vém como alternativa de controle, pois interfere severamente no metabolismo de
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outros organismos, causando repeléncia, deterréncia alimentar e de oviposic¢do, esterilizagdo,
bloqueio do metabolismo e interferéncia no desenvolvimento, sem necessariamente causar a
morte nem contaminar o meio ambiente (Medeiros, 1990; Lancher, 2000).

As bri6fitas constituem um grupo potencialmente valioso para a descoberta de
substancias biologicamente ativas, que sejam eficientes no controle de pragas, conferindo
prote¢do contra insetos, bactérias e fungos, com os quais, elas vivem juntas no chdo da
floresta, além de servir como atrativos para polinizadores (aroma, cor, sabor), agentes de
competicio e simbiose entre plantas e microrganismos (Asakawa, 2007; Frahm, 2004).

O avango das pesquisas sobre o grupo, relacionado ao potencial dos seus constituintes
quimicos reportam mais de 1.000 espécies de briofitas ja estudadas por pesquisadores fora do
Brasil (Adebiyi et al. 2012; Adio 2005a, b; Asakawa, 1982, 1993, 1995, 1997, 1999, 2007,
2008; Bhattarai et al. 2008; Cansu et al. 2013; Clarke e Robinson, 2008; Dey e Nath De,
2012; Fatoba et al. 2003, 2012; Frahm, 2004; Guo et al. 2008; Nagashima et al. 2003; Pejin et
al. 2012; Sabovljevic A. et al. 2010, 2011, 2012; Sabovljevic M. et al. 2001; Xie e Lou,
2009).

Os resultados demonstraram a elevada diversidade de substdncias, que conferem
propriedades e aromas caracteristicos, como pungéncia e amargura, além de exibir um
extraordinério conjunto de atividades bioldgicas, como antimicrobiana, antifingica, antifagica
(fagodeterrente) em insetos, mortalidade, nematocidal, onde inclusive ja foram testadas e
comprovadas com larvas do género Spodoptera Guenée, usando extratos de musgos €
hepaticas (Asakawa et al. 1980; Labbe" et al. 2005; Markham et al. 2006; McCleary et al.
1960, Pinheiro et al. 1989; Vidal et al. 2012; Wada e Munakata, 1971).

Como exemplo de atividade antifagica, pode-se citar os compostos, pinguison, isolado
da hepatica Aneura pinguins (L) Dumort, e os ésteres, 2-phenylethyl benzoate, 2-phenylethyl
ciscinnamate, 2-phenylethyl frans-cinnamate e isotachin B, isolados da hepatica Balantiopsis
cancellata (Nees) Steph., ambos testados sobre a espécie Spodoptera litoralis Boisd. (Labbe’
et al., 2005; Wada e Munakata, 1971).

Como atividade fagodeterrente, foram avaliadas quatro espécies do género Plagiochila
(Dumort.) Dumort, no controle de Spodoptera exempta (Walker) e os géneros de musgos
Bryum Hedw., Ceratodon Brid., Fissidens Hedw. e Sphagnum L. como alimento para
Spodoptera frugiperda J. E. Smith, todos com respostas favoraveis. (Asakawa et al. 1980;
Markham et al. 2006).

Devido ndo haver nenhuma informac@o sobre a composi¢do quimica e a avaliagdo do

extrato da espécie Sematophyllum subsimplex Hedw. Mitt. (Sematophyllaceae) no controle de
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pragas agricolas, esse estudo se faz importante, no sentido de direcionar esforgos para a area
da fitoquimica, a qual ja € realizada rotineiramente fora do Brasil.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito fagodeterrente e/ou inseticida do
extrato etanolico do musgo Sematophyllum subsimplex (Hedw). Mitt. (Bryophyta) em
diferentes concentracdes, em larvas de 2° instar da lagarta-do-cartucho, Spodoptera
Jrugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em folhas de milho (Zea mays L.) em

condicBes controladas.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

Para este estudo foi selecionada a espécie de musgo Sematophyllum subsimplex
(Hedw) Mitt. O critério adotado baseou-se em Pinheiro et al. (1989) e Olofin (2013) onde
foram observadas atividades antimicrobianas de taxons pertencentes 4 mesma espécie ou
género da espécie supracitada. Qutro critério importante € a facil adaptagio da espécie em
diferentes ambientes, sendo, portanto, considerada uma espécie generalista, ocorrente em toda
a regido amazdnica (Gradstein et al. 2001; Moraes, 2006; Santos e Lisboa, 2003).

A coleta foi realizada no Parque Ecologico de Gunma, um fragmento de Floresta
Amazonica no municipio de Santa Barbara, Para, Brasil, (01°13°00.86”’S e 48°17°41.18°W),
com uma area de 400 ha de floresta nativa tropical imida e 140 ha de 4rea aberta para uso
multiplo, a qual tem sofrido diversas alteragdes em decorréncia do crescimento urbano, sendo
o Parque drenado pelos igarapés Tracuateua e Tauarié (Almeida et al. 2003).

As amostras foram coletadas em saco de papel, de acordo com as técnicas de Yano
(1989), em floresta secundaria de terra firme, proximo do igarapé e da entrada das parcelas
dos igapds, sobre tronco de arvore viva, apos secas a temperatura ambiente. O material
testemunho foi depositado no Herbario Jodo Murga Pires, do Museu Paraense Emilio Goeldi,
Belém, Par4, Brasil (n° registro).

A identificacdo e separacdo da espécie foi feita pela autora do trabalho, especialista em
briofitas, de acordo com Florschiitz-De-Waard (1996) e a classificagdo taxondmica seguida
foi a de Goffinet et al. (2008). Todo o processo de triagem foi realizado no Laboratério de
Briologia do Museu Emilio Goeldi, onde apds, o material boténico foi lavado, seco ao sol e
conservado em ambiente refrigerado. Como bridfitas de diferentes gé€neros e espécies podem

ocorrer juntas em tufos, tapetes ou moitas (Richards, 1984), foi feita a separagido minuciosa
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apenas dos espécimes do musgo pertencente ao estudo, com auxilio de pinga (Flume 5) e lupa

(Leica, Wild M3Z), usando-se a planta inteira (gametofito).
3.2.2. PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO

O procedimento foi realizado no Laboratério da Central de Extragdo Quimica da
Universidade Federal do Para (UFPA). A amostra seca de S. subsimplex foi pesada (4g/
suficiente para espécie) em balanga de precisdo (marca SHIMADZU, modelo AY220),
triturada em liquidificador e acondicionada em Erlenmeyer, o qual foi adicionado Etanol PA
(200 ml) até a completa submersio do material, sendo o recipiente vedado com folha de
aluminio.

O processo consistiu em trés extragdes por macerago a frio, com etanol PA, onde a
cada dois dias, o material era filtrado a vacuo e remacerado, renovando-se apenas o liquido
extrator, para assegurar que o maior nimero de substancias fosse extraida desta matriz
vegetal, completando um periodo de 6 dias.

O extrato bruto (volume obtido) de cada etapa foi reunido em um balZo volumétrico,
concentrado em rotavapor (marca Biichi, modelo R-3), sob pressdo reduzida (45°C = 1°C),
para minimizar possiveis degradagdes dos constituintes quimicos devido a agdo da
temperatura elevada (Barbosa, 2004; Simdes et al. 2000).

A massa contida no baldo foi adicionado metanol somente para facilitar a dissolugio
do conteido da parede do baldo, e entdo ser feita a transferencia para um frasco de vidro
tarado e levado a capela de fluxo laminar até a evaporagdo total do liquido extrator. O teor
extrativo foi determinado pela massa seca de 71,6 mg (rendimento obtido) de extrato

etanolico de S. subsimplex.
3.2.3. PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES

O extrato etanolico da planta foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO) e foi preparada
uma solu¢do estoque, utilizando-se a concentragdo de 20mg/10ml, relagio massa do
extrato/volume solvente. A partir desta solugcdo foram preparadas as diluigdes (tratamentos)
utilizadas no experimento nas concentragdes de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ul de acordo Markham
et al. (2006), adaptado. Para o grupo controle foi usado DMSO diluido em agua destilada.
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3.2.4. BIODENSAIOS EM LABORATORIO

3.2.4.1. Criacio de spodoptera frugiperda

As lagartas foram coletadas inicialmente em uma area de cultivo de milho préxima ao
Departamento de Solos da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), como também
em plantas cultivadas em vasos com adubac¢io padrao e mantidas em casa de vegetacio, sendo
posteriormente colocadas individualmente em caixas gerbox plasticas transparentes de 12 x
12 x 3cm, contendo dieta natural (folhas de milho) para obtengo da coldnia inicial das larvas.

A criagdo das lagartas foi realizada no Laboratério de Bicecologia de Insetos
(LABIN/ICA/UFRA), em ambiente climatizado regulado a 24 + 2°C, umidade relativa de 70
+ 10%. Apos transformarem-se em pupas, as larvas foram transferidas para novas caixas
gerbox com papel filtro umedecido no fundo para manter a umidade. As mariposas emergidas
foram acondicionadas em gaiolas de tubo de PVC (cloreto de polivinila) de 30 cm de
didmetro por 40 cm de altura, revestido internamente com papel de filtro para postura, sendo a
parte inferior apoiada em prato plastico revestido com papel filtro e a parte superior tampada
com filme plastico perfurado para entrada de ar.

A alimentac¢do das mariposas foi realizada com solu¢io de mel a 10%, embebidas em
pedacos de algoddo, dentro de uma placa de petri, sendo renovado a cada dois dias. As
posturas foram retiradas recortando a massa de ovos juntamente com o papel e
acondicionadas em caixas gerbox esterilizadas. As larvas recém-eclodidas (1° instar) foram
transferidas com pincel para gaiolas de garrafas Petis (Maia et al. 2004), adaptadas para
lagartas.

No interior das garrafas foram colocadas folhas de milho novas, cultivadas na UFRA,
apoiadas em disco de isopdr (com abertura no centro), contendo agua no fundo das garrafas,
para manter a turgidez das folhas. Apos o primeiro instar, as larvas foram colocadas em copos
descartaveis contendo a dieta artificial proposta por Bowling (1967): inicialmente 100 gramas
de feijdo foi cozido e triturado com 275 mL de agua destilada; adicionou-se a levedura de
cerveja (15 g), acido ascorbico (3g), nipagin (1g) e benzoato de sédio (0,5g), dissolvidos em
100ml de agua destilada; posteriormente 1,0ml de formaldeido e Agar (9g) previamente

dissolvido em 250ml de agua, sob aquecimento.
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3.2.4.2. Experimento: Teste por ingestdo sem chance de escolha

O bioensaio foi realizado com lagartas individualizadas, observando a eficacia do
extrato etandlico de S. subsimplex por ingestdo de dieta natural.

As secOes de milho, foram cortadas de plantas entre 30 a 40 dias de idade, com um
perfurador tipo scrapbook, dando preferéncia para as folhas do meio da planta e perto do
cartucho do milho, obtendo-se discos de 2,3 cm de didmetro, posteriormente lavados em agua
destilada para evitar contaminag¢@o.

Foram selecionadas 25 lagartas de 2° instar. Este instar foi escolhido para que o
controle pudesse ser testado no inicio da fase larval, quando a preferéncia alimentar e as
infestagOes frequentemente se concentram nas folhas jovens (Harrison, 1984; Hoy e Shelton,
1987). Ademais, é importante considerar que a sensibilidade das lagartas aos compostos
secundarios diminui conforme o seu desenvolvimento larval avanga (Bellanda e Zucoloto,
2009). Desta forma impedindo o seu crescimento até os instares posteriores, fases em que se
instalam nas folhas do cartucho, perfuraram a base da planta, infestam e danificam a espiga,
causando danos a plantagdo (Parra et al. 1995; Gassen, 1996).

O método utilizado para avaliar a viabilidade larval de S. frugiperda submetida a
diferentes concentragdes dos extratos etandlicos de S. subsimplex foi de acordo com o descrito
por Borgoni e Vendramim (2005); Labbe’et al. (2005); Castro et al. (2006); Markham et al.
(2006); Haines e Renwick (2009), com adaptagdes.

Para os testes, foram aplicados os tratamentos 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 ug/ml e o controle
(DMSO com agua destilada), que foram preparados no momento da utiliza¢do, diluindo-se o
extrato (solucdo estoque) em DMSO de acordo com as concentragdes supracitadas, baseadas
em literatura (Markham et al, 2006; Labbe” et al. 2005; Wada e Munakata, 1971). A cada
disco foliar foi adicionada uma aliquota de 50ul com pipeta automatica de acordo com os
respectivos tratamentos.

ApOs a evaporacio do solvente, as folhas foram transferidas para placas de Petri de 10
cm de didmetro, onde foi inoculada uma larva de 2° instar. As placas de Petri foram forradas
com discos de papel de filtro, mantidos umidos durante todo o experimento para preservar a

turgescéncia dos discos foliares.
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21 4.3. Procedimentos estatisticos

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeti¢do composta por uma larva de 2° instar

(Borgoni e Vendramim, 2005) (Figura 1).

Figura 1. Croqui do teste por ingestdo sem chance de escolha com Spodoptera frugiperda
tratado com extrato de Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. C. Grupo controle; T1.
Tratamento com 2,0 pg/ml; T2. Tratamento com 1,0 pg/ml; T3. Tratamento com 0,5 pg/ml;
T4. Tratamento com 0,25 pg/ml.

3.2.4.4. Analise dos dados

Os parimetros biologicos avaliados foram o consumo alimentar/herbivoria € a
mortalidade das lagartas em 24, 48 ¢ 72 horas apos a realizagdo do experimento. A taxa de
mortalidade foi medida contabilizando o nimero de morte das lagartas por dia, sendo as
mesmas removidas das placas de Petri apos constatacio de morte. Foi elaborado uma escala
de dano foliar relativa (0 a 5), adaptada de Markham et al (2006), como uma ferramenta de
compara¢io quantitativa para determinar a porcentagem de consumo de alimento/herbivoria
nos discos foliares de milho. Os escores 0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 representaram respectivamente, 0%,
1-25%, 26-50%, 51-75%, 76-99% e 100% de dano foliar.

Os dados experimentais contabilizados as 24, 48 e 72 horas foram submetidos a
analise de varidncia, para fagodeterréncia, e suas médias comparadas pelo teste U de Mann-

Whitney (Siegel, 1956). O teste foi aplicado para avaliar a significincia das diferencas entre o
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grupo de controle e cada grupo de tratamento, além de verificar possiveis diferengas entre os
tratamentos. Todos os testes sdo unilaterais, utilizam um nivel de confianca de a = 0,05.

Para mortalidade foi aplicado o teste de Fischer (Siegel, 1956), com nivel de confianca
a= 0,05, para verificar a significincia das diferengas entre as frequencias de duas amostras
independentes (controle x cada um dos tratamentos), ou seja, este teste pressupde que o
numero de lagartas mortas nos tratamentos é maior que no grupo controle. Para verificar a
significdncia de diferengas ndo tdo extremas (como no caso deste desenho que apresenta
amostras pequenas) foi utilizado a Modificacdo de Tocher. Ambos calculos representam a
prova estatistica mais poderosa para dados dispostos em tabelas 2 x 2 (Siegel, 1956).

Todas as analises foram realizadas através do pacote BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. FAGODETERRENCIA
3.3.1.1. Apés 24 horas

O consumo foliar das lagartas em 24 horas, de acordo com a soma dos escores dos

tratamentos em relac@o ao grupo controle revelou diferengas no consumo das folhas de milho,

onde apenas no tratamento 1 foi observado de 26 a 50% de herbivoria (Tabela 1).

Soma dos escores

2,00 pg/pl
1,00 pg/ul
0,50 pg/pl
0,25 pg/t

Controle  Tratamentol Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Figura 2. Soma dos escores de herbivoria de Spodoptera
Jrugiperda em 2° instar submetidas a tratamentos com diferentes
concentracdes do extrato de Sematoplhyllum subsimplex (Hedw.)
Mitt. realizado apds 24 horas.
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Observou-se apos a aplicagdo do teste U de Mann-Whitney (Tabela 1) diferengas
significativas entre o grupo controle e os tratamentos (p-valor=0,0379 para TI1, p-
valor=0,0184 para T2, T3 e T4). Os dados aqui apresentados demonstram haver acdo
fagodeterrente das concentragdes de extratos de Sematophyllum subsimplex em lagartas do

milho no 2° instar quando o consumo ocorre ao longo de 24 horas.

Tabela 1. Resultado do Teste U de Mann-Whitney para diferentes concentracbes de extratos da
espécie Sematophyllum subsimplex, aplicados na alimentacdo de Spodopfera frugiperda em 2° instar.
Avaliagdes realizadas apds 24 horas da montagem do experimento comparando o grupo controle a
cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
(nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato)
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4
(2,00 pg/ul) (1,00 pg/ud) (0,50 pg/pl) (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 1,7756 2.0889 2,0889 2,0889
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,0379 0,0184 0,0184 0,0184

Na constatagdo de diferengas na porcentagem de herbivoria, a Tabela 2 demonstra que

ndo existem diferencas entre os tratamentos, ou seja, aplicando-se uma concentracio de 0,25
ug/ul nas lagartas em 2° instar obtém-se um resultado satisfatério quanto a fagodeterréncia ja

ap0és 24 horas de aplicacio.

Tabela 2. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney para diferentes concentracoes de extratos de
espécie Sematophyllum subsimplex, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apds 24 horas,
comparando-se os tratamentos entre si, adotados de dois a dois.

Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 2 Tratam. 2 Tratam. 3
(2,00 pg/ul) | (2,00 pg/ul) | (2,00 pg/pl) | (1,00 pg/ul) | (1,00 pg/pl) | (0,50 pg/pl)
Vs. VS, VS. VS, VS, Vs,
Tratam. 2 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 4
(1,00 pg/ul) | (0,50 pg/ul) | (0.25 pg/ul) | (0,50 po/uD) | (0,25 po/ul) | (0.25 pg/ul)
Estatistica “z” 0,5222 0,5222 0,5222 0,0000 0,0000 0,0000
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0.3008 0,3008 0,3008 0,5000 0,3000 0,5000
3.3.1.2. Apés 48 horas

Ao longo dos demais dias de observacdo (48 e 72 horas), ndo foram verificadas

modificaces significativas na alimentacfio das lagartas, onde pode se observar que os

resultados dos tratamentos 2, 3 e 4 se sobrepdem (P-valor - 0,0184) (Figura 3). Entretanto, o
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grupo de lagartas que recebeu o tratamento 1 apresentou escores ligeiramente maiores que 0s

outros tratamentos (P-valor - 0,0236). Esses valores demonstram ir de encontro 2 ideia de que

concentracdes maiores de extratos promovem uma agao fagodeterrente mais forte (Tabela 3).
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2,00pg/nl
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0,5 pg/ul
0,25 ug/f

Controle Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento d

Figura 3. Soma dos escores de herbivoria de Spodoptera frugiperda
em 2° instar submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes
do extrato de Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. realizado apds

48 horas.

Tabela 3. Resultaso do Teste U de Mann-Whitney para diferentes concentracdes de extratos da espécie

Sematophyllum subsimplex, aplicados na alimentacdo de Spodoptera frugiperda em 2° instar.

Avaliacdes realizadas apds 48 horas, da montagem do experimento comparando-se o grupo de

controle a cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4
(2,00 pg/pl) (1,00 pg/pl) (0,50 pg/pl) (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 1,9845 2,0889 2,0889 2,0889
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,0236 0,0184 0,0184 0,0184

De acordo com a Tabela 3 observa-se novamente, que todos os tratamentos

apresentam escores significativamente menores que os do grupo de controle. Todavia na

analise do Teste U, onde os tratamentos foram tomados de dois a dois também n3o foram

encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 4).
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Tabela 4. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados para diferentes concentracdes de
extratos da espécie Sematophyllum subsimplex, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apés 48
horas, comparando-se os tratamentos entre si, adotados de dois a dois

Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 2 Tratam. 2 Tratam. 3
(2,00 pg/ul) | (2,00 pg/ul) | (2,00 pg/ul) | (1,00 pg/ul) | (1,00 pg/ul) | (0,50 pg/ul)
vs. VS. vS. VS, vS. VS.
Tratam. 2 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 4
(1,00 pg/pl) | (0,50 pg/ul) | (0,25 pg/ul) | (0,50 pg/ud) | (0,25 pg/pd) | (0.25 po/ul)
Estatistica “z” 0,5222 0,5222 0,5222 0,0000 0,0000 0,0000
Valor critico 1,6449 1,6449 1.6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,3008 0,3008 0,3008 0,5000 0,5000 0.5000

Os testes de hipoteses indicaram que a superioridade dos escores do tratamento 1 com

relacdo aos outros tratamentos ndo sdo significativas (p-valor= 0,3008).

3.3.1.3. Apés 72 horas

Os resultados dos Teste U de Mann-Whitney indicam novamente que todos os

tratamentos possuem escores significativamente menores que os do grupo de controle (Figura

4). Nao foram encontradas diferengas significativas entre os tratamentos (Tabela 5).

Da mesma forma na analise dos tratamentos adotados de dois a dois verificou-se que

ndo existem diferencas significativas (Tabela 6).
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Figura 4. Soma dos escores de herbivoria de Spodoptera
frugiperda em 2° instar submetidas a tratamentos com diferentes
concentragdes do extrato de Sematoplhyllum subsimplex (Hedw.)
Mitt. realizado apds 72 horas.
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Tabela 5. Teste U de Mann-Whitney aplicados para diferentes concentragdes de extratos da espécie
Sematophyllum subsimplex, (Hedw.) Mitt. aplicados na alimenta¢do de Spodoptera frugiperda em 2°
instar. Avaliagdes realizadas apés 72 horas da montagem do experimento comparando o grupo

controle a cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
(nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato)
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4
(2,00 pg/ul) (1,00 pg/pl) (0,50 pg/pl) (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 1,8800 2,0889 2,0889 2,0889
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0.0301 00184 0,0184 0,0184

Tabela 6. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados para diferentes concentragdes de
extratos da espécie Sematophyllum subsimplex, (Hedw.) Mitt. com lagartas do milho no 2° instar,
realizado ap6s 72 horas, comparando-se os tratamentos entre si.

Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 2 Tratam. 2 Tratam. 3
(2,00 pg/ul) | (2,00 pg/pl) | (2,00 pg/pl) | (1,00 pg/ul) | (1,00 pg/ul) | (0,50 pg/ul)
VSs. Vvs. Vs, VS. vs. VS.
Tratam. 2 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 4
(1,00 pg/ul) | (0,50 pg/pl) | (0,25 pg/ul) | (0,50 pg/ul) | (0,25 pg/pl) | (0,25 pg/pl)
Estatistica “z” 1,0445 1,0445 1,0445 0,0000 0,0000 0,0000
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1.6449 1,6449
P-valor 0,1481 0,1481 0,1481 0.,5000 0.5000 0,5000

Observou-se na evolu¢do da soma dos escores de consumo ao longo de 24, 48 e 72
horas, que a taxa de herbivoria aumentou significativamente somente no grupo controle. Os
extratos de Sematophyllum subsimplex sio eficientes em promover agdo fagodeterrente,
porém, nenhuma das concentragdes utilizadas é mais eficiente que outra (Figura 5).

Os resultados dos tratamentos 2, 3 e 4 se sobrepdem. O grupo de lagartas que recebeu
o tratamento 1 apresentou escores ligeiramente maiores que 0s outros tratamentos, 0 que vai
de encontro a ideia de que concentracdes maiores de extratos promovem uma acido
fagodeterrente mais forte. Entretanto os testes de hipoteses indicaram que a superioridade dos

escores do tratamento 1 com relagcdo aos outros tratamentos néo sio significativas.
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Figura 5: Evolugio da soma dos escores de herbivoria de Spodoptera
frugiperda em 2 instar entre as diferentes concentracdes de
Sematophyllum subsimplex ao longo de 24, 48 ¢ 72 horas de consumo.

De acordo com o observado nesta avaliagdo, desconsiderando fatores externos, a
aplicacio de 0,25 pg/ul de extrato de S. subsimplex ¢ suficiente para controlar as lagartas de
Spodoptera em 2° instar. Esse fato demonstra que concentragdes menores de extratos também
podem ter efeito positivo. Sidhu et al. (2004) também encontrou resultados positivos com
pequenas concentracdes no estudo com extratos etanolicos de espécies de Asteraceae.

A composic¢do quimica volatil do musgo em estudo foi identificada (Moraes et al., in
prep.) € com base nos resultados obtidos, observou-se quantidades significativas de
sesquiterpenos, acidos graxos e aldeidos. Segundo autores (Ande et al, 2010; Haines e
Renwich, 2009; Labbé et al. 2005, Parker et al. 2007, Davidson et al. 1989), ja foi
comprovado para estas classes de compostos secundarios atividade fagodeterrente quando
testado com espécies de lagartas, incluindo a Spodoptera frugiperda

Markham et al. (2006) avaliaram a defesa de seis espécies de musgos sobre a lagarta-
da-espiga Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera) e Spodoptera frugiperda J. E. Smith nas
concentracdes do extrato semelhantes as trabalhadas neste estudo (0,1, 0,3, 0,6, 0,9 1,4 e 2,1
ug/ul) onde foi comprovada a fagodeterréncia.

Frahn & Kirchoof (2002), testaram a atividade do extrato etandlico do musgo Neckera
crispa, contra lesma Arion lusitanicus em concentracdes de 2,5% 1,0% e 0,5% semelhantes as
utilizadas neste estudo, confirmando atividade fagodeterrente para as concetragdes de 1% ou
0,5%. Nesta pesquisa as concentragcdes de 1% e 0,5% também mostraram atividade

fagodeterente.
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Os resultados encontrados neste estudo estdo de acordo com os resultados dos
trabalhos dos autores supracitados o que demonstra que os musgos tem grande potencial para
apresentar atividade fagodeterrente.

Os valores gerados pelos escores de consumo foliar (maioria 1), para S. frugiperda
nesta pesquisa, revelou um valor baixo para herbivoria, demonstrando a pouca ingestdo do

alimento tratado com o extrato de Sematophyllum subsimplex em lagartas de 2°instar.

3.3.2. MORTALIDADE

3.3.2.1. Apés 24 horas

Nesta primeira observa¢do constatou-se uma lagarta morta tanto no tratamento 1,
como também no Grupo de Controle, sendo entdo por este motivo que o Teste de Fisher ndo
foi realizado. Este teste possui um nivel de confianga de a = 0,05 sendo unilateral, pois se
pressupde que o nimero de lagartas mortas nos respectivos tratamentos € maior que no grupo
de controle, ou, de outra forma, o nimero de lagartas vivas ¢ menor nos respectivos
tratamentos que no grupo de controle.

O Teste de Fisher foi realizado para verificar as diferencas entre os Tratamentos 2, 3 e

4 com o Tratamento 1, visto que neste ultimo existe uma lagarta morta e nos demais nenhuma
(Tabela 7).

Tabela 7. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para o Tratamentos 1 € os Tratamentos 2 ou
3 ou 4 de extratos da espécie Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. com lagartas do milho no 2°
instar, realizado apds 24 horas.

Tratamento 1 Tratamento 2 ou 3ou4d Total
2,00 pg/ul 2,00 ou 0.25 pg/ul
Viva 4 5 9
Morta 1 0 1
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,5000
p-valor (Tocher) 0,3000

O resultado do teste demonstra que nao ha diferencas significativas para mortalidade
entre os tratamentos aplicados ( p-valor (Fisher) = 0,5000), ou seja, apos 24horas de contato
das lagartas com o alimento tratado com o extrato de S. subsimplex ndo se observou variagdes

significativas com relag@o a mortalidade que indiquem algum efeito inseticida.



79

3.3.2.2. Apés 48 horas

Neste momento, o Teste de Fisher comparou o Grupo de Controle ao Tratamento 1, ao
Tratamento 2 e aos Tratamentos 3 e 4 jA que estes dois dltimos apresentaram o0 mesmo
numero de lagartas mortas. Observou-se que o nimero de mortes (Tabela 8) no Grupo
Controle e no grupo que recebeu os Tratamentos 1 sfo estatisticamente iguais (p-valor
(Fischer) = 0,5000).

Tabela 8. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para o Grupo de Controle e Tratamento
1 de extratos da espécie Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. com lagartas do milho no 2°

instar, realizado ap6s 48 horas.
Controle Tratamento 1 Total
Nenhum extrato 2,00 pg/ul

Viva 4 3 7
Morta 1 2 3
Total 5 5 ”
p-valor (Fisher) 0,5000

p-valor(Tocher) 0,0833

Tabela 9. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 2 de
extratos da espéciec Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt., com lagartas do milho no 2° instar,
realizado apos 48 horas.

Controle Tratamento 2 i
Nenhum extrato 1,00 pg/ul
Viva 4 0 P
Morta 1 5 6
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0.,0238

O nimero de mortes no grupo que recebeu o Tratamento 2 (Tabela 9) é
significativamente maior que no Grupo de Controle ( p-valor (Fisher) = 0,0238), sendo
observado a existéncia de uma agdo inseticida do extrato de S. subsimplex numa concentracio
de 1,00 pg/ul sobre lagartas do milho no 2° instar.

Verificou-se que o nimero de mortes nos grupos que receberam os Tratamentos 3 e 4

(Tabela 10), € significativamente maior que no Grupo de Controle (p-valor (Tocher)=0,0238),
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sendo também observado a existéncia de uma ac#o inseticida do extrato de S. subsimplex em

concentra¢des de 0,5 ou 0,25 pug/ul sobre lagartas do milho no 2° instar.

Tabela 10. Namero de lagartas vivas e mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 3
ou 4 de extratos da espécie Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. com lagartas do milho no 2°
instar, realizado apos 48 horas.

Controle Tratamento 3 ou 4

Nenhum extrato 0,50 ou 0,25 pg/ul Tntel
Viva 4 2 6
Morta 1 3 4
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,2619
p-valor (Tocher) 0,0238

3.3.2.3. Anilise apés 72 horas

Todos os tratamentos diferem do Grupo de Controle em relag@o ao numero de lagartas
mortas e os Tratamentos 2 e 4 possuem o mesmo nimero de lagartas mortas (100%).

O numero de mortes no grupo que recebeu o Tratamento 1 (Tabela 11), ¢é
significativamente maior que no Grupo de Controle (p-valor (Tocher)= 0,0238), sendo
observada a existéncia de uma agfo inseticida do extrato de S. subsimplex numa concentra¢ao

de 2,00 ug/ul sobre lagartas do milho no 2° instar.

Tabela 11. Namero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 1 de
extratos da espécie Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt., com lagartas do milho no 2° instar,
realizado apos 72 horas.

Controle Tratamento 1 Total
Nenhum extrato 2,00 pg/pl
Viva 4 2 6
Morta | 3 4
Total 5 5 10
p-valor (Fischer) 0,2619
p-valor (Tocher) 0,0238

A Tabela 12 demonstra que o nimero de mortes no grupo que recebeu o Tratamento 3
¢ significativamente maior que no Grupo de Controle (p-valor (Tocher)= 0,0040), sendo
observada a existéncia de uma ag3o inseticida do extrato de S. subsimplex numa concentragio

de 0,50 pg/ul sobre lagartas do milho no 2° instar.
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Tabela 12. Namero de lagartas vivas e mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 3
de extratos da espécie Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt., com lagartas do mitho no 2° instar,
realizado ap6s 72 horas

Controle Tratamento 3 Total
Nenhum extrato 0,50 pe/pl
Viva 4 1 5
Morta 1 4 5
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,1032
p-valor (Tocher) 0,0040

A Tabela 13 demonstra que o nimero de mortes nos grupos que receberam os
Tratamentos 2 ou 4 ¢ significativamente maior que no Grupo de Controle (p-valor (Fisher) =
0,0238), sendo constatada a existéncia de uma acdo inseticida do extrato de S. subsimplex em

concentragdes de 1,00 ou 0,25 pg/ul sobre lagartas do milho no 2° instar.

Tabela 13. Nimero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle e Tratamentos 2 ou
4 de extratos da espécie Sematophyllum subsimplx, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apds
72 horas.

Controle Tratamento 2 ou 4

Nenhum extrato 1,00 ou 0,25 pg/ul Total
Viva 4 0 4
Morta 1 5 6
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,0238

Fazendo a comparac@o entre os tratamentos, observou-se que quanto a mortalidade
(Tabela 14), todos foram estatisticamente iguais, ou seja, comparando-se os Tratamentos 1, 2
(ou 4) e 3 ndo se produz diferencas no nimero de lagartas mortas. Qualquer um dos
tratamentos produz efeito inseticida. Pode-se dizer que o que 0 nimero de mortes nos grupos
que receberam os Tratamentos 2 ou 4 ¢ estatisticamente igual ao Tratamento 1, assim como

ao Tratamento 3.
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Tabela 14. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para o Tratamento 1 e Tratamentos
2 ou 4 de extratos da espécie Sematophyllum subsimplex, com lagartas do milho no 2° instar,
realizado apoés 72 horas.

Tratamento 1 Tratamento_il ou 4 Total
2,00 pg/pl 1,00 ou 0,25 pg/ul
Viva 2 0 2
Morta 3 5 8
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,2222
p-valor (Tocher) 0,2222

Verificou-se que o nimero de lagartas vivas 4s 24, 48 e 72 horas diferiu
significativamente (p-valor < 0,05) para todos os periodos de avaliagdo, uma vez que os
discos foliares de milho submetidos a aplicagio do extrato de S. subsimplex apresentaram as
menores taxas de sobrevivéncia do inseto em comparagdo com o grupo controle.

Em todas as concentracdes de extratos de Sematophyllum subsimplex (Figura 6),
ocorre uma mortalidade acentuada, pois as linhas que representam estes tratamentos
apresentam um declinio rapido. Ademais, no Grupo de Controle ndo existe progressdo
nenhuma no nimero de lagartas mortas durante o tempo em que estes individuos foram
observados. Apesar dos Testes de Fisher indicarem a inexisténcia de diferencas significativas

entre os tratamentos, os resultados observados mostram diferencgas nos valores.

100
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o
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= el==Tratamento 1
-
2 = 12,00 3:2/31)
é &0 4
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Figura 6. Evolucdo da proporcdo de Spodoptera frugiperda vivas
entre diferentes concentracbes de extratos de Sematophyllum
subsimplex. Avaliagio ao longo de trés dias (24, 48 ¢ 72) de contato
do inseto com o alimento tratado.
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Os resultados estdo de acordo com outras pesquisas realizadas também com aplicagéo
de extratos de plantas em folhas de milho ou em dieta artificial. Castro et al. (2008)
realizaram um bioensaio utilizando diferentes concentragdes dos extratos aquosos de Piper.
tuberculatum Jack. que foram oferecidas as lagartas na forma de folhas previamente tratadas e
apresentaram mortalidade em todas as concentragdes.

Roel et al. (2000) em seu trabalho sobre o efeito do extrato de Trichilia pallida Swartz
(Meliaceae) no desenvolvimento e sobrevivéncia da lagartado-cartucho, concluiram que os
extratos impregnados em folhas de milho, causaram 100 % de mortalidade larval. Nesta
pesquisa, com extrato de S. subsimplex somente ocorreu 100% de mortalidade nos
tratamentos 2 (1pg/ul) e 4 (0,25ug/ul).

Tagliare (2010) testou o efeito de 20 extratos de plantas, em dieta artificial sobre
larvas de 2 instar de S. frugiperda, considerando a mortalidade larval, todos os extratos
obtidos por macerag@o e infusdo apresentaram toxicidade as lagartas quando comparados a
testemunha. Da mesma forma neste estudo, todas as concentra¢des do extrato apresentaram
diferenca significativa quanto a testemunha indicando efeito téxico.

Em linha de pesquisa semelhante, Rodriguez ¢ Vendramim (1997), testaram diferentes
extratos de melidceas e observaram que apenas os extratos de 7richilia pallida Swartz, Melia
azedarach L. e Cabralea canjerana (Vell) Mart. causaram 100% de mortalidade sobre S.
frugiperda. Da mesma forma, Martinez (2001) relatou que Cymbopogon winterianus Jowitt
causa repeléncia e mortalidade de S. frugiperda. A maior mortalidade larval foi observada
com 0 extrato de P. alliacea, cujo valor foi de 98%.

Sendo assim, os dados desse estudo estdo de acordo com as afirmac¢des de Rodriguez;
Vendramim (1996), destacando que o efeito das plantas inseticidas na sobrevivéncia dos
insetos € mais eficiente na fase larval, pois estes sdo mais sensiveis a0 composto, ingerindo as
substancias quimicas presentes no alimento tratado com o extrato.

Segundo Roel (2001) a extensdo dos efeitos dos extratos e o tempo de agdo das
substancias inseticidas sdo dependentes da dosagem utilizada, entretanto os efeitos menos
intensos, porém mais duradouros se apresentam nas dosagens menores.

No estudo da atividade biolégica de extratos vegetais € importante a selecio de
bioensaios para deteccdo do efeito especifico. Os sistemas de ensaio devem ser simples,
sensiveis e reprodutiveis, buscando modelos experimentais de facil obtengdo e aplicagio, que
se enquadrem na melhor op¢do para o agricultor de baixa renda, que normalmente nio dispde

de recursos econdmicos e técnicos para aquisi¢do e aplicag@o de produtos.
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A vantagem de se testar os extratos de bri6fitas como alternativa de controle de insetos
¢, segundo Ande (2010), a facilidade de aplicac@o, disponibilidade, segurancga e baixo custo o
que pode proporcionar ao produtor um controle dentro dos padrdes de sustentabilidade e
rentabilidade. Os trabalhos relacionados ao combate de diferentes espécies de lagartas,
incluindo S. frugiperda, através do controle alternativo com o uso do extrato de briofitas, sdo
poucos e fora do pais, porém com resultados positivos (Markham et al. 2006; Haines e
Renwick, 2009; Ande, 2010, Asakawa, 1981, 1982)

Moraes et al., (in prep.), estudaram a composi¢do quimica volatil de S. subsimplex e
identificaram compostos das classes dos aldeidos, terpenos (sesquiterpenos), acidos
carboxilicos, compostos fenolicos, hidrocarboneto aromatico, ester, éter, cetona e alcool.
Existe a necessidade de um estudo maior sobre este grupo de plantas, ampliando o
conhecimento da atividade dos seus componentes quimicos de interesse, a fim de tornar o uso
dessas plantas uma realidade dentro do contexto agronémico.

Diante dos resultados, pode-se concluir que baixas concentragGes do extrato de
Sematophyllum subsimplex como 0,25 pg/ul sdo suficientes para o controle de S. frugiperda,
pois apresentou efeito fagodeterrente e inseticida, sendo indicado para controle das lagartas do
milho no 2° instar.

Embora os extratos tenham revelado efeito fagodeterrente e inseticida, sendo este um
estudo preliminar, sugere-se a continuidade dos estudos no sentido de isolar, quantificar e
produzir derivados responsaveis pelos efeitos encontrados, na perspectiva de apresentar um
produto compativel com as necessidades da populagdo e o nivel de exigéncias do consumidor
atual.

Assim, o avango nessa linha de conhecimento torna-se de fundamental importancia
para auxiliar no controle das pragas para aqueles produtores que sdo adeptos a agricultura

organica.
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4. EFEITO DE EXTRATO DE Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill.
Hall. (Bryophyta) NO CONTROLE DE Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepideptera: Noctuidae) EM MILHO (Zea mays L.)

RESUMO

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda J. E. Smith é considerada praga-chave da
cultura do milho, por danificar os seus diferentes estadios fisiologicos, causando danos
economicamente significativos na produggo. O controle deste inseto é realizado com produtos
quimicos sintéticos que acarretam diversos problemas ambientais. O uso de extratos vegetais
vem sendo uma pratica cada vez mais constante, onde possibilita a aplicagio de uma
substincia de baixa toxicidade ao ambiente, preservando o agro-ecossistema. As bridfitas
podem ser utilizadas para este fim pelas positivas evidéncias dos estudos da atividade
inseticida e/ou fagodeterrente, no controle deste inseto. O objetivo do trabalho foi avaliar o
efeito do extrato etandlico do musgo Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill.
Hal. (Bryophyta) em diferentes concentragdes em larvas de 2° instar da lagarta-do-cartucho, S.
Jrugiperda em folhas de milho. O experimento foi conduzido no Laboratério de Bioecologia
de Insetos da Universidade Federal Rural da Amazénia (UFRA), no ICA, sob temperatura de
24 = 2°C e umidade relativa de 70 £ 10%. O bioensaio foi realizado com 25 lagartas, o
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (2,0%; 1,0%; 0,5% e 0,25%
ug/ul e o controle com DMSO) e cinco repeti¢des. Cada repeti¢do foi composta por uma
larva de 2° instar, contendo discos foliares de milho tratados com extrato de L. martianum. As
avaliacOes de herbivoria e mortalidade foram realizadas apos 24, 48 e 72 horas da aplicac¢do
do extrato. Os resultados foram submetidos 4 analise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste U de ManWitney, para fagodeterréncia e para mortalidade foi aplicado teste de
Fischer com modificacdo de Tocher. Todos os testes com nivel de confianca a = 0,05 e as
analises feitas pelo BioEstat 5.0. Os resultados demonstraram fagodeterréncia independente
da concentracdo. Para mortalidade o tratamento na concentragdo de 0,25ug/ul apresentou
efeito toxico apos 48 horas. Este trabalho é o primeiro no Brasil a testar os efeitos inseticida
e/ou fagodeterrente de L. martianum servindo como subsidio para pesquisas futuras

Palavras-chave: Bri6fitas, Extratos vegetais, Fagodeterrencia, Inseticida

Artigo a ser submetido na Archives of Biological Science Belgrade
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Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hal. (Bryophyta) extract effect on
the control of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) in corn (Zea

mays L.)

ABSTRACT

The fall armyworm Spodoptera frugiperda JE. Smith is considered key pest of corn, by
damaging their different physiological stages, causing economically significant damage to
production. The control of this insect is made using synthetic chemicals that lead to many
environmental problems. The use of plant extracts has been a more and more constant
practice, which permits the use of a substance of low toxicity to the environment, while
preserving the agroecosystems. The bryophytes can be used for this purpose by the positive
evidence of the studies on insecticidal and/or antifeedant activity, in the control of this insect.
The aim of this work was to evaluate the effect of the ethanol extract of the moss Leucobryum
martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hal. (Bryophyta) in different concentrations on 2nd
instar larvae of fall armyworm, S. frugiperda on corn leaves. The experiment was conducted
in Laboratério de Bioecologia de Insetos of the Universidade Federal Rural da Amaz6nia
(UFRA), in ICA, under temperature of 24 + 2 °C and relative humidity of 70 + 10%. The
bioassay was conducted with 25 caterpillars, a completely randomized design, with five
treatments (2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 pg/pL and the control with DMSO) and five replications.
Each repetition was made up of one 2nd instar larva, containing corn leaf discs treated with L.
martianum extract. The evaluations of herbivory and mortality were performed after 24, 48
and 72 hours of the extract application. The results were submitted to analysis of variance and
the means compared by the Mann-Whitney U test, to antifeedant effect and mortality was
applied the Fischer’s test with Tocher’s modification. All tests with o= 0.05 confidence level
and analyzes made by BioEstat 5.0 software. The results showed antifeedant effect
independent of concentration. For mortality the treatment at concentration of 0.25 pg/uL
showed toxic effect after 48 hours. This work is the first in Brazil to test the insecticide and/or
antifeedant activity of L. martianum, serving as a resource for future researches.

Keywords: Bryophytes, plant extracts, antifeedant effect, insecticide
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4.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma cultura de grande importancia para a economia no
mundo com destaque pelo papel que cumpre na cadeia alimentar (alimentacdo humana e
animal), por seu valor agrondmico no sistema plantio direto, como também na inddstria
quimica e alimenticia, de onde se obtém mais de quinhentos derivados (Alves e Amaral,
2011; Casa et al. 2006).

O Brasil ocupa o terceiro lugar em produgio de grios, sendo o milho cultivado em
95,6% dos municipios brasileiros (Agrianual, 2007). O levantamento nacional, referente a
2012, registra um acréscimo de 9,0% na 4rea plantada e 1,3% no rendimento médio,
apresentando variag8o positiva na estimativa de produgo de 1,6% na 1 safra (34.827,7) e
30,2% na 2° safra (46.179,5), quando comparados com o ano anterior (IBGE, 2012; CONAB,
2013). Entretanto, existem alguns fatores que contribuem para a perda de produtividade desta
cultura, destacando-se os insetos-praga.

A lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) é
considerada praga-chave da cultura do milho. Est4 presente em todos os anos de cultivo,
ocorrendo em todo o ciclo da planta, causando danos economicamente significativos na
producdo, onde as perdas podem alcancar 34% a 60%, variando em funcdo da cultivar
utilizada, da fase fenologica, do sistema de produgio empregado e do local de plantio. Apesar
dos grandes avangos em pesquisa, ainda é a praga de maior preocupacao deste vegetal, ndo
somente no Brasil como em outros paises da América (Carvalho, 1970; Cruz e Turpin, 1982;
Barros, 2012; Cruz, 1995, 1997; Cruz et al. 1999; Sarmento et al. 2002; Valicente e Cruz,
1991).

O controle de Spodoptera. frugiperda é ;realizado principalmente por meio inseticidas
quimicos sintéticos (Borba et al. 2003; Henandez e Vendramim, 1996; Valicente e Fonseca,
2004). O uso intensivo tem, reconhecidamente, promovido diversos problemas de
contaminagdo ambiental (alimentos, solo e agua), desequilibrio biologico; resisténcia de
patogenos e insetos-praga a certos principios ativos; reducio da biodiversidadade, bem como,
intoxicacdo animal e humana (Bettiol; Morandi, 2009; Borba et al. 2006).

Uma alternativa de controle para este inseto-praga, visando evitar prejuizos na
produgio e riscos a satide, € a utilizagdio de produtos provenientes de plantas em substitui¢do
a0s inseticidas altamente t6xicos. O uso de extratos vegetais vem sendo uma pratica cada vez

mais constante para os agricultores, principalmente da linha de produg@o organica
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(INNECCO, 2006) e agricultura familiar. E uma opgdo vidvel, barata e bastante promissora,
alem do que sdo compativeis com programas de manejo integrado de pragas (MIP) (LeZo,
1996; Santiago et al. 2008; Smith, 2005; Souza, 2004; Viegas-Junior, 2003).

Neste sentido, as britfitas (musgos, hepaticas e antoceros) tem sido alvo de pesquisas
quanto as analises dos seus compostos biologicamente ativos que possam ser utilizados para
protecdo de culturas (Adebiyi et al. 2012; Adio 2005a, b; Asakawa, 1982, 1990a, b, 1993,
1995, 1997, 1999, 2007, 2008; Bhattarai et al., 2008; Cansu et al. 2013; Clarke e Robinson,
2008; Dey e Nath De 2012; Fatoba et al. 2003, 2012; Fran e Kirchhoff, 2002; Frahm, 2004;
Guo Lei. et al. 2008; Jockovic, 2008; Nagashima et al. 2002; Pejin et al. 2012; Rauha et al.
2000; Sabovljevic A. et al. 2010, 2011, 2012; Sabovljevic M. et al. 2001; Xie e Lou, 2009).

Roel (2001) e Cruz et al. (2006) reportam que a maioria dos compostos destas plantas
conferem estratégia de sobrevivencia e prote¢io como mecanismos de defesa a patogenos e
resisténcia a insetos, caramujos, lesmas, provocando vérios efeitos sobre pragas como
toxicidade, repeléncia, inibi¢io de oviposi¢io e da alimentacdo, alteragdes no sistema
hormonal, causando distirbios no desenvolvimento, deformagdes, infertilidade e mortalidade
nas diversas fases. Também sfo reportadas propriedades e aromas caracteristicos como
pungéncia e amargor.

Os extratos de bridfitas principalmente musgos e hepaticas tem comprovado a
atividade dos seus compostos em vérias pesquisas no controle de distintas espécies de
Spodoptera demostrando acdo antifigica (fagodeterrente), como em Frahm e Kirchhoff
(2002) que estudaram o efeito de extratos alcodlicos em diferentes concentragdes de Neckera
crispa Hedw (musgo) e Porella obtusata (Taylor) Trevis. (hepatica) sobre lesmas que atacam
a alface (Lactuca sativa L.) e perceberam que ambas as espécies produziram efeitos
antifagicos sobre o molusco.

Benesova et al. (1969) isolaram um sesquiterpeno — pungsona- da hepatica Aneura
pingues, onde este composto apresentou forte efeito antifagico; Wada & Munakata (1971)
testaram a atividade deste composto sobre a lagarta Spodoptera litioralis (Boisd.)
(Lepidoptera) e observaram uma inibig¢3o da alimentagio na concentracio de 0.5%:; Labbe” et
al. (2005) analisaram os compostos quimicos de Balantiopsis cancellata (Nees) Steph. com o
mesmo inseto e comprovaram resultado positivo para fagodeterrencia; Haines e Renwick
(2009) compararam a aceitabilidade e qualidade de quatro espécies de musgos pela lagarta
Trichoplusia ni Hubner (Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae) e os resultados também

evidenciaram fagodeterrencia.
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Para atividade inseticida, Frahm (2004) relatou que espécies do género Sphagnum
(musgo) foram descobertas como eficiente repelente de carrapatos em uma fazenda nos
Estados Unidos gerando patentes, Markham et al. (2006) avaliaram esta atividade em espécies
de musgos contra os insetos S. frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) e Helicoverpa
zea Boddie (Lepidoptera) com resultado positivo; Ande et al. (2010) também avaliaram
espécies de musgos contra a lagaﬁa da broca do caule do milho comprovando atividade
toxica.

Entre outras atividades de importancia pode-se citar a antibacteriana: (Basile et al.
1999, McCleary et al. 1960, Pinheiro et al. 1989; Vidal et al. 2012) e antifungica: (Asakawa et
al. 1976). Shuster et al. (2004) mostraram atividade antifungica contra fungos fitopatogénicos
como Phythophora infestans (Mont.). No Brasil Pinheiro et al. (1989) e Vidal et al. (2012)
testaram € comprovaram atividades antibacterianas para espécies de musgo e hepatica.

Este trabalho € o primeiro estudo com briofitas na Amazénia e no Brasil, que vem
testar de uma maneira aplicada as atividades inseticida e/ou fagodeterrente de extrato de
musgos, com a proposta de que as britdfitas podem ser utilizadas de varias formas para
proteger e manter os processos de produ¢do agricola com maior sustentabilidade.

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do extrato etandlico do musgo
Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hal. (Bryophyta) em diferentes
concentra¢des em larvas de 2° instar da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda em folhas

de milho em condig¢des controladas.
4.2. MATERIAL E METODOS
42.1 SELECAO, COLETA E IDENTIFICACAQO DO MATERIAL BOTANICO.

A espécie escolhida para esta pesquisa foi o musgo Leucobryum martianum
(Hornsch.) Hampe ex Miill. Hal. A selegdo foi baseada em literatura, onde foram observadas
atividades antimicrobianas e fagodeterrentes de taxons pertencentes ao mesmo género ou
espécie da selecionada para este trabalho, como de Haines e Renwick (2009) e Pinheiro et al.
(1989). Outro critério levado em consideragd@o foi a ocorréncia da espécie em toda a regido
Amazonica e a facil adaptacio em diferentes ambientes (Moraes, 2006; Tavares et al. 2013).

As amostras foram coletadas em um fragmento de Floresta Amazdnica no Parque
Ecolégico de Gunma, municipio de Santa Barbara, Pari, Brasil, (01°13°00.86°S e
48°17°41.18°W), com uma area de 400 ha de floresta nativa tropical imida e 140 ha de area
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aberta para uso multiplo, a qual tem sofrido diversas alteracdes em decorréncia do
crescimento urbano, sendo o Parque drenado pelos igarapés Tracuateua e Tauari€ (Almeida et
al. 2003).

O material foi coletado em sacos de papel, em floresta secundaria de terra firme,
proxima do igarapé e da entrada das parcelas dos igapds, sobre solo, seguindo a metodologia
de Yano (1989), sendo submetido a secagem a temperatura ambiente.

Os procedimentos de identificaciio e separacio foram realizados no Laboratério de
Briologia do Museu Emilio Goeldi, pela autora do trabalho que é especialista em bridfitas,
através de literatura especializada (Yano, 1992). A classificacio taxondmica adotada foi a de
Goffinet et al. (2008) e o material testemunho encontra-se depositado no Herbario Jodo Murga
Pires do Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém, Para, Brasil.

Apods a triagem, o material botanico foi lavado, seco ao sol e conservado em local
refrigerado. As briofitas de diferentes géneros e espécies, ocorrem juntas em tufos, tapetes ou
moitas em seu habitat natural (Richards, 1984), por esse motivo, foi feita a separagdo
minuciosa apenas dos espécimes do musgo pertencente ao estudo, com auxilio de pinga

(Flume 5) e estereomicroscopico (Leica, Wild M3Z), usando-se a planta inteira (gametofito).

422 PREPARO DO EXTRATO ETANOLICO

A preparagdo foi realizada no Laboratério da Central de Extracio Quimica da
Universidade Federal do Para (UFPA). A amostra seca de L. martianum (gametoéfito) foi
pesada (16,13g, peso minimo) em balanca de precisio, (marca SHIMADZU, modelo AY220),
ap6s foi triturada em liquidificador e acondicionada em Erlenmeyer. Foi adicionado Etanol
PA (600 ml) até a completa submersdo do material, sendo o recipiente vedado com folha de
aluminio.

O procedimento consistiu em trés extracdes por maceragio a frio, utilizando etanol
PA, sendo o material a cada dois dias, filtrado a vacuo e remacerado, renovando somente o
liquido extrator, para assegurar que o maior nimero de substancias fosse extraida desta matriz
vegetal, por um periodo de 6 dias.

O volume obtido (extrato bruto) de cada etapa foi reunido em um baldo volumétrico,
apos, concentrado em rotavapor (marca Biichi, modelo R-3), sob pressdo reduzida (45°C +
1°C), para tornar minima, possiveis degrada¢des dos constituintes quimicos devido a agéo da

temperatura elevada (Barbosa, 2004; Simdes et al. 2000).
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A massa contida no baléo foi adicionado metanol apenas para facilitar a dissoluco do
contetido da parede do balio, e entdio ser feita a transferéncia para um frasco de vidro tarado e
levado a capela de fluxo laminar até a evaporacio total do liquido extrator. O teor extrativo
foi determinado pela massa seca de 167,3 mg (rendimento) de extrato etandlico de

L.martianum.

423 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES

O extrato etandlico de L. martianum foi diluido em dimetilsulféxido (DMSO). Foi
preparada uma solugdo estoque, na concentragio de 20mg/10ml, relacio massa do
extrato/volume solvente. A partir desta solugdo foram preparados os tratamentos utilizados no
experimento nas concentragdes de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ul de acordo Markham et al. (2006),
adaptado. Para o grupo controle foi usado DMSO diluido em agua destilada.

4.2.4. BIOENSAIOS EM LABORATORIO
4.2.4.1. Criacao de Spodoptera frugiperda

A criagdo das lagartas foi realizada no Laboratério de Bioecologia de Insetos
(LABIN/ICA/UFRA), em ambiente climatizado regulado a 24 + 2°C, umidade relativa de 70
+ 10%. A coleta inicial das lagartas foi feita em uma area de cultivo de milho préxima ao
Departamento de Solos da Universidade Federal Rural da Amazoénia (UFRA), assim como,
em plantas cultivadas em vasos com adubag@o padrao e mantidas em casa de vegetacio. Os
insetos foram posteriormente colocados individualente em caixa gerbox plasticas
transparentes de 12 x 12 x 3cm, contendo dieta natural (folhas de milho) para obtengdo da
coldnia inicial das larvas.

Ao transformarem-se em pupas, as larvas foram transferidas para novas caixas gerbox
limpas, com papel filtro umedecido para manter a umidade. Ap6s a emergéncia, as mariposas
foram mantidas em tubos de PVC (cloreto de polivinila) de 30cm de didmetro por 40cm de
altura, revestidas internamente com papel de filtro para facilitar a postura, com a parte inferior
apoiada em prato plastico revestido com papel filtro e a parte superior tampada com filme
plastico perfurado para entrada de ar.

A alimentac@o das mariposas foi realizada com solugo de mel a 10%, a qual colocada

dentro de uma placa de petri, embebida em pedagos de algodio, renovados a cada dois dias.
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As posturas foram retiradas recortando a massa de ovos juntamente com o papel e
acondicionadas em caixas gerbox esterilizadas. As larvas recém-eclodidas eram transferidas
com pincel para gaiolas feitas de garrafas Petis (Maia et al. 2004), adaptadas para lagartas.
Foram colocadas folhas de milho novas dentro das garrafas, apoiadas em disco de
isopd (com abertura no centro), contendo agua no fundo para manter a turgidez das folhas.
Apoés o primeiro instar, as larvas foram colocadas em copos descartaveis contendo a dieta
artificial de Bowling (1967): inicialmente 100 gramas de feijao foi cozido e triturado com 275
mL de 4gua destilada; adicionou-se a levedura de cerveja (15 g), acido ascorbico (3g), nipagin
(1g) e benzoato de sddio (0,5g), dissolvidos em 100ml de agua destilada; posteriormente
1,0ml de formaldeido e Agar (9g) previamente dissolvidlo em 250ml de agua, sob

aquecimento.
4.2.4.2. Experimento: teste por ingestio sem chance de escolha

O bioensaio foi realizado com 25 lagartas de 2° instar, individualizadas em placa de
petri de 10cm, contendo um disco foliar de milho, para observagido da eficacia do extrato
etanolico de L martianum por ingestdo de dieta natural.

A viabilidade larval de S. frugiperda foi avaliada usando-se diferentes concentra¢des
dos extratos etandlicos brutos de L martianum. Para os testes foram aplicados cinco
tratamentos (2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 ug/ul) e o controle (DMSO diluido em agua destilada). As
concentra¢des foram baseadas em trabalhos realizados com extratos de britfitas no controle
de insetos, incluindo a ordem Lepidoptera e a espécie S. frugiperda (Borgoni ¢ Vendramim,
2005; Markham et al. 2006; Labbe” et al. 2005; Haines e Renwick, 2009, com adaptagdes).

E importante considerar que a sensibilidade das lagartas aos compostos secundarios
diminui conforme o seu desenvolvimento larval avanca (Bellanda e Zucoloto, 2009). Este
instar foi escolhido em decorréncia deste fato, mas também para que o controle pudesse ser
testado no inicio da fase larval, quando a preferéncia alimentar e as infestagOes
frequentemente se concentram nas folhas jovens (Harrison, 1984; Hoy e Shelton, 1987),
Desta forma, impedindo o seu crescimento até os instares posteriores, fases em que se
instalam nas folhas do cartucho, perfuraram a base da planta, infestam e danificam a espiga,
causando danos a plantacio (Parra et al. 1995; Gassen, 1996).

As sec¢des foliares de milho foram cortadas com um perfurador tipo scrapbook,
obtendo-se discos de 2,3 cm de didmetro e lavadas em agua destilada para evitar

contaminacdo. Nestas foram pipetados 50 pL dos respectivos tratamentos. Os discos foram
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mantidos em placas de Petri, em temperatura ambiente, até a evaporagdo do solvente. Apos as
placas de petri foram previamente forradas com discos de papel de filtro umedecidos (para

preservar a turgescéncia dos discos foliares) as quais receberam uma lagarta, cada.

4.2.4.3. Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e cinco

repeti¢des. Cada repeticio foi composta por uma larva de 2° instar (Figura 1).
& T1 T2 T3 T4

OO0
OO0
O0O0O0OO0O

Figura 1. Croqui do teste por ingestdo -sem chance de escolha com Spodoptera frugiperda
tratado com extrato de Leucobryum martianum (Hornsch.) hampe ex Miill. Hall. C. Grupo
controle; T1. Tratamento com 2,0 pg/pL; T2. Tratamento com 1,0 pg/uL; T3. Tratamento
com 0,5 pg/pL; T4. Tratamento com 0,25 pg/ul.

4.2.4.4. Analise dos dados

Foram analisados o consumo alimentar/herbivoria e a mortalidade das lagartas em 24,
48 e 72 horas ap0s a realizacdo do experimento. Para a primeira analise foi elaborada uma
escala de dano foliar relativa (0 a 5), adaptada de Markham et al. (2006), como uma
ferramenta de comparagio quantitativa para determinar a porcentagem de consumo de
alimento/herbivoria nos discos foliares de milho. Os escores 0, 1, 2, 3, 4 e 5 representam
respectivamente, 0%, 1-25%, 26-50%, 51-75%, 76-99% e 100% de dano foliar. A taxa de
mortalidade foi medida contabilizando o nimero de morte das lagartas ao dia, sendo as
mesmas retiradas das placas apos constatagdo de morte.

Os dados experimentais contabilizados as 24, 48 e 72 horas foram submetidos a

analise de varidncia, para fagodeterréncia, e suas médias comparadas pelo teste U de Mann-
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Whitney (Siegel, 1956). O teste foi aplicado para avaliar a significincia das diferencgas entre o
grupo de controle e cada grupo de tratamento, além de verificar possiveis diferencas entre os
tratamentos. Todos os testes s@o unilaterais, utilizam um nivel de confianga de o = 0,05.

Pressupondo que o mimero de lagartas mortas nos tratamentos é maior que no grupo
controle foi aplicado o teste de Fischer (Siegel, 1956), com nivel de confianga o= 0,05. Neste
caso, foi verificada a significdncia das diferengas entre as frequéncias de duas amostras
independentes (controle x cada um dos tratamentos). Neste desenho, as amostras foram
pequenas, para tanto foi utilizada a Modificagiio de Tocher, o qual verifica a significincia de
diferencas nio tdo extremas. Ambos os célculos representam a prova estatistica mais poderosa
para dados dispostos em tabelas 2 x 2 (Siegel, 1956).

Todas as analises foram realizadas através do software BioEstat 5.0 (Ayres et al.
2007).

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. FAGODETERRENCIA

4.3.1.1. Apés 24 horas

De acordo com a soma dos escores dos tratamentos (figura 2) houve um menor
consumo foliar nos tratamentos em rela¢do ao grupo controle. Entretanto, apos a aplicacio do
Teste U de Mann-Whitney ndo foi encontrada diferengas significativas entre o controle e os
demais tratamentos (P-valor=0,0586) (Tabela 1).

Apbs 24 horas as diferencas observadas entre os escores de consumo foliar nio foram
estatisticamente suficientes para se confirmar uma agfio fagodeterrente do extrato de

L.martianum ja que seus escores s3o idénticos.
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Soma dos escores

Controle

T

2,00 pg/ul
1,00 pg/pl

0,50 pg/pl
0,25 pg/ul

Tratamentc 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamenic 4

Figura 2. Soma dos escores de consumo de Spodoptera
frugiperda em 2° instar entre diferentes concentracgbes de
extratos de Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex

Miill. Hall. Resultado apds 24 horas.

Tabela 1. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicado as diferentes concentracdes de extratos da

espécie Leucobrium martianum contra fagodeterrincia de Spodoptera fiugiperda no 2° instar, realizado
ap6s 24 horas. Comparacio do grupo de controle a cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
(nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato)
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4
(2,00 pg/pl) (1,00 pg/pl) (0,50 pg/pi) (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 1,5667 - 1,5667 1,5667 1,5667
Valor critico 16449 16449 16449 16449
P-valor 0,0586 0,0586 0,0586 0,0586

4.3.1.2. Apés 48 horas

Observou-se em 48 horas, um menor consumo foliar em rela¢do a avaliacido de 24

horas (Figura 3). Apos a aplicagdo do Teste U, houve uma diferenca significativa entre o

grupo controle e todos os tratamentos (p-valor=0,00045 e p-valor=0,0184) (Tabela 2).

A diferenca estatistica indica uma a¢@o fagodeterrente dos extratos de L. martianum

sobre as lagartas do milho no 2° instar. Porém, ndo foi observada evidéncia de diferenca

significativa entre os tratamentos (Tabela 3). Portanto, nesta analise nio houve nenhum

tratamento mais eficiente que outro.
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Soma dos escores

2,00 pg/pl

1,00 pg/pl

0,50 pg/pl
0,25 pg/pl

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Controle

Figura 3. Soma dos escores de consumo de Spodoptera frugiperda em
2° instar entre diferentes concentragdes de extratos de Leucobryum
martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hall. Resultado ap6s 48 horas.

Tabela 2. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos
da espécie Leucobrium martianum contra fagodeterrdncia de Spodoptera frugiperda no 2° instar,

realizado apds 48 horas. Comparagio do grupo de controle a cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
(nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato)
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4
(2.00 pg/ul) (1,00 pg/ul) (0,50 pg/ul) (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 26112 2,6112 2,6112 2,0889
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,0045 0,0045 0,0045 0,0184

Tabela 3. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados aos dados para diferentes
concentracdes de extratos da espécie Leucobrium martianum contra fagodeterrincia de Spodoptera
frugiperda no 2° instar, realizado apés 48 horas. Comparacio dos tratamentos entre si, adotados dois a

dois.
Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 2 Tratam. 2 Tratam. 3
(2.00 pg/pd) | (2,00 pg/pl) | (2,00 pg/ul) | (1,00 pg/ul) | (1,00 pg/ul) | (0,50 pg/ul)
Vs. VS. VS. ! VS,
Tratam. 2 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 4
(1,00 pg/pl) | (0.50 pg/ul) | (0,25 pg/ul) | (0.50 pg/ul) | (0,25 pg/ul) | (0.25 pg/ul)
Estatistica “z” 0,0000 0,0000 0,5222 0,0000 0.5222 0,5222
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,5000 0.5000 0,3008 0,5000 0.3008 0,3008
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4.3.1.3. Apés 72 horas

Com a observac@o em 72 horas percebe-se que os consumos foliares continuam sendo
menores nos diferentes tratamentos em relagdo ao grupo controle (Figura 4). Entretanto
encontram-se diferencas estatisticas significativas que continuam demosntrando uma agdo
fagodeterrente do extrato de L. martinum, porém n3o havendo diferengas significativas entre

os diferentes tratamentos (Tabela 4).

Soma dos escores
=]

£ h 0

[
0,25 pg/ul

2,00 pg/pl
1,0 pg/pl
0,5 pg/fpl

o

Controle  Tratamento 1 Tratamenio 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Figura 4. Soma dos escores de consumo de Spodoptera frugiperda em 2°
instar entre diferentes concentragdes de extratos de Leucobryum
martianum (Hornsch.) Hampe ex Miill. Hall. Resultado apds 72 horas.

Tabela 4. . Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentracdes de
extratos da espécie Leucobrium martianum contra fagodeterrancia de Spodoptera frugiperda no 2°
instar, realizado ap6s 72 horas. Comparacido do grupo de controle a cada um dos tratamentos.

Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle | Grupo de controle
(nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato) (nenhum extrato)
vs. Tratamento 1 vs. Tratamento 2 vs. Tratamento 3 vs. Tratamento 4

(2,00 pg/ul) (1.00 pg/ul) (0,50 pg/ul) (0.25 pg/ul)
Estatistica “z" 2.6112 2.6112 2,6112 2.4023
Valor critico 1.6449 1,6449 1,6449 1,6449

P-valor 0,0045 0,0045 0,0045 0,0081
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Tabela 5. Resultados dos Testes U de Mann-Whitney aplicados aos dados para diferentes
concentracdes de extratos da espécie Leucobrium martianum contra fagodeterrancia de Spodoptera
frugiperda no 2° instar, realizado ap6s 72 horas. Comparagio dos tratamentos entre si, adotados dois a
dois.

Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 1 Tratam. 2 Tratam. 2 Tratam. 3
(2,00 pg/ul) | (2,00 pg/ul) | (2,00 pg/ul) | (1,00 pg/ud) | (1,00 pg/ul) | (0,50 pg/ul)

Vs. VS. Vs. VS. vs. Vs,
Tratam. 2 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 3 Tratam. 4 Tratam. 4

(1,00 po/ul) | (0.50 ug/ul) | (0.25 pg/ul) | (0.50 ug/ul) | (0,25 pg/ul) | (0.25 pg/ul)

Estatistica “z™ 0,5222 0,5222 0,1044 0,0000 0,5222 0,5222
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,3008 0,3008 0,4584 0,5000 0,3008 0,3008

Também ndo foram encontradas diferencas entre os diferentes tratamentos, como
mostram os resultados do Teste U, aplicado aos tratamentos adotados dois a dois (Tabela 5).
A figura 5 demonstra a comparagio da evolu¢do do consumo alimentar de S.

Jfrugiperda simultdneamente as 24, 48 e 72 horas de aplicagio dos tratamentos.

==p={ontrole
{Nenhum
extrato}

enfile=Tratamento 1
{2,00 ug/p)

ssfe=Tratamento 2

Soma dos escores
[y
o

8 - {1,00 pg/ful)
"7 e J-""'_l
a - =@l==Tratamento 3
{0.50 pg/pd)
2 -
o - . ; . e=ge=Tratamento 4
Apds 24 hs ApGs 48 hs Apés 72 hs {0.25 pgfyl)

Figura 5. Evoluc@o da soma dos escores de consumo de Spodoptera
frugiperda em 2° instar entre diferentes concentracdes de
Leucobryum martianum (Hornsch.) Hampe ex Mull. Hall,, realizado

apos 24, 48 e 72 de instala¢do do experimento.

-~

Os resultados dos tratamentos 2 e 3 se sobrepdem ao longo dos trés dias de
observagdo. Constata-se no experimento realizado com extrato de L. martianum que as
diferencas de consumo s3o maiores no controle do que entre os grupos de lagartas que

receberam as diferentes concentragdes do extrato. Ademais os grupos de lagarta que se
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alimentaram de folha de milho com concentra¢des de extrato de 2,00; 1,00 e 0,50 pg/ul
praticamente ndo apresentaram diferencas entre os escores, indicando que estas trés
concentracdes tém aproximadamente a mesma eficiéncia em promover uma agio

fagodeterrente em lagartas do milho no 2° instar.

4.3.2. MORTALIDADE

4.3.2.1. Apés 24 horas

O Teste de Fisher foi aplicado para a comparagdo entre 0 Grupo de Controle e o
Tratamento 4, pois foi o tnico tratamento que apresentou diferengas quanto a mortalidade das
lagartas, com uma morte, em relagdo ao grupo controle ¢ aos demais tratamentos (sem
mortes). Portanto, os resultados da Tabela 6 sdo validos para comparar o Tratamento 4 com
qualquer outro grupo.

Apesar do Tratamento 4 ter registrado uma morte, ndo houve diferencga significativa
com relacdo ao grupo controle (p-valor=0,500 (Tocher), ou seja, 0 nimero de mortes no grupo
que recebeu o Tratamento 4 € estatisticamente igual ao do grupo de controle.

No entanto para analise apds 24 horas nenhuma concentra¢do do extrato de L.
martianum mostrou agdo toxica (inseticida) sobre as lagartas de 2° instar. Obviamente, nfo

existem diferencgas entre os tratamentos, pois seus escores s3o idénticos.

Tabela 6. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 4 de
extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apés 24
horas.

Controle Tratamento 4 Total
Viva 5 4 9
Morta 0 1 1
Total 5 5 19
p-valor (Fischer) 0,5000

p-valor (Tocher) 0,5000
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4.3.2.2. Apés 48 horas

O Teste de Fisher fez a comparagio dos resultados do grupo controle com todos os
tratamentos. Os tratamentos 1 e 2 (Tabela 7), o Tratamento 3 (Tabela 8) e o Tratamento 4
(Tabela 9).

Constatou-se que apos 48 horas, para todos os tratamentos foram registradas mortes.
Nos tratamentos 1 e 2 ndo foram observadas diferencas significativas entre os nameros de
lagartas vivas ou mortas e o grupo de controle e entre os respectivos tratamentos (p-valor
Fisher e Tocher=0,222).

Tabela 7. Nimero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamentos 1
ou 2 de extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado
apos 48 horas.

Controle Tratamento 1 ou 2 Total
Nenhum extrato 2,00 ou 1,00 pg/ul
Viva 5 4 9
Morta 0 1 1
Total 5 5 10
p-valor (Fischer) 0,500
p-valor (Tocher) 0,500

Observa-se na Tabela 8 que o niimero de mortes no grupo que recebeu o Tratamento 3 ¢
estatisticamente igual ao do grupo de controle.

Embora a soma dos grupos que receberam as concentra¢des de 2,00, 1,00 pg/ul ou 0,50
pg/ul de extrato tenham apresentado trés lagartas mortas, nio houve nenhuma diferenca
significativa em relagio ao grupo controle. Observa-se que apds 48 horas, ndo ha evidencia de
qualquer ac¢do inseticida das concentracdes utilizadas, ja que as diferengas estatisticas no

foram significativas.
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Tabela 8. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 3
de extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado ap6s 48
horas.

Controle Tratamento 3 Total
Nenhum extrato 0.50 pg/ul
Viva 5 3 8
Morta 0 2 2
Total 5 5 10
p-valor (Fischer) 0,222
p-valor (Tocher) 0,222

Com relagio ao Tratamento 4, o nimero de mortes foi estatisticamente maior que ao
do Grupo de Controle. Nesse momento foi observada uma agdo inseticida de Leucobryum

martianum & concentracio de 0,25 ug/ul apos 48 horas sobre S. frugiperda em 2° instar.

Tabela 9. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para o Grupo de Controle e Tratamento 4 de
extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apds 48
horas.

Controle Tratamento 4

Nenhum extrato 0.25 pg/ul i
Viva 3 1 6
Morta 0 4 4
Total 5 5 10
p-valor (Fischer) 0,0238
p-valor (Tocher) 0,0238

Comparando-se os Tratamentos 3 e 4 entre si, foi possivel observar diferengas
significativas, onde o Tratamento 4 promove um nimero maior de mortes, em torno de 50%
(Tabela 10). Verifica-se que o nimero de mortes no grupo que recebeu o Tratamentos 3 €
estatisticamente menor ao grupo do Tratamento 4. Portanto, é provavel que a concentra¢io de
0,25 pg/ul de L. martianum tenha a mesma ac¢do inseticida quanto uma concentragio de 0,50

pg/ul sobre lagartas do milho no 2° instar apds 48 horas.
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Tabela 10. Nuimero de lagartas vivas e mortas observadas para os Tratamentos 3 e Tratamento 4 de
extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apods 48
horas.

Tral_amento 3 Tratamento 4 Total
0.50 pg/pl 0,25 pg/pl
Viva 3 1 4
Morta 2 4 6
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,2619
p-valor (Tocher 0,0238

4.3.2.3. Apés 72 horas

Na avaliacdo de 72 horas, observou-se que o nimero de mortes no grupo que recebeu os
Tratamentos 2, 3 e 4 ¢ estatisticamente maior ao do Grupo de Controle (Tabela 11).
Também observou-se que o nimero de mortes nos grupos que receberam os tratamento 3

ou 4 ¢ estatisticamente maior ao do tratamento 1 (Tabela 12)

Tabela 11. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento 2
de extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho no 2° instar, realizado apos
72 horas

Controle Tratamento 2

Nenhum extrato 1,00 pg/ul il
Viva 5 0 5
Morta 0 5 5
Total 5 5 10
p-valor 0,0040

(Fisher)

Tabela 12. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para o Tratamento 1 e
Tratamentos 3 ou 4 de extratos da espécie Leucobrium martianum, com lagartas do milho
no 2° instar, realizado apds 72 horas

Tratamento 1 Tratamentos 3 ou 4

2,00 pg/pl 0,50 on 0,25 pg/ul Fatal
Viva 3 1 4
Morta 2 4 6
Total 5 5 10
p-valor
(Fisher) = 0.2619
p-valor 0,0238

(Tocher) =
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A Figura 6 mostra que todos os tratamentos apresentam ocorréncia de mortalidade
progressiva no decorrer do tempo. Apds 48 horas, percebeu-se que nos tratamentos 3 e 4 ja

haviam mais de 50% de lagartas mortas.

== Controle
{Nenhum
extrato}

s=i==Tratamento 1
{2.00 pg/pl

=ge=Tratamento 2
(1,00 pg/ul)

=fe=Tratamento 3
(0,50 pg/ul)

Proporgdo de lagartas ivas

==gm=Tratamento 4
Ap6s 24 hs Apds 48 hs Apds 72 hs {0,25 pg/ui)

Figura 6. Evolucdo da proporcéo de Spodoptera frugiperda vivas
entre diferentes concentracbes de Leucobryum martianum
(Hornsch.) Hampe ex Mull. Hall., Realizado apés 24, 48 ¢ 72 de
instalagdo do experimento.

Os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com pesquisas de outros autores
(Ande, 2010, Haines e Renwich, 2009, Parker et al_I2007, Davidson et al. 1990). Estes
também fizeram estudos experimentais com espécies de musgos, e comprovaram agio
fagodeterrente sobre diferentes taxons de lagartas, incluindo a S. frugiperda, inseto utilizado
neste trabalho.

Fran e Kirchoof (2002), avaliaram o efeito do extrato etanolico do musgo Neckera
crispa, no controle da lesma Arion lusitanicus (Mabille) em concentragdes de 2,5% 1,0% e
0,5% semelhantes as utilizadas neste estudo, e obtiveram atividade fagodeterrente para as
concetragdes de 1% ou 0,5%. Neste estudo que testou o extrato de L. martianum, as
concentragdes de 1% e 0,5% também mostraram atividade fagodeterente.

Markham et al. (2006) avaliaram a defesa de seis espécies de musgos sobre a lagarta-
da-espiga Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera) e lagarta-do-cartucho Spodoptera
frugiperda J. E. Smith, aplicando concentra¢des de extrato proximas as utilizadas neste estudo
(0,1,0,3, 0,6, 0,9 1,4 e 2,1 pg/pl). Foi comprovada a fagodeterréncia, estando de acordo com

esta pesquisa.
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Santiago et al. (2008) verificaram que a duragdo da fase larval e viabilidade das
lagartas alimentadas com dieta artificial contendo extrato de Ruta graveolens nio diferiu
significativamente da testemunha. No estudo com L. martianum n3o houve diferenca
significativa entre os tratamentos e o grupo controle durante as primeiras 24 horas, tanto para
herbivoria como mortalidade. Para mortalidade houve diferenga significativa apés 72 horas
com excesdo do Tratamento 4 (0,25 pg/ul) que diferiu do controle e do tratamento 3, apss 48
horas, demonstrando uma agdo toxica.

Diante dos resultados pode-se concluir que baixas concentragdes do extrato de
Leucobryum martianum como 0,25 pg/ul e 0,5 pug/ul possivelmente sejam eficientes para o
controle das larvas de S. frugiperda, pois apresentaram efeito fagodeterrente e inseticida,
podendo ser indicada para estudo do controle sobre lagartas do milho no 2° instar.

E importante ressaltar que concentracdes menores também podem ocasionar efeito
positivo, provavelmente devido ao sinergismo dos compostos quimicos. Segundo Gallo et al.
(2002) a presenca de mais de um produto ativo nos inseticidas vegetais é considerada como
uma vantagem, ja que reduz a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia pelos insetos.

Moraes et al. (in prep.) estudaram a composi¢cio quimica volatil de L. martianum e
identificaram compostos aromaticos, sesquiterpenos, &cidos graxos, aldeidos e
hidrocarbonetos aromaticos, entre outros.

Os trabalhos relacionados ao combate da lagarta do cartucho em milho através do
controle alternativo com o uso do extrato de bridfitas sio poucos e fora do pais, porém
com resultados positivos. Dentro dessa otica, ha a necessidade de um estudo maior deste
grupo ampliando o conhecimento dos seus componentes quimicos ativos, a fim de tornar o
uso dessas plantas uma realidade dentro do contexto agronémico.

Embora os extratos tenham revelado um efeito fagodeterrente e inseticida, sendo este
um estudo preliminar, sugere-se a continuidade dos estudos no sentido de isolar, quantificar,
produzir derivados responsaveis pelos efeitos encontrados na perspectiva de apresentar um
produto compativel com as necessidades da populagio e o nivel de exigéncias do consumidor
atual. Assim, o avango nessa linha de conhecimento torna-se de fundamental importéncia para
auxiliar no controle das pragas para aqueles produtores que s3o adeptos a agricultura

orgénica.
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CONCLUSOES GERAIS

O estudo das espécies de musgos deste trabalho possibilitou um apanhado geral e
preliminar sobre a fitoquimica de briéfitas para Amazéma Brasileira, sendo o primeiro
trabalho a relatar os constituintes quimicos volateis para Sematophyllum subsimplex (Hedw.)
Mitt. e Leucobryum martianum, e testar de forma aplicada as atividades fagodeterrente e
inseticida destas espécies de briofitas no controle da lagarta-do-cartucho do mitho Spodoptera
Jfrugiperda J. E. Smith, como também o segundo a reportar os constituintes quimicos deste
grupo para o Brasil.

A composi¢do quimica volatil de S. subsimplex foi constituida predominantemente de
aldeidos, terpenos, acidos carboxilicos, compostos fendlicos, hidrocarboneto aromatico, ester,
éter, cetona e alcool, totalizando 28 constituintes identificados.

A composicdo quimica volatil de L. martianum pertence ao grupo dos Aacidos
carboxilicos, compostos fendlicos, hidrocarbonetos aromaticos, terpenos, alcool, aldeido,
cetona e eter, com 14 constituintes identificados.

As concentragdes dos extratos etandlicos de Sematophyllum subsimplex e Leucobryum
martianum na dieta natural de Spodoptera frugiperda impediram a alimentacio e
consequentemente o desenvolvimento e a ecdise das lagartas, o que levou a mortalidade,
demonstrando a presenga de compostos de defesa na constituigio destas plantas, confirmando
atividade inseticida e fagodeterrente sobre a lagarta Spodoptera. frugiperda no 2° instar. Desta
forma, novos estudos com novas concentracdes devem ser feitos no sentido de viabilizar
economicamente, bem como testar o extrato em plantas em vasos em casa de vegetacdo. Além
disso, outros pardmetros podem ser analisados, como duragdo da fase larval e pupal,

fecundidade e longevidade.
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O uso de extratos vegetais ¢ uma op¢do para o manejo integrado de pragas e que,
associado a outras praticas, pode contribuir para a reduc@o de doses e aplicagdes de inseticidas
quimicos sintéticos, que apresentam problemas aos organismos benéficos e ao meio ambiente.
A perspectiva € apresentar um possivel produto compativel com as necessidades da populagdo
e o nivel de exigéncias do consumidor atual. Assim, o avan¢o nessa linha de conhecimento
torna-se de fundamental importancia para auxiliar no controle das pragas para os produtores
agricolas.

A falta de literatura que envolve a investigacdo fitoquimica com bridfitas é uma
grande lacuna na pesquisa para este grupo vegetal. Portanto, esta pesquisa da subsidios para
outras nesta mesma linha, pois nfio foi encontrado em literatura trabalhos que tenham avaliado
a composi¢do quimica volatil de Sematophyllum subsimplex (Hedw.) Mitt. e Leucobryum

martiarnum.
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animals should have the approval and authorization
of the Ethics Committees on Research on Human
Beings or on Animals of the institutions to which
the author(s) belong.

1.6 All plant, microorganism and marine organism
materials used in the described research should be
supported by an indication of the site {including
GPS coordinates, if possible) and country of origin,
the name of the person identifying the biological
material and the location of the voucher specimen.

1.7 Authors should be prepared to provide
documentary evidence that approval for collection
was afforded from an appropriate authority in the
country of collection and, if applicable, to follow
the rules concerning the biodiversity rights.

1.8 Manuscripts dealing with essential oils that
contain seasonal harvest and biological activity and
which explore mechanisms of action or synergism
are welcome.

1.9 The journal will not accept responsibility for
rescarch works that do not comply with the
legislation of the country of residence of the author.

1.10 We strongly recommend that authors aveid
stating that the popular or traditional use of a certain
herb was confirmed by pre-clinical, in-vitro or in-
vivo tests using animals.

1.11 The following immediate rejection criteria
apply:

i.  the manuscript does not fall into the areas
of interest of the journal;

ii.  manuscripts not formatted in accordance
with the standards of the jowmnal (see
Section 3);

iii.  the manuscript results are preliminary;

iv.  manuscripts reporting activity data without
comparison with a reference, without a
pasitive control/appropriate control or not
based on adequate statistics;

v. the biological source (eg plant,
microorganism, marine organism etc.) is
not clearly identified, authenticated and
documented;



vi. experimental work on antioxidant activity
of crude extracts without isolation,
identification and content estimation of the
active compounds;

vii. experimental work on antimicrobial
activity with crude extracts without
isolation and identification of the active
compounds, with large MIC values
(ug/ml) for antimicrobial activity (=250
ng/mL for plant extracts and >50 pg/ml for
pure compounds) and without appropriate
identification of culture collectionsfstrain
designation codes;

Viii. experimental work on essential oils with
only one sample of a single plant specimen
with a single chromatographic analysis and
without appropriate statistical analyses;
without oil vield (%) and characterization
and component quantification not
undertaken wusing GC-MS-FID and
analyses of the retention indices of the
components not calculated using n-alkane
homologous series together with analyses
of some of the isolated natural
components. Biological activity results
without chemical characterization of the
compounds.

ix too preliminary data using in-vitro assays
will not be acceptable if (1) no information
on the type of activity is given: (ii) single
dose or very high concenuations (must
show  dose—response studies);  (iif)
repetition of a simple bioassay (usually one
assay with replicates); (iv) lack of
appropriate controls (solvents; positive or
negative substances according to the
study); (v) no IC50 values (if applicable).

X. manuscripts with repetition of a single
bioassay for yet another extract or plant:

xi. use of only the brine shrimp assay
(Artemia salina) to access the toxicity of
extracts;

Xii. isolation and bioassay of well-known
compounds with small or no relationship te
the activity, or to the medicinal use of the
plant without clear justification;

xiii manuscripts reporting pharmacological or
biological activities of crude extracts
without chemical and technical
standardization.'

'Standardization of the plant extracts is considered to be the
complete description of manufacturing parameters such as
eranulometry, solvent—plant mtio, time of extraction. solvent
composition ctc., together with marker quamtification or
chromatographic fingerprint analyses.
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2. Rules for the elaboration of contributions

2.1 The author(s) should retain a copy (electronic
and paper) of the submitted manuscript in the event
of loss or damage to the original sent to the journal.

2.2 Figures (photographs, charts, drawings, erc.) and
tables should be inserted close to the point at which
theyv are discussed and numbered consecutively in
Arabic numerals. The respective captions should be
clear, concise, with no abbreviations and located
undemeath the figures. Their respective position in
the text should be indicated preferennally just after
their citation in the body of the manuscript.

If figures are from another font. formal
authorization is required.

2.3 Tables should be numbered consecutively using
Arabic numerals. Tables (numerical data) should
not be closed by side lines. The respective captions
must be clear, concise, with no abbreviations and
located above the table. There should be an
indication of the approximate position in the text
where tables should be placed (preferentially just
after their citation in the body of the manuscript).

2.4 The captions of botanical illustrations
(abbreviations of anatomical descriptions) should be
in accordance with the rules adopted by the journal.
Please request standards by email to

Icvi ; osia.org.br.
3. Text formatting and contents of the work

3.1 Original papers: Original papers are research
articles describing original experimental results.
The manuscript should be arranged in the following
order: Title, Abstract, Keywords, Introduction,
Material and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Figuwres with
Legends. Tables and Structural Formulae. Results
and Discussion sections may appear as a combined
“Results and Discussion” section. The normal length
of the main text of an Original Paper (excluding
references, tables, figures and figure legends) is
approximately 3.000 words. Longer manuscripts
may be accepted in exceptional and well-justified
cases. If submitting such manuscripts, authors
should provide a justification statement in the
covering letter, giving compelling reasons for the
length of the paper.

3.2 Short communications: This section will cover
mainly the isclation of known compounds from new
neotropical sources, or complementary results of
on-going work. The text should be arranged as
follows: Title, Abstract of 200 words, Kevwords,
Introductory Remarks, Material and Methods with



brief experimental details without subheadings,
Results and Discussion as one body of text without
headlines, Acknowledgements, References (up to 20
citations) and Figures and/or Tables (up to 3). The
text should not exceed 2,000 words.

3.3 Reviews will, in general, be invited by the
Editor-in-Chief and only those with mere than 100
references will be considered. The main purpose of
reviews is to provide a concise, accurate
introduction to the subject matter and inform the
reader critically of the latest developments in the
ficld. They should be concise and not include
experimental details.

3.4. In addition to these Guidelines, a template (for
original papers) and a sample covering letter are
available at www.sbfgnosia.org.br/revista. Authors
are strongly recommended to follow these formats

when preparing a manuscript.

3.5 The originals should be on Ad4-sized paper,
double-spaced using Times New Roman size-12
font, fully justified, with margins of 2 cm.

3.6 Title and subtitle: They should be in lower case,
using Times New Roman size-14 font, and in
accordance with the contents of the article, taking in
consideration the scope and objectives of the
journal.

3.7 Awhors: The authors’ names should appear
centred undemneath the title. The first and last names
should appear in full, followed by the initials of ali
other names (e.g. Carlos N. U. Silva). In the case of
several authors, the names should be separated by
commas.

3.8 Author affiliations: After each author name
there should be superscript Arabic numerals
indicating the institution to which they are
affiliated. The list of institutions should appear
immediately below the list of authors. The name of
the corresponding author should be identified with a
superscript asterisk indicating the address to which
all correspondence should be sent. The electronic
institutional address, telephone number and fax
number of the main author should appear after the
References. The jourmal will not publish
commercial e-mail addresses.

3.9 Abstracr: A brief and concise abstract of <200
words highlighting the most important information
(including the methodology, results and
conclusions) that allows readers to evaluate their
interest in the article and thus avoiding reading of
the entire work.

3.10 Keywords: Very important for database
searches, thus validating the article. The authors
should identify a maximum of six Keywords, in
alphabetical order and separated by commas, to
represent the content of the article.

3.11 Introducrion: The Introduction should clearly
establish the objectives of the work and its
relationship with other works in the same field.
Extensive literature reviews should be replaced by
references of more recent publications, where these
reviews have been published and where they are
available.

3.12 Materials and methods: The description of the
Material and the Methods used should be brief and
sufficiently clear for comprehension and
reproducibility of the work. Processes and
techniques alrcady published, unless extensively
medified, should be referenced. Plant names should
be complete, including author mame and family.

according to http://www.tropicos.org,
htip://floradobrasil_jbrj.gov.br/2010/ or
http://www.theplantlist org/ or.

3.13 Results: The Results should be presented with
minimum personal discussion or interpretation, and
whenever possible, be accompanied by suitable
tables and figures. The data, if pertinent, should be
subjected to statistical analyses.

3.14 Discussion: The Discussion must be restricted
to the significance of the data presented, avoiding
conclusions not based upon them. Altemnatively, at
the discretion of the author, the Results and
Discussion can be presented as one section.

3.15 Acknowledgements: This is an optional item.
Pleasc acknowledge anyone who made a substantial
contribution towards the article.

3.16 Author contributions: The role of each author
involved in the development of the study and/or the
elaboration of the manuscript must be clearly
described, and he/she should be referred to by
his/her initials. Please see the template for examples
available at www.sbfznosia.org br/revista.

4. References

The formatting of the references should be
standardised to conform to the requirements of the
journal as outlined. Preferentially use references
that can be accessed by the readers worldwide.
Endnote® users, please sec the template section
available at www.sbfgnosia org brirevista to obtain
the Endnote® style for RBFAR.
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4.1 References within the text: at the beginning of
the citation: Author in lower case, followed by the
publication vear between parenthesis, e.g. Pereira
(1999); at the end of the citation: Author in lower
case and year, both between parenthesis. e.g. (Silva,
1999) or (Silva & Souza, 1998) or (Silva et al.,
1999) or (Silva et al., 19935a,b); textual citation: the
page must be provided, e.g. (Silva, 1999, p. 24).

4.2 The references should be presented in
alphabetical order by the last name of the first
author, in lower case in ascending order of the
publication date. Take into consideration the
following possibilities:

4.2.1 Artcle from a periodical: Title of the
periodical in italics abbreviated conform Chemical
Abstracts Service Source Index
(http://www.cas.org/sent. html or
http:/flibrary.caltech edufreferencefabbreviations/).
In the case of an authorised abbreviation of a certain
periodical that cannot be located and is not obvious,
the title should be cited complete (e.g.):
Kumar D, Bhujbal SS, Deoda RS, Mudgade SC
2010. In-vitro and in-vivo antiasthmatic studies
of Ailanthus excelsa Roxb. on guinea pigs. J
Sci Res 2: 196-202.

In case the cited journal is not readily accessible,
the Chemical Abstract Number can be quoted, as
follows:

Qu W, Li J, Wang M [991. Chemical studies on
Helicteres isara L. Zhongeuo Yaoke Daxue
Xuebao 22: 203-206, apud Chemical Abstracts
116: 124855r.

In a citation, the sources should be shown in italics:

Wax ET 1977. Antimicrebial activity of Brazilian
medicinal plants. J Braz Biol Res 41: 77-82,
apud Nar Prod Abs 23: 588-393, 1978.

4.2.2 Book:
Costa AF 1996. Farmacognesia. Lisboa: Calouste
Gulbenkian.

4.2.3 Book chapter:

El Sohly MA, Stanford DS, Murphy TP 2007.
Compounds properties and drug quality. In El
Sohly MA (org) Forensic Science and
Medicine: Marijuana and the Cannabinoids.
New Jersey: Humana Press, p. 51-66.

4.2.4 Thesis or dissertation materials:

Singab ANBI 1996. Phytochemicai studies of some
potential bioactive Egypiian plants. Tokya,
173p. PhD Thesis, Meiji College of Pharmacy.

Romero MAV 1997. Estudo quimico de Brunfelsia
hopeana Benth e do mecanismo de acdo da

escopoletina. Jodo Pessoa, 119p. Dissertacio
de Mestrado, Programa de Pos-graduacdo em
Produtos Naturais, Universidade Federal da
Paraiba.

4.2.5 Scientific meetings:

Oliveira RMMW, Lolli LF, Santos CAM 2006.
Possible involvement of GABAA-
benzodiazepine receptor in the anxiolytic-like
effect induced by Passiflora actinia extracts in
mice. 19th ECNP Congress. Paris, France.

4.2.6 Patents: Should be identified as indicated

below; whenever possible the Chemical Abstracts

Service number should be informed.

Ichikawa M, Ogura M, Lijima T 1986. Antiallergic
flavones glycoside from Kalanchoe pinnatum.
Jpn. Kokai Tokyvo Koho JP 61,118,396, apud
Chemical Abstracts 105: 178423q.

4.2.7 Internet pages:

Taylor L 2000. Plant based drugs and medicines.
http://www raintree.com/plantdrugs htm,
access in October 2009.

5. Abhreviations

Units will be in accordance with the Intemnational
System (SI) as adopted by the 11® General
Conference on Weights and Measures. Common
abbreviations to be used are m (meter; cm
(centimeter): mm (millimeter): um (micrometer);
nm (nanometer); kg (kilogram); g (gram). mg
(milligram); pg (microgram): ng (nanogram); mL
milliliter; L (microliter); s (second); min (minute);
h (hour); N (normal); M molar; mM (millimelar);
M (micromolar); SD (standard deviation): SE
(standard error): X (mean}; Ci (Curic); mp (melting
point); bp (boiling point; TLC (thin-layer
chromatography): GC (gas chromatography}); NMR
(nuclear magnetic resonance); MS  (mass
spectrometry); UV (ultraviolet); CD (circular
dichroism); IR (infrared); g instead of rpm; ppm
(parts per million); cpm (counts per minute); dpm
(disintegrations per minute): Hz (Hertz): LD50
(median lethal dose); LC50 (median lethal
concentration); TLV (threshold limit value). When
using a word that is asserted to be a proprietary term
or rademark, authors must use the symbol ®.

6. MHustrations

6. 1 The quality of the illustrations depends on the
quality of the originals provided. Figures cannot be
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modified or enhanced by the production staff of the
journal. The graphics must be submitted as part of
the manuscript file. Contrast is important.

6.2 Remove all colour from graphics, except for
those graphics that author(s) would consider for
publication in colour (see Costs section for details).

6.3 Chemical structures are not considered as
figures, should be numbered sequentially in bold
letters according to their citations in the manuscript,
and placed closed to the desired point in the
manuscript body. Structures should be drawn
according to the style set by the American Chemical
Saociety. Preferences for the drawing of structures
can be found as a pre-set style in appropriate
software packages.

6.4 Upload cach figure in tiff, jpg or .cps format.
The figure number and the top of the figure should
be indicated. Lettering must be with Arial font of a
reasonable size that will be clearly legible upon
reduction and which is consistent within each figure
and set of figures. If a key to symbols is required,
please include this in the figure legend. :

7. Submission of manuscripts

7.1 Manuscripts which do not meet acceptable
standards will be returned to the authors.

7.2 Manuscript submissions will be processed
exclusively online at
http:/imc04.manuscriptcentral.com/rbfar-sciclo.
Please follow carefully the guidelines for authors.
Submissions by e-mail will not be accepted.

7.3 Important: All authors, with their respective e-
mail addresses, should be entered into the system.

7.4 The qualification of the manuscript will be
certified by at least two referees indicated by the
Editorial Board.

8. Costs

8.1. The journal will cover the costs of publication
of manuscripts that are <I5 pages (including tables
and figures). The journal uses recycled paper, so
colour pictures are accepted and will be available
only online unless the author(s) agree to cover the
extra expenses for the print publication irrespective
of the number of pages of the article.

8.2. Authors may be requested to provide voluntary
financial support after acceptance.
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9. Proofs and reprints

9.1. Galley proofs will be sent to all anthors as a
PDF file. Rephrasing of sentences or additions is
not permitted at the page-proof stage. It is the
responsibility of the corresponding author to ensure
that all authors listed on the manuscript agree with
the changes made on the proofs. Galley proofs
should be returned within 5 days of receipt to ensure
timely publication of the manuscript.

9.2 Before publication, the articles will be available
ahead of print on the Scielo Portal.

For further information, please contact:

Revista Brasileira de Farmacognosia
Prof Cid Aimbiré M. S Editor

L zbomatério de Farmacognosia,

Departamento de Farmicia - UFPR

Rua Pref. Lothario Meissner, 632 - Jd Botinico
£0210-170, Cuntiba-PR, Brasil




ARCHIVES OF BIOLOGICAL SCIENCES, BELGRADE

Instructions for Contributors

1, Articles should be original contributions in the field of biological sciences wriften in English. Papers
i bl > 1 methods may'bf accepted if they contribute fo the solution of bio-log'{cal
problems. Review articles, critical reviews of scientific books and monographs, and notes for rapid publication
will be accepted as well.

2. Submission of a paper to the Editor implies that it has not previously been published, that is not under
consideration for publication elsewhere, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same
form without the written consent of the Editor.

3. Manuscipts should be printed double-spaced in a unicode Times New Roman font with size 12 points,
wide margins, and as concise a$ possible. Footnotes should be avoided. A short title of not more than 30 letters
should be supplied.

4. The typescript should contain the following features: Title, followed by the author’s name and full
address; Abstract, which should not exceed 150 words; Key Words; Introduction; Materials and Methods; Results;
Discussion; Acknowledgments; and References. Exceptionally, Results and Discussion could make one section.
References should be given alphabetically in the following manner:

Adamovic, L (1898). Flora jugoistocne Srbije. jugoslavenska akademija znanosti i umjetnosti, Zagreb, 1-200.

Babxun, I1.C. (1985). K sonpocy O BOCTAHOBICHUM pedexTopHOi NeATeNbHOCTSEL B TOCTHATA/IBHOM
oHTOTEHe3E YeNOBEK. Qusuonozuneckui XKypran CCCP, 44, 922-927, MockBa.

Lowry, O.H., Rosebrough, N. J. Farr, A.L,and R J Randall (1951). Protein measurement with the folin
phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 165-175.

Eor books, the author’s names, date of publication, title, edition, page reference, publisher’s name, and place
of publication should be given, &.g-

Macintyre, R. J. (1982). Regulatory genes and adaptation: Past, present, and future, In: Evolutionary Biology,
15 (Eds. M. K. Hecht, B. Wallace,and T. G. Prauce), 247-285. plenum Press, New York.

In the text, references should be given as: Doane (1969) or (Doane, 1969). When a citation includes more
than two authors, e.g., Doane, Abraham, and Kolar, the paper should be cited in the text as Doane et al. (1975).
If papers by the same author(s) in the same year are cited, they should be distinguished by the letters a, b, ¢, efc.
References to a paper “In press” must mean than it has been accepted for publication.

5. Tllustrations should accompany the manuscript, but should not be inserted in the text. All photographs,
graphs and diagrams should be numbered consecutively in Arabic numerals in the order in which they are
referFEfi to in the text. Glossy photographs of positive prints should be sent unmounted and should be restricted
to minimum. Charts, graphs, or diagrams should be drawn in black ink on good quality white paper. Lettering
to appear on the illustrations should be given in full and should be of sufficient size to allow for considerable
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where this is not clear. Legends to figures should be typed on a separate sheet and not on the original, and
should give sufficient data to make the illustration comprehensible without reference to the text

bered in Arabic numerals typed on separale cheets, and should have a titl which

without reference to the text.

7. Only standard abbreviations should be used. Where specialized abbrevia
indicated in parentheses.

firstly be given in full with the abbreviation

6. Tables should be num

will make the meaning clear
ions are used, the name should

8. Key words: Not more than 7-10.

9. The Latin names of species and genera used in the investigation should be italicized.

10. Corrections of proofs should be restricted to printer’s only.
11. Offprints: Twenty offprints will be supplied free to the author.

12. The official abbreviation of the journal is Arch. Biol. Sci. Belgrade.

13. Notes. The Journal also publishes short reports of studies ofhighqualitywhich are complete in themselves
and of length which does not satisfy their publication as a full-length paper. The maximum length is five-
double-spaced printed pages including references. One table or figure may be given ona separate sheet.

A copy on computer disk should be supplied. Please provide files on CD for PC. The word processing format
should be MS Word RTE. The disc should carry the text (including key words), references, figure, legends, and
table headings. Diagrams, photographs, figures and maps should be supplied as pictures in TIFF format, and
the file resolution should be not Jess than 240 ppc/300 ppi at 170 mm wide, preferably at 300 dpi.

rof Dr. Bozidar Curéié, Institute of Zoology, Faculty of Biology.

The manuscripts should be sent to: P
mail: beurcic@bio.bg.ac.rs); tel/fax +381 11 263 8500 and +381 11

Studentski Trg 3, 11000 Belgrade, Serbia (E-
328 1789.



