-~ V-

MINISTERIO DA EDUCACAO
MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA MAZONIA
DOUTORADO EM CIENCIAS AGRARIAS/AGROECOSSISTEMAS DA AMAZONIA

RITA DE CASSIA PEREIRA DOS SANTOS

AVALIACAO FITOQUIMICA DE Campylopus surinamensis Miill. Hal. E

Calymperes lonchophyllum Schwiigr. (Bryophyta) NO CONTROLE DA LAGARTA-
DO-CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera)

BELEM
2014



g -

MINISTERIO DA EDUCACAO
MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA MAZONIA
DOUTORADO EM CIENCIAS AGRARIAS/AGROECOSSISTEMAS DA AMAZONIA

RITA DE CASSIA PEREIRA DOS SANTOS

AVALIACAO FITOQUIMICA DE Campylopus surinamensis Miill. Hal. E
Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Bryophyta) NO CONTROLE DA LAGARTA-
DO-CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera)

Tese apresentada & Universidade Federal
Rural da Amazénia, como parte das
exigéncias do Curso de Doutorado em
Ciéncias Agrarias: drea de concentraciio
Agroecossistemas da Amazdnia, para
obtencio do titulo de Doutor.

Orientador: Prof. Dr. Roberto Cezar Lobo
da Costa.

BELEM
2014



Santos, Rita de Cassia Pereira dos

Avaliagdo fitoquimica de Campylopus surinamensis Mill.
Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Bryophyta) no
controle da lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
J. E. Smith (Lepidoptera)./ Rita de Cassia Pereira dos Santos. -
Belém, 2014.

104 .

Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias) — Universidade
Federal Rural da Amazo6nia, Campus de Belém, 2014,

Area de concentragdo Agroecossistemas da Amazonia.

1. Campylopus surinamensis — analise quimica. 2. Calymperes
lonchophyllum — analise quimica. 3. Spodoptera frugiperda —
controle. 4. Inseticida. 1. Titulo.

CDD - 588.2




-~ -

MINISTERIO DA EDUCACAO
MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA MAZONIA
DOUTORADO EM CIENCIAS AGRARIAS/AGROECOSSISTEMAS DA AMAZONIA

RITA DE CASSIA PEREIRA DOS SANTOS

AVALIACAO FITOQUIMICA DE Campylopus surinamensis Miill. Hal. E
Calymperes lonchophyllum Schwiigr. (Bryophyta) NO CONTROLE DA LAGARTA-
DO-CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera)

Tese apresentada a Universidade Federal Rural da Amazonia, como parte das
exigéncias do Curdo de Doutorado em Ciéncias Agrarias: area de concentragio
Agroecossistemas da Amazonia, para obtengdo do titulo de Doutor.

Aprovado em 12/02/ 2014.

BANCA E>
2
Dr. Roberto(Cezar osta - Orientador
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

Dr. Wilson José Mello ¢ Silva Maia - Co—onentador
UNI /@f:leDE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

le,chA
Dra Flavia Cristina Aradjo Lucas — 1° Examinador
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO PARA

ANYO /@QMLLQ\ B - ﬂl:um

C/ Dra Ana Claudia Caldeira Tavares Martins — 2° Examinador
UNIVERS!I}? DO ESTADO DO PARA

Dr. Alessand:dﬁ:lva'do Rosario — 3° Examinador
MUSEU PARA EjMILIO GOELDI
A1) oo

Dr. Manoel Tavares de Paula 4° Examinador

VERSIDADE DO ESTADO DO PA A
( %; onuJ? C

Z' Dra-Ely Simone Cajueiro ({ut'gel ‘Stiplente

MUSW SE EMILIO GOELDI
11

Dra. Maria das Gragas Bichara Zoghbi — Suplente
MUSEU RARAENSE EMILIO GOELDI




“Porque em tudo Deus lhe mostra uma solugdo!
Na verdade a minha prova tinha um gosto amargo,
mas minha vitoria hoje tem sabor de mel”

Damares — “Sabor de mel”



Dedico,

Ao Senhor JESUS, toda honra e toda gloria!
Aos meus pais Virgilio Pereira dos Santos (in.
memore.) e Maria de Lourdes dos Santos que
sdo exemplos para a minha vida,

A minha irmd “Dasdores”, que sempre
compartilhou dos meus sonhos e desalentos,
vitérias e momentos dificeis.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela oportunidade da vida, forga, coragem e fé, para continuar mesmo quando
tudo parecia naufragar. Hoje chego ao fim desta etapa de minha caminhada e quero
agradecer-te do fundo da minha alma;

A CAPES (Coordenagio de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior ) pela bolsa
concedida;

A Universidade Federal Rural da Amazdnia - UFRA, pela oportunidade de realizagdo
do curso de Pos-graduacgio;

Ao coordenador do curso de doutorado, Dr. Francisco de Assis Oliveira, pelo apoio para
conclusdo deste curso, e as secretarias, Shyrle e Shyrlei pela amizade e disponibilidade
em seus atendimentos;

Ao Prof. Dr. Roberto Cesar Lobo e o Prof. Dr. Wilson Maia pelas orientagdes e pelo
conhecimento passado, e aos seus orientados Thiago, Alam e Nagila pela ajuda e
momentos de descontragdo no LABIN/ICA/UFRA,;

Ao Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG) na pessoa da Dra. Anna Luiza Ilkiu-
Borges, Coordenadora do Departamento de Botdnica e do Lab. de Briologia, a qual
estava disposta a ajudar sempre que necessario, disponibilizando-me o referido Lab.,
local onde trabalhei durante todo o periodo da Tese e pude fazer a identificagdo e
triagem das espécies de bri6fitas estudadas;

A Universidade Federal do Para na pessoa da Dra Eloisa Andrade, Coordenadora do
Laboratorio de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON), pelas analises fitoquimicas
e contribuigdo no primeiro artigo desta Tese. E a Técnica Rafaela deste mesmo
laboratorio, pela solicitude e auxilio na prepara¢do das amostras dos aromas e leitura
cromatografica.

Ao Dr. Alberto Cardoso Arruda e a Dra Mara Arruda, coordenadores do Laboratorio da
Central de Extragao Quimica da Universidade Federal do Para (UFPA) e sua equipe,
pelo auxilio na preparacdo dos extratos. Em especial aos doutorandos Manolo e Gesiel
pessoas incriveis e que foram fundamentais tanto na extragdo quanto na preparagdo das
concentragdes testadas.

Aos membros da banca examinadora pelas contribui¢des feitas para este trabalho.

As Dra. Manuela Fernandes da Silva e Maria das Gracas Zoghbi, por se
disponibilizarem como orientadoras no inicio do curso, mesmo ndao podendo dar

continuidade com suas orienta¢des no decorrer do doutorado;



A Dra. Regina Lobato Lisboa, minha eterna orientadora, que me iniciou na vida
cientifica, orientando-me da melhor forma possivel;

Aos professores deste curso pelos conhecimentos repassados,

A minha inseparavel amiga e irmé de alma, Eryka Guimardes, que além de companheira
de pesquisa, também tenho o seu apoio incondicional e a sua parceria eterna; Ao seu
esposo € meu amigo, M.Sc. Luiz Guimardes, pela amizade e incentivo; E a seus
familiares pelo apoio e acolhimento.

A Dra. Ana Claudia, pela contribui¢do sem igual desde o inicio deste projeto e pela
corre¢do do manuscrito do trabalho, Ao seu esposo e meu compadre M.Sc. Alcindo,
pela amizade, motivagéo, apoio e carinho; E a sua familia pelos prazerosos dias de
acolhida em sua casa.

As bridlogas, amigas e companheiras de trabalho do Laboratério de Briologia-MPEG,
Ana claudinha, Ana Paula, Eline, Eliete e Luciana pela agradavel companhia e
momentos de descontragao;

Aos alunos do curso de mestrado do MPEG/UFRA (Turma 2011) pelo agradavel
convivio e préstimos;

Ao “Al€” pelo insentivo, apoio e amizade;

Ao bolsista de PIBIC, Giovani, aluno da Dra. Ana Claudia, que esteve pronto a regar as
mudas de milho diariamente;

Ao “Doquinha” funcionaro desta institui¢do de ensino, pela colaboragio e solicitude na
condugdo do experimento sempre que necessario;

Ao prof. Walter Velasco, um ser-humano extraordinario, que se deslocou de Belém até
Abaitetuba, para nos ceder o abudo do seu projeto, o qual foi usado no cultivo do milho,
e sempre esteve disposto a colaborar conosco;

Aos colegas de Doutorado pelo companheirismo e incentivo durante o curso;

A minha méaezinha, onde eu sempre encontro “colo”, alento e muito amor; € a minha
enorme familia por toda a atengdo, incentivo e apoio sempre que precisei.

A todos que de maneira direta ou indireta contribuiram para a realiza¢do deste trabalho
e que, embora nao citados aqui, sdo dignos da minha profunda gratidao, e sem os quais

a conclusdo desta Tese seria impossivel.



SUMARIO

p.
RESUMO GERAL ..o 12
ABSTRACT GENERAL. ... 13
1. CONTEXTUALIZACAO ... 14
1.1. IMPORTANCIA, COMPOSICAO QUIMICA E VALIDA METODOS DAS
BRIOFITAS ... oo et 14
1.2. ATIVIDADE INSETICIDA E/OU FAGODETERRENTE (ANTIFEEDANT) DAS
BRIOFITAS ..ot 17

1.3. A LAGARTA-DO-CARTUCHO DO MILHO, A IMPORT}%NCIA DO USO DE
PLANTAS COMO INSETICIDA NATURAL E A INDICACAO DE BRIOFITAS
COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE.............ocoooiiiiiiiiiieiieeee 19

REFERENCIAS BIBLIOGAFICAS ...\ oo 24

2. COMPOSICAO QUIMICA VOLATIL DE Campylopus surinamensis Miill. Hal.
E Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Bryophyta) OCORRENTES NA

AMAZONIA BRASILETRA ... 32
RESTIMIOY....... oo cconsarensusersom srensssssssekoess SismeGhosssmbrorisbi sodasstostbeor s v ot siomtbisomobesimsisenss 32
ABSTRACT .........cir v bossiosssuasenssoivnsssms sbes e esircssss smssiess assssinass i oeie Hiasms it e sntosssos 33
DL INTBODIIGARD..... ... ecesomsseesssesmeses comesmserss tresee tessossannms thosssmasessammares 34
2.2. MATERIAL E METODOS. ... 35
221. AREA DE ESTUDO E SELECAO DAS ESPECIES DE
BRIOFITAS ...ttt et 35
222 COLETA, IDENTIFICACAO E TRIAGEM DO MATERIAL
BOTANICD......o...coomienesmsasseoeirsnsssnss essressmssitmssssss o tresesionssesassasscontaossmssat sonsressrarosern, 36
2.2.3. OBTENCAO DO CONCENTRADO VOLATIL. ... 37
2.2.4. ANALISE DO CONCENTRADO VOLATIL POR CG-EM ........................ 37
2.2.5 IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ... 38
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO. ..., 38
REFERENCIAS ..o 44

3. ATIVIDADE INSETICIDA E FAGODETERRENTE DE Campylopus
surinamensis Miill. Hal. (Bryophyta) SOBRE LAGARTA-DO-CARTUCHO DO

MILHO Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)................ 51
RESUMO e 51
ABSTRACT oo 52
B INTRODUGAO. ... es e 53
32MATERIAL E METODOS ..o 54
3.2.1 SELECAO, COLETA E TRIAGEM DO MATERIAL BOTANICO.................... 54

3.2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO.........oooi oo 55



3.2.3 OBTENCAO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES..................... 56

3.2.4 CRIACAO DE Spodopiera frugiperda .................................ccccooocoevveveeveeeenn. 56
3.2.5 EXPERIMENTO: TESTE POR INGESTAO SEM CHANCE DE ESCOLHA....57
3.2.5.1 Delineamento experimental ... 58
3.2.6 ANALISE DOS DADOS..........ooiiooimieooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e esse s eereeenees 58
A RESULTADOS EDISCUBBALY..............ocooiicinmmies i esinsssesmssonasnisaississssimpossmssts 59
3.3.1 FAGODETERRENCIA..........oooiiiiiioiiomoiooooeeeoeeeoeeee oo enee e 59
DAL ARIE TOIMINRE . oo o o e e e i s e e T A s 59
b T e o U D R e 61

3303 APOS T2 MOFAS.. ... ..o 62
3.3.2 MORTALIDADE ..........coooooiiiiiiiiioiieeeeieceeeeee s eei s ereeseeesteessessaes s ess e seeesne 65
3320 AP6S 24 MOTAS ... o 65
L L s el el IO e e 65
e L e 66
REFERENCIAS oot 69

4 ATIVIDADE lNSF:.TlC[DA E FAGODETERRENTE DE Calymperes
lonchophyllum SCHWAGR. (BRYOPHYTA) SOBRE A LAGARTA-DO-
CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera:

T T S S A . Sl S 5 e S S e e S 74
RESUNEO......c..coscviiuouinamssvisossssssiiesiasesisssismsissseiusise iisass ssssassissssssss Hashssesismias i asi 74
RBBTBAC .............. i siuossionsososinthomms o i oot ssds cseiiangssaiatbsss fossmmbadsBocessiins 75
AL INTRODUGAO ... 76
4.2. MATERIAL E METODOS ... ...\ oo, 77
4.2.1 SELECAO, COLETA E TRIAGEM DO MATERIAL BOTANICO.................... 17
422 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO ..o 78
4.2.3 OBTENCAO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES ................... 78

4.2.4 CRIACAO DE Spodoptera frugiperda ...............................coooooovvvooeooenee... 79
4.2.5 EXPERIMENTO: TESTE POR INGESTAO SEM CHANCE DE ESCOLHA ... 79
4.2.5.1 Delineamento experimental ... 80
426 ANALISE DOSIDADDS. ............cocoonomssssarsesaet smsistimmenssbasessmsssmsaiorseensssssseryes 81

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO ... i, 81
431 FAGODETERRENCIA. .............occooiiiiiiieee, SReTY L n, n . ol 81
4301 APOS 24 MOTAS. ... 81

A3 1.2 APOS 4B MOTAS. ...t 83

4.3.1.3 Apés 72 horas
432 MORTALIDADE



L e G T e T T e e S OIS PO N 87

A L2APOSAB MOURE.... ..........oonvviinssnsiiisinssiviisvansn oo O E o SR DR R W 87
SR ANDETIIRONRE. .. T e I et L N 88
4.5 REFERENCIAS ..o 92
CONCLUSOES GERAIS ... 97
AR . ... . b o webvreasenmnit st Sk s nn  oodas b s e L e s s v 98



12

RESUMO GERAL

A flora briofitica é abundante no mundo inteiro e esta presente em praticamente todos
os ecossistemas da Terra. Um foco importante em estudos de briofitas é o
conhecimendo da composi¢do quimica de extratos e dos Oleos essenciais ou
concentrados volateis. Estas plantas sdo importantes fontes naturais de terpenos, ésteres,
acetogeninas, compostos aromaticos, alcaloides, compostos fendlicos (flavonoides),
taninos, saponinas, acidos graxos, glicosideos cardiacos, e outros. Muitos destes
constituintes quimicos possuem aromas € um intenso sabor amargo ou pungente, o que
evidencia a utilizagdo das briofitas no controle de insetos, garantindo-lhes uma
relevante importdncia como plantas inseticidas ou fagodeterrentes. A caréncia de
literatura sobre a investigagdo fitoquimica de espécies de briofitas € uma grande lacuna
na pesquisa para este grupo vegetal. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo
analisar os constituintes quimicos volateis das espécies de musgos Campylopus
surinamensis (Dicranaceae) e Calymperes lonchophyllum (Calymperaceae) ocorrentes
na Amazonia Brasileira e avaliar o efeito do seu extrato etanolico no controle da lagarta-
do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda de 3° instar, em condi¢des controladas. As
amostras foram coletadas em um fragmento de Floresta Amazdnica no Parque
Ecologico de Gunma, municipio de Santa Barbara, Para, sobre substratos terrestre e
corticicola. Os extratos pentanicos obtidos por destilagdo-extragdo simultinea (DES)
foram analisados por cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG-EM). Os
extratos etanolicos obtidos por maceragdo a frio com etanol PA foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO), para a realizagdo dos testes de mortalidade e fagodeterréncia
sobre as lagartas de 3° instar de S. frugiperda. Foram aplicados cinco tratamentos (2,0;
1,0; 0,5 e 0,25 pg/ul e controle com DMSO diluido em agua). Os dados experimentais
foram submetidos a analise de variancia, para fagodeterréncia, com suas médias
comparadas pelo teste U de Mann-Whitney e para mortalidade foi aplicado o teste de
Fischer com modificagdo de Tocher. Foram identificados 34 constituintes quimicos,
pertencentes ao grupo dos hidrocarbonetos aromaticos, aldeidos, terpenos,
fenilpropanoides, ésteres e acidos graxos. Naftaleno foi o hidrocarboneto aromatico
predominante em C. lonchophyllum e C. surinamensis (71,8% e 45,71%,
respectivamente). Este constitui o primeiro relato da composi¢do quimica volatil dessas
espécies, e os resultados sugerem que estes musgos sao importantes fontes naturais de
terpenos, acidos graxos e ésteres. Quanto as atividades de fagodeterréncia/antifeedant e
mortalidade, para Campylopus surinamensis foi observada a a¢do fagodeterrente de
extratos nas concentragoes de 2,00 pg/ul; 1,00 pg/ul e 0,50 pg/ul depois de 24 horas de
contato e ndo houve efeito inseticida. Para Calymperes lonchophyllum somente apos 48
horas de contato das lagartas com os tratamentos 1, 2 e 3 foi observada uma agio
fagodeterrente. Para se produzir efeito inseticida em lagartas de 3° instar foram
necessarias 72 horas de exposig¢do de extrato nas concentragdes de 2,00 e 1,00pg/pl.
Estas espécies de musgos podem ser de grande importdncia e interesse para o controle
de Spodoptera frugiperda em plantagdes de milho. Nao ha na literatura especializada a
existéncia de outros trabalhos que tenham avaliado a ag¢do inseticida e/ou fagodeterrente
destes musgos, sendo esta, a primeira pesquisa cientifica a testar essa atividade
biologica. Estes resultados sdo passiveis de patente, resguardando assim, o direito de
autoria.

Palavras-chave: Calymperaceae, Dicranaceae, Constituintes volateis, Plantas
inseticidas, Praga do milho, Fagodeterréncia.
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ABSTRACT GENERAL

The bryoflora is abundant worldwide and is present in virtually all Earth's ecosystems.
An important focus on bryophyte studies is the knowledge of the chemical composition
of extracts and essential oils or concentrate volatiles. These plants are important sources
of natural terpenes, esters, acetogenins, aromatic compounds, alkaloids, phenolic
compounds (flavonoids), tannins, saponins, fatty acids, cardiac glycosides, and others.
Many of these chemical constituents possess aromas and an intense bitter or pungent
flavor, which highlights the use of bryophytes in insect control, guaranteeing them a
great importance as insecticide or antifeedant plants. The lack of literature on the
phytochemical investigation of bryophytes species is a big gap in the research for this
plant group. Therefore, this study aimed to analyze the volatile chemical constituents of
the mosses species Campylopus surinamensis (Dicranaceae) and Calymperes
lonchophyllum (Calymperaceae) occurring in the Brazilian Amazon and evaluate the
effect of its ethanol extract in the control of the fall armyworm Spodoptera frugiperda
in 3rd instar, in controlled conditions. The samples were collected in a fragment of the
Amazon forest in Parque Ecologico de Gunma, municipality of Santa Barbara, Para
State, on terrestrial and corticicolous substrates. The pentanic extracts obtained by
simultaneous distillation-extraction (SDE) were analyzed by gas chromatography / mass
spectrometry (GC-MS). The ethanol extracts obtained by cold maceration with PA
ethanol were diluted in dimethylsulfoxide (DMSO), to achieve the mortality and
antifeedant tests in the caterpillar of S. frugiperda in the 3rd instar. Five treatments were
applied (2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 pg/uL and control with DMSO diluted in water). The
experimental data were submitted to analysis of variance, for antifeedant activity, with
its means compared using the Mann-Whitney U test and for mortality was applied the
Fischer's test with Tocher’s modification. 34 chemical constituents were identified,
belonging to the group of aromatic hydrocarbons, aldehydes, terpenes,
phenylpropanoids, esters and fatty acids. Naphthalene was the predominant aromatic
hydrocarbon in C. lonchophyllum and C. surinamensis (71.8 and 45.71%, respectively).
This is the first report of the volatile chemical composition of these species, and the
results suggest that these mosses are important sources of natural terpenes, fatty acids
and esters. As for antifeedant activity and mortality, for Campylopus surinamensis was
observed antifeedant action of extracts at concentrations of 2.00 pg/pL, 1.00 pg/uL and
0.50 pg/pl after 24 hours of contact and no insecticidal effect. For Calymperes
lonchophyllum only after 48 hours of contact of the caterpillars with treatments 1, 2 and
3, was observed an antifeedant activity. To produce insecticidal effect on caterpillars of
3rd instar were required 72 hours of extract exposure at concentrations of 2.00 and 1.00
pg/ul. These species of mosses can be of great importance and interest for the control
of S. frugiperda in corn fields. There are not other studies in the specialized literature
assessing the insecticide and/or antifeedant effect of these mosses, which is the first
scientific research to test this biological activity. These results are subject to patent, thus
protecting the right of authorship.

Keywords: Calymperaceae, Dicranaceae, volatile constituents, insecticide plants, pest
of corn, antifeedant effect.
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1. CONTEXTUALIZACAO

1.1. IMPORTANCIA, COMPOSICAO QUIMICA E VALIDA METODOS DAS
BRIOFITAS.

As briofitas (antoceros, hepaticas e musgos), estdo representadas pelos filos
Anthocerotophyta (STOTLER e CRANDALL-STOTLER, 2005), Marchantiophyta
(CRANDALL-STOTLER e STOTLER, 2000) e Bryophyta (GOFFINET e BUCK,
2004), respectivamente. Sdo plantas criptbgamas, atraqueofitas, de estrutura simples
apresentando pequeno porte (a maioria até 10 cm), possuem ampla distribui¢ao
geografica, estdo presentes em praticamente todos os ecossistemas da Terra e
contribuem significativamente para a diversidade vegetal (LEMOS-MICHEL, 2001;
LISBOA, 1993). Sio capazes de tolerar condi¢des ambientais extremas, ocorrendo
desde o artico as areas tropicais, como a Amazonia, desde o deserto até ambientes
submersos, exceto em ambientes marinhos (COSTA et al, 2010; FRAHM, 2003).

Habitam os mais variados substratos, como troncos e ramos vivos (corticicola)
ou em decomposigio (epixila), sobre folhas (epifila), superficies de rochas (rupicola),
solos (terricola) e substrato artificial - concreto ou argamassa (casmofito) (FUDALI,
2001), demonstrando preferéncia por locais imidos, ja que necessitam de agua para
realizar a fecundagio (DELGADILLO e CARDENAS, 1990; SCHOFIELD, 1985).

Diversos estudos tém mostrado que as briofitas apresentam grande importancia
na composi¢do da biomassa de muitos ecossistemas, contribuindo para controlar o
assoreamento dos rios e da erosio do solo (GLIME, J. M. e SAXENA, 1991) e
ajudando na germina¢do das sementes e estabelecimento das comunidades vegetais
(WELCH, 1948). Também determinam as condi¢cbes de pH, presenga de calcio ou
nutrientes na agua, além de atuar como bioindicadoras e/ou biomonitoras em estudos de
poluigdo ambiental (FATOBA et al., 2012; FOAN e SIMON, 2012; LISBOA e ILKIU-
BORGES,1995; CAMPOS, 1999). Podem ainda, indicar a presenga de certos minérios
no meio ambiente, uma vez que concentram facilmente o cobre e o enxofre (LISBOA e
ILKIU-BORGES, 1996; FATOBA et al, 2012; BURTON e PETERSON,1979).

As briofitas tém sua importdncia econdmica na decoragido e jardinagem, como
meio de cultura para orquideas, como aditivos no solo e como combustivel (turfa)
(GLIME, 2007; 2013; ANDO e MATSUO, 1984, DING, 1982; WU, 1982). Na
fabricagdo de uisque escocés, por exemplo, sdo usadas para garantir-lhe o sabor

caracteristico (MOLOZZI et al., 2003).
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Com relagio as suas propriedades fitoquimicas, apenas 5% (Asakawa, 2001) de
um total de aproximadamente 18.000 (SHAW e GOFFINET, 2000) espécies de briofitas
mundialmente conhecidas, tém sido estudadas.

Desde o inicio da década de 1970, o professor e pesquisador Asakawa e seu
grupo, tém focado seus estudos sobre os constituintes quimicos de briofitas no Japao.
Eles descobriram que estas plantas contém grandes quantidades de metabolitos
secundarios bastante representativos, sendo o grupo das hepaticas o mais estudado, com
destaque para o género Plagiochila (Dumort) Dumort (ASAKAWA, 1982; 1990a;
1990b: 1993: 1995; 1999; 2001; 2007, ASAKAWA et al, 1980; 1988, 2013;
LUDWICZUK et al., 2008, entre outros).

Os metabolitos secundarios sio compostos derivados biologicamente dos
metabolitos primarios, os quais apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular e
sio encontrados em concentra¢des relativamente baixas em determinados grupos de
plantas. Frequentemente, tém fun¢des importantes na protegdo das plantas contra os
raios UV, ataques de insetos, fungos, virus e bactérias, entre outras (PERES, 2004,
SIMOES et al., 2007)

Na composi¢do quimica de diversas espécies de briofitas ja foram encontrados
Terpendides, Esteres, Acetogeninas, Compostos aromaticos, Alcaloides, Compostos
fenolicos (Flavonoéides), Taninos, Saponinas, Acidos graxos, Glicosideos cardiacos e
uma grande diversidade de estruturas quimicas (ADEDEII et al., 2012; ASAKAWA,
1982: 1990a; 1990b; 1993; 1995; 1999; 2001; 2007, ASAKAWA et al,, 1980; 2013,
CANSU et al. 2013; DING, 1982; FATOBA et al. 2003, JOCKOVIC, et al, 2007,
LUDWICZUK et al., 2008, MORANTES, et al., 2007; PEJIN, et al, 2012, SUIRE,
1972: UCUNCU et al, 2010; XIE e LOU, 2009, WU 1982). Muitos destes
componentes tém aromas e intenso sabor amargo ou pungente, além de exibir atividades
biologicas e propriedades medicinais (ALAM, 2012; ASAKAWA, 2007).

Novos compostos de britfitas tém sido descritos para as hepaticas, que
apresentam grandes quantidades de terpenos e substdncias semelhantes aos terpenos
(ASAKAWA, 1995), devido a presenca de oleocorpos existentes em suas células
(GRADSTEIN e COSTA, 2003). Curiosamente, alguns sesquiterpenos isolados a partir
de hepaticas sdo enantidmeros semelhantes aos encontrados em plantas superiores. E
alguns terpendides esqueletos so ocorrem em briofitas, como pinguisanes, isolado pela
primeira vez de Aneura pinguis (L.) Dumort. e miltailanos, isolados de Bazzania Gray,

Mpylia Gray e Reboulia Raddi (ASAKAWA et al, 1980; KINGHORN et al, 2013;
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WADA e MUNAKATA, 1971) estando presente também em diversas outras espécies
de hepaticas (ASAKAWA, 1995; ASAKAWA et al, 1980). Os terpenos mais
frequentes em hepaticas sdo B-bazanene, B-barbatene, a-pineno, B-pireno e limoneno
(ASAKAWA, 1995; HEINRICHS, 2001), sendo que, estes dois ultimos ocorrem em
Plagiochila rutilans Lindenb. (HEINRICHS 2001).

Os musgos e os antoceros sdo quimicamente menos estudados uma vez que ndo
possuem oleocorpos em suas células (ASAKAWA, 1995; ASAKAWA et al, 2013;
HEROUT, 1990). Porém, ja foram encontrados novos compostos para 0S musgos, a
exemplo de dois flavondides (apigenina-7-O-triglycoside e luteolina-7-0O-
neohesperidosido) presentes em Dicranum scoparium Hedw. (Dicranaceae) com efeito
fitotoxico, ou seja, atividade alelopatica, impedindo o crescimento de outro musgo
(Tortula muralis HEDW) e da Magnoliophyta Raphanus sativus L. (BASILE et al.,
2003).

Fatoba et al. (2003) analisaram seis espécies de musgos (Bryum coronatum
Schwigr, Thuidium gratum (P. Beauv.) A. Jaeger, Calymperes afzelii Sw., Barbula
lambarenensis P. de la Varde, Hyophila involuta (Hook.) A. Jaeger e Octoblepharum
albidum Hedw.), que indicaram além de compostos fenolicos, a presencga de alcaloides,
taninos, saponinas e glicosideos cardiacos. No entanto, os musgos também possuem em
sua composi¢io quimica terpendides, inclusive sesquiterpenos, embora este grupo nao
contenha oleocorpos (CANSU et al., 2013; UCUNCU et al., 2010). Estes referidos
autores ainda detectaram acidos graxos (maior ocorréncia nos musgos) do tipo aldeidos
em Tortula muralis Hedw., Homalothecium lutescens (Hedw.) H. Rob., Hypnum
cupressiforme Hedw., Pohlia nutans (Hedw.) Lindb. Hylocomium splendens (Schimp)
Hedw. e Leucodon sciuroides (Hedw.) Schwagr.

Para os antoceros, Asakawa (1995) relata que ja foram encontrados constituintes
quimicos do tipo sesquiterpendides ¢ compostos aromaticos, estes ultimos ligninas e
derivados do 4cido cindmico. Seus sesquiterpendides sdo do tipo Cuparane, amplamente
distribuidos em hepaticas, porém, também podem ser encontrados em antoceros do
género Megaceros Campb. (ex. Megaceros tosanus Stephani) e espécies de Phaeoceros
Prosk., em pequenas quantidades. Anthoceros laevis L. e A. punctatus L., possuem
derivados de acidos cinamicos, enquanto que ligninas do tipo acido megacerotonico
foram detectadas em Dendroceros japonicus Stephani, Megaceros flagellaris (Mitt.)
Stephani.



17

A partir do amplo conhecimento destes compostos quimicos existentes nas
briofitas, foi possivel testar e avaliar as seguintes atividades biologicas: citotoxica,
antioxidante, anti-inflamatoria, carcinogénica, inibigdo enzimatica e antimicrobiana
(antifingica, antibacteriana, antiviral). Além dos efeitos fitotoxicos, cardiotonicos
(aumento do fluxo sanguineo coronario), antifeedant/fagodeterrente, inseticida e
toxicidade diante de moluscos e peixes (DEY e DE, 2012; ANDE et al, 2010;
ASAKAWA et al.. 1980; 1988; BUKVICKI et al , 2012; CANSU et al, 2013, FRAHM
e KIRCHHOFF, 2002; HAINES e RENWICK, 2009; MARKHAM et al, 2006;
SABOVLJEVIC M. et al., 2001; VATS e ALAM, 2013, UCUNCU et al,, 2010).

Neste contexto, a maior contribui¢do é dada por pesquisadores do Japao, india e
China. Entretanto, o estudo com relagio a sua quimica, farmacologia, e aplicagdo de
fontes de cosméticos e medicamentos ou drogas agricolas vem sendo realizado em
diversos paises, com mais de 1000 espécies de briofitas estudadas na América do Sul e
do Norte, Africa do Sul e do Norte, Europa, Asia, Oceania e Antartida (ADIO, 2005a;
2005b; AFRON, 2012; FRAHM, 2003; FRAHM e KIRCHHOFF, 2002; NAGASHIMA
et al., 2002, PINHEIRO et al_, 1989; VIDAL et al, 2012).

No Brasil, o conhecimento quimico das bri6fitas ¢ incipiente. Foram publicados
somente dois trabalhos nesta linha de pesquisa. O primeiro, desenvolvido no estado do
Para, testou os efeitos antibactericidas dos extratos de 25 espécies de briofitas (musgos
e hepaticas), incluindo Calymperes lonchophyllum Schwagr. (PINHEIRO et al., 1989).
O segundo, realizado no estado do Ceara, realizou fitoquimicamente o extrato do musgo

Octoblepharum albidum e sua atividade antibactericida (VIDAL et al., 2012).

1.2. ATIVIDADE INSETICIDA E/OU FAGODETERRENTE (ANTIFEEDANT) DAS
BRIOFITAS.

As briéfitas, na maioria das vezes, ndo sio atacadas por insetos, caracdis, lesmas
e outros pequenos animais (ASAKAWA et al, 1988; DVIDSON e LONGTON, 1987).
Este fato, aliado ao isolamento dos sesquiterpendides (pinguisane, dramine e poligodial)
obtidos de Porella obtusata (Tayl.) Trev (HUNECK, 1984), levou Frahm e Kirchhoff
(2002), a desenvolverem um estudo testando o efeito antifeedant/fagodeterrente
(ASAKAWA et al., 1980; VENDRAMIM e GUZZO, 2009) do extrato do musgo
Neckera crispa Hedw. e da hepatica P. obtusata sobre a lesma (Arion lusitanicus), onde

folhas de alface foram pulverizadas com diferentes concentragdes destes extratos. Os



18

resultados de fagodeterréncia foram satisfatorios para as duas espécies de briofitas,
sobretudo, para P. obtusata.

Wada e Munakata (1971) testaram a atividade inibitéria de terpendides
(sesquiterpenos) ocorrentes em plantas para controlar a alimentagao de insetos. Um dos
sesquiterpenos testados foi pinguisane, isolado da hepatica A. pinguins. Testou-se as
concentragdes de 0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.63% e 0.031% sobre Spodoptera litoralis

Asakawa et al. (1980), em seu trabalho sobre os tipos de secoaromadendranos
(sesquiterpenos) de espécies de Plagiochila (Dumort) Dumort com a¢ao fagodeterrente
em insetos, revelaram que a pungéncia caracteristica das espécies de hepaticas
(Plagiochila fruticosa Mitt., P. Hattoriana, P. ovalifolia Mitt. e P. yokogurensis
Stephani) foi devido a este novo tipo de sesquiterpeno (plagiochiline A). Este
sesquiterpeno apresentou forte efeito fagodeterrente contra o verme do exército africano
(Spodoptera exempta (Walker)).

Labbe et al. (2005) analisaram os constituintes quimicos da hepatica
Balantiopsis cancellata (Nees) Steph. (Balantiopsidaceae), e isolaram os ésteres (acido
benzoico 2-feniletanol, acido cinamico-cis-2-feniletanol, acido cindmico-frans-2-
feniletanol, acido frans-B-metiltioacrilato e feniletanodiol benzoato. Estes foram
testados na inibigio do crescimento do fitopatogeno Cladosporium herbarum e no
controle da atividade antifeedant/fagodeterrente de S. littoralis. A resposta foi positiva
tanto para fagodeterréncia quanto para a agdo antifingica, principalmente do éster acido
trans-B-metiltioacrilato.

Markham et al. (2006) avaliaram o efeito fagodeterrente do extrato protéico de
17 espécies de samambaias e seis musgos, sobre Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera)
(lagarta-da-espiga) e Spodoptera frugiperda J. E. Smith (lagarta-do-cartucho do milho).
O musgo Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid e as samambaias Asplenium platyneuron
(L.) BSP., Athyrium pycnocarpon (Spreng.) Tidstr., Gymnocarpium dryopteris (L.)
Newmn. e Onoclea sensibilis L., causaram fagodeterréncia sobre as lagartas, reduzindo
os danos nos discos das folhas de soja (Glycine max (L.) Merr.) utilizadas nos ensaios, e
também a estagnagdo do crescimento larval.

Haines e Renwick (2009) analisaram o efeito antifeedant de musgos na pré-
ingestio e pos-ingestdio pela lagarta generalista, Trichoplusia ni Hu Hiibner
(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae). A aceitabilidade e qualidade dos musgos Bryum

argenteum Hedw., Climacium americanum Brid., Leucobryum glaucum Hedw. e
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Sphagnum warnstorfii Russ. foram comparadas com duas dietas de controle (alface e
gérmem de trigo) usando o lepdoptero. Na pré-ingestdo, as lagartas consumiram muito
mais o controle, porém o musgo C. americanum foi consumido em quantidade
suficiente para avaliar as respostas do pos-ingestivo. Assim, os resultados evidenciaram
uma atividade de fagodeterréncia para a maioria dos musgos.

Ande et al. (2010) avaliaram a agdo inseticida de quatro espécies de musgos em
experimento de campo na Nigéria, incluindo Calymperes afzelii, contra a broca do caule
do milho (Elasmopalpus lignosellus Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae). Todos os musgos
testados apresentaram efeito toxico contra o ataque da lagarta, sobretudo, C. afzelii e
Bryum coronatum Schwaegr que obtiveram atividade tdo boa quanto o Tricel, o
inseticida inorganico usado no controle.

Nio foi encontrado na literatura, estudos que relatassem previamente tanto a
composi¢do quimica quanto a avaliagio do efeito inseticida e/ou fagodeterrente das
duas espécies de musgos selecionadas para o presente estudo. Portanto, este trabalho
apresenta uma primeira abordagem para o estudo em questao dos musgos Campylopus
surinamensis Miill. Hal e Calymperes lonchophyllum Schwagr. Até o momento, no
Brasil, nada foi estudado quanto ao potencial dos fitoquimicos das briofitas no controle

da atividade antifeedant/fagodeterrente em insetos.

13 A LAGARTA-DO-CARTUCHO DO MILHO, A IMPORTANCIA DO USO DE
PLANTAS COMO INSETICIDA NATURAL E A INDICACAO DE BRIOFITAS
COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE.

Vérias espécies agrondmicas de plantas vém sendo testadas nos Sistemas
Agroflorestais, como milho, sorgo, feijao, arroz e soja (DANIEL et al., 2004.). O milho
representa um dos mais importantes cereais do mundo. Para o Brasil, esta cultura tem
valor tanto sob o aspecto econdmico quanto social, sendo produzida em todos os
Estados do pais (AGRIANUAL, 2003; PEREIRA, 2007). O Brasil € o terceiro maior
produtor mundial de milho (ca. 6%), atras apenas dos Estados Unidos (41%) e da China
(19%). Sua area de plantio é de 13 milhdes de hectares, aproximadamente, € a produgao
anual estimada ¢ de 41,5 milhdes de toneladas de grios, sendo que a safrinha (segunda
safra) representa 13,5% desta produ¢do (AGRIANUAL, 2003).

Este cereal é também matéria prima para um grande nimero de produtos
industrializados, indispensavel tanto na alimentagdio humana quanto na animal

(TEIXEIRA, 1997). No entanto, desde o plantio até a colheita, a cultura ¢ atacada por
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uma série de pragas, principalmente a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera
frugiperda que é praga-chave para esta cultura (ROSA et al., 2009).

A fase adulta de S. frugiperda ¢ uma mariposa com cerca de 35mm de
envergadura, apresenta coloragao pardo-escura nas asas anteriores e branco acinzentada
nas asas posteriores. As lagartas recém-eclodidas alimentam-se da propria casca do ovo.
Apos esta alimentagdo, permanecem €m repouso por um periodo variavel de 2al0
horas. A lagarta completamente desenvolvida mede cerca de 40 mm, € com coloragao
variavel de pardo escura até quase preta e com o Y invertido na parte frontal da cabe¢a
(CRUZ et al. 1982).

O periodo médio de duracio das fases de ovo, de larva, de pulpa e de adulto €
em torno de 3, 25, 11 e 12 dias, respectivamente. Apos completarem seu
desenvolvimento, abandonam a planta e penetram no solo a uma profundidade de
aproximadamente Scm, onde empupam. Algumas vezes a pupagdo ndo se da no solo,
podendo ocorrer em restos culturais (LEIDERMAN e SAUER, 1953).

E importante considerar que, no inicio da fase larval as lagartas tém preferéncia
alimentar pelas folhas jovens da planta € 0 desenvolvimento da populagio das lagartas
se dar na fase vegetativa (HARRISON, 1984; HOY e SHELTON, 1987). Apos o seu
desenvolvimento larval, as lagartas infestam a cultura e se instalam nas folhas do
cartucho, perfuram a base da planta, danificam a espiga, causando danos severos a
plantagio (PARRA et al. 1995; GASSEN. 1996). Além disso, em geral, as lagartas tém
mais sensibilidade aos compostos secundarios nos instares iniciais diminuindo
conforme o desenvolvimento larval avanga (BELLONDA ¢ ZUCOLOTO, 2009).

Spodoptera frugiperda € considerada uma das pragas mais importantes de
muitas culturas agricolas nas Américas. No Brasil, destaca-se como um dos principais
lepidopteros desfolhadores do milho, reduzindo a produgdo em cerca de 34 a 40%,
acarretando prejuizos de até 400 milhGes de délares ao ano (CRUZ et al., 1999).

O ataque da lagarta-do-cartucho vem aumentando severamente em areas de
cultivos de milho, podendo causar até 60% de redugio no rendimento dos graos
(PEREIRA, 2007). A severidade do ataque desta praga pode variar de acordo com a
fase de desenvolvimento da cultura e da lagarta, uma vez que esta se alimenta da planta
desde a sua emergéncia até a formagdo das espigas, embora tenha preferéncia por
cartuchos de plantas jovens (PEREIRA, 2007; CRUZ e TURPIN, 1982).

As lagartas sdo predominantemente especialistas, alimentando-se em uma ou

poucas familias de plantas. Tém uma relagdo evolutiva especial e amplamente relatada
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na literatura com as defesas quimicas das plantas verdes (BERNAYS, 1998). A
importancia da interagdo das lagartas com suas respectivas plantas-hospedeiras € tao
grande, que elas sdo conhecidas por nomes associados a essas plantas, a exemplo da
lagarta-do-cartucho do milho (S. frugiperda).

O tipo de cultivar utilizada e o local de plantio, também podem influenciar no
grau de ataque de S. frugiperda sobre a planta (CRUZ, 1995). Este inseto também causa
danos as culturas do abobora, algoddo, alfafa, amendoim, arroz, batata, couve,
espinafre, feijao, repolho, sorgo, tomate, trigo (CRUZ e MONTEIRO, 2004).

O controle de S. frugiperda, tem sido realizado quase que exclusivamente com
produtos agrotoxicos caros, que sao aplicados logo que sua ocorréncia € detectada. E
nio ha adogdo de critérios minimos de manejo, resultando muitas vezes no fracasso do
controle da lagarta (PEREIRA, 2007). O uso constante e indiscriminado destes produtos
tem acarretado a presenga de altos niveis de residuos toxicos nos alimentos,
desequilibrio biolégico, contaminagdes ambientais, intoxicagdes de pessoas e animais,
bem como o aparecimento de linhagens de insetos resistentes (TRINDADE et al.,
2000).

Produtos naturais provenientes de plantas podem ser uma alternativa no manejo
destas pragas, na forma de extratos de plantas cientificamente conhecidas (GUERRA,
1985). Estas préticas costumam ser baratas e acessiveis aos produtores rurais (VIEGAS-
JUNIOR, 2003). Novas substincias sio necessarias para o efetivo controle de pragas,
oferecendo maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica,
aplicabilidade em programas integrados de controle de insetos e baixo impacto
ambiental (VIEGAS-JUNIOR, 2003).

No Brasil, a utilizagdo destas alternativas de controle de pragas, vem crescendo
em substituicio aos inseticidas altamente toxicos ao homem e ao meio ambiente
(LEAO, 1996; VIEGAS-JUNIOR, 2003). A agdo destes fitoquimicos nas pragas pode
ser por repeléncia, inibigio de oviposigio e da alimentagdo total ou parcial
(fagodeterréncia), alteragdes no sistema hormonal, disturbios no desenvolvimento,
deformacdes, infertilidade e mortalidade nas diversas fases (ROELD, 2001; SAITO e
LUCCHINI, 1998; VENDRAMIM e GUZZO, 2009).

Os novos conhecimentos cientificos, cada vez mais aprofundados sobre as
espécies vegetais, desenvolvidos por estudos interdisciplinares de pesquisa nas areas da

botanica, quimica, farmacologia, agronomia e outras ciéncias afins, é fundamental para
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dar suporte e longevidade ao uso do potencial natural ainda existente no planeta
(VIEGAS-JUNIOR, 2003; PHILIPPI JR., 2000).

Diante do exposto, acredita-se que o pouco conhecimento das briofitas nesta
area de pesquisa, deve-se a razdes como: o seu pequeno porte, dificuldade de
identificacdo e separagio dos espécimes, 0 pequeno nimero de especialistas, além da
falta de parceria com profissionais de outras linhas de pesquisa com cunho quimico e
agronoémico.

Considerando-se que ha na literatura cientifica comprovagdo da atividade
biologica das briofitas e os avangos nesta linha de pesquisa, ¢ oportuna a realizacao de
um estudo quimico com enfoque para o potencial antifeedant/fagodeterrente de espécies

de briofitas que ocorrem na Amazonia Brasileira.

QUESTOES E HIPOTESES
1. Os musgos Campylopus surinamensis Mill. Hal. (Dicranaceae) e Calymperes
lonchophyllum Schwigr. (Calymperaceae) podem ser considerados importantes fontes
naturais de terpenos, acidos graxos, ésteres e outros constituintes quimicos?

Hipotese 1

HO: Os musgos Campylopus surinamensis Mull. Hal. (Dicranaceae) e
Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Calymperaceae) ndo sdo fontes naturais de
terpenos, acidos graxos, ésteres e outros constituintes quimicos.

H1: Os musgos Campylopus surinamensis Mill. Hal (Dicranaceae) e
Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Calymperaceae) sio fontes naturais de terpenos,

acidos graxos, ésteres e outros constituintes quimicos.

2. Existe atividade inseticida e/ou fagodeterrente dos extratos de Campylopus
surinamensis Mill. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwagr, sobre a lagarta-do-
cartucho do milho (Spodopiera frugiperda J. E. Smith)?

Hipotese 2

HO: Nio existe atividade inseticida e/ou fagodeterrente dos extratos de
Campylopus surinamensis Mill. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwagr, sobre a
lagarta-do-cartucho do milho (Spodoptera frugiperda J. E. Smith).

H1: Existe atividade inseticida e/ou fagodeterrente dos extratos de Campylopus
surinamensis Mull. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwigr, sobre a lagarta-do-

cartucho do milho (Spodoptera frugiperda J. E. Smith).
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OBJETIVO GERAL
Analisar a composi¢do quimica volatil de duas espécies de musgos e avaliar o
efeito do seu extrato etandlico no controle da lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera

frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) em condigdes controladas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Analisar os constituintes quimicos volateis de Campylopus surinamensis
Miill. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwagr. (Bryophyta) ocorrentes na Amazonia

Brasileira.

2. Avaliar a atividade inseticida e/ou fagodeterrente de Campylopus
surinamensis Miill. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwigr. sobre a lagarta-do-
cartucho do milho Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae) de 3°

instar.

A Tese esta organizada em trés manuscritos: Artigo 1- Composigao quimica
volatil de Campylopus surinamensis Mill. Hal. e Calymperes lonchophyllum Schwigr.
(Bryophyta) ocorrentes na Amazonia Brasileira; Artigo 2- Atividade inseticida e
fagodeterrente de Campylopus surinamensis Mull. Hal. (Bryophyta) sobre lagarta-do-
cartucho do milho Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae); Artigo
3- Atividade inseticida e/ou fagodeterrente de Calymperes lonchophyllum Schwagr.
(Bryophyta) sobre lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda J. E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae).

Os manuscritos estdo formatados segundo as normas das revistas as quais serdo
submetidos. Para margens, espacamentos e numeragdo das paginas foram adotadas as
normas de apresentagio de dissertagdes e teses da Universidade Federal Rural da

Amazonia.
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2. COMPOSICAO QUIMICA VOLATIL DE Campylopus surinamensis Miill. Hal.
E Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Bryophyta) OCORRENTES NA
AMAZONIA BRASILEIRA

RESUMO

A flora briofitica é abundante no mundo inteiro e esta presente em praticamente todos
os ecossistemas da Terra. Um foco importante em estudos de briofitas, € o
conhecimendo da composigio quimica de extratos e dos Oleos essenciais ou
concentrados volateis. A caréncia de literatura sobre a investigagdo fitoquimica de
espécies de briofitas ¢ uma grande lacuna na pesquisa para este grupo vegetal. Portanto,
visando ampliar o conhecimento dos compostos quimicos que ocorrem em briofitas, o
presente trabalho teve como objetivo analisar os constituintes quimicos volateis das
espécies de musgos Campylopus surinamensis e Calymperes lonchophyllum ocorrentes
na Amazonia Brasileira. As amostras foram coletadas em um fragmento de Floresta
Amazonica no Parque Ecologico de Gunma, municipio de Santa Barbara, Para, e
submetidas a extragdo através de destilagdo-extragdo simultanea (DES) para a obtengio
dos compostos volateis, que foram analisados por cromatografia gasosa/espectrometria
de massas (CG-EM). No total, foram identificados 34 constituintes quimicos nos
extratos pentinicos das duas espécies estudadas. Os compostos identificados pertencem
principalmente aos grupos dos hidrocarbonetos aromaticos, terpenoides, ésteres, acidos
graxos e aldeidos. Naftaleno foi o hidrocarboneto aromatico predominante em C.
lonchophyllum e C. surinamensis (71,8% e 45,71%, respectivamente). Este constitui o
primeiro relato da composigdo quimica volatil dessas espécies, e 0s resultados sugerem
que estes musgos sdo importantes fontes naturais de terpenos, fenilpropanoides, acidos

graxos, aldeidos e ésteres.

Palavras-chave: Musgos, Dicranaceae, Calymperaceae, Constituintes volateis.

Artigo a ser submetido a Revista Brasileira de Farmacognosia
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2. Volatile chemical composition of Campylopus surinamensis (Miill.) Hal. and
Calymperes lonchophyllum Schwiigr. (Bryophyta) occurring in the Brazilian

Amazon

ABSTRACT

The bryoflora is abundant worldwide and is present in virtually all of Earth's
ecosystems. An important focus on bryophytes studies, is the knowledge of the
chemical composition of extracts and essential oils or volatile concentrates. The lack of
literature on the phytochemical investigation of bryophytes species is a big gap in the
research for this plant group. Therefore, to enhance the understanding of the chemical
compounds that occur in bryophytes, this study aimed to analyze the volatile chemical
constituents of mosses species Campylopus surinamensis and Calymperes
lonchophyllum occurring in the Brazilian Amazon. The samples were collected in a
fragment of the Amazon forest in Parque Ecologico de Gunma, municipality of Santa
Barbara, Para State, and submitted to extraction by simultaneous distillation-extraction
(SDE) to obtain the volatile compounds, which were analyzed by gas chromatography /
mass spectrometry (GC-MS). In total, were identified 34 chemical constituents in
pentanic extracts from the two studied species. The identified compounds mainly
belong to the group of aromatic hydrocarbons, terpenoids, esters, fatty acids and
aldehydes. Naphthalene was the predominant aromatic hydrocarbon in (.
lonchophyllum and C. surinamensis (71.8 and 45.71%, respectively). This is the first
report of the volatile chemical composition of these species, and the results suggest that
these mosses are important sources of natural terpenes, phenylpropanoids, fatty acids,

aldehydes and esters.

Keywords: Mosses, Dicranaceae, Calymperaceae, volatile constituents.
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2.1. INTRODUCAO

A flora briofitica é abundante no mundo inteiro, reunindo cerca de 18.000
espécies (Shaw & Goffinet, 2000), das quais aproximadamente 1.527 ocorrem no Brasil
(Costa, 2014). Apesar do nimero expressivo de espécies esse grupo de plantas ainda
permanece pouco explorado, provavelmente em fungdo da pequena biomassa, baixo
valor econdmico. e a dificuldade pratica em separar amostras individuais das mesmas, 0
que pode desestimular alguns pesquisadores (Rovere & Calabrese, 2011). Atualmente
uma abordagem importante em estudos de briofitas € o estudo de substancias
biologicamente ativas produzidas pelas mesmas (Asakawa, 2007, Asakawa etal., 2012,
Cansu et al., 2013).

Acredita-se que ja foram estudadas, quanto ao seu potencial quimico, mais de
1.000 espécies de briofitas, a maioria hepaticas, coletadas em paises da América do Sul
e do Norte, Africa do Sul e do Norte, Europa, Asia, Oceania e Antartida (Adedejiet al.,
2012: Adio & Konig 2005a, b, Asakawa, 1982, 1990a, b, 2001, 2007, Cansu et al.,
2013: Clarke & Robinson, 2008; Fatoba et al., 2003, 2012; Jockovic et al., 2007, 2008,
Pejinet al.,2012; Rauha et al. 2000; Sabovljevic et al., 2001, 2010, 2011, 2012; Uciincii
et al, 2010; Xie & Lou, 2009). Alguns desses autores identificaram uma série de
metabolitos secundarios presentes em briofitas, especialmente os pertencentes a classe
dos terpenoides (mono-, sesqui- € diterpenos), que representam o maior grupo, com ca.
1.400 estruturas quimicas relatadas na literatura. Foram encontrados também compostos
aromaticos pertencentes a classe dos benzenoides (ca. 150), flavonoides, principalmente
acidos fenolicos (ca. 360), fenilpropandides (ca. 65), derivados de acidos graxos (ca.
25), além de outros (Asakawa, 1995, 2001, 2007 Xie & Lou, 2009, Xie et al., 2010).

Fatobaet al. (2003) estudaram seis espécies de musgos (Bryum coronatum
Schwigr, Thuidiumgratum (P. Beauv.) A. Jaeger, Calymperes afzelii Sw., Barbula
lambarenensis P. de La Varde, Hyophila involuta (Hook.) A. Jaeger € Octoblepharum
albidum Hedw.) que levou ao isolamento de compostos fenoblicos, alcaloides, taninos,
saponinas e glicosideos cardiacos. Dois flavonoides (apigenina-7-O-triglicosideo e
luteolina-7-O-neo-hesperidosideo) foram isolados de Dicranum scoparium Hedw., da
familia Dicranaceae Schimp. (Basile et al., 2003).

Extratos de musgos e hepaticas tém apresentado diversas atividades biologicas,
tais como, antibacteriana (Basile et al., 1999; Cansu et al., 2013; Pinheiro et al., 1989;

Vidal et al., 2012), antifungica (Cansu et al., 2013; Sabovljevic et al., 201 1;:Uciinci et
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al., 2010), antioxidante (Dey & De, 2012), inseticida (Ande et al, 2010; Asakawa,
2007, Asakawa et al., 1980; Fatoba et al, 2003; Labbé et al., 2005),antiofidica (Pereanez
et al, 2010), anti-inflamatéria e antitilcera (Nakagawara et al., 1992) e citotdxica e
antitumoral (Glime, 2007, Perry et al., 1996; Shen et al., 2010, Spjut et al., 1986). O
nimero de estudos sobre compostos biologicamente ativos de briofitas vem crescendo
rapidamente, resultando na identificagio de varias substincias com elevada atividade
biologica (Dey & De, 2012; Cansuet al., 2013: Mellegard et al., 2009;. Ugiincii et al.,
2010).

No Brasil, as pesquisas com esse grupo de plantas vém enfocando
principalmente os aspectos taxondmicos, floristicos e ecologicos, contudo, dois
trabalhos abordaram estudos biolégicos e quimicos de briofitas. No primeiro, realizado
por Pinheiro et al. (1989) com briéfitas do estado do Para, foram testados e constatados
os efeitos antibacterianos de extratos de 25 espécies, incluindo musgos e hepaticas. Das
25 espécies estudadas 10 responderam positivamente, incluindo C. lonchophyllum
(Calymperaceae Kindb). No segundo, desenvolvido no estado do Ceara, por Vidal et al.
(2012), foi investigada a atividade antibacteriana do extrato etanlico de Octoblefarum
albidum Hedw e do mesmo extrato em associagdo com aminoglicosideos. O screening
fitoquimico revelou a presenca de taninos, antocianinas, flavonas, flavonéis,
flavononas, aurones, proantocianidinas, alcaldides e terpenos, e os testes mostraram
atividade inibitéria para todas as linhagens de bactérias testadas.

Embora a atividade antibacteriana de C. lonchophyllum tenha sido
comprovada, no Brasil, de acordo com a literatura consultada, ndo ha relatos anteriores
sobre a sua composigdo quimica. Da mesma maneira, ndo foram encontrados relatos de
estudos quimicos com C. surinamensis.

Visando ampliar o conhecimento quimico das brifitas, este trabalho teve
como objetivo analisar os constituintes quimicos volateis das espécies de musgos C.

lonchophyllum e C. surinamensis ocorrentes na Amazénia Brasileira.

2.2. MATERIAL E METODOS
22.1. AREA DE ESTUDO E SELECAO DAS ESPECIES DE BRIOFITAS

O Parque Ecologico de Gunma (PEG) esta localizado em um fragmento de
Floresta Amazénica, no municipio de Santa Barbara, nordeste do estado do Para,
Amazonia Oriental Brasileira (01°13°00.86°°S e 48°17°41.18°W). Possui uma area com

cerca de 400 ha de floresta nativa e 140 ha de area aberta para uso multiplo, a qual tem
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sofrido diversas alteragdes em decorréncia do crescimento urbano, caga e extracio
madeireira ilegal, além da constru¢do de uma rodovia que atravessa o parque.

A flora e ecossistemas do Parque foram estudados no ambito do Projeto
“Inventario Floristico e Analise Fitossociologica dos Ambientes do Parque Ecolégico
do Gunma, Municipio de Santa Bérbara, PA”, cujos resultados estdo publicados em
Almeida et al. (2003). Esses autores implantaram 20 parcelas permanentes de 1 ha cada,
sendo 15 de ambientes de florestas conservadas de terra firme, duas de igap6 e uma de
varzea, além de duas florestas secundarias em diferentes estagios de sucessio.

A sua brioflora foi estudada por Fagundes et al. (no prelo), em seu trabalho
“Riqueza e aspectos ecologicos das comunidades de briofitas (Bryophyta e
Marchantiophyta) de um fragmento de Floresta de Terra Firme no Parque Ecologico de
Gunma, Municipio de Santa Barbara, Para, Brasil".

Os solos que ocorrem no Parque sdo classificados de trés tipos Latossolos
Amarelos Alicos, Concrecionério Lateritico Alico e Gley Pouco Umido (Almeida et al.
2009).

O Tipo climatico é Af; - tropical imido, pela classificagdo de Koppen (Bastos et
al. 1984), com temperatura média anual de 26°C, minima de 22°C e maxima de 31°C. A
precipitagdo pluviométrica anual varia de 2500 a 3000mm e a umidade relativa do ar
atinge ca. 85% (SUDAM, 1984).

As espécies C. surinamensis e C. lonchophyllum foram selecionadas para esse
estudo devido serem cosmopolitas e abundantes em florestas de planicie em todo o
Neotropico (Costa, 2014), o que facilita a sua obten¢do. Além disso, também ja foram
desenvolvidas pesquisas sobre metabdlitos secundarios com propriedades
farmacologicas envolvendo outras espécies de musgos da mesma familia e/ou do
mesmo género (Asakawa, 1995; Basile et al., 2003; Fatobaet al., 2003; Pinheiro et al.,
1989; Xie& Lou, 2009).

2.2.2. COLETA, IDENTIFICACAO E TRIAGEM DO MATERIAL BOTANICO

As amostras de C. lonchophyllum foram coletadas em ecossistema de floresta
secundaria de terra firme, sobre troncos de arvores vivas. As amostras de (.
surinamensis em floresta de igap6, sobre o solo, utilizando-se das técnicas de coleta de
Yano (1989). Estes ambientes possuem sua preservagdo ameagada pela atividade

antropica existente nas proximidades desta area.
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No Laboratério de Briologia do Museu Paraense Emilio Goeldi procedeu-se a
lavagem do material boténico, a identificagdo e a separa¢ao das espécies, usando-se
pinga (Flume5) com o auxilio de estereomicroscopio (Leica, Wild M3Z). Como
briofitas de diferentes géneros ou espécies podem ocorrer juntas (Richards, 1984), apos
secagem a temperatura ambiente durante trés dias, foram separados apenas espécimes
pertencentes as duas espécies de musgos selecionadas para este estudo. Incluiu-se tanto
0 gametofito quanto o esporéfito, quando presente, ou seja, a planta inteira.

As espécies foram identificadas pelo autor do presente estudo, que é especialista
em briofitas, seguindo as técnicas usuais para o grupo com auxilio de literatura
especializada, sendo adotada a classificagio taxondmica de Goffinet et al (2008). As
exsicatas foram depositadas no Herbario Jodo Murga Pires (MG), Museu Paraense
Emilio Goeldi (MPEG), Belém, Para, Brasil.

2.2.3. OBTENCAO DO CONCENTRADO VOLATIL

As amostras (2,6 g), secas a temperatura ambiente por um periodo de dois
(tempo para separagdo das mesmas), foram submetidas a extra¢do durante 2 h, por
micro destilagdo-extragdio simultinea (DES), utilizando um microextrator tipo
Nickerson & Likens da Chrompack. A extragdo foi realizada no Laboratério de
Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON), da Universidade Federal do Para (UFPA).
Foi utilizado n-pentano (2mL) como solvente, e o extrator foi acoplado a um sistema de
refrigeragdio para manutencio da temperatura da agua de condensagio em

aproximadamente 10° C. Todas as extra¢des foram feitas em duplicata.

2.2.4. ANALISE DO CONCENTRADO VOLATIL POR CG-EM

Os  componentes  volateis foram  analisados por  cromatografia
gasosa/espectrometria 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 de filme) nas seguintes condigdes operacionais: gas de arraste hélio, ajustado
para fornecer uma velocidade linear de 32 cm/s (medida a 100 °C); temperatura do
injetor 240 °C; tipo de injegdo: sem divisio de fluxo (0,1 pL da solugdo pentanica);
temperatura do forno programada para 60-260 °C (3 °C/min). EM: impacto eletronico,
70 eV, temperatura da fonte de ions e partes de conexio 200 °C, faixa de massas 39 a
450 daltons.
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2.2.5. IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS

Os constituintes foram identificados através da comparagdo dos seus espectros
de massas e indices de reten¢do (IR) com os de substincias padrido 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 homologa dos »n-
alcanos (C8-C26) nas mesmas condi¢gdes cromatograficas, e calculados através da
equagdo de Van den Dool e Kratz (1963). A quantificagido dos constituintes foi obtida
através de CG, em equipamento Thermo/Focus, equipado com detector de ionizagao de
chamas (DIC), nas mesmas condigdes operacionais do CG-EM, exceto o gas de arraste

que foi o hidrogénio.

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os constituintes quimicos e indices de retengdo (IR) estdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2, em ordem crescente dos seus IR. No total, foram identificados 25
constituintes quimicos de C. surinamensis, correspondentes a 87,07% do total dos
constituintes presentes no extrato pentanico, e nove de C. lonchophyllum, representando
05,74% do total dos constituintes, também presentes no seu extrato pentanico. Os
constituintes quimicos identificados nos extratos das duas espécies pertencem,
principalmente, ao grupo dos hidrocarbonetos aromaticos, aldeidos, terpenos,
fenilpropandides, ésteres e acidos graxos.

O constituinte predominante no extrato pentanico de C. surinamensis foi o
hidrocarboneto aromatico naftaleno (45,71%). Outros constituintes presentes em alto
teor foram os acidos graxos hexadecandico (9,02%) e hexanoico (7,26%) e o éster
ftalato de di-isobutila (2,87%). No extrato pentanico de C. lonchophyllum o naftaleno
(71,82%) foi detectado com um teor mais alto do que no de C. surinamensis, além do
fenilpropandide metileugenol (5,78%), dos sesquiterpenos [-bazaneno (7,4%) e cis-B-
guaieno (4,15%) e do éster 2-metilpropanoato de 3-hidroxi-2,2,4-trimetilpentil (1,91%).

Naftaleno foi predominante nos extratos pentanicos das duas espécies estudadas
(C. surinamensis e C. lonchophyllum). Naftaleno e seus derivados sdo comuns em
algumas espécies de hepaticas e de musgos. Embora ndo tenha sido feita a
quantificagdo, Asakawa (1995) e Rycroftet al. (1998), identificaram esse composto nas
hepaticas Adelanthus decipiens (Hook.) Mitt, Plagiochila subdura Inoue, Pellia
epiphylla (L.) Corda, Scapania undulata H. Buch e Triandrophyllum subtrifidum



39

(Hook. & Taylor) Fulford & Hatcher, além de outras. Também foram observadas
quantidades significativas de hidrocarbonetos aromaticos em algumas espécies de
musgos (Harmens et al., 2011; Wilson, 1989). Abietinella abietina (Hedw.) M. Fleisch.
e Scleropodium purum (Hedw.) Limpr., coletadas em areas rurais da Austria,
apresentaram ca. 7,3% de naftaleno em sua composi¢do quimica (Krommer et al,
2007). Em Hypnum cupressiforme Hedw. também de areas rurais da Austria e
Repiiblica Tcheca, foi encontrado aproximadamente de 2,6% a 7,3% de compostos
aromaticos (Holoubek et al. 2000, 2007, Krommer et al., 2007). Nesta taltima espécie,
foi encontrado 453% de acenafteno, um hidrocarboneto aromatico derivado do
naftaleno, e em Dicranum scoparium Hedw., pertencente a familia Dicranaceae,
também foi detectado 4,1% deste mesmo composto (Foan et al., 2010; Holoubek et al.,
2000, 2007).

Naftaleno e acenafteno, detectados em D). scoparium, espécie comum em
substratos terrestres, assim como ciclopentatiapirano, identificado no extrato pentanico
de C. surinamensis, coletada também sobre o mesmo substrato, sdo encontrados em
solos contaminados (Shirani, 2011),

Uma parte dos hidrocarbonetos aromaticos ocorrentes em briofitas sdo residuos
provenientes de impurezas resultantes da deposi¢do de poluentes ambientais, uma vez
que as briofitas tém facilidade de absorver poluentes organicos persistentes (POPs),
como por exemplo, o naftaleno e seus derivados (Harmens, et al., 2011; Wilson, 1989).
Porém, de acordo com Wilson (1989) e Asakawa (1995), esses compostos também sdo
constituintes quimicos naturais produzidos por briofitas.

Com relagdo a classe dos terpenoides, apesar dos terpenos serem comuns em
hepaticas, e raros em musgos (Asakawa, 2001), nas espécies estudadas houve a
ocorréncia tanto de mono-, quanto de sesquiterpenos. Isto sugere que, apesar de serem
morfologicamente diferentes das hepaticas, alguns musgos podem ser evolutivamente
relacionados com as hepaticas, a exemplo de Plagiomnium acutum (Lindb.) T.J. Kop., 0
qual possue em sua composigdo quimica os sesquiterpenos ent-B-cedreno, a-cedreno, a-
acoradieno e o diterpeno (+)-dolabela-3,7-dien-18-0l (Asakawa, 2001; Toyota et al.
1998).

Monoterpenos ja foram identificados em Splachnum rubrum Hedw, espécie
referida como primeiro relato de ocorréncia de monoterpenos em musgos, sendo estes:

a- ou B-felandreno, 8-3-careno e a-pineno (Asakawa, 1995).
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Os sesquiterpenos P-bazaneno e cis-B-guaieno, majoritarios em C.
lonchophyllum sio comuns em hepaticas, tais como Bazzania jauriana )., Bazzania
trilobata (1..) Gray, Frullania bicornistipula Spruce, Lejeunea aquatica Horik. e
espécies de Radula Dumort. (Asakawa, 1995).

p-Barbateno, um dos sesquiterpenos presentes em C. lonchophyllum, também foi
encontrado nas hepaticas Plagiochila buchtiniana Stephani, P. longispina Lindenb. &
Gottschee, P. diversifolia Lindenb. & Gottsche (Heinrichset al., 2000).

Com relagio aos musgos ha citagio na literatura de 28 sesquiterpenos,
distribuidos entre as espécies Tortula muralis Hedw., Homalothecium lutescens
(Hedw.) H. Rob., Hypnum cupressiforme Hedw., Pohlia nutans (Hedw.) Lindb.
(Uciincii et al., 2010) e 17 nas espécies Hylocomium splendens Schimp (Hedw.) e
Leucodon sciuroides (Hedw.) Schwigr. (Cansu et al., 2013). Apenas o o-guaieno
encontrado em L. sciuroides pertence a classe sesquiterpénica do tipo guaiano
encontrado neste trabalho.

B-Bazaneno foi identificado em Scapania aspera M. Bernet & Bernet (Bukvicki
et al, 2013) e no 6leo essencial de Plagiochila asplenioides (Adio & Konig, 2005a).

(F)-B-lonona previamente citado ocorrer em Tortula muralis Hedw (Uciincii et
al., 2010), também foi identificado em C. lonchophyllum.

Maaliol, presente em C. surinamnesis, foi isolado de Lepidozia fauriana
(Sasakava, 2013). Sesquiterpenos do tipo miltailanos foram isolados de Mylia taylorii
(Kinghorn et al., 2013).

O fenilpropandide metileugenol foi detectado em porcentagem significativa
(5,78%) em C. lonchophyllum. De acordo com a literatura consultada, ndo foram
encontrados trabalhos que relatem a ocorréncia de metileugenol em briofitas.

A predominancia de acidos graxos em C. surinamensis também foi observada
em outros estudos quimicos de briofitas, uma vez que ha grande ocorréncia destes
compostos secundarios tanto em musgos quanto em hepaticas (Asakawa, 1995). Além
disso, alguns desses constituintes quimicos costumam ser semelhantes nos dois grupos
de briofitas supracitados (Asakawa,1982; Huneck, 1983).

O acido hexadecanoico (9,02%), um dos constituintes majoritarios em C.
surinamensis, ¢ comum em hepaticas dos géneros Asterella P. Beauv., Lophocolea De
Not. e Marchantia L. (Asakawa, 1995; Chopra & Kumra, 1988; Sabovljevic et al,

2001) e no musgo 7. muralis (Uciincii et al., 2010).
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Nos musgos Dicranella palustris (Dicks.) A.C. Crundwell, Dicranum fulvum
Hook., D. japonicum Mitt., e D. scoparium Hedw. (Dicranaceae), por exemplo, foram
detectadosos os acidos 9,12-octadecadiendico e 9,12,15-octadecatriendico (Asakawa
1995). Esses mesmos compostos foram encontrados na hepatica Riccia fluitans L.
(Kohn et al., 1987; Asakawa, 1995). Compostos semelhantes a estes foram encontrados
em C. surinamensis, espécie pertencente a familia Dicranaceae.

Aldeido, como m-nonanal, ja foi identificado nos musgos 7. muralis, H.
lutescens, H. cupressiforme, P. nutans (Uciincii et al., 2010) e Rhodobryum giganteum
(Schwaegr.) Par. (Li & Zhao, 2009), enquanto (2F)-decenal, (2F.4F)-decadienal e
(2F,47)-decadienal foram encontrados em H. splendens (Cansu et al,, 2013). Nesse
estudo, os aldeidos acima citados para espécies de musgos e hepaticas também estdo
entre os identificados em C. surinamensis.

O éster ftalato de di-iso-butila identificado no extrato pentanico de C.
surinamensis neste trabalho é comum em algas, como Acanthophora spicifera (Vahl)
Borgesen (Nurulet al., 2011). Porém, para as briofitas nao foram encontrados relatos de
ocorréncia desse composto quimico, mas seus derivados foram relatados por Labbe et
al. (2005), Yan et al. (2008) e Klavina et al. (2012).

Klavina et al. (2012) detectaram nas espécies de musgos Aulacomnium palustris
(Hedw.) Schwagr., Polytrichum commune Hedw., P. juniperum Hedw., Ptilium crista-
castrensis (Hedw.) De Not. e Pleurozium schreberi ( Willd. ex Brid) Mitt. os
compostos benzénicos, 1,4-dimetillbenzeno e 1,2-dimetillbenzeno. Todos sao derivados
de benzenoides.

Os ésteres2-metilpropanoato de 2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-metiletil) propil e 2-
metilpropanoato de 3-hidroxi-2,4,4-trimetilpentil, derivados do 4cido propanéico, foram
detectados nos extratos pentanicos de C. surinamensis e C. lonchophyllum,
respectivamente. Acido propandico, foi encontrado em 10 espécies de musgos
pertencentes as familias Aulacomniaceae, Polytrichaceae, Hypnaceae, Hylocomiaceae e
Sphagnaceae e uma hepatica (Plagiochilaceae) estudadas por Klavina et al. (2012).

O presente estudo representa o primeiro registro da composi¢ao quimica volatil
de C. surinamensis e C. lonchophyllum, pertencentes as familias Dicranaceae e
Calymperaceae, respectivamente, cujos resultados indicaram que essas espécies sdo

fontes naturais de terpenos, fenilpropandides, acidos graxos, aldeidos e ésteres.
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Tabela 1. Constituintes quimicos (%) identificados no extrato pentdnico de
Campylopus surinamensis.

Constituintes IR %

Acido hexanbico 967 7.26
2-Pentilfurano 984 1,75
(2E)-Octen-1-al 1049 1,53
n-Nonanal 1100 1.63
(2E)-Nonen-1-al 1157 0,67
Acido octanbico 1167 0,95
Naftaleno 1178 45,71
Ciclo-pentatiapirano 1108 0.71
(2E.4F)-Nonadienal 1210 0,76
4-Oxononanal 1240 0.68
(2F)-Decenal 1260 1.00
Acido nonanéico 1267 1.00
(2E.4Z)-Decadienal 1292 0,73
(2E.AE)-Decadienal 1315 1.68
2-Metilpropanoato de 2,2-dimetil-1-(2-hidroxi-1-metil-etil)-propil 1347 0,73
y-Nonalactona 1358 0.62
(2E)-Undecenal 1357 0,74
p-Bazaneno 1519 0,92
Maaliol 1566 0,53
Heptadecano 1700 0,88
Ftalato de di-iso-butil 1908 2,87
Acido hexadecan6ico 1959 9,02
Acido(Z,2)-9,12-octadecadiendico 2183 1,88
Acido (Z.Z,7)-9.12,15-octadecatriendico 2191 1,79
Derivado do acidoftalico 2534 1.03

Total 87,07
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Tabela 2. Constituintes quimicos (%) identificados no extrato penténico de
Calymperes lonchophyllum.

Constituintes IR %o

Naftaleno 1178 7182
2-Metilpropanoato de 3-hidroxi-2.4. 4-trimetilpentil 1331 1.91

Metileugenol 1403 5,78
p-Barbateno 1440 097
Miltail-4(12)-eno 1445 0.95
(£)-B-lonona 1487 1.51
cis-f-Guaieno 1492 415
Acetato de metil-p-terc-butilfenil 1497  1.25
B-Bazaneno 1519 7.4

Total 95.74
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3. ATIVIDADE INSETICIDA E FAGODETERRENTE DE Campylopus
surinamensis Miill. Hal. (Bryophyta) SOBRE LAGARTA-DO-CARTUCHO DO
MILHO Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae)

RESUMO

Briofitas contém metabolitos secundarios com aromas caracteristicos, sabor amargo e
pungéncia, os quais podem ser utilizados no controle de insetos. Sdo plantas adequadas
para pesquisa de substincias naturais que podem ser usadas como parte de um sistema
de Manejo Integrado de Pragas (MIP). Neste trabalho foi avaliada a atividade inseticida
por ingestio e/ou fagodeterrente do extrato etandlico do musgo Campylopus
surinamensis, no controle de Spodoptera frugiperda. Foram testados cinco tratamentos
(2,0%; 1,0%; 0,5% e 0,25% pg/ul e o controle) usando-se o método de avaliagdo sem
chance de escolha. Observou-se a fagodeterréncia e a mortalidade apos 24, 48 e 72
horas da aplicagio do extrato vegetal. Houve agdo fagodeterrente do extrato nas
concentra¢des de 2,00 pg/pL; 1,00 pg/ul e 0,50 pg/pL depois de 24 horas de contato,
nio havendo diferenca significativa entre os tratamentos. Os testes estatisticos
mostraram que Campylopus surinamensis em qualquer uma das concentragdes
analisadas ndo produz efeito inseticida sobre as lagartas de 3° instar de S. frugiperda,
entretanto, devido sua a¢iio fagodeterrente, sdo plantas adequadas para o controle deste
inseto-praga ocorrente nos sistemas agrarios. Este é o primeiro trabalho cientifico a

testar a atividade inseticida e/ou fagodeterrente de Campylopus surinamensis.

Palavras-chave: Calymperaceae, Extrato de briofitas, Plantas inseticidas, Herbivoria,

Praga do milho.

Artigo a ser submetido na Archives of Biological Science Belgrade
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3. Insecticide and antifeedant activity of Campylopus surinamensis (Miill.) Hal.
(Bryophyta) on fall armyworm of corn, Spoedoptera frugiperda J.E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

Bryophytes contain secondary metabolites with characteristic aromas, bitter taste and
pungency, which can be used to control insects. Are suitable plants for screening of
natural substances that can be used as part of an Integrated Pest Management (IPM)
system. In this work was evaluated the insecticidal activity by ingestion and/or
antifeedant effect of the ethanol extract of the moss Campylopus surinamensis, to
control Spodoptera frugiperda. Five treatments were tested (2.0, 1.0, 0.5 and 0.25
ng/uL and the control) using the method of valuation with no-choice tests. It was
observed the antifeedant effect and mortality after 24, 48 and 72 hours after application
of the plant extract. There was antifeedant activity of the extract at concentrations of
2.00 pg/ul, 1.00 pg/u) and 0.50 pg/ul after 24 hours of contact, with no significant
difference between the treatments. Statistical tests showed that C. surinamensis in any
of the analyzed concentrations produces no insecticidal effect on larvae in 3rd instar of
S. frugiperda, however, due its antifeedant activity, are suitable plants for the control of
this insect pest occurring in agricultural systems. This is the first scientific work to test

the insecticide and/or antifeedant activity of C. surinamensis.

Keywords: Calymperaceae, bryophytes extract, insecticide plants, herbivory, pest of

corm.
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3.1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda JE. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), é considerada praga-chave da cultura do milho e seu dano pode levar a
reducdo de até 60% no rendimento de grdos, dependendo principalmente do estagio da
cultura e do instar da lagarta (Cruz et al., 1999, 2009; Busato et al, 2002). Seu controle
demanda elevado nimero de aplicagdes de inseticidas sintéticos, o que agrava o
problema de resisténcia da praga a esses produtos, presenga de altos niveis de residuos
toxicos nos alimentos, desequilibrio biologico e contaminagdes ambientais (Cruz,
1995).

Pesquisas com plantas sdo realizadas basicamente com dois objetivos:
descoberta de novas moléculas que permitam a obtengdo de novos inseticidas sintéticos
e¢/ou obtencio de inseticidas botanicos naturais para o uso direto no controle de pragas
(Vendramim; Castiglioni, 2000). Dessa forma, os inseticidas naturais tém sido cada vez
mais requisitados, apresentando inimeras vantagens quando comparados ao emprego de
inseticidas sintéticos, pois sdo obtidos de recursos renovaveis e nao sao persistentes, ou
seja, degradam-se com maior velocidade que os sintéticos, ndo deixando residuos nos
alimentos e no meio ambiente (Vieira et al., 2001).

Briofitas normalmente crescem em habitats imidos, coexistem com fungos
apodrecidos, insetos, lesmas e outros predadores de plantas sem sofrer efeitos adversos
(Asakawa et al., 1988, Glime, 2006). Isto sugere uma alta estabilidade e uma grande
acio dos compostos de defesa que estas plantas produzem (Asakawa et al. 1980;
Dvidson e Longton, 1987).

Sio plantas adequadas para pesquisa de substancias naturais € promissoras como
parte de um sistema de Manejo Integrado de Pragas (MIP), uma vez que muitos estudos
tém demonstrado que briofitas contém compostos com atividades inseticida,
fagodeterrente, antimicrobiana, antifingica e outras (Asakawa, 1995; 1990; Ande et al |
2010; Labbe’ et al., 2005; Markham et al, 2006; Pinheiro et al,, 1989; Vidal et al,
2012).

Os estudos bio-direcionados testando a atividade inseticida e/ou fagodeterrente
das briofitas, sio em sua maioria, bioensaios com lagartas, sobretudo as larvas de
Spodoptera Guenée, usando-se tanto musgos quanto hepaticas (Asakawa et al.,1980;
Labbe’ et al., 2005; Wada e Munakata, 1971; Markham et al., 2006).
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A atividade inibitéria do sesquiterpendide, pinguison, isolado da hepatica
Aneura pinguins (L.) Dumort foi testada sobre Spodoptera litoralis Boisd. por Wada e
Munakata (1971). Enquanto que, Labbe” et al. (2005), testaram nesta mesma espécie de
lepdoptero, a atividade anfifeedant de quatro ésteres (2-phenylethyl benzoate, 2-
phenylethyl ciscinnamate, 2-phenylethyl frans-cinnamate e isotachin B), isolados da
hepatica Balantiopsis cancellata (Nees) Steph. Nesta mesma linha de pesquisa,
Asakawa et al. (1980) avaliaram quatro espécies de Plagiochila (Dumort) Dumort no
controle de Spodoptera exempta (Walker) e Markham et al. (2006), testaram seis
musgos de Ceratodon Brid., Bryum Hedw., Fissidens Hedw. e Sphagnum L. em
Spodoptera frugiperda J. E. Smith. Todos estes trabalhos revelaram respostas positivas
das briofitas para atividade fagodeterrente.

Campylopus surinamensis, ¢ um musgo pertencente a familia Dicranaceae,
cosmopolita e amplamente distribuido em todas as regides brasileiras (Costa, 2014), o
que facilita sua obtengdo. Habitam principalmente locais expostos ao sol, sendo comum
em mata secundaria de terra firme, campinas amazoOnicas e também em savanas
arenosas € ocorrem sobre substrato corticicolo e solos arenosos (Frahm, 1991; Lisboa,
1993: Santos e Lisboa, 2008). Além disso, também ja foram desenvolvidas pesquisas
sobre compostos biologicamente ativos envolvendo outras espécies de musgos da
mesma familia (Basile et al. 1999; Veljic et al. 2008). Para esta espécie, ndo existem
registros experimentais de suas possiveis atividades biologicas, entretanto, Asakawa
(1995) relata compostos secundarios importantes e promissores para Dicranaceae. Por
estes motivos, decidiu-se iniciar um estudo da atividade inseticida e/ou fagodeterrente
desta espécie.

Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade inseticida por ingestdo e/ou
fagodeterrente (antifeedant) do extrato etandlico de C. surinamensis sobre a lagarta-do-

cartucho do milho S. frugiperda de 3° instar.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 SELECAO, COLETA E TRIAGEM DO MATERIAL BOTANICO.
Foi selecionada, para condugdo dos bioensaios, a espécie C. surinamensis,
frequente em seus substratos e bem visiveis, de ampla ocorréncia em toda a regiao

amazodnica com facil adaptagdo a diferentes condigdes ambientais (Costa, 2014, Lisboa
1993; Santos e Lisboa, 2008).
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Aproximadamente 100g de material botanico fresco foi coletado em um
fragmento de floresta amazdnica no Parque Ecologico de Gunma, municipio de Santa
Barbara, Para, Brasil (01°13°00.86”’S e 48°17°41.18°"W), em ecossistema de floresta de
igapo, sobre o solo, utilizando-se das técnicas de coleta de Yano (1989). As amostras
foram lavadas, separadas e identificadas pelo autor do presente estudo, que €
especialista em briofitas, seguindo as técnicas usuais para o grupo com auxilio de
literatura especializada (Crum e Anderson, 1981; Florschiitz, 1964; Frahm, 1991,
Lisboa, 1993). A classificagio taxondmica adotada foi a de Goffinet et al. (2008) e as
exsicatas encontram-se depositado no Herbario Jodo Murga Pires do Museu Paraense
Emilio Goeldi, em Belém, Para, Brasil.

O material botéanico depois de separado e identificado foi lavado, desidratado ao
sol e conservado em ambiente refrigerado. Como este grupo de plantas pode ocorrer em
tufos, tapetes ou moitas (Richards, 1984), reunindo espécies de diferentes géneros foi
feita a separagdo minuciosa apenas dos espécimes do musgo selecionado para o estudo,
com auxilio de pinga (Flume 5) e estereomicroscopio (Leica, Wild M3Z), incluindo-se a
planta inteira (gametofito e espordfito). Todo esse procedimento foi conduzido no

Laboratorio de Briologia do Museu Paraense Emilio Goeldi.

3.2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

As analises foram realizadas no Laboratorio Central de Extragdo Quimica da
Universidade Federal do Para (UFPA), onde a amostra seca de C. surinamensis foi
pesada (30 g) em balanga de precisdo (Shimadzo, modelo AY220). Este péso de
material desidratado ndio é padrio, entretanto foi o suficiente para a obtengdo da
quantidade de extrato desejada para o experimento. Posteriormente, o material foi
triturado em liquidificador, transferido para um Erlenmeyer, no qual foi adicionado
etanol PA (600ml), cobrindo todo o material vegetal e vedado com folha de aluminio,
de acordo com metodologia bastante usual na industria farmacéutica.

O processo consistiu em um periodo de seis dias, realizando-se trés extragdes
por maceragio a frio (Remaceragdo), a temperatura ambiente (25 a 30° C), com etanol
PA. onde a cada dois dias, o material foi filtrado a vacuo e remacerado, renovando-se
apenas o liquido extrator, para assegurar que o maior nimero de substancias fosse
extraido desta matriz vegetal. O extrato bruto (volume obtido) de cada etapa foi reunido

em um baldo volumétrico, concentrado em rotavapor (marca Biichi, modelo R-3), sob
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pressdo reduzida (45°C + 1°C), para minimizar possiveis degradagdes dos constituintes
quimicos devido a a¢do da temperatura elevada (Barbosa, 2004; Simdes et al., 2007).
O teor extrativo foi determinado pela massa seca de 556 mg de extrato de C.

surinamensis para realiza¢do dos experimentos.

3.2.3 OBTENCAO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES

O extrato etanélico da planta foi diluido em dimetil sulféxido (DMSO). Foi
preparada uma solugio estoque, utilizando-se a concentragdo (20mg/10ml) relagdo
massa do extrato/volume solvente. A partir desta solugio foram preparadas as dilui¢des
(tratamentos) utilizadas no experimento nas concentra¢des de 2,0; 1,0; 0,5 € 0,25 pg/ul
(Markham et al., 2006, adaptado). Para o grupo controle foi usado DMSO diluido em

agua.

3.2.4 CRIACAO DE Spodoptera frugiperda

As lagartas foram coletadas inicialmente em uma area de cultivo de milho anexa
ao Setor de Solos da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), como também
em plantas cultivadas em vasos com adubagdo padrao e mantidas em casa de vegetagao.
Posteriormente, foram colocadas em caixa gerbox plasticas transparentes de 12 x 12 x
3em, contendo folhas de milho (dieta natural) para obtengdo da col6nia inicial das
larvas. O periodo médio de duragdo das fases de ovo, larva, pupa e de adulto € em torno
de 3, 25, 11 e 12 dias, respectivamente (LEIDERMAN e SAUER, 1953).

A criagio foi realizada no Laboratorio de Bioecologia de Insetos
(LABIN/ICA/UFRA), em ambiente climatizado regulado a 24 + 2°C, umidade relativa
de 70 + 10%. Apos transformarem-se em pupas, estas, foram transferidas para novas
caixas gerbox limpas e com papel filtro umedecido no fundo para ndo desidratarem. As
mariposas emergidas foram acondicionadas em gaiolas de tubo de PVC (cloreto de
polivinila) de 30cm de didmetro, por 40cm de altura, revestido internamente com papel
de filtro para postura. A alimentag¢do das mariposas foi realizada com solugdo de mel a
10%, embebidas em pedagos de algoddo, sendo renovada 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 foram transferidas com
pincel para gaiolas feitas de garrafas Pets (Maia et al., 2004), adaptadas para lagartas.
Apbds o primeiro instar (Recém-nascidas, em média 1,81mm) as lagartas foram

colocadas em copos descartaveis contendo a dieta artificial de Bowling (1967).
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3.2.5 EXPERIMENTO: TESTE POR INGESTAO SEM CHANCE DE ESCOLHA

Foram utilizadas para os bioensaios 25 lagartas de 3° instar, entre 10 e 12 dias de
vida. Este instar foi selecionado, devido ao fato de que, no inicio da fase larval as
lagartas tém preferéncia alimentar pelas folhas jovens da planta e o aumento da
populagdo ainda pode ser controlado (Harrison, 1984; Hoy e Shelton, 1987). Apds o seu
desenvolvimento larval, as lagartas infestam a cultura e se instalam nas folhas do
cartucho, perfuram a base da planta, danificam a espiga, causando danos severos a
plantagio (Parra et al. 1995; Gassen, 1996). Além disso, é importante considerar que,
em geral, as lagartas tém mais sensibilidade aos compostos secundarios nos instares
iniciais diminuindo conforme o desenvolvimento larval avanga (Bellonda e Zucoloto,
2009).

As se¢des foliares, usadas no experimento, foram obtidas a partir do cultivo de
parcelas de milho, seguindo as recomendagdes usuais para cultura em relagdo a
adubagdo e tratos culturais.

O método utilizado para avaliar a viabilidade larval de S. frugiperda submetida a
diferentes concentragbes dos extratos etandlicos brutos de C. surinamensis foi
fundamentado em Borgoni ¢ Vendramim (2005); Markham et al. (2006) e Labbe et al.
(2005), com adaptagdes.

Aplicaram-se cinco tratamentos (2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ pl e o controle com
DMSO diluido em agua). Estas concentragdes foram fundamentadas em trabalhos
realizados com extratos de briofitas no controle de insetos, incluindo a ordem
Lepidoptera e a espécie S. frugiperda. (Markham et al, 2006; Labbe’ et al. 2005; Wada
e Munakata, 197; e outros).

As secdes foliares de milho foram cortadas com um perfurador tipo scrapbook,
obtendo-se discos de 2,3 cm de diametro. Os discos foliares foram pipetados com uma
porgio de 50 ul dos respectivos tratamentos. Apos a evaporagdo do solvente, as folhas
foram transferidas para placas de Petri, previamente forradas com discos de papel de
filtro de 10 cm de diametro, as quais receberam uma lagarta, cada. As placas de Petri
foram mantidas imidas durante todo o experimento para preservar a turgescéncia dos

discos foliares.
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3.2.5.1 Delineamento experimental
Foi utilizado o inteiramente casualizado com os cinco tratamentos € cinco

repeti¢des, sendo cada repeti¢io composta por uma larva de 3° instar (Figura 1).

Figura 1. Croqui do teste por ingestdo sem chance de escolha com S. frugiperda tratado com
extrato de C. surinamensis. GC. Grupo Controle; T1. Tratamento com 2,0 pg/pl; T2.
Tratamento com 1.0 pg/pl; T3. Tratamento com 0,5 pg/ul; T4, Tratamento com 0,25 pg/pl.

3.2.6 ANALISE DOS DADOS

Os elementos avaliados foram o consumo alimentar/fagodeterréncia e a
mortalidade das lagartas em 24, 48 e 72 horas apos a realizagdo 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 comparagdo 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-Whitney (Siegel, 1956). O teste foi aplicado para avaliar a significincia das
diferencas entre o grupo de controle e cada grupo de tratamento, além de verificar
possiveis diferengas entre os tratamentos. Todos os testes foram unilaterais, com um
nivel de confianga de a = 0,05.

Pressupondo que o namero de lagartas mortas nos tratamentos seria maior que

no grupo controle foi aplicado o teste de Fischer (Siegel, 1956), com nivel de confianca
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o= 0,05. Neste caso, foi verificada a significincia das diferencas entre as frequéncias de
duas amostras independentes (controle x cada um dos tratamentos). Neste desenho, as
amostras foram pequenas, para tanto foi utilizada a Modificagdo de Tocher, para
verificar a significincia de diferengas ndo tdo extremas. Ambos os calculos 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).

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1 FAGODETERRENCIA
3.3.1.1 Apés 24 horas
Considerando a soma dos escores de consumo foram observadas diferengas entre
os tratamentos e o grupo controle (Figura 2). Tal fato também foi comprovado apos a

aplicagdo do teste U, o qual apresentou diferengas entre os tratamentos € 0O controle
(Tabela 1).
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Figura 2. Soma dos escores de consumo de S. frugiperda em 3° instar, ao longo de diferentes
concentragdes de extratos de C. surinamensis. Resultados apds 24 horas de aplicagio dos
tratamentos.
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Tabela 1. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécie C. surinamensis x fagodeteréncia de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apos 24
horas, comparando-se o grupo controle ¢ cada um dos tratamentos.

Grupo Controle | Grupo Controle | Grupo Controle Grupo Controle

VS, VS, Vs, Vs,

T1 (2,00 pg/pl) | T2 (1,00 pg/pl) | T3 (0,50 pg/ul) T4 (0.25 pg/pl)
Estatistica “z” 2.0889 2.0889 2,0889 1,5667
Valor critico 1.6449 1,6449 1.6449 1.6449
P-valor 0,0184 0.0184 0,0184 0,0586

De acordo com a tabela 1, observam-se diferengas significativas entre o Grupo
Controle e os Tratamentos 1, 2 e 3 (p-valor=0,0184) sendo aceita a hipotese de que os
escores de consumo das lagartas destes grupos sdo menores que os escores do Grupo
Controle depois de 24 horas de contato das lagartas no 3° instar com o alimento
indicando uma agao fagodeterrente de extratos de C. surinamensis nas concentragdes de
2,00; 1,00 e 0,50 pg/ul.

A fagodeterréncia nestas concentragdes também foi comprovada por Markham
et al. (2006), que avaliaram os efeitos defensivos de dezessete espécies de samambaias e
seis musgos sobre Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera) (lagarta-da-espiga) de 2° instar
e S. frugiperda (lagarta-do-cartucho do milho) de 5° isntar em soja. Estes autores
testaram as concentragdes (0,1; 0,3; 0,6; 0,9; 1,4 e 2,1 pg/pl), para cada espécie, com
observagdes de 24, 48, e 72 horas. Destas, a concentragdo 2,1 pg/pl do musgo
Ceratodon purpureus (Hedw.) Brid causou a maior redugdo de danos nos discos das
folhas de soja utilizadas nos ensaios, a partir de 24 horas de contato dos discos foliares
com as lagartas. Isto confirma a agdo fagodeterrente para C. surinamensis neste estudo,
onde as suas concentragdes ativas (2,00 pg/ul; 1,00 pg/pl e 0,50 pg/pl), assemelham-se
com as da espécie de C. purpureus, sob o mesmo periodo em horas.

Todavia o grupo que recebeu o tratamento 4 ndo apresentou diferengas

significativas (p-valor= 0,05) em relagdo ao grupo controle (Tabela 1).



61

Tabela 2. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécic C. surinamensis x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apds 24

horas, comparando-se os tratamentos entre si, tomados dois a dois.

TI(2,00 | T1(00 | T1(2.00 | T2(1.00 | T2(1,00 [ T3(0.50
g/ vs. | pg/ub)vs. | pg/ud)vs. | pg/ubvs. | pg/ul) vs. | pg/ul) vs.
T2(1,00 | T3(0,50 | T4(025 | T3(050 | T4(0.25 | T4(0.25
pg/ul) pg/p) pg/pl) pg/pl) pg/pl) pe/pl)
Estatistica “z”  0,0000 0,0000 0,5222 0,0000 05222  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 03008 0.3008

Também ndo foram encontradas diferengas significativas entre os diferentes
tratamentos, como mostram os resultados do Teste U, aplicado aos tratamentos tomados
dois a dois expostos na Tabela 2. Portanto, nesta analise ndo houve nenhuma
concentragio de extrato mais eficiente que a outra em promover uma agio

fagodeterrente.

3.3.1.2 Apos 48 horas

Apos 48 horas, todos os tratamentos apresentaram menores escores de consumo
alimentar (Figura 3), sendo significativamente menores (p-valor = 0,0045 para os
tratamentos 1, 2 e 3; p-valor = 0,0141 para o tratamento 4) em comparagao aos do grupo
controle (Tabela 3). Estes resultados evidénciaram ainda mais a a¢do fagodeterrente de
extratos de C. surinamensis em lagartas do milho no 3° instar para as respectivas
concentracdes (2,00 pg/ul; 1,00 pug/ul e 0,50 pg/pl), uma vez ja constatada a inibi¢ao

alimentar apos 24 horas de contato das lagartas com o alimento.
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Figura 3. Soma dos escores de consumo de S. frugiperda em 3° instar, ao longo de diferentes
concentragdes de extratos de C. surinamensis. Resultados apos 48 horas de aplicagéo.

Tabela 3. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécic C. surinamensis x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apds 48
horas, comparando-se o grupo de controle a cada um dos tratamentos.

Grupo Controle | Grupo Controle | Grupo Controle Grupo Controle
VS, Vs, VS, vs.
T1(2,00 pe/ud) | T2 (1,00 pg/pl) | T3 (0,50 pg/ul) | T4 (0,25 pg/ul)
Estatistica “z” 2,6112 26112 26112 2,1934
Valor critico 1.6449 1.6449 1,6449 1.6449
P-valor 0,0045 0.0045 0,0045 0,0141

Na andlise de significancia entre os tratamentos ndo foi observado diferengas

significativas entre quaisquer deles (Tabela 4).

Tabela 4. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécie C. surinamensis x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apds 48
horas, comparando-se os tratamentos entre si, tomados dois a dois.

T1 (2,00 T1 (2,00 T1 (2,00 T2 (1,00 T2 (1,00 T3 (0,50

ug/) vs. | pgu)vs. | pe/ul)vs. | pg/ul)vs. | wg/ub)vs. | ug/ud vs.

T2 (1,00 T3 (0.50 T4 (0,25 T3 (0,50 T4 (0,25 T4 (0,25
pgh) | e | opghd) | opeud | opead [ ue)
Estatistica “z” 0,5222 1,0445 0,9400 0,5222 1,2534 1.5667
Valor critico 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1.6449
P-valor 0,3008 0,1481 0,1736 0,3008 0,1050 0,0586

3.3.1.3 Apés 72 horas

Constatada a acdo fagodeterente em todos os tratamentos até 48 horas, os

mesmos valores significativos também foram observados apés 72 horas de contato das
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lagartas com o alimento. Portanto, as diferengas significativas se repetem (p-valor =

0,0045 para os tratamentos 1, 2 e 3), em relagdo ao grupo controle. Com valor menor

ainda (p-valor = 0,0045) para o tratamento 4 (Tabela 5). Além de todos os tratamentos

também terem apresentado menores escores de consumo alimentar (Figura 4).

Tabela 5. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécie C. surinamensis x herbivoria de S. frugiperda em 3° instar. Teste realizado apos 72
horas, comparando-se o grupo de controle a cada um dos tratamentos.

Grupo Controle Grupo Controle Grupo Controle Grupo Controle
Vs. VS. vs. Vs.
T1 (2,00 pg/ul) | T2(1.00 pg/ul) | T3 (0.50 pg/pud) | T4 (025 pg/ul)
Estatistica “z” 2.6112 26112 26112 26112
Valor critico 1.6449 1,6449 1.6449 1,6449
P-valor 0,0045 0.0045 0.0045 0,0045
30 -
2 |
|
|
g 20 -
=]
.|
g 15
o
m
5
3 10 - =
Ei
5 = 3 ~
3 | E I 2 *
0 1 ™ | . ks

Controle  Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Figura 4. Soma dos escores de consumo de S. frugiperda de 3° instar, ao longo de diferentes
concentragdes de extratos de C. surinamensis. Resultados apos 72 horas de aplicagdo.

A comparagio de consumo alimentar das lagartas foi realizada de maneira

simultinea para as diferentes concentragdes de extrato de C. surinamensis (Figura 5),

agrupando-se os resultados medidos apos 24, 48 e 72 horas de contato das lagartas com

o alimento.
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Figura 5. Evolugio da soma dos escores de herbivoria x tratamentos de S. frugiperda ao longo
de trés dias de observagdo.

Observou-se que as diferengas de consumo entre os grupos de lagartas, que
receberam seus respectivos tratamentos, € o grupo controle sio maiores. Além do mais,
os grupos que se alimentaram de folhas de milho com concentragdes de extrato de 2,00;
1,00 e 0,50 pg/ul apresentaram diferengas minimas entre os escores, indicando que estas
trés concentracdes tém aproximadamente a mesma eficiéncia em promover uma agao
fagodeterrente sobre S. frugiperda de 3° instar.

Constituintes quimicos identificados em C. surinamenses (Santos et al, in
prep.), sdo relatados em literatura (Adedeji et al., 2012; Alam, 2012; Asakawa, 2007,
Fatoba et al., 2003; Sabovljevic M. et al., 2001), como detentores de aromas, intenso
sabor amargo ou pungente, o que evidencia a sua utilizagdo no controle de insetos.

Santos et al., (in prep.), ao estudarem a composi¢do quimica volatil de C.
surinamensis, identificaram quantidades significativas de ésteres, incluindo os do tipo
benzendicos. Labbe” et al., (2005), ao testarem ésteres benzenoicos isolados da hepatica
Balantiopsis  cancellata (Nees) Steph. (Balantiopsidaceae), no controle da
fagodeterréncia sobre Spodoptera litoralis Boisd no 5° instar, obtiveram resposta
positiva contra a referida espécie-praga. Os resultados deste trabalho corroboram com
os encontrados no estudo dos autores supracitados, considerando-se a eficacia dos
constituintes quimicos encontrados nestas espécies de briofitas para a fagodeterréncia

sobre Spodoptera.
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3.3.2 MORTALIDADE
3.3.2.1 Apos 24 horas

Na repetigio 1 do tratamento 3, observou-se a mortalidade de apenas uma
lagarta. A Tabela 5 demonstra que o grupo que recebeu o Tratamento 3 foi o Unico que
apresentou diferengas em relagdo ao grupo controle e também aos demais. Entretanto, o
namero de mortes no Grupo Controle e no grupo que recebeu o Tratamento 3 sao
estatisticamente iguais (p-valor (Tocher) = 0,5000). Portanto, apos 24 horas, nenhuma
das concentragdes de C. surinamensis apresentou agdo inseticida significante e nao

houve diferengas significativas entre os tratamentos.

Tabela 6. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento
3. de extratos da espécie C. surinamensis, com lagartas do milho no 3° instar, realizado apés 24
horas.

Grupo Controle T1 i i) '3 T4 Total
Nenhum extrato 2.00 pg/ul 1,00 pg/p | 0,50 pg/pl | 0,25 pe/pl
Viva 5 5 5 4 5 24
Morta 0 0 0 1 0 1
Total 5 5 5 5 5 25

p-valor (Fisher) = 0,5000
p-valor (Tocher) = 0,5000

3.3.2.2 Apos 48 horas

O Teste de Fisher comparou os resultados do Grupo Controle com os dos
Tratamentos 1 e 2 (Tabela 7) e em seguida com o Tratamento 3 e 4 (Tabela 8). Nio
foram observadas diferengas significativas entre os nameros de lagartas vivas ou mortas

entre o Grupo Controle e os tratamentos.

Tabela 7. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢
Tratamentos | ¢ 2, de extratos da espécie C. surinamensis, com lagartas do milho de 3° instar,
realizado apos 48 horas

Grupo Controle Tl T2 Total
Nenhum extrato 2.00 pg/pl 1,00 pg/p
Viva 5 3 3 11
Morta 0 2 y 4
Total 5 5 - 15

p-valor (Fisher) = 0,2222
p-valor (Tocher) = 0,2222
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Tabela 8. Nimero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento
3, de extratos da espécie C. surinamensis, com lagartas do milho de 3° instar, realizado apos 48
horas.

Grupo Controle T3 T4 Total
Nenhum extrato 0,50 pg/ul 0,25 pg/p
Viva 5 4 5 14
Morta 0 | 0 1
Total 5 5 5 15

p-valor (Fisher) = 0,5000
p-valor (Tocher) = 0,5000

Para os tratamentos 1 e 2 (Tabela 7), onde os grupos receberam as concentragdes
de 2,00 e 1,00 pg/pl de extrato da espécie C. surinamensis, foram observadas duas
lagartas mortas, cada, enquanto que o grupo controle nio apresentou nenhuma.
Entretanto, ndo houve diferengas significativas quando comparados os numeros de
lagartas vivas ou mortas entre o grupo controle e os respectivos tratamentos (p-valor
Fisher e Tocher= 0,222).

Apesar de registradas uma morte (Tabela 8) verificou-se que o nimero de
mortes no Grupo Controle e no grupo que recebeu o Tratamento 3, foram
estatisticamente iguais (p-valor Fisher e Tocher = 0,5000).

Portanto, apés 48 horas, nenhuma das concentracdes utilizadas teve uma agdo

inseticida significante.
3.3.2.3 Apos 72 horas

Os grupos que receberam os Tratamentos 2 e 3 apresentaram as maiores
diferengas para o numero de lagartas mortas em relagio ao Grupo Controle. Os
Tratamentos 1 e 4 também possuem diferengas nos resultados (Tabela 9 e 10). E ainda

assim, estatisticamente nao foram observadas diferengas significativas.

Tabela 9. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento
2 ou 3, de extratos da espécie C. surinamensis, com lagartas do milho de 3° instar, realizado
apoés 72 horas.

Grupo Controle T2 T3 Total
Nenhum extrato 1,00 pg/ul 0,50 pg/p
Viva 5 2 2 9
Morta 0 3 3 6
Total 5 5 5 15

p-valor (Fisher) = 0,0833
p-valor (Tocher) = 0,0833
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Tabela 10. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para os Tratamentos 2 ou 3 ¢
Tratamentos 1 ou 4, de extratos da espécie C. surinamensis, com lagartas do milho de 3° instar,
realizado apos 72 horas.

T2 ou T3 T1ou T4 Total
1,00 ou 0,50 pg/pl 2,00 ou 0.25 pg/ul
Viva 2 3 5
Morta 3 2 5
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,5000
p-valor (Tocher) 0,1032

A Figura 6 mostra que em todos os tratamentos houve mortalidade entre as
lagartas. Apds 48 horas, nos grupos que receberam os Tratamentos 1 e 2, ja haviam
40% de lagartas mortas. Esta proporgdo chegou a 60% nos grupos que receberam os
Tratamentos 2 e 3. Entretanto, o teste de Fisher ndo encontrou diferengas significativas
entre os tratamentos, fato que permite concluir que extratos de C. surinamensis em
concentragdes de 2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ pl ndo produzem enfeito inseticida sobre as

lagartas de 3° instar de S. frugiperda.
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Figura 6. Evolugio da soma dos escores de efeito inseticida x tratamentos de S. frugiperda ao
longo de trés dias de observagio.

Markham et al. (2006), testou concentracdes semelhantes as estudadas neste

trabalho em seis musgos ocorrentes na Carolina do Norte (EUA) e verificou uma
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expressiva mortalidade de Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera) (lagarta-da-espiga) no
2° istar, apos 48 horas da aplicagdo do extrato do musgo C. purpureus, nas
concentragdes de 0,9 e 2,1 pg/ul. Estes resultados diferem dos encontrados para o
estudo em questdo, apesar da ocorréncia de 40% a 60% de lagartas mortas até 72 horas,
para tratamentos proximos aos estudados pelos autores supracitados (2,00; 1,00; 0,50
pg/ul), porém, sem valor sigficativo para mortalidade. Com base nos dados estatisticos a
acdo inseticida de C. surinamensis para S. frugiperda de 3° instar, pode ocorrer
significativamente com a aplicag¢do de extratos com maiores concentrages.

Apesar de ndo ocorrerem diferengas significativas sobre a mortalidade das larvas
de S. frugiperda quando da aplicagdo dos extratos de C. surinamensis, os resultados
confirmam a existéncia de principios ativos em seus compostos secundarios para
fagodeterréncia, uma vez que houve inibi¢io da alimentagdo e observagdo de morte das
lagartas. Assim, os resultados sugerem esta espécie de briéfita como importante fonte
de principios ativos para o controle da lagarta-do-cartucho do milho S. frugiperda
ocorrente nos sistemas agrarios, entretanto, ha necessidades de outros estudos
utilizando-se diferentes fases de S. frugiperda, a fim de dar maior seguranca a sua
aplicabilidade. O presente estudo representa o primeiro trabalho cientifico a testar a

atividade inseticida e/ou fagodeterrente de Campylopus surinamensis.
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4 ATIVIDADE INSETICIDA E FAGODETERRENTE DE CaIymperes
lonchophyllum SCHWAGR. (BRYOPHYTA) SOBRE A LAGARTA-DO-
CARTUCHO DO MILHO Spodoptera frugiperda J. E. SMITH (Lepidoptera:
Noctuidae)

RESUMO

As substincias produzidas por plantas através de metabolismo secundario podem
apresentar atividades biolégicas diversas e algumas podem ser de interesse para
aplicagdes em controle de insetos. Além das plantas fanerégamas, as briofitas também
podem ser utilizadas para este fim, uma vez que possuem em sua composigdo quimica
importantes metabolitos secundarios do tipo terpendides, compostos aromaticos,
derivados dos acidos graxos e muitos outros. A lagarta-do-cartucho do milho
(Spodoptera frugiperda) foi selecionada para este estudo por ser uma praga chave na
cultura do milho e também pelas positivas evidéncias em pesquisas cientificas quanto a
atividade inseticida e/ou fagodeterrente das briofitas, no controle deste inseto. Este
trabalho avaliou a atividade inseticida por ingestdo e/ou fagodeterrente (antifeedant) do
extrato etandlico de Calymperes lonchophyllum sobre a lagarta-do-cartucho do milho
Spodoptera frugiperda de 3° instar. Testaram-se cinco tratamentos (2,0%; 1,0%; 0,5% e
0,25% pg/pl e o controle) com cinco repetigdes, cada repeti¢io contendo uma larva. As
avaliagdes de fagodeterréncia e mortalidade foram realizadas apos 24, 48 e 72 horas da
aplicagio do extrato vegetal. Apos 48 horas de contato das lagartas com os tratamentos
1.2 e 3 foi constatada uma agdo fagodeterrente. Quanto a mortalidade, para se produzir
efeito inseticida em lagartas de 3° instar foram necessarias 72 horas de exposigdo de
extrato de Calymperes lonchophyllum as concentragdes de 2,00 e 1,00pug/pl. Assim, esta
espécie de musgo pode ser de grande importancia e interesse para o controle de
Spodoptera frugiperda em plantagdes de milho. Esta constitui a primeira pesquisa
cientifica para o estudo da atividade inseticida e/ou fagodeterrente de Calymperes

lonchophyllum.

Palavras-chave: Calymperaceae, Extrato de briofitas, Plantas inseticidas, Herbivoria,

Praga do milho.

Artigo a ser submetido na Archives of Biological Science Belgrade
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4. Insecticide and antifeedant activity of Calymperes lonchophyllum Schwigr.
(Bryophyta) on fall armyworm of corn Spodoptera frugiperda J.E. Smith
(Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

The substances produced by plants through secondary metabolism can have multiple
biological activities and some may be of interest for applications in insect control.
Besides of phanerogam plants, bryophytes can also be used for this purpose, since in its
chemical composition have important secondary metabolites like terpenoids, aromatic
compounds, derivatives of fatty acids and many others. The fall armyworm of corn
(Spodoptera frugiperda) was selected for this study because it is a key pest in corn crop
and also by positive evidence in scientific researches on the insecticidal and/or
antifeedant activity of bryophytes in the control of this insect. This study evaluated the
insecticidal activity by ingestion and/or antifeedant effect of the ethanol extract of
Calymperes lonchophyllum on fall armyworm of corn Spodoptera frugiperda of 3rd
instar. Were tested five treatments (2.0, 1.0, 0.5 and 0.25 pg/pL and the control) with
five replicates, each of them containing one larva. Evaluations of antifeedant effect and
mortality were performed after 24, 48 and 72 hours of application of the plant extract.
After 48 hours of contact of the caterpillars with the treatments 1, 2 and 3, it was
observed an antifeedant activity. Regarding mortality, to produce insecticidal effect on
larvae of 3rd instar, were required 72 hours of exposure to the extract of Calymperes
lonchophyllum at concentrations of 2.00 and 1.00 pg/uL. Thus, this moss species can be
of great importance and interest for the control of Spodoptera frugiperda in corn fields.
This is the first scientific research on the study of insecticidal and/or antifeedant activity

of Calymperes lonchophyllum.

Keywords: Calymperaceae, bryophytes extract, insecticide plants, herbivory, pest of

corm.
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4.1. INTRODUCAO

O principal papel dos metabolitos secundarios das plantas € a prote¢do contra pragas
e patogenos. Pode se dizer que a ampla variedade de compostos produzidos pelas plantas €
o produto de milhares de anos interagindo com os mais diferentes organismos (Simdes et
al, 2007). Assim, as plantas com propriedades inseticidas vém sendo utilizadas pelo
homem desde a Idade Antiga, numa pratica que persiste até hoje, com mais de 2000
espécies de plantas conhecidas (Viegas-Junior, 2003). No Brasil, a utilizagdo destas
formas alternativas de controle de pragas, vem crescendo positivamente em substitui¢do
a inseticidas altamente toxicos ao homem e ao meio ambiente.

Produtos naturais provenientes de plantas pode ser uma alternativa no manejo de
pragas, na forma de extratos de plantas cientificamente conhecidas (Guerra, 1985).
Estas praticas constituem formas alternativas e baratas que os produtores rurais tém ao
seu alcance, para evitar prejuizos na produgdo e eliminar riscos a saide de quem
trabalha no campo (Souza, 2004; Ledo, 1996). A agdo destes fitoquimicos nas pragas
pode ser por repeléncia, inibigao de oviposigio e da alimentagdo, alteragdes no sistema
hormonal, distirbios no desenvolvimento, deformagdes, infertilidade e mortalidade nas
diversas fases (Roeld, 2001; Saito & Lucchini, 1998).

O milho (Zea mayz L.) constitui um dos mais importantes alimentos do planeta,
entretanto, ¢ atacado severamente pela Spodoptera frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera:
Noctuidae), popularmente conhecida como lagarta-do-cartucho do milho (Busato et al,
2002; Cruz et al., 1999). Assim, por se tratar de praga chave na cultura do milho e
também pelas evidéncias dos estudos da atividade inseticida e/ou fagodeterrente das
briofitas, revelarem respostas positivas no controle do género Spodoptera Guenée
(Asakawa et al.,1980; Labbe’ et al., 2005; Wada e Munakata, 1971; Markham et al,
2006), este lepidoptero foi selecionado para este experimento.

Geralmente, as briofitas ndo sdo atacadas por insetos, caracois, lesmas e outros
artropodes (Asakawa et al., 1988, Dvidson e Longton, 1987), pois apresentam uma
grande variedade de terpenos lipofilicos, compostos aromaticos, derivados dos acidos
graxos, €steres € muitos outros (Asakawa 1995). Muitos destes componentes tém
aromas caracteristicos, pungéncia e sabor amargo, além de exibir um extraordinario
conjunto de atividades biologicas e propriedades medicinais (Tadesse 2002, Asakawa
2007, 1995). Segundo Asakawa (1990), muitos dos compostos secundarios das

briofitas, possuem atividade antimicrobiana, antifiingica, citotoxica, antitumoral, anti-
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alergénica, antifeedant, inseticida, entre outras (Asakawa, 2007, Frahm e Kirchhoff,
2002: Shen et al., 2010, Vidal et al., 2012).

Na busca por inseticidas naturais obtidos a partir de espécies de briofitas da
Amazonia brasileira, relatamos neste trabalho os resultados alcangados em um estudo
bio-direcionado de Calymperes lonchophyllum Schwigr. (Calymperaceae), um musgo
comumente encontrado sobre troncos vivos ou em decomposigdo de arvores nativas da
Floresta amazonica (Lisboa e Ilkiu-Borges, 2007, Moraes e Lisboa, 2006, Santos e
Lisboa, 2008; Tavares, 2009).

Calymperes lonchophyllum ja foi testada no estado do Para, Brasil, quanto aos
efeitos antibacterianos de seus extratos (Pinheiro et al. 1989). Porém, para o pais ndo ha
estudos do potencial dos fitoquimicos das briofitas no controle de insetos-pragas na
agricultura (fagodeterréncia/inseticida), assim como, ndo se encontrou literatura
relatando esta atividade para esta espécie de musgo. Além disso, Calymperes afzelii
Sw., pertencente a familia Calymperaceae, foi avaliada quanto a sua atividade inseticida
contra a broca do caule do milho (Elasmopalpus lignosellus Zeller) (Lepidoptera:
Pyralidae) por Ande et al. (2010), obtendo-se resultados satisfatorios.

Este trabalho avaliou a atividade inseticida por ingestdo e/ou fagodeterrente
(antifeedant) do extrato etandlico de C. lonchophyllum sobre a lagarta-do-cartucho do
milho S. frugiperda de 3° instar.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1 SELECAO, COLETA E TRIAGEM DO MATERIAL BOTANICO.

Calymperes lonchophyllum foi selecionada, adotando-se o critério de estudos de
compostos biologicamente ativos de  briofitas, onde a literatura comprova
cientificamente o seu efeito antibactericida (Pinheiro et al., 1989). Esta espécie €
frequente em seus substratos, de ampla ocorréncia em toda a regidao amazonica, com
facil adaptagio a diferentes condigdes ambientais (Costa, 2014; Lisboa, 1993; Santos e
Lisboa, 2003; 2008).

Foram coletadas 100g de material botanico fresco em um fragmento de floresta
amazénica no Parque Ecologico do Gunma, municipio de Santa Barbara, Para,
(01°13°00.86°S e 48°17°41.18"’W), em ecossistema de floresta secundaria de terra
firme, sobre troncos de arvores vivas, utilizando-se das técnicas de coleta de Yano

(1989). As amostras foram lavadas, separadas com auxilio de pinga (Flume 5) e lupa
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(Leica, Wild M3Z) e identificadas pelo autor do presente estudo, que ¢ especialista em
briofitas, seguindo as técnicas usuais para O grupo com auxilio de literatura
especializada (Florschiitz, 1964; Lisboa, 1993). Adotou-se a classificagio taxonomica
de Goffinet et al. (2008) e as exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Joao
Murca Pires do Museu Paraense Emilio Goeldi, em Belém, Para, Brasil.

Apos o processo de separagdo e identificagdo da espécie, o material botanico foi
lavado, desidratado ao sol e conservado em ambiente refrigerado. Como estas plantas
ocorrem geralmente em moitas, tapetes ou tufos reunindo individuos de diferentes
géneros ou espécies (Richards, 1984), foram minuciosamente separados apenas
espécimes de C. lonchophyllum, usando-se a planta inteira (gametofito e esporofito).
Todo esse procedimento foi conduzido no Laboratério de Briologia do Museu Emilio
Goeldi.

4.2.2 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO

As analises foram realizadas no Laboratorio Central de Extragdo Quimica da
Universidade Federal do Para (UFPA). A amostra seca de C. lonchophyllum foi pesada
(6 g) em balanga de precisdo (Shimadzo, modelo AY220) e triturada em pistilo. Este
péso de material desidratado néo é padrio, entretanto foi o suficiente para a obtengdo da
quantidade de extrato desejada para o experimento. O processo consistiu em trés
extragdes por maceragio a frio (Remaceragdo), a temperatura ambiente (25 a 30° C),
com etanol PA (120ml), de acordo com metodologia bastante usual na industria
farmacéutica.

A cada dois dias, o material era filtrado a vacuo e remacerado, renovando-se
apenas o liquido extrator, por um periodo de seis dias, para assegurar que o maior
nimero de substancias fosse extraido da matriz vegetal. O extrato bruto (volume obtido)
de cada etapa foi colocado em um baldo volumétrico, concentrado em rotavapor (marca
Biichi, modelo R-3), sob pressdo reduzida de 45°C + 1°C (Barbosa 2004; Simdes et al.
2007).

O teor extrativo foi determinado pela massa seca de 50 mg de extrato de C.

lonchophyllum.

42.3 OBTENCAO DA SOLUCAO ESTOQUE E CONCENTRACOES
Para realizagio dos experimentos, o extrato foi diluido em Dimetilsulfoxido

(DMSO0) quando do tratamento das larvas de Spodoptera frugiperda.
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Foi preparada uma solugdo estoque, utilizando-se a concentragao (20mg/10ml)
relagio massa do extrato/volume do solvente. A partir desta solugdo foram preparadas
as dilui¢des (tratamentos) nas concentragdes de 2,0, 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ul (Markham et
al., 2006, adaptado). Para o grupo controle foi usado DMSO diluido em agua.

4.2 4 CRIACAO DE Spodoptera frugiperda

As lagartas foram coletadas em uma area de cultivo de milho nas proximidades
do Setor de Solos da Universidade Federal Rural da Amazonia e também em plantas
cultivadas em casa de vegetagio. Foram colocadas em caixas gerbox plasticas
transparentes de 12 x 12 x 3cm, contendo folhas de milho (dieta natural) para obtengdo
da coldnia inicial das larvas. O periodo médio de duragao das fases de ovo, larva, pupa e
adulto é em torno de 3. 25, 11 e 12 dias, respectivamente (Gassem, 1996).

As lagartas foram criadas no Laboratério de Bioecologia de Insetos
(LABIN/ICA/UFRA), em ambiente climatizado (24 + 2° C) e umidade relativa de 70 +
10%. Ao iniciarem a fase de pupa foram transferidas para novas caixas gerbox limpas e
com papel filtro umedecido no fundo para manter a umidade. Os adultos (mariposas)
foram acondicionados em gaiolas de tubo de PVC (cloreto de polivinila) de 30cm de
didmetro por 40cm de altura, revestidas internamente com papel de filtro para postura.
As mariposas eram alimentadas com solugdo de mel a 10%, embebidas em pedagos de
algodio. Os ovos (posturas) foram retirados e acondicionados em caixas gerbox
esterilizadas. As larvas recém-eclodidas foram transferidas com pincel para gaiolas
feitas de garrafas Pets (Maia et al., 2001), adaptadas para lagartas. Apds o primeiro
instar, as lagartas foram colocadas em copos descartaveis contendo a dieta artificial de
Bowling (1967).

4.2.5 EXPERIMENTO: TESTE POR INGESTAO SEM CHANCE DE ESCOLHA

Para os bioensaios foram utilizadas 25 lagartas de 3° instar, entre 10 e 12 dias de
vida. Este instar foi selecionado, devido ao fato de que, no inicio da fase larval as
lagartas tém preferéncia alimentar pelas folhas jovens da planta e o aumento da
populagio ainda pode ser controlado (Harrison, 1984; Hoy e Shelton, 1987). Apos o seu
desenvolvimento larval, as lagartas infestam a cultura e se instalam nas folhas do
cartucho, perfuram a base da planta, danificam a espiga, causando danos severos a
plantagio (Parra et al. 1995; Gassen, 1996). Além disso, ¢ importante considerar que,

em geral, as lagartas tém mais sensibilidade aos compostos secundarios nos instares
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iniciais diminuindo conforme o desenvolvimento larval avanga (Bellonda e Zucoloto,
2009).

A viabilidade larval de S. frugiperda foi avaliada usando-se diferentes
concentragdes dos extratos etandlicos brutos de C. lonchophyllum, de acordo com
Borgoni & Vendramim (2005), Markham et al. (2006) e Labbe’ et al. (2005), com
adaptagoes.

Foram aplicados cinco tratamentos (2,0; 1,0; 0,5 e 0,25 pg/ul e o controle com
DMSO diluido em agua). Estas concentragdes foram fundamentadas em trabalhos
realizados com extratos de briofitas no controle de insetos, incluindo a ordem
Lepidoptera e a espécie S. frugiperda. (Markham ef al, 2006, Labbe et al., 2005 e
outros). As segdes foliares de milho, usadas no experimento, foram obtidas a partir do
cultivo de parcelas de milho, seguindo as recomendagoes usuais para cultura em relagao
a adubacdo e tratos culturais. Foram cortadas com um perfurador tipo scrapbook,
obtendo-se discos de 2.3 cm de didmetro. Foram pipetados 50 ul dos respectivos
tratamentos nos discos foliares. As folhas foram transferidas para placas de Petri,
previamente forradas com discos de papel de filtro de 10 cm de didmetro, recebendo
uma lagarta, cada. As placas de Petri foram mantidas umidas durante todo o

experimento para preservar a turgescéncia dos discos foliares.

4.2.5.1 Delineamento experimental
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos €

cinco repetigdes. Cada repeti¢do foi composta por uma larva de 3° instar (Figura 1).

Figura 1. Croqui do teste por ingestdo sem chance de escolha com S. frugiperda tratado com
extrato de C. lonchophyllum. GC. Grupo Controle: T1. Tratamento com 2.0 pg/ul; T2,
Tratamento com 1,0 pg/pl: T3. Tratamento com 0,5 pg/pl; T4. Tratamento com 0,25 pg/pl.
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4.2.6 ANALISE DOS DADOS

Foram analisados o consumo alimentar/fagodeterréncia e a mortalidade das
lagartas em 24, 48 e 72 horas apos a realizagdo do experimento. Para a primeira analise
elaborou-se uma escala de dano foliar relativa com escores de 0 a 5 (Markham et al.,
2006, adaptado), como uma ferramenta de comparacao quantitativa para determinar a
porcentagem de consumo de alimento/fagodeterréncia nos discos foliares de milho. Os
escores 0, 1, 2, 3, 4 e 5 representam respectivamente, 0%, 1-25%, 26-50%, 51-75%, 76~
09% e 100% de dano foliar. A taxa de mortalidade foi medida contabilizando o nimero
de morte das lagartas ao dia e estas foram retiradas das placas apos constatacdo 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-Whitney (Siegel, 1956). Este teste avalia a significancia das diferengas entre o
grupo de controle e cada grupo de tratamento, além de verificar possiveis diferencas
entre os tratamentos. Todos os testes sdo unilaterais, utilizam um nivel de confianca de
a = 0,05.

Sendo o nimero de lagartas mortas nos tratamentos maior que no grupo controle
foi aplicado o teste de Fischer (Siegel, 1956), com nivel de confianga a= 0,05. Neste
caso, foi verificada a significancia das diferencas entre as frequéncias de duas amostras
independentes (controle x cada um dos tratamentos). As amostras neste desenho, foram
pequenas, recorrendo-se a Modificagdo de Tocher, a qual verifica a significincia de
diferencas ndo tdo extremas. Os célculos de Fischer e Tocher 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 Apoés 24 horas

Realizando-se, a principio, a soma dos escores de alimenta¢do para representar o
consumo, a Figura 2 demonstra as diferengas entre 0 comportamento alimentar dos

diferentes grupos de lagartas. Os resultados deste experimento nao revelaram grandes
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diferengas no comportamento alimentar quando se compara cada um dos grupos com 0

grupo de controle.

o

Soma dos escores
e
2,00 pg/pl
1,00 pg/pl
0,50 pg/ul
0,25 pg/ul

N

1 -

0 - : ' ’ = 5
Controle Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

Figura 2. Soma dos escores de consumo das lagartas de S. frugiperda de 3° instar, ao longo de
diferentes concentragdes de extratos de C. lonchophyllum apés 24 horas de contato.

A constatacio da inexisténcia de diferengas no consumo alimentar apos 24 horas
¢ observada quando da aplicagdo do teste U, segundo o mesmo, ndo se verifica
diferengas significativas entre 0 Grupo Controle e os Tratamentos 1 (p-valor = 0,1481),
2, 3 e 4 (p-valor = 0,3008). Neste caso, existem evidéncias de que as diferentes
concentragdes de extratos de C. lonchophyllum nao provocam uma fagodeterréncia

significativa nas lagartas do milho de 3° instar apos 24 horas de contato com o alimento
(Tabela 1).

Tabela 1. Testes U de Mann-Whitney para extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas
do milho de 3° instar, realizado apés 24 horas, comparando-se o grupo de controle a cada um
dos tratamentos.

Grupo Controle | Grupo Controle Grupo Controle Grupo Controle

VS. VS. VS. S,
T1 (2,00 pg/ul) | T2(1,00 pg/ul) | T3 (0,50 pg/pl) | T4(0.25 pg/pl)
Estatistica “z” 1.0445 0.5222 0,5222 0,5222
Valor critico 1.6449 1,6449 1,6449 1.6449
P-valor 0.1481 0.3008 0,3008 0,3008

Aplicando-se o Teste U as diferentes concentragdes de extratos da espécie C.
lonchophyllum x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar, para cada um dos pares de
amostras comparadas entre si, constatou-se que também ndo existem diferencas

significativas entre qualquer um destes pares de amostras. Portanto, nesta analise ndo



83

houve nenhuma concentragio de extrato mais eficiente que a outra em promover uma

acdo fagodeterrente.

4.3.1.2 Apos 48 horas

Verifica-se, através da Figura 3 que, apos 48 horas, existem maiores diferengas

entre 0 comportamento alimentar das lagartas nos diferentes grupos.
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Figura 3. Soma dos escores de consumo das lagartas de S. frugiperda de 3° instar, ao longo de
diferentes concentragdes de extratos de C. lonchophyllum apés 48 horas de contato.

Apos a aplicagdo do teste U (Tabela 2) observou-se que 0 Grupo Controle €
significativamente maior quando comparado as amostras de cada um dos Tratamentos 1
(P-valor=0,0108), 2 e 3 (P-valor=0,0473), o que permite considerar que houve uma agao
fagodeterrente provocada pelas respectivas concentragdes (2,00 ug/ul; 1,00 pg/ul e 0,50
ug/pl) de extrato de C. lonchophyllum quando a medi¢ao do consumo alimentar ¢ feita
apos 48 horas de contato das lagartas com o alimento.

A acdo fagodeterrente também foi confirmada por Wada e Munakata (1971),
quando avaliaram a atividade inibitoria do sesquiterpeno pinguison, isolado da hepatica
Aneura pinguis (L.) Dumort., sobre Spodoptera litoralis Boisd. (Lepidoptera), testando
as concetragoes (0.5%, 0.25%, 0.125%, 0.63% e 0.03 1%), sendo as duas maiores (0.5%,
0.25%) similares as estudadas no presente trabalho. Os referidos autores encontraram as
melhores respostas para a inibigdo alimentar na concentragdo (0.5%). Confirmando
assim, a fagodeterréncia observada no presente estudo para o tratamento 3 (0,50 pg/pl).

Santos et al. (in prep.), ao estudarem a composi¢do quimica volatil de
Campylopus surinamensis Mull. Hal. e C. lonchophyllum ocorrentes na amazonia

brasileira, identificaram em C. lonchophyllum compostos secundarios do tipo terpenos,
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inclusive sesquiterpenos. Considerando-se que a maioria dos teroenos possuem
atividades fagodeterrentes (Camarillo et al., 2007, Wada e Munakata, 1971; Asakawa
2007), os resultados do presente estudo corroboram com os descritos pelos autores

supracitados.

Tabela 2. Testes U de Mann-Whitney para extratos da espécie C. lonchophyllum, com S.
frugiperda de 3° instar, realizado apos 48 horas, comparando-se¢ 0 grupo de controle a cada um
dos tratamentos.

Grupo Controle | Grupo Controle Grupo Controle Grupo Controle

VS, VS. VS. VS.
T1(2,00 pg/p)) | T2 (1,00 pg/pl) | T3 (050 pg/ul) | T4(0.25 pg/ul)
Estatistica “z” 2,2978 1,6711 1,6711 0,9400
Valor critico 1.6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 0,0108 0,0473 0,0473 0.1736

Quanto ao tratamento 4, correspondente a menor concentragdo de extrato (0,25
ng/ul), o Teste U ndo indicou diferengas significativas. Entretanto, Wada e Munakata
(1971) constataram a agdo fagodeterrente para esta mesma concentragdo (0.25%) de
extrato da hepatica A. Pinguis sobre S. Litoralis.

Comparando os tratamentos entre si, o Teste U ndo indicou diferencas em
nenhuma das situagdes, seja entre os tratamentos 1 €2, 1e3,1 e 4 2e3,2¢e40uled

(Tabela 3).

Tabela 3. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécie C. lonchophyllum x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apos 48
horas, comparando-s¢ os tratamentos entre si, tomados dois a dois.

TI(200 | T1@00 | T100 | T2(1,00 | T2(1,00 [ T3(0,50

pg/u vs. | pg/ub)vs. | pg/ul) vs. | pg/ub) vs. | pg/ub) vs. | pg/ud) vs.

T2(1,00 | T3(0.50 | T4(025 | T3(0.50 | T4(025 | T4(0.25
pg/pl) pg/p) pg/ul) pg/pd) pg/ul) pg/ud)

Estatistica z°  0.6267 0.6267 1,1489 0,0000 0.5222 0.5222
Valor critico 1.6449 1,6449 1,6449 1,6449 1.6449 1,6449
P-valor 0,2654 0.2654 0.1253 0,5000 0,3008 0,3008

4.3.1.3 Apos 72 horas

Novamente verifica-se, através da Figura 4 a existéncia de diferengas no
consumo alimentar nos tratamentos quando se compara com aqueles observados no
controle. No teste U (Tabela 4) foram encontradas diferengas significativas nos

tratamentos 1 e 2 (P-valor=0,0236 e 0,0473, respectivamente) quando comparados ao
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Grupo Controle, indicando que os escores destes dois tratamentos so estatisticamente
menores que os do grupo de controle. Portanto, ha evidéncias de que os extratos de C.
lonchophyllum nas concentragdes de 2,00 pg/pl e 1,00 pg/ul possuem agao

fagodeterrente em lagartas do milho de 3° instar apos 72 horas de contato das lagartas

com o alimento.
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Figura 4. Soma dos escores de consumo das lagartas de S. frugiperda de 3° instar, ao longo de
diferentes concentragdes de extratos de C. lonchophyllum apés 72 horas de contato.

Tabela 4. Testes U de Mann-Whitney para extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas

do milho de 3° instar, realizado apés 72 horas, comparando-se o grupo de controle a cada um
dos tratamentos.

Grupo Controle | Grupo Controle Grupo Controle Grupo Controle

VS. VS. VS. VS.
T1(2.00 pg/pl) | T2(1,00 pg/ul) | T3 (.50 pg/ul) | T4 (025 pg/pul)
Estatistica “z” 1.9845 1.6711 1,3578 0,5222
Valor critico 1.6449 1,6449 1,6449 1.6449
P-valor 0,0236 0,0473 0,0873 0,3008

Quanto aos tratamentos 3 e 4, os testes indicaram que nao existem diferencas
significativas (P-valor= 0,0873 e 0,3008, respectivamente). Isto sugere que apesar de ja
ter ocorrido inibi¢do alimentar quando da aplicagdo do tratamento apos 48 horas, o
grupo de lagartas referente a este tratamento voltou a se alimentar. Portanto, foi
rejeitada a acio fagodeterrente dos extratos de C. lonchophyllum nas concentragdes de

0,50 pg/pl e 0,25 pg/ul em lagartas do milho de 3° instar apos 72 horas de contato das

lagartas com o alimento.
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Aplicando-se o Teste U aos tratamentos entre si, em nenhum dos casos

encontraram-se diferencas significativas. Estes resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Testes U de Mann-Whitney aplicados as diferentes concentragdes de extratos da
espécic C. lonchophyllum x herbivoria de S. frugiperda de 3° instar. Teste realizado apos 72
horas, comparando-se os tratamentos entre si, tomados dois a dois.

T1(2.00 [ T1 (200 | T1 (200 | T2(1,00 | T2(1,00 | T3(0,50
pg/ul) | pg/mb)vs. | pg/uvs. | opg/ubvs. | pg/pbvs. | pe/ud) vs.
vs. T3(0,50 | T4(0,25 | T3(0,50 | T4(025 | T4(0.25
T2(1,00 | pg/ub) ug/ul) ug/ul) ug/ul) ug/ul)
pg/pl)
Estatistica “z”  0,2089 | 04178 1.4623 0,3133 1.2534 0,9400
Valor critico  1,6449 | 11,6449 1,6449 1,6449 1,6449 1,6449
P-valor 04173 | 03381 0,0718 0,3770 0,1050 0,1736

A Figura 5 agrupa os resultados de consumo alimentar dos grupos de lagartas
representado pela soma de seus escores, nos trés momentos em que o experimento foi
realizado, apos 24, 48 e 72 horas, permitindo uma visao geral das diferengas
encontradas. Fica evidente que ha uma diminuigdo do consumo alimentar a medida que

aumentam-se as concentragoes de extrato.

16 =g Controle
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Figura 5. Evolugdo da soma dos escores de consumo de S. frugiperda de 3 instar ao longo de
diferentes concentragdes de extratos de C. lonchophyllum realizado apos 24, 48 ¢ 72 horas.

Haines e Renwick (2009) analisaram a agdo inibitéria de musgos na pré-
ingestio e pos-ingestdo pela lagarta generalista, Trichoplusia ni Hu Hubner

(Lepidoptera: Noctuidae: Plusiinae). A aceitabilidade e qualidade dos musgos Bryum
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argenteum Hedw., Climacium americanum Brid., Leucobryum glaucum Hedw. e
Sphagnum warnstorfii Russ. foram comparadas com duas dietas de controle (alface e
gérmem de trigo) usando o lepdoptero. Apenas as dietas de controle e o musgo C.
americanum foram consumidos evidenciando, portanto, a inibigdo alimentar para a
maioria dos musgos. Estes resultados corroboram com os encontrados no presente
estudo, confirmando a atividade de fagodeterréncia dos musgos sobre larvas de

lepdopteros.

432 MORTALIDADE
4.3.2.1 Apos 24 horas

A Tabela 6 demonstra que apos 24 horas de contato das lagartas com as folhas
tratadas foram observadas mortes somente no tratamento 3. Entretanto, o numero de
mortes no Grupo Controle, no grupo que recebeu o Tratamento 3 e nos grupos que
receberam os demais tratamentos, sio estatisticamente iguais (p-valor=0,5000). Ou seja,
nenhuma das concentragdes de C. lonchophullum apresentou acao inseticida
significante sobre S. frugiperda. Nio houve diferengas significativas entre 0s

tratamentos.

Tabela 6. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo Controle e Tratamento 3,
de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar, realizado apos 24
horas.

Grupo Controle Tl T2 T3 T4 Total
Nenhum extrato | 2,00 pg/pl | 1,00 pg/u | 0.50 pg/ul | 0,25 pg/pl
Viva 5 5 5 4 5 24
Morta 0 0 0 1 0 1
Total 5 5 5 5 5 25

p-valor (Fisher) = 0.5000 ‘
p-valor (Tocher) = 0,5000

4.3.2.2 Apbs 48 horas

O tinico grupo com resultados diferentes aos do Grupo Controle, em relagdo ao nimero
de lagartas mortas, € o que recebeu o Tratamento 1. Nos dados da tabela 7 observa-se
que o Teste de Fisher foi aplicado para estas duas amostras verificando-se que 0 nimero
de mortes no Grupo Controle e no grupo que recebeu o Tratamento 1 sdo
estatisticamente iguais, ndo havendo diferengas na mortalidade (p-valor (Tocher) =
0,0833). Aplicando-se o Teste de Fisher entre o Tratamento 1 e cada um dos demais

tratamentos, os resultados sao 0s mesmos.
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Assim, apos 48 horas de contato das lagartas com o alimento nao se observou

acdo inseticida significante de nenhuma das concentragoes de C. lonchophyllum.

Tabela 7. Namero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo de Controle ¢ Tratamento
1. de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar, realizado apos
48 horas

Grupo Controle T T2 T3 T4 Total
Nenhum extrato 2.00 pg/pl 1,00 pg/p | 0,50 pg/pl | 0.25 pg/pl
Viva 4 3 4 4 4 19
Morta | 2 1 1 1 6
Total - 5 5 5 5 25

p-valor (Fisher) = 0,5000
p-valor (Tocher) = 0,0833

4.3.2.3 Apos 72 horas

Os Tratamentos 1, 2 e 4 apresentaram resultados diferentes aos do Grupo
Controle. O resultado do Teste de Fisher realizado na Tabela 8, vale tanto para a
comparagio entre o Grupo Controle e o Tratamento 1 quanto para a comparagio entre 0
Grupo Controle € o Tratamento 2, ja que estes dois tratamentos possuem O mesmo
niimero de lagartas vivas e mortas. Observou-se que o nimero de mortes nos grupos que
receberam os Tratamento 1 ou 2 foram estatisticamente maiores que o do Grupo
controle (p-valor (Tocher) = 0,0238).

Constatou-se, que apos 72 horas de contato das lagartas com o alimento, a
concentragdes de 2,00 e 1,00pg/pl de C. lonchophyllum apresentaram agdo inseticida

significante.

Tabela 8. Nimero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo Controle ¢ Tratamento 1
ou 2. de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar, realizado
apos 72 horas.

Grupo Controle T1ouT2 Total
Nenhum extrato 2.00 ou 1,00pg/ul
Viva ! 2 6
Morta 1 3 4
Total 5 5 10

p-valor (Fisher) = 0,2619
p-valor (Tocher) = 0,0238
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Também foram testadas as diferencas entre o Tratamento 4 e o Grupo Controle.
O Tratamento 4 ndo apresentou diferengas (p-valor (Tocher) = 0,0833) em relagdao ao

Grupo Controle (Tabela 9).

Tabela 9. Niimero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para o Grupo Controle ¢ Tratamento
4. de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar, realizado apos
72 horas.

Sc'“nﬁﬁnf ‘é'i?r?,'tf, 0,25T :g/p] Tot
Viva 4 3 i
Morta 1 2
Total 5 5 10
p-valor (Fisher) 0,5000
p-valor (Tocher) 0,0833

Os Tratamentos 1 e 2 também apresentaram diferencas significativas quando
comparados ao Tratamento 3, com o mesmo p-valor (Tocher) = 0,0238 (Tabela 10),
quando anteriormente comparados com o Grupo Controle.

Quanto ao Tratamento 4, aplicou-se o Teste de Fisher para compara-lo aos
Tratamentos 1 e 2 (Tabela 11), e ndo foram observadas diferencgas significativas (p-
valor (Tocher) = 0,1032), fato que permite concluir que o nimero de mortes nos grupos
que receberam os Tratamentos 1 ou 2 sio estatisticamente iguais ao Tratamento 4.

Apesar da concentragio de extrato do Tratamento 3 apresentar-se maior
(0,50pg/ul) que o Tratamento 4 (0,25ug/ul ), neste wltimo, observou-se um maior
niumero (duas) de mortes. Entretanto, as diferengas entre estes tratamentos 40

consideradas estatisticamente ndo significativas.

Tabela 10. Numero de lagartas vivas ¢ mortas observadas para os Tratamentos 1 ou 2 ¢
Tratamentos 3. de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar,
realizado apos 72 horas

T1ouT2 T3 Total
2,00 ou 1.00pg/pl 0.50ug/ul
Viva 2 4 6
Morta 3 1 4
Total 5 5 10

p-valor (Fisher) = 0.2619
p-valor (Tocher) = 0,0238
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Tabela 11. Numero de lagartas vivas e mortas observadas para os Tratamentos lou2e
Tratamentos 4. de extratos da espécie C. lonchophyllum, com lagartas do milho de 3° instar,
realizado apos 72 horas

T1 ou T2 T4 Total
2.00 ou 1,00pug/ul 0,25pg/ul
Viva 2 3 5
Morta 3 2 5
Total 5 5 10

p-valor (Fisher) = 0,5000
p-valor (Tocher) = 0,1032

Em experimento de campo na Nigéria, Ande et al. (2010) verificaram que o
extrato de Calymperes afzelii Sw promoveu elevada atividade inseticida sobre a broca
do caule do milho (Elasmopalpus lignosellus, Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae)
ocasionando maior agdo quando comparada a atividade de outras trés espécies de
musgos testadas. A agdo inseticida desta espécie de musgo foi tdo boa quanto a do

Tricel, o inseticida inorganico usado no grupo controle.

A Figura 6 mostra a propor¢do de lagartas vivas nos respectivos tratamentos em

cada instante em que a condigdo de vida ou morte foi observada.
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Figura 6. Evolugdo da proporgio de S. frugiperda vivas entre diferentes concentragdes de C.
lonchophyllum. Observagdes realizadas apos 24, 48 e 72 horas de contato do inscto com o
alimento tratado.
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A linha referente ao Grupo Controle comega em 100% apos 24 horas.
Sequencialmente apos 48 e 72 horas, fica em 80%, sobrepondo-se as linhas dos
{ratamentos 4 e 3, respectivamente, mostrando uma estagna¢do propria para 0 grupo
controle. Os tratamentos 1, 2 € 4 mostraram uma mortalidade progressiva, sendo que 0s
tratamentos 2 e 4 apresentaram apenas 40% de lagartas vivas apos 72 horas.

De uma maneira geral, observou-se uma maior mortalidade entre as maiores
concentragdes de extrato (2,00 e 1,00pg/ul), o que confirma os pressupostos deste
estudo de que quanto maior a concentragao de extrato maior a mortalidade.

Com base nos dados estatisticos estes resultados indicam C. lonchophyllum,
como sendo uma espécie de briofita com atividade tanto inseticida quanto
fagodeterrente sobre S. frugiperda de 3° instar. Isto sugere a confirmagio da existéncia
de compostos de defesa presentes nos constituintes quimicos deste musgo que podem
ser de interesse para aplicagdes no controle do género Spodopera ocorrente nos sistemas
agrarios. Entretanto sdo necessarios estudos complementares a este, utilizando-se
diferentes fases da lagarta, assim como um numero maior de amostras a serem
estudadas, para se avaliar o efeito residual dos extratos etandlicos de C. lonchophyllum
e 0 comportamento dos mesmos em condigdes de campo, a fim de dar maior seguranga
a sua aplicabilidade.

O presente estudo representa 0 primeiro trabalho cientifico a testar a atividade
inseticida e/ou fagodeterrente de C. lonchophyllum, e os resultados sugerem que este
musgo ocorrente em grande quantidade na Amazonia brasileira ¢ de grande importancia
e interesse para pesquisas de substancias naturais que podem ser usadas como parte de

um sistema de manejo integrado de pragas.
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CONCLUSOES GERAIS

O presente estudo da uma visdo preliminar sobre a quimica de briofitas para a
amazonia brasileira. Este é o segundo registro dos constituintes quimicos deste grupo de
plantas para o pais. Entretanto, € 0 primeiro relato da composi¢do quimica volatil dos
musgos Calymperes lonchophyllum Schwagr. Campylopus surinamensis Mill. Hal., e
a primeira pesquisa cientifica a avaliar as atividades fagodeterrente e inseticida destas
espécies de briofitas no controle da lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda
J. E. Smith.

Com um total de 34 constituintes quimicos identificados nos seus extratos
pentinicos, C. surinamensis e C. lonchophyllum sio consideradas importantes fontes
naturais de terpenos, fenilpropanoides, acidos graxos, aldeidos e ésteres.

O extrato etanélico de C. surinamensis ndo produziu efeito inseticida sobre as
lagartas de 3° instar de S. frugiperda, entretanto, 0s resultados confirmaram a sua
atividade fagodeterrente significativa sobre as larvas deste lepdoptero.

O extrato etanolico de C. lonchophyllum apresentou tanto atividade
fagodeterrente quanto inseticida sobre S. frugiperda de 3° instar, confirmando a
existéncia de compostos de defesa presentes nos constituintes quimicos deste musgo.

De uma maneira geral conclui-se que os resultados do presente estudo sugerem
C. surinamensis e C. lonchophyllum, como importante fonte de principios ativos e
também de grande interesse para pesquisas de substancias naturais que podem ser
usadas no controle da lagarta-do-cartucho do milho S. frugiperda, ou até mesmo como
parte de um sistema de manejo integrado de pragas (MIP). Entretanto, SA0 necessarios
estudos complementares a este, utilizando-se diferentes fases da lagarta, assim como um
niimero maior de amostras a serem estudadas, para se avaliar o efeito residual dos
extratos etanolicos destes musgos, € 0 comportamento dos mesmos em condigdes de
campo, a fim de dar maior seguranga a sua aplicabilidade.

A falta de literatura que envolve a investigagao fitoquimica de briofitas é uma
grande lacuna na pesquisa para este grupo vegetal, o que faz do presente trabalho,
subsidio importante para outros nesta mesma linha de pesquisa. Assim, os resultados
deste estudo vém para ampliar o conhecimento quimico destas plantas, e comprovar a
existéncia de seus compostos de defesa, ressaltando que os mesmos sdo passiveis de

patente, resguardando assim, o direito de autoria.
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5. Abbreviations

Units will be in accordance with the International
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); pum (micrometer);
nm (nanometer). kg (kilogram), g (gram). mg
(milligram); pg (microgram); ng (nanogram); mL
milliliter; pL (microliter); s (second); min (minute);
h (hour): N (normal); M molar; mM (millimolar);
uM (micromolar); SD (standard deviation); SE
(standard error); X (mean). Ci (Curic); mp (melting
point), bp (boiling point)y 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); LDS0
(median  lethal dose): LC50 (median lethal
concentration); TLV (threshold limit value). When
using a word that is asserted to be a proprictary term
or trademark, authors must use the symbol ®.

6. lllustrations

6. 1 The quality of the illustrations depends on the
quality of the originals provided. Figures cannot be



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
Society. Preferences for the drawing of structures
can be found as a pre-set style in appropriate
software packages.

6.4 Upload cach figure in 4iff, 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://mc(4. 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 <15 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
exira 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 authors 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:
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Professor Cid Aimbiré M. Santos, Editor
Laboratério de Farmacognosia,
Departamento de Farmaca - UFPR

Rua Pref. Lothario Massner, 632 - Jd Botiinico
R0210-170, Cuntiba-PR, Brasil

revista @ shipnosia org br
September 2012,
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1. Articles should be original contributions in the field of biological sciences written in English. Papers
describing new techniques and methods may be accepted if they contribute to the solution of biological
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 as 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.
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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, ¢, etc.
References to a paper “In press” must mean than it has been accepted for publication.

5. lllustrations 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
referred 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
1o appear on the illustrations should be given in full and should be of sufficient size to allow for considerable
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reduction. Illlustrations should not be larger than A-4 format. The author’s name should be given on the back
of each illustration. The figure number (in Arabic numerals) should be indicated on the top of the illustration,
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.

6. Tables should be numbered in Arabic numerals, typed on separate sheets, and should have a title which
will make the meaning clear without reference to the text.

7. Only standard abbreviations should be used. Where specialized abbreviations are used, the name should
firstly be given in full with the abbreviation indicated in parentheses.

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 of high quality which 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 on a 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 less than 240 ppc/300 ppi at 170 mm wide, preferably at 300 dpi.

The manuscripts should be sent to: Prof. Dr. Bozidar Curéié, Institute of Zoology, Faculty of Biology,
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