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Resumo: Spodoptera fingiperda, principal praga do milho, tem demonstrado resisténcia aos inseticidas convencionais. Por
isso, a busca por novos produtos para seu controle tem sido constante, e os 6leos essenciais (OEs) vegetais aparecem
como uma opg¢io, pois algumas plantas produzem OEs em grande quantidade, como a espécie Piper fuliginenm (Piperaceac)
por exemplo. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito ovicida dos OEs de folhas e frutos de P. fuligineun: sobre
ovos da mariposa S. frugiperda. Para isso, sete tratamentos (concentragdes de 0,25, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0% e dois controles, um
com 4gua destilada e outro com acetona P.A. min. de 99,5%) foram realizados com ovos de S. frugiperda de até 24 h de
oviposi¢ao. Cada tratamento teve 10 repeti¢cées com 15 ovos pulverizados em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x7 (OE de duas partes vegetais e sete tratamentos) totalizando 14 tratamentos. Apds a pulverizagio os
ovos foram deixados secar em temperatura ambiente (aprox. 30 m) e depois cada repeti¢do foi individualizada em tubos de
ensaio. A eclosdo larval foi avaliada no quinto, sexto e sétimo dia apds a oviposicio. Os dados foram analisados por
Analise de Varidncia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%. Os OEs de ambas as partes
(folhas e frutos) inviabilizam os ovos a partir na menor concentracio testada, mas foi a partir da concentragio de 1%, que
os OEs das folhas de frutos apresentaram efeito ovicida de fato, inviabilizando 90% e 71% dos ovos, respectivamente.
Nossos dados mostram que P. fuliginenm é uma espécie vegetal promissora para mais estudos visando sua bioprospecgio.

Palavras-chave: Metabolitos Secundarios. Bioprospecgio. Fitoinseticida. Biopesticida. Inseticida Vegetal.

Abstract: Spodoptera frugiperda, the main pest of corn, has shown resistance to conventional insecticides. Therefore, the
search for new products for its control has been constant, and vegetable essential oils (EOs) appear as an option, as some
plants produce EOs in large quantities, such as the Piper fuliginenm species (Piperaceae) for example. Thus, the aim of this
study was to evaluate the ovicidal effect of OEs from leaves and fruits of P. fuliginenm on eggs of the moth S. frugiperda. For
this, seven treatments (concentrations of 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 and 4.0% and two controls, one with distilled water and the
other with acetone P.A. min. of 99.5%) were performed with eggs of S. frugiperda of up to 24 h of oviposition. Each
treatment had 10 replications with 15 eggs sprayed in a completely randomized design in a 2x7 factorial scheme (OE of
two plant parts and seven treatments) totaling 14 treatments. After spraying the eggs were allowed to dry at room
temperature (approx. 30 m) and then each replicate was individualized in test tubes. Larval hatching was evaluated on the
fifth, sixth and seventh day after oviposition. Data were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA) and means compared
by Scott-Knott test at 5%. The EOs from both parts (leaves and fruits) make eggs unfeasible from the lowest
concentration tested, but it was from the concentration of 1%, that the OEs of the fruit leaves showed an ovicidal effect in
fact, making 90% and 71% of the eggs unfeasible, respectively. Our data show that P. fuligineum is a promising plant species
for further studies aiming its bioprospecting.
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Resumen: Spodoptera frugiperda, 1a principal plaga del maiz, ha mostrado resistencia a los insecticidas convencionales. Por
ello, la busqueda de nuevos productos para su control ha sido constante, y los aceites esenciales vegetales (AE) aparecen
como una opcion, ya que algunas plantas producen AE en grandes cantidades, como la especie Piper fuliginenn (Piperaceae)
por ejemplo. Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto ovicida de los EO de hojas y frutos de P. fuligineum sobre
huevos de la polilla S. frugiperda. Para ello, siete tratamientos (se realizaron concentraciones de 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 y 4.0% y
dos controles, uno con agua destilada y otro con acetona P.A. min. de 99.5%) con huevos de S. frugiperda de hasta 24 h de
oviposicion. Cada tratamiento tuvo 10 repeticiones con 15 huevos asperjados en un disefio completamente al azar en un
esquema factorial 2x7 (OE de dos partes de planta y siete tratamientos) totalizando 14 tratamientos. Después de rociar, los
huevos se dejaron secar a temperatura ambiente (aprox. 30 m) y luego cada réplica se individualizé en tubos de ensayo. La
eclosion de las larvas se evalud al quinto, sexto y séptimo dia después de la oviposicién. Los datos se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) y las medias se compararon mediante la prueba de Scott-Knott al 5 %. Los AE de ambas as
partes (hojas y frutos) hacen inviables los huevos a partir de la menor concentraciéon ensayada, pero fue a partir de la
concentraciéon del 1%, que los AE de las hojas del fruto mostraron un efecto ovicida de hecho, haciendo inviable el 90% y
el 71% de los huevos, respectivamente. Nuestros datos muestran que P. fuligineun es una especie de planta prometedora
para futuros estudios con el objetivo de su bioprospeccion.

Palabras-clave: Metabolitos secundarios. Bioprospeccion. Fitoinsecticida. Biopesticida. Insecticida vegetal.

1 INTRODUCAO

A espécie Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), mais conhecida por lagarta-
do-cartucho, esta entre os principais insetos-praga da cultura do milho, destacando-se principalmente pela
dificuldade de seu controle e resisténcia a inseticidas convencionais (Cruz, 2002). Consideramos o manejo
fitossanitario e as dificuldades para o controle dessa praga, a utilizagao de substancias extraidas de plantas nativas
surge como uma alternativa, devido algumas espécies vegetais apresentarem potencial inseticida, além de
mostrarem algumas vantagens quando comparada aos produtos sintéticos como: facil degradagdo, menor
contamina¢ao do meio ambiente, baixo residuos nos alimentos, baixo custo e serem acessivel aos pequenos
produtores (Oliveira, 2007). Estas caracteristicas presentes em muitas plantas estao relacionadas ao fato de
apresentarem substancias que estdao ligadas ao seu metabolismo secundario, que é onde alguns compostos
especificos sao produzidos, no qual sao responsaveis por desempenhar importantes fungdes bioldgicas que
garantem a sobrevivéncia da espécie, seja na atragio de polinizadores, na regeneragdo, no controle hidrico, ou
ainda no sistema de defesa contra predadores (Mazzeu, 2014; Miranda e# al., 2010).

Essas substancias podem ser extraidas das espécies vegetais de diversas maneiras, e um dos produtos
finais sao os Oleos essenciais (OE), que sdao substancias volateis e aromaticas encontradas em varias partes
vegetais como flores, folhas, cascas, rizomas e frutos (Bizzo, Hovell & Rezende, 2009), as quais possuem grande
potencial de uso em diversas areas, como aditivos alimentares, farmacos, cosméticos, entre outros. Algumas
espécies de plantas possuem grande rendimento de OE, com alto potencial bioativo, devido serem ricos em
metabolitos secundarios que podem ser utilizados para diversas finalidades, como é o caso familia Piperaceae
(Camargo, 2018), que possui substancias diferenciadas e peculiares de grande interesse bioldgico (Mazzeu, 2014).

A familia Piperaceae possui aproximadamente 3.500 espécies distribuidas em cinco géneros, dos quais

tres (Piper, Peperomia ¢ Manekia) estao presentes no Brasil com cerca de 400 espécies (Vasconcelos, 2019),
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incluindo a Piper fuliginenn Kunth.

Essa espécie em particular possui cinco tipos de substancias em seu metabdlito secundario, tanto nas
folhas como nos frutos: duas kavalactonas, uma cromanona e dois derivados prenilados do acido benzdico.
Mazzeu (2014) descreve que os metabdlitos presentes nos frutos e folhas sio os mesmos, porém nos frutos
existe maior polaridade no extrato etanodlico.

Diante disso, e com a crescente busca por produtos naturais nos ultimos anos em setores, como na
agricultura (Kuzey, 2021), o OE de P. fuliginenm pode se tornar uma opg¢ao no controle de S. frugiperda, que
possui seu ciclo de vida composto pelas fases de ovo, lagarta, pupa e adultos, e o controle deste inseto
geralmente ¢ realizado nas fases larvais, sendo incipientes pesquisas sobre o efeito de qualquer produto ou
substancias sobre a fase de ovo. Considerando isso, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito ovicida dos OEs

extraidos das folhas e frutos de P. fuliginenm sobre ovos da mariposa S. frugiperda.

2 MATERIAL E METODOS
Os bioensaios deste trabalho foram realizados nos laboratérios do Centro de Pesquisas, Estudos e
Desenvolvimento Agro-Ambientais (CPEDA), Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), Campus

Universitario Professor Eugénio Carlos Stieler, Tangara da Serra, Mato Grosso, Brasil.

2.1 Criagdo de Spodoptera frugiperda

Para o estabelecimento de uma criagao de individuos de S. frugiperda, lagartas foram coletadas em cultivos
de soja e milho no entorno da UNEMAT/Tangara da Serra na safra 2021/2022 e foram encaminhadas aos
laboratérios do CPEDA onde foram identificadas e alimentadas com as plantas hospedeiras até se tornarem
pupas. As pupas foram sexadas e os adultos obtidos foram transferidos para gaiolas de copula e oviposicao
constituidas por tubos de PVC (20,0 cm diametro X 20,0 cm altura), revestidos internamente com papel sulfite
(substrato de oviposicao), fechados na parte superior com tecido de malha fina (tipo »il) preso com elastico e
colocados sobre um prato plastico (23,5 cm diametro X 3,0 cm altura). Foram acondicionados 20 casais adultos
(mariposas) por gaiola, os quais foram alimentados com solu¢ao de mel a 10%, embebida em um pedaco de
algodio disposto no interior de uma tampa plastica (3,0 cm diametro X 1,5 cm altura) (adaptado de Giolo ef @,
2002). As posturas foram coletadas diariamente para utilizagdo nos bioensaios, e também para manuten¢iao da
criacio em laboratério utilizando dieta artificial proposta por Kasten-Junior, Precetti & Parra (1978),

permanecendo nesses recipientes até se transformarem em pupas, e assim repetindo o ciclo.

2.2 Extragido do 6leo essencial das folhas e frutos de Piper fuligineum

Para extracio do OF, folhas e frutos de P. fuliginenm foram coletadas de forma aleatéria em Tangard da
Serra, Mato Grosso, Brasil (14°33’40” S - 57°27°41” W - 317 m) no entorno do cérrego Salu, em area de
transicdo dos biomas Cerrado e Floresta amazonica (Krinski, 2008). Apds a coleta, o material vegetal foi

submetido a hidrodestilacio em aparelho tipo Clevenger modificado, durante 4 horas (Sartor, 2009). As
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extragoes foram realizadas em triplicatas de 100 g e os OEs obtidos foram acondicionados em microtubos de

1,5 uL. e guardados em congelador até o momento de utiliza¢do nos bioensaios.

2.3 Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 X 7
(OE de duas partes vegetais e sete tratamentos de OE). Cada tratamento foi composto por 10 repeticdes
contendo 15 ovos de até 24 h de . frugiperda, totalizando 14 tratamentos. Os ovos foram colados em cartelas de
papel azul de 1.0 X 2.5 cm e deixados secar a temperatura ambiente (aproximadamente 30 minutos). Apos esse
petiodo, os OEs de folhas e frutos de P. fuliginenm foram preparados nos tratamentos a serem testados, sendo
cinco concentracoes (0,25, 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0% diluidas em acetona P.A. min. 99,5% Dindmica®) além dos dois
tratamentos controles (um somente com agua destilada e outro somente com acetona PA).

Depois das cartelas estarem totalmente secas, ocorreram as pulverizacdes de todos os sete tratamentos
utilizando um aerdgrafo Steula BC64 acoplado a um compressor Wimpel Comp-1, calibrado a uma pressao de
20 psi, que possibilitou a deposicio de 1,5 mg cm™ de cada tratamento/concentragio. Ap6s a pulvetizacio as
cartelas foram mantidas sob a bancada do laboratério até estarem totalmente secas (aproximadamente 30
minutos). Cada repeti¢ao foi individualizada em tubos de ensaio de vidro (10 cm X 1 cm), sendo mantidos em
sala climatizada a 25 + 1,0 °C (SD), 70 £ 10% UR (SD), e fotopetiodo de 12h L:D. A eclosio larval foi avaliada
no quinto, sexto e sétimo dia ap6s a oviposi¢ao, de acordo com o ciclo de desenvolvimento da espécie, mas
como nao houve diferenca entre os dias avaliados, apenas os dados do quinto dia foram utilizados nas analises

estatisticas.

2.4 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a homogeneidade de variancia analisada pelo teste de Bartlett e analise de
variancia (ANOVA). E ap6s verificada a significancia (teste F) as médias foram comparadas pelo teste de Scott-

Knott a 5% com o auxilio do software estatistico Assistat versao 7.7 beta (Silva & Azevedo, 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Analise de Variancia (ANOVA) mostrou existir diferenga significativa (p<.0001) entre os tratamentos
de OE das diferentes partes vegetais de P. fuliginenm testadas (folhas e frutos) sobre ovos com até 24 h de .
frugiperda (Tabela 1). Ao compararmos as médias entre os tratamentos e as diferentes concentragoes dos OEs da
P. fuligineum, verificamos que a partir de 1% a atividade ovicida foi de 90% e 71% entre os OEs das folhas de
frutos respectivamente.

Contudo, o OFE das folhas inviabilizou mais ovos da mariposa nas concentra¢ées de 0,5, 1 ¢ 2% em
relacao ao OFE dos frutos, menos nas concentracoes de 0,25 e 4%, onde ambos os OEs inviabilizaram a mesma
quantidade de ovos. Ja nos controles nao ocorreu grande relevancia no nimero de inviabilidade dos ovos, de

modo a reforcar a eficacia dos OEs de P. fuliginenn (Figura 1).
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Tabela 1 — Analise de varidncia para média de ovos de Spodoptera frugiperda inviabilizados apés pulverizacdo do 6leo
essencial de folhas e frutos de Piper fuliginenm; Tangara da Serra/MT, 2022,

Fonte de variagdo G. L. Valores de F
Fator 1 (Partes vegetais) 1 41.4728 **
Fator 2 (Concentracdes de OE) 6 189.6994 **
Interacao entre Fator 1 x Fator 2 6 13.4905 **
Tratamentos 13 96.9702 **
Residuos 126 -
p-valor - <.0001

Nota: **significativo a 1% (teste de Scott-Knott). G. L.= grau de liberdade; C. V.= Coeficiente de variagio.
Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 1 — Efeito do dleo essencial de folhas e frutos de Piper fuliginenm sobre ovos da matiposa Spodoptera frugiperda.
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Fonte: Pinheiro (2022). Letras maidsculas comparam as concentra¢Ges para mesma parte vegetal (barras da mesma cor) e letras
minusculas comparam cada concentragdo entre as partes vegetais (barras de cores diferentes).

Esses resultados sao promissores, pois para considerar um produto como ovicida, segundo Picollo &
Zerba (1997), ele deve inibir a eclosdo de pelo menos 75% dos ovos do inseto de interesse. Nesse sentido, esse
estudo mostrou que os OE de ambas as partes vegetais de P. fuligineum testadas possuem efeito ovicida,
apresentando reducdo na eclosio de ovos da lagarta S. frugiperda, quando comparado com os tratamentos
controles (agua e acetona). Além disso, vale ressaltar que os OEs nio sio um produto comercial, assim os dados
preliminares verificados em nosso trabalho sao ainda mais interessantes, pois poderao servir de base para o
desenvolvimento de produtos naturais comerciais a partir de P. fuliginenm.

Ademais, os compostos presentes no OE dessa espécie vém sendo estudados devido as caracteristicas
quimicas, tornando-a importante em pesquisas de bioprospeccao (Krinski, Foerster & Deschamps, 2018). Outra

caracteristica interessante observada nos resultados do OE dos frutos de P. fuliginenm, é que a menor
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concentra¢ao do 6leo (0,25%) inviabilizou maior quantidade de ovos do que o dobro dessa concentragao (0,5%).
Esse tipo de dado ja foi relatado em OFEs de outras espécies e partes vegetais de Piper aduncum, Piper
gandichandianum, Piper malacophyllum e Piper tuberculatum, onde menores concentragoes de OEs inviabilizam mais
ovos do que concentragdes maiores em ovos do percevejo-do-colmo do arroz, Tibraca limbativentris (Krinski,
2014).

O fenoémeno descrito, pode ser explicado pelo efeito hormese, onde os inseticidas, principalmente
aqueles considerados seletivos, incluindo os OEs, quando utilizados em concentragdes maiores podem favorecer
certas caracteristicas dos insetos (neste caso, o numero de lagartas de S. frugiperda eclodidas), enquanto
concentragoes menores sao mais prejudiciais ou toxicas ao inseto (Forbes, 2000). Além disso, verificamos
diferentes efeitos dos OEs sobre os ovos, encontrando ovos murchos, secos e aqueles onde as larvas morreram

no momento de romper o cérion para sair dos ovos (Figura 2 - A, B e C).

Figura 2 — Diferentes efeitos do OE de folhas e frutos de Piper fuliginenm sobre ovos da matiposa Spodoptera frugiperda:

A - ovos murchos (amarelados); B - ovos secos (lagartas mortas dentro do ovo); e C - lagartas mortas ao sairem dos ovos.
i C

y b Y e S ¥
PN Wy = ~ i

Fonte: Pinheiro (2022).

Estas diferentes caracteristicas observadas evidenciam que as substancias presentes no OE desta espécie
sao potencialmente toxicas para o embrido e conseguem penetrar no ovo, principalmente quando consideramos
que as micropilas ja foram apontadas como sendo o principal ponto de penetragao de produtos quimicos em
ovos de outros insetos pragas (Beament, 1948; 1949). Ademais, a aplicagao dos OEs pode ocasionar a obstrucao
das micrépilas dos ovos, sendo letal quando estas estruturas sao recobertas com 6leo, pois a difusio do oxigénio
através do corion tem um importante papel na respiragao do embrido (Fiori, 1963; Hinton, 1981).

Juntamente com esses dados, ressaltamos que o controle de insetos-pragas geralmente ¢ realizado para
combater estagios mais desenvolvidos dos mesmo (larvas, ninfas ou adultos), sendo provavelmente o estagio de
ovo o menos pesquisado em termos de suscetibilidade (quimico ou natural), e os poucos estudos que verificaram
a vulnerabilidade dos ovos foram muitas vezes relatados por acidente, decorrentes da aplicagao de inseticidas em
outras fases de desenvolvimento dos insetos (Smith & Salkeld 1966; Krinski, Foerster & Dechamps, 2018).
Logo, esse estudo traz dados inéditos sobre a eficacia de dleos essenciais da P. fuliginenm contra essa fase do ciclo
de vida da S. frugiperda.

Nesse sentido, Nascimento (2016) comparou o efeito dos OEs das folhas de P. aduncum, Piper divaricatum,

de um inseticida vegetal (Azamax) e outro sintético (Decis 25 EC) sobre ovos de . frugiperda e constatou que o
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OE da espécie P. aduncum foi mais téxica que de P. divaricatum e do Azamax, enquanto o produto sintético se
mostrou mais toxico em relagdo aos demais. Mesmo assim, como em nosso trabalho, os OEs das Pjper estudadas
por essa autora mostraram dados promissores quando comparado ao inseticida vegetal comercial, mostrando
que diversas espécies de Piper podem ser utilizadas na producdo de produtos naturais para o controle de insetos.

Baseado no presente estudo, sugerimos que mais pesquisas sejam realizadas com P. fuliginenm, em ovos
com diferentes idades como ja tém sido feitos com outras espécies de Pjper contra outras pragas de insetos
(Krinski, 2014; Krinski & Foerster, 2016; Krinski, Foerster & Deschamps, 2018), bem como em outras fases de
S. frugiperda e outros grupos de insetos-pragas (Souza et al., 2020). Também ¢ de grande valia, realizar a analise
cromatografica dos OEs de P. fuligineum, para identificar os compostos presentes e poder fazer inferéncia sobre
os que possuem atividade inseticida. Além disso, pode ser investigado o efeito sinérgico com outros OEs e com
demais produtos a fim de potencializar sua aplicagdo. Aponta-se estas possibilidades, pois nos ultimos anos
grande parte dos estudos com plantas inseticidas tém sido realizados com outras familias botanicas (Casida &
Quistad, 1998; Isman, 2000; Krinski, Massaroli, & Machado, 2014). Ademais, estudos para domestica¢io/cultivo
de plantas da familia Piperaceae sao necessarios e ja tem sido realizado para algumas espécies (Gomes & Krinski
2016; 2017; 2018a; 2018b; 2019; 2020; Ferriani e al. 2018; Ferriani & Krinski 2019a, 2019b), evidenciando o
potencial para novos estudos que estas plantas apresentam na atualidade.

Contudo, plantas da familia Piperaceae, ainda tém sido pouco estudadas, embora alguns estudos ja
tenham relatado que esta familia pode ser uma rica fonte de moléculas promissoras para o controle de insetos.
Desta forma, o potencial para estudos de bioprospecgao, como o isolamento dos principais constituintes
fitoinseticidas de espécies como P. fuligineum e consequente sintese desses compostos se faz necessario, podendo

inclusive agregar valor para as espécies vegetals nativas.

4 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que ambos os OEs de folhas e frutos da P. fuligineurn inviabilizam
os ovos da mariposa S. frugiperda a partir na menor concentragao testada. Esses OEs possuem efeito ovicida a
partir da concentragao de 1%. Assim, os nossos dados preliminares e inéditos mostram que P. fuligineun é uma
espécie vegetal promissora para mais estudos contra esse lepidéptero, visando sua bioprospec¢ao para uso no

controle desse inseto praga.
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