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Evaluation of the Effect of Extracts and Fractions of Leafs from Balfourodendron riedelianum (Rutaceae) on Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT - The armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), is an
important pest of the maize crop, which causes huge damages to the productivity and quality of final
product. Such pest is usually controlled by the use of insecticides as pyrethroids and organophosphates
that can damage the environment and contaminate food. Thus, the search for new pesticides, more
selective, less toxic and less damaging to environment is of high relevance. In this way, there is a
growing interest in the use of natural products for the control of agricultural pests. Vegetable extracts
or fractions and some compounds obtained from plants of the Rutaceae family show anti-food or
insecticidal activity and the wide chemical diversity of this family, its high biological potential and the
lack of assessment of insecticidal activity of Balfourodendron riedelianum motivated the present work,
which has the main goal to evaluate the effect of extracts and fractions from leafs of B. riedelianum
against S. frugiperda. Biological assays were performed incorporating 100 mg.Kg' of each extract
or fraction to the artificial diet of S. frugiperda and the evaluated parameters were duration of larval
and pupal stages, pupal weight and mortality percent at the end of each phase. Hexane and methanol
extracts of the leaves from B. riedelianum caused the enlarged of pupal and larval stages, decreasing
of pupal weight and about 80% of larval phase mortality. Some plant extract fractions (ethyl acetate
fraction from hexane extract and dichloromethane fraction from methanol extract) caused 100% of
mortality of larval stage. Such results showed the fago-inhibitor activity of extracts and fractions from
B. riedelianum against S. frugiperda, which suggests its high potential as natural insecticide.

KEY WORDS - Insecticidal activity, plant extracts, Pau-marfim, Alternative control.

RESUMO - A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), ¢
uma importante praga da cultura do milho, que causa grandes prejuizos em relagao a produtividade e
a qualidade do produto final. Tal praga ¢ usualmente controlada com o uso de inseticidas piretroides
e organofosforados, que podem ocasionar danos ao meio ambiente e deixar residuos nos alimentos.
Assim, a busca por novos pesticidas, mais seletivos, menos toxicos ¢ menos danosos ao ambiente ¢
de grande importancia. Nesse sentido, ha um interesse crescente no uso de produtos naturais para o
controle de pragas agricolas. Extratos ou fragcdes vegetais e algumas substancias isoladas de plantas
da familia Rutaceae apresentam atividade anti-alimentar ou inseticida e a ampla diversidade quimica
dessa familia, seu grande potencial biologico ¢ a auséncia de avaliagdes de atividade inseticida de
Balfourodendron riedelianum motivaram o presente trabalho, que teve como principal objetivo avaliar
o efeito dos extratos e fragdes das folhas de B. riedelianum sobre S. frugiperda. Os ensaios biologicos
foram realizados incorporando-se 100 mg.Kg' de cada extrato ou fragdo a dieta artificial de S. fiugiperda
e os parametros avaliados foram duracao das fases larval e pupal, massa das pupas e porcentagem
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de mortalidade ao final de cada fase. Observou-se que os extratos hexanico ¢ metandlico das folhas
de B. riedelianum ocasionaram o alongamento nas fases larval e pupal, diminui¢do da massa pupal
e aproximadamente 80 % de mortalidade na fase larval. Ja algumas fragdes vegetais (fragdo acetato
de etila do extrato hexanico ¢ fragdo diclorometanica do extrato metandlico) ocasionaram 100% de
mortalidade na fase larval. Tais resultados indicaram a atividade inseticida dos extratos ¢ fragdes de B.
riedelianum sobre S. frugiperda, o que sugere seu grande potencial como inseticida natural.

PALAVRAS-CHAVE - Atividade inseticida, Extratos vegetais, Pau-marfim, controle alternativo.

Muitas culturas tém o seu rendimento prejudicado pela
ocorréncia de pragas agricolas. A lagarta-do-cartucho-do-
milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), ¢ uma importante praga da cultura do milho,
que causa grandes prejuizos em relagdo a produtividade e
a qualidade do produto final, sendo bastante dificil de ser
controlada (Cruz et al. 2008). Ela ¢ a principal praga da
cultura do milho e ocorre em todas as regides produtoras,
tanto nos cultivos de verfo, quanto nos de segunda safra
(safrinha). A espécie ataca a planta desde sua emergéncia
até a formacao de espigas (Cruz 2008; Cruz 2010; Cruz et
al. 2008). Dependendo do estdgio da cultura em que ocorre
o ataque por S. frugiperda, pode-se ter até 34% de perda no
rendimento de graos (Valicente & Cruz 1991, Cruz 1995).

Os prejuizos ocasionados por S. frugiperda a cultura
do milho ndo estdo relacionados a auséncia de tratamento
fitossanitario, pois, o numero de aplicagdes tem aumentado ao
longo dos anos e, em algumas regides, ¢ comum a utilizagao
de mais de cinco aplicagdes de inseticidas durante a safra
(Cruz 2002). A lagarta ¢ usualmente controlada no milho
empregando-se agrotoxicos de diferentes grupos quimicos,
tais como piretroides, organofosforados e outros (Jesus et
al. 2009), que sdao empregados quando o inicio de ataque €
notado nas plantagdes. Na verdade, a preocupacao atual ¢ com
a ocorréncia de populagdes resistentes aos produtos quimicos,
verificada em algumas regides, e a diminuicao da diversidade
de agentes de controle bioldgico, em consequéncia do uso
inadequado dos agrotoxicos (Cruz 2002).

O uso de agrotoxicos sintéticos, além de aumentar os
custos de producao, pode ocasionar danos ao meio ambiente
¢ deixar residuos nos alimentos. Assim, a busca por novos
produtos, mais seletivos, menos toxicos e menos danosos
ao ambiente ¢ de grande importancia. Nesse sentido, ha
um interesse crescente no uso de produtos naturais para o
controle de pragas agricolas (Weinzierl & Henn 1991, Senthil
Nathan et al. 2005). Além de serem facilmente obtidos, os
inseticidas botanicos apresentam uma baixa ou nenhuma agao
toxica para humanos e sdo mais facilmente degradaveis, ndo
contaminando o meio ambiente (Roel 2001).

As plantas da familia Rutaceae apresentam uma grande
diversidade de metabdlitos secundarios (alcaldides derivados
do acido antranilico, cumarinas, flavonoides, limondides,
etc) e muitas atividades bioldgicas de extratos, fragdes
e substancias isoladas de plantas dessa familia foram
determinadas, em especial, alguns trabalhos descrevem a
atividade anti-alimentar ou inseticida de extratos ou fragdes
vegetais de plantas dessa familia (Stevenson et al. 2003,
Pavela 2005, Sackett et al. 2007, Tagliari et al. 2010, Barakat
2011, Baskar et al. 2012, Krishnappa & Elumalai 2012,
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Laarif et al, 2013).

A espécie Balfourodendron riedelianum é classificada na
ordem Rutales, familia Rutaceae, subfamilia Toddalioideae.
E uma espécie arborea, conhecida vulgarmente como pau-
marfim, que pode alcangar 20 a 30 m de altura (Lorenzi 1992).
Existem alguns estudos fitoquimicos desta espécie (Rapoport
& Holden 1959, 1960, 1961, Corral et al. 1968, 1973,
1983, Corral & Orazi 1965, Jurd & Wong 1983, Basomba
et al. 1991, Marques 2006) que descrevem a ocorréncia
principalmente de alcaldides derivados do acido antranilico.

A ampla diversidade quimica da familia Rutaceae, seu
grande potencial biologico e a auséncia de avaliagdes de
atividade inseticida de B. riedelianum motivaram a escolha
dessa planta para avaliagdo do efeito de seus extratos ¢
fragdes sobre S. frugiperda. Assim, com o presente trabalho
objetivou-se avaliar o efeito de extratos e fragdes oriundos
das folhas de B. riedelianum sobre S. frugiperda.

Material e Métodos

Coleta do Material Vegetal. A espécie Balfourodendron
riedelianum (pau-marfim) foi coletada no municipio
de Vicosa-MG, no Departamento de Dendrologia da
Universidade Federal de Vigosa (UFV) no dia 09/02/2011.

Preparo dos Extratos Vegetais. As folhas da espécie
B. riedelianum foram secas em estufa de circulagdo de ar, a
60°C, durante 16 h e moidas em um liquidificador. A extrago
de 945 g do material moido foi realizada por maceracao nos
solventes hexano e metanol, a temperatura ambiente, por
um periodo de 7 dias. Posteriormente, o material moido e
filtrado foi novamente submetido a mais uma macerag¢do com
solvente por 7 dias, sendo que as duas fragdes foram reunidas
e pesadas. Desta forma, foram obtidos os extratos hexanico
(denominado BRH, 12,5 g) e metanoélico (denominado BRM,
59,2 g) das folhas de B. riedelianum.

Obtencao das Fragdes Vegetais. Uma aliquota (11,0 g)
do extrato hexanico e outra aliquota do extrato metandlico
(12,0 g) foi fracionada em cromatografia liquida a vacuo
(CLV), utilizando-se como fase estacionaria alumina(coluna
com 13,5 cm de largura por 5,8 cm de comprimento) e como
fase movel, solventes organicos de polaridade crescente:
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. A
elui¢do foi realizada de forma gradiente, passando-se
aproximadamente 3 L de cada solvente pela coluna. Desta
forma, ap6s a evaporagdo do solvente em rotaevaporador,
foram obtidas 8 fra¢des, conforme descrito na Tabela 1.
Entretanto, devido a pequena quantidade de material obtido
de algumas fragdes e também por se utilizar parte do material
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Tabela 1. Frag¢des obtidas a partir da cromatografia liquida
a vacuo (CLV) dos extratos hexanico e metandlico de B.
riedelianum.

Eétrriagfeon(lle Fragao Obtida fﬁzs.;; é E;
Hexanico Hexanica (BRHH) 1,004
Diclorometanica (BRHD) 4,7093
Acetato de Etila (BRHA) 2,549
Metanolica (BRHM) 0,6528
Metandlico Hexanica (BRMH) 1,1718
Diclorometanica (BRMD) 2,8676
Acetato de Etila (BRMA) 0,9469
Metanoélica (BRMM) 0,6331

das fragdes para estudo fitoquimico, s6 as fragdes BRHA,
BRMH, BRMD ¢ BRMA foram avaliadas nos ensaios
biologicos.

Ensaios de Toxicidade. Os ensaios biologicos com os
extratos brutos e fragcdes foram realizados no Laboratdrio de
Bioensaios do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar). Os experimentos foram
mantidos a 25 + 1°C, UR de 70 + 5% e fotofase de 12 h.

As lagartas utilizadas para a realizacdo deste trabalho
foram criadas em dieta artificial contendo agua destilada (600
mL), agar (10,3 g), extrato de levedura (25,3 g), gérmen de
trigo (39,6 g), acido sorbico (0,8 g), acido ascorbico (2,6 g),
formaldeido 40 % (6,3 mL), tetraciclina (50 mg), nipagin
(1,1 g) e feijao carioquinha (82,5 g) (Kasten et al. 1978).

Para a realizagdo dos bioensaios, os extratos ¢ fracdes
foram solubilizados em uma pequena quantidade de solvente
e misturados ao acido ascorbico contido na dieta artificial
(Kasten et al. 1978). Logo apos, o solvente foi evaporado ¢ a
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mistura (acido ascorbico e extrato ou fra¢ao) foi incorporada a
dieta quando esta atingiu uma temperatura de 50°C, conforme
metodologia ja utilizada (Leite et al. 2008, Matos et al.
2006, 2009). Cada extrato/fragao foi incorporado a dieta
artificial de S. frugiperda na proporcao de 30 mg de extrato/
fracdo para 300 g de dieta (100 mg.Kg™"). Além das dietas
correspondentes a cada extrato/fragdo, também foi preparada
uma dieta testemunha, sem extrato/fragdo, utilizando os
solventes em que foram solubilizados os extratos/fragdes.
Depois do preparo, as dietas foram vertidas em tubos de vidro
(8,5 x 2,5 cm), previamente esterilizados, em estufa a 170°C
por 1 h e, em seguida, tampados com algoddo hidréfugo.
Apos a colocagdo da dieta, os tubos foram mantidos por 24 h
em grades de arame para eliminagdo do excesso de umidade
(goticulas de agua) de suas paredes. A seguir, foi feita a
inoculagdo das lagartas recém-eclodidas de S. frugiperda,
utilizando-se uma lagarta por tubo de vidro. Foram utilizadas
trinta lagartas para cada tratamento.

As pupas obtidas foram pesadas um dia ap6s a pupagdo
e transferidas para copos plasticos de 50 mL de capacidade,
onde permaneceram até a emergéncia dos adultos.

Os parametros avaliados foram duragdo das
fases larval e pupal, massa das pupas e porcentagem de
insetos mortos (mortalidade) ao final de cada fase. Para
cada tratamento foram utilizadas 30 lagartas, distribuidas
em trés repeti¢des de dez lagartas cada, em delineamento
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA). A comparacdo entre médias
dos tratamentos foi feita utilizando-se o Teste de Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Resultados

Ensaios com os Extratos Vegetais. Dos pardmetros
avaliados no tratamento com o extrato hexanico de B.
riedelianum (BRH), observou-se um alongamento na fase

Tabela 2. Médias da duragao de fase larval, fase pupal e massa pupal de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada
com o extrato hexanico, metandlico e com a fragdo hexanica do extrato metanolico das folhas de B. riedelianum, a 100

mg.kg!. Temp.: 25 + 1 °C; UR: 70 + 5% e fotofase:12 h

Duragéo da fase larval (dias)

Durag@o da fase pupal

Tratamento (£EP)! (dias) (+EP)! Massa pupal (mg) (£EP)!
Branco 16,80 £2,06 b 15,59 + 4,68 ab 288,54 £ 27,02 a
Hexano 16,28 £2,32 b 14,84 £ 5,60 b 286,36 = 26,56 a

Extrato BRH 25,67 £6,28 a 21,40 +£3,65a 233,50+49,23 b
Branco 16,80 2,06 b 15,59 + 4,68 b 288,54 £27,02 a
Metanol 17,45+241b 16,88 + 4,83 ab 271,63 +2335a
Extrato BRM 24,40 £ 5,18 a 24,00 £ 6,08 a 236,00 £52,68b
Branco 17,74 £ 221 a 11,20+ 1,08 a 243,00 £ 42,65 a
MeOH + CH,Cl, 18,41 +1,81a 10,69 £ 0,95 a 251,76 £ 19,96 a
Fragao BRMH 16,75+ 1,17 a 10,75+ 0,50 a 256,88 £32,94 a

'Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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larval de 9,39 dias em relagdo ao controle hexano (16,28
dias) e na fase pupal de 6,56 dias em rela¢do ao controle
hexano (14,84 dias), além da diminui¢do na média de massa
pupal de 52,86 mg quando comparado com o controle hexano
(286,36 mg) (Tabela 2).

Quanto a mortalidade na fase larval, o extrato hexanico
(BRH) causou mortalidade de 80% em relagdo ao controle
hexano (16,67 %) (Tabela 3). A mortalidade pupal nao foi
significativa.

No tratamento com o extrato metanolico de B. riedelianum
(BRM), houve um alongamento na fase larval de 6,95 dias
em relagdo ao controle metanol (17,45 dias). A duracdo da
fase pupal apresentou uma variacgdo de 7,12 dias em relagao
ao controle metanol (16,88 dias). Na massa pupal o extrato
metanolico apresentou uma diminui¢do na média de massa
pupal de 35,63 mg quando comparado com o controle
metanol (271,63 mg) (Tabela 2).

O extrato BRM apresentou mortalidade larval de
83,33%, enquanto que, no controle metanol, a mortalidade
encontrada foi de 10% (Tabela 3). A mortalidade pupal néo
foi significativa.

Ensaios com as Fragdes Vegetais. O tratamento com
a fracdo hexanica do extrato metanolico (BRMH) nao
apresentou resultados significativos para a fase larval, pupal
¢ massa pupal, quando comparados ao controle (Tabela 2).

Para a mortalidade na fase larval as fragdes BRHA,
BRMD e BRMA apresentaram 100% de mortalidade quando
comparadas ao controle (43,33%). Ja a mortalidade pupal ndo
foi significativa quando comparada ao controle (Tabela 3).

Discussao

Ensaios com os Extratos Vegetais. O alongamento da
fase larval foi observado para as lagartas alimentadas com a

dieta tratada com os extratos hexanico e metandlico das folhas
de B. riedelianum (BRH e BRM). O aumento da duragdo
da fase larval mantém a lagarta mais suscetivel a ataques
de predadores, parasitas, parasitoides, entomopatégenos,
intempéries climaticas e ainda com maior competicao por
alimento (Rodrigues & Vendramin 1996).

Os extratos BRH ¢ BRM ocasionaram a diminuig¢do da
massa pupal em relacdo a massa do controle, mostrando,
portanto, uma importante atividade de tais extratos. Esses
dados corroboram os obtidos por Rodrigues & Vendramin
(1996) que provaram que, quando a massa pupal ¢ menor
que a do controle, o extrato vegetal diminui o consumo pela
lagarta, dando origem a adultos pequenos e possivelmente
com problemas no acasalamento desses individuos com
individuos normais, originando fémeas nao fecundas.
Tanzubil & McCafferry (1990), em experimentos realizados
com o6leo de semente de Azadirachtina indica (Meliaceae)
sobre S. exempta, observaram que a redugdo do crescimento
aliada a mortalidade fazem com que a lagarta apresente
um alto gasto energético para quebrar substancias toxicas
presentes em seu organismo ao invés de ter esse custo
energético direcionado para o crescimento e pupacdo. Seu
potencial tem efeitos principalmente sobre a duracdo e
mortalidade da fase larval. Segundo Tanzubil & McCafferry
(1990), a massa da pupa ¢ a duracdo da fase larval estdo
relacionadas com o potencial fago-inibidor do bioinseticida
ou no seu envolvimento com o metabolismo hormonal
da lagarta, que dificulta que o inseto passe de um instar
para o outro. Como os extratos BRH e BRM apresentaram
diminui¢do da massa pupal significativa (Tabela 2), aliada
a uma taxa de mortalidade larval também significativa
(Tabela 3), acredita-se que tais extratos tenham potencial
como inseticida e possam atuar como fagoinibidores ou no
metabolismo hormonal de S. frugiperda. No trabalho de
Matos et. al. (2009), as fra¢des dos frutos de Trichilia catigua

Tabela 3. Médias da mortalidade de fase larval e pupal de S. frugiperda alimentada com dieta artificial tratada com o extrato
hexénico, metanolico e com as fragdes BRHA, BRMH, BRMD ¢ BRMA das folhas de B. riedelianum, a 100 mg.kg'. Temp.:

25+ 1°C; UR: 70 + 5 % e fotofase: 12 h.

Tratamento Mortalidade larval (%) (£EP)! Mortalidade pupal (%) (+EP)!
Branco 16,67 +5,77b 12,03+ 12,53 a
Hexano 16,67 £5,77b 0,00 + 0,00 a

Extrato BRH 80,00 £ 0,00 ¢ 0,00 + 0,00 a
Branco 16,67 +5,77b 12,03+ 12,53 a
Metanol 10,00 £ 10,00 b 12,50 £21,65 a
Extrato BRM 83,33+£5,77a 0,00 = 0,00 a
Branco 36,67+ 11,55¢ 20,97 +7,20 a
MeOH + CH,CI, 43,33 £ 11,55 be 24,77+ 13,50 a
Fracdo BRHA 100,00 + 0,00 a 0,00 + 0,00 a
Fragdo BRMH 67,17 +20,97 b 46,67 £50,33 a
Fragao BRMD 100,00 £+ 0,00 a 0,00 £ 0,00 a

'Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P< 0,05).
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(Meliaceae) ocasionaram 100% de mortalidade larval para
S. frugiperda. Tal resultado indica a grande eficiéncia dessas
fragdes como bioinseticidas, pois elas ocasionam efeitos na
lagarta logo nas primeiras fases de desenvolvimento, o que
poderia reduzir os prejuizos na produgao agricola.

Ensaios com as Frac¢oes Vegetais. A fracdo acetato de
etila do extrato hexanico (BRHA) ¢ as fragdes diclorometano
e acetato de etila do extrato metanolico (BRMD e BRMA)
ocasionaram 100% de mortalidade na fase larval de S.
frugiperda (Tabela 3). Resultados similares foram obtidos
por Matos et al. (2009) em estudos com as fragdes dos frutos
de Trichilia catigua (Meliaceae). A alta mortalidade na fase
larval ¢ um resultado bastante interessante, pois, os efeitos
deletérios logo nas primeiras fases do desenvolvimento de
S. frugiperda reduzem os prejuizos na produgao agricola.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam o
grande potencial de extratos e fragdes oriundos de plantas
da familia Rutaceae como inibidores naturais de Spodoptera
sp. Tagliari et al. (2010), por exemplo, obtiveram alta
mortalidade de larvas de S. frugiperda de 4° instar ocasionada
por extrato aquoso de folhas e cascas de Ruta graveolens.
Barakat (2011) demonstrou a atividade inseticida e anti-
alimentar do extrato em acetona das folhas de Casimiroa
edulis (Rutaceae) e também de suas fragdes sobre larvas
de 4° instar de S. littoralis (Boisduval) (Lepidoptera:
Noctuidae). Principalmente sesquiterpenos e ésteres de
acidos graxos foram identificados em tais extratos/fragdes,
indicando que esses compostos possam ser 0s responsaveis
pelas atividades observadas. Os 6leos essenciais obtidos a
partir das cascas dos frutos de Citrus aurantium também
foram ativos sobre S. littoralis (Laarif et al. 2013). Pavela
(2005) também avaliou a atividade dos o6leos essenciais
de trés espécies de Rutaceae (Amyris balsamifera, Citrus
limonum e C. airantifolia) sobre larvas de 3° instar de S.
littoralis, realizando os ensaios por fumigagdo ou aplicagdo
topica. Os resultados, entretanto, mostraram que, dentre os
Oleos essenciais testados, os oriundos da familia Rutaceae
ndo apresentaram atividade tdo significativa. Ja Stevenson
et al. (2003) mostraram que algumas furanocumarinas
isoladas dos frutos de Tetradium daniellii (Rutaceae)
apresentaram potente atividade deterrente sobre S. litforalis
em estagio final de desenvolvimento larval. Alcaldides
acridonicos isolados de Fagara macrophylla (Rutaceae)
também ocasionaram atividade anti-alimentar em larvas de
S. littoralis e S. frugiperda (Tringali et al. 2001). Baskar et al.
(2012) avaliaram a atividade ovicida dos extratos hexanico,
cloroférmico e acetato de etila das folhas de Atalantia
monophylla (Rutaceae) e também de fragdes oriundas do
extrato hexanico. Os extratos e fragdes foram testados
sobre Spodoptera litura Fab. (Lepidoptera: Noctuidae). Os
resultados indicaram que o extrato hexanico e algumas de
suas fracdes apresentaram potencial ovicida significativo.
Krishnappa & Elumalai (2012) também obtiveram resultados
significativos ao avaliar a atividade larvicida e ovicida do dleo
essencial das folhas de Chloroxylon swietenia (Rutaceae) e
de seus componentes majoritarios. O 6leo essencial de C.
swietenia ocasionou 100% de mortalidade dos ovos de S.
litura e o composto geijereno, um dos constituintes do 6leo
essencial, também apresentou atividade ovicida significativa.

Sociedade Entomoldgica do Brasil
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Também em ensaios com S. /itura se observou a atividade
anti-alimentar e de inibi¢do do crescimento ocasionada pelo
alcaloide furoquinolinico esquimianina, que tem ampla
ocorréncia em plantas da familia Rutaceae (Sackett et al.
2007).
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